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Introduction

INTRODUCTION

Le cancer figure parmi les premieres causes de mortalité dans les pays développés
(Tableau 1). Son apparition et son développement dépendent de nombreux facteurs :
environnement, hérédité, agents infectieux, processus de vieillissement, habitudes
personnelles...

La radiothérapie occupe une des toutes premieres places au coté de la chirurgie, dans
le traitement des cancers. Plus de la moitié des patients atteints de tumeurs en
bénéficient et plus du tiers des cancers guéris l'ont été par cette technique, qui repose

sur |'utilisation des radiations ionisantes.

Nombre de décés
Localisation du cancer
Hommes Femmes Total
Poumon 22649 4515 27164
Colon-rectum 8505 7468 15973
Sein - 11637 11637
Prostate 10004 - 10004
Foie 6287 1569 7856
Pancréas 3728 3453 7181
Lymphome non-Hodgkinien 2664 2579 5243
Leucémies 2547 2548 5095
Lévre-bouche-pharynx 4341 749 5090
TOTAL 60725 34518 95243
Tableau 1 : Mortalité par cancer en 2000 en France.

La radiothérapie est née, a la fin du siecle dernier, de deux découvertes majeures

(Bernier et al. 2004) :

e Tout d'abord en 1895, Rontgen découvre les rayons X : il observe que

lorsque des électrons accélérés frappent une plaque de métal dans une
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ampoule en verre vide d'air, I'ampoule émet des rayonnements, qu'il
nomme rayons X. Le francais Henri Becquerel entreprend alors des
expériences sur le sujet et montre que I'uranium émet naturellement un

rayonnement sans cause extérieure.

e En 1898, Pierre et Marie Curie réussissent a extraire du minerai d’uranium
deux nouveaux éléments, le polonium et le radium, qui émettent encore
plus de rayonnements que 1'uranium. IIs montrent que ces rayonnements
sont liés aux propriétés mémes de l'atome et appellent ce phénomene

"radioactivité".

Dans les années suivantes, de nombreux éléments radioactifs, ou radioéléments, sont
découverts et l'anglais Ernest Rutherford identifie les trois rayonnements de la
radioactivité : alpha, béta et gamma.

L'utilisation médicale des rayonnements se développe immédiatement apres leur
découverte : les rayons X pour la radiologie des 1896, les rayons gamma (y) du
radium pour le traitement des cancers en 1903.

Tres rapidement, les expériences menées démontrent qu’il est possible de guérir un

cancer par des radiations ionisantes (Bernier et al. 2004).

Le but de la radiothérapie est de détruire les cellules malignes tout en respectant les
tissus sains environnants. Le traitement des cancers utilise principalement des
photons : des rayons X de haute énergie ou des rayons Y.

L’efficacité de ces radiations ionisantes repose essentiellement sur leur capacité a
induire l'apoptose ou mort cellulaire programmée des cellules cancéreuses. Ces
rayonnements provoquent des dommages, plus ou moins complexes au niveau de
I’ADN des cellules, qui vont conduire a un arrét dans la progression du cycle
cellulaire pour pouvoir réparer ces lésions ou induire la mort de la cellule le cas
échéant. C’est ce dernier effet qui est recherché pour détruire les cellules cancéreuses.
La radiothérapie est un traitement local, elle agit directement sur la zone du cancer.

Mais les rayonnements ionisants tuent également les cellules saines situées a la
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périphérie de la tumeur. L’efficacité de ce traitement est donc limitée car de trop

fortes doses sont dangereuses pour les tissus sains péri-tumoraux.

En outre, certains cancers ont développé des mécanismes de résistance aux processus
d’apoptose, soit par I'inactivation de certains genes activant I’apoptose, soit par la
sur-expression de protéines anti-apoptotiques (Tableau 2, Evan et Vousden 2001,

Reed 1999).

Sous- expressi on - p53 (inactivé dans 50 % des can
ou inactivation - Récepteurs Fas (carcinone du co
par nutation de genes - Bax (cancer de |’ estomac, |eucé
pr o- apopt oti ques - PTEN (gliobl ast ome, ostéosarcom
Sur - expr essi on - Bcl-2 (I ynmphonmes non Hodgki ni en

ou activation - Bel-xL (cancer de |a prostate,

de génes - FLIP (mél anone)
anti - apopt oti ques - 1AP : survivin (lynphones, méla
Tableau 2 : Mécanismes de résistance des cellules cancéreuses a I'apoptose.

Ces mécanismes qui empéchent l'induction d’apoptose sont responsables de la

résistance a la radiothérapie (Figure 1).
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Défauts dans la régulation des mécanismes

Tumeur €= ,
d'apoptose des cellules tumorales

Agents

anticancéreux .

(chimiothérapie Dommages cellulaires a
c o (ADN,..)

radiothérapie)

Résistance aux

Prolifération cellulire < i
traitements

Figure 1 : Conséquences des mécanismes de résistance a l'apoptose.

Pour accroitre 'efficacité de la radiothérapie envers ces cancers plus résistants, de
nouvelles techniques d’irradiation telles que 1'hadronthérapie ont été introduites,
permettant de délivrer des doses de rayonnement plus élevées sur la tumeur.

L’hadronthérapie regroupe l'utilisation de particules de la famille physique des
hadrons, des éléments constituant le noyau des atomes : protons, neutrons et noyaux
atomiques chargés (constitués de neutrons et de protons). Certains de ces
rayonnements présentent un transfert d’énergie linéique (TEL) élevé par opposition
aux rayons X ou y. IIs induisent des dommages plus complexes et moins facilement
réparables. De méme, la masse élevée de ces particules, ainsi que leur type
d’interaction avec la matiere leur conferent des caractéristiques spécifiques dont on
peut tirer parti en radiothérapie. Cependant, si les effets biologiques des rayons X ou
y sont tres étudiés, peu d’informations sont disponibles quant aux mécanismes mis
en oeuvre par la cellule en réponse aux radiations a TEL élevé, en particulier en ce
qui concerne l'induction de l'apoptose. Or, la compréhension des mécanismes
apoptotiques induits par les différents types de radiations est essentielle pour
I"amélioration des traitements existants et pour I'élaboration de nouvelles stratégies

thérapeutiques visant a détruire les cellules malignes radiorésistantes.
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Ainsi, I'objectif de ce travail de these a consisté a définir les effets de radiations a TEL

élevé, plus particulierement les neutrons rapides et les ions carbone, sur des cellules

lymphoblastoides humaines.

Nous avons tout d’abord étudié de maniére quantitative, l'induction
d’apoptose par ces types de rayonnements ainsi que l'influence de la
protéine suppresseur de tumeur p53 dans 'apparition de ce phénomene,

en utilisant deux lignées qui different par leur statut p53.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux voies de signalisation activées
dans ces mémes lignées, suite a une irradiation, afin d’identifier les
différents mécanismes impliqués dans le déclenchement du processus
apoptotique. Nous avons déterminé la séquence d’activation des caspases.
Nous avons notamment étudié le role de la mitochondrie ainsi que celui

des récepteurs membranaires dans l'initiation de I"apoptose.
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Chapitre 1

LES RADIATIONS IONISANTES ET LEURS EFFETS BIOLOGIQUES

Le but de la radiothérapie est d'utiliser des rayonnements ionisants pour induire la
mort des cellules cancéreuses. Les rayonnements utilisés le plus communément dans
la lutte contre le cancer sont les rayons X et y. Mais d’autres radiations sont
également utilisées ou sont en cours de développement comme les protons, les
neutrons rapides ou les ions lourds. Les conséquences biologiques d"une exposition a
un rayonnement ionisant restent encore aujourd’hui mal connues. Pourtant, il est
important pour améliorer l'efficacité de la radiothérapie, de mieux comprendre
comment ces radiations ionisantes interagissent avec la matiere vivante, et en
particulier quels sont les mécanismes qu’elles activent dans la cellule pour conduire a
la mort cellulaire par apoptose. Les effets de ces rayonnements sont complexes et
dépendent des particules constituant le rayonnement et du milieu rencontré. Les
radiations induisent dans la matiére vivante des dépots d’énergie qui sont a I'origine
des effets biologiques. Cependant, entre l'interaction proprement dite du
rayonnement avec la cellule et I'apparition de ces effets biologiques, il se produit

toute une suite d’événements que I'on peut répartir en 3 grandes phases (Figure 2) :

- une phase physique trés courte de 1'ordre de 1012 secondes, qui correspond
aux collisions des rayonnements avec les atomes de la matiére vivante,

- une phase physico-chimique qui dure quelques microsecondes, ou les

molécules ionisées et excitées lors de la phase physique vont diffuser et

interagir entre elles et avec les molécules voisines,

- une phase biologique divisée elle-méme en une étape cellulaire de quelques
secondes a quelques jours et une étape tissulaire de quelques jours a une ou
plusieurs années. Pendant 'étape cellulaire, les radiations, par les mécanismes

induits lors des premieres phases, alterent la structure des macromolécules
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(ADN, protéines, lipides membranaires) ce qui perturbe les principales
fonctions de la vie cellulaire. Les lésions produites sont prises en charge par
les systemes de réparation ou conduisent au déclenchement de 1'apoptose.
Une mauvaise réparation de ces dommages ou une induction massive
d’apoptose peuvent se traduire par l'apparition de lésions au niveau des

tissus, ce qui constitue 1'étape tissulaire.

Apres une description des différents types de rayonnements existants et quelques
définitions, les différentes phases d’interaction des radiations ionisantes avec la
matiere vivante seront expliquées dans ce chapitre. Les conséquences biologiques des
rayonnements seront abordées en détails. J'insisterai surtout sur les effets des
rayons X (ou gamma) ainsi que sur ceux des neutrons et des ions lourds, qui sont les
rayonnements que jai utilisés dans mes expériences. Les avantages de ces deux
derniers types de rayonnements par rapport aux rayons X seront mis en évidence,

tout au long des différentes parties constituant ce chapitre.
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RADIATIONS IONISANTES

Effets 1
Physiques Collisions
0 0
10"? secondes «— \ o
Tonisations Excitations
.Ef.fet Effet direct i
Effets indirect Instabilité et
. Modification des molécules
Physico- ¢ diolyse ADN
chimiques de l'eau ﬂw ...............................
quelques ¢ 4
microsecondes Radicaux libres =i ProTelr;\iZmbmne
Lésions de la Lésions de I'ADN
membrane et des
protéines
Arrét du
Effets cycle cellulaire

Cellulaires \

Rt 1_.
quelques heures eparation

Sy . Mort cellulaire ) «— .
a quelques jours apopTose/nécrosew Repa

ration Réparation
fautive fidele
imu‘raﬁon v
) Aucun effet
non létale biologique
v
Tissu
Effets Renouvellement Renouvellement
Tissulaires rapide lent Anomalie N
£ héréditai Elimination
: éréditaire  cancer \
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a plusieurs années immunitaire

réversibles tardifs germinales)

Figure 2 : Les effets biologiques des radiations ionisantes.
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1. Définitions

1.1. Les radiations ionisantes

Lorsqu’un rayonnement ionisant interagit avec la matiére, il lui transfert une partie
de son énergie, produisant des excitations ou ionisations des atomes ou molécules
constituant cette matiere. L’excitation d'un atome se caractérise par le passage d'un
de ses électrons d'un niveau d’énergie donné a un niveau d’énergie supérieur sans
éjection de celui-ci. Le phénomene d’ionisation, quant a lui, se produit lorsque
I'énergie échangée par le rayonnement est suffisante pour éjecter un ou plusieurs
électrons d’un atome (Hall 1978).

L’énergie absorbée lors de ces deux mécanismes va induire des lésions au niveau des
molécules: ruptures de liaisons moléculaires, créations de radicaux libres,
déclenchements de réactions chimiques, génération de défauts dans des structures
cristallines, ...

De l'altération de ces molécules biologiques découlent les effets cellulaires et

tissulaires des radiations ionisantes.

1.2. Origine des radiations ionisantes

En radiothérapie, les radiations ionisantes ont deux origines distinctes :

- la radioactivité, c’est-a-dire 1'émission spontanée d’un rayonnement par le

noyau de certains atomes radioactifs, lors de leur désintégration.
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Noyau d'hélium =
émission L

N P .
J ”
o _—1
) Electron =
@
?,\ < Y
/ - Rayonnement
Noyau instable M éla&mwagnénq.m:

/ emission
éjectant des particules émigsion

Figure 3 : Les différents types de radioactivité.

Ces atomes radioactifs ont des noyaux instables, ce qui est dii soit a un exces
de protons ou de neutrons, soit a un excés des deux particules. Ces noyaux
vont se transformer en d’autres noyaux plus stables, en émettant différents

types de rayonnements : alpha, béta ou gamma (Figure 3).

- les générateurs de radiations: ce sont des appareils construits en vue de la
production de radiations, telles que les rayons X, les neutrons, les protons et

les ions lourds.

1.3. Les différents types de radiations ionisantes

Les rayonnements peuvent étre différenciés selon qu’ils sont directement ou
indirectement ionisants. Toutes les particules électriquement chargées sont
directement ionisantes : les électrons, les particules a, les protons et les ions lourds.
Elles possedent suffisamment d’énergie cinétique pour directement arracher des
électrons (perturber la structure atomique) de la matiere qu’elles traversent et
produire des changements chimiques et biologiques. Les radiations indirectement
ionisantes ne produisent pas elles-mémes les dommages, mais lorsqu’elles sont
absorbées, cedent leur énergie pour produire des particules rapides chargées,
lesquelles vont ioniser les atomes et induire les effets biologiques. C’est le cas des

rayons X, des rayons y et des neutrons.
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1.3.1 Lesradiations directement ionisantes

> Le rayonnement béta moins B- et les électrons

Le rayonnement B- est constitué d’électrons chargés négativement, qui agissent en
mettant en mouvement les électrons des milieux traversés. Il est émis par certains
noyaux radioactifs qui sont trop chargés en neutrons (Figure 4). Un des neutrons de
ces noyaux se transforme spontanément en proton et provoque l'émission d'un
électron.

Le parcours de ces électrons est long et sinueux et ils sont assez pénétrants. Ils
interagissent avec la matiére par répulsion électronique. Leur énergie est déposée sur
une longue distance, ils sont donc moins ionisants que d’autres rayonnements

comme les particules a.

| Radioactivité béta (5)
:'“'"’" Protactinium
4 234
L b}“ - :
D
[ '“F—-uuh‘!"-:}.
1.
0=
by
Thorium 234 ;
Figure 4 : La Radioactivité j.

Les électrons accélérés produits par les accélérateurs en radiothérapie possedent les

mémes caractéristiques que les électrons dus au rayonnement f3-.

Il existe également un rayonnement 3+ qui est constitué de positons (particule de
méme masse que l'électron mais de charge positive). Ces rayonnements + ne sont

pas utilisés en radiothérapie. IIs le sont en revanche en diagnostic (PETscan).

> Lerayonnement alpha (o)
Le rayonnement a est constitué de particules lourdes, chargées positivement qui sont
des noyaux d’hélium comprenant deux protons et deux neutrons. Il est émis lors de

la désintégration de noyaux radioactifs tres lourds (Figure 5). Ces noyaux émettent
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un noyau d’hélium léger pour devenir moins volumineux et se rapprocher de la
stabilité.

Les rayons a sont fortement ionisants : ils arrachent beaucoup d’électrons aux atomes
qu’ils rencontrent. Comme ce sont des particules de masse élevée, en comparaison
avec les électrons et qu’ils sont éjectés du noyau a une vitesse trés importante , les
rayons o ne sont pas déviés et leur trajectoire est rectiligne. Par contre, ils sont tres

rapidement arrétés, donc peu pénétrants.

| Radioactivité alpha ()
Heélium 4
“\“M- Thoriurm 234
Uranium 238 rd

Figure 5 : La Radioactivité a.

» Les protons
Les protons sont des particules élémentaires chargées positivement, de masse
relativement élevée. En radiothérapie, ils sont produits par des cyclotrons. Ils vont
agir en cédant leur énergie au cours de collisions avec les noyaux (interactions
nucléaires) et surtout avec les électrons (interactions électroniques) des tissus

traversés.

> Lesions lourds
Les ions lourds sont des noyaux d’éléments comme 1'azote, le carbone, le bore, le
néon ou l'argon, chargés positivement. Leur production nécessite la présence de
synchrotrons qui permettent d’accélérer a énergie variable différents types d’ions. Ils

sont les constituants des rayons cosmiques.
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1.3.2 Les radiations indirectement ionisantes

> Les rayons gamma (y) et rayons X
Ces rayonnements sont les plus utilisés en radiothérapie. Ce sont des ondes
électromagnétiques, comme la lumiere visible, mais plus énergétiques (Figure 6).
Cette énergie électromagnétique est émise sous la forme de fragments élémentaires
d’énergie appelés photons. Les photons n’ont ni masse, ni charge électrique et ils sont
trées pénétrants.
Les rayons X sont de méme nature que les rayonsy. Ils présentent les mémes

propriétés. La seule différence est liée au mode de production :

- Les rayons y sont d’origine nucléaire, émis par des noyaux radioactifs

(Figure 6).

Radioactivité gamma ()
= Elactron

. _n
[ 4 N
~@ 'j_':;%”iemlmmn g

Rayonnemant
Caball 60 " b

gx,{:#- .
il Nickel &0 Emtsﬁu:un',.—x.

r

Figure 6 : La Radioactivité y.

IIs représentent un exces d’énergie du noyau instable qui se désintégre pour
atteindre une forme stable. En effet, apres avoir émis des particules o ou B, le
noyau est dans un état excité, c’est-a-dire avec un supplément d’énergie, car
ses protons et ses neutrons n’ont pas trouvé leur équilibre. Il se débarrassera
de cet exces d’énergie en une ou plusieurs étapes, émettant a chaque fois un
rayon y (Figure 6). C’est le cas du cobalt 60, de l'iridium 192 ou du césium

137.

- Les rayons X proviennent du réarrangement des électrons, ils sont donc issus

de la périphérie de l'atome (Figure?7). Ils sont produits de maniére
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électrique : des électrons sont accélérés dans le vide, a une haute énergie et
stoppés par une cible (tungsténe ou or). Une partie de I'énergie de ces

électrons est alors transformée en rayons X.

Eayons X | Rayons y

221240002 noa (10-% m) o= 0,012 noa (107 10)
E= 01eV-100keV E = 100keV

3

Atome Noyan

Figure7: L’énergie d'un photon varie en sens
inverse de sa longueur d’onde. Les rayons X émis par
les couches profondes de I’atome peuvent atteindre une
énergie d'une centaine de keV. Les rayons y émis par les
noyaux ont une énergie plus grande que les rayons X et
leur longueur d’onde est faible.

» Les neutrons

Les neutrons sont des particules élémentaires non chargées, de méme masse que les
protons. Ils ne peuvent étre accélérés par un champ électrique. La production des
neutrons est basée sur des cyclotrons accélérant soit des protons soit des deutérons
qui sont ensuite envoyés sur une cible de béryllium ce qui produit des rayonnements
de neutrons. Ils sont aussi émis, en seconds produits, lorsque des atomes radioactifs
lourds subissent une fission pour former deux atomes plus petits.

Le pouvoir de pénétration des neutrons dépend de leur énergie. Leur trajectoire est
rectiligne. Ils interagissent uniquement avec les noyaux des atomes de la matiere

qu’ils traversent (Hall 1978).
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2. Effets physiques des radiations ionisantes

Les effets physiques des radiations sont de trés courte durée, ils suivent directement
I'irradiation. Ils correspondent aux collisions des rayonnements avec les atomes,
c’est-a-dire aux ionisations et excitations moléculaires induites par le dépot d’énergie
dans la matiere, lors de la traversée du faisceau. La maniere dont cette énergie est

absorbée par la matiére dépend du type de rayonnement.

2.1. Notion de dose absorbée

La dose absorbée représente la quantité d’énergie absorbée par unité de matiére.
Cette dose absorbée est différente de 1'énergie émise. Elle est exprimée en Gray (Gy).

1 Gy correspond a un transfert a la matiere d’une énergie de 1 joule par kilogramme.

2.2. Absorption des photons (rayons X ou y) par la matiére vivante

Le comportement des photons dans la matiere est fondamentalement différent de
celui des particules chargées. En une seule interaction, le photon peut étre
complétement absorbé et disparaitre. Mais, a l'inverse, il est susceptible de traverser
des quantités importantes de matiére sans interagir du tout.

Les photons doivent mettre en mouvement des particules chargées pour transmettre
leur énergie au milieu. Ils interagissent essentiellement avec les électrons de 1'orbite
des atomes qu’ils rencontrent. L’absorption des photons dépend de I'énergie de ceux-
ci et de la composition chimique de la matiére qui les absorbe. Les principaux
mécanismes d’absorption de ces rayonnements sont 1'effet Compton, qui domine a
haute énergie, et 'effet photoélectrique. Lors de l'effet Compton, la collision d'un

photon avec un électron d'un atome de la matiere conduit au partage de I'énergie
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initiale entre le photon et 1'électron qui est éjecté de 1'atome (Hall 1978, Pouget et
Mather 2001). L’électron rapide produit va ensuite exciter ou ioniser d’autres atomes
constituant les tissus adjacents. Le photon dévié de son chemin initial continue son
parcours et va étre a l'origine d‘autres interactions, en fonction de son énergie
(Figure 8). Le dépodt d’énergie dans la matiére diminue en fonction de la distance

parcourue par les photons.

Effet Compton

Electron

&
O Neutron
. Proton

@ Electron rapide

)
/

Photon }év/iéL-

»

Photon incident —/l/l

Figure 8 : L’effet Compton.

A des énergies plus basses, l'effet photoélectrique prédomine. Le photon interagit
alors avec un électron de la couche électronique K, L ou M d’un atome de la matiere
et va lui céder toute son énergie.

L’électron va utiliser cette énergie pour se libérer de son orbite et pour aller ioniser
d’autres atomes. La place vide laissée par 1'électron dans la couche électronique va
étre occupée par un autre électron d’une couche extérieure du méme atome ou par
un électron extérieur a 'atome (Figure 9). Ce mouvement d’une couche a une autre
représente une perte d’énergie, qui se traduit par 1'émission d'un photon avec une

longueur d’onde caractéristique.
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Effet photoélectrique

@ Electron

O Neutron
. Proton

Photon incident

@ Electron rapide

Rayons X caract éristiques

Rayons X caract éristiques

Figure 9 : L’effet photoélectrique.

Pour l'effet Compton, l'absorption des photons est indépendante de la matiere
traversée. La dose absorbée est approximativement la méme pour tous les tissus. Par
contre lorsque l'effet photoélectrique est le plus important, les photons seront
absorbés préférentiellement par les os car ils contiennent des éléments comme le
calcium qui a une masse élevée. L'absorption varie donc selon le numéro atomique
des atomes constituant la matiére. C'est pourquoi les photons de faible énergie sont
surtout utilisés en radiologie pour le diagnostic et les photons de haute énergie pour

la radiothérapie.

2.3. Absorption des neutrons par la matiere vivante

Les neutrons traversent les couches d’électrons des atomes et interagissent avec leurs

noyaux produisant des particules chargées secondaires : des protons rapides, des
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particules o et des fragments nucléaires lourds responsables des ionisations et

excitations du milieu.

En fonction de leur énergie, les neutrons peuvent entrer en collision avec les noyaux
avec lesquels ils interagissent et étre ralentis ou ils peuvent étre capturés par ces
noyaux et provoquer des réactions nucléaires.

A des énergies entre 100 keV et 20 MeV, I'absorption des neutrons se fait par collision
élastique avec les noyaux. Une partie de I'énergie des neutrons est cédée au noyau et
va entrainer la formation de protons de recul qui vont exciter et ioniser d’autres
molécules (Figure 10). Le neutron dévié avec une énergie réduite va entrer en
collision avec d’autres noyaux. Le ralentissement des neutrons est assez rapide. Le
dépot de dose des neutrons est similaire a celui des photons avec une diminution de

I'énergie déposée en fonction de la distance parcourue par les neutrons (Hall 1978).

@ Proton de recul
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Figure 10 : Absorption des neutrons par la matiére.
d’apres Hall 1978.

A des énergies supérieures a 6 MeV, des collisions inélastiques et des phénomenes de
capture de neutrons peuvent survenir : les neutrons interagissent avec les noyaux et
sont absorbés par ceux-ci. Ces noyaux sont alors dans un grand état d’excitation et
peuvent produire des particules o, des protons, des rayonnementsy et méme
d’autres neutrons. Ces dernieres sont tres ionisantes et peuvent induire des effets

biologiques importants.
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24. Absorption des ions lourds par la matiére vivante

Les particules lourdes électriquement chargées telles que les ions lourds interagissent
avec le milieu traversé par le biais de leur charge électrique. Ces particules cédent
immédiatement de 1'énergie a un grand nombre d’électrons du milieu, des qu’elles
pénetrent dans ce milieu. Elles sont les seules a perdre leur énergie progressivement
en arrachant des électrons aux atomes le long de leur parcours (Katz et Cucinotta
1999).

Au début de leur trajet, elles se déplacent vite et le temps d’interaction avec la
matiere est faible : les ionisations sont peu nombreuses. Puis a chaque ionisation,
elles perdent progressivement de la vitesse et le dépot d’énergie par unité de
longueur augmente jusqu’a l'arrét de la particule. Ainsi, la plus grande quantité
d’énergie est déposée en fin de parcours (Kraft 1998, Orecchia et al. 1998). Ce dépot
d’énergie en profondeur est appelé pic de Bragg (Figure 11).

La profondeur de ce pic dépend de la nature de la particule (de son numéro

atomique et de son énergie).
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Pénétration en profondeur dans le tissu (cm)

Figure 11 : Distribution de dose, en profondeur de différents types de rayonnements.
d’apres la brochure du « National Institute of Radiological Sciences » (NIRS) de Chiba au
Japon.
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Le ralentissement des particules chargées lourdes s’effectue donc au cours d'un tres
grand nombre d’interactions et leurs trajectoires peuvent étre considérées comme
rectilignes.

La présence du pic de Bragg confere un avantage balistique a ces particules chargées
qui peut étre utilisé en radiothérapie. En effet, le dépdt en profondeur de I'énergie
permet de concentrer la dose au niveau de la tumeur et de réduire les dommages au

niveau des tissus sains avoisinant la tumeur.

L’absorption des ions lourds peut donc étre schématisée sous la forme d"une colonne
d’ionisations qui augmente en densité quand les particules ralentissent. Les ions
lourds provoquent aussi la formation de rayons delta, qui sont de simples électrons
éjectés des atomes par les ionisations et qui forment une région d’ionisations moins

denses en dehors du centre d’ionisations.

2.5. Notion de transfert d’énergie linéique (TEL)

Tous les rayonnements décrits ci-dessus aboutissent a une perte d'énergie le long de
leur trajet dans la matiére. L'effet produit sur la matiére vivante dépend de la
quantité d’énergie cédée au milieu, et plus précisément de la densité d’énergie
absorbée. Une maniere de quantifier le transfert d’énergie d'une particule consiste a
définir son transfert d'énergie linéique ou TEL qui représente 1'énergie moyenne
transférée a la matiére par unité de longueur de la trajectoire de la particule. Il est
exprimé en keV /. Plus la perte d'énergie est importante, moins la distance traversée
par la particule est grande, et plus la zone traversée va subir d'ionisations (Goodhead
1999).

Le TEL représente la distribution spatiale des ionisations et excitations produites le
long de la trajectoire de la particule. Il joue un réle important dans la compréhension

des mécanismes des effets biologiques des radiations.
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Types de radiations Transfert d’énergie linéique (keV/um)
Photons
0Co 0.3
Rayons X de 200 kV 25
Electrons
1 MeV 0.2
100 keV 0.5
10 keV 2
1 keV 10
Particules chargées
protons de 2 MeV 17
particules alpha de 5 MeV 90
carbone de 100 MeV 160
Neutrons
2,5 MeV 15-80
14 MeV 3-30
Tableau 3 : TEL ou Transfert d’Energie Linéique de différents types de radiations.

Le profil d’excitations et d’ionisations le long du trajet de la particule differe selon le
milieu traversé et selon la nature de la particule. Dans le Tableau 3, la valeur du TEL
est donnée pour différents types de radiations.

La densité d’ionisation est plus importante pour les neutrons et les ions lourds que
pour les rayons X ou y et les électrons (Pouget et Mather 2001). En effet, les électrons
rapides produits par l'absorption des photons ont des trajets bien séparés dans

I'espace. Les ionisations et excitations dues a ces électrons sont diffuses dans la

matiére. Le TEL de ces rayonnements est faible.

Par opposition, les ions lourds ainsi que les particules a sont des particules plus
lourdes et plus lentes. Ils donnent lieu a des ionisations et excitations tres proches les

unes des autres, qui tendent a se superposer. Ces radiations sont « densément »
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ionisantes. Leur TEL est élevé (Figure12). De méme, les particules secondaires
induites par les neutrons sont plus lourdes et plus ionisantes que les électrons
rapides produits par les rayons X ou y. Les neutrons sont des rayonnements avec une

densité d’ionisation intermédiaire. Ils ont également un TEL élevé.

TEL faible TEL élevé

H

Figure 12 : Représentation schématique du trajet des radiations a TEL faible et des radiations a TEL
élevé.
d’apres J-M Denis 2003.
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3. Effets physico-chimiques des radiations ionisantes

Les effets physico-chimiques des radiations se produisent quelques microsecondes
apres l'irradiation. Ils sont la conséquence des effets physiques. Les molécules ayant
subi des ionisations ou excitations interagissent entre elles et avec les molécules

voisines.

3.1. Action directe et indirecte des radiations

Lorsque les radiations sont absorbées par la matiere biologique, elles peuvent
interagir soit directement soit indirectement avec les cibles critiques de la cellule

(Figure 13, Pouget et Mather 2001).

PHOTONS NEUTRONS

] . Action indirecte l/:;.‘\
mfff”‘m“ AN Action indirecte

~Photon "'g:
ff’ b e
. !F'L = — ’ '1:-:-'1:;"."2_’

Action directe Action directe

Dominante pour les
radiations a TEL élevé

Figure 13 : Actions directe et indirecte des photons (Rayons X ou y) et des neutrons rapides.
d’apres Pouget et Mather 2001 et Hall 1978.
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> Action directe
Les radiations agissent directement sur les cibles cellulaires comme 1’ADN. Les
atomes de ces cibles sont directement ionisés ou excités par le rayonnement lui-
méme, induisant la chaine d’événements conduisant aux effets biologiques. Cette

action directe est prédominante pour les radiations a TEL élevé (Goodhead 1989).

» Action indirecte

Les radiations peuvent interagir avec d’autres atomes ou molécules dans la cellule
pour produire des radicaux libres, qui sont capables de diffuser assez loin pour
atteindre et endommager les cibles cellulaires majeures. Un radical libre est un atome
ou une molécule portant un électron célibataire, non apparié, tres instable, qui va
tenter de s’associer avec d’autres atomes. C’est la raison pour laquelle ces radicaux
sont tres réactifs.

L’essentiel de la cellule (80%) étant constitué d’eau, les radicaux libres induits par les
radiations ionisantes sont surtout produits lors de la dégradation de la molécule
d’eau. Ce processus, appelé radiolyse de I'eau (Figure 14), génere des radicaux libres
oxygénés (ROS). L'ionisation de la molécule d’eau libére un électron rapide et forme
I'espece H2O** dont l'instabilité conduit a H* et au radical hydroxyle OH* (LaVerne
2000).

lonisation [ FH,0
H,O > e > €y
+/ FO;
H, O « OH
+H2fi£‘ O, *H
/ ve
H3O* H*
* OH _>+-OH H, O, < T HO, -

Excitation

=

H,0 —> H,0* — «H ++OH

Figure 14 : La radiolyse de l'eau.
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L’électron libéré se solvate (c’est-a-dire s’entoure de plusieurs molécules d’eau) et va
réagir avec d’autres molécules pour former le radical hydroxyle et d’autres radicaux.
Ces radicaux peuvent se recombiner entre eux de plusieurs maniéres et former, entre
autres, le dihydrogene H> ou le peroxyde d’hydrogene H>O», un autre radical libre
qui peut diffuser dans la cellule sur de longues distances.

Ces radicaux libres oxygénés sont de puissants oxydants, ils attaquent les
macromolécules de la cellule comme ’ADN et sont ainsi responsables de l'action

indirecte des radiations ionisantes (Figure 13).

Les radicaux libres induits par l'irradiation sont semblables a ceux produits en temps
normal dans la cellule par la chaine respiratoire dans les mitochondries. Mais la
production de ces especes réactives par l'irradiation se distingue de la production
respiratoire par le nombre de radicaux générés, par leur nature et leur localisation
dans la cellule. Contrairement a la chaine respiratoire, les radicaux oxygénés
produits par les radiations se retrouvent dans tous les compartiments cellulaires et
en trés grand nombre. L’attaque oxydante intense ne peut alors étre contrée de
maniere efficace par les systémes de défense contre le stress oxydatif, présent dans
les cellules et surtout au niveau des mitochondries (superoxyde dismutase, catalase,
glutathion peroxydase, différents agents antioxydants comme les vitamines E et
C,...).

Les radicaux libres vont attaquer non seulement I’ADN mais aussi les acides gras
poly-insaturés des membranes cellulaires qui vont étre peroxydés et les acides

aminés des protéines.

3.2. Influence du TEL sur les effets physico-chimiques des radiations

La prédominance de l'effet direct ou de l'effet indirect est fonction du TEL des
radiations. En effet, I'action directe prédomine lorsque le TEL est élevé, pour les
neutrons et les ions lourds. Par contre, pour les radiations a TEL faible comme les

photons, I'action indirecte par production de radicaux libres est plus importante que
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I'action directe (Schaefer et al. 1992). Ceci s’explique par la forte densité d’ionisations
et d’excitations des radiations a TEL élevé par comparaison a la distribution plus
diffuse de ces évenements pour les radiations a TEL faible qui ont donc une

probabilité plus importante d'ioniser des molécules d’eau.

En outre, méme si I'action directe est dominante pour les TEL élevés, ces radiations
produisent aussi des radicaux libres et les proportions des différentes especes
radicalaires générées different de celles produites par les TEL faibles. En effet, le
pourcentage de radicaux simples comme le radical hydroxyle diminue lorsque le
TEL augmente, a cause des recombinaisons et réactions de ces radicaux qui se
produisent a proximité du trajet de la particule. Par opposition, le taux de
« biradicaux » comme le peroxyde d’hydrogéne ou le dihydrogéne augmente

légerement avec le TEL.

3.3. Effet oxygene

Les radicaux libres produits lors de l'effet indirect des radiations ionisantes sont
sensibles a I’oxygene présent dans les cellules. L’oxygene est capable d'interagir avec
ces radicaux et d’augmenter leur quantité. Il modifie dans le sens de 1’aggravation les
réactions d’oxydation des biomolécules.

Les produits de réaction de I'oxygeéne avec les radicaux libres sont nombreux et trés
stables : 'oxygene peut, lorsqu’il réagit avec un radical libre R, produire des
radicaux peroxydyles ROO" ou des radicaux peroxyles RO2", comme le HO,", qui
peut conduire au peroxyde d’hydrogene (Figure 14). L’oxygene va ainsi contribuer a
fixer les lésions des macromolécules cellulaires induites par les radicaux libres,
puisque sans oxygene, ces lésions auraient été réparées.

L’oxygeéne peut aussi induire la formation de I'anion superoxyde O*-, par réaction

des radiations sur la molécule d’eau (Figure 14).
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Cet effet, appelé « effet oxygene » varie en fonction du TEL des radiations ionisantes.
En effet, comme il repose sur la production de radicaux libres, il sera peu important
suite a une irradiation par des particules de TEL élevé, puisque pour ces

rayonnements, 1’action directe prédomine (Schaefer et al. 1992).

Par contre, la présence d’oxygeéne lors de I'irradiation joue un role important pour les
effets des radiations a TEL faible. La molécule d’oxygene est un radiosensibilisateur
puissant. Les cellules riches en oxygeéne seront plus sensibles a ces radiations que les

cellules hypoxiques ou le niveau d’oxygene est faible (Murray et al. 2003).
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Figure 15 : Détermination de I’OER de différents types de
rayonnements. La survie cellulaire (en ordonnée) est représentée

en fonction de la dose d’irradiation en cGy (en abscisse).
d’aprés Hall 1978.

L’augmentation de la radiosensibilité due a 'oxygene est caractérisée par le facteur

OER ou «oxygen enhancement ratio », qui correspond au rapport entre la dose
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absorbée nécessaire pour obtenir un effet sur des cellules hypoxiques (sans ou avec
peu d’oxygene) et la dose absorbée nécessaire pour obtenir le méme effet sur des
cellules oxygénées. L’'OER diminue lorsque le TEL des radiations augmente
(Furusawa et al. 1998, Prise et al. 1990). En ce qui concerne la survie des cellules,
I’OER est de 2,5 - 3 pour les rayons y ou X et de 1,5 - 1,7 pour les neutrons (Figure 15).
Cet effet oxygene tient une place importante en radiothérapie puisque les quelques
cellules hypoxiques présentes dans une tumeur peuvent étre résistantes aux rayons y
ou X et faire échouer le traitement. La faible dépendance des neutrons ou ions lourds
vis a vis de 'oxygene représente donc un réel avantage pour 1'utilisation de ces types

de radiation.
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4. Effets biologiques des radiations ionisantes

Que ce soit par action directe ou indirecte, les radiations ionisantes interagissent avec
les macromolécules biologiques produisant ainsi des lésions au niveau de divers
constituants cellulaires. Ces 1ésions entrainent des dysfonctionnements cellulaires,
qui peuvent, dans certains cas, induire la mort de la cellule. Ces effets biologiques

peuvent survenir quelques secondes apres l'irradiation.

4.1. Effets induits au niveau des constituants cellulaires par les radiations

ionisantes

41.1. Cibles cellulaires des radiations ionisantes

> Dommages au niveau des membranes cellulaires

Au niveau des membranes cellulaires, les radiations agissent soit sur les protéines,
soit sur les phospholipides constituant les membranes. Les dommages causés par les
rayonnements ionisants peuvent conduire a des modifications fonctionnelles de la

membrane ou méme a une dégradation de celle-ci (Benderitter et al. 1999).

Effets sur les protéines membranaires

Les altérations au niveau des protéines proviennent de modifications de leur
structure induites par les rayonnements. Elles peuvent entrainer des
dysfonctionnements ou inactivations de certaines protéines, conduisant a des
perturbations de la physiologie cellulaire. Les radiations ionisantes peuvent
notamment induire une modification de la perméabilité membranaire, en agissant
sur les pompes ioniques : des altérations des canaux Ca ?* et K* ont été reportés
(Prishchep et al. 2002, Todd et Mikkelsen 1994, Kuo et al. 1993). Ces effets sont surtout

induits par les radicaux libres. Une diminution de la communication intercellulaire
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par perturbation des protéines composant les jonctions de type gap, a également été
observée apres exposition aux radiations (Edwards et al. 2004, Azzam et al. 2003).
Cette modification des jonctions intercellulaires serait responsable de la perte de
'effet « bystander » c’est-a-dire de 1'effet biologique observé chez les cellules non
irradiées, causé par les cellules irradiées situées a proximité (Mitchell et al. 2004).

De plus, les radiations ionisantes peuvent également induire l'activation de certaines
protéines membranaires et entrainer des voies de signalisation spécifiques. Cest le
cas des récepteurs membranaires. En effet, dans la membrane cellulaire, sont situés
de nombreux récepteurs qui répondent a des stimuli précis (TNF, EGF, FAS, TRAIL).
Certains peuvent étre activés lors de l'irradiation. Cette activation est induite par un
ligand lui-méme induit par l'irradiation, par des signaux nucléaires activés apres
lésions de I’ADN ou directement par les rayonnements par des mécanismes encore
inconnus. Ces récepteurs activés sont a I'origine de différents processus cellulaires.
Les sphingomyélinases sont un autre exemple d’activation de protéines
membranaires par les radiations ionisantes. Ces enzymes, une fois activées,
hydrolysent les sphingomyélines et conduisent a la production de céramides (Vit et
Rosselli 2003). Les céramides sont d'importants seconds messagers jouant un role
dans l'induction de la mort cellulaire par apoptose. L’hydrolyse de la
sphingomyéline peut étre induite par effet direct des rayonnements sur la membrane

ou par suite de signaux nucléaires (Haimowitz Friedman et al. 1994).

Effets sur les lipides membranaires

La dégradation des membranes résulte essentiellement de I'attaque des acides gras
polyinsaturés des phospholipides par les radicaux libres produits par l'irradiation
(Albanese et Dainiak 2003). Ces radicaux libres provoquent des peroxydations
lipidiques, qui sont a l'origine d"une diminution de la fluidité membranaire. Il y a
formation de malondialdéhyde et de 4-hydroxynonenal a partir des acides gras
membranaires. Ces composés altérent les propriétés du systeme membranaire et

peuvent aussi induire des 1ésions de ’ADN (Benderitter et al. 2003).

-30-



Introduction - Les radiations ionisantes et leurs effets biologiques

> Lésions de ’ADN

Les dommages au niveau des protéines cellulaires et de la membrane plasmique ne
représentent qu'une partie des effets causés par les radiations. Celles-ci induisent
également des altérations de la molécule d’ADN.

Les lésions de 'ADN auront des conséquences plus graves pour la cellule que les
lésions des protéines ou de la membrane. En effet, lorsque I'ADN est altéré,
I'information génétique qu’il contient peut étre modifiée et ces dommages peuvent
étre transmis a la descendance. De plus, les protéines endommagées par les
radiations peuvent étre remplacées, alors que les lésions de ’ADN mettent en oeuvre

pour leur réparation, des mécanismes d'une complexité extréme.

Il existe différents types de lésions induites par les radiations ionisantes au niveau de

I’ADN (Figure 16) :

Altérations des bases des nucléotides

Les dommages aux bases résultent surtout de l'attaque des radicaux libres (OHe®)
mais 1'effet direct des radiations peut aussi induire ces dommages (Pouget et al.
2002). Les bases, surtout la thymine, peuvent étre hydroxylées avec formation
d’hydroperoxydes en présence d’oxygene. Des pertes de base peuvent aussi se

produire. Ces lésions sont en général réparées rapidement.

Ruptures de brins ’ADN
Les ruptures de brins sont de deux types :
- les cassures simple brin (CSB) qui ne concernent qu'un seul brin de
I’ADN et sont produites par rupture des liaisons phosphodiester.
- les cassures double brin (CDB) constituées de deux cassures, chacune
d’elles étant située en vis-a-vis sur un brin différent de I’ADN. Ces
cassures sont séparées 'une de l'autre, d'une distance inférieure ou

égale a une dizaine de paires de bases. Elles peuvent résulter d'un
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évenement ionisant touchant les deux brins simultanément ou de deux
cassures simple brin indépendantes.
Les CDB sont les lésions les plus déléteres et une large proportion de ces dommages
ne peut étre réparée par la cellule suite a I'irradiation. En cas de non réparation, elles
sont souvent létales pour la cellule. Le nombre de CDB non réparées peut étre corrélé

avec la radiosensibilité cellulaire (Dikomey et al. 1998).

Formation de pontages entre les brins de ’ADN ou avec les protéines

Les radiations ionisantes peuvent former des pontages intra- ou inter-brins sur
I’ADN, par fusion entre deux ruptures de brins. Ces ponts d’ADN aboutissent a des
aberrations chromosomiques.

Les radiations induisent également des associations de protéines avec I’ADN (Jenner
et al. 1998). Ces associations ADN/protéine impliquent surtout la thymine et la
tyrosine mais d’autres bases ont aussi été identifiées. De plus, certains composés,
comme le malondialdéhyde provenant de la peroxydation de la membrane
plasmique apres irradiation, peuvent également induire ces pontages de protéines
sur ’ADN. Ces ajouts de protéines modifient la structure de la molécule et donc son

fonctionnement.

Sites de dommages multiples (LMDS locally multiply damages sites)

Les LMDS consistent en un grand nombre de lésions simples (dommages aux bases,
CSB, CDB et associations ADN/protéine ou ADN/ADN), produites a proximité les
unes des autres, sur une courte séquence de la molécule d’ADN (Goodhead 1994 ;
Sutherland et al. 2001). Ces associations ou « clusters » de dommages sont la
conséquence d'une accumulation de plusieurs lésions sublétales individuelles. Plus

ils sont complexes, moins ils sont réparables par la cellule.
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Figure 16 : Exemples de lésions de ’ADN.

Aberrations chromosomiques

Les aberrations chromosomiques induites par les radiations ionisantes sont de
différents types: translocations, délétions, inversions, anomalies génétiques
(anneaux dicentriques, centriques et acentriques). Elles proviennent soit de la liaison
de deux extrémités de chromosomes résultant d'une CDB (pontages), soit de
I'association d’une extrémité chromosomique libre avec d’autres molécules
empéchant la réparation. Mais ce sont surtout les CDB qui sont a 'origine de ces
aberrations : il a été montré que les cellules déficientes en systeme de réparation des
CDB ont une fréquence plus élevée d’aberrations chromosomiques (Kemp et Jeggo
1986).

La nature des réarrangements chromosomiques produits dépend de la phase du
cycle cellulaire dans laquelle se trouvait la cellule au moment de I'irradiation. Si les

cassures de brins surviennent pendant la phase GO ou G1 et ne sont pas réparées,
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elles peuvent étre répliquées: les chromatides soeurs qui en résulteront seront
affectées toutes les deux et une aberration chromosomique est produite. Par contre, si
I'irradiation a lieu apres la synthese d”ADN, seulement une chromatide est affectée et
une aberration chromatidienne sera formée.

Plusieurs de ces aberrations sont 1étales pour la cellule et ne sont pas transmises
durant la division cellulaire, tandis que d’autres sont plus stables (inversions,

translocations) et peuvent persister dans les cellules apres plusieurs divisions.

4.1.2. Importance du TEL dans les dommages induits par les radiations

Le choix entre la survie et la mort de la cellule dépend de I'efficacité des systémes de
réparation et surtout de la complexité des dommages de I’ADN. Or la nature des
lésions induites par les radiations ionisantes, surtout celles induites au niveau de
I’ADN, dépend du TEL des rayonnements.

Les radiations a TEL élevé, -neutrons ou ions carbone -, induisent surtout, au niveau
de ’ADN, des dommages en « grappes » (LMDS) qui sont faiblement réparables
(Mustonen et al. 1999, Goodhead 1999, Blakely et Kronenberg 1998). Ces LMDS sont
plus nombreux et plus complexes apres exposition aux radiations a TEL élevé
qu’apres exposition aux radiations a TEL faible (Figure 17).

Comme les CDB sont les lésions de ’ADN les moins réparables, il a été avancé que
ces lésions étaient induites en plus grand nombre par les radiations a TEL élevé et
participaient ainsi a la formation des dommages en «grappes». Or, certains
chercheurs ont montré que le TEL n’agit pas sur le nombre total de CDB produites
mais qu’il augmente leur complexité (Goodhead et al. 1999, Kysela et al. 1993,
Heilmann et al. 1995).
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Figure 17 : Illustration des dominages complexes, en « grappes », de '’ADN, induits par les radiations
a TEL faible et par les radiations a TEL élevé. Le trajet des particules est également représenté. Dans le cas
des radiations a TEL élevé, les ionisations et excitations sont plus concentrées le long de la trajectoire des
particules. Au contraire, elles sont plus diffuses pour les radiations a TEL faible.

d’apres Goodhead 1999.

En revanche, d’autres études ont mis en évidence la formation, par les rayonnements
a TEL élevé, de nombreux fragments d’ADN de petite taille ou de taille moyenne
(<200 kpb) (Lobrich et al. 1996, Stenerlow et al. 2002, Rydberg et al. 2002). Ces
fragments résultent de la formation de CDB. Les rayons X et y sont moins efficaces
que les radiations a TEL élevé pour produire ces fragments (Lobrich et al. 1996). Si
ces fragments sont pris en compte dans la détermination du nombre de CDB
produites apres irradiation, il apparait que les radiations a TEL élevé induisent plus
de CDB que les radiations a TEL faible. Avec le TEL augmente donc non seulement la

complexité mais aussi le nombre de CDB (Lobrich et al. 1996, Hoglund et al. 2000).

En outre, les CDB induites par les rayonnements a TEL élevé sont concentrées dans
une méme région de I’ADN, tres proches les unes des autres, ceci du fait de

I'organisation de la chromatine. Les CDB produites par les rayons X ou y sont par
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contre, distribuées de maniére plus uniforme dans toute la molécule d’ADN
(Radulescu et al. 2004, Kraxenberger et al. 1998). Ces dommages sont non seulement
plus séveres mais aussi plus difficilement réparables : les fragments non réparés sont
plus élevés apres les radiations a TEL élevé qu’apres les rayons X (Sternelow et al.
2000). La réparation est par ailleurs plus lente et moins efficace du fait de la
complexité des lésions (Hendry 1991, Pinto et al. 2002).

L’influence du TEL dans les altérations des bases n’a pas été clairement déterminée,
mais ces altérations de bases participent également a la complexité des lésions.

En conclusion, les radiations a TEL élevé induisent une proportion plus importante
de CDB que les radiations a TEL faible. Ces CDB participent a la formation de sites
de dommages multiples qui sont plus complexes, plus nombreux et moins facilement

réparables que les dommages induits par le rayons X ou y.

Les radiations a TEL élevé induisent aussi un plus grand nombre d’aberrations
chromosomiques, le taux d’aberrations chromosomiques étant directement lié au
nombre de CDB. Les radiations a TEL élevé sont également caractérisées par des
dommages chromosomiques plus séveres (Sabatier et al. 1987). Le nombre de
cassures de chromosomes est plus élevé par réarrangement. Certains types de
dommages induits par ces radiations ne sont pas observés apres les radiations a TEL

faible (Smith et al. 2003).

4.2. Effets cellulaires des radiations ionisantes

4.2.1. Conséquences des lésions dues a 'irradiation

Afin d’adapter leur réponse a l'irradiation, les cellules doivent détecter les
dommages de ’ADN, de la membrane ou du cytoplasme et émettre des signaux
cellulaires qui vont induire un arrét dans la progression du cycle cellulaire. Cet arrét
du cycle peut se faire durant les phases G1, S ou G2. Puis, suivant la gravité des
lésions, leur étendue et leur position sur les brins d’ADN, les conséquences pour la

cellule seront différentes (Figure 18) :
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Si les lésions sont peu importantes, la cellule va réparer ces dommages.
Différents systemes de réparation sont possibles selon le type de lésion. Si la
réparation est fidele, I'effet de l'irradiation est nul. Par contre, une absence de
réparation ou une réparation incorrecte conduisent a une accumulation des
lésions dans ’ADN. Ces lésions, si elles touchent la partie codante d’un gene,
peuvent étre a 'origine d’une mutation. D’autres lésions plus graves et plus
nombreuses ou induites par la réparation peuvent également modifier la
morphologie des chromosomes et induire des aberrations chromosomiques.
Les conséquences des mutations ou aberrations chromosomiques non réparées

sont de trois types :

- Les mutations sont trop importantes et entrainent des dommages graves
pour la cellule, incompatibles avec sa survie. La cellule sera alors éliminée soit
par apoptose soit par le systeme immunitaire.

- Les mutations ou aberrations chromosomiques entrainent chez la cellule une
perte de la faculté de division. Les mutations ne sont pas transmises a la
descendance. La mort de la cellule est différée.

- La cellule mutée va se diviser et transmettre les mutations a ses cellules filles.
Il y aura modification du patrimoine héréditaire transmis et induction a long
terme d'une instabilité génétique qui peut conduire a un processus de

cancérogénese (Little 2000). II reste a étudier si cette instabilité génétique peut

également induire des effets génétiques (Figure 18).

Si les lésions sont tres importantes, non réparables, la cellule va mourir par
apoptose ou, si la dose d’irradiation est tres élevée, par nécrose. Les cellules
endommagées ne meurent pas nécessairement immédiatement apres
irradiation mais peuvent entreprendre plusieurs cycles de division avant
d’atteindre un seuil critique de dommages (Les lésions dues a l'irradiation

sont a I'origine d’autres dommages pendant la division cellulaire).
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Figure 18 : Les conséquences cellulaires de l'irradiation.

Les différents mécanismes moléculaires conduisant la cellule, de la détection des

dommages apres irradiation, a la réparation ou l'apoptose seront traités dans le

chapitre 2, intitulé « L’apoptose radio-induite ».

4.2.2. Effets cytotoxiques des radiations ionisantes

> Mort clonogénique - Apoptose

Les premieres études consacrées a la mort cellulaire radio-induite différenciaient la

mort interphasique de la mort mitotique ou reproductive (Hall 1978). La distinction

entre ces deux phénomeénes est basée sur le moment de

cellulaire. La mort interphasique est le résultat des lésions irréversibles des structures
cellulaires et intervient avant la premiere mitose suivant l'irradiation. Au contraire,
la mort mitotique survient lors de la mitose ou apres plusieurs divisions cellulaires.
Aujourd’hui, on parle plutét de mort immédiate et de mort clonogénique, pour

définir la mort cellulaire radio-induite (Verheij et Bartelink 2000). La mort

la survenue de la mort
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proprement dite, immédiate est caractérisée par 1'arrét de toute fonction cellulaire et
la perte de l'intégrité physique de la cellule. La mort clonogénique se définit comme
la perte irréversible de la capacité de division de la cellule. Cette définition a surtout
un sens, en radiothérapie ot le but est de supprimer la capacité de reproduction et
d’extension locale ou a distance des cellules tumorales. Cette perte de clonogénicité
équivalente a une mort fonctionnelle de la cellule semble expliquer les différences de
survie apres irradiation pour un grand nombre de lignées cellulaires humaines,
normales ou tumorales. La radiosensibilité des cellules est donc liée au taux de survie
clonogénique. Les facteurs les mieux corrélés a I'induction de mort clonogénique
sont le taux de cassures double brin de I’ADN résiduelles, non ou mal réparées, et le

taux d’aberrations chromosomiques radio-induites (Dikomey et al. 1998).

Ces deux circonstances -mort immédiate et mort clonogénique- peuvent faire
intervenir soit l'apoptose soit la nécrose (Nakano et Shinohara 1994). Il est
généralement établi que les hautes doses d’irradiation sont a l'origine d"une mort
immédiate par nécrose alors que les faibles doses induisent 'apoptose (Lennon et al.
1991). L’apoptose spontanée apres irradiation peut étre observée dans tous les tissus.
En effet, le nombre de cellules apoptotiques augmente en fonction de la dose
d’irradiation. De plus, certains travaux suggerent qu'une apoptose tardive est
responsable de la mort clonogénique (Yanagihara et al. 1995, Held 1997). En outre,
I'apoptose survenant immédiatement apres l'irradiation joue aussi un role dans la
mort clonogénique puisque le nombre de cellules potentiellement clonogéniques
diminue significativement si elles sont éliminées par apoptose avant la division
cellulaire. Donc, I'apoptose intervient a la fois dans la mort immédiate et dans la
mort clonogénique. La modulation de l'induction d’apoptose dans les cellules a
d’ailleurs un effet sur la radiosensibilité. Radford et al. ont proposé que "apoptose
spontanée est induite par les cassures de brins tandis que 1'apoptose retardée est due
aux dommages chromosomiques (Radford et al. 1994).

La nécrose peut également contribuer a la perte de clonogénicité. Il a été montré que

des lymphocytes de souris, irradiées aux neutrons présentent une perte de
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clonogénicité due a I'induction de nécrose puisque les taux d’apoptose mesurés ne

peuvent expliquer la diminution de la survie clonogénique (Holl et al. 2000)

> Notion d’efficacité biologique relative (EBR)

Pour évaluer les effets biologiques d'un type de rayonnement par rapport a un autre,
la notion d’efficacité biologique relative (EBR) a été introduite. L'EBR d'un type de
radiation donné est définie par le rapport entre la dose du rayonnement standard
(rayons v) et la dose du type de radiation testé, nécessaires pour produire le méme
effet biologique. L'effet biologique considéré peut étre la mort cellulaire, 'induction
de lésions de I’ADN, les aberrations chromosomiques produites par les radiations,
etc. L'EBR dépend de I'importance de la dose absorbée, mais aussi de la qualité du
rayonnement et de 1'effet biologique pris en considération (Gueulette 1997, Pouget et
Mather 2001). Elle varie également selon le type cellulaire.

De plus, il est important de connaitre 'EBR vis-a-vis des tissus sains si 'on veut
évaluer 'avantage clinique d"un type de rayonnement. Pour qu'un rayonnement soit
efficace, il faut une augmentation de l'effet différentiel : a la méme dose, I'effet
biologique doit étre plus élevé sur les cellules tumorales que sur les cellules saines.
L’EBR des radiations pour la tumeur doit étre supérieure a celle pour les cellules
saines. En effet, il n'y a pas de sélectivité des radiations ionisantes vis-a-vis des
cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines. Cependant, les cellules saines
ont dans la majorité des cas, un pouvoir de réparation supérieur aux cellules

tumorales.

> Létalité cellulaire et TEL

Plusieurs études ont mis en évidence une diminution de la survie des cellules

tumorales plus importante apres irradiation par des radiations a TEL élevé

(Mustonen et al. 1999, Persson et al. 2002, Matsui et al. 2004). Ainsi Suzuki et al. ont
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déterminé pour les ions carbone, une EBR de 2 -3 en prenant comme critére une
diminution de la survie de différentes lignées cellulaires de 10% (Suzuki et al. 2000).
Pour le méme effet biologique, 'EBR des neutrons est d’environ 2,5 pour des cellules
de lymphomes (Aref et al. 1999).

Ces EBR peuvent étre expliquées par le fait que les radiations a TEL élevé induisent
pour une méme dose, un plus grand nombre de lésions 1étales que les radiations a
TEL faible (Radford 2002). Par conséquent les courbes de survie de ces rayonnements
présenteront un profil différent (Figure 19). En effet, les radiations a TEL élevé ne
présentent pas d’épaulement de la courbe pour les faibles doses d’irradiation par
comparaison avec les radiations a TEL faible (Zoetelief et Barendsen 1983). Ces
derniéres induisent a des doses faibles d’irradiation, principalement des dommages
sublétaux qui peuvent étre réparés. A des doses plus élevées, plusieurs lésions
sublétales sont produites. Elles peuvent aboutir a une 1ésion létale qui induit la mort
de la cellule. L'épaulement de la courbe de survie correspond a la réparation des

dommages sublétaux (Goodhead 1999, Pouget et Mather 2001).

100 Radiations
a TEL faible

§ 10-
.8
> Radiations a
=) TEL élevé
v 1
¥
0.1 I+ |

Dose (Gy)

Figure 19 : Courbes de survie cellulaire des radiations a
TEL faible et des radiations a TEL élevé.

(- : moins radiosensibles, + : plus radiosensibles)

d’aprés Pouget et Mather 2001
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Il a également été montré que les ions lourds ainsi que les neutrons induisent un taux
d’apoptose plus important que les rayons X ou y (Iwadate et al. 2001, Hendry et al.
1982, Tsuchida et al. 1998, Wang et al. 2001, Fujikawa et al. 2000). L’apoptose induite
semble dépendre du TEL des radiations (Aoki et al. 2000). Toutefois, d’autres équipes
ont obtenu des résultats opposés, notamment avec des lymphocytes normaux, ot
I’'EBR des neutrons pour l'induction d’apoptose est proche de l'unité (Vral et al.
1998). Une EBR de 1 a également été mesurée pour l'apoptose induite par des
neutrons dans des thymocytes de souris (Warenius et Down 1995). Ces études
contradictoires ont toutes été réalisées avec des cellules saines du systeme
immunitaire, qui sont connues pour leur radiosensibilité aigue. Ainsi, les radiations a
TEL élevé ne vont pas conduire a une apoptose plus importante pour des cellules qui
sont déja tres sensibles aux rayons X.

Par contre, vis-a-vis des cellules plus radiorésistantes, les rayonnements a TEL élevé
ont montré leur efficacité. En effet, ils peuvent provoquer la mort des cellules
tumorales résistantes a d’autres formes de traitement (Takahashi et al. 1998). De
méme, les tumeurs résistantes a la chimiothérapie présentent une résistance aux

photons mais sont sensibles aux neutrons (Britten et al. 1990, Aref et al. 1999).

> Influence du cycle cellulaire sur la mort cellulaire radio-induite

Le statut physiologique de la cellule change durant sa progression dans le cycle
cellulaire. La phase du cycle dans laquelle se trouve la cellule lors de l'irradiation va
modifier sa sensibilité aux radiations ionisantes. Les phases M et G2 sont considérées
comme étant les plus sensibles a l'irradiation, tandis que la phaseS tardive est
relativement radiorésistante (Rubin et al. 1989, Iliakis et Okayasu 1990). Les phases
Gl et S précoce présentent des radiosensibilités intermédiaires.

Cependant, I'influence du cycle cellulaire dans la radiosensibilité diminue pour les
radiations a TEL élevé. Ceci peut en partie expliquer 1'efficacité des radiations a TEL

élevé pour l'induction d"apoptose par rapport aux photons.
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Comme l'irradiation affecte préférentiellement les cellules situées dans une phase
radiosensible du cycle, la fraction survivante contiendra un nombre plus important
de cellules en phase radiorésistante que la population initiale. Ce phénomene
intervient lors d’irradiations fractionnées. Lorsque les cellules tumorales proliferent
peu, les cellules ne pourront pas se redistribuer dans toutes les phases du cycle et
retrouver la radiosensibilité de la population initiale. La population tumorale sera
alors plus radiorésistante (Pawlik et Keyomarsi 2004). Plus le nombre de fractions
d’irradiations est élevé, plus la radiorésistance acquise est importante, ce qui
explique que certaines radiothérapies échouent sur des tumeurs a prolifération lente.
Les radiations a TEL élevé, qui ont une moindre dépendance vis-a-vis du cycle
cellulaire, peuvent dans ce cas apporter un bénéfice pour la destruction de ces

tumeurs (Gueulette 1997).

4.3. Effets tissulaires des radiations ionisantes

4.3.1. Effets déterministes et probabilistes

Les effets tissulaires des radiations ionisantes et par conséquent les effets organiques
et cliniques sont l'expression des dommages cellulaires. Les radiations ionisantes
vont léser ou détruire les cellules. Plus le nombre de cellules endommaggées dans le
tissu est élevé, plus les effets tissulaires seront marqués (McBride et al. 2004). Ces

effets dépendent donc de I'importance de la dose d’irradiation.

Apres irradiation, les tissus peuvent étre restaurés dans leur état initial, lorsque les
dommages cellulaires sont réparés ou lorsque le tissu possede une réserve de cellules
souches progénitrices, qui vont compenser les pertes du tissu. En revanche, a partir
d’un certain seuil d’exposition, des lésions tissulaires peuvent survenir, lorsqu’une
quantité importante de cellules disparait par mort cellulaire radio-induite, perturbant
les mécanismes d’homeéostasie tissulaire. Ces destructions massives de cellules
constituant le tissu vont se traduire par un défaut de fonction des tissus irradiés.

(Johnston et al. 2004, O’Sullivan et Levin 2003).
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Ces effets tissulaires, que 'on qualifie de « déterministes », sont liés a la mort
cellulaire et leur survenue est immédiate apres irradiation. A de trés fortes doses
d’irradiation et selon le type de tissu 1ésé, ils peuvent entrainer la mort de I'individu.
La DL50 pour I'homme est de 5 Gy en irradiation unique (Figure 20).

Ce sont ces effets déterministes qui sont recherchés en radiothérapie pour la

destruction des tissus tumoraux.

Effets liés a une irradiation homogéne

Figure 20 : Les effets chez 'homme d’une irradiation corporelle homogene.

Les effets « probabilistes » des radiations ionisantes, observés habituellement a des
doses plus faibles, sont tardifs et liés a des transformations cellulaires. Ils sont la
conséquence de lésions initiales qui n"ont pas causé la mort des cellules mais qui ont
conduit a des mutations cellulaires ou des aberrations chromosomiques apres
réparation défectueuse des lésions induites. Ces transformations cellulaires peuvent
a long terme induire le déclenchement de cancers. L’apparition d'un cancer radio-
induit survient généralement plusieurs années aprés l'exposition aux radiations
(Wakeford 2004). Si les transformations cellulaires induites par les mutations
touchent les cellules germinales, des effets génétiques sur la descendance peuvent

étre observés.
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4.3.2. Facteurs influencant les effets tissulaires

Les effets tissulaires induits par les radiations ionisantes dépendent de la
radiosensibilité intrinseque des tissus (Fertil ef al. 1982). La proportion de cellules qui
meurent par apoptose apres irradiation est trés variable selon le type cellulaire.

De maniere générale, les tissus les plus sensibles sont ceux qui se divisent
activement.

Dans un premier temps, il faut différencier les tissus sains des tissus tumoraux. La
mort cellulaire apparait surtout lors du déroulement du cycle de reproduction
cellulaire. Ainsi, les cellules normales présenteront une radiosensibilité plus faible
par rapport aux cellules tumorales, qui se divisent plus rapidement.

De plus, que les tissus soient sains ou tumoraux, des différences de radiosensibilité
sont également observées selon le type de tissu concerné, en fonction de la vitesse de
renouvellement des cellules du tissu. En effet, les tissus les plus sensibles aux
radiations ionisantes sont les tissus a renouvellement rapide et comportant des
cellules immatures progénitrices. Ces particularités tissulaires tiennent a deux

N P

parametres : l'aptitude propre de chaque lignée cellulaire a réparer les lésions
moléculaires induites et la capacité de chaque tissu a mobiliser ses réserves de
cellules immatures ou a recruter des cellules d’origine extérieure pour assurer la
fonction de cellules progénitrices.

L’apoptose radio-induite est fréquemment observée dans les tissus pour lesquels elle
joue un role physiologique important, comme les cellules souches de la moelle
osseuse, les cellules intestinales et les lymphocytes (Wilkins et al. 2002). A l'inverse,
pour les fibroblastes, les cellules hépatiques ou les cellules nerveuses, la
radiosensibilité intrinseque est plus faible. De méme, il a été rapporté que les cellules
tumorales d’origine épithéliale ou les cellules de lymphome sont plus sensibles a
I'irradiation que les cellules de mélanome ou de glioblastome.

Par ailleurs, la différenciation influence aussi la sensibilité des cellules aux radiations.

Plus les cellules sont différenciées, plus leur radiosensibilité diminue.
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Les radiations a TEL élevé modifient la radiosensibilité relative intrinseque des tissus
en comparaison avec les rayons X ou y. L’équipe de Takahashi a mis en évidence une
valeur d’EBR de 3 pour l'induction d’apoptose par les ions carbone dans des cellules
de glioblastome résistantes aux rayons X (Takahashi et al. 1998). Ainsi la
radiosensibilité intrinseque de ces cellules est augmentée par l'utilisation des ions

carbone.
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5. Hadronthérapie : avantages et clinique

Comme nous l'avons vu dans les paragraphes précédents, les effets des radiations
ionisantes a TEL élevé different de ceux des radiations a TEL faible et ceci a tous les
niveaux d’interaction des radiations avec la matiere vivante: physique, physico-
chimique, cellulaire et tissulaire. Ces radiations, et plus particulierement les neutrons
et les ions lourds, présentent par rapport aux rayons X ou 7y, des avantages

radiobiologiques variés qui sont récapitulés dans la Figure 21.

+ Dommages induits plus complexes et moins facilement
réparables = AUGMENTATION DE L'EBR

+ Diminution de I'effet oxygéne - REDUCTION DE L'OER
+ Baisse de la dépendance vis-a-vis du cycle cellulaire

* Modification de la radiosensibilité intrinseque des tissus

+ Pour les IONS LOURDS : meilleur ciblage de la fumeur et

diminution des dommages des tissus sains avoisinants
(Pic de Bragg)

Figure 21 : Avantages des radiations a TEL élevé par rapport aux radiations a TEL
faible.

En conclusion, les radiations a TEL élevé sont donc plus efficaces que les rayons X ou
y pour induire la mort des cellules cancéreuses. Tous ces avantages, surtout
I'augmentation de 1'EBR ainsi que la réduction de 'OER, montrent l'intérét de

I'utilisation de tels rayonnements en radiothérapie (Figure 22, Orecchia et al. 1998).
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Figure 22 : EBR et OER de différents types de radiation.
d’apres la brochure du NIRS de Chiba au Japon.

La radiothérapie qui utilise des protons, des neutrons rapides ou des ions lourds est
qualifiée d’hadronthérapie, les hadrons étant les particules du noyau des atomes.
Actuellement, la plupart des centres d’hadronthérapie traite les cancers par des
protons. Mais l'utilisation des neutrons rapides et des ions lourds est en

développement.

- La neutronthérapie

Les données sur la neutronthérapie sont peu abondantes. Aujourd’hui, seule une
dizaine de centres traite des patients avec des neutrons rapides. Toutefois, des
résultats probants ont été obtenus pour le traitement de certaines classes de cancers :
des tumeurs des glandes salivaires (Douglas et al. 2003), des tumeurs des sinus
paranasaux, des cancers avancés de la prostate (Scalliet et al. 2001) et certains
sarcomes (Schwarz et al. 1996). La neutronthérapie vise plus particulierement les
tumeurs inopérables et tres résistantes aux autres traitements (Breteau et al. 1996,

Noel et al. 2003).

- L’hadronthérapie avec des ions lourds

La production d’ions lourds nécessite la présence de synchrotrons, qui sont des
installations lourdes et de grande taille. L'HIMAC (Heavy Ion Medical Accelerator in

Chiba) au Japon est le premier accélérateur d’ions lourds médical dédié au traitement
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des cancers, avec plus de 1400 patients irradiés depuis 1994 exclusivement par ions
carbone (Figure 23). Le GSI (Gesellschaft fiir Schwerionenforschung) de Darmstadt
en Allemagne traite également des patients avec les ions carbone.

Les résultats obtenus confirment le gain thérapeutique des ions lourds, qui
combinent a la fois les propriétés balistiques des particules chargées et des propriétés
radiobiologiques analogues aux neutrons (Orecchia et al. 2004, Kraft et al. 1998). Ils
justifient les projets européens actuels de création de centres médicaux dédiés au
traitement des cancers par hadronthérapie, et notamment en France, le projet
ETOILE (Pommier et al. 2002, Heeg et al. 2004). Les indications de la radiothérapie
par ions lourds sont : les cancers de la région téte et cou , du fait de la haute précision
balistique nécessaire : les tumeurs de la base du crane comme les chondrosarcomes et
les carcinomes (Schulz-Ertner et al. 2004), les tumeurs méningées non opérables, les
tumeurs des sinus de la face, les cancers de 1'oesophage (Sudhamshu et al. 2003), les
tumeurs de la thyroide, et les cancers des glandes salivaires, mais aussi d’autres
tumeurs radio-résistantes comme les cancers de la prostate (Akakura et al. 2004), les

cancers du poumon et les sarcomes des os.

Source
HJ,-*"“ I
Thérapie - —
Synchrotrons N i
g B |
j’ M ==._ B

Figure 23 : L’'HIMAC (Heavy Ion Medical Accelerator in Chiba) du NIRS (National Institute of
Radiological Sciences) de Chiba au Japon. A gauche : Schéma de accélérateur de particules. A droite : Vues
de I'hdpital du NIRS ou les patients sont traités par des ions carbone.

d’apres la brochure du NIRS de Chiba au Japon.
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En conclusion, les radiations ionisantes a TEL élevé sont plus efficaces pour induire
la mort des cellules, a cause des dommages complexes qu’ils induisent au niveau de
I’ADN. Ces dommages étant qualitativement et quantitativement différents de ceux
induits par les radiations a TEL faible, on peut s’attendre a ce que les mécanismes
cellulaires conduisant a l'apoptose different suite a une irradiation par des
rayonnements a TEL élevé (Wang et al. 2001). C'est pourquoi, nous nous sommes
intéressés aux voies de signalisation apoptotique induites par les neutrons rapides et

les ions carbone.
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Chapitre 2

L’APOPTOSE RADIO-INDUITE

L’apoptose ou mort cellulaire programmeée est un processus mettant en jeu un certain
nombre de systemes de régulation et jouant un role fondamental dans 1'élimination
des cellules superflues ou endommagées. Les radiations ionisantes peuvent
provoquer la mort des cellules par apoptose. Les mécanismes biochimiques
conduisant des dommages cellulaires infligés par les rayonnements a l'induction de
cette mort cellulaire sont trés complexes. De nombreuses études portent sur les
différentes voies de signalisation apoptotiques activées suite a une irradiation.
Cependant la plupart de ces travaux concerne uniquement les rayons X ou y. Il existe
peu d’informations sur 'induction d’apoptose par les radiations a TEL élevé.

Aussi, dans ce chapitre, nous décrirons dans une premiére partie le processus de
I'apoptose. Nous évoquerons les roles physiologiques ainsi que les principaux
effecteurs de la réponse apoptotique. Puis nous aborderons les mécanismes

biochimiques et moléculaires, qui conduisent a 'apoptose apres une exposition aux

rayons X ou y.

1. Généralités sur ’apoptose

1.1. Définition

L’apoptose est un processus actif et physiologique de mort cellulaire, utilisée pour
éliminer les cellules en exces, endommagées ou infectées, potentiellement
dangereuses pour 'organisme. Lors de ce phénomene, la cellule elle-méme dirige le

programme de sa propre mort.
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L’apoptose joue un role essentiel dans le développement normal de l'organisme et
dans le maintien de 1’homéostasie cellulaire chez l'adulte, de fagcon opposée a la
mitose. La mort cellulaire «normale» a d'abord été observée durant la
métamorphose des amphibiens, puis dans plusieurs tissus en développement tant
chez les invertébrés que chez les vertébrés (Weber 1964, Lockshin et Zakeri 2001). En
1972, Kerr et al. ont décrit une mort cellulaire du méme type dans divers tissus et
types cellulaires: ces cellules présentaient des caractéristiques morphologiques
communes, mais cependant distinctes de celles observées dans les cellules en nécrose
(Kerr et al. 1972). Ils ont suggéré que ces caractéristiques morphologiques communes
pouvaient étre le résultat d'un programme endogene sous-jacent de mort cellulaire,
qu’ils ont appelé « apoptose » (Figure 24). Ce terme vient du grec et fait allusion a la
chute des feuilles en automne. L’apoptose est un phénomene conservé a travers les
especes, elle est retrouvée chez tous les organismes multicellulaires (Steller 1995,

Cikala et al. 1999).

Figure 24 : Cellules en apoptose. Apreés la
vésiculation du cytoplasme, il y a formation des
corps apoptotiques qui sont phagocytés par un
macrophage (en orange).

d’aprés http://spacebio.net/modules/gs_teare.html
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1.2. Roles de I'apoptose

L’apoptose est essentielle au développement de l'organisme. Elle permet
'élimination de structures inutiles ou mal formées. Elle participe notamment a la
morphogénese des doigts: les cellules de l'espace interdigital des doigts d'un
embryon disparaissent par apoptose (Figure 25, Wood et al. 2000). De méme, au cours
du développement des amphibiens, 'augmentation des quantités d’hormones
thyroidiennes circulantes induit 1'apoptose des cellules de la queue et fait disparaitre

cet organe (Nishikawa et Hayashi 1995).

Figure 25 : Mort par apoptose des cellules de la commissure
des doigts durant le développement embryonnaire.
d’apres Wood et al 2000.

La mise en place des systémes nerveux et immunitaire fait également appel a
I'apoptose, ou elle assure qu'un nombre correct de cellules souches se différencie.
Pendant le développement embryonnaire, les neurones sont générés en exces, 20 a
80% de ces cellules vont ensuite mourir par apoptose afin de créer un équilibre entre
ces neurones et les cibles qu’ils innervent. En effet, les cellules nerveuses
embryonnaires ont besoin pour survivre du facteur de survie NGF (nerve growth
factor), produit par les cellules cibles des neurones (Clarke et al. 1998). Seuls vont
survivre les neurones qui se connecteront correctement a leur cible. Les autres
cellules, incapables de recevoir ce signal, vont mourir par apoptose en raison de leur
mise en place incorrecte (Figure 26). De méme, pour le développement du systéeme
immunitaire, seuls les lymphocytes portant des récepteurs aux antigenes spécifiques

vont survivre. Le reste sera éliminé par apoptose.
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Figure 26: Imlervention de Vapoptose dans le developpement du
systéme Hervens.

L’apoptose intervient aussi chez I'adulte, pour maintenir 1’homéostasie cellulaire qui
résulte d'un équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire. Elle permet a
I'organisme de controler le nombre de cellules et la taille des tissus. C'est le cas par
exemple lors du renouvellement des kératinocytes de la peau (Weil et al. 1999) ou a la
fin de la réaction immunitaire, ot les lymphocytes T activés en surnombre, meurent
par apoptose, de méme que les lymphocytes dysfonctionnels ou autoréactifs.

Donc, I'apoptose peut étre activée par des signaux physiologiques normaux, intra- ou
extracellulaires, mais aussi par des stimuli pathologiques. En effet, elle est
responsable de I’élimination des cellules endommagées par un stress oxydatif, par
des altérations génétiques, par la maladie, par un choc thermique ou par I'exposition
a des agents génotoxiques (chimiothérapie et radiothérapie). Elle permet le bon
fonctionnement du systéme immunitaire, les cellules infectées par des virus ainsi que
les cellules tumorales étant détruites par apoptose, par les lymphocytes T

cytotoxiques.

Etant donné I'importance biologique de I'apoptose, on comprendra aisément que des
déréglements de ce processus ou de son contrdle, aboutissant a une mort cellulaire
excessive ou insuffisante, sont a l'origine d’anomalies du développement et de
certaines pathologies (Follezou et al. 1999).
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Ainsi, un excés d’apoptose dans le systéme nerveux central peut induire des
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Mattson 2004), la
sclérose latérale amyotrophique (Sathasivam et al. 2001) ou la maladie de Parkinson
(Tatton et al. 2003). Au cours de la maladie d’Alzheimer, la perte neuronale découlant
de I'apoptose des neurones conduit a une atrophie cérébrale. De méme, le virus de
I'immunodéficience humaine active l'apoptose des cellules T-auxiliaires (TH)
nécessaires a 'activation des lymphocytes T cytotoxiques responsables de la défense
contre les virus (Roshal et al. 2001).

Un déficit de I'apoptose peut aussi causer diverses affections telles que les maladies
autoimmunes (arthrite rhumatoide) qui se traduisent par une apoptose insuffisante
des cellules autoimmunes réactives. Une absence d’apoptose peut également
favoriser la survie et la croissance de cellules anormales, normalement destinées a
mourir, et ainsi induire des processus de cancérogénese (Thompson 1995, Reed 1999).
Certaines cellules cancéreuses ont d’ailleurs développé des mécanismes de résistance

aux processus physiologiques de 'apoptose (Igney et Krammer 2002).

1.3. Description de l’apoptose

1.3.1. Caractéristiques morphologiques

Une cellule en apoptose active une série d’événements moléculaires et biochimiques
conduisant a des altérations morphologiques. Ces changements morphologiques sont
spécifiques a I'apoptose et permettent d’identifier ce type de mort cellulaire.

Un des premiers changements observables est la réduction du volume cellulaire : la
cellule se déshydrate et la perte de 1'eau intracellulaire conduit a la condensation du
cytoplasme qui résulte en une modification de la forme et de la taille cellulaire
(Figure 27). Au cours de cette étape, la cellule perd le contact avec ses voisines.
Malgré la rétraction cellulaire progressive, les organites intracellulaires restent intacts

et gardent leur aspect normal jusqu’a la phase terminale de I'apoptose.
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Cellule normale Cellule en apoptose

Figure 27 : Apoptose d’'une cellule épithéliale pulmonaire
L’apoptose est induite par un traitement au chrome (VI).
d’apres Ye et al. 1999.

Le noyau présente lui aussi des modifications : on assiste a une condensation de la
chromatine qui débute a la périphérie de la membrane nucléaire (Figure 28). Puis,
cette enveloppe nucléaire se désintégre et la chromatine se fragmente en petites

masses distinctes.

bl - 8 i i
Figure 28 : Cellule de glande mammaire en
apoptose. La condensation de I'ADN est
spécifique de I’apoptose.

N

Apreés cette phase de condensation, la cellule présente a sa surface des vésicules
renfermant des amas de chromatine et des fragments cytoplasmiques, entourés de
membrane plasmique (Figure 29). Ces vésicules vont se détacher de la cellule pour
former les corps apoptotiques, qui sont libérés dans le milieu.

Les corps apoptotiques sont rapidement phagocytés in vivo, par les cellules voisines

ou les macrophages, sans provoquer de processus inflammatoire dans les tissus
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(Figure 24). En effet, la formation de corps apoptotiques avec une membrane
plasmique intacte prévient le relargage des constituants intracellulaires et donc la

réaction inflammatoire.
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Figure 29: Caractéristiques morphologiques de Vapoptose et de la nécrose.
d'apres Satkionar ef al. 1999,

Ces caractéristiques morphologiques permettent de différencier 'apoptose de la
nécrose, qui aboutit a un éclatement de la cellule (Figure 29, Ziegler et Groscurth
2004). La nécrose survient accidentellement lorsque la cellule a subi des dommages
importants, qui peuvent étre produits par 1'exposition a de trés fortes doses d’agents

cytotoxiques.

La mort nécrotique est un phénomene passif et catabolique caractérisé par une
perméabilisation membranaire précoce et un gonflement de la cellule, suivi par la
rupture de la membrane plasmique. Les constituants cytoplasmiques sont alors
déversés dans le milieu extracellulaire et sont a I'origine d'une réaction
inflammatoire. Contrairement a 'apoptose, au cours de la nécrose, la chromatine
n’est pas fragmentée mais lysée (karyolysis). De plus, les organites cellulaires sont

détruits.
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1.3.2 Caractéristiques biochimiques

Les changements morphologiques survenant lors de 'apoptose sont accompagnés
d’altérations biochimiques spécificiques. Parmi celles-ci, la plus remarquable est la
fragmentation de ’ADN, qui survient lors de la condensation de la chromatine. Cette
fragmentation peut étre mise en évidence en analysant, par électrophorése sur gel
d’agarose, 'ADN isolé de cellules en apoptose. Les résultats d’électrophorese
obtenus montrent plusieurs bandes, de taille équivalente a des multiples de 180
paires de bases, qui forment une « échelle d’ADN » (Figure 30). Ce profil n’est pas
retrouvé lors de la nécrose ou la dégradation de I’ADN est moins importante et
induit des fragments de tailles hétérogenes.

Les fragments d’ADN réguliers, générés au cours de l'apoptose, résultent de

l’activation d"une endonucléase qui coupe I’ADN entre les nucléosomes.

ICAD/DFF45 "; Cas
r pase
CAD/DFF40 Apoptose

- +

Histone

\ ) Nucléosome

Fragment d’ADN

Figure 30 : Fragmentation internucléosomale de 'ADN lors de l'apoptose. L'endonucléase CAD/DFF40
clive ’ADN entre les nucléosomes (a gauche) et génere des fragments réguliers qui forment une échelle ’ADN
sur le gel d’agarose apres électrophorese (a droite).

Plusieurs études ont démontré que 'endonucléase CAD/DFF40 est responsable de ce

clivage internucléosomal (Enari et al. 1998, Liu et al. 1997). En effet, cette
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fragmentation endogene n’est pas observée dans les cellules déficientes en
CAD/DFF40. Dans les cellules normales, CAD/DFF40 forme un complexe inactif
avec son inhibiteur ICAD/DFF45. Lors de 'apoptose, ICAD/DFF45 est clivé par la
caspase-3 et se dissocie de CAD/DFF40 ce qui libére I'endonucléase active, qui migre
dans le noyau (Sakahira et al. 1998, Tang et Kidd 1998). Une autre nucléase
responsable de la dégradation de ’ADN lors de l'apoptose, la DNase II, a été
récemment identifiée. La DNase Il est une enzyme lysosomale présente dans les
macrophages (Ferri et Kroemer 2000). Elle interviendrait, avec d’autres enzymes du
lysosome, comme les cathepsines, dans une voie auxiliaire de fragmentation de
I’ADN, initiée par les macrophages, au moment de la phagocytose des corps
apoptotiques (Wu et al. 2000, Mcllroy et al. 2000).

D’un point de vue biochimique, I'apoptose est aussi caractérisée par la perte de
'asymeétrie des phospholipides de la membrane plasmique. Les phosphatidylsérines,
phospholipides anioniques présents uniquement dans le feuillet interne de la
membrane des cellules normales, vont se déplacer dans le feuillet externe et étre
externalisés a la surface des cellules. Ceci permet aux cellules apoptotiques d’étre
reconnues comme cibles par les macrophages pour la phagocytose (Fadok et al. 2000).
De plus, lors de I'apoptose, certaines protéines cellulaires sont dégradées. C’est le cas
des lamines formant la membrane nucléaire ou de certaines protéines comme la
fodrine et la gelsoline dont le clivage conduit a une altération du cytosquelette. Cette

perte du cytosquelette induit la vésiculation membranaire.

1.4. Les principaux effecteurs de I’apoptose

Les caractéristiques biochimiques et morphologiques de l’apoptose résultent de
l'activation de mécanismes cellulaires complexes. Les différents génes controlant ces
mécanismes ont d’abord été identifiés chez le nématode Caenorhabditis elegans
(C. elegans), dont une partie des cellules est éliminée par apoptose durant le

développement (Figure 31). L’analyse génétique de ces cellules a permis de mettre en
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évidence trois genes clés impliqués dans la régulation de la mort cellulaire
programmeée : ced-3, ced-4 et ced-9, ced pour C. elegans death (Hengartner et Horvitz (a)
1994). Les produits des genes ced-3 et ced-4 sont requis pour le déroulement de
I'apoptose, la protéine CED-3 étant une protéase et la protéine CED-4 une molécule
pro-apoptotique pouvant se lier a CED-3.

Par contre, la protéine codée par ced-9 a une fonction antagoniste a CED-3 et CED-4
et inhibe I'apoptose. Des homologues de ces genes, ayant des roles similaires dans la
régulation de 'apoptose, ont été découverts chez les mammiferes (Figure 31). Ainsi,
I'enzyme de conversion de l'interleukine-1f (ICE) des mammiféres présente des
homologies avec CED-3 et sa sur-expression est capable d’induire I’apoptose dans les
cellules de mammiferes (Yuan et al. 1993). Bien qu’elle ne semble pas jouer de role
primordial dans "apoptose et qu’elle soit plutot impliquée dans le déroulement du
processus inflammatoire, la protéine ICE a permis d’identifier une famille de
protéases a cystéine, les caspases, qui sont responsables de I'exécution du processus
apoptotique chez les mammiferes.

De méme, les membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2, homologues de CED-9,
sont des régulateurs de l'apoptose, ainsi que la protéine adaptatrice Apaf-1,
homologue de CED-4, qui intervient dans l'activation des caspases (Hengartner et

Horvitz, (b) 1994, Zou et al. 1997).

Génération

de 1090 cellules ///‘_ C. elegans Mammiféres
BAX
Nématode C. elegans adulte -EGL-1 |-CED-9 |-BCL-2
959 cellules

v v
e o
Mort cellulaire programmée

131 cellules

v v
APOPTOSE APOPTOSE
L Identification des génes « ced» \

Figure 31 : Apoptose chez le nématode Caenorhabditis elegans et homologie avec les mammifeéres.

Au cours du développement de C. elegans, 1090 cellules sont générées. Parmi ces cellules, 131 vont étre éliminées par
mort cellulaire programmée. Le ver « adulte » sera alors constitué de 959 cellules. La sélection par mutagénése
chimique de larves présentant des défauts d'élimination des cellules pendant le développement a permis I'identification

des génes ced (C. elegans death). Des homologues de ces génes ont également été découverts chez les mammiferes.
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1.1.1. Les caspases

Les caspases sont les composants essentiels de la plupart des voies conduisant a la
mort de la cellule par apoptose. Elles sont présentes constitutivement dans la cellule
et sont hautement conservées a travers les espéces (Boyce et al. 2004). A ce jour,
14 caspases ont été identifiées chez les mammiferes. Parmi celles-ci, les caspases-1 a -
10 ainsi que la caspase-14 ont été mises en évidence chez I'homme. Les caspases-11 et
-12 sont des homologues des caspases-4 et -5 chez la souris, et la caspase-13 est un
homologue bovin de la caspase-4 (Koenig et al. 2001). Cependant, il existerait chez
I'homme une « pseudo-caspase-12 » (Lamkanfi et al. 2004). Toutes ces caspases
présentent des similarités au niveau de leur séquence, de leur structure et de leur

spécificité de substrat.

» Principales caractéristiques et classification des caspases

Les caspases sont exprimées sous forme de précurseurs inactifs ou procaspases,

constitués de trois parties: un prodomaine a l'extrémité N-terminale, suivi d'une

grande sous-unité p20 et d"une petite sous-unité p10 (Figure 32).

QACXG
_ Grande Petite
Prodomaine  sous-unité sous-unité
' ' i ' Procaspase inactive
Asp * Asp
L_H | Enzyme partiellement clivée
1

v

Hétérodimérisation Caspase active

Figure 32 : Structure et activation des caspases.
d’apres Thornberry et Lazebnik 1998.
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Le site actif de 'enzyme contenant la cystéine, au sein d’'un motif trés conservé
QACXG, se situe au niveau de la grande sous-unité. L’activation des caspases
nécessite un clivage entre les deux sous-unités et I'élimination du prodomaine suivis
de I'assemblage des sous-unités en hétérodimeére. Deux hétérodimeres vont ensuite
s’associer pour former la caspase active, qui possede deux sites actifs fonctionnant
indépendamment l'un de l'autre. Les caspases sont des protéases hautement
spécifiques, qui clivent leur substrat exclusivement apres un résidu aspartate.

Parmi les protéases de mammiferes, seul le granzyme B partage cette particularité.
De plus, elles reconnaissent au niveau de leur cible une séquence consensus,
constituée de quatre acides aminés situés en amont du site de clivage. Cette séquence
de reconnaissance différe selon les caspases et peut expliquer la diversité de leur
fonction biologique (Thornberry et al. 1997). En outre, le propre site de clivage des
caspases, séparant le pro-domaine de la grande sous-unité, contient également ce site
spécifique de reconnaissance ainsi qu'un aspartate, ce qui leur permet de s’activer
mutuellement.

Les caspases peuvent étre subdivisées en trois grands groupes selon leur site
spécifique de reconnaissance du substrat, selon leur structure ou selon leur fonction
biologique. Cependant, mises a part les caspases-2 et -6, quel que soit le critere

retenu, la classification obtenue reste la méme (Figure 33).

Site de reconnaissance Prodomaine 6rande Petite
préférentiel du substrat sous-unité sous-unité
I | 1 I
WEHD . - I | 17  6Groupe 1
(W/L)-EHD [ [ H H | 4 Inflammation
(W/L)-EHD l [_H H ] 5
L/IETD 1 [ 1 | H H ] 8
TIEAD L1 [ L1 Il | 10 Groupe 2
Initiateurs de
LEHD - [ H H | 9 I'apoptose
DEHD l l H H | 2
VEHD CH H ] 6 7 Groupe 3
DEVD CHEH H 1 3 Exécution de
I'apoptose
DEVD CH H | 7 |
[ < CARD
C——1:pED
Figure 33 : Classification des caspases.
d’aprés Thornberry et al. 1997.
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Le premier groupe comprend les caspases-1, -4 et -5 qui contrdlent les réponses
inflammatoires et ne jouent pas de role important dans I'apoptose. Leur substrat est
caractérisé par la séquence WEHD. La caspase-14 est aussi une caspase «non
apoptotique », puisqu’elle intervient dans la différenciation terminale de I'épiderme
(Mikolajczyk et al. 2004).

Les deux autres groupes sont constitués des caspases impliquées dans 1'apoptose,
avec d'une part les caspases initiatrices et d’autre part les caspases effectrices. Les
caspases initiatrices regroupent les caspases activées suite a des signaux extra- ou
intracellulaires (-8, -9, -10). Elles possédent généralement un long prodomaine
contenant un des deux motifs caractéristiques : DED (caspases-8 et -10) ou CARD
(caspases-9 et -2). Ces domaines permettent l'interaction avec d’autres protéines
résultant ainsi en l'activation de ces caspases. Une fois activées, les caspases
initiatrices vont a leur tour activer les caspases effectrices-3, -6 et -7. Ces dernieres
sont caractérisées par un prodomaine de petite taille et clivent un certain nombre de
protéines dans la cellule.

Ainsi les caspases initiatrices font la liaison entre les signaux déclencheurs de

I'apoptose et la phase d’exécution, assurée par les caspases effectrices.

» L’activation des caspases

La cellule utilise plusieurs mécanismes distincts pour activer les caspases (Boatright
et Salvesen 2003, Thornberry et Lazebnik 1998). Le plus simple appelé
transactivation, consiste en l'activation des caspases par d’autres caspases. Ce
mécanisme est utilisé pour l'activation des caspases effectrices par les caspases
initiatrices et est a 'origine de la cascade de caspases, qui a également pour but
d’amplifier le signal apoptotique. Les caspases effectrices peuvent aussi activer
d’autres caspases, grace a des systemes de régulation rétroactifs (Van de Craen et al.

1999).

Les autres mécanismes d’activation concernent uniquement les caspases initiatrices.

IIs sont provoqués par des interactions avec des protéines situées en amont dans la
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N

signalisation apoptotique. Cette activation peut étre due a l'induction d'un
rapprochement entre plusieurs procaspases favorisant ainsi leur autoactivation
(Muzio et al. 1998). Ceci a été observé pour la caspase-8 lors de I'apoptose induite par
les récepteurs de mort (Algeciras-Schimnich et al. 2002). Ces récepteurs, une fois
activés, sont a l'origine d'un regroupement de procaspases-8. Cette haute
concentration locale de précurseurs ainsi que la présence d’une faible activité
intrinseque de ceux-ci leur permet de s’autoactiver. Les caspases-10 et -2 sont
activées de facon similaire.

L’activation des caspases initiatrices peut aussi résulter d'une association avec une
sous-unité régulatrice. C’est le cas de la caspase-9. Le clivage protéolytique de cette
caspase n'est pas suffisant pour son activation. En effet, cette derniere nécessite

I'interaction avec le cofacteur Apaf-1 (Rodriguez et Lazebnik 1999).

ﬁ Apaf-1

@ Cytochrome c

Changement de conformation

&-’ CARD

Oligomérisation
dépendante

de dATP par
interaction
CARD/CARD

Apoptosome

Iprocaspase—9 Recrutement
de la procaspase-9

R

Activation de
la caspase-9
dans I'apoptosome

Activation des caspases-3 et 7

Figure 34 : Activation de la caspase-9 par
formation de I'apoptosome.

Plusieurs études ont mis en évidence la présence d'un complexe multiprotéique,

I'apoptosome, constitué de la caspase-9, d’Apaf-1 et du cytochrome c (Li et al. 1997,
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Zou et al. 1999, Hill et al. 2003). La formation de ce complexe s’effectue en deux étapes
et fait suite a la libération par la mitochondrie du cytochrome ¢ dans le cytoplasme
(Figure 34). On assiste d’abord a un changement de conformation d’Apaf-1, grace a
sa liaison avec le cytochrome c et a I'hydrolyse d"ATP (Hu et al. 1999, Purring-Koch et
McLendon 2000). Puis, sept sous-unités d’Apaf-1 s’oligomérisent et recrutent par leur
domaine CARD plusieurs procaspases-9 qui vont alors étre activées (Srinivasula et al.
1998, Saleh et al. 1999, Acehan et al. 2002). En effet, Apaf-1 contient a son extrémité N-
terminale, un domaine CARD qui est exposé lors de son changement de
conformation (Zhou et al. 1999). L’apoptosome représente la forme active de la

caspase-9 (Rodriguez et Lazebnik 1999).
» Les cibles des caspases
Les caspases-3, -6 et -7 clivent un certain nombre de protéines cibles ce qui est a

I'origine des particularités biochimiques et morphologiques des cellules apoptotiques

(Degterev et al. 2003). Plus de 100 substrats différents ont été découverts (Figure 35).

+ Protéines réqulatrices de |'apoptose
Pro-apoptotigues : Caspases, BID, DFF45...
Anti-apoptotigues : BCL-2, BCL-X,, FLIP, XIAP, cTAP-1, RIP...

¢ Protéines de structure nucléaires ou cytoplasmiques
Lamines A B et C, actine, kératine 18, B—caténine, gelsoline, fodrine...

+ Régqulateurs du cycle cellulaire
p21,Rb, p27...

¢ Protéines de réparation
PARP, Rad51, DNAPK, ATM...

¢ Protéines kinases et autres réqulateurs intervenant dans
différentes voies de signalisation
AKT, MEKK1, FAK, APP...

Figure 35 : Les substrats des caspases.
Liste non exhaustive, d’apres Degterev et al. 2003.

Dans la plupart des cas, le clivage de la protéine cible conduit a son inactivation, avec

une perte de son activité biologique. C’est le cas de protéines anti-apoptotiques
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comme les inhibiteurs de caspases : FLIP et IAP (Liston et al. 2003) ou les protéines
BCL-2 ou BCL-Xy, dont le clivage résulte en la conversion de ces protéines en facteurs
pro-apoptotiques (Cheng et al. 1997).

Les caspases inactivent aussi des protéines de réparation comme la PARP ou Rad51
(Soldani et Scovassi 2002), des protéines de régulation du cycle cellulaire (Jin et al.
2000) et des protéines de transduction de signaux comme AKT qui une fois clivée,
n’exerce plus sa fonction de facteur de survie (Widmann et al. 1998).

Les caspases peuvent également induire un gain de fonction de certaines protéines
pro-apoptotiques, soit directement, comme les caspases elles-mémes ou la protéine
BID qui n’est active qu’aprés clivage, soit indirectement par dissociation de
domaines régulateurs ou inhibiteurs comme le relargage de I'inhibiteur
ICAD/DFF45, libérant I’endonucléase CAD/DFF40 active (Tang et Kidd 1998).

Enfin, les caspases sont a l'origine de la dissociation de certains constituants
cellulaires par clivage de protéines de structure, comme les lamines nucléaires dont
la dégradation par la caspase-6 conduit a l'altération de la membrane nucléaire
(Ruchaud et al. 2002).

Ces protéases induisent également une désorganisation du cytosquelette, notamment
par clivage des protéines constituant les filaments intermédiaires comme la
kératine 18 (Schutte et al. 2004) ou par activation de la gelsoline. En effet, apres
clivage par la caspase-3, la gelsoline conduit a la dépolymérisation de I'actine
(Kothakota et al. 1997). Des protéines des jonctions adhérentes, assurant les
interactions entre les cellules sont aussi dégradées par les caspases (B—caténine)

(Brancolini et al. 1998).

> Larégulation des caspases

Le premier niveau de régulation des caspases est représenté par les mécanismes
spécifiques et complexes de leur activation: disponibilité des cofacteurs (Apaf-1,
cytochrome c), activation des protéines situées en amont dans la signalisation

apoptotique (récepteurs).
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Les caspases sont aussi régulées par des inhibiteurs spécifiques, qui ont été
découverts chez les virus. En effet, I'apoptose représente un des moyens de défense
des cellules contre les virus, par élimination des cellules infectées. Certains virus ont
donc développé des systemes de résistance qui agissent sur les caspases et inhibent
I'apoptose comme CrmA ou p35. La protéine CrmA (cytokine response modifier
gene) du virus de la vaccine interagit avec les caspases-1 et -8 et prévient leur clivage
(Zhou et al. 1997). En revanche, p35, exprimée par le baculovirus, inhibe les caspases
déja actives : apres clivage par ces caspases, p35 forme un complexe avec celles-ci, ce
qui les inactive (Bump et al. 1995, Riedl et al. 2001).

Des homologues d’autres inhibiteurs de caspases, FLIP et les IAPs (Inhibitors of
Apoptosis), mis en évidence chez les virus, ont été retrouvés chez 'homme. La
protéine FLIP est un homologue inactif de la procaspase-8. De ce fait, elle va entrer
en compétition avec celle-ci et bloquer soit le recrutement de la procaspase-8 au
niveau du complexe du récepteur de mort, soit l'activation de la caspase-8 en
inhibant son clivage (Tschopp et al. 1998). La famille des IAPs a été découverte
initialement chez le baculovirus. Tous les membres de cette famille (XIAP, cIAP1,
cIAP2, Survivin, Livin, Ts-IAP, NAIP) portent une ou plusieurs copies du motif BIR
(Baculovirus IAP Repeats) nécessaires pour lier et inactiver les caspases (Liston et al.
2003). Ils inhibent a la fois 'activité des caspases initiatrices et celle des caspases
effectrices. De plus, certaines de ces protéines favorisent la fixation de "'ubiquitine ce
qui induit leur dégradation ainsi que celle des caspases auxquelles elles sont liées
(Yang et Li 2000, Suzuki et al. 2001). Ces inhibiteurs sont eux-mémes controlés par les
protéines SMAC/DIABLO et OMI/HTRA2. Celles-ci sont libérées de la
mitochondrie dans le cytoplasme, lors de I'apoptose, se lient aux IAP et les inhibent

(Du et al. 2000, Liston et al. 2003).

Les chercheurs ont également développé des inhibiteurs peptidiques pour les
caspases (Thornberry et al. 1994). Ces inhibiteurs sont basés sur la spécificité du
tétrapeptide du site de reconnaissance du substrat de chaque caspase (Wei et al.
2000). L'introduction au niveau de l'extrémité C-terminale de ce tétrapeptide d'un

groupement aldéhyde ou d'un groupement méthylkétone permet la synthese d'un
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inhibiteur respectivement réversible ou irréversible (Garcia-Calvo et al. 1998). Ces
inhibiteurs sont largement utilisés pour démontrer I'implication des caspases et de

"apoptose dans certains processus.

1.4.2. La famille BCL-2

La protéine BCL-2 a d’abord été identifiée comme proto-oncogene dans les
lymphomes B folliculaires, ot une translocation chromosomique conduit a une
expression constitutive de ce gene. Puis, il a été montré que cet oncogene était
responsable d’une inhibition de l'apoptose plutét que d’une activation de la
prolifération cellulaire (Vaux et al. 1988). De plus, 'homologie de fonction entre
BCL-2 et CED-9 de C. elegans ainsi que l'étude des souris déficientes en BCL-2,
caractérisées par une apoptose massive des lymphocytes et des cellules rénales, ainsi
qu'une perte accrue de mélanocytes (Veis et al. 1993), ont souligné I'importance de
cette protéine comme régulateur de la mort cellulaire. La découverte d’autres
protéines homologues de BCL-2 a permis l'identification de toute une famille de

protéines pro- ou anti-apoptotiques (Cory et al. 2003).

> Les différents membres de la famille BCL-2

Chez les mammiferes, la famille BCL-2 compte environ vingt membres, qui
possedent tous au moins un des quatre motifs conservés: BH1 a BH4 (BCL-2
homology domain). Selon leur fonction et la présence des domaines BH, on distingue
les membres anti-apoptotiques, qui constituent la sous-famille BCL-2 et les membres
pro-apoptotiques, subdivisés en deux groupes : la sous-famille BAX et la sous-famille

BH3 (Figure 36).

La sous-famille BCL-2 est formée par BCL-2, BCL-X., BCL-W, Al et MCL-1, qui sont

des homologues fonctionnels de CED-9 de C. elegans. Parmi ces derniers, BCL-2,
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BCL-XL et BCL-W ont des structures trés similaires et sont constitués des quatre
domaines BH et d'un domaine C-terminal hydrophobe ou domaine
transmembranaire (Figure 36, Petros et al. 2004). Ce domaine transmembranaire
permet leur ancrage dans les membranes et plus particulierement la membrane
externe de la mitochondrie, du réticulum endoplasmique ou de l'enveloppe
nucléaire. BCL-2 est une protéine membranaire alors que BCL-XL et BCL-W
s’associent a la membrane uniquement apres un signal apoptotique. Ces protéines
sont a l'origine d’une inhibition de l’apoptose et chacune d’entre elles semble
intervenir spécifiquement dans un type cellulaire donné (Droin et Green 2004). Ainsi
BCL-2 est requis pour la survie des lymphocytes, des cellules rénales et des
mélanocytes (Veis et al. 1993), BCL-W pour les cellules germinales (Ross et al. 1998),
BCL-XL pour les cellules neuronales et érythropoiétiques (Gonzalez-Garcia et al. 1995)

et Al pour les neutrophiles (Orlofsky et al. 2002).

La sous-famille BAX comporte uniquement trois membres BAX, BAK et MTD/BOK
qui présentent chacun une séquence et une structure similaires a BCL-2 mais avec
seulement les domaines BH1, BH2 et BH3 (Petros et al. 2004). BAX et BAK sont

exprimés dans de nombreux tissus alors que BOK est uniquement exprimé dans les

Anti-apoptotiques

Sous-Famille BCL-2 BCL-2,
BCL-X,, Al
BCL-W,MCL-1
Pro-apoptotiques

Sous-Famille BAX BAX,
BAK, BOK

Sous-Famille BH3 BID

BIM,

BIK, BAD,
BMF, HRK,
NOXA, PUMA

Figure 36 : Les différents membres de la famille BCL-2 et leur structure. Les régions en hélices a ainsi
que la position des domaines BH sont indiquées. TM représente le domaine C-terminal hydrophobe ou
domaine transmembranaire.

d’apres Cory et Adams 2002.
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tissus de reproduction (Hsu et al. 1997). Ces protéines favorisent la survenue de
I'apoptose. L'inactivation de BAX entraine une augmentation du nombre de cellules
lymphoides et de neurones (Knudson et al. 1995, Droin et Green 2004). De plus, il a
été montré que ces effets sont accentués si BAX et BAK sont inhibés simultanément
dans les cellules alors que I'inactivation isolée de BAK n’a pas d’effet (Rathmell et al.
2002). Ceci suggere 'existence d’une coopération fonctionnelle entre BAX et BAK
(Nechushtan et al. 2001, Mikhailov et al. 2003). BAX est une protéine monomérique
cytoplasmique qui subit un changement conformationnel lors de l’apoptose,
s’oligomérise et s'integre dans la membrane mitochondriale (Nechushtan et al. 2001).
Suite a la translocation de BAX, BAK situé dans la membrane mitochondriale, change

également de conformation et forme des agrégats membranaires (Mikhailov et al.

2003).

La sous-famille BH3 est constituée de plus de huit membres chez les mammiferes,
dont BID, BAD, BIM, BIK, BMF, NOXA, PUMA, HRK, homologues de EGL-1 de
C. elegans (Figure 36). Les protéines de cette sous-famille sont caractérisées par la
présence dans leur séquence d'un seul motif BH, le domaine central BH3, qui est
essentiel pour leur fonction pro-apoptotique. Certaines interviennent dans l'initiation
du processus apoptotique durant le développement (Bouillet et Strasser 2002). En
effet, les roles physiologiques de BIM et de HRK ont été mis en évidence dans le
développement et I'homéostasie tissulaire. BIM est essentiel pour 1'élimination des
lymphocytes auto-réactifs (Bouillet et al. 2002). Son absence induit une augmentation
du nombre de leucocytes pouvant provoquer une maladie auto-immune.

Les membres de cette famille sont aussi impliqués dans le déclenchement de
I'apoptose en réponse a certains stimuli cytotoxiques. Il semblerait que chaque
protéine soit responsable de la transduction d’un signal de mort spécifique, dans un
type cellulaire précis. Ainsi, BID contribue a 1'apoptose des hépatocytes provoquée
par les récepteurs de mort (Yin et al. 1999). De méme, BAD est impliqué dans
I'apoptose due a un manque de glucose (Danial et al. 2003). NOXA et PUMA
interviennent dans l'apoptose induite par des agents génotoxiques (Oda et al. 2000,

Yu et al. 2001).
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» Principaux mécanismes d’action

La réponse cellulaire a un signal apoptotique dépend du ratio entre les membres pro-
et anti-apoptotiques de la famille BCL-2. Toutes les protéines de la sous-famille BH3
se lient aux membres anti-apoptotiques et neutralisent ainsi leur fonction de survie.
A l'exception de BID, cette possibilité de former des hétérodimeres représente le seul
mécanisme d’action des membres BH3.

La sous-famille BAX présente aussi cette particularité mais elle possede aussi une
activité cytotoxique indépendante. Lors de l'apoptose, BAX s’intégre dans la
membrane mitochondriale et contribue avec BAK a la perméabilisation de la
membrane externe de la mitochondrie, a la chute du potentiel mitochondrial et a la
libération de protéines apoptogenes comme le cytochrome c dans le cytoplasme
(Mikhailov et al. 2003). L’oligomérisation de BAX semble étre nécéssaire pour son
activité (Antonsson et al. 2000). De plus, la protéine BID entraine elle-aussi la
libération du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytoplasme. Une fois clivée,
tBID la forme active de BID interagit avec la membrane mitochondriale ou il forme
des homotrimeres et induit le relargage de protéines de 1'espace intermembranaire
par des mécanismes encore inconnus (Grinberg et al. 2002). BID pourrait former des
canaux membranaires ou favoriser 1'oligomérisation de BAX et de BAK (Eskes et al.
2000, Korsmeyer et al. 2000).

BAX et BAK sont également impliqués dans l'initiation de I'apoptose au niveau du
réticulum endoplasmique ou ils induisent la libération d’ions calcium qui peuvent

conduire a I'activation des caspases (Zong et al. 2003).

Les membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 assurent la survie des cellules par
différents mécanismes. Tout d’abord BCL-2 controle l’activation des caspases
initiatrices, comme la caspase-2, probablemnt en sequestrant des activateurs ou
adaptateurs de ces caspases. Cette protéine assure également le maintien de
I'intégrité des organelles notamment la mitochondrie. En effet, elle empéche la

libération de protéines pro-apoptotiques de la mitochondrie en inhibant
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'oligomérisation de BAX et de BAK (Cory et Adams 2002). Elle empéche aussi la

chute du potentiel membranaire mitochondrial.

> Régulation de la famille BCL-2

Pour éviter une induction de I'apoptose dans les cellules normales, les protéines de la

Cytosquelette

Microtubules

DLC: Chdine légére
de dynéine

Caspases
Granzyme-B

Figure 37 : Régulation des protéines BH3. BIM interagit avec la chaine légere de la dynéine
DLCI et est séquestré au niveau des microtubules tandis que BMF est lié au cytosquelette
d’actine par interaction avec DLC2. BAD est séquestré suite a sa phosphorylation, par 14-3-3
et son activation nécessite sa déphosphorylation. BID est inactif jusqu’a son clivage
protéolytique par les caspases ou par Granzyme-B.

d’apres Cory et Adams 2002.

famille BH3, exprimées constitutivement, sont maintenues dans une forme inactive
par divers mécanismes, illustrés par la Figure 37. Par exemple, BIM et BMF sont
séquestrés au niveau du cytosquelette par interaction avec la dynéine et suite a un
signal de mort, ils sont libérés dans le cytoplasme (Puthalakath et al. 1999). BAD,
quant a lui, est phosphorylé et va étre fixé par la protéine 14-3-3 qui empéche son
action. Un troisieme mécanisme de régulation est I'expression d"un précurseur inactif
qui nécessite pour son activation un clivage protéolytique. C’est le cas de BID, dont le
clivage libere la forme active tBID.

Certaines protéines de la famille BCL-2 sont aussi régulées transcriptionnellement.
L’expression de BAX, NOXA et PUMA peut étre induit par p53 (Villunger et al.
2003). De méme, HRK/DP5 est controlé transcriptionnellement suite a une absence

de facteurs de croissance (Imaizumi et al. 1999).
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2. Voies de signalisation induites par les radiations ionisantes

2.1. Mécanismes cellulaires activés par les dommages de '’ ADN

2.1.1. Détection des dommages

Les dommages de I’ADN induits par les radiations ionisantes sont détectés par les
protéines ATM ("ataxia-telangiectasia mutated"), ATR ("ataxia-telangiectasia RAD3-
related") et DNA-PK ("DNA-dependent protein kinase"). Ces protéines de 350 a
450 kDa appartiennent a la famille des phosphatidylinositol 3-kinase-like kinases
(PI3Ks). Elles surveillent 1’ADN, détectent les lésions et régulent les réponses
cellulaires a ces dommages, en phosphorylant un certain nombre de protéines cibles,
ce qui va déterminer la réponse cellulaire.

La déficience en protéine ATM est a l'origine de la maladie neurodégénérative
ataxia-telangiectasia (AT) qui est caractérisée par une dégénérescence nerveuse, une
immunodéficience et une prédisposition pour le cancer. Au niveau cellulaire, cette
maladie se manifeste par une instabilité chromosomique et par une sensibilité accrue
aux radiations ionisantes. La protéine ATM est recrutée et activée surtout au niveau
des CDB (Kurz et al. 2004). Elle phosphoryle alors un grand nombre de substrats,
incluant les protéines CHK1/CHK2, qui interviennent dans la régulation du cycle
cellulaire, p53, c-Abl, ainsi que les protéines RPA, BRCA1 et NBS1 impliquées dans la
réparation, ce qui induit un arrét du cycle cellulaire, suivi de 1’activation soit de la
réparation, soit de I'apoptose. La protéine ATR présente des homologies avec ATM
et est aussi activée suite aux dommages de I’ADN (Yang et al. 2004). Elle phosphoryle
les mémes substrats que ATM mais elle répond a des lésions distinctes de celles qui
activent ATM. Elle intervient surtout dans la signalisation des dommages de I’ADN
survenant durant la phase S du cycle cellulaire. La sérine/thréonine kinase nucléaire,
DNA-PK est un complexe multiprotéique constitué d’une sous-unité catalytique, la
DNA-PKcs, codée par le gene XRCC7, et d'une sous-unité régulatrice Ku, composée

de deux protéines Ku70 et Ku80 (Lee et al. 2002). Ku se lie aux extrémités libres de
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I’ADN endommagg, lors d’une cassure, et active alors la DNA-PKcs. La DNA-PK a
un role essentiel dans I'induction de la réparation des CDB mais elle phosphoryle

aussi d’autres protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire.

La PARP (Poly(ADP-ribose) polymérase) intervient également dans la surveillance et
la détection des dommages de I’ADN (Bouchard et al. 2003). Cette protéine nucléaire
se lie rapidement aux CSB et aux CDB et synthétise des poly(ADP-ribose), qui
recrutent d’autres protéines comme la topoisomérase, la DNA-PK, p53, p21 et la
PARP elle-méme. La PARP rend I’ADN endommagé accessible aux enzymes de

réparation.

Ces différentes protéines assurant la détection des lésions de I’ADN peuvent

conduire a 'activation de p53, suite a I'exposition aux rayonnements ionisants.

2.1.2. Role de p53 dans la réponse aux radiations ionisantes

La protéine p53 est une des protéines les plus importantes dans la réponse aux
radiations ionisantes. Elle intervient dans le choix entre la survie cellulaire ou
I'apoptose apres irradiation (Slee et al. 2004, Fei et El-Deiry 2003). En outre, le géne de
cette protéine est mutée dans plus de la moitié des cancers humains (Hollstein et al.

1991).

> La protéine p53

La protéine p53 a été découverte en 1979. Cette protéine, décrite comme le « gardien
du génome », est un suppresseur de tumeur. En effet, des souris déficientes en p53
sont caractérisées par une grande incidence de développement de tumeurs
(Donehower et al. 1996). La protéine p53 est présente dans toutes les cellules de
I'organisme et est activée lorsqu’'une cellule subit un stress comme les radiations

ionisantes, les UV, le traitement par des drogues chimiothérapeutiques, 1'hypoxie,

_74-



Introduction - L'apoptose radio-induite

l'activation d’oncogeénes, 1'absence de facteurs de survie... Elle est impliquée dans la
régulation du cycle cellulaire, la réparation de ’ADN et I'induction de I'apoptose. Sa
capacité a induire 'apoptose est d’ailleurs responsable de son activité de suppresseur
de tumeur. p53 intervient également dans le développement (Choi et Donehower

1999).

Structure de p53

p53 est une phosphoprotéine nucléaire de 393 acides aminés (Somasundaram et El-
Deiry 2000). Elle est constituée de quatre domaines fonctionnels principaux: un
domaine de transactivation, situé a l'extrémité N-terminale et nécessaire pour la
fonction d’activation transcriptionnelle de genes, une région riche en proline,
composée de cing répétitions PXXP, un domaine central requis pour la fixation
spécifique de p53 a I’ADN, un domaine d’oligomérisation et un domaine C-terminal,
qui intervient dans la régulation négative de la protéine (Figure 38). Le domaine C-
terminal contient un signal de localisation nucléaire et une région de fixation non
spécifique a I’ADN (Slee et al. 2004, Hulboy et al. 1994).

p53 agit principalement en activant transcriptionnellement 1'expression de genes
cibles grace a son domaine de transactivation. Par ailleurs, la protéine p53 native est
un tétramere; le domaine d’oligomérisation est essentiel pour son activité de

suppresseur de tumeur (Stenger et al. 1994, Jeffrey et al. 1995).

Transactivation Fixation a 'ADN Régulation de l'activité
1 42 61 94 102 292 311324 355 393
y
NH, | COOH
Région riche Oligomérisation
en proline

Figure 38 : Structure de la protéine p53 avec les différents domaines : le domaine N-terminal (1-42), le
domaine riche en proline (61-94), le domaine central (102- 292) et le domaine C-terminal (311-393) avec la
région d’oligomérisation (324-355). Les domaines conservés sont numeérotés del a V.
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De plus, les domaines N-terminal et C-terminal contiennent également plusieurs sites
d’acétylation et de phosphorylation. En C-terminal, ces sites de modifications jouent
un role dans la régulation de la fixation du domaine central sur I’ADN. En
N-terminal, les phosphorylations de certaines sérines controlent 1'activité
d’activation de la transcription et 'interaction de p53 avec d’autres protéines (Giaccia
et Kastan 1998). En outre, le gene p53 a été mis en évidence chez de nombreuses
espéces. Les études phylogénétiques ont permis d’identifier cinq domaines
d’homologies (notés I a V sur la figure) qui renferment des régions essentielles au

fonctionnement de p53.

Activation de p53

Dans les conditions normales, p53 est maintenue a de faibles concentrations dans les
cellules. En effet, sa demi-vie est faible (20 min), elle est rapidement dégradée. De ce
fait, elle est indétectable dans les cellules et tissus normaux (Vogelstein et al. 2000). La
dégradation de p53 est sous controdle de la protéine MDM2 (Deb 2002). MDM?2 se fixe
a pb3 et stimule sa dégradation protéolytique en favorisant 1'addition de résidus
ubiquitine au niveau de son extrémité C-terminale (Haupt et al. 1997). Cette
dégradation par l'intermédiaire du protéasome est responsable du turnover rapide
de p53 (Chowdary et al. 1994, Yang Y. et al. 2004). De plus, MDM2 lie le domaine N-
terminal de p53 et inhibe son activité de transactivation (Figure39). MDM?2
favoriserait aussi le transport de p53 en dehors du noyau (Gu et al. 2001).

La protéine p53 intervient elle-méme dans sa propre régulation, en activant

I'expression du gene mdm?2 (Juven et al. 1993).
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Figure 39 : Régulation du taux de p53 par MDM?2 : p53
active I'expression de MDM?2 qui va réquler négativement p53.
MDM2? se lie a p53 et d’une part inhibe son action de
transactivation et d’autre part induit sa dégradation.

Suite a un stress, p53 est activé. En effet, en réponse aux dommages de I’ADN, p53
est phosphorylé ce qui bloque sa liaison avec MDM2 et résulte en une inhibition de
sa dégradation (Shieh et al. 1997). Il y a alors stabilisation et accumulation de p53
dans la cellule. Cependant, I'augmentation du taux de p53 dans les cellules n’est pas
suffisante pour son activité de facteur de transcription. En effet, I'extrémité C-
terminale de p53 inhibe le domaine de liaison a I’ADN, localisée dans la partie
centrale de la protéine. En outre, la phosphorylation du domaine N-terminal de p53,
nécessaire pour l'inhibition de sa dégradation via MDM2, modifie uniquement son
affinité pour MDM2 mais n’affecte pas le domaine de liaison a I’ADN (Shieh et al.
1997, Sakaguchi et al. 2000). Un changement de conformation de p53 est donc
nécessaire pour son activité. Celui-ci résulte de modifications post-traductionnelles
de la protéine (Figure 40), telles que des phosphorylations ou déphosphorylations,
des acétylations, la fixation de protéines, ... (Takenaka et al. 1995, Appella et
Anderson 2001, Sakaguchi et al. 1998, Giaccia et Kastan 1998). L’acétylation de
résidus lysine ou la phosphorylation de résidus sérines, a proximité du domaine C-
terminal améliorent la fixation spécifique de p53 a '’ADN (Luo et al. 2004). C'est le
cas notamment de l'acétylation de la lysine 382 de p53 par l'acétyltransférase

p300/CBP qui favorise l'activité transcriptionnelle de la protéine (Liu et al. 1999). De

77-



Introduction - L'apoptose radio-induite

méme, l'interaction de p53 avec certaines protéines peut induire un changement de
conformation et activer la fonction transactivatrice de la protéine (Zacchi et al. 2002,

Giaccia et Kastan 1998).

Figure 40 : Représentation schématique des
modifications post-traductionnelles de p53. Les
radiations ionisantes (IR) activent ATM qui
phosphoryle la sérine 15. Elles induisent également la
phosphorylation de la sérine 33, la déphosphorylation
de la sérine 376 et 'acétylation de la lysine 382. Les
UV provoquent la phosphorylation des sérines 15, 33
et 392. p300 induit I'acétylation de la lysine 382.
D’autres protéines induisent d’autres modifications.
TA: domaine de transactivation; PRD: région riche en
prolines, DBD: domaine central de liaison a I’ADN,
NLS: signal de localisation nucléaire, CTD:domaine
C-terminal.

d’apres Giaccia et Kastan 1998.

L’activation de p53 peut étre induite par les dommages a I’ADN, comme ceux causés
par les radiations ionisantes, les drogues chimiothérapeutiques ou les UV. Dans ce
cas, p53 est phosphorylé par les protéines kinases qui interviennent dans la détection
des dommages : ATM (Khosravi et al. 1999), ATR (Tibbets et al. 1999), DNA-PK, les
caséines-kinases I ou II, ou par des protéines elles-mémes activées par ATM comme
CHK1/CHK?2 (Chehab et al. 2000). La PKC, activée par l'acide arachidonique libéré
lors de I'hydrolyse des phospholipides peut elle-aussi phosphoryler p53.

P53 peut également étre activé par une autre voie, déclenchée par des oncogenes
cellulaires ou viraux. Ces oncogenes tels que c-myc, ras ou B-caténine stabilisent p53
en activant la transcription de p14/ ARF (Lin et Lowe 2001, Zindy et al. 1998). p14 va
alors lier MDM2 et empécher son activité inhibitrice sur p53, notamment en
séquestrant MDM2 dans le nucléole (Weber et al. 1999). L’activation de p53 par des
oncogeénes représente un mécanisme de protection de la cellule contre la

cancérogénese.
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> La protéine p53 et la réponse aux radiations ionisantes

Comme nous l'avons vu précédemment, p53 est activé par les dommages a I'’ADN et
par conséquent par les radiations ionisantes. Plusieurs études ont mis en évidence
une élévation de la quantité de p53 apreés irradiation (Hickman et al. 1994, Wang et al.
1996, Xia et al. 2004). D’autres ont montré que 1’arrét du cycle cellulaire observé apres
exposition aux radiations ionisantes, dans certains types cellulaires, notamment des
tibroblastes, des cellules thyroidiennes et des lignées de mélanome, fait intervenir
P53 (Bae et al. 1996). Par ailleurs, I'accumulation de p53 suite a l'irradiation est aussi
responsable de I'induction de I'apoptose dans de nombreux tissus (Lowe et al. 1993,
Merritt et al. 1994, Hinata et al. 2003, Borges et al. 2004, Jiang et al. 2004). p53 semble
donc jouer un role essentiel dans les mécanismes cellulaires activés apres irradiation
(Fei et El-Deiry 2003). Certains travaux ont mis en évidence le role déterminant de
cette protéine dans la radiosensibilité des cellules cancéreuses (Fei et al. 2002, Nakano
et al. 2001, Merritt et al. 1994, Lowe et al. 1993). D’autres études ont démontré que la
perte de fonction de p53 n'est pas toujours associée a une résistance aux
rayonnements ionisants (Yu et Little 1998) et que certaines cellules malignes
déficientes en p53 sont sensibles a I'apoptose induite par les radiations (Concin et al.
2003, Zaffaroni et al. 1995). Ces données contradictoires suggerent que la corrélation
entre p53 et la radiosensibilité dépend du type cellulaire (Held 1997). Cependant,
méme s’il existe une voie d’apoptose-p53 indépendante induite par les radiations, la
présence de p53 dans les tumeurs contribue a une induction d’apoptose plus
importante apres irradiation (Uberti et al. 1999) et représente dans la plupart des cas,

un facteur de bon pronostic pour la radiothérapie.

e Décision entre survie cellulaire (arrét du cycle cellulaire et/ou réparation) et mort
cellulaire apres irradiation
Suite aux lésions de 1’ADN induites par les rayonnements ionisants, p53 est

phosphorylé par ATM ou CHK1/CHK2 (Canman et al. 1998, Takai et al. 2002). De
méme, MDM2 est phosphorylé par ATM dans son domaine d’interaction avec p53, ce
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qui aboutit a la stabilisation de ce dernier (Khosravi et al. 1999). Une fois activé, la
fonction principale de p53 est de réguler la transcription de nombreux genes
impliqués dans les mécanismes d’arrét de la prolifération ou de mort cellulaire, ce
qui conduit soit a un arrét du cycle cellulaire et/ou une réparation des dommages,
soit a 'apoptose. La nature des genes activés ou réprimés par p53 va déterminer la

réponse cellulaire a 'irradiation (Figure 41).

Radiations
Ionisanfes%

Activation transcriptionnelle
de génes

- Dose d'irradiation

- Quantité de p53

- Modifications
post-traductionnelles

v

ASPP1,ASPP2
IMY
p63, p73

ADN
irréparable

SURVIE
CELLULAIRE

Figure 41 : Rdle de p53 dans le choix entre la survie ou I’apoptose apres irradiation.

La réponse a l'irradiation varie selon les tissus. En effet, I'irradiation ne conduit pas a
une activation de p53 dans tous les tissus. De méme, 1'accumulation de p53 ne résulte
pas forcément en une induction d’apoptose. Par exemple, les cellules de l'intestin
sont tres sensibles a I'apoptose induite par p53 suite a une exposition aux rayons v,
alors que les cellules d’autres tissus comme le foie présentent une élévation de la

quantité de p53 mais celle-ci résulte en un arrét du cycle en G1 et non en une
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induction de la mort cellulaire. Ceci s’explique par un profil d’expression des genes
cibles de p53 différent selon le type tissulaire (Fei et al. 2002, Burns et El-Deiry 2002,
Yu et al. 1999). Dans l'intestin, il y a induction de génes pro-apoptotiques alors que
dans le foie, on observe l'expression de p21 qui provoque un arrét du cycle cellulaire
(Burns et al. 2001, Fei et al. 2002). De méme, Zhao et al. ont montré que les génes
induits par p53 varient également en fonction de 1’agent inducteur de cette protéine
(Zhao et al. 2000).

Suivant le tissu, p53 va induire sélectivement des génes régulateurs du cycle
cellulaire ou des génes activant I'apoptose. Plusieurs parametres semblent influencer
le choix des génes régulés par p53. Tout d’abord, la réponse cellulaire dépend de la
concentration de p53 présente dans la cellule (Chen et al. 1996). En effet, Chen et al.
ont démontré que lorsque la quantité de p53 est augmentée faiblement, I'arrét du
cycle cellulaire est induit alors qu'une augmentation forte de p53 entraine la mort de
la cellule. L’affinité pour les promoteurs des génes serait responsable de cette
différence : la concentration élevée de p53 permet l'interaction avec les promoteurs
de faible affinité comme les genes pro-apoptotiques alors que la liaison aux
promoteurs de genes de régulation du cycle cellulaire est plus spécifique et n’a lieu
que lorsque p53 est présent en faible quantité. De plus, les modifications
post-traductionnelles de p53 régule la spécificité pour le promoteur des genes cibles ;
c’est le cas de la phosphorylation sur la sérine 46 qui favorise l'activation du gene
pro-apoptotique p53AIP1 (Oda et al. 2000). L’affinité de l'interaction de p53 avec un
promoteur donné dépend aussi des interactions avec d’autres protéines cellulaires ou
virales. Ainsi, il existe d’'une part des régulateurs généraux de p53 (MDM2, E2F1,
p300/CBP), qui augmentent l'activité de transactivation de tous les genes cibles et
d’autre part des protéines qui régulent spécifiquement la capacité de p53 a induire
I'apoptose (ASPP1, ASPP2, iASPP, JMY, p63, p73) (Slee et al. 2004). La fixation de
ASPP1 ou ASPP2 sur p53 augmente la transactivation des genes cibles pro-
apoptotiques comme bax et PIG3 alors qu’elle a peu d’effet sur les genes impliqués
dans le cycle cellulaire (Bergamaschi et al. 2004, Samuels-Lev et al. 2001). De méme,
JMY, cofacteur de p300, régule la fonction apoptotique de p53 en augmentant
I'activation de BAX par p53 (Shikama et al. 1999). Par contre, iASPP inhibe
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I'expression de geénes de l'apoptose (Bergamaschi et al. 2003). Donc, la quantité de
protéine p53, ses modifications ainsi que son interaction avec d’autres protéines
modifient la réponse cellulaire. Cependant, pour les radiations ionisantes, il semble
que l'intensité des dommages a ' ADN est également un facteur déterminant pour le
choix entre la survie ou la mort cellulaire. Offer et al. ont démontré qu'une dose
d’irradiation faible induit la réparation par excision de bases de I’ADN, alors qu'une
dose importante I'inhibe et induit 1'apoptose (Offer et al. 2002). De plus, le génotype
de la cellule, les altérations éventuelles qui affecteraient directement ou
indirectement le statut fonctionnel de p53, ainsi que le contexte cellulaire c’est-a-dire
la présence de facteurs de survie ou de molécules provenant d’interactions

cellule/cellule influent également sur le choix de la réponse cellulaire (Oren 2003).

e Induction de l'apoptose par p53
Des études sur les mutations de p53 démontrent que la fonction de facteur de
transcription de p53 est essentielle pour sa capacité a induire 'apoptose et inhiber le
développement tumoral. Des mutations dans le domaine de transactivation
entrainent une réduction de la réponse apoptotique chez des cellules ES ou des
thymocytes suite a des dommages de I’ADN (Chao et al. 2000). Par ailleurs, il a été
mis en évidence, grace a des mutants p53, que la région riche en proline est
nécessaire pour l'induction de I'apoptose. En effet, les mutants qui présentent une
délétion de cette région, ont une expression de génes pro-apoptotiques mais sont
incapables de réprimer les génes cibles de p53 et ainsi d’induire I'apoptose. La
répression de genes au méme titre que l'induction de genes, joue un réle important
pour l'apoptose induite par p53 (Venot et al. 1998). Donc, suite a l'irradiation, p53
induit I'apoptose en activant 1'expression de certains genes pro-apoptotiques et en
inhibant I’expression de genes anti-apoptotiques (Figure 42). Parmi les génes induits
par p53, certains codent pour des protéines situées dans la membrane plasmique,
comme le récepteur Fas et/ou son ligand FasL, les récepteurs de TRAIL: DR5
(Takimoto et El-Deiry 2000) et DR4 (Guan et al. 2001) ou la protéine membranaire
PERP (Ihrie et al. 2003). Les récepteurs membranaires Fas, DR4 et DR5 appartiennent

aux récepteurs de mort et activés par leur ligand, ils vont conduire a I'apoptose par
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I'intermédiaire de la caspase-8. p53 active aussi des genes dont les produits sont
localisés dans le cytoplasme comme PIDD (Lin et al. 2000). PIDD est induit par les
radiations ionisantes dans une voie p53-dépendante, et déclencherait 'apoptose par
activation de la caspase-2 (Tinel et Tschopp 2004). Les génes PIG (p53-inducing-
genes) et le gene de la ferrodoxin-reductase sont également activés par p53 (Venot et
al. 1998, Hwang et al. 2001). La protéine PIG3 entraine la production de ROS, qui
causent des dommages mitochondriaux et la ferrodoxin réductase sensibilise les

cellules aux radicaux oxygénés ce qui induit 'apoptose (Polyak et al. 1997).
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Figure 42 : Role de p53 dans l'apoptose. Les cibles transcriptionnelles de
pb3 sont représentées en rouge.
d’aprés Haupt et al. 2003.

D’autres genes, dont I'expression est activée par p53, codent pour des protéines qui
interagissent avec la mitochondrie, comme p53AIP (Matsuda et al. 2002) ou pour les
membres pro-apoptotiques de la famille BCL-2: BAX, BOK (Yakovlev et al. 2004),
PUMA (Nakano et Vousden 2001) et NOXA (Oda et al. 2000, Villunger et al. 2003).

P53AIP induit la chute du potentiel membranaire mitochondrial et favorise ainsi le
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relargage du cytochrome ¢ de la mitochondrie vers le cytoplasme. La protéine BAX
va également permettre la libération du cytochrome c, apres interaction avec la
membrane mitochondriale, ce qui conduit a l’activation des caspases (Schuler et al.
2000). De plus, simultanément a I'expression de BAX, p53 induit en général une sous-
expression de BCL-2, ce qui empéche la neutralisation de BAX par ce dernier
(Miyashita et al. 1994). PUMA, suite a son activation par p53, se localise également au
niveau de la mitochondrie, neutralise BCL-2 et induit le changement conformationnel
de BAX (Nakano et Vousden 2001, Liu et al. 2003). NOXA induit aussi un
dysfonctionnement mitochondrial en activant le pore de transition de perméabilité
(Seo et al. 2003). Des cellules intestinales de souris déficientes en NOXA présentent
une résistance a I'apoptose induite par les rayons X (Shibue et al. 2003). En outre, p53
surexprime le gene d”Apaf-1, qui s’associe au cytochrome libéré de la mitochondrie,
et forme 1'apoptosome (Robles et al. 2001). Par ailleurs, p53 provoque aussi I’apoptose
au niveau du réticulum endoplasmique par augmentation de l'expression de la
scotin, protéine de la membrane du réticulum (Bourdon et al. 2002). En plus de BCL-2
(Haldar et al. 1994), p53 régule négativement l'expression d’autres genes anti-
apoptotiques, notamment MAP4, protéine associée aux microtubules (Murphy et al.
1996) ou la survivin, qui est un inhibiteur de caspases de la famille IAP (Hoffman et
al. 2002).

De plus, il a été démontré récemment que p53 peut entrainer l'apoptose
indépendamment de sa fonction de transactivation de genes (Figure 42). En effet,
dans certains cas, I'activité transcriptionnelle de p53 n’est pas requise pour induire la
mort cellulaire (Marchenko et al. 2000). Suite aux dommages de ’ADN, p53 peut se
localiser directement dans la mitochondrie et interagir avec BCL-2 et BCL-Xv (Erster
et al. 2004). I1 peut aussi faciliter le transport de Fas des réserves intracellulaires

jusqu’a la surface apres l'avoir activé transcriptionnellement (Bennett et al. 1998).

e Induction de l'arrét du cycle cellulaire par p53
Suite a l'irradiation, p53 peut induire dans certains types cellulaires un arrét dans la
progression du cycle cellulaire, soit en G1, soit en G2/M. L’arrét du cycle en G1

empéche a I’ADN endommagé d’étre répliqué et I'arrét en G2 permet la suspension
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du cycle avant la ségrégation des chromosomes (Teyssier et al. 1999). Il a été rapporté
que p53 est également impliqué dans I'arrét du cycle en phase S mais son role reste a
préciser.

p53 stoppe le cycle cellulaire en G1 par deux mécanismes distincts. Le premier
consiste en l'interaction directe de p53 avec les protéines jouant un role essentiel dans
la réplication de ’ADN telles que RPA (replicon protein A), ce qui inhibe I'initiation

de la réplication et provoque un arrét dans les minutes qui suivent l'irradiation.
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Figure 43 : Role de p53 dans I'arrét du cycle cellulaire en G1.

La régulation de génes cibles constitue le deuxiéme mécanisme par lequel p53 induit
un arrét en phase G1 (Figure 43). Ainsi l'irradiation conduit a la stimulation de p21
par p53. p21 est un inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines (CDK), surtout
les cyclines A/E-CDK2. Ces CDK assurent la phosphorylation de la protéine Rb et
dissocient ainsi le complexe E2F/Rb ce qui permet alors au facteur de transcription

E2F d’activer I'entrée en phase S. p21 maintient donc ce complexe E2F/Rb et évite la
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synthese d’ADN. p21 se lie aussi au facteur PCNA et bloque son role dans la
réplication de I’ADN (Li et al. 1994).

L’arrét du cycle cellulaire en G2/M par p53 s’effectue par répression du gene de la

kinase cdc2 ou du gene de la cycline B1 (Figure 44), le complexe cycline Bl-cdc2 étant
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Figure 44 : Role de p53 dans I'arrét du cycle cellulaire en G2.

le régulateur clé du passage de la phase G2 a la phase M (Innocente ef al. 1999). p21
induit par p53 pourrait jouer un role dans cette répression. En outre, p53 active la
transcription de la protéine 14-3-3c qui fixe et séquestre cdc25, une autre protéine
kinase chargée d’activer cdc2 (Hermeking et al. 1997). cdc2 alors inactivé ne peut
assurer I'entrée de la cellule en mitose. Un autre géne, GADDA45, également sur-
exprimé par p53 en réponse a l'irradiation, intervient dans l'arrét en G2/M, en

déstabilisant le complexe cycline B1-cdc2 (Xiao et al. 2000).
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e Role de p53 dans la réparation de ’ADN

P53 est directement impliqué dans la réparation de ’ADN apres irradiation, par sa
capacité d’interagir avec des composants de la machinerie de réparation et de
recombinaison. Mise a part 'activation transcriptionnelle de p53R2, qui joue un role
dans la réparation des CDB, les activités de p53 dans la réparation de ’ADN sont
indépendantes de sa fonction transactivatrice. En effet, p53 intervient dans les deux
mécanismes de réparation des CDB: la réparation par recombinaison homologue,
HRR et la suture non homologue des extrémités, NHE] en interagissant avec RAD51
et BRCAL. De plus, certains chercheurs ont mis en évidence une activité
exonucléasique exercée par la partie C-terminale de p53 et impliquée dans la
réparation de CDB suite a l'irradiation de lignées lymphoblastiques humaines
(Mallya et Sikpi 1998). p53 réduit aussi le taux d’aberrations chromosomiques apres
irradiation (Akyuz et al. 2002).

En outre, p53 favorise également la réparation par excision de bases BER, in vitro et in
vivo (Offer et al. 1999). La stimulation de ce mode de réparation par p53 est correlée a
son interaction avec I’endonucléase APE1 et avec I’ADN polymérase B constituants

du systeme BER (Zhou et al. 2001).

2.1.3. Réponses cellulaires indépendantes de p53

Bien que p53 joue un role fondamental dans la réponse aux rayonnements ionisants,
d’autres voies indépendantes de p53 peuvent conduire a un arrét du cycle cellulaire
ou a l'induction d’apoptose suite aux dommages de I’ADN provoqués par les

radiations.

Deux protéines présentant de fortes homologies de structure avec p53 ont été
récemment découvertes: p63 et p73. A la différence de p53, les genes p63 et p73
expriment plusieurs isoformes qui résultent d’épissages alternatifs de leur ARNm. La
sur-expression de certaines isoformes peut conduire a un arrét du cycle cellulaire ou

a I'apoptose (Rodicker et al. 2003). Ainsi, Melino et al. ont montré que p73 induit
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I'apoptose en surexprimant BAX et PUMA (Melino et al. 2004). Ces protéines
pourraient intervenir dans les mécanismes cellulaires activés apres irradiation, dans
une voie p53-indépendante. Notamment, il a été démontré que suite a I'irradiation, la
tyrosine kinase c-ABL, phosphorylée par ATM en réponse aux dommages de I’ADN,
induit l'activation de p73 (Yuan et al. 1999), ce qui provoque un arrét du cycle
cellulaire ou une induction d’apoptose, selon les genes transactivés par p73 (Hamer

et al. 2001, Agami et al. 1999, Costanzo et al. 2002)

De méme, d’autres mécanismes peuvent étre responsables de 1'arrét du cycle en G2
apreés exposition aux radiations ionisantes. A I'inverse de l'arrét en G1 pour lequel
p53 reste le principal régulateur, la présence de p53 accentue mais n’est pas
indispensable pour arréter le cycle cellulaire en G2 apres irradiation. En effet, les
dommages a '’ADN activent directement ou par I'intermédiaire d’ATM, la protéine
CHK1, qui comme p53, phosphoryle cdc25 et permet sa liaison avec 14-3-3c, ce qui
I'inhibe.

2.1.4. Les systemes de réparation de '’ ADN

Les lésions de I’ADN peuvent suite a l'irradiation, étre prises en charge par les
systemes de réparation de la cellule. Les mécanismes de réparation des dommages
induits par les radiations ionisantes sont mal connus et différent selon le type de

lésion.

> Réparation par excision de bases (BER, Base excision repair)

La réparation par excision de bases est un systeme hautement conservé a travers les
espéces. Elle est activée suite aux dommages au niveau des bases et intervient aussi
apres induction des CSB (Wilson et al. 2003). Lorsque la lésion est détectée, il y a
excision de la base endommagée par I’ADN-glycosylase, qui coupe la liaison

glycosidique. Ce clivage conduit a un site « apurique » ou « apyrimidique » (AP).
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L’endonucléase APE1 clive ensuite la liaison phosphodiester en 5 du site AP,
résultant en une extrémité 3’ et une extrémité 5" désoxyribose phosphate sans base, ce
qui est équivalent a une cassure simple brin qui peut induire une breche sur une
distance de plusieurs bases. L’ADN-polymérase 3 enleve ensuite ce désoxyribose et
insére le ou les nucléotides correspondants. Puis une ADN-ligase intervient pour lier
les deux extrémités. La PARP qui détecte les dommages peut activer ce systeme de
réparation et y jouer un role (Dantzer et al. 1999). Ces lésions n'impliquant qu'un seul
brin d’ADN sont en général correctement et rapidement réparées par simple
réplication du brin opposé via la complémentarité des bases impliquées dans la
lésion. D’autres systemes de réparation existent pour réparer les dommages
n’affectant qu’un seul brin mais ils n’interviennent pas, ou peu, apres des dommages
de I’ADN induits par les radiations ionisantes. C’est le cas de la réparation par
excision de nucléotides (NER) qui répare des dommages induits par les UV et la

MMR (mismatch repair) qui corrige les erreurs de réplication.

> Réparation des CDB

Les CDB différent des autres dommages car elles sont plus complexes et affectent les
deux brins de '’ADN ce qui empéche I'utilisation du second brin comme modele

pour la réparation.

I existe deux systemes principaux de réparation des CDB (Figure 45) : la réparation
par recombinaison homologue (HRR) et la suture non homologue des extrémités

(NHE]) (Valerie et al. 2003).
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Le choix entre ces deux mécanismes de réparation semble étre influencé par la phase
du cycle cellulaire dans laquelle se trouve la cellule lors de l'induction des

dommages (Takata et al. 1998).

- laréparation par recombinaison homologue, HRR
Ce systeme de réparation prédomine en fin de phase S et en phase G2 du cycle
cellulaire, lorsque les chromatides soeurs sont disponibles (Haber 2000). Il corrige les
CDB sans induire d’erreurs, en utilisant un mécanisme qui prend comme modele
I’ADN du chromosome homologue non endommagé pour réparer la perte
d’information génétique par recombinaison homologue. De nombreuses protéines

sont impliquées dans ce systeme de réparation. Tout d’abord, il y a reconnaissance
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des extrémités libres de la CDB par les protéines du complexe MRN
(MRE11/RAD50/NBS1) qui vont, par activité exonucléase, produire des extrémités
terminales 3’ simple brin (de Jager et al. 2002). A I'extrémité de ces simples brins se
fixent des protéines RADS2 (Ristic et al. 2003). Puis les protéines RAD51 et RPA
("Replication protein A", protéine qui lie les simples brins chez I’homme) se lient a
I’ADN simple brin, pour former un complexe nucléoprotéique qui favorise
I'appariement avec ’ADN de la chromatide soeur sur le chromosome homologue.
Suite a cet appariement, une ADN-polymérase synthétise et allonge chaque brin
d’ADN puis I’ADN-ligase I lie les extrémités. Un échange de brins entre les deux

chromosomes peut s’effectuer.

- la suture non homologue des extrémités, NHE]

Ce mécanisme ne requiert pas le chromosome homologue pour la réparation. Il est
important durant la phase G0/G1 et le début de la phase S (Lee et al. 1997). 1l consiste
a rejoindre les deux extrémités produites par la CDB, sans reproduire exactement le
motif qui était celui de cet endroit. Malgré les erreurs que peut induire ce systéme, il
intervient dans la réparation de la plupart des CDB.

La suture non homologue des extrémités est assurée par l'activité de la protéine
hétérodimérique Ku70/Ku80. Cette protéine initie la réparation en se liant aux
extrémités libres de I’ADN et en recrutant au niveau de ce site d’autres facteurs : la
DNA-PKcs, la protéine XRCC4 et I’ADN-ligase IV. La DNA-PK posséde une activité
kinase qui s’active en se liant aux extrémités de I’ADN et phosphoryle un certain
nombre de substrats dont Ku et XRCC4, ce qui favorise la réparation. Une nucléase
enleve quelques nucléotides et ' ADN-ligase IV lie les extrémités. D’autres protéines
XRCC (X-ray repair cross complementing genes) interviennent dans cette réparation

mais leur role n’est pas clairement défini (Thacker et al. 2003).

Malgré ces systemes de réparation, une grande proportion de CDB ne sont pas
réparées et sont létales pour la cellule, surtout celles induites par les radiations a TEL

élevé.
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2.2. Voies de signalisation de 1’apoptose radio-induite

2.2.1. Voie mitochondriale

La mitochondrie joue un role essentiel dans le controle de I'apoptose (Orrenius 2004,
Green et Kroemer 2004). De nombreux signaux pro-apoptotiques activés par divers
stimuli comme les drogues chimiothérapeutiques, les récepteurs de mort, ou encore
les radiations ionisantes, convergent vers cet organite cellulaire. La voie
mitochondriale de I'apoptose est définie par un événement majeur: la
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe, qui conduit a la libération
dans le cytoplasme des protéines pro-apoptotiques contenues dans 1’espace
intermembranaire (Figure 46). Le relargage de ces protéines est suffisant pour
induire I'apoptose dans plusieurs types cellulaires (Zhivotovsky et al. 1998). Lors
d’une irradiation, p53 est activé par les dommages de 'ADN et peut interagir lui-
méme avec la mitochondrie ou induire I'expression de protéines de la famille BCL-2
qui vont se localiser au niveau de la mitochondrie comme BAX, PUMA, NOXA pour

induire la libération des protéines apoptogéniques.

Cependant, la mitochondrie exerce des fonctions essentielles pour la survie cellulaire,
dans le métabolisme énergétique ou le maintien de I’homéostasie du calcium. Ainsi,
la perte de fonction de la mitochondrie contribue également au déclenchement de la
mort cellulaire. L’irradiation peut aussi causer des dommages directs aux

mitochondries et induire ’apoptose par la voie mitochondriale (Battino et al. 1997).
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Figure 46 : Fonctions apoptotiques de la mitochondrie. La perméabilisation de la membrane
mitochondriale peut étre provoquée par la forme tronquée de Bid, tBid, par l'insertion de Bax ou
Bak ou par une action sur le pore de transition de perméabilité (PTPC). Le relargage de petites
molécules intermembranaires (SIMPS) entraine I’activation de la cascade des caspases et
I'apoptose. La mitochondrie apoptotique produit des espéces réactives oxygénées (ROS) qui vont
provoquer l'activation des cathepsines lysosomales et favoriser la transition de perméabilité
(MMP).

d’apres Ferri et Kroemer, 2001.

> Perméabilisation membranaire

Les mécanismes responsables de I'augmentation de la perméabilisation membranaire
et donc de la libération des protéines apoptotiques restent controversés. Cependant,
le role des protéines de la famille BCL-2 est reconnu. Deux modeles ont été proposés
selon l'implication de la membrane mitochondriale interne (Zamzami et Kroemer
2001).

Le premier fait intervenir le pore de transition de perméabilité (PTP). Ce pore est
constitué de la translocase de nucléotides adényliques ANT dans la membrane

interne et du canal anionique voltage-dépendant VDAC dans la membrane externe et
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est impliqué dans l'échange d’ADP/ATP entre la matrice mitochondriale et le
cytoplasme. Dans une mitochondrie saine, I'imperméabilité de la membrane interne
permet a la chaine de transport des électrons de créer un gradient électrochimique
appelé potentiel membranaire mitochondrial (A¥m). Lors de l'apoptose, la transition
de perméabilité débute par une perméabilisation de la membrane interne permettant
le passage de molécules de taille inférieure a 1.5 kDa. Ceci résulte en une chute du
A¥Ym et a un gonflement de la matrice mitochondriale favorisant la libération des
protéines apoptogéniques par le PTP (Ichas et Mazat 1998, Ly et al. 2003).
Alternativement, la perméabilisation initiale de la membrane interne peut conduire a
un gonflement important de la matrice mitochondriale et a la rupture de la
membrane externe, libérant le contenu de I'espace intermembranaire (Feldmann et al.
2000). Les membres de la famille BCL-2, notamment BID, peuvent interagir avec le
PTP et réguler sa perméabilité (Marzo et al. 1998, Vander Heiden et al. 2000,
Rostovtseva et al. 2004). Par contre, la perméabilisation de la membrane
mitochondriale et le relargage du cytochrome ¢ peut se produire indépendamment
du PTP. La libération de cytochrome c n’est pas toujours associée a la chute du

potentiel mitochondrial (Kim et al. (b) 2000).

Le deuxieme modeéle de perméabilisation membranaire décrit est basé sur
l'interaction directe des protéines de la famille BCL-2 au niveau de la membrane
mitochondriale externe. BAX et BAK, qui présentent des similarités de structure avec
les domaines d’insertion membranaire de certaines toxines bactériennes pourraient
comme le font ces toxines, former des canaux dans la membrane mitochondriale.
Cette hypothése est soutenue par les travaux d’Antonsson et al. et de Saito et al. qui
ont démontré la formation par BAX de pores permettant le passage du cytochrome c,
dans des liposomesou des mitochondries isolées (Antonsson et al. 2000, Saito et al.
2000).

BAX peut également s’oligomériser avec BID ou BAK et former un pore pour la
libération du cytochrome c (Korsmeyer et al. 2000, Roucou et al. 2002, Mikhailov et al.
2003). I a également été mis en évidence une coopération entre BAX et le canal

VDAC afin de former un pore plus large (Shimizu et al. 2000).
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Quel que soit le modele, la perméabilisation des membranes mitochondriales est
généralement considérée comme le point de non-retour dans le processus

apoptotique.

» Libération des protéines apoptotiques de l’espace intermembranaire

mitochondrial

L’espace intermembranaire mitochondrial regorge de protéines qui, une fois
relarguées dans le cytoplasme, contribuent a I'exécution du processus apoptotique.
Parmi ces molécules figurent le cytochromec et la protéine Smac/Diablo qui
interviennent au niveau de l'activité des caspases. Le cytochrome c joue un role clé
dans l'activation de la caspase-9 par la formation de l'apoptosome. Smac/Diablo
s’associe aux IAP et empéche l'inhibition des caspases (Du et al. 2000). Certaines
procaspases (procaspases-2, -3 et -9) sont aussi séquestrées dans 1espace
intermembranaire et libérées dans le cytoplasme lors de I'apoptose (Susin et al. (a)
1999). Le pool de procaspases mitochondriales semble dépendre du type cellulaire.
D’autres protéines pro-apoptotiques, n’agissant pas sur les caspases sont également
relachées dans le cytoplasme: le facteur AIF et 'endonucléase G. L’AIF est une
flavoprotéine qui apres sa translocation dans le cytoplasme migre dans le noyau et
induit la condensation de la chromatine et la dégradation oligonucléosomale de
I’ADN (Susin et al. (b) 1999). Ce facteur affecte aussi la mitochondrie en provoquant
une chute du potentiel membranaire mitochondrial et en favorisant la libération de
cytochrome ¢ (Candé et al. 2002). L'endonucléase G provoque également Ia

dégradation de I’ADN nucléaire (Li et al. 2001).

> Altération de la fonction mitochondriale

La libération du cytochrome c peut conduire a une inhibition de la respiration et une
dépolarisation mitochondriale. Les dommages au niveau de la chaine respiratoire
peuvent générer des radicaux oxygénés (ROS) qui sont excrétés de la mitochondrie

(Pham et Hedley 2001). Ces ROS peuvent aussi étre produits directement par
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N

l'irradiation ou suite a l'activation de p53 par les dommages a ’ADN. p53 active
alors des génes entrainant la formation de ces composés au niveau de la
mitochondrie (Hwang et al. 2001). Les espéces réactives amplifient le processus

apoptotique en provoquant des lésions de la membrane mitochondriale (Fleury et al.

2002).

2.2.2. Voie des céramides

La membrane cellulaire est une cible des radiations. Les radiations ionisantes
provoquent des dommages au niveau de la membrane plasmique et activent les
sphingomyélinases. Ces derniéres hydrolysent des phospholipides de structure de la
membrane, les sphingomyélines et produisent les céramides (Figure 47). En effet, il a
été clairement démontré que l'irradiation de cellules endothéliales d’aorte bovine
active la dégradation enzymatique de la sphingomyéline membranaire en céramide
(Haimovitz-Friedman et al. 1994).

Les céramides sont impliqués dans la réponse cellulaire a toute une variété de stimuli
(UV, drogues chimiothérapeutiques...) (Pena et al. 1997). Les lymphoblastes de
patients atteints de la maladie de Niemann-Pick, déficients en sphingomyélinases
acides sont résistants a 'apoptose radio-induite (Santana et al. 1996). De méme, la
perte de sphingomyélinase neutre conduit également a une inhibition de la
génération des céramides et de 'apoptose (Chmura et al. 2000). Les mécanismes
responsables de I’activation des sphingomyélinases par les radiations ionisantes sont
encore méconnus. Cependant, plusieurs travaux ont établi une relation entre le stress
oxydatif et la production de céramides (Andrieu-Abadie et al. 2001). Par ailleurs, les
radiations ionisantes induisent la production de céramides suite aux dommages a
I’ADN. Les céramides sont alors produits par synthese de novo grace a l’activation de
la céramide synthase. Récemment, il a été montré que ces deux voies de génération
des céramides par les radiations ionisantes sont associées. En effet, quelques minutes
apres l'irradiation, les céramides sont produits par hydrolyse de la sphingomyéline

des membranes. Plusieurs heures apres irradiation, une seconde synthese de
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céramides se produit par un mécanisme dépendant de l'activation des céramides
synthases, nécessitant la protéine ATM. Cette accumulation tardive de céramides est
dépendante de la premiere (Vit et Rosselli 2003). Cependant, la deuxieme phase de
production des céramides semble étre I'étape limitante pour I'induction du processus

apoptotique.
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Figure 47: Voie des céramides tnduite par Virvadiation.

Les céramides sont des seconds messagers qui vont modifier un certain nombre de
protéines cibles responsables de 1’activation de différentes voies cellulaires : la kinase
CAPK « ceramide-activated protein kinase », la phosphatase CAPP « ceramide-
activated protein phosphatases », la PKC &... (Ruvolo 2003, Dobrowsky et al. 1993).
Ces protéines contribuent au dysfonctionnement mitochondprial et a I’activation des
caspases (Chmura et al. 2000, Alphonse et al. 2002) ainsi qu’a la génération de
radicaux oxygénés (Quillet-Mary et al. 1997). Par ailleurs, elles inactivent la voie
Akt/NF[ B, responsable de la survie des cellules.
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Les céramides conduisent également a l'activation de SAPK/JNK (stress-activated
protein kinase/c-Jun N-terminal kinase). Déclenchée par des agressions physiques
diverses (stress thermique, osmotique ou oxydatif), cette voie de transduction du
signal conduit a l'apoptose indépendamment de p53. La voie SAPK/JNK est
différente, voire antagoniste, de la voie MAPK/ERK (mitogen-activated protein
kinase/extracellular signal-regulated kinase) qui transmet un signal mitogénique.
Les céramides activent la premiere kinase (MEKK1) de la voie SAPK/JNK
aboutissant, apres une cascade de phosphorylations, a l'activation de facteurs
nucléaires de type AP-1, tel que c-Jun. La phosphorylation de ce dernier induit
I'expression de genes pro-apoptotiques dont le gene TNFa (Verheij et al. 1996). Une
translocation de SAPK/JNK vers la mitochondrie a également été démontrée,
provoquant ainsi que l'interaction de cette protéine avec BCL-XL (Kharbanda et al.

2000).

2.2.3. Voie des récepteurs de mort

Les radiations ionisantes peuvent également activer l'apoptose par la voie des
récepteurs de mort. Ces récepteurs membranaires appartiennent a la superfamille
des récepteurs du facteur de nécrose tumoral TNF, dont les membres présentent un
domaine extracellulaire similaire, riche en cystéines. Les récepteurs de mort
contiennent également dans leur région cytoplasmique, un domaine de mort DD, qui
permet le recrutement d’autres protéines possédant aussi un domaine DD, qui
assurent la propagation du signal de mort induit par ces récepteurs.

Les récepteurs de mort les mieux caractérisés sont Fas (ou CD95) activé par son
ligand FasL, le récepteur TNF-R1 qui lie le TNF et la lymphotoxine a, et DR4 et DR5
qui sont les récepteurs de TRAIL (Figure 48). De plus, il existe un récepteur DR3 dont
le ligand est Apo3L. L’activation de ces récepteurs par leur ligand respectif conduit a

I'induction d’apoptose.
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Figure 48 : Les récepteurs de mort. La composition du DISC pour chaque

récepteur est illustrée.
d’apres Danial et Korsmeyer 2004.

> La voie de Fas/FasL

La cascade d’activation de 'apoptose induite par le récepteur Fas est la plus connue
(Peter et Krammer 1998), d’autant plus qu’elle joue un réle important dans le
systeme immunitaire (Krammer 2000). La stimulation de Fas par FasL induit un
changement de conformation du récepteur qui fixe alors au niveau de sa partie
cytoplasmique, la protéine adaptatrice FADD. Cette fixation se produit par
interaction du domaine DD de Fas avec celui de FADD. Puis FADD qui possede
également un domaine effecteur de mort DED, recrute au niveau du récepteur
plusieurs procaspases-8 ou -10, par liaison de domaines homologues DED-DED, ce
qui aboutit la formation du complexe de signalisation DISC. La forte concentration

locale de procaspases-8 douées d'une activité catalytique basale conduit a
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'autoactivation de ces caspases. Les caspases-8 activées initient alors la cascade des

caspases responsables de I'exécution du programme de mort cellulaire.
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Figure 49: Voie de signalisafion de Fas dans les cellules de Type I et les cellules de Type I,

L’apoptose induite par Fas peut ensuite suivre deux voies (Figure 49, Barnhart et al.
2003). Dans les cellules de type I, la stimulation de Fas conduit en une fixation
efficace de FADD. Cette étape est dépendante de 'actine et est suivie par un
recrutement tres important de procaspases-8. Les caspases-8 actives générées vont
ensuite directement activer les caspases-3 permettant le clivage de nombreux
substrats cellulaires. Puis plus tardivement, les récepteurs activés vont former des
agrégats qui seront par la suite internalisés (Algeciras-Schimnich et al. 2002).
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L’internalisation dépend également de I’actine (Algeciras-Schimnich et Peter 2003).
Dans les cellules de typeIl, la formation du DISC ne nécessite pas 1’actine mais est
moins importante que dans les cellules de type I. De faibles quantités de caspases-8
actives sont produites et elles restent insuffisantes pour activer la caspase-3.

Les cellules de type II nécessitent une amplification mitochondriale. En effet, les
caspases-8 sont capables de cliver la protéine BID. BID activée interagit avec la
membrane mitochondriale et favorise la libération du cytochromec dans le
cytoplasme, ce qui résulte en I’activation de la caspase-9 et succéssivement celle de la
caspase-3. Contrairement aux cellules de type I, cette voie nécessitant l'intervention
de la mitochondrie est inhibée par les membres anti-apoptotiques de la famille
BCL-2. De plus, dans ces cellules de typell, il a été montré que les agrégats de Fas
sont de plus petite taille et que leur formation est retardée. L'internalisation de ces
agrégats semble se produire uniquement dans les cellules de type I. En revanche, il a
été reporté récemment que la formation des agrégats se produit dans les deux types
de cellules au niveau de domaines riches en lipides (« lipid rafts »). D’autres travaux
ont méme montré que l'internalisation de ces agrégats survient également dans les

cellules de type II (Eramo et al. 2004).

> Les voies des autres récepteurs

La signalisation apoptotique déclenchée par TNFR1 est plus complexe que celle de
Fas et nécessite I'adaptateur TRADD. TRADD se fixe a TNFR1 par des interactions
DD/DD et recrute différentes molécules au niveau du complexe du récepteur :
TRAF2 et RIP qui stimulent les voies d’activation de NFkB ou de JNK/AP-1, ou
FADD qui recrute la caspase-8 et conduit a I'apoptose. RIP est essentiel pour induire
la voie de NFkB qui active des genes de survie et également cFLIP qui inhibe
I'activation de la caspase-8 par TNFR1 (Figure 48). TRAF2 est nécessaire pour induire
la voie JNK. Le TNFR1 peut aussi recruter CRADD (RAIDD) qui se lie a RIP et fixe
par son domaine CARD Ila caspase-2 (Duan et Dixit 1997). DR3 peut aussi activer

NF«B mais lie également FADD et requiert cet adaptateur pour induire 1’apoptose.
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L’apoptose induite par les récepteurs de TRAIL est similaire a celle de Fas mais peut
se produire en l'absence de FADD. En effet, les cellules de souris déficientes en
FADD sont résistantes a l'apoptose induite par Fas, TNFR1 et DR3 mais sont
sensibles a DR4. Une association entre DR4 ou DR5 et TRADD, FADD, TRAF2, RIP a
également été mise en évidence. Cependant, la nécessité de ces adaptateurs pour
'activation de l'apoptose par DR4 ou DR5 reste sujet a controverse. Bien que la
plupart des cellules fait intervenir les caspases-8 et -10, BID et la mitochondrie en
réponse a TRAIL (Deng et al. 2002, Fulda et al. 2002), une sur-expression de BCL-2
n'inhibe pas l'apoptose induite par DR4 et DR5 dans certains types cellulaires
confirmant la présence de cellules de typeI dans la voie de TRAIL (Walczak et al.
2000, Ozoren et El-Deiry 2002).

> Activation des récepteurs de mort par l'irradiation

Plusieurs travaux ont mis en évidence le role des récepteurs de mort dans I"apoptose
radio-induite. En effet, le ligand Fas ainsi que TNFa comme radiosensibilisateurs
(Kimura et Gelmann 2000). En outre, suite aux dommages de ’ADN induits par
I'irradiation, p53 peut activer transcriptionnellement l'expression de Fas et ainsi
induire la voie des récepteurs de mort (Semont et al. 2004, Embree-Ku et al. 2002,
Sheard et al. 1997). Par ailleurs, p53 peut favoriser la voie de Fas apres irradiation, par
un mécanisme indépendant de son activité de facteur de transcription, en améliorant
le transport de la protéine Fas des réserves intracellulaires jusqu’a la surface de la
cellule (Bennett et al. 1998). L'expression de FasL peut aussi étre induite par les
radiations ionisantes (Abdulkarim et al. 2000), mais cette activation de l’expression
semble étre indépendante de p53 (Fulda et al. 1998). Certains travaux ont établi une
connection entre l'induction de FasL apres irradiation et la « réponse cellulaire au
stress » régulée par la protéine de stress SAPK/JNK. En effet, le promoteur de FasL
contient un domaine AP-1 qui peut former un complexe transcriptionnel actif apres
liaison du facteur nucléaire c-Jun phosphorylé suite a l'irradiation (Faris et al. 1998).

Par ailleurs, les radiations ionisantes peuvent également provoquer l’activation de la
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voie Fas en absence de FasL et sans sur-expression de Fas, par induction directe de
I'agrégation des récepteurs. Il semblerait que les radicaux oxygénés produits par les
rayonnements contribuent a ce regroupement de récepteurs (Huang et al. 2003).
Cependant, d’autres équipes ont observé une induction d’apoptose par les radiations
ionisantes sans l'intervention de la voie Fas (Streffer et al. 1999). L'implication de

Fas/FasL apres irradiation semble étre dépendante du type cellulaire.

L’irradiation peut également activer la voie de TRAIL. Une augmentation de
I'expression de DR4 et DR5 a été rapportée dans plusieurs lignées cellulaires apres
irradiation (Gong et Almasan 2000, Guan et al. 2001, Kang et al. 2003). En outre, cette
induction des récepteurs de TRAIL semble étre dépendante de p53 (Guan et al. 2001,
Takimoto et El-Deiry 2000). Par ailleurs, la sur-expression de ces récepteurs est
induite uniquement dans les cellules tumorales et non dans les cellules saines (Kim et
al. 2001). La plupart des cellules cancéreuses semble étre sensible a TRAIL alors que
les cellules normales y sont résistantes.

L’utilisation de TRAIL en combinaison avec les radiations ionisantes augmente les
effets apoptotiques de l'irradiation (Shi et al. 2003). Cette sensibilisation des cellules a
I'apoptose ainsi que l'absence d’apoptose induite par TRAIL dans les cellules

normales, font de l'association radiations/TRAIL une perspective prometteuse en

radiothérapie (Held et Schulze-Osthoff 2001).
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MATERIELS ET METHODES

1. Lignées cellulaires

Nous avons utilisé la lignée humaine lymphoblastoide humaine TK6 (n® CRL-8015
au catalogue ATCC) exprimant une protéine p53 sauvage, et ses deux variants :
WTK1 (p53 muté au niveau du site de liaison a I’ADN, codon 237 exon 7) et NH32
dont le gene p53 a été totalement inactivé par double recombinaison homologue
(Chuang et al, 1999). La lignée lymphoblastoide humaine MOLT-4 (n® CRL-1582 au
catalogue ATCC), issue d'une leucémie T aigué a également été utilisée. Les
cellules TK6 et MOLT-4 proviennent de I’American Tissue Culture Collection
(Manassas, VA, USA). Les cellules WTK1 et NH32 ont été fournies par H. L. Liber.
Ces cellules qui proliferent en suspension, sont cultivées dans du milieu RPMI
1640 Glutamax (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) additionné de 10%
v/v de sérum de veau fcetal (Invitrogen Corporation) inactivé par la chaleur
(B0min a 56°C), 1mM de pyruvate de sodium, 1 mM d’acides aminés non
essentiels et 50 pg/ml de gentamycine (Invitrogen Corporation). Les cultures ont
été maintenues dans un incubateur a 37°C sous une atmosphere saturée en
humidité et en présence de 5% de COa.

La concentration et la viabilité cellulaires ont été déterminées par le test
d’exclusion au Bleu de Trypan et la densité cellulaire a été maintenue a une
concentration inférieure a 106 cellules. Les expériences ont été réalisées apres
approximativement trois passages pour limiter 1'instabilité chromosomique causée

par le maintien des cellules en culture.
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2 . Irradiations

La dosimétrie a été effectuée au moyen d'une chambre d'ionisation (paroi en
plastique tissu-équivalent A150, volume 0,1 ml) selon le rapport 59 de I'ICRU
adapté pour les ions lourds (Vynckier et al. 1994). Des mesures relatives ont
également été effectuées par film (Kodak X-Omat V) et par dosimetres plastiques

(CR39).

2.1. Irradiation par les rayons X

Les irradiations par rayons X ont été effectuées par les accélérateurs linéaires de
type Saturne V (15 MV) au Centre Anticancéreux Paul Strauss de Strasbourg et a
un débit de dose de 2 Gy/min.

2.2, Irradiation par les neutrons rapides

Les irradiations par neutrons rapides ont été réalisées dans 1’ancienne installation
de neutronthérapie au Centre de Recherche du Cyclotron (CRC) de I'Université

Catholique de Louvain-La-Neuve en Belgique (Figure 50).

Figure 50 : Le Centre de Recherche du
Cyclotron (CRC), Belgique.

Le faisceau de neutrons rapides est produit en bombardant une cible épaisse de
béryllium avec des protons de 65 MeV accélérés par le cyclotron « CYCLONE ».
Le spectre neutronique s’étendant jusqu'a 63,2 MeV a une valeur moyenne de

I'ordre de 30 MeV. Les dimensions et formes finales du champ d’irradiation sont
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déterminées par un collimateur multi-lames (Denis et al. 1996). Les doses sont
délivrées en une seule fraction au débit de 0,4 Gy/min avec un TEL d’environ
10 keV/uM dans nos conditions d’irradiation. La Figure 51 montre le dispositif

d’irradiation des cellules.

Collimateur multi-lames

Vue distale du collimateur multi-lames

Cellules

Figure 51 : Dispositif d’irradiation des cellules par les neutrons rapides. Les flacons de culture
contenant les cellules a irradier sont placés sous le collimateur multi-lames et entourés de blocs de
polystyrene, pour éviter une trop grande propagation des rayons et homogénéiser la dose.

2.3. Irradiation par les ions carbone

Les irradiations par les ions carbone ont été effectuées dans la salle d'irradiation
G4 du GANIL (Grand Accélérateur National d'lons Lourds, Caen).

Les ions carbone 12 sont accélérés a 95 MeV /nucléon. Le TEL moyen est compris
entre 30 et 50 keV/uM. Les cellules ont été irradiées a la concentration de
107 cellules/ml dans des tubes en plexiglas de 5 ml, placés verticalement face au
faisceau d’ions carbone sur un plateau de plexiglas (Figure 52). Les mesures de
dosimétrie ont montré que I'homogénéité sur le champ d’irradiation utilisé est de

I'ordre de + 3%.
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Accélérateurs

Source d’ions

Salle G4

Figure 52 : Plan du GANIL avec la salle d’irradiation et le dispositif expérimental pour
lirradiation des cellules par les ions lourds.
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3. Traitement des cellules

3.1. Traitement par 1’anticorps anti-Fas CH11 ou par FasL

250 000 cellules/ml ont été placées en microplaques de 6 puits et traitées par
I’anticorps « agoniste » monoclonal anti-Fas CH11 (Immunotech Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA) ou avec la protéine recombinante humaine FasL (Biovision
Research Products, Mountain View, CA, USA). Les plaques ont été placées a

I'incubateur a 37°C.

3.2. Traitement des cellules a la méthyl B cyclodextrine

Les cellules ont été incubées avec des concentrations croissantes de
méthyl B cyclodextrine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 1 h avant traitement
(irradiation ou traitement par l'anticorps anti-Fas CHI11), dans un milieu

dépourvu de sérum, dans l'incubateur a 37°C.

4. Cytométrie en flux

Plusieurs de nos expériences pour l'analyse de l'apoptose et des voies de
signalisation cellulaire sont réalisées par des techniques de cytométrie en flux.
Nous avons utilisé le cytometre FACScan, dont le laser a une longueur d’onde de
488 nm (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). La cytométrie en flux permet la
mesure simultanée de différents caracteres physiques d'une cellule. Les cellules
défilent devant un rayon laser et le cytometre en flux enregistre la facon dont
chaque cellule interagit avec le laser. L’analyse des faisceaux diffractés donne le
nombre d’éléments (numération) et des informations sur la taille de la cellule

(FSC-forward scatter) et sa granularité (SSC-side scatter) (Figure 53).
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SSC Figure 53 : Taille (FSC) et
granularité (SSC) mesurées
par le cytometre.

Laser FSC

Lorsque les cellules sont préalablement marquées par un colorant fluorescent, ce
dernier est excité par le laser et 'analyse de la fluorescence émise apporte des
informations supplémentaires sur les cellules selon le fluorochrome utilisé. Les
données obtenues sont traitées par ordinateur et analysées a 1'aide du logiciel

CellQuest (Becton Dickinson).

5. Analyse de I’apoptose

5.1. Mesure des particules hypodiploides

Lors de I'apoptose, suite a la fragmentation de I’ADN, les corps apoptotiques vont
contenir une quantité d’ADN inférieure a 2n. De ce fait, apres un marquage a
I'iodure de propidium qui est un intercalant de I’ADN, ces cellules émettent une
fluorescence réduite et produisent un pic SubGOG1.

Le taux de particules hypodiploides a été mesuré selon la méthode décrite par
Nicoletti et al. (Nicoletti et al. 1991). 500 000 cellules sont prélevées et centrifugées a
1000 rpm. Apres un lavage au PBS, les cellules sont perméabilisées dans 1 ml
d’éthanol froid a 70% et placées a 4°C toute la nuit. Puis elles sont a nouveau
centrifugées et lavées dans du PBS. Le culot est alors repris dans 1 ml de PBS
contenant a 0,1 mg de RNase A (Sigma) et 0,1 mg d’iodure de propidium. Apres
incubation a 'obscurité et a 37°C pendant 30 min, les cellules sont analysées par

cytométrie en flux. Apres exclusion des débris, I'analyse de fluorescence de 10000
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évenements permet de quantifier la proportion de cellules ayant un contenu en

ADN inférieur a 2n. Ces cellules sont considérées comme apoptotiques.

5.2. Externalisation des phosphatidylsérines

Un des criteres les plus étudiés lors des phases précoces de l'apoptose est la
translocation de la phosphatidylsérine (PS) du feuillet interne de la membrane
plasmique vers le feuillet externe. Il est possible de détecter I"externalisation de ces
phospholipides anioniques par un marquage a 1'annexine V-FITC, I’annexine V se
fixant spécifiquement sur les phosphatidylsérines (Figure 54).

L’externalisation des phosphatidylsérines a été mesurée a l'aide du kit
d’annexine V-FITC Euromedex (Souffelweyersheim, France). Les cellules ont été
lavées dans du RPMI 1640 et pour chaque échantillon, 5.10° cellules ont été
reprises dans 100 ul de tampon de réaction (10 pl de tampon de marquage 10X,
1 pl d’annexine V-FITC et 89 ul d’eau distillée).

Milieu extracellulaire i Milieu extracellulaire Figure 54 : Principe du marquage a
! o, ,‘:3_ £ I'annexine V.
3#
1 Phosphatidyl-
serine
Annexine ¥V
conjugué
EIRS
"
(5.8
Cellule normale Cellule apoptotique

Apres 15 min d’incubation a l'obscurité et a température ambiante, chaque
réaction a été diluée avec du tampon de marquage 1X pour obtenir un volume
final approprié (au moins 200 ul) pour l'analyse. Celle-ci a été effectuée

immeédiatement au moyen du cytometre en flux.
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6. Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial A¥m

6.1. Utilisation du JC-1

La mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial A¥m est réalisée avec le
marqueur JC-1. Le JC-1 (5,5',6,6'-tétrachloro-1,1',3,3'-
tétraéthylbenzimidazolcarbocyanine iodide) est une molécule lipophile qui
fluoresce en vert sous sa forme monomérique et en rouge lorsqu’il forme des

multimeres (Figure 55).

% Figure 55 : Fluorescence du JC-1. Les
© longueurs d'onde de fluorescence de la
¢ ¢ forme monomérique (527 nm) et de la

forme multimérique (590 nm) sont
- i indiquées avec les filtres de cytométrie
F utilisés pour les mesurer.

[]
27 nm 590 nm },

H1 H2

(4]

La charge négative établie par le potentiel membranaire mitochondrial permet a ce
fluorochrome chargé positivement de s’accumuler dans la matrice mitochondriale.
Lorsque sa concentration augmente, des agrégats se forment et fluorescent en
rouge. Dans les cellules apoptotiques, le potentiel mitochondrial diminue et le JC-1
ne peut s’accumuler dans la mitochondrie a une concentration suffisante. Il reste
donc dans le cytoplasme ou dans la mitochondrie, sous sa forme monomérique
verte (Figure 56). En cytométrie en flux, la chute du potentiel mitochondrial dans
les cellules en apoptose va donc étre mise en évidence apres marquage au JC-1 par
une diminution de la fluorescence rouge et par une augmentation de la

fluorescence verte (Cossarizza et al. 1993). Pour cette expérience, 500 000 cellules
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sont prélevées, lavées au PBS et incubées pendant 15 min a 37°C en présence de
10 pg/ml de JC-1 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Apres lavage au PBS, les

cellules sont analysées par cytométrie en flux.

Figure 56 : Principe du marquage au JC-1.

6.2. Utilisation de la chlorométhyl-X-rosamine

La chlorométhyl-X-rosamine (CMX-Ros) est un colorant qui est séquestré dans les
mitochondries des cellules vivantes. Lors de la chute du potentiel mitochondrial
pendant I"apoptose, cette molécule est libérée de la cellule. 250 000 cellules sont
prélevées, lavées et incubées avec 100nM de CMX-Ros (Molecular Probes)
pendant 15 min a 37°C. Apres lavage, les cellules sont analysées par cytométrie en
flux. Les cellules présentant une chute du A¥Ym sont mesurées par la diminution

de la fluorescence rouge de CMX-Ros.

7. Mesure de 'activation des caspases

7.1. Mesure de l’activité enzymatique des caspases

La mesure de l'activité enzymatique des caspases est basée sur l'utilisation d'un

substrat spécifique de ces protéases. Le clivage de ce substrat conduit a un produit
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fluorescent. 500 000 cellules ont été lavées deux fois dans du PBS, puis incubées
dans du tampon de lyse (HEPES 50 mM, pH7,4, DIT1mM, EDTA 0,1 mM,
leupeptine 1 pg/ml, pepstatine 1 pug/ml, aprotinine 1pg/ml, PMSF 0,5 mM,
Nonidet P40 1%) dans la glace pendant 20 min. Les lysats ont été centrifugés a
10 000 g pendant 20 min a 4°C et les surnageants ont été conservés a -80°C jusqu’a
’analyse. 20 pul de chaque surnageant ont ensuite été incubés a 37°C, pendant 1 h,
avec 70 pul de tampon de réaction (HEPES 50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, CHAPS
0,1%, DTT 10 mM, EDTA 1 mM, glycérol 10%) et 10 pl de substrat peptidique :
Ac-DEVD-amc, Ac-IETD-amc ou Ac-LEHD-amc (Biomol Research Laboratories,
Plymouth Meeting, PA, USA), selon I'activité caspase mesurée. La fluorescence
des échantillons a ensuite été mesurée a 450 nm (excitation : 350 nm), a l'aide du

lecteur de microplaques Fluorolite 1000.

7.2. Mesure de l’activation de la caspase-3 par cytométrie en flux

Les caspases sont synthétisées sous forme de proenzymes et sont activées par
clivage lors de I'apoptose. Un anticorps dirigé contre la forme active de 1'enzyme
et couplé a un fluorochrome permet d’identifier par cytométrie en flux les cellules
présentant l'activation d’une caspase donnée, apres perméabilisation de ces
cellules. Nous avons mesuré l'activation de la caspase-3 par cytométrie en flux
avec le kit « FITC-conjugated monoclonal active caspase-3 antibody apoptosis kit
I» (BD Biosciences Pharmingen, Becton Dickinson), selon les instructions du
fabricant. Brievement, apres lavage avec du PBS froid, les cellules sont fixées et
perméabilisées dans le tampon Cytofix/Cytoperm fourni pendant 20 min dans la
glace. Ensuite, les cellules sont lavées et incubées avec Ianticorps
anti-caspase-3-active 30 min a température ambiante. Puis, apres lavage, elles sont

analysées par cytométrie en flux.
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7.3. Inhibition des caspases

Les cellules ont été traitées 1 h avant l'irradiation par les inhibiteurs réversibles
Ac-DEVD-CHO (caspase-3 et -7), Ac-IETD-CHO (caspase-8) et Ac-LEHD-CHO
(caspase-9) a la concentration de 200 uM, ou par l'inhibiteur irréversible a large
spectre d’action z-VAD-fmk a 50 uM. Ces réactifs proviennent de Neosystem

(Strasbourg) ou de Biomol Research Laboratories (Plymouth Meeting, USA).

8. Quantification de la nécrose par mesure de l’activité lactate

déshydrogénase (LDH)

La nécrose est mise en évidence par l'activité lactate déshydrogénase dans le
milieu extracellulaire. Les cellules en nécrose sont caractérisées par une
perméabilisation précoce de la membrane et une destruction des organites ce qui
conduit a un relargage dans le milieu de la LDH. L’activité LDH a été mesurée
dans le surnageant, apres centrifugation des cellules irradiées, avec le kit
Cytotoxicity Detection (Boehringer Mannheim, Meylan, France) et selon les
instructions du fabricant. La lecture a été faite a 490 nm a l'aide d’un lecteur de
plaques MRX (Dynex Technologies, Issy-les-Moulineaux) et les résultats sont

exprimés en pourcentage de 'activité mesurée dans les échantillons controles.

9. Extraction protéique et Western Blot

Les cellules ont été lavées dans du PBS, puis reprises dans un tampon de lyse
(Tris-HC150 mM pH 7,5, MgCl. 8 mM, EDTA 5mM pHS8, EGTA 0,5mM,
leupeptine 10 pg/ml, pepstatine 10 ug/ml, aprotinine 10 ug/ml, PMSF 1 mM,
NaCl 250 mM, Nonidet P40 1%) pendant au moins 20 min a 4°C et centrifugées a
froid a 10000 g pendant 20 min. Le surnageant contenant les protéines a été

récupéré et un petit volume a été prélevé pour le dosage protéique (méthode BCA,
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Pierce, Rockford, IL, USA). Le contenu en protéines de 3.10° cellules (ou 20 pg de
protéines) a été déposé sur un gel de polyacrylamide dénaturant de 15% puis
transféré sur une membrane de nitrocellulose, aprés électrophorese. Les
membranes ont été incubées pendant la nuit, a 4°C sous agitation dans du tampon
TBST (Tris pH 7,5 10 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1%) contenant 3% de BSA.
Elles ont ensuite été incubées 1h a température ambiante dans une solution
d’anticorps primaires, puis lavées 3 fois 10 min dans du tampon TBST avant d’étre
incubées 1 h dans une solution d’anticorps secondaires couplés a la péroxydase
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) a la dilution
de 1/50 000. Apres 3 lavages de 10 min dans du TBST et 2 min dans du tampon
sans Tween 20, la révélation chimioluminescente a été réalisée avec le kit
SuperSignal (Pierce). L'intensité des bandes a été mesurée a I'aide de 1'analyseur
d’images GelDoc et le logiciel QuantityOne (Biorad Laboratories, Hercules, CA,
USA).

Les anticorps dirigés contre les différentes protéines humaines sont : ’anticorps de
souris anti-CPP32 (Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA) dirigé contre
la procaspase-3 a la dilution de 1/20 000, I'anticorps de lapin anti-procaspase-9
(BD Biosciences Pharmingen) au 1/10 000, I’anticorps de souris anti-procaspase-8
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) au 1/50 000, I’anticorps de souris
anti-procaspase-7/MCH-3 (Transduction Laboratories) au 1/20 000, ’anticorps de
lapin anti-Bid (Cell Signaling Technology) au 1/1000, l'anticorps de souris
anti-Fas/CD95 (BD Biosciences Pharmingen) au 1/10000, l'anticorps de souris
anti-FasL. (BD Biosciences Pharmingen) au 1/10000, et l'anticorps de souris

anti-cytochrome ¢ (BD Biosciences Pharmingen) au 1,/1000.

Pour I'étude de la libération du cytochrome ¢ par la mitochondrie, la séparation
des fractions mitochondriale et cytoplasmique des cellules a été réalisé a I'aide du
kit : « Mitochondria/Cytosol fractionation kit » (Alexis Biochemicals, Lausanne,
Suisse), suivant les instructions du fabricant. Brievement, 5.107 cellules sont
prélevées, lavées dans du PBS et incubées dans le tampon d’ «extraction

cytoplasmique ». Apres homogénéisation, les lysats sont centrifugés a 700 g
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pendant 10 min a 4°C puis les surnageants récupérés sont recentrifugés 30 min a
10000 g. Le surnageant obtenu constitue la fraction cytoplasmique et le culot remis
en suspension dans le tampon d’ «extraction mitochondriale » représente la

fraction mitochondriale.

10. Tests de prolifération et de survie clonogénique

10.1. Test de Prolifération UptiBlue

Ce test de prolifération utilise le réactif UptiBlue (Interchim, Montlugon, France),
métabolisé par les cellules viables. Apres irradiation, les cellules sont placées en
plaques de 96 puits a 2000 cellules/puits (200 pl) et cultivées pendant 2 ou 4 jours.
Puis 20 ul d’UptiBlue sont ajoutés dans chaque puits. Apres incubation durant
4 heures, la fluorescence des échantillons contenus dans les plaques a été mesurée
a 590 nm (excitation : 560 nm), a 'aide d’un lecteur de microplaques Fluorolite

1000 (Dynex Technologies, Issy-Les-Moulineaux, France).

10.2. Survie clonogénique

La survie des cellules c’est-a-dire leur capacité a former des colonies, ou
clonogénicité, a été évaluée dans un milieu plasmatique semi-solide. Apres
irradiation, les cellules ont été lavées dans du RPMI 1640 et mises en culture dans
des boites de Pétri a une concentration variant de 100 a 10° cellules par boite, selon
la dose d’irradiation de facon a obtenir de 100 a 150 colonies. Le milieu utilisé
contient du RPMI1640 a 50%, du sérum de veau foetal a 10%, de la
pénicilline/streptomycine a 1%, et de la méthylcellulose (Invitrogen Corporation)

a40%. Apres 10 jours de culture, le nombre de colonies a ensuite été déterminé.
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10.3. Test CFSE

Le test CFSE (5(et 6)-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) permet de
quantifier la division des cellules. Il se fixe aux protéines cellulaires
irréversiblement et lorsque les cellules se divisent, il est distribué également entre
les cellules filles. Ces derniéres seront caractérisées par une fluorescence deux fois
moins importante que celle de la cellule mere. Ainsi, par diminution de la
fluorescence, le nombre de divisions cellulaires apres irradiation peut étre
quantifié. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par Lyons (Lyons 2000). Les
cellules sont d’abord marquées par le CFSE (Molecular Probes) a 10 uM. Puis les
cellules sont irradiées et replacées en culture. A différents temps apres irradiation,
les cellules sont prélevées et lavées pour l'analyse par cytométrie en flux. Nous
avons effectué une étude biparamétrique (division cellulaire et apoptose) avec
marquage des cellules au CFSE et a la CMX-Ros. Le marquage a la CMX-Ros est
alors réalisé apres irradiation. La fluorescence verte émise par le CFSE et la

fluorescence rouge émise par la CMX-Ros sont analysées simultanément.

11. Etude de l'expression de Fas/FasL et de l’'agrégation des

récepteurs Fas

11.1. Analyse de I’expression de Fas et FasL par cytométrie en flux

1.106 cellules ont été prélevées et marquées avec I'anticorps monoclonal de souris
anti-Fas-FITC (clone DX2, BD Biosciences Pharmingen) ou avec l'anticorps
monoclonal de souris anti-FasL-PE (clone Alf-2.1a, Alexis Biochemicals) pendant
45 min a 4°C. Apres deux lavages, les cellules ont été analysées par cytométrie en
flux. Un deuxieme marquage avec les anticorps de contrdle isotype:
anti-IgG1-FITC (Dakocytomation, Glostrup, Danemark) et anti-IgG1-PE
(Immunotech Beckman Coulter) ont été réalisés pour contrdler les fixations

aspécifiques des anticorps.
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11.2. Détection des agrégats de Fas et immunofluorescence

La détection des agrégats de Fas a été réalisée apres traitement a 1’anticorps
anti-Fas et apres irradiation. Pour le traitement a l'anticorps anti-Fas, le méme
anticorps est utilisé pour le traitement des cellules et pour leur visualisation par
microscope. Ainsi, 250000 cellules ont été incubées avec 20 ul d’anticorps
anti-Fas-FITC (BD Biosciences Pharmingen) pendant 45 min dans la glace pour la
fixation de I'anticorps sur les récepteurs Fas. Apres lavage au PBS, les cellules ont
été placées dans 'incubateur a 37°C pour permettre la stimulation des récepteurs
par l'anticorps et l'activation de la voie Fas. Puis apres différents temps, les
cellules ont été visualisées sous microscope a fluorescence.

Apres irradiation, 250 000 cellules ont été marquées par l'anticorps anti-Fas-FITC
pendant 45 min dans la glace. Les anticorps non fixés ont été ensuite éliminés par
lavage dans du PBS a 4°C. Puis les cellules ont été placées entre lame et lamelle et
visualisées sous microscope a fluorescence Eclipse E1000 (Nikon Corporation,
Japon).

Les cellules présentant des agrégats de Fas ont été dénombrées pour chaque

échantillon.

12. Mesure de l’activation de p53 par cytométrie en flux

L’activation de p53 est mesurée avec un anticorps spécifique de cette protéine,
couplé au fluorochrome FITC. Les cellules ont été marquées avec l'anticorps
monoclonal de souris anti-p53-FITC (Dakocytomation), suivant les instructions du
fabricant. Brievement, 50000 cellules ont été prélevées, fixées et perméabilisées
dans 2 ml de PBS contenant 1% de paraformaldéhyde pendant 5 min puis dans
1ml de méthanol pendant 10 min. Apres centrifugation, les cellules ont été
incubées 30 min avec I'anticorps anti-p53-FITC a 4°C. Apres lavage, ’analyse des

cellules a été réalisée par cytométrie en flux.
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13. Analyse de l'expression différentielle des genes par tests

d’hybridation d’ADNCc : technique de « cDNA expression arrays »

13.1. Extraction des ARN

L’extraction des ARN a été effectuée avec le kit « Rneasy Mini Kit» (Qiagen,
Courtaboeuf, France) selon les instructions du fabricant. La manipulation est
expliquée dans la Figure 57. Au total, nous obtenons un volume de 30 ul d’ARN

extraits qui sont conservés a -80°C.
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Figure 57 : Protocole d’extraction des ARN totaux (Qiagen).

La concentration d’ARN obtenue a ensuite été déterminée en mesurant

I'absorbance a 260 nm a l'aide d’un spectrophotometre Gene Quant RNA/DNA

calculator (Pharmacia Biotech, Saclay, France).
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13.2. Analyse de la qualité des ARN

Afin de vérifier qu’il n'y a pas de contamination par des protéines, le rapport entre
I"absorbance a 260 nm et 1’absorbance a 280 nm est calculé. Il doit étre compris
entre 1,8 et 2,2. La contamination protéique diminue ce rapport.

Dans un deuxiéme temps, nous avons déposé les ARN extraits (2 pg/puits) sur un
gel dénaturant de formaldéhyde a 1% d’agarose pour vérifier qu’ils n’ont pas été
dégradés durant l'extraction. L'intensité des bandes nous permet également de

confirmer nos concentrations d’ARN mesurées.

13.3. « cDNA expression arrays »

Afin de comparer les transcriptomes des cellules TK6 et NH32, irradiées et non
irradiées, nous avons utilisé la technique d’hybridation cDNA expression arrays
sur membranes de nylon.

Les ARNSs extraits de nos cellules sont synthétisés en cDNA marqués au 32P par
transcription inverse en utilisant des amorces spécifiques de génes impliqués dans
I'apoptose (et présents sur la membrane). Les sondes marquées sont ensuite
hybridées sur une membrane contenant des spots de cDNA représentatifs de 205
genes connus déposés en doublet : Atlas Human Apoptosis Array (Clontech, Le
Pont de Claix, France). La liste des génes présents sur les membranes peut étre

consultée sur le site www.clontech.com.

13.3.1. Synthese des sondes radioactives a partir de I’ARN total

Tout d’abord, les amorces sont hybridées avec '’ ARN. Dans deux tubes de 0,5 mL,
on préléve pour chaque échantillon, 5 ul d’ARN total et 1 ul d’amorces (CDS
primer cDNA synthesis primer mix). Les tubes sont alors placés dans un
thermocycleur (Eppendorf, Le Pecq, France) ou ils vont étre soumis a différents

paliers de température : 2 min a 70°C pour I'hybridation et 2 min a 50°C pour

-121-


http://www.clontech.com/

Matériels et Méthodes

stopper la réaction. Puis ces ARN sont ajoutés au tampon de réaction de la reverse
transcription contenant 4 pl de tampon, 2 pl de dNTP, 5 ul de dAT32P, 1 ul de DTT
(100 mM) et 2 pl de reverse transcriptase. Ce mélange est incubé 25 min a 50°C
pour la réaction d’élongation, ot I’ADNc radiomarqué est synthétisé.

La réaction est stoppée par 1'ajout de 2 ul de solution d’arrét. La solution de
sondes radioactives d’ADNc obtenue peut étre conservée quelques heures dans la

glace a 4°C.

13.3.2. Purification des sondes radioactives par chromatographie sur colonne

Cette étape permet d’éliminer les nucléotides marqués au 32P non incorporés dans
I’ADNg, ainsi que les petits fragments d’ADNc (inférieur a 0,1 kb). Pour cela, la
solution de sondes radioactives est diluée afin d’obtenir un volume final de 200 pl
qui est placé sur une colonne de chromatographie « Nucleospin Extraction Spin ».
Apres plusieurs lavages et centrifugation, les ADNc purifiés sont élués avec du
tampon d’élution «NE». Un compteur Geiger est utilisé pour estimer la

radioactivité des sondes.

13.3.3. Hybridation des sondes radioactives sur les membranes Atlas Arrays

La pré-hybridation consiste a incuber pendant 30 min a 68°C a 6 rpm, 5 ml d'une
solution d’hybridation auxquels on ajoute 05mg d’ADN de saumon
préalablement dénaturé a 95-100°C pendant 5 min, pour saturer les sites non-
spécifiques de la membrane.

Apres la pré-hybridation, on ajoute 5 ul de Cot-1 ADN sont ajoutés a la solution de
sondes marquées, pour masquer les séquences répétitives. Le tout est placé 2 min
dans un bain-marie a 100°C puis 2 min dans la glace. On ajoute ensuite ce mélange
a la solution de pré-hybridation dans les tubes. On laisse hybrider toute la nuit
sous agitation (6 rpm), a 68°C dans le four a hybridation. L’ADNc de nos
échantillons va s’hybrider avec I’ADNc des différents genes fixés sur la

membrane.
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13.3.4. Révélation des membranes

Apres I'hybridation, différents lavages de haute stringence sont effectués pour
éliminer I’ADNc non hybridé de maniere spécifique : quatre lavages de 30 min a
68°C avec 150 ml/tube de solution de lavage (2x SSC, 1% SDS), un lavage de 30
min a 68°C avec 150 ml/tube de solution de lavage (0,1x SSC, 0,5% SDS), et un
lavage 5 min a température ambiante avec 150 ml/tube de solution de lavage 2x
SSC. Ensuite, les membranes sont placées dans une cassette. Apres trois jours, les
signaux émis par les sondes marquées hybridées sont lus a l'‘aide d'un

phosphorimager, qui donne une image en niveaux de gris des signaux émis.

13.3.5. Analyse des résultats par le logiciel AtlasImage 1.01

Pour le traitement de l'image obtenue et la quantification des signaux, nous
utilisons le logiciel Atlasimage 1.01 (Clontech). Ce dernier permet d’appliquer
aisément sur l'image une « grille » prédéterminée selon le type de membrane

utilisée, afin de définir les zones de présence des signaux (Figure 58).
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Figure 58 : Alignement de la grille de détection des signaux. A gauche, la
grille alignée, a droite, l'outil de centrage précis des points. (logiciel
Atlaslmage 1.01)
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Pour la quantification des signaux, divers parametres sont a déterminer.
Premierement, il faut définir le bruit de fond. Il peut étre global, c’est-a-dire défini
par l'intensité moyenne détectée sur les zones de la membrane dépourvues de
point, ou local défini manuellement pour chacun des signaux. Puis, il faut
déterminer le niveau minimum d’intensité, qui correspond a l'intensité minimale
du signal qui sera nécessaire pour qu’il soit pris en compte dans la quantification.
Seuls sont considérés dans nos expériences les signaux dont l'intensité est deux
fois supérieure au bruit de fond. Le logiciel Atlasimage compare dans un
deuxieme temps deux a deux les signaux situés a la méme position sur deux
membranes différentes. Pour cette analyse, la normalisation des signaux obtenus
sur les deux membranes est le premier parametre qui doit étre configuré par
I'utilisateur, ceci afin de compenser une hybridation globalement plus forte sur
une des deux membranes. La normalisation peut se faire gene par gene en
s’appuyant alors sur un ensemble de génes dont les intensités sont égales sur les
deux membranes (geénes domestiques) ou elle peut étre globale en se basant sur la
somme ou la médiane de 'ensemble des signaux détectés sur chaque membrane.
Dans nos expériences, nous avons comparé nos membranes en utilisant la
normalisation globale par la somme.

Le logiciel donne ensuite la liste des génes dont I'expression est modifiée entre les

deux membranes et leurs intensités respectives.

14. Analyse statistique

Le test Student t a été utilisé pour mesurer les différences entre les groupes

expérimentaux.

-124-



Résultats




Résultats

PRESENTATION DES RESULTATS

La majorité des données concernant 1'apoptose radio-induite a été obtenue avec des
rayons X ou y. Peu d’'informations sont actuellement disponibles quant aux
mécanismes impliqués dans I'apparition de ce type de mort cellulaire en réponse aux
radiations a TEL élevé. Par ailleurs, comme ces radiations induisent des dommages
plus complexes et moins facilement réparables que les radiations a faible TEL, on
peut s’attendre a ce que les voies initiant le processus apoptotique, suite a
I'irradiation different entre ces deux types de rayonnements. Ainsi, I’objectif général
de ce travail était de parvenir a identifier les mécanismes cellulaires qui régissent
I'induction de l'apoptose par ces rayonnements a TEL élevé, en particulier les
neutrons rapides et les ions carbone, dans des cellules tumorales humaines. Un

objectif plus spécifique a été de déterminer la contribution du géne suppresseur de

tumeur p53 dans la réponse a l'irradiation.

Dans ce but, nous avons utilisé la lignée lymphoblastoide humaine TK6, ainsi que
deux de ses variants dans lesquels la protéine p53 n’est pas fonctionnelle. Ces cellules
ont été irradiées par des rayons X de 15 MV, générés par des accélérateurs linéaires
du Centre Paul Strauss (Strasbourg), par des neutrons rapides de 65 MeV /nucléon,
produits au Cyclotron de Louvain-la-Neuve (Belgique) ou par des ions carbone de 95
MeV /nucléon, produits au GANIL (Grand Accélérateur National d’Ions Lourds,
Caen).

Les résultats obtenus au cours de nos expériences sont présentés en deux parties. La
premiere partie concerne 1'apoptose induite par les neutrons rapides. Apres avoir
comparé les effets de ces radiations a ceux des rayons X sur nos lignées cellulaires,
nous avons mis en évidence l'activation par les neutrons rapides de deux voies
apoptotiques distinctes selon le statut p53 des cellules. Nous nous sommes ensuite

efforcés de déterminer les différents mécanismes impliqués dans le déclenchement
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des deux voies de signalisation apoptotiques, en étudiant les caspases activées et en
évaluant le role de la mitochondrie ainsi que l'implication du récepteur Fas dans
I'initiation de l’apoptose. Nous avons enfin étudié 'expression des genes apres
irradiation, afin d’identifier d’autres protéines qui pourraient étre impliquées dans la

réponse de nos lignées lymphoblastoides aux neutrons rapides.

Dans une deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés a 1'induction d’apoptose
par les ions carbone. Nous avons également évalué I'influence du statut p53 dans le
déclenchement de l'apoptose et nous avons essayé de déterminer si le modéle de
signalisation obtenu pour l'apoptose induite par les neutrons rapides s’applique

également a celle induite par les ions carbone.

En conclusion, ces travaux apportent des données nouvelles concernant 1'induction
de I'apoptose par les radiations ionisantes a TEL élevé et démontrent clairement pour
la premiere fois l'implication de p53 dans l'apoptose induite par ce type de

rayonnements.
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Chapitre 1

ROLE DE P53 DANS L’APOPTOSE INDUITE DANS DES LIGNEES
LYMPHOBLASTOIDES HUMAINES PAR DES NEUTRONS
RAPIDES

RESUME

Nous avons étudié le role de p53 dans I'apoptose induite par les neutrons rapides.
Pour cela, trois lignées cellulaires lymphoblastoides dérivant du méme donneur et
différant dans leur statut p53 : TK6 (p53 +/+), WIK1 (p53 muté) et NH32 (p53 -/-)
ont été irradiées par des rayons X ou des neutrons rapides. Nous avons mis en
évidence que les neutrons rapides sont plus efficaces que les rayons X, pour
déclencher l'apoptose dans ces lignées cellulaires. De plus, I'induction d’apoptose
varie aussi suivant le statut p53 des cellules. En effet, I'étude de l'apoptose en
cytométrie en flux, par la mesure de I'externalisation des phosphatidylsérines ou de
la formation des particules hypodiploides, montre que les neutrons induisent
massivement et rapidement l'apoptose dans les cellules TK6. Par contre, en ’absence
de p53 fonctionnel, dans les cellules WTK1 et NH32, l'induction de cette mort
cellulaire est plus faible et retardée. Cependant une activité caspase-3 a été décrite
dans les trois lignées apres irradiation. Ces données suggerent que les neutrons
rapides activent l'apoptose suivant deux voies distinctes: une voie rapide et
dépendante de p53 et une voie indépendante de p53, plus lente, mais faisant
elle-aussi intervenir les caspases. Les tests de prolifération cellulaire et de survie
clonogénique indiquent que les neutrons rapides peuvent néanmoins tuer
efficacement les cellules WTK1 et NH32. En conclusion, 1'efficacité biologique
relative (EBR) élevée des neutrons rapides pourrait étre due a une mort clonogénique
plus importante ainsi qu’a une capacité accrue d’induction d’apoptose.

Ces résultats ont été publiés dans le journal Radiation Research (Coelho et al.

Radiation Research 2002).
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1. INTRODUCTION

La protéine suppresseur de tumeur p53 apparait comme un régulateur clé de la
réponse aux radiations ionisantes (Fei et El-Deiry 2003). Plusieurs travaux ont mis en
évidence lintervention de cette protéine dans l'arrét du cycle cellulaire ou
I'induction de I'apoptose observés apres exposition aux radiations ionisantes (Dulic
et al. 1994, Lowe et al. 1993). En effet, une perte de fonction de cette protéine entraine
en général et surtout dans les cellules hématopoiétiques, une diminution importante
de la capacité des cellules tumorales a entrer en apoptose suite a une irradiation,
conduisant par conséquent a une résistance accrue a la radiothérapie (Dewey et al.
1995, Nakano et al. 2001). Contrairement a ces données sur les rayons X ou gamma, et
bien qu'il ait été montré que les neutrons rapides induisent 'apoptose dans les tissus
tumoraux, peu d’informations existent quant au role de p53 dans le déclenchement
de ce type de mort cellulaire, aprés exposition a ces rayonnements de TEL élevé.
L’objectif de cette étude a donc été de déterminer le role de p53 dans l'induction
d’apoptose par les neutrons rapides et son influence sur la radiosensibilité des
cellules tumorales humaines. Nous avons également tenté d’identifier les caspases
impliquées dans ce processus.

Dans ce but, trois variants d'une méme lignée lymphoblastoide humaine différant
par leur statut p53, TK6 (p53 sauvage), WTK1 (p53 muté) et NH32 (p53 délété) ont
été irradiés par des rayons X ou par des neutrons rapides a des doses comprises entre
2 et 8 Gy (Chuang et al, 1999). L'apoptose a été quantifiée par cytométrie en flux et
'activité des caspases a été déterminée par des tests enzymatiques. Nous avons
mesuré la radiosensibilité des cellules irradiées par des tests de prolifération et par
clonogénicité.

Nos résultats montrent que pour une méme dose d’irradiation, les neutrons rapides
sont plus efficaces que les rayons X en terme d’induction de 1'apoptose et que p53
joue un role dans l'induction de ce type de mort cellulaire. En outre, les tests de
survie indiquent que contrairement aux rayons X, le statut p53 des cellules

lymphoblastoides détermine leur sensibilité face aux neutrons rapides.
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2. RESULTATS

2.1. Expression de p53 apres irradiation

Dans un premier temps, nous avons vérifié I’'expression de p53 dans les cellules TK6
et son absence dans les cellules NH32. Pour cela, nous avons irradié ces deux lignées
par des rayons X a 8 Gy. Huit heures apres irradiation, les cellules ont été marquées
avec un anticorps anti-p53 couplé au fluorochrome FITC et analysées en cytométrie
en flux. Les résultats présentés dans la Figure 59 font apparaitre une accumulation de
p53 dans les cellules TK6 apres irradiation, comme le montre le décalage vers la
droite du pic de fluorescence apres 8 Gy. Par contre, dans les cellules NH32, la
superposition des deux pics, avant et apres irradiation montre 1’absence d’induction

de p53 par les rayons X et confirme le statut p53 -/- de cette lignée.
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Figure 59 : Analyse par cytométrie en flux de 'accumulation de p53
apreés irradiation par des rayons X. Les cellules TK6 (a gauche) et les
cellules NH32 (a droite) ont été prélevées 8 h apres irradiation a 8 Gy et
marquées avec un anticorps anti-p53-FITC. Le pic correspondant aux
cellules irradiées est représenté en pointillés, celui des controles non
irradiés est représenté en noir.

2.2. Induction de l’apoptose par les neutrons rapides

Afin de déterminer l'influence de p53 sur I'induction de I'apoptose par les neutrons

rapides, nous avons ensuite irradié nos trois lignées cellulaires par des neutrons
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rapides a des doses comprises entre 2 et 8 Gy. L'apoptose a été mesurée apres

marquage des cellules a 'annexine V-FITC, 24 h apres irradiation (Figure 60).

100
Figure 60 : Induction d’apoptose
par les neutrons rapides. Les
75 cellules TK6 (O), WTK1 (1) et
NH32 (e®) ont été marquées a
I'annexine V-FITC, = 24h  apres
50 - irradiation et  analysées  par

cytométrie en flux. L’apoptose est
exprimée en pourcentage de cellules
positives a l'annexine V. Chaque
valeur représente la moyenne de
quatre expériences indépendantes.

N
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L’externalisation des phosphatidylsérines, normalement présentes dans le feuillet
interne de la membrane plasmique est un des marqueurs précoces de 'apoptose
(Martin et al. 1996). L’annexineV, qui se fixe préférentiellement sur ces
phosphatidylsérines permet de quantifier les cellules apoptotiques. Les résultats
obtenus montrent que 'apoptose induite dans les cellules TK6 est dose-dépendante
avec une augmentation de 34% a 50% de 4 a 8 Gy. En revanche, pour les cellules
WTK1 et NH32, I'externalisation des phosphatidylsérines est moins importante,
atteignant seulement 24% apres 8 Gy. Ainsi, 'induction d’apoptose par les neutrons
rapides dépend du statut p53 des cellules. Cet effet différentiel a aussi été observé
suite a une irradiation par des rayons X mais avec des valeurs significativement plus
faibles, démontrant ainsi la plus grande efficacité biologique relative (EBR) des
neutrons rapides en terme d’induction d’apoptose. Apres irradiation a 4 Gy,
I'apoptose induite par les rayons X atteint 26% dans les cellules TK6, 13% dans les
cellules WTK1 et 15% dans les cellules NH32. Ceci confirme des résultats précédents
démontrant que "apoptose est retardée et réduite dans les cellules ot p53 n’est pas

fonctionnel (Yu et Little 1998). Ces données nous ont permis de calculer une EBR de
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1,8 pour les neutrons rapides a 24 h. Il est important de noter que celle-ci est similaire

pour les trois lignées étudiées.

Les différences relevées entre les lignées pouvant étre dues a des cinétiques
différentes d’induction d’apoptose, nous avons choisi une dose d’irradiation unique,
4 Gy et mesuré l'apoptose a différents intervalles de temps apres irradiation par des
neutrons rapides. Nous avons quantifié par cytométrie en flux la quantité de
particules hypodiploides, un autre marqueur spécifique de 1'apoptose (Figure 61).
Les cellules TK6 sont caractérisées par une augmentation rapide et importante de la
quantité d’ADN SubGO0G1, atteignant 50% a 24 h et culminant a 87% a 72h. En
revanche, I'apparition des particules hypodiploides dans les cellules WTK1 et NH32
est retardée et reste inférieure a 47% méme 72 h aprés irradiation. Par ailleurs, les
valeurs mesurées pour les cellules WTK1 et NH32 a 72 h, avoisinent celles observées
pour les cellules TK6 a 24 h, ce qui suggere que dans ce modéle cellulaire, I'apoptose

est uniquement retardée en absence de protéine p53 fonctionnelle.

100

Figure 61 : Cinétique d’apparition de
1 l'apoptose apres irradiation par des
neutrons rapides a 4 Gy. A chacun des
temps indiqués, les cellules TK6 (),
WIK1 () et NH32 (e) ont été
perméabilisées et marquées a l'iodure de
propidium, puis analysées par cytométrie
en flux. Les cellules contenant de ’ADN
SubGOG1 c'est-a-dire umne quantité
d’ADN inférieure a 2n, sont définies
comme  apoptotiques. Chaque point
représente  la  moyenne de  trois
0 T T expériences indépendantes.
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2.3. Activation des caspases

Afin de s’assurer que la mort cellulaire provoquée par les neutrons est bien de nature

apoptotique, nous avons mesuré l'activation des caspases effectrices a I'aide de tests
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fluorimétriques. Le substrat utilisé, Ac-DEVD-amc est un tétrapeptide dont la
séquence est celle du site de clivage de la PARP, un substrat endogene des caspases-3
et -7 (Gurtu et al. 1997). Ainsi, le clivage de ce substrat synthétique permet d’évaluer
l'activité de ces caspases. Les résultats mettent en évidence une activité des caspase-3
et -7 dans les trois lignées cellulaires apres irradiation a 2 Gy et a 4 Gy. Dans les
cellules TK6, cette activité augmente de facon tres précoce et atteint son maximum a
48 h apres 2 Gy et a 24 h apres 4 Gy (Figure 62). Par contre, dans les cellules WTK1 et
NH32, I'augmentation de cette activité est plus lente et le maximum n’est atteint qu’a
72 h. Ces résultats indiquent que l'activité de la caspase-3 et de la caspase-7 est
retardée apres irradiation dans les cellules déficientes en p53 fonctionnel. On peut
également remarquer que les cinétiques d’activité DEVDase peuvent étre corrélées a
I'apparition de l'apoptose dans les différentes lignées. De plus, ces données
permettent d’affirmer que la mort cellulaire induite par les neutrons rapides est bien

un processus apoptotique.

1250 1000
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Temps aprés irradiation (h) Temps aprés irradiation (h)

Figure 62 : Activité de type caspase-3 en fonction du temps apreés irradiation par des
neutrons rapides : a 2 Gy (4 gauche) et a 4 Gy (a droite), dans les cellules TK6 (en blanc),
WTK1 (en vert), NH32 (en rouge). Aux différents temps indiqués, les cellules ont été lysées
et l'activité des caspases-3 et -7 a été mesurée grice au clivage du substrat fluorimétrique
Ac-DEVD-amc. Les valeurs sont les moyennes £SD d’une expérience représentative réalisée
en triplicate.
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Apoptose induite par les neutrons

Pour confirmer le role des caspases-3 et -7 dans 'apoptose induite par les neutrons,
les cellules TK6 ont été traitées 1 h avant l'irradiation, par Ac-DEVD-CHO (100 uM)
un inhibiteur spécifique de ces deux protéases. L'inhibition de ces caspases etfectrices
prévient l'apparition des particules hypodiploides et [I'externalisation des
phosphatidylsérines, 24 h apres irradiation a 2 Gy (Figure 63), ce qui suggere que la
phase d’exécution de l'apoptose induite par les neutrons est sous la dépendance des
caspases-3 et -7. Cette particularité est d’ailleurs retrouvée dans 'apoptose induite

par les rayons X ou l'inhibition de la caspase-3 conduit la-aussi a une diminution de

I"apoptose (Coelho et al. 2000).

50 Figure 63 : Effets de linhibition de la
caspase-3 sur l'apoptose induite par les
40 neutrons rapides. Les cellules TK6 ont été
. prétraitées 1h avant lirradiation a 2 Gy,
X 1 avec de I'Ac-DEVD-CHO (100 uM).
o 30 L'apoptose a été quantifiee 24 h apres
0} Ny
2 Uirradiation, par mesure d'une part des
c 204 particules hypodiploides (en blanc) et d’autre
part de I'externalisation des
104 phosphatidylsérines (en bleu). Les wvaleurs
sont les moyennes de trois expériences
indépendantes.
0

2 Gy 2 Gy + DEVD-CHO

De méme, Coelho et al. ont démontré que la diminution de I'apoptose observée apres
inhibition des caspases effectrices, s’accompagne d'une augmentation de la nécrose
apres irradiation par des rayons X (Coelho et al. 2000). Nous avons donc voulu
vérifier si le méme phénomene était observé apres irradiation par des neutrons

rapides.

-134-



Résultats - Etude de l'apoptose induite par les neutrons rapides

Activité de la LDH
(unités arbitraires de fluorescence)
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nécrose apres irradiation et inhibition
des caspases de type 3. L'activité de la
lactate déshydrogénase (LDH) dans le
miliew a été mesurée 24h apres
irradiation par des neutrons rapides a
2 Gy dans les cellules TK6, avec ou sans
inhibition des caspases-3 et-7 avec de
I’Ac-DEVD-CHO (100 uM). En blanc :
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représente la moyenne de trois expériences
indépendantes.

[ Figure 64: Mise en évidence de la

~N
(&)

1
———

HH

HH

N
($)]
]

T
L

HH
HH

o

TK6 NH32
La survenue de la nécrose a été évaluée 24 h apres irradiation des cellules TK6 a
2 Gy, par mesure de l'activité lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu. Le
relargage de la LDH dans le milieu extracellulaire est dtt a une dégradation de la
membrane et des mitochondries ce qui est caractéristique de la mort de type
nécrotique. La Figure 64 montre que l'inhibition de l'apoptose par Ac-DEVD-CHO
induit une augmentation de I'activité LDH dans le milieu. Par ailleurs, I'activité LDH
des échantillons irradiés differe peu de celle des controles. Ces données indiquent
que les caspases-3 et -7 jouent un role primordial dans le déroulement de I'apoptose
induite par les neutrons rapides et que leur inhibition résulte en une augmentation

de la nécrose.

2.4. Radiosensibilité vis-a-vis des neutrons rapides

Comme le statut p53 influence l'induction d’apoptose par les neutrons rapides, nous
avons ensuite vérifié s’il joue également un role dans la prolifération et la survie des
cellules apreés irradiation. L’effet des neutrons rapides et des rayons X sur la
prolifération cellulaire a été déterminé par le test UptiBlue apres 4 jours de culture.
L’exposition aux deux types de radiations se traduit par une diminution dose-
dépendante de la prolifération des trois lignées cellulaires (Figure 65). Cette

diminution est plus importante pour les neutrons que pour les rayons X, surtout a
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Nombre de cellules (%)

2 Gy. En outre, 'absence de p53 fonctionnel rend les cellules WTK1 et NH32 moins
sensibles aux neutrons et aux rayons X que la lignée parentale TK6. Ces résultats
suggerent que p53 intervient dans la réponse des cellules lymphoblastoides aux

rayons X et aux neutrons en ce qui concerne la prolifération cellulaire.
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Figure 65 : Prolifération cellulaire mesurée par le test UptiBlue 4 jours apres
irradiation par des neutrons rapides (A) ou par des rayons X (B), pour les cellules : TK6
(0), WTK1 () et NH32 (®).

Nous avons également mesuré l'effet des neutrons rapides et des rayons X sur la
survie clonogénique par le comptage des colonies formées en milieu semi-solide
apres 10 jours de culture (Figure 66). Le nombre de colonies diminue en fonction de
la dose d’irradiation pour les neutrons rapides et pour les rayons X. Les neutrons
présentent cependant, une plus grande efficacité que les rayons X, notamment apres
4 Gy d’irradiation ou la survie cellulaire est supérieure a 1% pour les cellules TK6
apreés irradiation par les rayons X, alors qu’elle ne dépasse pas 0,1% apres une
irradiation par les neutrons rapides. Ces tests de formation de colonies font par
ailleurs apparaitre des différences importantes concernant l'influence de p53 dans la
survie, suivant le type de radiation utilisé. En effet, alors qu’aucune différence
significative n’est observée entre les trois lignées apres irradiation par les rayons X, la

survie des cellules WTK1 est 10 fois plus importante et celle des NH32 5 fois plus
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Nombre de colonies (%)

importante que celle des TK6 apres irradiation a 4 Gy, ce qui démontre 1'importance

de p53 dans la radiosensibilité des lignées aux neutrons rapides.
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Figure 66 : Survie clonogénique des cellules : TK6 (O), WTK1 (1]) et NH32 (®)
irradiées par des neutrons rapides (A) ou par des rayons X (B).
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3. DISCUSSION

L’objectif de cette étude était double. Il s’agissait d'une part, de déterminer si
I'induction de I'apoptose par les neutrons rapides dépend du statut p53 des cellules
lymphoblastoides, et d’autre part d’analyser le role des caspases dans l'apoptose
induite par ce type de rayonnement.

Nos résultats montrent qu'apres une exposition aux neutrons rapides, les cellules
WTK1 et NH32 entrent en apoptose, bien que ce processus soit quantitativement
moins important et retardé par rapport aux cellules TK6, qui expriment une protéine
p53 sauvage. Ceci suggere que les neutrons rapides induisent I'apoptose dans les
cellules lymphoblastoides par deux voies différentes : une voie dépendante de p53,
qui entraine une apoptose rapide et massive, et une deuxiéme voie, p53-
indépendante, responsable d’une apoptose plus tardive. Nous avons également
montré que les caspases effectrices de type caspase-3 sont activées suite a une
irradiation par des neutrons rapides et que leur activité est responsable de I'apoptose
observée. De plus, les neutrons sont plus efficaces que les rayons X, pour initier le
processus apoptotique quel que soit le statut p53 des cellules. Cependant, la survie
des cellules irradiées par les neutrons, mesurée par la formation de colonies suggere
que la plus grande efficacité biologique relative des neutrons rapides serait plutot le
reflet d’'une mort clonogénique plus importante que d’une augmentation de

I"apoptose radio-induite.

Bien que le modele le plus couramment accepté associe la présence d'une protéine
P53 fonctionnelle a la capacité des cellules irradiées a entrer en apoptose (Nakano et
al. 2001), des études récentes ont démontré que 1'apoptose induite par les rayonsy
peut étre indépendante de p53 et méme que la présence de protéine p53 sauvage
peut inhiber I'apoptose des cellules de lymphome DLA40, suite a une irradiation par
des rayonsy (Ogawa et al. 2000). D’autres travaux ont encore suggéré que des
mutations de p53 pourraient étre a l'origine d'une plus grande radiosensibilité.

Cependant, la survenue de l'apoptose a été associée au statut p53 des cellules TK6,
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exposées aux rayons y (Yu et Little 1998, Yu et al. 1997, Zhen et al. 1995). Ces données
contradictoires justifient notre intérét pour cette protéine.

Yu et Little ont proposé deux mécanismes différents d’induction de l'apoptose par
les rayons vy, selon le statut p53 des cellules. Nos résultats confirment ces travaux,
démontrant I'implication de p53 dans l'apoptose induite par les radiations a TEL
faible pour la lignée cellulaire TK6. Contrairement aux radiations a TEL faible, peu
d’informations sont disponibles quant au role de p53 dans l'apoptose induite les
radiations a TEL élevé. Il a été rapporté dernierement que les cellules TK6 sont plus
sensibles aux ions fer (1 Gy/nucléon) que les cellules WTK1, soulignant le role de
p53 dans la cytotoxicité des radiations a TEL élevé (Wiese et al. 2001). Nos résultats
sont en accord avec ces données, démontrant la relation entre p53 et I'apoptose
induite par les radiations a TEL élevé et montrent pour la premieére fois que le géne
p53 intervient dans ’apoptose induite par les neutrons rapides.

Pour estimer le taux d’apoptose, nous avons non seulement mesuré ’externalisation
des phosphatidylsérines, mais aussi quantifié l'apparition des particules
hypodiploides et I'activité des caspases, étant donné que les cellules nécrotiques
peuvent aussi étre positives au marquage a I’annexine V. Nos résultats indiquent que
les cellules déficientes en protéine p53 fonctionnelle sont tout de méme capables
d’entrer en apoptose apres exposition aux neutrons rapides, ce qui suggere qu’il
existe une voie d'induction d’apoptose indépendante de p53. Néanmoins, 1'étude de
I'apoptose uniquement dans les cellules WTK1 ne nous permet pas de conclure a
I'existence d’'une voie apoptotique indépendante de p53. En effet, ces cellules
expriment une protéine p53 mutée au niveau du domaine de liaison a I’ADN rendant
impossible l'activité de transactivation mais laissant a cette protéine la capacité
d’exercer ses autres fonctions apoptotiques, comme linteraction avec la
mitochondrie (Marchenko et al. 2000). Par contre, l'induction d’apoptose apres
irradiation par les rayons X et les neutrons rapides, dans les cellules NH32, ou le
gene p53 est délété, démontre clairement l'existence d’une voie apoptotique p53-

indépendante, qui est plus lente et moins importante que 1’apoptose p53-dépendante.
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Nos résultats montrent également que les réponses apoptotiques observées dans les
trois lignées cellulaires peuvent étre corrélées avec l'activation des caspases
effectrices (-3 et -7). En effet, dans les cellules TK6 I'induction d’apoptose par les
neutrons est massive et rapide apres irradiation a 4 Gy (Figure 61), et l'activité des
caspases-3 et -7 atteint son maximum a 24 h (Figure 62). De méme, dans les cellules
WTK1 et NH32, ou l'apoptose est retardée, l'activité de ces caspases effectrices
augmente progressivement jusqu’a 72 h. Les deux voies d’initiation de 1’apoptose par
les neutrons rapides sont donc caractérisées par l'activation des caspases effectrices
-3 et -7. Yu et Little ont également obtenu les mémes résultats concernant I’activation
de la caspase-3 apres irradiation par des rayons X (Yu et Little 1998). En outre,
'inhibition de ces caspases dans les cellules TK6 prévient l'apparition des criteres
d’apoptose tels que l'externalisation des phosphatidylsérines et la formation de
particules hypodiploides, confirmant ainsi le role central de ces caspases de type-3
dans I'apoptose induite par les neutrons. L’activation des caspases de type caspase-3
semble étre un phénomeéne universel de nombreuses voies d’apoptose et est méme
considérée comme un critere d’identification de la mort cellulaire programmée
(Marshman et al. 2001, Degterev et al. 2003). Par ailleurs, nous avons également
observé que l'inhibition de ces caspases se traduit non seulement par une diminution
de 'apoptose mais aussi par une induction d"une mort cellulaire de type nécrotique.
Coelho et al. avaient déja mis en évidence cette conversion de 'apoptose en nécrose
lors de I'inhibition des caspases de type-3 dans les cellules MOLT-4 aprés irradiation
par des rayons X (Coelho et al. 2000). Les explications concernant cette transition sont
diverses : elle pourrait provenir d"une diminution de la quantité d’ATP de la cellule
empéchant la formation de l'apoptosome (Leist et al. 1997, Eguchi et al. 1997).
D’autres auteurs ont suggéré qu'un défaut du clivage de la PARP pourrait rediriger
la cellule vers la nécrose (Ha et Snyder 1999). Malgré ces hypotheses, les mécanismes
a l'origine de la conversion apoptose/nécrose apres irradiation restent encore
inconnus. Toutefois, ces résultats montrent que 'inhibition des caspases n’empéche
pas la mort des cellules et que I"apoptose et la nécrose peuvent étre induites par des

mécanismes similaires (McCarthy et al. 1997).

-140-



Résultats - Etude de l'apoptose induite par les neutrons rapides

L’apoptose et la mort clonogénique observées apres irradiation par les neutrons
rapides sont toutes les deux supérieures a celles mesurées apres irradiation par les
rayons X. Les neutrons rapides sont donc plus efficaces que ces derniers pour
provoquer la mort des cellules. Ces résultats confirment des études précédentes,
réalisées in vivo sur des souris, qui montrent que les neutrons rapides induisent une
plus grande diminution du poids et de la cellularité de la rate que les rayons X (Holl
et al. 2000). En outre, apres exposition aux neutrons rapides, l'apoptose est
déclenchée plus rapidement et de facon plus importante, suggérant que les
dommages infligés par les neutrons rapides sont plus séveres que ceux induits par
les rayons X. Le nombre de particules hypodiploides atteint 50%, 24 h apres
irradiation aux neutrons rapides dans les cellules TK6, alors qu’il n’est que de 10%
apreés exposition aux rayons X. De méme, Wang et al. ont montré que les neutrons
rapides induisent une apoptose plus importante des cellules de carcinome rectal que
les rayons X (Wang et al. 2001). Des expériences réalisées sur des cellules
thyroidiennes de rat Fischer ont également démontré que l'apoptose induite par les
protons est plus élevée et apparait plus rapidement que 'apoptose induite par les
rayons y. Ces auteurs expliquent la forte efficacité biologique des protons par les
caractéristiques physiques de ces particules, en particulier la formation de
« grappes » d’ionisations (Green et al. 2001). D’autres travaux ont mis en évidence
dans des cellules lymphoblastoides, la génération par les neutrons rapides de
dommages au niveau de I’ADN, plus difficilement réparables que ceux induits par
les rayons y, suggérant que ces dommages plus complexes seraient responsables de
I’efficacité biologique des neutrons (Mustonen et al. 1999). Il reste a déterminer si ces
dommages complexes induits par les radiations a TEL élevé, déclenchent des
mécanismes d’initiation de I'apoptose qui leur sont propres.

Dans notre modele, les neutrons rapides provoquent une augmentation de
I'apoptose plus forte que les rayons X, a 24 h, quel que soit le statut p53 des cellules.
Les EBR calculées a 24 h, sont d’ailleurs identiques pour les trois lignées cellulaires
(1,8). Cependant, lorsque p53 est non fonctionnel, il n'y a pas de différence
significative entre les deux types de rayonnements, concernant I'apoptose induite,

72 h apres irradiation. Néanmoins, les tests de survie clonogénique indiquent que les
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cellules présentant une protéine p53 non fonctionnelle, sont plus sensibles aux
neutrons qu’'aux rayons X. Ainsi, d’apres ce test de formation de colonies, le statut
P53 de ces cellules est bien plus important lors d’une irradiation par des neutrons
rapides, qu’apres irradiation par des photons. Donc, la plus grande efficacité
biologique des neutrons repose sur une induction de l’apoptose plus importante
ainsi que sur une induction accrue de mort clonogénique, indépendante de p53. Nos
résultats soutiennent donc 1'idée que les radiations a TEL élevé présentent un
avantage par rapport aux rayons X, vis-a-vis des lignées tumorales radiorésistantes
(Takahashi et al. 1998). Cette absence de corrélation entre I'augmentation de la 1étalité
cellulaire et I'induction de l'apoptose a déja été décrite par Kim et al. dans des
cellules de carcinomes dans les traitements associant les neutrons et le cisplatine
(Kim et al. 2000). Ce phénomene peut étre expliqué par les dommages difficilement
réparables induits par les neutrons qui entraineraient une mort clonogénique, due a
la capacité réduite de ces cellules a initier une apoptose rapide (due a ’absence de

p53 fonctionnelle).

En conclusion, cette étude met en évidence le role de la protéine p53 dans I'induction
d’apoptose par les neutrons rapides. Les neutrons rapides activent I'apoptose suivant
deux voies distinctes : une voie dépendante de p53 qui intervient des les premieres
heures apres l'irradiation, et une voie indépendante de p53, plus lente, mais faisant
elle aussi intervenir les caspases. Des études complémentaires sont nécessaires pour
déterminer s’il existe également des différences dans les mécanismes cellulaires a
I'origine de ces deux voies de signalisation. En outre, 1'efficacité biologique des
neutrons par rapport aux rayons X dans l'induction de la mort clonogénique des
cellules lymphoblastoides déficientes en p53 a également été démontrée. La plus
grande cytotoxicité des neutrons pourrait compenser la capacité réduite de ces
cellules a entrer en apoptose. Il serait intéressant d’évaluer d’'une part si p53
détermine la sensibilité des cellules TK6 et de ses variants a d’autres types de
radiations a TEL élevé et d’autre part si les neutrons rapides induisent la méme
cytotoxicité dans d’autres lignées déficientes en p53 ou en tout autre composant de la

machinerie apoptotique.
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Chapitre 2

SIGNALISATION DE L’APOPTOSE INDUITE DANS DES LIGNEES
LYMPHOBLASTOIDES PAR LES NEUTRONS RAPIDES

RESUME

Les résultats précédents montrent que le statut p53 des cellules lymphoblastoides
détermine leur sensibilité face aux neutrons rapides et intervient dans I'induction de
I'apoptose. L’objectif de cette étude était de caractériser les deux voies de
signalisation apoptotiques activées dans les lignées lymphoblastoides par les
neutrons rapides afin d’identifier les différents mécanismes impliqués dans le
déclenchement du processus apoptotique en fonction de p53. Nous avons déterminé
I'implication des caspases par « western blot». Le role des mitochondries a été
évalué par la mesure de la chute du potentiel transmembranaire A¥Ym et par le
clivage de la protéine pro-apoptotique BID. Nos résultats montrent que le statut p53
affecte non seulement la cinétique d’induction de 'apoptose mais aussi la nature des
caspases activées. L’apoptose pb3-dépendante est associée a l'activation des
caspases-3, -7, -8 et -9, au clivage de BID, a la chute du A¥Ym et a la libération du
cytochrome c¢ de la mitochondrie vers le cytoplasme. Par contre, la caspase-7 parait
étre activée par une voie de signalisation indépendante de p53. L’utilisation
d’inhibiteurs spécifiques de caspases nous a permis d’identifier la caspase-8 comme
étant responsable du clivage de BID dans les cellules TK6. Dans leur ensemble, ces
résultats mettent en évidence le role essentiel de la mitochondrie et de 'activation de
BID par la caspase-8 dans le déroulement de I'apoptose p53-dépendante induite par
les neutrons rapides.

Ces résultats ont fait 1'objet d’'une publication dans le journal Biochemical and
Biophysical Research Communications (Fischer et al., Biochemical and Biophysical

Research Communications 2003).
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1. INTRODUCTION

Les mécanismes cellulaires d’induction de I'apoptose par les radiations ionisantes ont
déja fait I'objet de nombreuses études. Il est établi que l'irradiation active des signaux
cellulaires qui vont conduire a l'initiation du processus apoptotique par l’activation
des caspases initiatrices : les caspases-8 et -9 (Norbury et Zhivotovsky 2004, Baatout
et al. 2001). Puis celles-ci activent les caspases effectrices (caspases-3, -6 et -7) qui
clivent différents substrats cellulaires, ce qui est a l'origine des caractéristiques
biochimiques et morphologiques de 1'apoptose (Cohen 1997). Cependant, la nature
des signaux cellulaires mis en jeu par les radiations ainsi que les caspases initiatrices
activées restent sujet a controverse. Le modele le plus couramment accepté pour
I'initiation de l’apoptose par les photons (rayons X ou y) fait intervenir p53 dans
I'activation transcriptionnelle de la protéine pro-apoptotique BAX (Miyashita et Reed
1995, Gong et al. 1999, Pruschy et al. 2001). BAX interagit avec la membrane
mitochondriale, ce qui résulte en une chute du potentiel membranaire mitochondrial
Aym et la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme (Jurgenmeister et al. 1998).
Puis le cytochrome c s’associe a la procaspase-9, au dATP et a Apaf-1 pour former
I'apoptosome responsable de l'activation de la caspase-9, qui active par la suite les
caspases effectrices (Zou et al. 1999, Hentgartner 2000). Tout comme dans ce modele,
I'activation de la caspase-9 causée par la libération du cytochromec est aussi
responsable de l'initiation du programme apoptotique dans l'apoptose induite par
des agents chimiques (Sun et al. 1999). D’autres études ont placé la caspase-8 a
'origine du processus apoptotique induit par les rayons X. Ding ef al. ont mis en
évidence une activité de la caspase-8 en amont de la mitochondrie dans des
fibroblastes embryonnaires de souris exposés aux rayonsy (Ding et al. 2000).
L’activation de la caspase-8 peut aussi étre causée par une induction de la voie des
récepteurs de mort par l'irradiation (Embree-Ku et al. 2002, Fulda et al. 1998). Dans
cette voie des récepteurs, la caspase-8 active les caspases effectrices directement ou
indirectement par une boucle d’amplification faisant intervenir la protéine pro-

apoptotique BID et la mitochondrie (Scaffidi et al. 1998, Luo et al. 1998). Dans ce

-144-



Résultats - Etude de I'apoptose induite par les neutrons rapides

dernier cas, BID clivé par la caspase-8 s’integre dans la membrane mitochondriale et
comme BAX, induit le relargage du cytochrome c dans le cytoplasme ce qui conduit a
'activation de la cascade des caspases. Par ailleurs, la caspase-8 peut étre activée
apres irradiation indépendamment des récepteurs de mort (Belka ef al. 1999). 1l a
aussi été rapporté que 'activation de la caspase-8 et de BID induite par les radiations
se produisait apres les dommages mitochondriaux (Belka et al. 2000), suggérant que
le clivage de BID par la caspase-8 serait plutoét impliqué dans la phase d’exécution de
I'apoptose. Ces données contradictoires soulignent la complexité des mécanismes
responsables du déclenchement de l'apoptose radio-induite. Contrairement aux
rayons X et y, peu de travaux portent sur l'initiation et le déroulement du processus
apoptotique induit par les neutrons rapides. Dans les expériences précédentes, nous
avions précisé 'importance de p53 dans la sensibilité des cellules lymphoblastoides
vis-a-vis des neutrons rapides. Les différences quantitatives observées entre ce type
de rayonnement et les rayons X en terme d’induction d’apoptose peuvent amener a
penser que les neutrons rapides induisent des voies de signalisation apoptotiques
différentes des rayons X. Cette hypothése est également soutenue par le fait que
certaines cellules tumorales résistantes a la chimiothérapie d’'une part, et a
I'irradiation par des photons d’autre part, soient sensibles aux neutrons rapides
(Britten et al. 1990, Aref et al. 1999). Des lors, une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans la cytotoxicité des neutrons rapides revét une
importance particuliére, en vue de l'utilisation de ces rayonnements pour le
traitement des cancers, dans le cadre de 1'hadronthérapie (Scalliet et al. 2001). Ainsi
l'objectif de ce travail était de définir les mécanismes cellulaires impliqués dans le
déclenchement des deux voies de signalisation apoptotique activées par les neutrons
rapides en fonction de p53, dans les lignées lymphoblastoides humaines. Ces deux
voies avaient été mises en évidence et décrites dans le chapitre précédent. Nous
avons tenté d’identifier les caspases activées dans chacune de ces voies d’apoptose et
étudié le role de la mitochondrie et de BID dans l'initiation de l'apoptose suite a

I’exposition aux neutrons rapides.
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2. RESULTATS

Pour déterminer les différences qualitatives entre les deux voies apoptotiques
induites par les neutrons rapides dans les cellules lymphoblastoides, nous avons
choisi d’irradier uniquement les lignées TK6 (p53 sauvage) et NH32 (p53 délété). La
lignée WTK1 n’a pas été utilisée pour ces expériences puisque ces cellules mutées
pour p53 sont issues de passages successifs en culture et peuvent présenter des
mutations dans d’autres genes de la machinerie apoptotique. Ces mutations
pourraient étre responsables de l'induction d’autres voies de signalisation, qui ne
seraient pas causées essentiellement par 1'absence de p53. Les cellules NH32, qui
présentent uniquement une délétion du gene p53, sont plus adaptées pour I'étude de
I'apoptose-p53 indépendante. Par ailleurs, la fréquence des mutations spontanées
ainsi que celle des mutations radio-induites, pour les cellules NH32 ne sont pas plus

élevées que celles observées pour les cellules TK6 (Chuang et al. 1999).

2.1. Externalisation des phosphatidylsérines et inhibition des caspases

Comme nous 'avons montré précédemment, les neutrons rapides induisent dans les
cellules lymphoblastoides, une voie d’apoptose p53-dépendante massive, qui
intervient de fagon précoce, alors que 1'apoptose p53-indépendante, observée dans

les cellules NH32 est moins importante et plus tardive.
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Figure 67 : Apoptose induite par les neutrons rapides en fonction du statut p53 des
cellules. (A) Externalisation des phosphatidylsérines apres irradiation par les neutrons rapides d
4 Gy, mesurée par cytométrie en flux apres marquage a l'annexine V-FITC des cellules TK6 (O)
et NH32 (®). Chaque point représente la moyenne + SD de trois expériences indépendantes. (B)
Inhibition de l'externalisation des phosphatidylsérines, mesurée 24 h apres irradiation a 4 Gy, par
des neutrons rapides dans les cellules TK6, traitées 1 h avant l'irradiation par l'inhibiteur de

caspases, z-VAD-fmk (50 uM). L’inhibition de I'apoptose se traduit par une diminution du

volume du pic positif (a droite) entre les cellules irradiées et les cellules iradiées et traitées par
z-VAD-fmk.

La Figure 67 rappelle ces résultats : en effet, 'apoptose, mesurée par 1'externalisation
des phosphatidylsérines en cytométrie en flux, augmente de 34% a 73% de24 ha 48 h
apres irradiation, dans les cellules TK6 alors que dans les cellules NH32 elle passe de
13% a 26% (Figure 67A). En outre, I’addition de I'inhibiteur de caspases, z-VAD-fmk
(50 uM), une heure avant l'irradiation des cellules TK6, réduit fortement la
proportion de cellules positives a 1'annexine V-FITC de 34% a 16% (Figure 67B),

démontrant que ce critére précoce de I'apoptose est sous le controle des caspases.
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2.2. Activités des caspases en fonction du statut p53

Nous avons vu dans I'étude précédente que I'apoptose induite par les neutrons fait
intervenir les caspases de type caspase-3 dans les cellules TK6 et dans les cellules
NH32. Cependant, les cinétiques d’activation de ces caspases different selon le statut
P53 des cellules. Par conséquent, nous avons tenté de définir quelle caspase pouvait
étre a l'origine de l'activation de ces caspases effectrices. Pour ce faire, les cellules ont
été lysées a différents temps apres irradiation a 4 Gy par les neutrons rapides, et
incubées avec différents substrats spécifiques de chaque caspase étudiée : Ac-IETD-
amc, Ac-LEHD-amc et Ac-DEVD-amc, respectivement clivés par la caspase-8, la
caspase-9 et les caspases-3 et -7 (Gurtu et al. 1997, Thornberry et al. 1997). Le clivage
de ces substrats conduit a une fluorescence qui permet de quantifier l'activité de ces
caspases. La Figure 68 montre que dans les deux lignées cellulaires, les caspases
initiatrices-8 et -9, ainsi que les caspases effectrices sensibles au DEVD, semblent étre
activées simultanément, rendant difficile I'identification de celle qui déclenche la
cascade protéolytique. Dans les cellules TK6, les caspases-3, -9 et -8 atteignent leur
maximum d’activité 24 h apres irradiation (Figure 68A). Cette activité diminue
ensuite de 24h a 72h. Au contraire, dans la lignée NH32, les activités des trois
caspases sont retardées et significativement plus faibles par rapport a celles
observées dans la lignée TK6 (Figure 68B). En fait, dans ces cellules déficientes en
p53, les valeurs mesurées ne sont significativement supérieures au controle
non-irradié qu’a partir de 48 h apres irradiation (p<0,05). Ainsi, les trois activités
caspases augmentent progressivement en fonction du temps atteignant leur
maximum a 72 h apres irradiation, dans les cellules NH32. Il est important de noter

que dans ces cellules, I’activité de la caspase-9, méme a 72 h, reste tres faible.
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Figure 68 : Etude comparative des cinétiques de plusieurs activités
caspases activées par les neutrons rapides a 4 Gy. Aux temps
indiqués, les cellules TK6 (A) et les cellules NH32 (B) ont été lysées et
I'hydrolyse de Ac-DEVD-amc  (caspases-3 et -7), Ac-IETD-amc
(caspase-8), Ac-LEHD-amc (caspase-9) a été mesurée a l'aide de tests
fluorimétriques. Les wvaleurs sont les moyennes £SD d'une expérience
représentative réalisée en triplicate.

Les profils similaires obtenus dans les cellules TK6, pour les activités caspase-3 et -8

indiquent que l'une peut étre a 'origine de l'activation de l'autre. Par ailleurs, le
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traitement avant irradiation des cellules TK6 avec linhibiteur spécifique de la
caspase-8, Ac-IETD-CHO (200 uM) prévient significativement 1'activité des caspases
effectrices-3 et -7 (Figure 69A).

O 0 Gy 0 0 Gy
O 4 Gy O 4Gy
8 B 4 Gy + IETD-CHO B 4 Gy + DEVD-CHO
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Figure 69 : Effets de "inhibition de la caspase-8 et de la caspase-3 sur les
activités des autres caspases, apreés irradiation aux neutrons rapides. Les
cellules TK6 ont été traitées, 1 h avant irradiation, par les neutrons rapides a 4 Gy,
par Ac-IETD-CHO (A) ou par Ac-DEVD-CHO (B) a 200 M. Les activités
enzymatiques des caspases-9, -8, ou -3 et -7 ont été quantifiées 24 h apres irradiation.

De méme, l'inhibition des caspases de type caspase-3 par [l'addition
d’Ac-DEVD-CHO (200 uM) résulte en une diminution de I'activité des caspases-8 et -
9 (Figure 69B). Ces résultats suggerent que la caspase-8 semble étre activée en amont
de la caspase-3, qui peut a son tour, initier une boucle d’amplification positive en

activant les caspases-8 et -9 (Scaffidi et al. 1998).

2.3. Analyse de l’activation des caspases par western blot

Pour compléter ces tests enzymatiques et étudier plus en détails 1'implication des

caspases dans l'apoptose induite par les neutrons rapides, nous avons ensuite
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analysé l'expression de plusieurs de ces protéases par western blot. La figure 70
montre que les deux lignées expriment la forme inactive de la caspase-3 (32 kDa), en
I'absence d’irradiation (Figure 70, 0 h). Apres irradiation a 4 Gy, une diminution de
I'expression de la procaspase-3 est observée a partir de 24 h, pour les cellules TK6,
avec une disparition totale de cette protéine a 72 h. En s’appuyant sur les résultats
précédents d’activité DEVDase (Figure 68), nous pouvons affirmer que la diminution
de I'expression de la procaspase-3 résulte du clivage protéolytique de celle-ci en
caspase-3 active. Nous n’avons pu mettre en évidence la sous-unité active de 17 kDa,

sur le western blot.

TK6 NH32
P33 (+/+) P33 (-/-)
Procaspase-3
(32 kDa)
Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h
e, e O Gm— a—— 4 Gy
— s Swn ems e (0 Gy

Procaspase-7

(35 kDa)
Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h
—_—— e — — — 4 Gy

Figure 70 : Analyse du role de la caspase-3 et de la caspase-7 dans
U'apoptose induite par les neutrons rapides. Western blot de la procaspase-3
et de la procaspase-7 dans les cellules TK6 (a gauche) et les cellules NH32 (a
droite) apres irradiation par les neutrons rapides a 4 Gy. Aux temps indiqués
aprés irradiation, 60 ug de protéines isolées des cellules ont été séparées par
électrophorese SDS-PAGE. Les cellules non irradiées sont utilisées comme
controle.

Par contre, dans les cellules NH32, la bande correspondant a la proforme de la
caspase-3 reste identique en fonction du temps, méme 72h apres irradiation,

suggérant qu'une autre protéase est responsable du clivage du substrat Ac-DEVD-
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amc mesuré dans ces cellules. Etant donné que les caspases-3 et -7 présentent la
méme spécificité de substrat in vitro, nous avons alors émis I'hypothese que la
caspase-7 pourrait étre responsable de l'activité DEVDase mesurée dans les cellules
NHB32 (Thornberry et al. 1997). L’analyse de la caspase-7 par western blot valide cette
hypothése, en montrant que l'expression de la procaspase-7 (35 kDa) diminue en
fonction du temps apres irradiation dans les deux types cellulaires (Figure 70). Les
cellules NH32 présentent une réduction plus marquée de l'expression de cette
proforme, 72 h apres irradiation, ce qui concorde avec 'augmentation de l'activité
DEVDase (Figure 68). La caspase-7 est donc activée par les neutrons rapides
indépendamment du statut p53 des cellules, contrairement a la caspase-3 activée

uniquement dans les cellules TK6.

TK6 NH32

Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h
. T ————
W W o e |h L q!‘""’}f Procaspase-8 (56 kDa)

i-—g— P S — s—— Procaspase-9 (47 kDa)

S e > P [ == == =] Actine (43 kDa)

Figure 71 : Analyse de l'activation de la caspase-8 et de la caspase-9 par les
neutrons rapides. Les cellules TK6 et NH32 ont été lysées aux temps indiqués aprés
irradiation a 4 Gy et les protéines isolées ont été déposées sur un gel d’électrophorese pour le
western blot des procaspases-8 et -9. La diminution de la proforme de la caspase correspond
a l'activation par clivage de cette protéase. Ces données sont représentatives de trois
expériences indépendantes. L’actine sert de controle pour s’assurer qu'une quantité égale de
protéines est déposée dans chaque puits du gel.

L’expression des caspases initiatrices-8 et -9 a également été analysée par western
blot. Lirradiation induit une diminution de I'expression des proformes de ces deux
caspases, des 24 h apres irradiation, dans les cellules TK6 (Figure 71). Comme dans
les western blot précédents, une réduction des procaspases se traduit par une
activation de ces enzymes, suite a un clivage protéolytique. Donc les caspases-8 et-9

sont activées dans les cellules TK6 suite a une exposition aux neutrons rapides, ce qui
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peut étre corrélé avec les tests enzymatiques. Pour les cellules NH32, I'activation de
la caspase-8 n’est observée qu’a partir de 72h, ott la diminution de la bande
correspondant a la procaspase-8 devient significative (Figure 71). Ces données
confirmées par l'activité enzymatique, indiquent que cette caspase est activée
tardivement en 1’absence de p53. Au contraire, dans ces cellules déficientes en p53,
aucune réduction de la proforme de la caspase-9 n'a pu étre décelée sur le western
blot (Figure 71), méme 72 h aprés irradiation, ce qui suggere que cette caspase n’est
pas activée dans les cellules NH32 et semble contredire les activités caspase mesurées
(Figure 68). Néanmoins, 1'activité caspase-9 dans les cellules NH32 est trés faible et

pourrait étre due a d’autres caspases partageant les mémes spécificités de substrat

(Thornberry et al. 1997).

Par ailleurs, afin d’identifier la caspase initiatrice responsable de l'activation des
caspases effectrices, nous avons réalisé des western blot en présence d’inhibiteurs
spécifiques de caspases. L’addition de l'inhibiteur de la caspase-8, Ac-IETD-CHO
avant l'irradiation prévient la diminution de I'expression de la procaspase-8 et par
conséquent l'activation de cette protéase, 24 h apres irradiation (Figure 72). Ces
résultats apportent une preuve supplémentaire a 1'hypothese selon laquelle la
caspase-8 interviendrait avant l'activation de la caspase-3 dans la voie de

signalisation apoptotique induite par les neutrons rapides.

0Gy 4Gy 4Gy+ETD

— Procaspase-3
TK6 (32 kDa)
P53 (+/+) Act
- — — ctine
' (43 kDa)

Figure 72 : Analyse par western blot de la procaspase-3, apres
inhibition de la caspase-8 dans les cellules TK6. Les cellules ont été
traitées 1h avant lirradiation par [inhibiteur de la caspase-8,
Ac-IETD-CHO a 200 uM. Elles ont été prélevées pour 'analyse 24 h apres
irradiation. Les taux d’actine sont utilisés comme contrdle, pour s’assurer
qu’une quantité égale de protéines a été déposée dans chaque puits. Les

intensités des bandes ont été calculées en utilisant le logiciel Quantity
One.
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De plus, d’autres western blot effectués a des temps plus précoces apres irradiation a
4 Gy par les neutrons rapides (Figure 73), font apparaitre une forte réduction de la
procaspase-8, 19 h apres irradiation (de 100% a 34%). A 1'opposé, la diminution de la
procaspase-3 a ce temps, est nettement plus faible, de 100% a 70%, ce qui suggere que
'activation de la caspase-8 serait plus précoce que celle de la caspase-3 et soutient
I'idée que la caspase-8 est activée en amont de la caspase-3 apres irradiation par les

neutrons rapides.

4 Gy

0Gy 5h 19h 24h 48h 72h

S = =% .| Procaspase-8 (56 kDa)
100% 94% 34% 39% 11% 18%
TK6 4 Gy

0Gy 5h 19h 24h 48h 72h

o e @ . .. - « = = | Procaspase-3 (32 kDa)

100% 93% 70% 15% 6% 5%

Figure 73 : Comparaison des cinétiques d’activation des caspases-8 et -
3, apreés irradiation par les neutrons rapides a 4 Gy. Analyse par western
blot de la procaspase-8 et de la procaspase-3 dans les cellules TK6. Les
intensités des bandes ont été calculées en utilisant 'analyseur d’images
GelDoc et le logiciel Quantity One et sont indiquées sous chaque bande en %
par rapport au témoin non irradié.

24. L’apoptose dépendante de p53 est caractérisée par des dommages

mitochondriaux causés par les caspases

Afin d’évaluer I'implication de la mitochondrie dans le processus apoptotique, activé
par les neutrons rapides, la chute du potentiel membranaire mitochondrial AYm a

été mesurée grace au marqueur JC-1 (Figure 74).
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Figure 74: Chute du potentiel
membranaire mitochondrial (A¥n)
induite par les neutrons rapides. Le
nombre de cellules présentant une chute
du A'¥m 24 h apres irradiation a 4 Gy
par les neutrons, ont été dénombrées
par cytométrie en flux apres marquage
au JC-1. Les valeurs sont les moyennes

] TK6 de trois expériences indépendantes.
B NH32

Le nombre de cellules TK6 présentant une chute de leur potentiel mitochondrial

augmente de 2% a 43%, 24 h apres irradiation par des neutrons rapides a 4 Gy. A

I'opposé, dans les cellules NH32, il n"y a pas d’augmentation significative du nombre

de cellules avec un potentiel mitochondrial bas apres irradiation (de 5% a 11%,

p>0,05). Ces résultats indiquent que la chute du potentiel mitochondrial est sous le

Puis, pour déterminer si cette chute du potentiel intervient en amont ou en aval de

l'activation des caspases, nous avons traité les cellules TK6 avant l'irradiation, avec
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)
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controdle de la voie p53-dépendante.
'inhibiteur de caspases, z-VAD-fmk.
(2]
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% 4 Gy +
8 z-VAD-fmk
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o
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e 9 0 Gy
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Figure 75 : Intervention des caspases dans les
dommages mitochondriaux induits par les
neutrons rapides. Les cellules TK6 ont été
traitées par l'inhibiteur de caspases, z-VAD-fmk
(50 uM), 1 h avant lirradiation par les neutrons,
a 4 Gy. La chute du potentiel mitochondrial
(A¥m) a été mesurée a l'aide du JC-1, 24 h apres
irradiation. Le pourcentage représente le nombre
de cellules présentant une chute du A%¥m. Ces
résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes.
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Comme l'indique la Figure 75, z-VAD-fmk inhibe fortement le décalage vers la
gauche du pic de fluorescence rouge du JC-1, observé dans les cellules TK6 irradiées,
ce qui révele que les caspases sont partiellement responsables de la chute du
potentiel mitochondrial. Une diminution de ces dommages mitochondriaux suite au
traitement par linhibiteur de caspases, z-VAD-fmk, a aussi été décrite, apres
exposition aux photons (Chen et al. 2000). Par contre, 'inhibiteur spécifique de la
caspase-3, Ac-DEVD-CHO ne prévient pas la chute du potentiel mitochondrial dans
les cellules TK6 aprés exposition aux neutrons rapides, ce qui indique que

l'activation de la caspase-3 se produirait en aval des dommages mitochondriaux.

2.5. L’apoptose p53-dépendante fait intervenir BID

Etant donné que nos résultats montrent que les caspases sont activées avant la chute
du potentiel membranaire mitochondrial, nous nous sommes ensuite demandés si,
comme dans la voie des récepteurs de mort, la protéine BID pouvait jouer un role
dans les dommages mitochondriaux causés par les neutrons rapides. BID est un
membre pro-apoptotique de la famille BCL-2. Sa forme inactive de 22 kDa est clivée
par les caspases, résultant en un fragment actif de 15 kDa (Luo et al. 1998). Ainsi,
pour étudier I'implication de BID dans I'apoptose induite par les neutrons rapides,
nous avons effectué un western blot de la protéine BID sur les deux lignées
cellulaires apres irradiation a 4 Gy. La Figure 76 met en évidence la présence de BID

inactif de 22 kDa dans les deux lignées cellulaires.
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TK6 NH32
Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h
- & o> «» ® B
- (22 kDa)
Actine
R e P R i
(43 kDa)

Figure 76 : Détermination du clivage de BID, par western
blot, apres irradiation par les neutrons rapides. Aux temps
indiqués apres irradiation a 4 Gy, les cellules ont été lysées et
les protéines extraites ont été séparées par électrophorese. La
protéine BID a été détectée grice a un anticorps spécifique de sa
forme inactive (22 kDa). Ces données sont représentatives de
trois expériences indépendantes.

Le western blot de I’actine est utilisé comme controle pour s’assurer qu'une quantité
identique de protéines est déposée pour chaque échantillon. Les données obtenues
pour les cellules TK6 montrent une diminution de la forme inactive de 22 kDa de BID
a partir de 24 h apres irradiation, avec une disparition complete 72h apres
irradiation, suggérant que la forme inactive a été clivée en sa forme active
(Figure 76). Par contre, dans les cellules NH32, aucune modification significative de
'expression de BID n’a pu étre détectée apres irradiation, méme a 72 h. Ces résultats
amenent a la conclusion que BID est uniquement impliqué dans la voie apoptotique

dépendante de p53, induite par les neutrons rapides.

2.6. Identification de la caspase responsable du clivage de BID

BID peut étre activé par la caspase-8 ou par la caspase-3 (Belka et al. 2000). Nous
avons donc entrepris d’autres expériences pour identifier la caspase responsable du
clivage de BID suite a une exposition aux neutrons rapides. Pour cela, deux
inhibiteurs spécifiques de caspase ont été utilisés: 1’Ac-IETD-CHO et
I’Ac-DEVD-CHO qui inhibent respectivement la caspase-8 et la caspase-3 et un

western blot de BID a été réalisé aprés irradiation des cellules TK6 a 4 Gy. La
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Figure 77 montre clairement la disparition de la proforme de BID aprés irradiation.
Cette diminution de BID est inhibée par le traitement avec I’ Ac-IETD-CHO mais pas
par I’Ac-DEVD-CHO.

TKG6 NH32
1 2 3 4 1 2 3 4
— — - —~——— —y, D ——— — BID
(22 kDa)
—’ ‘ Actine
< msam— e e s s (43 kDa)

Figure 77 : Effets de l'inhibition de la caspase-3 et de
la caspase-8 sur le clivage de BID, 24 h apres
irradiation par les neutrons rapides. (1) cellules non
irradiées, (2) cellules irradiées a 4 Gy, (3) cellules traitées
par ’Ac-DEVD-CHO (200 uM) et irradiées a 4 Gy, (4)
cellules traitées par I'’Ac-IETD-CHO (200 uM) et irradiées
a 4 Gy. L'actine sert de témoin pour la quantité de
protéines. Ces résultats sont représentatifs de trois
expériences indépendantes.

Les résultats concernant les cellules NH32 sont donnés a titre de controle. Ainsi, dans
les cellules TK6, seule I’addition de I'inhibiteur de la caspase-8 prévient le clivage de
BID, suggérant que la caspase-8 est responsable de l'activation par les neutrons

rapides de la protéine BID.

2.7. Libération du cytochrome ¢ de la mitochondrie lors de 1l’apoptose p53-

dépendante

Nous avons montré que lors de 'apoptose p53-dépendante induite par les neutrons
rapides, les caspases interviennent en amont de la mitochondrie et BID est activé par
la caspase-8. Pour approfondir ce modele de signalisation, nous avons tenté de
définir si BID une fois activé interagissait avec la mitochondrie et favorisait la
libération du cytochromec. Nous avons donc examiné la localisation du

cytochrome ¢ apres irradiation a 4 Gy. Dans ce but, une séparation des fractions

-158-



Résultats - Etude de I'apoptose induite par les neutrons rapides

cytoplasmique et mitochondriale des cellules a été effectuée par des centrifugations
successives 24 h apres irradiation. Puis la présence du cytochromec dans ces
différentes fractions a été détectée par western blot. Les résultats pour les deux
lignées cellulaires sont présentés dans la Figure 78. Dans les conditions normales, le
cytochrome c est localisé dans la mitochondrie des cellules TK6 et NH32. Par contre,
apres irradiation, une bande correspondant au cytochrome c est présente au niveau
de la fraction cytoplasmique des cellules TK6. A I'opposé, pour les cellules NH32, la
localisation du cytochrome c reste inchangée apres irradiation. Ces résultats
montrent que les neutrons rapides induisent la libération du cytochrome c de la

mitochondrie vers le cytoplasme, mais uniquement lorsque p53 est présent.

TK6

Oh 24h
C M C M Figure 78 : Libération du
oA W= s | Cytochromec cytochrome c de la mitochondrie vers
” o (15 kDa) le cytoplasme lors de I'apoptose
induite par les neutrons rapides. Les
cellules ont été prélevées 24 h apres
NH32 irradiation a 4Gy et les fractions
Oh 24h mitochondriale (M) et cytoplasmique (C)
c M C M ont été séparées par centrifugation. Le

cytochrome c (15 kDa) a été détecté par

Cytochrome ¢ western blot.
(15 kDa)

La libération du cytochrome c conduit généralement a la formation de 'apoptosome
et l'activation de la caspase-9. Nous avons déja montré a l'aide des tests
enzymatiques et des western blot, que les neutrons rapides sont a 1'origine d’une
activation précoce et élevée de la caspase-9 dans la lignée TK6 alors que dans les
cellules NH32, la caspase-9 ne semble pas étre activée en réponse aux neutrons
rapides (Figures 68 et 71). Cette derniere hypothese est confirmée par 1'absence dans
ces cellules déficientes en p53, de relargage du cytochrome c dans le cytoplasme.

Ainsi, le cytochromec pourrait participer a l'activation de cette protéase dans

I'apoptose p53-dépendante induite par les neutrons rapides.
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3. DISCUSSION

Dans ces travaux, nous avons apporté pour la premiere fois des informations sur les
mécanismes responsables de l'initiation et du déroulement de 1'apoptose induite par
les neutrons rapides dans des lignées lymphoblastoides, différant par leur statut p53.
Nous avons en particulier mis en évidence I'intervention de la protéine BID dans la
voie apoptotique p53-dépendante et identifié la caspase-8 comme étant a I'origine du
processus apoptotique déclenché par ces rayonnements a TEL élevé dans nos lignées
cellulaires.

Dans le premier chapitre de ce travail de these, nous avions établi que la cytotoxicité
des neutrons rapides est liée a 'induction de 'apoptose et a I'activation des caspases
effectrices de type caspase-3, mais avec cependant des différences au niveau des
cinétiques d’apparition de ces phénomenes selon le statut p53 des cellules. Le role
essentiel des caspases dans I'apoptose provoquée par ce type de radiation a encore
été confirmé dans cette étude, par 1'observation de la diminution de l'apoptose apres
inhibition des caspases (Figure 67B). Ainsi, afin de définir les mécanismes
responsables de l'activation de ces caspases effectrices, nous avons décidé

d’examiner le role d’autres composants de la machinerie apoptotique.

3.1. Nature des caspases activées apres irradiation par les neutrons rapides

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a l’activation des caspases apres
irradiation. Dans les cellules TK®6, les activités des trois caspases étudiées (-8, -9 et
-3/7) présentent les mémes profils d’activation, atteighant un maximum 24 h apres
irradiation, suivie par une diminution marquée (Figure 68). Les cellules NH32 sont
quant a elles, caractérisées par une augmentation plus faible et progressive de ces
activités jusqu’a 72 h apres irradiation. Ces cinétiques d’activité des caspases peuvent
étre corrélées avec l'induction de l'apoptose dans les deux lignées cellulaires

(Figure 67A, chapitre 1). Les caspases-8 et -9 interviennent donc dans le processus
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apoptotique activé par les neutrons. Ces résultats indiquent également que la perte
de p53 pourrait affecter l'apparition immédiate de l'apoptose probablement en
inhibant I'initiation précoce de la cascade des caspases. Par conséquent, p53 semble
nécessaire a l'activation des caspases initiatrices. De méme, nous avons apporté la
preuve que p53 influence l'activation des caspases effectrices apres irradiation. En
effet, alors que dans les cellules exprimant p53, les caspases-3 et -7 sont toutes les
deux activées, la caspase-7 est 'unique caspase DEVDase activée dans les cellules
déficientes en p53. Liang et al. ont également mis en évidence une activation de la
caspase-7, sans induction de p53 apres traitement par des drogues
chimiothérapeutiques, dans des cellules MCF7 déficientes en procaspase-3 (Liang et
al. 2001). p53 semble donc étre indispensable a I'activation de la caspase-3 en réponse
aux neutrons rapides, contrairement a ce qui a été montré par d’autres équipes (Yu et
Little 1998). La caspase-7 quant a elle, serait activée par d’autres mécanismes non
contrdlés par p53. Ces hypotheses s’accordent avec de récents travaux indiquant que
ces deux effecteurs qui partagent des spécificités de substrats, différent dans leur
localisation subcellulaire et dans leur mode d’inhibition par XIAP, un membre de la
famille IAP (Chandler et al. 1998, Suzuki et al. 2001). En effet, la caspase-3 serait
localisée dans le cytoplasme et le noyau alors que la caspase-7 serait plutot présente
au niveau des microsomes (Zhivotovsky et al. 1999, Chandler et al. 1998). De plus,
certains auteurs ont rapporté une inhibition de 1'apoptose causée par un défaut de
transfert de la caspase-3 active du cytoplasme vers le noyau (Joseph et al. 2001).

Il nous reste a déterminer quels sont les mécanismes responsables de l'activation de

la caspase-7 dans les cellules NH32.

3.2. Identification de la caspase initiatrice responsable de I’apoptose induite par les

neutrons rapides

N N

Par la suite, nous avons cherché a identifier quelle caspase est a l'origine du
processus apoptotique activé par les neutrons rapides. Nous avons tout d’abord

déterminé si la caspase-9 pouvait étre responsable de l'initiation de ce type de mort
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cellulaire. Cette protéase est en général activée suite a des dommages
mitochondriaux et a la formation de l'apoptosome, qui suit la libération du
cytochrome ¢ de la mitochondrie (Zou et al. 1999). Les résultats obtenus concernant
I'implication de la mitochondrie dans l'apoptose déclenchée par les neutrons rapides
montrent que celle-ci n'intervient que dans la voie dépendante de p53 et que
'activation des caspases précede la chute du potentiel membranaire mitochondrial
dans les cellules TK6. Ainsi, nos résultats excluent ’hypothése selon laquelle la
caspase-9 initie I'apoptose en présence de p53. Ils suggerent également que la
caspase-9 ne joue pas un role prépondérant dans la voie p53-indépendante étant
donné que la mitochondrie n'intervient pas dans cette voie et que nous n’avons pu
mettre en évidence d’activation de cette caspase dans les cellules NH32 (Figure 71).
Ces données contredisent bon nombre de travaux qui placent la mitochondrie et la
caspase-9 a l'origine de l'activation des caspases effectrices et du processus
apoptotique activé par les radiations ionisantes (Taneja et al. 2001, Belka et al. 2000,
Tepper et al. 1999). Il a méme été montré qu’apres irradiation de cellules Jurkat par
des rayons X, I'inhibiteur de caspases, z-VAD-fmk n’avait aucun effet sur la chute du
potentiel membranaire mitochondrial et la caspase-9 était responsable de I'induction

de I'apoptose.

Le deuxieme candidat pour l'initiation de 'apoptose induite par les neutrons rapides
est la caspase-8. Nous avons montré que l'inhibition de cette caspase prévient
'activation des caspases effectrices-3 et -7 (Figures 69, 72) dans les cellules TK®,
indiquant que la caspase-8 pourrait étre responsable du déclenchement du processus
apoptotique activé par les neutrons rapides dans notre modele cellulaire. En outre,
les études par western blot des cinétiques d’activation des caspases-3 et -8 renforcent
cette hypothese en indiquant que la caspase-8 serait activée en amont de la caspase-3.
De méme, la caspase-8 apparait comme la caspase initiatrice dans I'apoptose induite
par certaines drogues utilisées en chimiothérapie comme le cisplatine (Ferreira ef al.
2000). Dans la voie des récepteurs de mort, cette caspase une fois activée conduit soit
a I'activation de la caspase-3, soit au clivage de BID, qui va apres interaction avec la

mitochondrie, promouvoir la libération du cytochrome c¢ conduisant ainsi a
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'activation séquentielle de la caspase-9 et de la caspase-3 (Li et al. 1998, Luo et al.
1998). Cette voie mitochondriale faisant intervenir la protéine BID a déja été décrite
dans l'apoptose induite par les rayons X (Belka et al. 1999, Boesen de Cock et al. 1999,
Werner et al. 2004), mais le lien avec le statut p53 des cellules n’a jamais été étudié, de
méme que son role dans la mort cellulaire induite par les neutrons. Par conséquent,
ces données justifient 1'étude de cette voie de signalisation apres irradiation par les
neutrons rapides. Comme la caspase-8 est activée par lirradiation, nous nous
sommes demandés si la protéine BID est clivée suite a l'exposition a ces
rayonnements. Nos résultats révelent que l'expression de BID n’est pas altérée par
l'irradiation dans les cellules NH32. A 'opposé, dans les cellules TK6 la présence de
la forme inactive de BID diminue en fonction du temps, ce qui témoigne du clivage
de cette proforme en protéine BID active. L'importance du clivage de BID a déja été
rapportée apres irradiation par des rayons X (Werner et al. 2004, Belka et al. 1999).
Cependant, dans notre modele, I'activation de BID est dépendante de p53. En outre,
la protéolyse de cette protéine peut étre atténuée par l'inhibiteur spécifique de la
caspase-8, suggérant que BID est clivé par cette caspase initiatrice, elle-méme activée
par un mécanisme dépendant de p53. Donc, ces données soutiennent 1'idée que la
caspase-8 pourrait étre responsable de la voie apoptotique dépendante de p53, en
activant des protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2. Cette relation entre p53
et la caspase-8 a déja été mise en évidence dans d’autres travaux ot I'induction de
p53 dans des cellules de lymphome conduit a I'activation de la caspase-8 qui entraine
la translocation de BAX dans la mitochondrie suivie de la libération du cytochrome c
et de 'activation de la caspase-9 (Gao et al. 2001). Par contre, d’autres études ont
décrit une voie apoptotique régulée par p53, indépendante de la caspase-8 et ne
faisant intervenir ni le clivage de BID, ni le relargage du cytochromec de la
mitochondrie (Li et al. 1999). Ces données contradictoires refletent la complexité des

mécanismes apoptotiques, qui different probablement d"un type cellulaire a I'autre.
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3.3. p53 et la voie d’amplification mitochondriale

L’absence du clivage de BID dans I'apoptose indépendante de p53, induite par les
neutrons rapides ainsi que 'absence de dommages mitochondriaux observée dans
les cellules NH32, par opposition aux cellules TK6 suggerent que BID une fois activé
apres irradiation, pourrait induire les dommages mitochondriaux, en présence de
p53. Pour renforcer cette hypothese, nous avons étudié la localisation du
cytochrome c et l'activation de la caspase-9 apres irradiation, par western blot. En
effet, 'un des mécanismes d’action de la protéine BID activée est I'induction de la
libération du cytochromec de l'espace intermembranaire mitochondrial vers le
cytoplasme, soit en formant elle-méme des pores dans la membrane (Schendel et al.
1999), soit en activant BAX (Eskes et al. 2000). Le cytochrome c contribue alors a
'activation de la caspase-9 par formation de I'apoptosome (Zou et al. 1999). Apres
irradiation par les neutrons rapides, le cytochrome c est retrouvé dans le cytoplasme
des cellules TK6, alors que dans les cellules déficientes en p53, ce composé reste
localisé dans la mitochondrie. Le western blot de la procaspase-9 montre 1’activation
dés 24 h de cette caspase dans les cellules TK6. Dans les cellules NH32, la caspase-9
ne semble pas intervenir aprés irradiation. Ces résultats mettent en évidence a la fois
I'activation de BID, la chute du potentiel mitochondrial, la libération du
cytochrome ¢ et l'activation de la caspase-9, lors de l'apoptose p53-dépendante
induite par les neutrons rapides. Des travaux précédents ont également démontré la
libération du cytochrome c et I'activation de la caspase-9, apres irradiation par des
photons (Ogawa et al. 2002, Thiagarajah et al. 2000, Chen et al. 2000). Les résultats
obtenus dans les cellules NH32 confirment l'absence de voie apoptotique
mitochondriale. De méme, une induction d’apoptose indépendante de la libération
du cytochrome c a été décrite dans des cellules de myélome traitées par de la
dexaméthasone (Chauhan et al. 1997).

Par ailleurs, nous avons également montré que linhibiteur de la caspase-3,
Ac-DEVD-CHO prévient les activités des caspases-8 et -9. Comme des résultats
similaires ont été obtenus avec d’autres modeles cellulaires, nous pouvons conclure
que la caspase-3 pourrait étre a I'origine d’un controle rétroactif positif sur ces deux

caspases, qui semble étre un mécanisme commun dans l"apoptose (Sun et al. 1999, Vit
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et al. 2001). Ces données renforcent tous nos résultats, et indiquent que 1'apoptose
induite par les neutrons rapides résulte principalement des dommages de I’ADN
placés sous le controle de p53 (Coelho et al. 2002). Des expériences futures
permettront de déterminer si nos résultats sont spécifiques des neutrons rapides ou

de notre modele cellulaire.

En conclusion, notre étude apporte la preuve de I'induction par les neutrons rapides
de deux voies apoptotiques qui different par la nature des caspases effectrices
activées et dans l'intervention de la mitochondrie. Nos résultats relient également
I'apoptose dépendante de p53 a 'activation de BID par la caspase-8. A ce sujet, une
étude récente a d’ailleurs démontré que BID est régulé transcriptionnellement par
P53, apres traitement par 1'adriamycine ou le 5-fluorouracile (Sax et al. 2002). Ainsi,
nos résultats sont en accord avec ces données, soutenant 1'idée que BID est un
composant essentiel de l'apoptose p53-dépendante induite par des agents

génotoxiques.

Notre étude identifie non seulement BID comme intervenant clé dans la voie
dépendante de p53 mais clarifie également les mécanismes moléculaires de
I'induction de l'apoptose par les neutrons rapides. Grace a ces résultats, nous
pouvons établir un premier modéle de signalisation apoptotique activé par ces
rayonnements a TEL élevé (Figure79). Ainsi, suite a l'exposition aux neutrons
rapides, la protéine p53 conduit a I'activation de la caspase-8. Cette derniére, une fois
activée, clive BID, lui permettant alors d’interagir avec la membrane mitochondriale,
induisant la chute du potentiel mitochondrial et la libération du cytochrome c dans le
cytoplasme. La survenue du dysfonctionnement mitochondrial avant la libération du
cytochrome ¢ a été montrée par plusieurs travaux (Ogawa et al. 2002, Chen et al.
2000). Le cytochrome c contribue ensuite a I’activation de la caspase-9, qui a son tour
active les caspases-3 et -7. Ces caspases effectrices sont a l'origine d'une
amplification du signal apoptotique en activant une plus grande quantité de

caspases-8, résultant ainsi en une apoptose massive et rapide dans les cellules
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exprimant p53. Les étapes moléculaires induites entre p53 et la caspase-8 sont
inconnues et feront 1’objet d'investigations ultérieures.

En l'absence de p53, les neutrons rapides activent une autre voie apoptotique plus
tardive, indépendante du clivage de BID et de la mitochondrie, et faisant uniquement
intervenir la caspase-8 et la caspase-7. D’autres expériences seront également
nécessaires pour comprendre comment la caspase-7 est activée dans la voie

indépendante de p53.

Neutrons
Rapldes ‘

l Boucle
Caspase 8 I d'amplification

d A P
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24h |cCaspase 3 Cytochrome c
APOPTOSE s :I: | cospose |
Caspase 7

Figure 79 : Modeéle de signalisation de I’apoptose induite par les neutrons rapides en
fonction de p53, dans les cellules lymphoblastoides humaines.
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Chapitre 3

ROLE DU RECEPTEUR FAS DANS L’APOPTOSE INDUITE DANS
DES LIGNEES LYMPHOBLASTOIDES HUMAINES
PAR DES NEUTRONS RAPIDES

RESUME

Nous avons montré que I'apoptose induite par les neutrons rapides differe selon le
statut p53 des cellules lymphoblastoides humaines et que la caspase-8 est impliquée
dans l'initiation de 'apoptose dépendante de p53. Comme il a été rapporté que le
récepteur de mort Fas pouvait intervenir en amont de la caspase-8, nous avons
évalué l'implication de ce récepteur dans l'activation de cette caspase suite a
I'exposition aux neutrons rapides. Nous avons d’abord vérifié que nos lignées
cellulaires exprimaient le récepteur Fas et que celui-ci était capable d’induire
I'apoptose apres stimulation. L'expression de Fas ainsi que celle de son ligand FasL
aprés irradiation par les neutrons ont ensuite été mesurées par cytométrie en flux et
western blot. Nos résultats indiquent que les neutrons rapides n’induisent pas une
sur-expression de Fas dans les cellules TK6 et NH32, mais plutot une diminution de
son expression. En outre, les neutrons ne provoquent pas d’induction de FasL.
Comme certains travaux ont mis en évidence une activation directe de Fas, sans
induction de son ligand et sans sur-expression, par induction de l'agrégation de
plusieurs récepteurs, nous avons donc testé par microscopie a fluorescence si les
neutrons rapides pouvaient provoquer cette agrégation de Fas. Nos résultats ne
montrent aucune agrégation de Fas a la surface des cellules, apres irradiation. De
plus, le traitement des lignées avant l'irradiation, a la méthyl-pB-cyclodextrine, qui
inhibe la formation des agrégats de Fas, n’a aucun effet sur la survie des cellules. Ces
travaux permettent de conclure que Fas n’est pas impliqué dans 1'apoptose induite
par les neutrons rapides.

Une publication reprenant ces résultats a été soumise pour publication (Fischer et al.

2004).
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1. INTRODUCTION

Dans les chapitres précédents, nous avons démontré que la protéine suppresseur de
tumeur p53 joue un role majeur dans I'apoptose induite par les neutrons rapides. Ces
rayonnements a TEL élevé activent deux voies de signalisation apoptotique dans les
cellules lymphoblastoides en fonction de p53. L’apoptose dépendante de p53 est
caractérisée par le clivage de BID par la caspase-8 qui conduit par I'intermédiaire de
la mitochondrie, a l'activation des caspases-9, -3 et -7. La seconde voie apoptotique,
indépendante de p53, fait uniquement intervenir la caspase-8 et la caspase-7, sans
activation de BID, ni implication de la mitochondrie. Un des points communs entre
ces deux voies est 'activation de la caspase-8, bien que cette derniére soit activée plus
rapidement dans la voie dépendante de p53. Les mécanismes cellulaires a 1'origine
de l'activation de la caspase-8 dans ces deux voies de signalisation sont encore
inconnus.

Or, la caspase-8 est la caspase initiatrice du processus apoptotique suite a I’activation

des récepteurs de mort. En effet, dans la voie de Fas/Fas Ligand (FasL), les

m Fas Ligand

Figure 80 : Activation de la
caspase-8 par le récepteur Fas.
Death domain (DD) de DD : domaine de mort, DED :
Fas X
domaine effecteur de mort.

0D Fas Associated
Death Domain
DED_

(FADD)

Procaspase-8

Death effector domain (DED)
de la caspase=8

N

Activation de la caspase’8

récepteurs, une fois activés, s'oligomérisent et recrutent la procaspase-8 au niveau de
leur partie cytoplasmique, par l'intermédiaire d"une protéine adaptatrice FADD, ce

qui résulte en une activation autocatalytique de la caspase-8 (Figure 80). Cette
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derniére clive et active alors directement la caspase-3, dans les cellules dites de type I.
Dans d’autres cellules, les cellules de type II, la caspase-8 nécessite une étape
mitochondriale pour activer la caspase-3 : apres activation, elle clive BID, qui induit
la libération du cytochrome c de la mitochondrie et I’activation de la caspase-9 qui, a
son tour, active la caspase-3 (Barnhart et al. 2003, Peter et Krammer 1998). Comme la
stimulation de Fas induit l'activation de la caspase-8, ce récepteur pourrait étre a
I'origine de I'apoptose induite par les neutrons rapides.

De méme, de nombreuses études ont indiqué que certaines drogues anti-cancéreuses
ainsi que les rayonsy peuvent déclencher l'apoptose dans plusieurs lignées
cellulaires, par l'intermédiaire du systeme Fas (Friesen et al. 1996, Abdulkarim et al.
2000, Embree-Ku et al. 2002). De plus, Fulda et al. ont rapporté une sur-expression de
Fas induite par l'irradiation y uniquement dans des cellules tumorales de cerveau
exprimant p53 et non dans les cellules mutées pour p53 (Fulda et al. 1998). Ainsi la
voie apoptotique p53-dépendante, décrite apres exposition aux neutrons rapides
dans les cellules TK6, pourrait étre induite par la voie Fas, elle-méme activée par p53.
Au contraire, d’autres travaux suggerent que Fas n’est pas requis pour I'induction de
la mort cellulaire par des agents cytotoxiques (Gamen et al. 1997, Newton et Strasser
1998, Ogawa et al. 1998). Donc, les données concernant l'intervention de Fas dans
I'apoptose radio-induite restent contradictoires. C’'est pourquoi, nous nous sommes
intéressés dans cette étude au role de Fas dans les étapes moléculaires précoces de
I'apoptose induite par les neutrons rapides, en fonction de p53. Les expressions de
Fas et de son ligand FasL apres irradiation ont été analysées dans les cellules TK6
ainsi que dans les cellules NH32. Nous avons également testé si les neutrons rapides
peuvent induire [lactivation directe des récepteurs Fas sans régulation
transcriptionnelle du récepteur ou du ligand mais par induction de I'agrégation de

ces récepteurs.
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2. RESULTATS

2.1. Activation de la caspase-8 par les neutrons rapides

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré que la caspase-8 est la caspase
initiatrice de l'apoptose induite par les neutrons rapides en présence de p53. Son
activation a également été établie dans la voie apoptotique indépendante de p53.
Dans les cellules TK6, la caspase-8 est activée des 24 h apres irradiation a 4Gy, tandis
que dans les cellules NH32, I'activation de la caspase-8 ne devient significative qu’a

48 h et 72 h. La Figure 81 rappelle ces résultats.

500

Figure 81 : Activation de la caspase-8
induite par les neutrons rapides. Les
cellules TK6 (O) et NH32 (M) ont été
irradiées a 4 Gy et l'activité enzymatique
de la caspase-8 a été analysée 24h apres
irradiation par des tests fluorimétriques
utilisant le substrat Ac-IETD-amc. Les
valeurs sont les moyennes +SD d'une
expérience représentative réalisée en
triplicate.
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L’absence de p53 retarde l'activation de la caspase-8, suggérant que deux
mécanismes différents peuvent étre responsables du clivage de cette caspase, suivant

le statut p53 des cellules.
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2.2. Les cellules TK6 et NH32 sont sensibles a I'apoptose induite par Fas

La caspase-8 peut étre activée par la voie des récepteurs de mort et plus
particuliérement par Fas (Peter et Krammer 1998, Juo et al. 1998). Ainsi, le systeme de
Fas pourrait étre a I'origine de 'activation de la caspase-8, observée dans 1'apoptose
induite par les neutrons rapides dans notre modele cellulaire.

Pour vérifier cette hypothese, nous avons tout d’abord examiné si nos lignées
cellulaires expriment le récepteur Fas et si la stimulation de celui-ci entraine la mort
des cellules. Dans ce but, 'expression de Fas a été analysée par cytométrie en flux,
aprés marquage des cellules avec un anticorps anti-Fas couplé au fluorochrome
FITC. Les résultats obtenus, exposés dans la Figure 82, montrent que les cellules TK6

ainsi que les cellules NH32 expriment constitutivement le récepteur Fas a leur

surface.

4 g g
" - ] NH32
Q =) =
=] ]
o | = 2
q) p
o° = =t
o © =
S5 = =
e - =]
o

= =

Intensité de fluorescence

Figure 82 : Analyse de l'expression constitutive de Fas. Les cellules TK6 (a
gauche) et NH32 (a droite) ont été analysées par cytométrie en flux apres marquage
avec un controle isotype IgG1-FITC (en pointillés) et un anticorps Anti-Fas-FITC (en
gris continu). L'IgGI-FITC sert de controle négatif pour la fluorescence observée et
permet d’éliminer les fixations aspécifiques de I'anticorps. L’expression constitutive de
Fas est mise en évidence par le décalage vers la droite du pic de fluorescence observé
avec anti-Fas-FITC en comparaison avec le pic obtenu pour IgG1-FITC.
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Puis, pour étudier si la voie de signalisation de Fas est intacte dans nos cellules, nous
avons incubé les deux lignées cellulaires avec des concentrations croissantes d'un
anticorps anti-Fas « agoniste », CH11, décrit comme un activateur du récepteur Fas
(Itoh et al. 1991). La prolifération cellulaire en présence de cet anticorps a été
quantifiée par le test Uptiblue, aprés deux jours de culture. Les résultats indiquent
que la stimulation de Fas cause une diminution significative de la prolifération
cellulaire, en fonction de la dose d’anticorps, dans les deux types cellulaires
(Figure 83A). Cependant, les cellules TK6 montrent une plus grande sensibilité a
I’anticorps anti-Fas CH11 que les cellules NH32. En effet, aprés traitement a 1 pg/ml
d’anticorps, la croissance cellulaire atteint 15% dans les cellules déficientes en p53,

alors que dans les cellules TK6, elle reste en dessous de 5%.
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Figure 83 : Les cellules TK6 sont sensibles a Fas, quel que soit leur statut p53. (A)
Prolifération cellulaire mesurée par les test UptiBlue. Les cellules TK6 (00) et NH32 (®) ont été
cultivées pendant 2 jours en présence de l'anticorps anti-Fas CHI11. Les valeurs sont les
moyennes de quatre échantillons d’'une expérience représentative. (B) Externalisation des
phosphatidylsérines dans les cellules TK6 ([1) et NH32 (®), 16 h apres traitement par I’anticorps
anti-Fas CHI11. L’apoptose est exprimée par le pourcentage de cellules positives a
I'annexine V-FITC. Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes.

Ensuite, pour déterminer si linhibition de la prolifération cellulaire est la
conséquence d’une mort cellulaire par apoptose, nous avons mesuré |'externalisation

des phosphatidylsérines apres traitement a 1’anticorps anti-Fas CH11, par marquage
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a

I'annexine V-FITC des cellules et analyse en cytométrie en flux. La Figure 83B

montre une relocalisation des phosphatidylsérines dans les cellules TK6 et NH32,

16 h apres traitement. L’apoptose mesurée atteint son maximum a la concentration

de 250 ng/ml d’anticorps anti-Fas CH11. Des concentrations plus élevées d’anti-Fas

CH11 ne conduisent pas a une augmentation de I'apoptose, ce qui suggere qu’a cette

concentration, les récepteurs Fas sont tous saturés par 'anticorps. Ici aussi, nous

pouvons remarquer une faible différence entre les deux types cellulaires avec moins

d’apoptose dans les cellules NH32 que dans les cellules TK6.

Enfin, pour s’assurer que l'apoptose induite par 1’anticorps anti-Fas CH11 n’est pas

due a un artéfact, nous avons vérifié si le récepteur Fas pouvait induire I'apoptose

apres stimulation par son ligand naturel.

120

-
o
o

(0]
o

Nombre de cellules (%)
5 8

N
o

100
A _ B
S
o 75 -
S
Q.
o
o
4 @®© 50 4
©
[
] o
g
3 25 -
_ £
T T T T T 0 T
0 25 50 75 100 125 150 NT Fas L

Concentration en FasL (ng/ml)

Figure 84 : Effets de FasL sur les cellules TK6 (O) et NH32 (®). (A) Prolifération
cellulaire  apreés traitement avec FasL. Les cellules ont été traitées par la protéine
recombinante FasL pendant 2 jours, puis la prolifération cellulaire a été mesurée par le test
UptiBlue. Les wvaleurs sont les moyennes dune expérience représentative réalisée
simultanément sur quatre échantillons. (B) Induction d’apoptose par FasL. Les cellules ont
été marquées par l'annexine V-FITC et analysées par cytométrie en flux, 24 h apres
traitement avec 50 ng/ml de FasL. Les résultats présentés sont les moyennes des valeurs

obtenues lors de trois expériences indépendantes. NT : cellules non traitées, Fas L : cellules
traitées avec FasL.
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Pour cela, les cellules TK6 et NH32 ont été traitées par la protéine recombinante FasL
et l'effet de ce traitement a été mesuré sur la prolifération cellulaire et 1'induction
d’apoptose (Figure 84). De méme qu’avec le traitement par l’anticorps anti-Fas CH11,
une réduction de la survie cellulaire est observée en fonction de la concentration de
FasL dans les cellules TK6 et NH32 (Figure 84A). Cette diminution de la viabilité est

également associée a une induction d’apoptose dans ces lignées (Figure 84B).

L’ensemble de ces données démontre que les cellules TK6 et NH32 présentent une
expression basale de Fas a leur surface et entrent en apoptose apres stimulation de ce

récepteur.

2.3. Etude de I’expression de Fas apreés irradiation par les neutrons rapides

Apreés avoir montré I'expression constitutive de Fas dans nos lignées cellulaires, nous
avons vérifié si l'irradiation par les neutrons rapides provoquait une sur-expression
de ce récepteur. L'expression de Fas a été mesurée par cytométrie en flux apres
irradiation des cellules TK6 et NH32 a 4 Gy. L’analyse des histogrammes obtenus est
présentée sur la Figure 85. Dans les deux lignées cellulaires, I'expression de Fas dans
les cellules irradiées reste identique a celle des controles non irradiés, 12 h apres
irradiation. Par contre, I'apparition d'un deuxieme pic de fluorescence a gauche du
premier, a partir de 24 h apres irradiation, montre que l'expression de Fas décroit
dans les deux types cellulaires. Cette diminution est encore accentuée a 48 h. Afin de
s’assurer que cette réduction de I'expression de Fas apres irradiation n’est pas causée
par une manque d’anticorps de marquage (anti-Fas-FITC), les mémes expériences ont
été effectuées avec des concentrations croissantes d’anticorps ant-Fas-FITC. Des
résultats similaires ont été obtenus, indiquant que la baisse de 1'expression de Fas est
due a l'irradiation par les neutrons rapides. Pour compléter ces résultats, des western

blot de Fas ont également été réalisés a différents temps apres irradiation (Figure 86).
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Figure 85 : Expression de Fas aprés irradiation par les neutrons rapides, mesurée
par cytométrie en flux. Apres irradiation, les cellules TK6 (en haut) et NH32 (en bas) ont
été marquées a différents temps apres irradiation a 4 Gy, par I'IgG1-FITC (en pointillés) ou
par l'anticorps anti-Fas-FITC (en gris continu), a 4°C pendant 1 h. 0 Gy : controles non
irradiés, 4 Gy : cellules irradiées a 4 Gy, 4 Gy + ZVAD : cellules traitées avec l'inhibiteur
de caspases, z-VAD-fmk (50 uM), 1h avant lirradiation a 4 Gy. Ces résultats sont
représentatifs de six expériences indépendantes.
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L’expression de Fas est importante dans les cellules non irradiées, et n'est pas
augmentée apres irradiation par les neutrons rapides. En revanche, a partir de 24 h
apres irradiation, une diminution de la bande correspondant a Fas est observée dans

les cellules TK6 et dans les cellules NH32, ce qui confirme les données de cytométrie

en flux.
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Figure 86 : Analyse par western blot de Fas aprés irradiation par les neutrons
rapides. Aux différents temps indiqués apres irradiation a 4 Gy, les cellules TK6 et NH32
ont été lysées et les protéines extraites ont été séparées par électrophorese et transférées sur
une membrane de nitrocellulose pour la détection de Fas. IETD et ZVAD indiquent les
échantillons qui ont été prétraités 1 h avant l'irradiation par les inhibiteurs de caspases
Ac-IETD-CHO (200 uM) et z-VAD-fmk (50 uM) et prélevés 24 h apres l'irradiation.
L’expression de I’actine montre qu'une quantité identique de protéines a été déposée dans
chaque puits.

En outre, le traitement des cellules par I'inhibiteur de caspases z-VAD-fmk, 1 h avant
l'irradiation, inhibe fortement la diminution de l'expression de Fas provoquée par
I'irradiation dans les deux lignées cellulaires (Figures 85, 86). Cet effet est mis en
évidence a la fois sur les western blot et en cytométrie en flux, ot le traitement par
cet inhibiteur empéche le décalage du pic de fluorescence vers la gauche. De tels
résultats suggerent que la réduction de I'expression de Fas apres irradiation par les

neutrons rapides est dépendante de I’activation des caspases. De méme, le traitement
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des deux lignées avant l'irradiation, avec l'inhibiteur spécifique de la caspase-8
Ac-IETD-CHO inhibe également la baisse d’intensité de la bande correspondant a
Fas, observée apres irradiation (Figure 86). Ainsi, la caspase-8 est impliquée dans la
diminution de Fas.

Nous avons également montré par cytométrie en flux, que les cellules présentant
cette diminution de I'expression de Fas apres irradiation présentent également les
principales caractéristiques des cellules apoptotiques. En effet, ces cellules ont une
plus petite taille ainsi qu'une granularité plus importante que les cellules non

irradiées, exprimant Fas normalement (Figure 87).

Sur la page suivante :

Figure 87 : Les cellules montrant une diminution de l'expression de Fas présentent les
caractéristiques des cellules apoptotiques. Les cellules TK6 (en haut) et les cellules NH32 (en
bas) ont été irradiées a 4 Gy par les neutrons rapides et leur expression de Fas a été mesurée
comme précédemment. A gauche sont représentés les histogrammes avec les expressions de Fas
avant et apres irradiation. A droite, les graphiques en nuage de points montrent la granularité
ainsi que la taille des cellules figurant sur I’histogramme de gauche. Le marqueur « A » délimite
les cellules avec une baisse de I'expression de Fas, et ces cellules sont représentées en gris sur le
graphique en nuage de points de droite. On peut remarquer qu’apres l'irradiation, les cellules
mises en évidence par le marqueur « A » sont plus petites et ont une granularité importante, ceci
aussi bien pour les cellules TK6 que pour les cellules NH32.
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De plus, nous avons également analysé les cellules TK6 et NH32 irradiées par les
neutrons rapides en immunohistochimie, aprés marquage par I’anticorps
anti-Fas-FITC (Figure 88). Ces expériences nous ont permis de mettre en évidence les
cellules apoptotiques a cause de la condensation de leur cytoplasme et la formation
de corps apoptotiques. Ces cellules apoptotiques, indiquées par des fleches dans la
Figure 88, sont aussi celles qui présentent le marquage a I’anticorps anti-Fas-FITC le
plus faible, ce qui indique que la perte de I'expression de Fas n’apparait que dans les

cellules ayant déja entrepris un processus apoptotique.

0 Gy 4 Gy

Figure 88 : L’expression de Fas
diminue  dans les  cellules
apoptotiques. Les cellules TK6 et
NH32 ont été marquées, 24 h apres
irradiation, par I'anticorps
anti-Fas-FITC pendant 1h a 4°C, et
visualisées sous microscope optique
(photos du haut) ou sous microscope a
fluorescence (photos du bas). Les fleches
indiquent les cellules apoptotiques.
Grossissement : 40X.

Ces résultats révelent que lirradiation par les neutrons rapides n’induit pas de

sur-expression de Fas, quel que soit le statut p53 des cellules.

2.4. Influence des neutrons rapides sur ’expression de FasL

Les cellules TK6 et NH32 expriment constitutivement Fas et cette expression n’est
pas augmentée apres irradiation par les neutrons rapides. Néanmoins, ces récepteurs
pourraient étre activés par leur ligand lui-méme induit par l'irradiation. Afin de

déterminer si FasL est impliqué dans l'apoptose induite par les neutrons rapides,
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I'expression de cette protéine a été quantifiée par cytométrie en flux, a différents
temps apres irradiation dans nos deux lignées cellulaires (Figure 89). Dans les
cellules non irradiées, aucune expression de FasL n’a pu étre mesurée. Apres
irradiation par les neutrons rapides, les deux pics de fluorescence correspondant a
FasL avant et apres irradiation sont identiques a 12 h, 24 h et 48 h. Cela signifie qu’il
n'y a pas d'induction de FasL par les neutrons rapides, ni dans les cellules TK6, ni

dans les cellules NH32.
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Figure 89 : Expression de FasL aprés irradiation par les neutrons rapides. Les
cellules TK6 et NH32 ont été irradiées a 4 Gy et l'expression de FasL a été analysée
par cytométrie en flux, a différents temps apres irradiation : les cellules ont été
marquées a 4°C, par le controle isotype 1gG1-PE (en pointillés) et par l'anticorps
anti-FasL-PE et l'intensité de fluorescence a été mesurée. Ces données sont
représentatives de trois expériences indépendantes.
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Ces résultats concordent avec 1'analyse de FasL par western blot, que nous avons
effectué avec I'anticorps monoclonal FasL G247-4, qui reconnait la forme soluble de
FasL ainsi que celle associée a la membrane (Figure 90). Une bande faible de 40 kDa
est observée dans les lysats des cellules TK6 et NH32 irradiées, ce qui suggere que
ces deux lignées cellulaires expriment FasL mais a un niveau tres faible, qui ne peut

étre détecté par cytométrie en flux, avec un anticorps spécifique.

TK6
0 Gy 4 Gy

e e FasL (40 kDa)

0 Gy 4 Gy

8h 24h 8h 24h

FasL (40 kDa)

Figure 90 : Analyse par western blot de 'expression de Fas
ligand apres irradiation aux neutrons rapides. Aux temps
indiqués apres irradiation a 4 Gy, les protéines extraites des
cellules ont été séparées par électrophorese puis transférées sur
une membrane de mnitrocellulose, qui a été incubée avec
'anticorps monoclonal anti-FasL G247-4. La bande de 40 kDa
correspond a FasL. Ces résultats sont représentatifs de quatre
expériences indépendantes.

Par ailleurs, 8 h et 24 h apres irradiation, aucune différence concernant 1’expression
de FasL ne peut étre distinguée sur les western blot par rapport aux controles non
irradiés. Dans leur ensemble, ces données indiquent que 1'apoptose induite par les

neutrons rapides ne dépend pas de l'interaction entre FasL et Fas.
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2.5. Les neutrons rapides n'induisent pas d’agrégation des récepteurs Fas

Des recherches précédentes ont montré que la stimulation de Fas par son ligand
conduit a 'agrégation des récepteurs Fas (Grassmé et al. 2001, Algeciras-Schimnich et
al. 2002). Par ailleurs, d’autres études ont rapporté que les agents génotoxiques
comme le cisplatine, les rayons y ou UV peuvent provoquer l'apoptose par induction
directe de cette agrégation des récepteurs Fas, indépendamment de leur ligand et
sans sur-expression des récepteurs (Aragane et al. 1998, Huang et al. 2003). Ainsi,
pour s’assurer que la voie de signalisation de Fas n’est pas activée par agrégation
directe des récepteurs dans 1'apoptose induite par les neutrons rapides, nous avons
vérifié si l'irradiation par les neutrons rapides peut induire le regroupement de Fas
dans les cellules TK6 et NH32.

Initialement, nous avons vérifié que la stimulation de Fas avec 'anticorps anti-Fas
résulte bien en une agrégation de ces récepteurs dans nos deux types cellulaires. La
redistribution des récepteurs Fas a la surface des cellules a été examinée apres
traitement des cellules avec l'anticorps anti-Fas conjugué au FITC. L’utilisation
directe de I’anticorps anti-Fas-FITC permet d’éviter les réactions croisées qui peuvent
avoir lieu lorsqu'un anticorps est utilisé pour stimuler le récepteur Fas et un autre
pour visualiser ce méme récepteur. Ici, I’anticorps anti-Fas-FITC active les récepteurs
Fas et nous permet de suivre leur localisation en microscopie a fluorescence, grace au
fluorochrome FITC. L’observation des cellules sous microscope a fluorescence a été
effectuée 15 min, 1 h et 2 h aprés traitement pour détecter la formation des agrégats

de Fas (Figure 91).

Sur la page suivante :

Figure 91 : Agrégation des récepteurs Fas aprés stimulation. Les cellules TK6 (a gauche) et
NH32 (a droite) ont été traitées par I'anticorps anti-Fas-FITC pendant 45 min dans la glace pour
la fixation de l'anticorps sur les récepteurs. Puis apres lavage, les cellules ont été analysées
directement par microscopie a fluorescence (A, controle) ou 15 min, 1 h ou 2 h apres incubation a
37°C (B) pour permettre la stimulation du récepteur Fas par I'anticorps anti-Fas couplé au FITC.
(C) : Pour controler la spécificité de I’anticorps anti-Fas, les cellules ont également été traitées par
le controle isotype anti-IgG1-FITC pendant 45 min dans la glace, lavées et incubées 1 h a 37°C.
Puis les échantillons ont été observés sous microscope optique (1) ou microscope a fluorescence

(2). Ces résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. Grossissement : 40X.
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Aucune modification significative de la distribution cellulaire de Fas n’est détectable
avant 1 h de stimulation. Au contraire, apres 1 h et 2 h de traitement, des agrégats de
récepteurs apparaissent dans les cellules TK6 et NH32: les récepteurs Fas sont
fortement polarisés (Figure 91B). Donc, la stimulation des récepteurs Fas entraine
'agrégation de ceux-ci dans les cellules TK6 quel que soit leur statut p53.

Nous avons ensuite testé I'effet des neutrons rapides sur la distribution de Fas a la
surface des cellules TK6 et NH32. Les cellules irradiées a 4 Gy ont été incubées avec
"anticorps anti-Fas-FITC et visualisées sous microscope a fluorescence. L'incubation

avec |'anticorps a été réalisée a 4°C pour empécher l'activation des récepteurs par ce

dernier.
0 Gy
TK6
- -
Controle Fas Fas
isotype 8h 24h
0 Gy
NH32
- --

Figure 92 : Analyse de la distribution de Fas apres irradiation par les neutrons
rapides, par microscopie a fluorescence. Les cellules TK6 (en haut) et NH32 (en bas) ont
été irradiées a 4 Gy par les neutrons rapides. 8 h et 24 h apres irradiation, les cellules ont été
marquées par I'anticorps anti-Fas-FITC pendant 45 min dans la glace et placées entre lame et
lamelles pour analyse en microscopie. Les cellules irradiées ont été comparées aux controles
non irradiés. Le marquage avec 1'anti-IgG1-FITC a aussi été réalisé pour vérifier la spécificité
de la fluorescence et éliminer le bruit de fond éventuel. Ces résultats sont représentatifs de
trois expériences indépendantes. Grossissement : 40X.
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Les résultats montrent que la distribution de Fas a la surface des cellules n’est pas
modifiée dans les deux lignées cellulaires, 8 h et 24 h apres irradiation (Figure 92).
L’étude statistique confirme ces résultats. Seulement 3,4% et 4,6% d’agrégats de Fas
sont dénombrés dans les cellules TK6 et NH32 respectivement, 24 h apres irradiation,
en comparaison avec 0,9% et 1,9% dans les cellules non irradiées (Figure 93). Ces
valeurs sont largement inférieures a celles mesurées apres stimulation des cellules
avec I'anticorps anti-Fas, puisque 2 h apres traitement avec I’anticorps anti-Fas-FITC,
I'agrégation des récepteurs Fas a lieu dans 32,2% des cellules TK6 et 32,1% des
cellules NH32. Cette agrégation de Fas est encore observée dans plus de 20% des

cellules, 24 h apres traitement (Figure 93).
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Figure 93 : Agrégation de Fas apreés traitement par I'anticorps anti-Fas ou
apreés irradiation par les neutrons rapides. Les cellules TK6 (O) et NH32 (M)
ont été irradiées a 4 Gy ou traitées par 'anticorps anti-Fas-FITC et analysées aux
temps indiqués par microscopie a fluorescence. L'agrégation de Fas est exprimée par
le pourcentage de cellules présentant des agrégats de Fas. Ce pourcentage a été
calculé a partir de plus de 200 cellules pour chaque échantillon.

En outre, il a été démontré que les récepteurs Fas forment leurs agrégats dans des
microdomaines spécifiques de la membrane plasmique, riches en cholestérol, appelés

« lipid rafts ».
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Figure 94 : Effets de la méthyl B cyclodextrine sur la prolifération cellulaire apres
traitement par l'anticorps anti-Fas ou par les neutrons rapides. Les cellules TK6 (O) et
NH32 (M) ont été incubées pendant 1h, avec des concentrations croissantes de
méthyl S cyclodextrine et traitées avec 75 ng/ml d’anticorps anti-Fas CH11 (A) ou avec 4 Gy de
neutrons rapides (B). La prolifération cellulaire a été mesurée par le test UptiBlue apres 2 jours de
culture. Les données sont les moyennes = SD des valeurs pour quatre échantillons différents.
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La déplétion du cholestérol de la membrane par la méthyl B cyclodextrine entraine
une désorganisation de ces microdomaines, prévenant ainsi le regroupement des

récepteurs Fas (Scheel-Toellner ef al. 2002).

Pour valider les résultats obtenus ci-dessus, nous avons prétraité les cellules TK6 et
NH32 avec de la méthyl B cyclodextrine a différentes concentrations, avant
irradiation par les neutrons rapides a 4 Gy ou traitement par l'anticorps anti-Fas
CH11 a 75 ng/ml, et mesuré la croissance cellulaire par le test UptiBlue (Figure 94).
La méthyl B cyclodextrine induit une augmentation de la prolifération des cellules
qui est dépendante de sa concentration, apres traitement a l'anticorps anti-Fas CH11
dans les cellules TK6 et NH32 (Figure 94A). La désorganisation des microdomaines
riches en cholestérol de la membrane réduit donc significativement la sensibilité des
cellules a I'apoptose induite par Fas. A 'opposé, aucune élévation de la prolifération
cellulaire n’a pu étre observée pour les cellules prétraitées a la méthyl B cyclodextrine
et irradiées par les neutrons rapides, quel que soit le type cellulaire (Figure 94B).
Ainsi, I'inhibition de la formation des agrégats de Fas n’a pas d’effet sur la mort
cellulaire provoquée par l'irradiation. En conclusion, ces résultats montrent que la
voie de Fas n’est pas activée par les neutrons rapides, via une agrégation directe de

Fas.
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3. DISCUSSION

Les mécanismes a l'origine de l'activation de la caspase-8 dans les deux voies
apoptotiques induite par les neutrons rapides en fonction de p53 dans notre modele
cellulaire nont pas encore été définis. Certains auteurs ont identifié Fas comme
initiateur de la cascade apoptotique induite par des drogues chimiothérapeutiques
ou les radiations ionisantes (Friesen et al. 1996, Fulda et al. 1998, Belka et al. 2000,
Abdulkarim et al. 2000, Ciccolini et al. 2002), alors que d’autres n’ont pas réussi a
détecter I'implication de ce récepteur de mort dans les effets cytotoxiques de ces
traitements (Gamen et al. 1997, You et al. 2001, Jones et al. 2001). Par conséquent, dans
cette étude, nous avons essayé de déterminer le role potentiel de Fas et FasL dans
I"apoptose induite par les neutrons rapides, en fonction de p53.

Tout d’abord, apres confirmation de 'activation de la caspase-8 par les neutrons
rapides, nous avons montré que les cellules TK6 et NH32 expriment constitutivement
le récepteur Fas et que ce récepteur est capable de transmettre un signal de mort
apres stimulation. Ces données sont en contradiction avec d’autres travaux, qui
montrent la perte de I'expression de Fas ou de sa fonction dans de nombreuses
tumeurs, ce qui constitue un moyen de résistance aux traitements pour ces cellules
cancéreuses (Viard-Leveugle et al. 2003). De méme, certaines cellules tumorales sont
protégées de l'apoptose induite par Fas par augmentation de 1'expression de
protéines telles que cFLIP, qui inhibe ce récepteur (Tschopp et al. 1998). Les cellules
TK6 et NH32 ne semblent pas avoir développé de telles résistances, puisque
I'activation de Fas avec un anticorps «agoniste » ou le ligand FasL conduit a
I'induction d’apoptose et a une diminution importante de la croissance dans ces
cellules. De plus, il n'y a pas de différence entre les cellules TK6 et NH32 concernant
'expression basale de Fas, par opposition a une étude réalisée par Sheard et al. dans
laquelle les cellules déficientes en p53 sont caractérisées par un niveau d’expression
constitutive de Fas plus faible que les cellules avec une protéine p53 sauvage (Sheard
et al. 2003). Dans notre modele cellulaire, p53 ne semble pas jouer de réle particulier

dans la régulation de I'expression basale du récepteur Fas. Par contre, il pourrait
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intervenir dans la réponse des cellules a l'activation de Fas par l'anticorps anti-Fas,
étant donné la diminution plus importante de la prolifération cellulaire dans les
cellules TK6 par rapport aux cellules NH32.

L’étude de Fas apres irradiation par les neutrons rapides indique que 1'expression de
ce récepteur n’est pas modifiée 12 h apres irradiation dans les deux types cellulaires
et qu'une diminution de l'’expression de celui-ci se produit 24 h et 48 h apres
irradiation. Ces résultats different de ceux rapportés par d’autres équipes, qui
démontrent une sur-expression de Fas apres exposition a une irradiationy ou a des
drogues cytotoxiques (Fulda et al. 1998, Miiller et al. 1998, Backus et al. 2001, Ciccolini
et al. 2002). D’autres études ont également indiqué que cette sur-expression de Fas
apres traitement était induite par p53. En effet, p53 peut activer
transcriptionnellement le gene de Fas (Owen-Schaub et al. 1995). 11 a été rapporté que
l'irradiation par des rayons X ou y entraine un accroissement de Fas uniquement
dans les cellules exprimant une protéine p53 sauvage et ceci dans de nombreux types
cellulaires : des cellules tumorales de cerveau (Fulda et al. 1998), des cellules de
carcinome colorectal, des cellules cancéreuses du sein (Sheard et al. 2003), et des
cellules germinales (Embree-Ku et al. 2002). Par ailleurs, un agent toxique, la MNNG
(N-méthyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine), qui induit une oxydation de Ia
méthylguanine de I’ADN résultant en des cassures double brin suite aux mécanismes
de réparation, provoque une sur-expression de Fas, controlée par p53 dans les
cellules TK6 (Dunkern et al. 2003). Ce n’est pas le cas dans "apoptose induite par les
neutrons rapides, puisqu’aucune sur-expression de Fas n'est détectée dans les
cellules TK6 irradiées, alors que p53 est activé apres irradiation (chapitre 1). Des
résultats similaires ont été obtenus par Streffer et al. dans plusieurs lignées cellulaires
de gliome ou quel que soit le statut p53 des cellules, l'irradiation par des photons ne
modifie pas I'expression de Fas (Streffer et al. 1999).

La raison de la diminution de l'expression de Fas induite par les neutrons rapides
dans nos cellules reste a définir. Une explication possible serait I'internalisation des
récepteurs Fas apres leur activation, ce qui a déja été décrit pour d’autres cellules
lymphoblastoides (Algeciras-Schimnich et al. 2002). Cependant l'internalisation de

Fas a l'intérieur de la cellule semble étre une caractéristique propre des cellules de
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type I (Algeciras-Schimnich et al. 2003, Barnhart 2003), et comme la mitochondrie est
impliquée dans 1'apoptose des cellules TK6 (chapitre 2), nos cellules sont plutdt de
type II. En outre, si les récepteurs Fas étaient internalisés, nous aurions tout de méme
dG trouver ces récepteurs dans les lysats totaux des cellules et aucune différence
n’aurait été observée sur les western blot. Or, nos analyses en western blot montrent
également la perte de l'expression de Fas dans les deux lignées cellulaires apres
irradiation, ce qui suggere que la diminution de Fas n’est pas causée par son
internalisation. D’autre part, certains auteurs ont révélé que le traitement de cellules
d’hépatome a l'eau oxygénée HxO, provoque une diminution de I'expression de la
protéine Fas et en ont conclu que Fas est impliqué dans 1'apoptose induite par H>O»,
probablement a cause d'une oxydation de ces récepteurs (Huang et al. 2000).
Cependant, nous ne pouvons conclure en une intervention de Fas, en se basant
uniquement sur la baisse d’expression de ces récepteurs, car ces protéines peuvent
étre dégradées et ne plus exercer leur fonction. Nous avons aussi mis en évidence
que la diminution de I'expression de Fas apres irradiation est dépendante de la
caspase-8 et apparait seulement dans les cellules, qui sont déja en apoptose. Ainsi la
diminution de Fas résulterait de la dégradation de ces récepteurs induite par la
machinerie apoptotique. Cette baisse peut aussi étre expliquée par le fait que les
corps apoptotiques formés sont plus petits que les cellules normales et présentent
alors une surface membranaire moins importante contenant une quantité plus faible
de protéines Fas. Une autre explication possible serait la perturbation du transport de
la protéine Fas a travers 'appareil de Golgi, due a l'apoptose. En effet, il a été
démontré que I'expression de Fas est régulée par séquestration de ce récepteur dans
'appareil de Golgi dans les cellules de lymphome B (Haynes et al. 2002). Ainsi, pour
conclure, le récepteur Fas n’est ni sur-exprimé, ni internalisé suite a I'exposition aux
neutrons rapides de nos lignées cellulaires.

Des expériences précédentes ont décrit une induction de FasL par les radiations
ionisantes dans des cellules de carcinome nasopharyngé, alors que I'expression des
récepteurs Fas n’est pas affectée par l'irradiation dans ces cellules (Abdulkarim et al.
2000). Par contre, dans les cellules TK6 et NH32, nous avons montré que les neutrons

rapides sont incapables d’augmenter l'expression de FasL, 8h et 24h apres
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irradiation. Une induction de FasL plus précoce, avant 8 h, ne semble pas concevable,
puisqu’il a été rapporté que la sur-expression de FasL par les radiations est un
processus persistant dans le temps, qui atteint son maximum 24 h apres irradiation
(Abdulkarim et al. 2000, Belka et al. 1998). Donc, nous avons démontré que
I'irradiation par les neutrons rapides n'induit la sur-expression ni de Fas ni de son
ligand FasL dans les cellules positives pour p53 et dans les cellules déficientes en
p53. Ces résultats ont été confirmés par des tests d’expression d’ADNc, réalisés sur
les cellules irradiées avec des neutrons rapides et indiquant que les ARNm de Fas et
FasL ne sont pas augmentés apres irradiation (voir chapitre 4). Ces données
s'accordent également avec une autre étude, ol une activation de la caspase-8,
indépendante de Fas a été mise en évidence apres irradiation par les rayons y, dans
des cellules de leucémie lymphocytique chronique B (Jones et al. 2001). Ainsi,
l'interaction Fas/FasL n’est pas a l'origine de l'activation de la caspase-8 apres
exposition aux neutrons rapides, quel que soit le statut p53 des cellules.

Cependant, malgré I'absence de sur-expression de Fas ou FasL, nous ne pouvons
conclure que Fas n’est pas impliqué dans I"apoptose induite par les neutrons rapides.
En effet, la voie de signalisation de Fas peut étre activée directement de fagon
indépendante du ligand FasL, par les rayons UV dans des kératinocytes, par
induction de 'agrégation des récepteurs Fas (Aragane et al. 1998, Takahashi et al.
2001). De plus, Huang et al. ont suggéré que, comme l'irradiation y induit elle-aussi le
regroupement des récepteurs Fas, 1'agrégation de Fas pourrait étre un mécanisme
commun reliant les dommages génotoxiques a la voie des récepteurs de mort (Huang
et al. 2003). Cette agrégation de Fas est nécessaire pour la transmission efficace du
signal de mort induit par ces récepteurs, méme apres stimulation par FasL ou par un
anticorps anti-Fas (Grassme et al. 2001, Scheel-Toellner et al. 2002, Algeciras-
Schimnich et al. 2002). Nous avons confirmé que la stimulation de Fas avec
I'anticorps anti-Fas résulte en un regroupement des récepteurs a partir d'1h de
traitement. Les cellules présentant ces agrégats de Fas sont encore observées a 24 h,
mais leur nombre est légerement plus faible, probablement a cause de changements
morphologiques des membranes cellulaires induits par 'apoptose. Apres irradiation

par les neutrons rapides, nous n’avons pas détecté de regroupement des récepteurs
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Fas, méme 24 h apres irradiation. Ces résultats révelent que les neutrons n’induisent
pas d’agrégation des récepteurs Fas dans les cellules TK6 et NH32. Par ailleurs, les
microdomaines de la membrane plasmique riches en cholestérol, les « lipid rafts »
sont requis pour la propagation du signal apoptotique par Fas (Scheel-Toellner et al.
2002, Muppidi et al. 2004). En effet, les récepteurs Fas s’agregent au niveau de ces
microdomaines. La méthyl § cyclodextrine provoque l'efflux du cholestérol de la
membrane plasmique et par conséquent déstabilise les «lipid rafts » (Brown et
London 2000). La désorganisation de ces microdomaines par cette molécule empéche
I'agrégation de Fas et prévient 'apoptose induite par ce récepteur (Garofalo et al.
2003, Scheel-Toellner et al. 2002, Grassmé et al. 2001). Des résultats identiques ont été
obtenus dans nos lignées cellulaires traitées par 1'anticorps anti-Fas. Nous avons
montré que la méthyl B cyclodextrine réduit l'apoptose induite par 1’anticorps
anti-Fas dans les cellules TK6 et NH32. Par contre, ce composé est incapable
d’inhiber 1’apoptose provoquée par les neutrons rapides dans les deux types
cellulaires. Ces données confirment que l'activation directe de Fas par induction de

son agrégation ne contribue pas a I'apoptose induite par les neutrons rapides.

En conclusion, nos résultats apportent la preuve que les neutrons rapides induisent
I'apoptose par un mécanisme indépendant de Fas, dans des cellules
lymphoblastoides différant par leur statut p53. Nous pouvons exclure une interaction
FasL/Fas dans l'apoptose provoquée par les neutrons. De méme, une induction
directe de I'agrégation de Fas a la surface des cellules est également a écarter. Ces
données sont similaires aux résultats obtenus par d’autres équipes, qui montrent que
les radiations ionisantes ainsi que certaines drogues peuvent induire I’apoptose dans
des souris ou cellules déficientes en récepteur Fas (Newton et Strasser 2000, You et al.
2001). You et al. mettent d’ailleurs en évidence une activation de la caspase-8
indépendante de Fas, qui est responsable de l'initiation du processus apoptotique
induit par un agent chimique. Bien que notre étude rejette clairement I'implication de
la voie Fas dans l'activation de la caspase-8, nous ne pouvons exclure un role
possible d’autres récepteurs de mort comme les récepteurs du TNF ou de TRAIL

dans le déclenchement de 'apoptose induite par les neutrons rapides. En effet, ces
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récepteurs peuvent intervenir dans la réponse cellulaire apres irradiation par les
photons (Inagaki-Ohara et al. 2001, Gong et Almasan 2000) et induire 1’activation de
la caspase-8 (Sawada et al. 2004). De plus, les récepteurs de TRAIL sont aussi régulés
transcriptionnellement par p53 (Takimoto et El-Deiry 2000, Guan et al. 2001).

D’autres hypotheses restent a examiner concernant l’activation de la caspase-8. Il a
notamment été suggéré qu'une tyrosine kinase Ick pourrait étre a l'origine de
I'activation de la caspase-8, indépendante de Fas (Belka et al. 1999). Il serait
également intéressant d’étudier I'importance du stress oxydatif radio-induit dans
'activation de la caspase-8 de méme que la voie des céramides, les céramides
pouvant activer la caspase-8 (Darios et al. 2003, Wang et al. 2000). Par ailleurs,
certains articles ont révélé une activation de la caspase-8 et de la caspase-2 dans
"apoptose induite par la sur-expression de facteurs de transcription (Chen et al. 2004)
ou par des drogues telles que le paclitaxel et I'étoposide (Wang et al. 2003), avec
méme dans certains cas, une activation séquentielle de la caspase-2 puis de la
caspase-8 (Lin et al. 2004). La caspase-2 pourrait intervenir dans notre modele en
amont de la caspase-8. En outre, pour mettre en évidence les mécanismes
responsables du clivage de la caspase-8, une autre approche consisterait a identifier

les génes induits par I'irradiation et différentiellement exprimés selon le statut p53.
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Chapitre 4

IDENTIFICATION DE GENES IMPLIQUES DANS L’APOPTOSE
INDUITE PAR DES NEUTRONS RAPIDES DANS DES LIGNEES
LYMPHOBLASTOIDES HUMAINES

RESUME

Dans le but de mieux comprendre les mécanismes conduisant au déclenchement des
deux voies apoptotiques suite a 1'exposition aux neutrons rapides, nous avons
ensuite étudié I'expression des génes apres irradiation, afin d’identifier les genes qui
seraient impliqués dans la réponse des cellules TK6 et NH32 a ces rayonnements.
Nous avons utilisé la technique de «cDNA expression arrays» qui consiste a
hybrider sur une membrane de nylon ot sont fixés des cDNA de genes connus ayant
un role dans I'apoptose, les cDNA synthétisés a partir de I’ARN extrait de nos
cellules. L’analyse des signaux d’hybridation permet de comparer I'expression des
genes des cellules non irradiées avec celle des cellules irradiées et d’identifier les
genes sous- ou sur-exprimés apres irradiation. Les résultats obtenus montrent que 6
genes pour les cellules TK6 et 12 genes pour les cellules NH32 présentent une
expression différentielle apres irradiation par les neutrons rapides. Parmi ces genes,
CRAF1 et DAP kinase 1 sont sur-exprimés dans les deux lignées cellulaires, ils sont
donc indépendants du statut p53. Ces résultats nous apportent des données
préliminaires sur les mécanismes apoptotiques mis en jeu apres irradiation par les
neutrons rapides et permettent d’orienter nos futures investigations vers la voie des

récepteurs TNF, celle des MAPKinases ou encore celle des céramides.
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1. INTRODUCTION

Nous avons montré précédemment que l'irradiation par les neutrons rapides induit
I'apoptose des cellules TK6 par deux voies distinctes en fonction de p53. Les
intervenants dans ces différentes voies de signalisation de I'apoptose ont été en
partie identifiés. En effet, la voie apoptotique dépendante de p53 fait intervenir la
caspase-8 qui clive la protéine pro-apoptotique BID. BID activé interagit avec la
mitochondrie provoquant ainsi la chute du potentiel membranaire mitochondrial et
la libération dans le cytoplasme du cytochrome c qui conduit a l'activation de la
caspase-9. Cette derniére active a son tour les caspases-3 et -7. La deuxieme voie
d’apoptose, indépendante de p53 est plus lente et caractérisée par l'activation de la
caspase-8 et de la caspase-7 uniquement (chapitre 2). Nous avons également
démontré que le récepteur de mort Fas n’est impliqué dans aucune de ces deux voies
(chapitre 3). Cependant, ce premier modele de signalisation de I'apoptose induit par
les neutrons rapides est incomplet. Certains mécanismes restent inexpliqués, en
particulier l'activation de la caspase-7 dans "apoptose p53-indépendante, ainsi que
celle de la caspase-8, qui est responsable de l'initiation de la cascade apoptotique
dans les deux voies induites par les neutrons. Dans le but de définir ces mécanismes,
nous avons entrepris d’analyser 1'expression de génes apres irradiation. En effet, les
genes dont la transcription est activée ou réprimée suite a l'irradiation déterminent
en général la réponse des cellules aux radiations ionisantes. Ainsi, la mise en
évidence de ces genes apres irradiation par les neutrons rapides nous apportera des
données complémentaires sur les mécanismes conduisant au déclenchement du
processus apoptotique. Par ailleurs, la comparaison des genes en relation avec
I'induction d’apoptose par les neutrons rapides, entre les cellules TK6 et les cellules
NH32 nous permettra de préciser les différences existant entre les deux voies de
signalisation apoptotiques déja définies en fonction de p53.

Afin d’identifier les génes dont l'expression est modifiée apreés l'irradiation par les
neutrons rapides dans les cellules TK6 et les cellules NH32, nous avons choisi

d’employer une technique d’hybridation appelée « cDNA expression arrays ». Cette
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méthode est basée sur I'hybridation d’ADN complémentaires (ADNc) marqués
radioactivement, synthétisés a partir des ARN extraits de nos cellules, sur des
membranes de nylon ot sont préalablement fixés des spots d’ADNc simple brin
représentatifs de genes connus ayant un role dans une fonction cellulaire donnée
(Duggan et al. 1999). Pour ces expériences, nous avons choisi une membrane
contenant les ADNc de 205 genes jouant un role dans I'apoptose : « BD Atlas Human
Apoptosis cDNA expression array » (Clontech Becton Dickinson).

Jusqu’a récemment, les études d’expression de genes étaient limitées a 1’analyse de
I'expression de quelques genes seulement. Par contre, le développement de
techniques telles que les « cDNA expression array » offre la possibilité d’évaluer
simultanément l’expression de nombreux genes et de déterminer parmi ceux-ci
lesquels sont exprimés différentiellement avant et apres irradiation (Marshall et
Hodgson 1998, Cheung et al. 1999). Ces tests d’hybridation d”ADNc ont plusieurs
applications et sont utilisés dans de nombreuses études, notamment pour identifier
les genes exprimés différentiellement dans les cellules cancéreuses par rapport aux
cellules normales (DeRisi et al. 1996, Zhang et al. 1997), pour déterminer les génes
responsables de la transformation tumorale (Chang et al. 1998, Welford et al. 1998)
ainsi que pour définir les génes activés par différents stress (Heinloth et al. 2003) ou
encore les genes impliqués dans certaines maladies (Muller et al. 2002, Magee et al.
2002, Zhou et al. 2004). De méme, certains travaux ont grace a cette technique, mis en
évidence des génes spécifiques de réponse aux radiations ionisantes dans plusieurs
types cellulaires (Amundson et al. 2000, Hanna et al. 2001, Kitahara et al. 2002) et
méme dans des lignées lymphoblastoides (Ford et al. 2001). La plupart de ces études
portent sur les genes régulés par les rayons X ou v, et peu d’entre eux concernent les
genes activés par les radiations a TEL élevé. Ainsi l'application des «cDNA
expression arrays » a I'étude de I'apoptose induite par les neutrons rapides pourra
fournir des informations nouvelles sur les mécanismes induits par ces rayonnements

a TEL élevé.
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2. RESULTATS

2.1. Mesure de I'apoptose

Comme nous étudions les génes impliqués dans I'apoptose induite par les neutrons
rapides, nous avons vérifié l'induction de ce type de mort cellulaire dans nos
échantillons cellulaires suite a 1'exposition a ces rayonnements. Apres irradiation a
4 Gy des cellules TK6 et NH32, nous avons prélevé la quantité de cellules nécessaires
pour les expériences de « cDNA expression arrays » et placé les cellules restantes en
culture. L’apoptose a été mesurée par cytométrie en flux dans ces cellules par la
formation des particules hypodiploides, 24 h apres irradiation (Figure 95). Les
résultats montrent que les neutrons induisent 1'apoptose dans les deux lignées mais
de facon plus importante dans les cellules TK6 que dans les cellules NH32, ce qui

confirme les résultats précédents (chapitre 1).

TK6 (p53 +/+) NH32 (p53 -/-)
g g
a

84 2

= =

u™ —] m'c!_._|

z : 0 Gy
o] “ o]

1T 7% "1 8%

2] 2]

= T T T = T T

1a? 1! ] _02 ) 10° 404 107 10! i 0 w0
Propidium lodide Propidium lodide

2 2

g g

5 5

n n

A e — A e —
4 Gy
o] =]

1 29 % 2 19%

T T

= T T T = T T T

10° w' e a? 10 10° w ot 10
Fropidium lodide Fropidium lodide

Figure 95 : Induction d’apoptose par les neutrons rapides dans les
cellules TK6 et NH32. Les cellules ont été perméabilisées 24 h apres
irradiation a 4 Gy, marquées par l'iodure de propidium et analysées par
cytométrie en flux. Les cellules contenant de ’ADN SubGO0G1 c’est-a-dire une
quantité d’ADN inférieure a 2n sont définies comme apoptotiques et le
pourcentage indique leur nombre.
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2.2. Rappel de la technique de « cDNA expression arrays »

La technique de « cDNA expression arrays » nécessite tout d’abord 1’extraction des
ARN des cellules irradiées et des controles non irradiés. Ces ARN sont convertis en
ADNc par rétrotranscription, en utilisant des amorces spécifiques de genes impliqués
dans l'apoptose. Ces ADNc sont marqués radioactivement grace a 1'utilisation pour
la transcription inverse de dATP contenant un 32P. Apres purification, ces sondes
d’ADNCc sont hybridées sur la membrane contenant les spots de cDNA déposés en
doublet et représentatifs de 205 genes connus, jouant un role dans I'apoptose. Apres
lavage des membranes, les signaux émis par les ADNc radioactifs hybridés sont lus a
'aide d'un phosphorimager. Une image des signaux émis pour chaque spot est alors
obtenue. L’analyse de ces signaux d’hybridation et leur quantification sont réalisées
grace au logiciel AtlasImage 1.01. Ce logiciel compare les résultats obtenus a partir de
deux échantillons différents hybridés sur deux membranes différentes et donne la
liste des genes dont I'expression est modifiée de maniere significative entre ces deux
échantillons. Dans notre cas, ces expériences ont été réalisées pour les cellules TK6 et
pour les cellules NH32. Les ARN totaux ont été extraits des cellules, 2h apres
irradiation par les neutrons rapides a 4 Gy. Les résultats de I'hybridation des ADNc
provenant des cellules irradiées ont été comparés a ceux de 'hybridation des ADNc

des cellules non irradiées. La Figure 96 récapitule toute la manipulation.
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Figure 96 : Schéma récapitulatif de 'expérience de « cDNA expression array ».
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2.3. Vérification de la qualité des ARN extraits des cellules

Apres irradiation par les neutrons rapides, la premiére étape de la technique de
« cDNA expression array » consiste a extraire les ARN des cellules. Pour cela, nous
avons utilisé le kit Rneasy. Ces ARN ont ensuite été déposés sur un gel dénaturant de
formaldéhyde et d’agarose et séparés par électrophorese, afin de vérifier la qualité de
ces derniers. En effet, des ARN dégradés conduisent & un bruit de fond important
lors de I'analyse des membranes apres hybridation. L’ARN est intact si les bandes
des ARN ribosomiques 28S et 18S sont bien définies sur le gel d’agarose et si la bande
de 'ARNTr 28S a une intensité deux fois supérieure a la bande de I’ARNr 18S. La
Figure 97 montre le profil de migration des ARN des cellules TK6 et NH32 avant et
apres irradiation. Pour chaque échantillon, nous observons deux bandes d’ARN
d’intensité relativement élevée qui correspondent aux ARN ribosomiques 28S et 18S.
L’intensité de la bande de I’ARNTr 28S est le double de celle de la bande de I’ARNr
185, ce qui nous permet de conclure que les ARN extraits de nos cellules sont de

bonne qualité. Nous avons donc réalisé 1'expérience de « cDNA expression arrays »

avec ces ARN.

TK6 TK6 NH32 NH32
NI 4Gy NI 4Gy

Figure 97 : Profil de migration des ARN extraits des
cellules TK6 et NH32 avant et apres lirradiation
par les neutrons rapides. 2 ug de chaque ARN extrait
ont  été  déposés  sur  gel  dénaturant  de
formaldéhyde/agarose 1%. Apres électrophorése, les
bandes ont été révélées par exposition aux UV. Le premier
puits correspond aux marqueurs de poids moléculaires.
(NI : non irradié)
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2.4. Analyse de I’expression des genes apres irradiation par les neutrons rapides

Les résultats des « cDNA expression arrays » obtenus avec les cellules TK6 et NH32
irradiées par les neutrons rapides sont présentés dans la Figure 98. Sur les
membranes sont déposés en doublets les ADNc correspondants a 205 genes ayant un
role connu dans le processus d’apoptose. De plus, les membranes contiennent
également des cDNA de 9 genes domestiques, qui interviennent dans le métabolisme
basal de la cellule et qui servent de controdles positifs et 3 cDNA de plasmide ou de

bactériophage qui sont des contrdles négatifs pour vérifier la spécificité de

I'hybridation.
TK6 0 Gy TK6 4 Gy
?- - :: *e - ae .
ol -l
NH32 0 Gy NH32 4 Gy
iz Lo
- ™ -

Figure 98 : Expression de genes d’apoptose avant et aprés irradiation par les
neutrons rapides dans les cellules TK6 et NH32. Les images présentées sont celles
obtenues apres lecture des signaux des membranes au phosphorimager. Chaque doublet de
points représente un geéne exprimé. Les signaux correspondant aux neuf genes domestiques
sont encadrés en rouge, ceux correspondant aux controles négatifs sont notés en vert.
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Sur chacune de nos membranes, les controles négatifs n’émettent aucun signal.
L’hybridation est donc spécifique et il n'y a pas de contamination de nos
échantillons. Nous pouvons également observer que certains genes domestiques sont
exprimés dans les cellules TK6 et NH32 mais leur expression varie aprés irradiation.

Ces images ont ensuite été traitées par ordinateur avec le logiciel AtlasImage. Grace a
ce logiciel, nous avons comparé l'expression des genes avant et apres irradiation
dans les deux types cellulaires. Pour cette analyse, il faut normaliser les signaux
obtenus, afin de compenser une hybridation globalement plus forte sur une des deux
membranes. Etant donné que les genes domestiques varient apres irradiation, nous
ne pouvons les utiliser pour cette normalisation. Donc, nous avons effectué une
normalisation globale des signaux en comparant la somme des signaux détectés sur
une membrane par rapport a l'autre. Le logiciel nous fournit ainsi la liste des 205
genes avec leurs intensités sur les deux membranes comparées. Il signale également
les genes dont I'expression est significativement modifiée entre les membranes et
dans notre cas, les genes modulés par l'irradiation dans les cellules TK6 et dans les
cellules NH32 (Figure 99). Pour que les résultats soient significatifs, nous n’avons
choisi de retenir que les genes dont I'expression est doublée ou diminuée de moitié

apres irradiation.

A B

Figure 99 : Schémas des membranes représentant les génes dont I'expression est
modifiée apres irradiation par les neutrons rapides. (A) Comparaison de la membrane
correspondant aux cellules TK6 irradiées a 4 Gy avec celle des cellules TK6 non irradiées. (B)
Comparaison de la membrane correspondant aux cellules NH32 irradiées a 4 Gy avec celle des
cellules NH32 non irradiées. Les genes sur-exprimés apres irradiation sont indiqués en rouge,
les genes sous-exprimés en bleu. Les génes représentés en vert ne présentent pas de modification
de leur expression apres irradiation. Ces schémas sont issus de 'analyse des résultats par le
logiciel Atlas Image.

-202-



Résultats - Etude de l'apoptose induite par les neutrons rapides

Les genes correspondant aux signaux mis en évidence dans la Figure 99, sont

indiqués pour les cellules TK6 et pour les cellules NH32 dans la Figure 100.

Géne Code NI 4 Gy Rapport

chromatin assembly factor 1 p48 subunit (CAF1 p48 7L 46 20 0,4

subunit) CDA40 receptor-associated factor 1 12K 18 40 2,2

eggéé\glﬂ.har signal-regulated kinase 6 (ERKG) 6M 15 44 29

Procaspase-9 (CASP9) 11L 82 242 3,0

insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2) 16 F 9 57 6,3

death-associated protein kinase 1 (DAP kinase 1; 17E 12 88 7,3
DAPKT)

Géne Code NI 4 Gy Rapport
c-myc purine-binding transcription factor puf 9D 19 0 Down
glutathione-S-transferase (GST) homolog 10B 18 0 Down

transforming protein rhoA H12 (RHO12; ARH12; ARHA) 19D 66 3 0,0

c-myc binding protein MM-1 9C 47 5 0,1

proliferating cyclic nuclear antigen (PCNA); 7H 74 15 0,2

gro%i[?actor receptor-bound protein 2 (GRB2) isoform 8l 30 7 0,2

cytoplasmic beta-actin (ACTB) 1G 45 98 2,2

WSL protein + TRAMP + Apo-3 + death domain receptor 3 15G 16 42 2,6

(DDR3) CDA40 receptor-associated factor 1 12K 23 87 3,8

cyclin-defSdiaEdY kinase 4 inhibitor D (CDKN2D); p19- 5J 16 68 43

INKERrine/threonine-protein kinase PCTAIRE 3 (PCTK3) 4F 15 147 9.8

death-associated protein kinase 1 (DAP kinase 1; 17E 0 35 Up
DAPKT)

Figure 100 : Geénes exprimés différentiellement apreés irradiation des cellules TK6 (A)
et NH32 (B) par les neutrons rapides. Les genes en blanc sont sur-exprimés, les genes en
vert sont sous-exprimés apres irradiation. Le code correspond a la position des génes sur les
membranes de cDNA array. NI et 4 Gy indiquent l'intensité des signaux mesurés sur la
membrane correspondant aux cellules non irradiées et sur la membrane des cellules irradiées
par les neutrons respectivement. Ces intensités sont ajustées par rapport au bruit de fond. Le
rapport entre ces deux intensités est également indiqueé.

D’apres ces résultats, plusieurs genes présentent une expression différentielle dans
les cellules TK6 et NH32 apres irradiation par les neutrons rapides. L’expression de 6
genes pour les cellules TK6 et de 12 genes pour les cellules NH32 est modulée par ces
radiations. Parmi ces génes, les genes CRAF1 et DAP kinase 1 sont sur-exprimés dans
les deux lignées cellulaires apres l'irradiation. Ils sont donc indépendants du statut

P53 des cellules.
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3. DISCUSSION

Sachant que l'irradiation par les neutrons rapides induit I’apoptose par deux voies de
signalisation différentes (I'une dépendante de p53, l'autre indépendante de p53),
notre objectif était d’effectuer un criblage des génes exprimés apres irradiation aux
neutrons, afin de pouvoir mieux comprendre les mécanismes encore inexpliqués du
processus apoptotique (Fischer et al, 2003). Pour cela, nous avons irradié les cellules
TK6 et NH32 et comparé I'expression de leurs génes radio-induits en utilisant la
technique de « cDNA expression arrays ». Nous avons émis I'hypothese que les
variations observées dans l'induction d’apoptose par les neutrons dans ces deux
types cellulaires sont dues a des différences dans les genes activés en réponse aux
radiations. L’étude des modifications d’expression des génes apres irradiation nous
sert donc a mettre en évidence les mécanismes moléculaires de I'apoptose.

Nos résultats font apparaitre une expression différentielle de plusieurs génes apres
exposition aux neutrons rapides. Certains de ces genes sont sur-exprimés dans les
deux lignées cellulaires TK6 et NH32. C’est le cas du gene CD40 receptor-associated
factor 1 (CRAF1) et du gene « death-associated protein kinase 1» (DAPK1), ce
dernier étant le plus exprimé dans les deux types cellulaires apres irradiation.
D’autres genes présentent une expression modifiée apreés irradiation, mais
uniquement dans les cellules TK6: le gene «chromatin assembly factor 1 p48
subunit » (CAF1 p48 subunit, encore appelé retinoblastoma -binding protein 4) est
sous-exprimé tandis que les genes: «extracellular signal-regulated kinase 6 »
(ERKS®), « procaspase-9 » (CASP9), et « insulin-like growth factor binding protein 2 »
(IGFBP2) sont sur-exprimés. Par contre, dans les cellules NH32, d’autres genes sont
régulés par les neutrons rapides : « c-myc purine-binding transcription factor puf »,
« glutathione-S-transferase (GST) homolog », «transforming protein rhoA H12
« (RHO12), « c-myc binding protein MM-1 », « proliferating cyclic nuclear antigen »
(PCNA) et «growth factor receptor-bound protein 2» (GRB2 isoform) sont
sous-exprimés alors que les geénes : « cytoplasmic beta-actin » (ACTB), « WSL protein

+ TRAMP + Apo-3 + death domain receptor 3 » (DDR3), « cyclin-dependent kinase 4
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inhibitor D » (CDKN2D), « serine/threonine-protein kinase PCTAIRE 3 » (PCTK3)
sont sur-exprimés par rapport au témoin non-irradié.

Nous avons ici mis en évidence l'expression différentielle de ces genes en nous
basant sur l'expression des ARNm. Comme les caractéristiques d’hybridation
dépendent de la séquence de chaque gene et qu’il existe des variations dues a la
réaction d’hybridation, la technique de cDNA expression arrays doit étre considérée
comme semi-quantitative. En effet, il est difficile de distinguer les différences
d’expression dues au processus biologique étudié de celles dues a la variabilité
expérimentale. Il faudra donc confirmer par RT-PCR les résultats obtenus pour
chaque géne identifié. Cependant, Sehgal et al. ont démontré que la majorité des
genes identifiés par cette technique de « cDNA expression arrays » étaient similaires
a ceux mis en évidence par RT-PCR classique dans des lignées de glioblastome et ont
ainsi confirmé la fiabilité de cette méthode (Sehgal et al. 1998). Par contre, pour savoir
si les produits de ces genes interviennent dans les processus d’apoptose induits par
I'irradiation par les neutrons rapides, il reste a vérifier que les ARNm transcrits de
maniére différentielle sont de la méme facon traduits en protéines et que ces
protéines sont fonctionnelles dans les cellules. Toutefois, ces résultats bien que
préliminaires, nous apportent des données complémentaires sur les mécanismes
d’apoptose mis en jeu apres irradiation par les neutrons rapides (Fischer et al. 2003,
chapitres précédents). En effet, si ces genes sont activés ou réprimés par rapport au
controle non irradié, ils jouent un role dans la réponse a lirradiation, et nous
renseignent sur la signalisation de I'apoptose apres irradiation.

Ainsi les genes DAPK1 et CRAF1 qui sont sur-exprimés apres exposition aux
neutrons dans les cellules TK6 et NH32 interviennent chacun dans des mécanismes
apoptotiques bien définis: la protéine DAPK1 est une sérine/thréonine kinase,
calcium/calmoduline dépendante qui contient un domaine de mort (DD). Il a été
rapporté que la sur-expression de cette protéine réduit la viabilité des cellules HeLa
(Cohen O et al. 1997). Certaines cellules cancéreuses présentent une délétion du gene
de la DAPKT1 ce qui souligne son importance dans 1’apoptose (Cohen et al. 2001). Elle
a d’abord été identifiée comme régulateur de la mort cellulaire induite par

I'interféron gamma mais elle semble également jouer un role dans I’apoptose induite
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par le TNFa ou Fas (Cohen et al. 1999) ou elle semble agir en aval du récepteur et en
amont des caspases. Nous avons déja montré que la voie Fas n’intervient pas dans
I'apoptose induite par les neutrons rapides mais il reste a déterminer 'intervention
du récepteur TNFa. DAPKI1 peut également intervenir dans la mort cellulaire induite
par les céramides (Pelled et al. 2002). La voie des céramides pourrait étre a 1'origine
de l'activation de la caspase-8 dans "apoptose induite par les neutrons dans nos
cellules. En effet, il a été démontré que les céramides conduisent a l’activation de la
caspase-8 (Darios et al. 2003) et le role des céramides dans I'apoptose induite par les
rayons y a été établi (Vit et Rosselli 2003). Des expériences ultérieures permettront de
préciser si les céramides interviennent dans 1'une des voies que nous avons déja
caractérisées. De plus, il a méme été suggéré que la voie du TNFa stimule la
formation des céramides, ce qui établit une relation entre les deux voies dans
lesquelles la protéine DAPK1 semble étre impliquée (Sawada et al. 2004). Le gene
CRAF1 quant a lui code pour une protéine adaptatrice, appartenant a la famille
TRAFs, des facteurs associés aux récepteurs du TNF. Ce géne CRAF1 encore appelé
« TNF receptor associated factor 3 » ou TRAF3 est également sur-exprimé dans
I'apoptose induite par les rayons UV, ce qui suggeére un mécanisme commun
d’activation de cette protéine entre les UV et les neutrons (Murakami et al. 2001).
Cette protéine cytoplasmique intervient dans la transduction du signal des
récepteurs TNF et oriente ainsi également nos recherches vers la voie de ce récepteur.
Elle interagit plus précisément avec le récepteur CD40, situé a la surface des
lymphocytes B, auquel elle se lie apres stimulation de ce dernier par CD40L (CD40
ligand) (Cheng et al. 1995). CRAF1 joue également un role dans l'apoptose induite
par le récepteur CD40. Le récepteur CD40, présent a la surface des cellules B pourrait
donc étre exprimé au niveau des cellules TK6 et NH32 et intervenir dans I'apoptose
induite par les neutrons en liant CRAF1. Par ailleurs, la sur-expression de CRAF1
conduit a I'inhibition du facteur de survie NF«kB et a l'activation de la voie des
MAPkinases, plus particulierement p38 et la kinase Jun (JNK), qui vont induire
I'apoptose (Takaori-Kondo et al. 2000, Grammer et al. 1998). Les genes de ces
protéines p38 et JNK ne sont sur-exprimés ni dans les cellules TK6, ni dans les

cellules NH32. Mais ces protéines peuvent étre activées sans sur-expression de leur
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gene, par phosphorylation. La protéine JNK, une fois activée, va inhiber l'action de
BCL-2 et favoriser 'apoptose. La voie des MAPK pourrait donc intervenir dans
"apoptose induite par les neutrons rapides.

Par opposition a ces deux protéines, certains génes sont activés ou réprimés
spécifiquement dans les cellules TK6, notamment le gene ERK6 dont 1'expression
apres irradiation est trois fois supérieure a celle du témoin non-irradié. Ce gene code
également pour une MAPKinase : ERK6 encore appelé MAPK12 ou MAPK p38 vy. La
protéine ERK®6 est activée suite a un stress ou par des cytokines pro-inflammatoires
et elle inhibe la prolifération cellulaire. L’activation de ERK6 a déja été montrée apres
irradiation vy, ou elle est nécessaire pour l'arrét du cycle cellulaire en G2 (Wang et al.
2000). Son activation est alors dépendante de ATM, qui régule aussi l'activation de
p53. Cette protéine peut donc contribuer a I'induction de 'apoptose dans les cellules
TK6, apres avoir bloqué les cellules en phase G2. Elle nous incite, comme CRAF1, a
étudier la voie des MAPK, apres irradiation par les neutrons. Deux autres génes sont
également sur-exprimés dans les cellules TK6 : le gene de la procaspase-9 et celui de
I'IGFBP2. La sur-expression de la procaspase-9 confirme son role dans "apoptose
dépendante de p53 apres exposition aux neutrons. En effet, nous avons déja montré
que la caspase-9 intervient apres relargage du cytochrome c par la mitochondrie dans
"apoptose déclenchée par les neutrons rapides, mais uniquement en présence de p53
(chapitre 2, Fischer et al. 2003). Cette sur-expression n’est pas observée dans les
cellules NH32, ce qui confirme également notre modéle d’apoptose dans lequel
seules les caspases-8 et -7 semblent intervenir dans la voie p53-indépendante. Le
gene IGFBP2 est aussi sur-exprimé dans les cellules TK6. Ce gene code pour une
protéine qui lie I'IGF (facteur de croissance de l'insuline) et qui régule les effets de ce
facteur de croissance. La protéine IGFBP2 est sur-exprimée dans de nombreuses
cellules cancéreuses ou suivant le type cellulaire, elle inhibe ou stimule la
prolifération (Hoeflich et al. 2001). D’autres investigations seront nécessaires pour
déterminer la contribution de cette protéine dans la réponse aux neutrons rapides
dans nos cellules. De plus, nous avons également détecté la répression du gene de la
sous-unité p48 de CAF1, dans les cellules TK6. CAF1 est une protéine nucléaire

constituée de trois sous-unités : p48, p60 et p150. Ce complexe est responsable de
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I'assemblage de la chromatine durant la phase S pendant la réplication de I’ADN, et

N

pendant sa réparation suite a un dommage. Il se lie aux histones et permet la
formation des nucléosomes. L’inactivation de CAF1 conduit a l'arrét du cycle
cellulaire en phase S (Ye et al. 2003). Si ce géne est sous-exprimé apres irradiation
dans nos cellules, il peut conduire a un défaut de réparation des dommages causés
par les neutrons rapides et ainsi a 'apoptose. Par la suite, nous devrons également
nous intéresser aux voies de réparation des dommages causés par l'irradiation.

D’autre part, certains genes sont activés ou sous-exprimés seulement dans les cellules
NHB32. Parmi les genes spécifiquement réprimés dans ces cellules, figure le géne de
I'homologue de la « glutathione-S-transferase » dont le produit intervient dans les
mécanismes de détoxification. Cette enzyme permet la destruction des radicaux
libres en interagissant avec le glutathion et fait ainsi partie des défenses de la cellule
contre le stress oxydant. Son inhibition conduit a I'accumulation d’especes réactives
qui vont provoquer des dommages cellulaires. Sa répression apres irradiation
pourrait activer l'apoptose, les radiations étant a l'origine d’un stress oxydatif
important. Les autres genes réprimés dans les cellules NH32 semblent tous jouer un
role dans la synthése d’ADN et la prolifération cellulaire. Leur répression conduit a
une inhibition de ces processus et par conséquent a la mort des cellules. Nous avons
notamment mis en évidence deux génes : « c-myc binding protein MM-1 » et « c-myc
purine-binding transcription factor puf » dont les produits sont associés a c-myc, un
oncogeéne souvent sur-exprimé dans les cellules cancéreuses entrainant alors une
prolifération accrue. Le premier de ces génes « c-myc binding protein MM-1 » code
pour une protéine nucléocytoplasmique qui inhibe l'activité transcriptionnelle de
c-myc. Par contre, le second joue un role majeur dans la synthése des nucléosides
triphosphates et active la transcription du gene c-myc. Ces deux genes dont les
activités sont opposées, sont tous les deux sous-exprimés suite a 1'exposition aux
neutrons rapides. D’autres expériences seront nécessaires pour évaluer I'influence de
c-myc dans I'apoptose induite par les neutrons rapides. Le géne « growth factor
receptor-bound protein 2 (GRB2) isoform » intervenant dans la régulation d"un autre
oncogene ras est également réprimé dans les cellules NH32 irradiées, ce qui empéche

ainsi son interaction avec ras et l'activation de la prolifération cellulaire. En outre,
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deux autres genes jouant un role dans la synthése d’ADN sont sous-régulés apres
irradiation dans cette lignée : le gene de la protéine RHOI12 et le géne PCNA. La
protéine RHO12 est un membre de la famille des petites GTPases, qui lient et
hydrolysent le GTP. Elle stimule la synthése d’ADN suite a I'activation de diverses
voies de signalisation (récepteurs couplés aux protéines G). Il a été montré que son
inhibition conduit a I'apoptose des cellules endothéliales (Hippenstiel et al. 2002). Le
gene PCNA quant a lui code pour une protéine nucléaire impliquée dans le controle
de la réplication de '’ADN et dans sa réparation (Paunesku et al. 2001). En effet, ce
facteur est indispensable a I'activité de '’ ADN polymeérase 8. Cependant, l'irradiation
par les neutrons rapides induit également une sur-expression de trois genes dans les
cellules NH32 : le gene du récepteur DDR3 qui est un membre de la famille TNF, le
gene de CDKN2D qui intervient dans la régulation du cycle cellulaire et le gene
PCTKS3 qui code pour une sérine/thréonine kinase qui favorise la différenciation des
cellules et donc un arrét du cycle cellulaire. Comme CRAF1 sur-exprimé dans cette
lignée, DRR3 est impliqué dans la voie des récepteurs TNF et semble réguler
négativement l'activité du facteur de survie NF«B. Il joue également un role dans
I'homéostasie des lymphocytes (Kaptein et al. 2000). Par contre, CDKN2D est un
inhibiteur de la kinase cycline dépendante 4 (cdk4) et sa sur-expression conduit a un
arrét du cycle cellulaire en G1 (Sherr et Roberts 1999).

Pour résumer, les geénes exprimés différentiellement apres irradiation nous apportent
des indications sur les voies de signalisation activées apres exposition aux neutrons
rapides. La présence de genes sous- ou sur-exprimés uniquement dans les cellules
TK6 et uniquement dans les cellules NH32 met en évidence une régulation directe ou
indirecte de ces genes par ce suppresseur de tumeur. En effet, les génes activés apres
irradiation dans les cellules NH32 seulement, peuvent étre des genes sur lesquels p53
exerce une inhibition dans les cellules TK6. Par conséquent la plupart des genes dont
I'expression est modifiée apres irradiation par les neutrons rapides dépendent du
statut p53 des cellules. Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Park et al. et
Amundson et al. qui ont montré que les genes de réponse aux rayons y étaient
indépendants de p53 (Park et al. 2002, Amundson et al. 1999). Il est également

important de remarquer que le géne p53 n’est pas sur-exprimé dans les cellules TK6,
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ce qui semble relativement normal étant donné que 1'activation de cette protéine
n’est pas causée par sa sur-expression mais par son accumulation dans les cellules du
fait d'une inhibition de sa dégradation. Dans notre étude, seuls les genes DAPK1 et
CRAF1 sont sur-exprimés dans les deux types cellulaires. Ils semblent donc étre
impliqués dans des voies indépendantes de p53. Ces génes sont tous les deux
impliqués dans la voie des récepteurs TNF. De méme, le récepteur DDR3 activé dans
les cellules NH32 est également un composant de la signalisation cellulaire des
récepteurs TNF. Par ailleurs, certains travaux ont montré que le TNFa pouvait jouer
un role dans I'induction d’apoptose par les photons (Inagaki-Ohara et al. 2001). Cette
voie de signalisation pourrait étre responsable de 1'apoptose p53-indépendante. De
méme, les genes ERK6 et CRAF1 soulignent le role éventuel de la voie des
MAPKinases apres irradiation (Dent et al. 2003) Enfin, parmi les genes identifiés,
plusieurs d’entre eux entrainent l’'apoptose en induisant un arrét dans le cycle
cellulaire ou en inhibant la réparation de I’ADN ou sa réplication. Des résultats
similaires ont été obtenus apres irradiation y, ol les genes sur- ou sous-exprimés ont
surtout une influence sur la progression du cycle cellulaire et la mitose (Heinloth et
al. 2003). 11 serait également intéressant d’étudier les mécanismes de réparation des
dommages ainsi que ceux intervenant dans la régulation du cycle cellulaire, sachant
que les neutrons induisent des dommages a I’ADN trés complexes et difficilement
réparables (Mustonen et al. 1999).

En conclusion, en nous indiquant les genes activés ou réprimés apres irradiation par
des neutrons rapides, la technique de « cDNA expression arrays » met en évidence
certaines voies de signalisation de 1'apoptose non encore étudiées en ce qui concerne
ces rayonnements. Les études d’expression différentielle de genes de réponse aux
radiations a TEL élevé sont rares et portent surtout sur les génes responsables de la
cancérogenese induite par ces rayonnements (Hei et al. 2001, Roy et al. 2001). Cette
technique constitue donc une approche intéressante pour étudier les mécanismes
apoptotiques induits par les radiations ionisantes. Cependant, elle reste avant tout
informative. En effet, nos résultats ne nous permettent pas de définir en détail les
mécanismes a 1'origine du processus apoptotique induit par les neutrons rapides, du

moins pas aussi précisément que les résultats obtenus précédemment pour la
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caractérisation des caspases impliquées ou l'évaluation du réle de BID ou Fas
(chapitres 2 et 3). Néanmoins, l'identification des genes dont 1l'’expression est
modifiée par les neutrons rapides permettent d’orienter nos futures investigations
vers la voie des récepteurs TNF, celle des MAPKinases ou encore celle des céramides.
Ces études seront utiles pour comprendre les voies de signalisation activées par les

neutrons rapides.
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2¢me PARTIE :

ETUDE DE LA SIGNALISATION CELLULAIRE DE
L’APOPTOSE INDUITE PAR LES IONS CARBONE DANS DES
CELLULES LYMPHOBLASTOIDES HUMAINES DIFFERANT

PAR LEUR STATUT P53
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Chapitre 5

ROLE DE P53 DANS L'INDUCTION D’APOPTOSE PAR LES IONS
CARBONE DANS DES LIGNEES TUMORALES HUMAINES
D’ORIGINE LYMPHOIDE

RESUME

Nous avons déja évalué les effets des neutrons rapides sur ces lignées cellulaires et
démontré le role de p53 dans I'apoptose induite par ces derniers. L’objectif de cette
étude était de déterminer le role de p53 dans l'apoptose induite par d’autres
radiations a TEL élevé et plus particuliéerement par des ions carbone dans des cellules
tumorales humaines d’origine lymphoide, afin de définir des caractéristiques
communes aux rayonnements a TEL élevé. Nos résultats indiquent que les ions
carbone induisent une diminution de la prolifération des lignées TK6 et NH32 plus
importante que celle provoquée par les rayons X ou par les neutrons rapides. Comme
pour les neutrons rapides, p53 est impliqué dans la sensibilité des cellules TK6 aux
ions carbone. Les ions carbone sont aussi plus efficaces que les rayons X en terme
d’induction d’apoptose, dans les cellules TK6 et NH32 ainsi que dans les cellules
MOLT-4. Nous avons également montré que les caspases interviennent dans
I'apoptose induite par ces particules. Les expériences avec l'inhibiteur des caspases
de type-3 ont révélé le role essentiel de ces dernieres dans 1'exécution du processus
apoptotique déclenché par ces rayonnements a TEL élevé. Comme suite a
'exposition aux neutrons rapides, I'irradiation par les ions carbone induit deux voies
apoptotiques : la premiere dépendante de p53 survient rapidement apres irradiation
et induit l'activation de la caspase-3. La deuxiéme voie d’apoptose est plus faible et
retardée et ne fait intervenir ni p53 ni la caspase-3.

Ces résultats ont été repris dans deux publications différentes dans les journaux
Canadian Journal of Physiology and Pharmacology et Anticancer Research (Coelho et
al. Canadian Journal of Physiology and Pharmacology 2002 ; Fischer et al. Anticancer
Research 2003).
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1. INTRODUCTION

La destruction des tumeurs par les radiations ionisantes dépend de facteurs
cellulaires liés aux cellules qui constituent la tumeur et les tissus avoisinants, et de
facteurs physiques qui incluent la nature des rayonnements ou le fractionnement de
la dose. Ces facteurs physiques peuvent étre modifiés dans le but d’améliorer
l'efficacité de la radiothérapie. L'utilisation des radiations ionisantes a TEL élevé
représente notamment une approche prometteuse pour prévenir la radiorésistance
des tumeurs.

Les premiers chapitres de ce travail de these sont consacrés aux effets induits par I'un
de ces rayonnements a TEL élevé, les neutrons rapides dans les lignées
lymphoblastoides humaines différant par leur statut p53. Nous avons démontré qu’a
dose égale ces radiations étaient plus efficaces pour induire la mort cellulaire que les
rayons X. Nous avons également montré que p53 joue un role essentiel dans la
sensibilité des cellules aux neutrons rapides et établi un modele de signalisation
cellulaire de 'apoptose induite par ces rayonnements. Cependant il existe d’autres
radiations a TEL élevé. Aussi, nous nous sommes intéressés a 1'induction de la mort
cellulaire par un autre type de rayonnement a TEL élevé, les ions carbone. Bien que
ces ions lourds soient utilisés dans plusieurs grands centres de radiothérapie dans le
monde (Orecchia et al. 1998, Kraft 1998), peu de données dans la littérature
scientifique concernent l'apoptose induite par ces particules (Aoki et al. 2000,
Takahashi et al. 1998). Nous avons donc, comme pour les neutrons rapides, tenté
d’évaluer l'implication de la protéine p53 dans les effets cytotoxiques de ces
radiations. Nous avons aussi mis en évidence le role des caspases dans le
déclenchement de la mort cellulaire par ces ions. Un des objectifs de cette étude était
également de déterminer si les résultats obtenus avec les neutrons rapides peuvent
étre généralisés a toutes les radiations a TEL élevé.

Pour cela, les lignées cellulaires TK6 et NH32 ont été irradiées par des ions carbone
(95 MeV /nucléon) produits au GANIL (Grand Accélérateur National d'Ions Lourds,

Caen). Pour ces expériences avec les ions lourds, nous avons aussi utilisé la lignée

-215-



Résultats - Etude de l'apoptose induite par les ions carbone

humaine de leucémie lymphoblastique aigué MOLT-4. Nous avons quantifié
I"apoptose et mesuré les effets de I'irradiation par les ions carbone sur la prolifération
de ces trois lignées. Ces effets ont été comparés a ceux des rayons X et a ceux des
neutrons rapides. Les caspases intervenant dans l’apoptose induite par ces
rayonnements ont également été identifiées.

L’étude de la signalisation apoptotique apres exposition aux ions carbone est
préliminaire. En effet, étant donné la faible disponibilité de l'accélérateur d’ions
lourds de Caen (en moyenne une irradiation par an), peu d’expériences ont été
réalisées sur les différents mécanismes cellulaires a l'origine du processus

apoptotique suite a une exposition aux ions lourds.
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2. RESULTATS

2.1. Radiosensibilité aux ions carbone

Tout d’abord, nous avons comparé les effets des ions carbone a ceux des rayons X et

des neutrons rapides sur la prolifération des cellules TK6 et NH32, afin d’en dégager

le role de p53 dans la radiosensibilité des cellules aux ions carbone. La croissance des

cellules a été mesurée par le test UptiBlue, quatre jours apres une irradiation a 2 Gy

par des rayons X, des neutrons rapides ou par des ions carbone. La Figure 101

montre que l'irradiation par les ions carbone provoque une diminution de la

prolifération des cellules TK6 et NH32 non seulement plus importante que celle

induite par les rayons X mais également légerement plus prononcée que celle induite

par les neutrons rapides.
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Figure 101 : Effets comparatifs sur la
prolifération cellulaire d'une
irradiation avec des rayons X, des
neutrons rapides et des ions carbone
12 (C12). Les cellules TK6(O) et NH32
(M) ont été irradiées a 2 Gy par les
différents types de rayonnements et la
prolifération cellulaire a été mesurée par
le test UptiBlue 4 jours apres irradiation.
Les wvaleurs sont exprimées en
pourcentages par rapport aux valeurs des
cellules  non  irradiées et  sont
représentatives de trois expériences
indépendantes réalisées trois fois.

La prolifération cellulaire des TK6 atteint 25% suite a une irradiation par les neutrons

rapides et 16% apres irradiation par les ions carbone. Par ailleurs, bien qu’aucune

différence ne soit observée entre les cellules TK6 et NH32 en ce qui concerne
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l'inhibition de croissance provoquée par les rayons X, les ions carbone, tout comme
les neutrons, entrainent une chute de la prolifération cellulaire plus forte dans les
cellules TK6 par opposition aux cellules NH32. En effet, apres irradiation par les ions
carbone, le nombre de cellules NH32 diminue jusqu’a 34% en comparaison avec 16%
pour la lignée TK6. Ces résultats suggerent que p53 est impliqué dans la sensibilité
des cellules TK6 aux ions carbone et plus généralement dans la sensibilité aux
radiations a TEL élevé. De plus, ces données indiquent également que les ions

carbone sont plus efficaces que les rayons X quel que soit le statut p53 des cellules.

2.2. Induction de I'apoptose par les ions carbone

Pour déterminer si les différences observées entre les rayons X, les neutrons rapides
et les ions carbone en ce qui concerne la diminution de la prolifération cellulaire,
proviennent d’une induction différente d’apoptose, nous avons quantifié par
cytométrie en flux la formation des particules hypodiploides dans les cellules TK6 et
NH32, 24 h apres irradiation a 4 Gy. Pour une méme dose, les ions carbone sont plus
efficaces que les rayons X pour induire l'apoptose des cellules TK6 et NH32
(Figure 102).

60 Figure 102 : Comparaison de
Uinduction  d’apoptose par les
50 - rayons X, les neutrons rapides et les

ions carbone. Les cellules TK6 (O) et
NH32 (M) ont été perméabilisées 24 h
apres irradiation a 4 Gy et marquées a
l'iodure de propidium, puis analysées par
30 - cytométrie en flux. Les cellules contenant
de I'’ADN SubGOG1 c’est-a-dire une

40

Contenu en ADN SubG0G1 (%)

20 - quantité d’ADN inférieure a 2n, sont
définies comme apoptotiques. Les valeurs
10 - sont représentatives de trois expériences
indépendantes.
0

Rayons X  Neutrons C12
Type de rayonnement
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Cependant, I'apoptose induite par ces ions lourds est plus importante dans les
cellules TK6 (42%) que dans les cellules déficientes en p53 (20%), ce qui suggere que
p53 est impliqué dans l'induction d’apoptose par les ions carbone. Par ailleurs,
I"apoptose induite par ces particules reste inférieure a celle induite par les neutrons
rapides dans les cellules TK6, alors que dans les cellules NH32, I'inverse est observé
avec une apoptose légerement plus faible apres exposition aux neutrons rapides
(15%). Donc, les ions carbone seraient plus efficaces que les neutrons rapides pour
induire I"apoptose en 1’absence de p53.

De méme, nous avons examiné l'apparition des particules hypodiploides dans les
cellules MOLT-4 apres irradiation a 2 Gy par les ions carbone ou les rayons X. Dans
cette lignée cellulaire, tout comme dans les cellules TK6 et NH32, le nombre de
cellules apoptotiques est plus élevé apreés exposition aux ions carbone qu’apres
exposition aux rayons X (Figure103). Ces résultats confirment la plus grande

efficacité des ions lourds en terme d’induction d’apoptose.

9 *0 Figure 103 : Induction de l'apoptose
- 50 - aprés  irradiation des  cellules
9 MOLT-4. Les cellules ont été irradiées a
Q 40| 2 Gy par les ions carbone (m) ou par les
a rayons X (w). La formation de particules
Z 30 - hypodiploides (ADN SubGOG1) a été
9( mesurée 24 h apres irradiation, apres
S 20 perméabilisation des cellules et marquage
S a liodure de propidium. Ces résultats
§ 10 - sont représentatifs de deux expériences
o . indépendantes.

@)

0 .
0 2
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2.3. Corrélation entre l'apoptose et l'inhibition de la prolifération cellulaire,

induites par les ions carbone

En utilisant le test CFSE (5(et 6)-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester),

nous avons ensuite essayé d’établir une corrélation entre 1'induction d’apoptose et la
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capacité des cellules a se diviser apres une irradiation par les ions carbone. Le
marqueur CFSE se lie irréversiblement aux protéines intracellulaires ainsi qu’aux
protéines situées a la surface des cellules. Lorsque les cellules se divisent, le CFSE va
se distribuer également entre les cellules filles. Ainsi, dans une population cellulaire,
chaque génération successive sera caractérisée par une intensité de fluorescence
diminuée de moitié, qui sera mesurée par cytométrie en flux (Lyons 2000). Le
nombre de cellules capables de se diviser apres irradiation peut alors étre mis en
évidence. De plus, si ce test CFSE est associé a un marqueur apoptotique, une étude
biparamétrique peut étre effectuée. Dans ce but, les cellules MOLT-4 ont été irradiées
par des ions carbone a 2 Gy ou 4 Gy, apres marquage au CFSE. Puis a différents
temps apres irradiation, les cellules ont été prélevées et incubées avec la
chlorométhyl-X-rosamine (CMX-Ros), un marqueur mitochondrial qui se fixe
uniquement sur les cellules présentant un potentiel membranaire mitochondrial
normal. L’apoptose est mesurée par la diminution des cellules positives a la

CMX-Ros. La Figure 104 présente les résultats obtenus 84 h apres irradiation.
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Figure 104 : Analyse biparamétrique de la prolifération et de 'apoptose dans les
cellules MOLT-4, apreés irradiation par les ions carbone. Les cellules ont été irradiées
a 2 Gy ou 4 Gy apres marquage au CFSE. Puis les cellules ont été prélevées 84 h apres
irradiation, marquées a la CMX-Ros et analysées en cytométrie en flux. En abscisse :
fluorescence du CFSE et en ordonnée : fluorescence de la CMX-Ros. Les cellules non
irradiées sont positives au CFSE et a la CMX-Ros. Les cellules qui ont arrété leur division
sont mesurées par une augmentation du marquage CFSE par rapport au controle non
irradié. Les cellules apoptotiques sont celles présentant une diminution du marquage
CMX-Ros.
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Les cellules MOLT-4 non irradiées forment une population relativement étalée,
correspondant a une prolifération active. Par contre, apres irradiation a 2 Gy, le
nombre de cellules positives au CFSE augmente : les cellules cessent de se diviser et
par conséquent la concentration de CFSE fixé sur ces cellules reste importante. En
outre, une grande partie de ces cellules est également caractérisée par une
diminution du marquage a la CMX-Ros, indiquant une chute du potentiel
mitochondrial et I'induction d’apoptose. Apres irradiation a 4 Gy, ces effets sont
encore accentués; le nombre de cellules capables de proliférer est fortement réduit et
I'apoptose augmente (Figure 104). Des profils similaires ont été obtenus pour les
cellules TK6 et NH32. Ces résultats montrent qu’apres irradiation, les cellules qui
stoppent leur prolifération entrent en apoptose, suggérant que 1'apoptose est corrélée
avec un arrét de la prolifération cellulaire aprés exposition aux ions carbone.

Le marquage a la CMX-Ros nous a également permis de comparer l'induction
d’apoptose par les ions carbone dans les différentes lignées cellulaires, TK6, NH32 et
MOLT-4, 84 h apres irradiation. Nous pouvons constater que les lignées cellulaires
présentent des différences quant a I'induction d’apoptose apres plus de 3 jours de
culture (Figure 105). Les cellules MOLT-4 ainsi que les cellules TK6 présentent la
méme sensibilité a ces rayonnements tandis que les cellules NH32 sont plus
résistantes a l'apoptose induite par les ions carbone. Ces données confirment les

résultats précédents.

100 Figure 105 : Induction de
I'apoptose par les ions carbone
80 1 en fonction de la dose
X d’irradiation. Les cellules TK6 (O),
= NH32 (®) et MOLT-4 (®) ont été
> 1 prélevées 84 h apres irradiation et
< 60 ) o
= analysées par cytométrie en flux
5 aprés marquage a la CMX-Ros. Les
é 40 - cellules négcftives au  marquage
S CMX-Ros présentent une chute du
-'E potentiel mitochondrial et sont
20 - considérées comme apoptotiques.
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2.4. Activation des caspases par les ions carbone

Dans les chapitres précédents, nous avons montré que les caspases jouent un role
essentiel dans 'apoptose induite par les neutrons rapides. De plus, la nature des
caspases activées varie selon le statut p53 des cellules. Pour évaluer I'importance des
caspases dans l'apoptose induite par les ions carbone, nous avons examiné les
cinétiques d’activités de plusieurs caspases apres exposition aux ions carbone dans

les cellules TK6 et NH32 (Figure 106).

Les activités de ces protéases ont été mesurées grace aux tests fluorimétriques, a des
temps plus précoces que pour les neutrons rapides, car l'induction d’apoptose
survient tres tot apres irradiation par les ions carbone. Les activités des caspases-8, -9
et -3/-7 augmentent rapidement, a partir de 2 h apres irradiation, culminent a 4-6 h
et diminuent ensuite a partir de 6 h, dans les cellules TK6. Dans les cellules NH32,
ces activités caspases augmentent seulement 6h apres l'irradiation. Ces résultats
suggerent que l'activation des caspases et par conséquent 1'apparition de I'apoptose
est retardée dans les cellules déficientes en p53, ce qui avait également été observé

avec les neutrons rapides.
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Figure 106 : Activités des caspases-8, -9 et -3 et -7, induites apreés irradiation par
des ions carbone. Aux temps indiqués, les cellules TK6 (A) et NH32 (B) ont été lysées et
I'hydrolyse de Ac-DEVD-amc (caspases-3 et -7), Ac-IETD-amc (caspase-8) et
Ac-LEHD-amc (caspase-9) a été mesurée a l'aide de tests fluorimétriques. Les valeurs sont
les moyennes +SD d’une expérience représentative réalisée avec trois échantillons différents.
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2.5. Importance de la caspase-3 dans I'apoptose induite par les ions carbone

La caspase-3 joue un role central dans 'apoptose activée par les rayons X (Coelho et
al. 2000), ainsi que dans celle induite par les neutrons rapides, dans les cellules TK6
(chapitres 1 et 2). Apres exposition aux ions carbone, nous avons détecté une activité
des caspases de type caspase-3 dans les cellules TK6 et NH32 (Figure 106). Ainsi,
pour compléter ces tests enzymatiques et confirmer le role de ces caspases dans la
phase d’exécution de l'apoptose induite par ces rayonnements a TEL élevé, nous
avons traité les cellules TK6 et NH32 avec l'inhibiteur spécifique des caspases de
type-3, 'Ac-DEVD-CHO a 100 uM, avant l'irradiation a 2 Gy. L’apparition de
I'apoptose a été mesurée par la formation de particules hypodiploides 24 h apres
irradiation (Figure 107). Les cellules contenant de '’ ADN SubGO0G1 ont été définies
comme apoptotiques. Les résultats montrent que l'inhibition des caspases-3 et -7
réduit le nombre de particules hypodiploides apres exposition aux ions carbone, de
26% a 10% dans les cellules TK6 et de 19% a 12% dans les cellules NH32. Donc,
I'inhibition des caspases de type-3 prévient 1'apoptose induite par les ions carbone.
En outre, apres irradiation, le pic de cellules en phase G2 augmente dans les cellules
TK6 et surtout dans les cellules NH32 déficientes en p53, suggérant que les ions
carbone induisent une accumulation des cellules en G2. Cet arrét du cycle cellulaire
en phase G2 est également inhibé par l'ajout d’Ac-DEVD-CHO. Des résultats
similaires ont été obtenus avec les neutrons rapides et illustrent le role des caspases

effectrices dans le processus apoptotique induit par les radiations a TEL élevé.
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Figure 107 : Effets de l'inhibition des caspases de type-3 sur l'apoptose induite
par les ions carbone. Les cellules TK6 (a gauche) et NH32 (a droite) ont été
prétraitées 2 h avant lirradiation a 2 Gy, avec l'inhibiteur de la caspases-3 et -7,
I’Ac-DEVD-CHO (100 uM). L’apoptose a été quantifiée 24 h apres l'irradiation, par
mesure de la quantité de particules hypodiploides en cytométrie en flux. Le marqueur
délimite les cellules hypodiploides, c’est-a-dire en apoptose. Le pourcentage indique le
nombre de cellules apoptotiques. Les valeurs sont représentatives de trois expériences
indépendantes.
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De méme, le role des caspases-3 et -7 a été mis en évidence dans les cellules MOLT-4
(Figure 108). Dans cette lignée, l'inhibition des caspases de type-3 par
Ac-DEVD-CHO conduit a une diminution de I'apoptose plus forte apres irradiation
aux ions carbone que l'inhibition de la caspase-8 par Ac-IETD-CHO ou celle de la
caspase-9 par Ac-LEHD-CHO, ce qui confirme l'importance de la caspase-3 apres

irradiation.
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Figure 108 : Effets de l'inhibition des caspases-8, -9 et de type-3 sur l'apoptose
induite par les ions carbone dans les cellules MOLT4. Les cellules ont été prétraitées
2 h avant l'irradiation a 2 Gy, avec l'inhibiteur des caspases de type-3 I’Ac-DEVD-CHO,
'inhibiteur de la caspase-8 Ac-IETD-CHO et l'inhibiteur de la caspase-9 Ac-LEHD-CHO
a 100 uM. L'apoptose a été quantifiée 24 h apres l'irradiation, par mesure de la quantité
de particules hypodiploides en cytométrie en flux. Les valeurs sont représentatives de trois
expériences indépendantes. (sur la figure: DEVD: Ac-DEVD-CHO, IETD :
Ac-IETD-CHO, LEHD : Ac-LEHD-CHO)

Pour les neutrons rapides, nous avons mis en évidence que l'activité de type
caspase-3 mesurée dans les cellules TK6 est due a la caspase-3 et a la caspase-7, alors
que dans les cellules NH32, elle est uniquement causée par la caspase-7 (chapitre 2).
Pour vérifier si la caspase-3 est activée dans les cellules NH32 suite a une irradiation
par les ions carbone, nous avons réalisé des mesures de son activation en cytométrie
en flux, a 'aide d'un anticorps dirigé contre la forme active de cette enzyme. Pour

cela, les cellules TK6 et NH32 ont été irradiées a 2 Gy et a différents temps apres
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irradiation, les cellules ont été perméabilisées et incubées avec 1'anticorps
anti-caspase-3-active-FITC avant d’étre analysées par cytométrie en flux. La Figure
109 montre que l'activation de la caspase-3 augmente en fonction de temps apres
irradiation dans les cellules TK6, avec un maximum atteint a 8 h. Par contre, dans les
cellules NH32, aucune activation significative de la caspase-3 n’a pu étre détectée
apres irradiation. En effet, il n'y a pas d’augmentation de la forme active de la

caspase-3 dans les cellules NH32 irradiées.

50

Figure109: Activation de la
caspase-3 apres irradiation aux
40 ~ ions carbone. Les cellules TK6 (O) et
NH32 (®) ont été irradiées a 2 Gy par
les ions carbone. A différents temps
apres irradiation, les cellules ont été
perméabilisées, marquées avec
I'anticorps anti-caspase-3 active-FITC
et analysées par cytométrie en flux. Les
cellules  positives —au  marquage
présentent une activation de la
caspase-3. Les wvaleurs sont les
0 . . . . . moyennes  de  deux  expériences
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Ces résultats suggerent que 1'activation de la caspase-3 est responsable de 'activité
enzymatique mesurée apres irradiation par les ions carbone dans la lignée TK6
(Figure 106), mais que dans les cellules NH32, une autre protéase intervient pour le
clivage du substrat Ac-DEVD-amc. Pour valider ces données de cytométrie en flux,
un western blot de la procaspase-3 a été réalisé 10 h apres irradiation a 1 Gy par les

ions carbone, dans les deux types cellulaires (Figure 110).
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Figure 110 : Analyse de l'activation de la caspase-3 par western blot aprés
irradiation par les ions carbone. Les cellules TK6 (en haut) et NH32 (en bas) ont
été lysées 10 h apres irradiation a 1 Gy et 20 ug de protéines isolées des cellules ont
été séparées par électrophorese et transférées sur une membrane de nitrocellulose
incubée avec I'anticorps spécifique de la procaspase-3. L'inhibition de la caspase-3 par
I’Ac-DEVD-CHO a 100 uM sert de controle négatif. Cet inhibiteur a été ajouté 1 h
avant lirradiation. (sur la figure : DEVD : Ac-DEVD-CHO) Ces résultats sont
représentatifs de deux expériences indépendantes.

Les résultats indiquent une diminution de la proforme de la caspase-3 dans les
cellules TK6 apres irradiation. Cette baisse de la procaspase-3 résulte de 1’activation
de cette caspase par clivage protéolytique. En revanche, dans les cellules NH32,
aucune différence concernant la procaspase-3 n’est observée apres 1 Gy d’ions
carbone par rapport aux contrdles non irradiés, ce qui démontre que la caspase-3
n'est pas activée par l'irradiation dans cette lignée cellulaire. Ces résultats de
cytométrie en flux et de western blot montrent que la caspase-3 intervient dans

I’apoptose induite par les ions carbone uniquement en présence de p53.
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3. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons évalué la capacité des ions carbone a induire I'apoptose
dans des cellules tumorales et examiné le role de p53 dans le déclenchement de ce
type de mort cellulaire. Nous avons également démontré 1'implication des caspases
dans la mort cellulaire induite par ces rayonnements. De plus, par comparaison avec
les résultats obtenus pour les neutrons rapides, nous avons pu mettre en évidence les
caractéristiques des radiations a TEL élevé en ce qui concerne l'induction de
I"apoptose dans les cellules lymphoblastoides.

Les ions carbone, tout comme les neutrons rapides, sont utilisés en clinique contre
certains cancers, dans lesquels ils s’averent plus efficaces que les rayons X (Schulz-
Ertner et al. 2004, Sudhamshu et al. 2003, Kraft 1998). Cependant, mis a part des
dommages plus complexes induits au niveau de I’ADN, I'origine de I'efficacité de ces
radiations a TEL élevé par rapport aux rayons X reste encore inexpliquée. Nos
résultats apportent des informations supplémentaires concernant les effets de ces
rayonnements.

Nous avons montré que les ions carbone diminuent la prolifération cellulaire et
induisent l'apoptose dans les trois lignées cellulaires étudiées: TK6, NH32 et
MOLT4. Ces effets sont plus importants que ceux induits par les rayons X, ce qui
suggere que l'efficacité des ions carbone peut étre expliquée par une plus grande
capacité a induire I"apoptose. Ces résultats semblent étre en contradiction avec nos
travaux portant sur l'induction d’apoptose dans les lymphocytes spléniques
normaux de souris irradiées par des ions carbone (Holl et al. 2001). En effet, bien que
ces travaux montrent une plus grande efficacité des ions carbone par rapport aux
rayons X pour réduire le poids et la cellularité de la rate de ces souris irradiées, ils
rapportent seulement une faible augmentation de I'apoptose des lymphocytes mis en
culture apres irradiation. Cependant, nos résultats in vitro s’accordent avec d’autres
études démontrant une plus grande efficacité biologique relative des ions lourds
pour l'induction d’apoptose (Aoki et al. 2000, Meijer et al. 1998). Ces résultats opposés

prouvent que I'induction d’apoptose varie selon le type cellulaire étudié.
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Par ailleurs, nous avons observé que la baisse de la prolifération cellulaire apres
irradiation par les ions carbone était liée a l'induction de l'apoptose. En effet, le
double marquage CFSE/chlorométhyl-X-rosamine montre que 1'apoptose est induite
dans les cellules qui arrétent de se diviser apres irradiation, suggérant ainsi que
I'apoptose est responsable de la diminution de la croissance cellulaire. Ces résultats
different de ceux obtenus avec les neutrons rapides. En effet, dans le cas d'une
irradiation par les neutrons rapides, 'apoptose est seulement en partie responsable
de la diminution de survie cellulaire et 1'efficacité des neutrons est aussi expliquée
par l'induction d’une mort clonogénique plus importante (chapitre 1, Coelho et al.
2002). Des tests de formation de colonies apres irradiation par les ions carbone sont
nécessaires pour déterminer si seule I’apoptose est responsable de 1'efficacité des ions
carbone (Sasaki ef al. 1997).

Nous avons également démontré que les cellules MOLT-4 et TK6 qui présentent une
protéine p53 sauvage sont plus sensibles aux ions carbone que les cellules NH32,
déficientes en p53, ce qui souligne le role de p53 dans les effets cytotoxiques des ions
carbone. L’apoptose induite est également supérieure dans les cellules TK6 par
rapport aux cellules NH32, ce qui suggere que p53 est impliqué dans l'induction
d’apoptose par les ions carbone. Toutefois, des travaux effectués sur des lignées
tumorales différentes ont révélé que les effets des ions carbone sont indépendants du
statut p53 des cellules (Iwadate et al. 2001, Asakawa et al. 2002, Baggio et al. 2002).
D’autres expériences réalisées sur des cellules de glioblastome ont au contraire,
obtenu des résultats similaires aux notres, indiquant que les cellules mutées pour p53
étaient plus résistantes aux ions carbone que les cellules avec une protéine p53
sauvage (Tsuboi et al. 1998). De méme, Fournier et al. ont rapporté une accumulation
de p53 dans des fibroblastes humains apres irradiation par les ions carbone (Fournier
et al. 2004). En outre, nos résultats mettent également en évidence I'influence de p53
dans I'induction d’apoptose par les neutrons rapides (Figure 102, chapitre 1). Ainsi,
les dommages cellulaires infligés par les ions carbone et les neutrons rapides sont
sous le controle de p53. De plus, les ions carbone semblent étre plus efficaces que les
neutrons pour induire 'apoptose des cellules déficientes en p53, ce qui prouve

I'efficacité élevée de ces rayonnements contre les tumeurs radiorésistantes, les
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cellules déficientes en p53 étant généralement plus résistantes a la radiothérapie

conventionnelle (Takahashi ef al. 1998, Matsui et al. 2004).

L’apoptose induite par les ions carbone est aussi corrélée avec l'activation des
caspases. Les activités caspases décrites dans les cellules TK6 et NH32 mettent en
évidence, comme pour les neutrons rapides, I'induction de deux voies d’apoptose
par les ions carbone, I'une précoce en présence de p53 et 'autre indépendante de p53
et plus tardive (Figure 106, chapitre 2). De méme, I'induction de l'apoptose par les
ions carbone nécessite 1'activation des caspases de type-3, puisque leur inhibition
prévient I'apparition de ce type de mort cellulaire dans les cellules TK6 et MOLT-4
mais aussi dans les cellules NH32. Les caspases-8 et -9 semblent également jouer un
role dans I'apoptose induite par ces radiations. Ces résultats apportent des données
nouvelles concernant les mécanismes cellulaires d’induction de l'apoptose en
réponse aux ions carbone, puisque peu d’informations sont disponibles sur les voies
de signalisation apoptotiques activées par ces particules (Mitra et al. 2004, Fournier et
al. 2004).

Les études de western blot de la procaspase-3 ainsi que les données obtenues par
cytométrie en flux avec l'anticorps spécifique de la caspase-3 active révelent une
activation différentielle de la caspase-3 suivant le statut p53 des cellules irradiées. En
effet, la caspase-3 est activée uniquement en présence de p53. Une autre caspase est
donc responsable de l'activité DEVDase détectée 8 h apres irradiation par les ions
carbone dans les cellules NH32. Des résultats identiques sont obtenus dans le méme
type cellulaire apres irradiation par les neutrons rapides. Comme nous avons
démontré que suite a ces rayonnements, la caspase-7 est la caspase effectrice dans les
cellules NH32, nous pouvons émettre I’hypotheése que cette derniere est également
responsable de I'exécution du processus apoptotique en réponse aux ions carbone en
absence de p53. Néanmoins, des expériences supplémentaires seront nécessaires

pour vérifier cette hypothese.

En conclusion, les ions carbone sont plus efficaces que les rayons X et les neutrons

pour diminuer la prolifération cellulaire. Cette étude nous a permis de comparer
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I'apoptose induite par les ions carbone a celle induite par les neutrons rapides dans
des cellules tumorales humaines d’origine lymphoide. En dégageant les points
communs entre ces deux types de rayonnement en ce qui concerne l'induction
d’apoptose, nous avons pu définir les mécanismes apoptotiques spécifiques des
radiations a TEL élevé. En effet, p53 est impliqué dans la sensibilité des cellules aux
neutrons rapides et aux ions carbone, suggérant le role essentiel de cette protéine
dans les effets des radiations a TEL élevé. Ainsi les dommages a I’ADN, constituent
un type de lésions déterminant dans la cytotoxicité des rayonnements a TEL élevé.
De méme, l'apoptose induite par les ions carbone et par les neutrons rapides fait
intervenir les caspases et la caspase-3 n’est activée qu’en présence de p53. Donc les
radiations a TEL élevé activent dans les cellules TK6 deux voies d’apoptose
différentes selon le statut p53. Il reste cependant a déterminer si ces voies de
signalisation induites par ces rayonnements a TEL élevé sont spécifiques de notre
type cellulaire. Des expériences avec d’autres lignées cellulaires présentant des
différences au niveau de la protéine p53 seront nécessaires pour confirmer ces

résultats.

-232-



Conclusion




Conclusion

CONCLUSION

Dans ce travail de these, nous avons étudié l'apoptose induite par les neutrons
rapides et les ions carbone dans les cellules lymphoblastoides. Pris dans leur
ensemble, nos résultats apportent des informations nouvelles concernant I'induction
de ce type de mort par les radiations ionisantes a TEL élevé. Ils soulignent également
la complexité des mécanismes cellulaires mis en jeu suite a une irradiation.

Nous avons montré que les neutrons rapides et les ions carbone sont plus efficaces
que les rayons X en terme d’induction d’apoptose et de baisse de la survie
clonogénique. L'étude des effets des radiations a TEL élevé a débuté il y a plusieurs
années (ljiri et Potten 1983, Hendry et al. 1982, Palayoor et al. 1993). Cependant, bien
que quelques travaux ont montré que l'apoptose induite par les neutrons rapides
était identique a celle induite par les photons (Vral et al. 1998, Warenius et Down
1995), la plupart des études démontre 1efficacité biologique supérieure des neutrons
rapides et des ions carbone par rapport aux rayons X et confirment nos résultats
(Goto et al. 2002, Wang et al. 2001, Fujikawa et al. 2000, Aoki et al. 2000). Nous
pouvons ainsi conclure qu’il existe une dépendance entre le TEL et l'induction
d’apoptose.

Par ailleurs, nos travaux démontrent clairement pour la premiere fois I'implication
de p53 dans l'apoptose induite par les rayonnements a TEL élevé. D’autres équipes
se sont penchées sur le role de p53 dans le déclenchement de I'apoptose suite a une
irradiation par des neutrons rapides ou des ions carbone. Wang et al. ont montré que
la quantité de p53 ne variait pas apres exposition aux neutrons rapides (Wang et al.
2001). Les expériences réalisées par Iwadate et al. ont également indiqué que p53
n’intervient pas dans la cytotoxicité des ions carbone sur des cellules de glioblastome
(Iwadate et al. 2001). Des résultats similaires ont été obtenus par Asakawa et al.

(Asakawa et al. 2002). Ces données semblent contradictoires avec nos propres
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résultats. Cependant, ces équipes ont utilisé pour leurs expériences des cellules
exprimant une protéine p53 sauvage et des mutants p53: aucune étude n’a été
réalisée avec des cellules ol p53 a été inactivé, ce qui nuance les conclusions de ces
auteurs. Par ailleurs, Masunaga et al. ont montré que le statut p53 des cellules
tumorales affecte la réponse cellulaire aux neutrons et confirment nos résultats

(Masunaga et al. 2002).

Nous avons également mis en évidence des différences quantitatives et qualitatives
dans le déroulement de l'apoptose induite par les neutrons rapides en fonction de
p53. Ceci nous a permis d’établir un modele de signalisation de 1'apoptose induite
par les neutrons rapides. Deux voies d’apoptose sont induites suite a I'exposition aux
neutrons rapides : une voie précoce dépendante de p53, qui conduit au clivage de
BID par la caspase-8 et fait intervenir la mitochondrie avec une diminution du
potentiel mitochondrial et une libération du cytochrome c de la mitochondrie. Suite
au relargage du cytochrome c, la caspase-9 est activée et résulte en l'activation des
caspases-3 et -7. La deuxieme voie apoptotique déclenchée par les neutrons rapides
est indépendante de p53 et est caractérisée uniquement par l'activation des
caspases-8 et -7, sans implication de la mitochondrie. Cependant, ce modele reste
incomplet. Il reste a déterminer les mécanismes a l'origine de l'activation de la
caspase-8, initiatrice du processus apoptotique quel que soit le statut p53, ainsi que
ceux responsables de l'activation de la caspase-7. L’analyse de 1'expression des génes
apres irradiation nous a permis d’orienter nos futures recherches vers la voie du
TNFa, la voie des céramides, ou celle des MAPKinases. D’autres travaux seront
nécessaires pour préciser si ce modele s’applique également a d’autres types
cellulaires. L'induction de I'apoptose par les ions carbone a aussi été étudiée. Méme
si les résultats concernant les voies de signalisation activées par ces ions lourds
restent préliminaires, nous avons observé que l'activation de la caspase-3
dépendante de p53 semble étre une particularité commune aux deux types de
rayonnements a TEL élevé. Des expériences complémentaires permettront de
déterminer plus en détail les caractéristiques de 'apoptose induite par les radiations

a TEL élevé.
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Cependant, nos résultats démontrent également que la réponse biologique aux
radiations ionisantes ne doit pas étre réduite a la seule induction d’apoptose. En effet,
les tests de survie clonogénique ont montré que !'efficacité biologique relative (EBR)
élevée des neutrons pourrait étre due a une capacité accrue d’induction d’apoptose
mais aussi a une mort clonogénique plus importante. De plus, l'inhibition de
I'apoptose apres irradiation (par inhibition des caspases de type caspase-3) induit
une conversion vers une mort de type nécrose. Il faut donc tenir compte de cette

mort clonogénique dans les effets de ces rayonnements a TEL élevé.

Récemment, plusieurs publications sont parues sur I'efficacité des ions lourds et des
neutrons par rapport aux rayons X (Matsui et al. 2004, Holgersson et al. 2003, Persson
et al. 2002). Nos travaux s’inscrivent dans cet intérét récent pour l'étude des
mécanismes d’induction de la mort cellulaire par ces radiations a TEL élevé. En effet,
ces rayonnements sont de plus en plus utilisés dans les centres de radiothérapie et la
construction de centres d’hadronthérapie est actuellement en projet dans plusieurs
pays. L’élucidation des réponses cellulaires induites par ces rayonnements a TEL
élevé dans des cellules tumorales humaines s’aveére nécessaire pour moduler et
ajuster l'utilisation de ce type de rayonnement en clinique. De plus, I'étude des effets
des rayonnements a TEL élevé est aussi de premiere importance pour la recherche

spatiale.
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RESUME

L’objectif général de ce travail de thése était de parvenir a identifier les mécanismes cellulaires
qui régissent 1'induction d’apoptose par les radiations ionisantes a transfert d’énergie linéique
(TEL) élevé, en particulier les neutrons rapides et les ions carbone. Nous avons également tenté
de déterminer le role, dans ces mécanismes, de la protéine suppresseur de tumeur p53. Pour
cela, nous avons utilisé des lignées lymphoblastoides différant par leur statut p53: TK6
(p53 +/+), WTK1 (p53 muté) et NH32 (p53 -/-).

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I'induction d’apoptose par les neutrons
rapides. Nous avons d’abord comparé les effets de ces radiations a ceux des rayons X sur nos
lignées cellulaires. Nos résultats montrent que pour une méme dose d’irradiation, les neutrons
rapides sont plus efficaces que les rayons X en terme d’induction de I'apoptose. Cette induction
d’apoptose varie aussi suivant le statut p53 des cellules. Ces données suggerent que les
neutrons rapides activent 'apoptose suivant deux voies distinctes : une voie dépendante de p53
qui intervient dés les premieres heures apres l'irradiation, et une voie indépendante de p53,
plus lente, mais faisant elle-aussi intervenir les caspases.

Nous avons ensuite essayé de caractériser les deux voies de signalisation apoptotiques activées
dans les lignées lymphoblastoides par les neutrons rapides, afin d’identifier les différents
mécanismes impliqués dans le déclenchement du processus apoptotique en fonction de p53.
Nos résultats font apparaitre que le statut p53 affecte non seulement la cinétique d’induction de
I’apoptose mais aussi la nature des caspases activées. L’apoptose p53-dépendante est associée a
'activation des caspases-3, 7, 8 et 9, au clivage de BID par la caspase-8, a la chute du AYm et a la
libération du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytoplasme. Par contre, la caspase-7
parait étre activée par une voie de signalisation indépendante de p53.

Dans les expériences suivantes, les mécanismes conduisant a I'initiation des voies apoptotiques
induites par les neutrons rapides ont été explorés, et plus particulierement 1'activation de la
caspase-8 dans l'apoptose p53-dépendante. Nous avons évalué 1'implication du récepteur de
mort Fas dans l'activation de cette caspase suite a l'exposition aux neutrons rapides. Nos
résultats montrent que ni l'expression de Fas, ni son activation par agrégation directe des
récepteurs ne sont induites par les neutrons rapides, suggérant que Fas n’est pas impliqué dans
I"apoptose induite par les neutrons rapides.

Afin d’identifier des genes qui seraient impliqués dans la réponse des cellules TK6 et NH32 aux
neutrons rapides, nous avons ensuite étudié l'expression des genes apres irradiation. Ces
résultats nous apportent des données préliminaires sur les mécanismes apoptotiques mis en jeu
apres irradiation par les neutrons rapides et permettent d’orienter nos futures investigations
vers la voie des récepteurs TNF, celle des MAPKinases ou encore celle des céramides.

Nous avons également étudié l'induction d’apoptose par les ions carbone, pour mettre en
évidence les caractéristiques communes des radiations a TEL élevé concernant l'induction
d’apoptose. Comme pour les neutrons rapides, p53 est impliqué dans la sensibilité des cellules
TK6 aux ions carbone. L’apoptose induite par ces rayonnements est également dépendante des
caspases de type-3.

En conclusion, ces travaux apportent des données nouvelles concernant l'induction de
I'apoptose par les radiations ionisantes a TEL élevé. Nos expériences démontrent clairement
pour la premiere fois I'implication de p53 dans 'apoptose induite par les rayonnements a TEL
élevé. Nous avons également mis en évidence des différences quantitatives et qualitatives dans
le déroulement de I'apoptose induite par les neutrons rapides en fonction de p53. Ceci nous a
permis d’établir un premier modele de signalisation de 'apoptose induite par ces radiations a
TEL élevé.
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