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Avant-propods

armi les faits que I'historien du futur retiendra du Xx¢ siécle, il
est probable que ﬁgureront les développements pacifiques de I'éner-
gie nucléaire. Les perspectives ouvertes par les multiples utilisations
des rayonnements ionisants et de la radioactivité en matiére de com-
préhension du vivant et d’applications médicales dépassent en effet
largement les craintes qu’elles suscitent. Leur banalisation est telle
qu’est souvent perdue de vue la nature des outils a la base de gestes
quotidiens de prévention, d’observation ou de traitement. L'utilité
d’une radiographie, d’'une scanographie ou d’'une radiothérapie anti-
tumorale est rarement contestée par leurs bénéficiaires. Par ailleurs,
la prise de conscience du réle de 'activité humaine dans “I'effet de
serre” et de ses conséquences sur |'évolution du biotope donne au

Ch. Gruner/INSTITUT CURIE nucléaire, moins producteur de dioxyde de carbone que d’autres
formes d’énergie, un supplément d’'intérét. Ceci reste vrai en dépit des questionnements légitimes au
sujet des déchets et de leur devenir, des conséquences d’expositions accidentelles aux radiations, qui
ne pourront jamais étre totalement exclues, ou encore des effets d’expositions chroniques a de faibles,
voire tres faibles, doses. Une compréhension plus approfondie des interactions des rayonnements
ionisants avec la matiére vivante, objectif essentiel de la radiobiologie, reste nécessaire pour lever

ces incertitudes.

es travaux effectués dans ce domaine tant en France qu’a I'étranger ont permis de dégager, ces
toutes derniéres années, quelques notions d'intérét fondamental dont ce numéro de Clefs CEA donne
un apergu.
Tout d’abord, une intégration de plus en plus riche et complexifiée des concepts, de la production
des dommages par les rayonnements a I'expression des réponses cellulaires, a été enregistrée. Ces
concepts incluent la cytotoxicité et le suicide cellulaire, la production de mutations génétiques et
d’aberrations chromosomiques, I'induction de la transformation cancéreuse et de I'instabilité géno-
mique associée, enfin la modulation de 'expression de génes avec la transduction en cascade de
signaux effecteurs.
Ensuite une meilleure connaissance des processus enzymatiques de réparation fidéle de '’ADN et de
ceux source d’erreurs et la compréhension de leur contrdle génétique ont permis de mettre en évidence
leurs interactions avec d’autres fonctions essentielles dans I’économie cellulaire : la réplication, la
transcription, 'organisation dynamique de la chromatine, la recombinaison génétique et sans doute
la différenciation au cours du développement embryonnaire.
Il en découle que I'intérét actuel se porte de plus en plus vers I'analyse des interactions moléculaires
entre plusieurs objets. Les méthodes et les techniques modernes de la biologie structurale sont appe-
lées a féconder ce domaine des associations multi-partenaires de protéines avec d’autres protéines
ou avec des acides nucléiques. Des approches récentes appliquées a 'analyse biochimique de complexes
d’organismes extrémophiles (adaptés a des températures élevées ou a de trés hauts niveaux de radia-
tions, etc.) aménent a suggérer que, si ces objets moléculaires sont combinés de maniére différente mais
organisée, de nouvelles régles de fonctionnement cellulaire pourraient apparaitre. Celles-ci permet-

traient alors la survie dans des conditions d’environnement imprévisibles.
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Il apparait enfin qu’'au cours de I'évolution s’est produit un extraordinaire maintien de fonctions
essentielles, dont celles impliquées dans la réparation des lésions radio-induites. Il est par exemple
constaté que, des bactéries 2 'homme, le processus de reconnaissance et de réparation des mauvais
appariements de bases de '’ADN est remarquablement conservé. Ceci démontre le réle central de
ces mécanismes impliqués 2 la fois dans la préservation de la continuité des espéces (réparation fidele)
et dans 'introduction de biodiversité (réparation source d’erreurs). La survenue de pathologies graves
peut étre associée a des défauts de ces processus. C'est le cas de prédisposition 4 certains cancers ou

du vieillissement précoce observé dans divers syndromes.

Différents laboratoires du Commissariat a I’énergie atomique (CEA) et du Centre national de
la recherche scientifique (CNRS) ainsi que de |'Institut national de la recherche agronomique (Inra)
ont, 3 un moment ou a un autre du développement de leurs travaux au cours des cinq derniéres années,
apporté leur contribution A ces différents aspects. L'effort de I'Institut national de la santé et de la
recherche médicale (Inserm) dans le domaine des effets biologiques des rayonnements a plus spéci-
fiquement porté sur I'épidémiologie. La concertation réguliére entre les directions des sciences de la
vie de ces organismes a permis d’éviter les redondances, de créer des synergies et d’établir des liens
autour de méthodologies communes initiées par I'un des partenaires. Le développement des biopuces
a ADN par le CEA et l'intérét que diverses équipes du CNRS y portent devraient étre exemplaires
a cet égard. En collaboration avec divers laboratoires francais, I'apport de chercheurs européens,
anglais, hollandais et allemands a été notable. Ces associations, facilitées entre autres par des contrats
de la Communauté européenne, leur ont valu dans des cas précis (couplage de la réparation avec

d’autres fonctions vitales, par exemple) de prendre le pas sur des laboratoires américains ou japonais.

I I reste difficile de publier des résultats de radiobiologie dans les grandes revues généralistes. Des
articles importants ont cependant paru au cours des cinq derniéres années dans Science, Nature, Cell,
les Proceedingds of the National Academy of Sciences USA ou EMBO Journal (de 'European Molecular Bio-
logy Organization). C'est le cas d’observations particuliérement pertinentes sur la détection de certaines
lésions radio-induites par des méthodes ultrasensibles, sur la formation de complexes de réparation
par excision de bases avec leur mécanisme d’action ou encore sur la nature de la réparation de la cas-
sure double brin et des acteurs moléculaires mis en jeu.

La poursuite d'une bonne coordination institutionnelle et de la mise en ceuvre de moyens, surtout
en personnels jeunes et bien formés (réle important du Dipléme d’études approfondies de radiobio-
logie) avec une persistance des efforts consentis par le ministére chargé de la Recherche devraient per-
mettre d’améliorer la participation nationale 4 ce type de travaux de haut niveau.

Le contexte politique en France et dans le monde reste souvent imprégné d'incompréhension et d'in-
quiétude dans le domaine du nucléaire alors que la nécessité économique de son maintien est peu
discutée. Une bonne maitrise du mode d’action des rayonnements sur le vivant et la comparaison
raisonnée avec d’autres risques (tabagisme, accidents de la route, pollutions industrielles diverses, etc.)

restent le meilleur moyen de lutter contre la désinformation.

Ethel Moustacchi
Directeur de recherche émérite au CNRS

Institut Curie - CEA/Direction des sciences du vivant
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EFFETS
DES RAYONNEMENTS
SUR LE CYCLE CELLULAIRE

Les levures comme modeles

Les organismes vivants, depuis I'apparition sur Terre du plus simple d’entre eux, sont sou-
mis a un nombre considérable d’agressions de diverses origines. lls mettent depuis long-
temps en ceuvre des systémes de réponse aux lésions de leur ADN résultant de ces agres-
sions, et notamment des rayonnements. La cellule sait “faire le point” a plusieurs moments
de sa vie, ralentir voire bloquer son cycle avant de le poursuivre, apres réparation de son
ADN, et se diviser. Ces mécanismes ont conservé une remarquable similitude tout au
long de I"évolution. L’étude relativement facile de ces systémes chez les levures est donc
d’une aide précieuse pour appréhender les systémes correspondants chez I’homme et en
évaluer les limites mais aussi les possibilités, en particulier en cancérologie.

’ ' A " 9 0000
o ﬂ.‘ﬁ . Localisation par observation
au microscope a fluorescence
I d’une protéine hybride
RAD53-GFP exprimée dans

des cellules de levure. Les
contours des cellules appa-

b raissent sur I’écran du poste
informatique de traitement
\ d’image en rouge, 'ADN
r

L du noyau en vert.

-
B e el i

E. Joly/CEA

CLEFS CEA - N° 43 - PRINTEMPS 2000




La cellule, le maillon essentiel

Brique constitutive fondamentale de
tout étre vivant, la cellule contient l'inté-
gralité de I'information qui serait néces-
saire a la construction de I'organisme
tout entier. Chaque type de
cellule n’en utilise toutefois
que la part correspondant a
sa “spécialité” (dans le cas
d’une cellule du pancréas,
par exemple, pour se mettre
en situation de produire de
I'insuline).

Chez les eucaryotes®)
supérieurs, dont font partie
les mammiféres et donc
I’'homme, la cellule com-
porte les éléments princi-
paux suivants :

« le noyau contient 'infor-
mation génétique de la cel-
lule (les genes), sous forme
d’ADN (organisé en temps
utile en chromosomes). Il
est le siege de la transcrip-
tion des ARN, qui assurent
la réplication de l'information inscrite
dans I’ADN et sa transmission aux pro-
téines a construire (voir les encadrés A,
B et C La molécule d’ADN, vecteur
de I’hérédité, La réplication de

D. Kunkel/Phototake/CNRI

(1) Organismes vivants composés d'une
ou de nombreuses cellules possédant un
noyau et un cytoplasme distincts. La
lignée des eucaryotes inclut toutes les
formes de vie a I'exception des bactéries
et de certaines algues inférieures, qui
appartiennent a la lignée des proca-
ryotes, et des virus.

I’ADN : une fidélité quasi parfaite
et Les chromosomes, supports maté-
riels des genes) ;

« le cytoplasme est composé de divers

Vue d’un hépatocyte (cellule du foie) montrant en particulier le noyau,
un nucléole et des mitochondries (en rouge) et le réticulum endoplas-
mique rugueux (en vert).

éléments baignant dans une substance
transparente qui renferme des filaments
et des microtubules constituant le sque-
lette de la cellule. Ce cytosquelette,
fait de fibres protéiques, donne sa forme
a la cellule et permet sa locomotion ;
« des microstructures exercant des fonc-
tions particulieres et appelées organites
cellulaires sont incluses dans le cyto-
plasme. Lappareil de Golgi concentre,
trie, conditionne et excréte des produc-
tions protéiques de la cellule (lipopro-
téines, enzymes, hormones). Les

— & REPONSES PRECOCES ET PROCESSUS DE REPARATION
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mitochondries, qui possedent leur
propre ADN, sont les centrales énergé-
tiques de la cellule. Elles combinent
I'oxygéne avec les molécules alimen-
taires pour fabriquer de
I’ATP (adénosine triphos-
phate), molécule transpor-
teuse d’énergie intervenant
dans de trés nombreuses
étapes du métabolisme cel-
lulaire. Le réticulum endo-
plasmique est un réseau
tubulaire membranaire de
transport des protéines syn-
thétisées au niveau des
ribosomes, grosses parti-
cules formées d’ARN et de
protéines issues de la trans-
cription de cet ARN. Les
lysosomes sont “I'estomac”
de la cellule, chargés de
détruire au moyen d’en-
zymes des substances pro-
venant de I'extérieur ou
appartenant a la cellule elle-
méme. Les peroxyzomes sont spécia-
lisés dans la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne (eau oxygénée) ;

« lamembrane cytoplasmique englobe
I'ensemble du cytoplasme et du noyau.
Elle délimite la cellule et I'isole tout en
permettant les échanges avec le milieu
extérieur grace a ses propriétés de per-
meéabilité (a I'eau et a certaines sub-
stances qui y sont dissoutes) et a la pré-
sence de protéines servant de “pompes”
ou de “canaux” pour le transfert de molé-
cules.

Lescellulesdoivent impérativement
traiter ces Iésions pour éviter la perte
d’information génétique et préserver

Lesrayonnements qu’ils soient non  ainsi leur survie. De fait, tant lgso-
ionisants comme les ultraviolets (UV) ou caryotes(cellules sans noyau) que les
ionisants sont depuis le début de I'évo- eucaryotes(cellules avec un noyau) pré-
lution biologique une cause naturelle desentent des systémes élaborés de réponse
Iésions pour ADN des étres vivants. Les aux lésions de I’ADN. Le premier sys-
dommages causés a 'ADN par ces agentteme de ce type, le systéme SOS, a été
physiques sont de nature trés diverse (voidécrit chez laoactérie Escherichia coli
Les dommages radio-induits des acideg(procaryote). Il est celui qui est encore le
nucléiqueyincluant des modifications mieux compris a nos jours. Ses deux
desbases des cassures simple brin ou principaux éléments sont LexA, un
des cassures double brin... répresseur de transcriptiondesgéenes

Des micro-organismes
a ’lhomme
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induits en cas d’ADN endommagé, et les Iésions. Les mécanismes permettant
RecA, uneenzyme(co-protéase) qui ces différents arréts de la division ont
devient active en cas de lésions d’ADN des éléments communs, notamment les
et qui inactive LexA, permettant la senseurs protéiques qui repérent la pré-
transcription des génes qu'il contréle. sence de '’ADN endommagé, mais ils
Des systémes analogues ont été découdifferent quant aux cibles inhibées au
verts chez les cellules eucaryotes. Cersein de la machinerie de la division cel-
tains de leurs éléments, conservés déulaire. La réponse la mieux caractéri-
facon extrémement fidéle au cours desée chez les levures au niveau du cycle
I'évolution, se retrouvent aujourd’hui cellulaire est I'arrét en G2/M.
aussi bien chez les micro-organismes que Les blocages du cycle cellulaire jouent
chez 'hnomme. Il est aisément conce-un role trés important dans la résistance
vable que les eucaryotes simples commales cellules austresgyénotoxiqueslls
leslevures Saccharomyces cerevisiae interdisent laéplication de 'ADN et la
(S. cerevisiagou Schizosaccharomyces ségrégationdeschromosomegencadré
pombe(S. pombgse prétent beaucoup B, La réplication de 'ADN, une fidélité
plus facilement aux analyses génétiquesjuasi parfaitg tant que les lésions ne
et biochimiques que les cellule d’orga- sont pas complétement réparées. Les pro-
nismes plus organisés comme les mameessus de réparation peuvent ainsi se
miféres. Les levures sont ainsi considé-dérouler pendant plusieurs heures jusqu’a
rées comme des modeéles pour I'étude déeur terme sans étre interrompus par la
la réponse des cellules eucaryotes auxnitose Lorsque la réparation des lésions
lésions d’ADN. Cet article porte essen- est achevée, les cellules peuvent reprendre
tiellement sur le systeme de réponse déeur cycle sans que leur viabilité soit affec-
S. cerevisia@t mentionnes. pombeet  tée (figure 2B). En revanche, des cellules
les cellules de mammiféres en cas de difmutantesincapables de bloquer leur cycle

férences importantes avec lui. en cas d’ADN endommagé sont extré-
mement sensibles aux irradiations parce

Les réponses cellulaires gu’elles entrent en mitose avec des frag-
aux lésions de ’ADN ments chromosomiques qui sont mal

ségrégés lors de la division (figure 2D).

Deux réponses principales ont été
caractérisées ch& cerevisiaen cas de
lésions d’ADN : lactivation de la trans-
cription de génes dont les produits sont
impliqués dans la réparation de 'ADN
et des blocages temporaires du cycle cel-
lulaire (encadré H.e cycle cellulaire :
duplication sous contrble Chez les cel-
lules animales, il existe une autre réponse,
I'apoptose ou mort cellulaire program-
mée (voirLe suicide cellulairg

Le traitement des lésions de 'ADN
fait intervenir plusieurs mécanismes de
réparation qui procedent par excision d
nucléotides par recombinaison, par pho-
toréactivation ou par excision de base
(voir Les gardiens du génome&Quand
les Iésions apparaissent, la transcriptio
des génes codant certaines enzymes
ces voies est activée. Par ailleurs, ’ADN
endommagé active des voies d’'inhibi-
tion de la division cellulaire a des étape
bien précises du cycle que sont le
phases G1, S ou G2/M (figure 1), en
fonction de la position des cellules dans
leur cycle au moment ou se produisen

Cellules de
Schizosaccharomyces pombe
en cours de division.

Cette levure est, avec
Saccharomyces cerevisiae, un
des organismes qui se prétent
le plus facilement aux analyses
génétiques et biochimiques et
les font considérer comme des
modeéles pour I'étude de la
réponse des cellules euca-

ryotes aux lésions de 'ADN.
Salk Institute
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La vie d’'une cellule comporte plu-
sieurs phases distinctes dont la plus
importante est la mitose, processus de
division cellulaire. Ces phases sont
représentées conventionnellement sur
un cercle, chaque “tour” correspondant
a I'apparition de deux cellules filles
identiques issues de la division de la
cellule mere (schéma).

synthése d'ADN

Le cycle cellulaire typique dure envi-
ron vingt-quatre heures chez les euca-
P ryotes supérieurs. La vie de la cellule
est “rythmée” par les phases de mitose,
séparées par une phase plus longue
nommeée interphase. Cette interphase
commence par une période au cours de
laquelle la cellule exerce ses fonctions
“ordinaires”, sans production de nou-
vel ADN. Elle fabrique alors des pro-
téines et les substances nécessaires a
sa croissance ou aux travaux qui lui
sont assignés, en utilisant de I'énergie
chimique, qu’elle peut aussi temporai-
rement stocker. Linterphase débute par
une phase de présynthese appelée G1
dont la fin marque le démarrage (Start)
du cycle cellulaire proprement dit. A ce
stade, la cellule peut entrer dans une
phase de quiescence (G0) ou il lui est

24 heures

possible de rester des jours, voire des
années avant de reprendre son cycle de
division. Au point Start débute la phase,
cruciale, de synthese et de réplication
de I'ADN, appelée S pour synthése, qui
aboutit au bout d'un temps variable
(quelques minutes a quelques heures)
a une duplication du stock d’ADN de
la cellule, qui passe de n a2 n. A l'issue

état quiescent

D start

(@)

Cycle cellulaire d’une cellule eucaryote standard (d’apres Biologie moléculaire de la cellule, Flammarion).

de I'étape suivante, dite de post-syn-
these (G2), au cours de laquelle la cel-
lule s’assure que la réplication de son
ADN est achevée, elle peut commencer
la mitose (M), processus qui se décom-
pose en cing étapes :

o la prophase est marquée par la
condensation de la chromatine disper-
sée dans le noyau en 2 n chromosomes
individualisés. Chaque chromosome est
constitué de deux chromatides sceurs
reliées en un point, le centromere. Le
fuseau mitotique, structure bipolaire
composée de microtubules et de pro-
téines associées, commence a se former ;
« la prométaphase est notamment
ponctuée par la rupture de I'enveloppe
du noyau ;

« lamétaphase est caractérisée par le
rassemblement des chromosomes dans
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Le cycle cellulaire : duplication sous contrdle

Phases successives de la mitose d’une cellule
humaine (lymphocyte) observées au micro-
scope électronique a transmission :

la prophase, la prométaphase, la métaphase,
I'anaphase et la télophase.




E

une zone, la “plaque équatoriale”, a
égale distance des deux p6les du fuseau
mitotique ;
« I'anaphase voit les deux stocks de
chromosomes se séparer (ségrégation)
en quelques minutes apres clivage des
centromeres, ce qui permet a chaque
chromatide de se déplacer vers un des
péles ;
« la télophase est marquée par I'indi-
vidualisation des noyaux des deux cel-
lules filles, une enveloppe nucléaire se
reconstituant autour des chromosomes
individuels qui se décondensent. La télo-
phase est suivie par la cytodiérese (ou
cytocinese) qui mene a la séparation
compléte des deux nouvelles cellules.
Un mode particulier de la division cel-
lulaire intervient dans la genése des cel-
lules sexuelles ou gametes (ovules et
spermatozoides) qui, lors de la fécon-
dation, apporteront chacune une moi-
tié n des chromosomes de I'ceuf. Appelé
meiose, ce processus aboutit, par deux

Ph. Plailly/CNRS-LBMC
Ovocytes d’un mollusque marin se préparant
a la méiose.

divisions au lieu d’'une aprés la répli-
cation de ’ADN, a une réduction de
moitié (de 2 n a n) du nombre des chro-
mosomes de chaque cellule fille. Les
gametes, qui ne possedent que la moitié
du nombre de chromosomes propres a
I'espéce, portent pour cette raison le
qualificatif d’haploide, terme opposé
a diploide, qui désigne une
cellule comptant deux jeux de chro-
mosomes homologues. Les cellules
somatiques, qui constituent lI'orga-
nisme, sont diploides et se divisent par
mitose, produisant deux cellules elles-
mémes diploides. Seules les cellules
germinales subissent la méiose et
génerent quatre cellules haploides, les
gametes.
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Figure 1. Le cycle cellulaire
de S. cerevisiae. Les cellules
passent le point Start lorsque
certaines conditions sont
remplies. Ce passage irréver-
sible dans la phase S

de synthése d’ADN déclenche
trois types d’événements :

la réplication des chromo-
somes, la duplication du
centre organisateur des
microtubules (carrés rouges
dans la membrane nucléaire)
pour la mise en place du
fuseau mitotique (traits
rouges), et la formation du
bourgeon. Lorsque la synthése
d’ADN est terminée, les
cellules passent en phase G2,
puis entament la mitose, les
deux cellules filles se retrou-
vant au début de G1. Les
lésions d’ADN provoquent le
blocage des cellules en G1, S
et G2/M.
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Figure 2. Réponses aux irra-
diations de cellules sauvages
(B) ou mutées dans des génes
impliqués dans la réparation
de ’'ADN (C) ou dans les
checkpoints (D). Aprés irra-
diation, les cellules sauvages
bloquent leur cycle de divi-
sion tant que les lésions ne
sont pas réparées. Les cellules
mutées dans des génes de
réparation détectent les
lésions et arrétent leur divi-
sion. Incapables de réparer
ces lésions, elles meurent
néanmoins. Les cellules
mutées dans les génes de
checkpoint n’arrétent pas leur
division et ségrégent leurs
chromosomes sans avoir eu le
temps de réparer, d’ou des
dommages létaux et la mort,
apres quelques divisions.

Les voies de controle mutants hypersensibles astressgéno-  patibles avec les fonctions de senseurs ou
du cycle cellulaire toxiques. Des analyses génétiques et biode modificateurs de lésions. En particu-
La mise en place des réponses auxchimiques ont ensuite permis d’ordonnerlier Rad17 a une structure proche de
Iésions de I'’ADN passe par desies  I'intervention de leurs produits, de telle celle des exonucléag®set Rad24 est
de contrdledu cycle cellulaire, ou sorte que les mécanismes moléculairefiomologue d’un facteur de réplication
“checkpoints (figure 2D). Elles per- commencent a étre connus de facon préqui se fixe a '’ADN de Idourche de
mettent des arréts du cycle pendant lecise. La voie de contrOle qui provoque réplication. Ces quatre génes sont répar-
temps requis pour que les cellules puis-chezS. cerevisiad’arrét en G2/M en tis en deux groupesRAD9d'un coté,
sent réparer leur ADN avant la ségrégaréponse a I’ADN endommagé est & ceRAD17 RAD24et MEC3de l'autre,
tion des chromosomes. D’'une maniérejour la mieux caractérisée. Comme touteagissant de maniére parallele et additive
générale, les voies de contrdle du cyclevoie de transmission d’un signal, ce pour le déclenchement adiheckpoint
cellulaire sont des mécanismes qui suborcheckpointcomporte des éléments
donnent I'exécution d’'un événement cel- senseurs, des éléments transmetteurs et
° lulaire donné a I'accomplissement préa-des éléments effecte@s(figure 3).
lable d’'un autre événement. Il existe des
checkpointgjui imposent la réplication Les senseurs donnent
préalable de I'ADN et une absence totale | | signal
de lésions avant toute ségrégation de
chromosomes, et d’autres qui bloquent’ Les Iésions de '’ADN sont soumises
la séparation desiromatidessoeurs tant  rapidement a différentes modifications
que lefuseau mitotiquen’est pas cor- enzymatiques, de sorte qu'il est difficile
rectement organisé. Comme nous allongle savoir si les Iésions constituent en
le voir, les mécanismes moléculaires deslles-mémes le signal pergu pacteck- (1) Dans la suite de I'exposé, les génes de
checkpointgyui interviennent lorsque pointou si ce signal n'est pas constitué s, cerevisiasont typographiés en majus-
I’ADN est endommagé sont complexes. par les lésions modifiées par des com- cules et italiquesRAD53, les mutants en
plexes de réparation. En fait, certaines Minuscules et italiquesad53), et les pro-

. . . \ téines correspondantes sans italiques avec
données suggerent que, comme pour le X o
Les ',“ecar"smes . e bggt, . ql . pd’ADl\ une majuscule pour la premiere lettre
moléculaires des voies Systemes bacteriens, la presence (Rad53). Ces conventions sont différentes

de Contrﬁle Simple brin constituerait I'élément de celles emp|0yées pour d’autres orga-
déclencheur. Quoi gu'il en soit, les pro- nismes, don§. pombe

Les génes impliqués dans eseck-  duits de quatre géneRADY RAD17, (2) Enzyme qui dégrade 'ADN a partir
pointsont été identifiés en cherchant desRAD24etMEC3ont des propriétés com- ~ d€s extrémités.
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Saccharomyces cerevisiae
observée au microscope élec-
tronique a balayage. Le sys-
téme qui, en réponse aux
lésions de ’'ADN, provoque
chez cette levure I'arrét du
cycle cellulaire avant la
mitose est un des mieux
caractérisés.

Les éléments transmetteurs
passent le message

Deux génes s’avérent essentiels pou
la transmission du signalRAD53et
MECL Toutes les réponses a I’'ADN
endommagé, transcriptionnelles et cel
lulaires, dépendent des propriétés fonc
tionnelles de leurs produits. Mec1, bien
gu’appartenant structurellement a la
“super famille” des lipide&inases est
probablement une protéine kinase. Le|
geneTELY, requis pour le maintien de
la longueur detlomeres est un homo-
logue deMEC1dans le génome de
S. cerevisiaeSa délétion n’entraine pas
d’hypersensibilité aux stress géno-
toxiques dans une souckeuvage mais
augmente la sensibilité d’'une souche|
déja mutée pour le geMdECL Tell
semble donc avoir une fonction plus ailleurs une fréquence élevée de cai
spécifique aux télomeéres, mais accescers. ATR ATM-related est un géne 3
soire pour lecheckpointsPlusieurs présentant des homologies avec ATM. il
homologues fonctionnels ddEClet joue un rble dans la recombinaison
TEL1sont connus chez les autres eucameéiotique, mais sa fonction éventuelle .
ryotes : le géne Rad3 & pombetles en réponse a 'ADN endommagé n'a
génes humains ATM et ATR par pas encore été clairement identifiée.
exemple. ATM est le géne dont la muta- RAD53code une protéine kinase et son RN
. . . , irradiations UV, Rad53
tion est responsable du syndroataxia homologue humain, hCHK2, a récem- est phosphorylée, ce
telangiectasiales cellules mutées pour ment été impliqué dans le syndrome qui modifie sa mobilité
ce géne sont hypersensibles aux rayonmulti-cancers de Li-Fraumeni. Rad53 fa’:?f;"’lz’:‘a”ft‘izq‘;s_et
nements ionisants, car elles sont inca-est une protéine kinase activée jpians- sieurf’l:andes szpp,é_
pables de bloquer leur cycle de division phorylation lorsque 'ADN est endom- mentaires.
apreés irradiation, comme les mutantsmagé. Cette phosphorylation dépend d (En A, Rad53 phospho-
mecldeS. cerevisiaeLes malades Rad9 et de Mecl, ce qui indique que

D. Kunkel/Phototake/CNRI

Mise en évidence de la
protéine Rad53 apreés
électrophoreése sur gel
d’acrylamide. En
absence de lésions de
I’ADN, la protéine
migre sous forme
d’une seule bande.

En cas de lésions
déclenchées par des

A

rylée, en B Rad53 non

- h ) > phosphorylée).
atteints de ce syndrome présentent paRad53 agit en aval de cesotéines. 00000
Iésions de ’ADN Iésions de ’ADN
Rad? Rad17/Rad24/Mec3 Rad1/Rad9/Rad17/
senseurs/ Rad26/Hus1
modificateurs i
Mec1 (Tell) —— homologues —— Rad3
transmetteurs ¢ ATM/ATR \
B Rads3 XXX
effecteurs |: Pds1 v Figure 3. La voie de réponse
Cdc25 G2/M aux lésions de 'ADN
¢ v chez S. cerevisiae et G2 chez
réponse blocage réponse blocage ibp";zfselegn‘z:’;s;ﬁ Iges os
transcriptionnelle en G2/M transcriptionnelle en G2 R A‘g, 7Ra d%, RAD24/R a§77,
Saccharomyces Schizosaccharomyces MECT1(TEL1)/Rad3 sont
cerevisiae pombe indiqués par une couleur

identique.
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fonctions | S. cerevisiae | S. pombe |Homo sapiens caractéristiques
biochimiques

(a) EST pour Expressed Sequence Tag (frag-

senseurs/ RAD9 Rhp9 domaines BRCT®) ment d’un géne exprimé chez I’homme).
modificateurs | RAD17 Rad1 EST@ nucléase(© probable Z?) Les doénflne§ B;?{CTts’on{ts//mllE,reslfau
. lomaine C-terminal (extrémité carboxylique
RAD24 Rad17 EST homf)lc?gle.avec le facteur | ~ COO) de Ia protéine humaine BRCAT
de réplication C dont la mutation est impliquée dans cer-
Hus1 EST ? tains cancers du sein.
Rad9 hRAD9 2 (c) Les nucléases clivent les chaines
) d’ADN.
. ) (d) Les facteurs de réplication interviennent
transmetteurs | MECT Rad3 ATR protéine kinase(® avec les polymérases synthétisant I’ADN.
TEL1 Rad3 ATM protéine kinase (e) Les protéines kinases transferent des
RAD53 Cds1 hCHK2 protéine kinase groupements phosphates sur les acides

aminés de certaines protéines-cibles, ce
qui régule leur activité.

effecteurs CHKT il A kinase de Cdc25 (f) Les protéines de type 14-3-3 reconnais-
BMH1/2 Rad24/25 |gene de protéine de type 14-3-30 | sent et fixent certains motifs de protéines
type 14-3-3 phosphorylées.

Tableau. Quelques génes homologues impliqués dans les checkpoints chez S. cerevisiae, S. pombe et Homo sapiens (les génes de S. pombe
et de H. sapiens sont typographiés selon les conventions en usage).

Cependant les mutantad53sont tres semblable chez les eucaryotesus a amorcer le développement d’'un

beaucoup moins sensibles aux irradia-simples comme les levures et chez lecancer, en permettant 'accumulation
tions que les mutanteec] ce qui sug- eucaryotes supérieurs. Le tableau donneapide de modifications génétiqueg
gére que Mecl agit sur d’autres pro- une liste de genes homologuesSdeere- nécessaires a la formation d'une

téines indépendamment de Rad53.  visiag S. pombetHomo sapiensdont  tumeur. Cette caractéristique constitue

les produits interviennent dans tégeck-  aussi leur point faible, puisque I'ab-
Les effecteurs bloquent points Il existe peu de génes 8ecere- sence deheckpointsend les cellules

le Cycle visiaeou deS. pombejui ne possédent cancéreuses plus sensibles que des cel-

pas un homologue humain, ce qui justi-lules saines a des traitements géndg
Enfin, les effecteurs responsables defie bien I'utilisation de ces levures toxiques. Or ces défauts deeckpoint
I'arrét du cycle cellulaire en cas d’ADN comme systéemes modéles, méme s'il essont dus a des mutations dans des géen

endommagé ne sont pas connus avec ceclair que certaines voies, comme cellequi ont souvent des homologues cheg

titude chez. cerevisiaeUne cible pro- de I'apoptose, sont spécifiques des cel-S. cerevisiaeDes chercheurs améri-

bable est Pds1, une protéine intervenantules animales, et peuvent donc diffici- cains mettent donc actuellement au
dans 'association des chromatides sceurtement étre étudiées dans ces organismepoint des programmes de criblage de

pendant la mitose, et dont la mutation du médicaments anti-cancéreux fondés sur
gene supprime l'arrét en G2/M apres unell Des voies de controle des mutants (de réparation ouctieck-
irradiation gamma. Par contre, chez § qux anti-cancéreux point) de S. cerevisiagdont la sensi-
S. pombet chez les mammiféres, 'arrét bilité a certains composants chimiques
du cycle cellulaire en G2 en réponse ai Outre l'intérét de connaitre les réac- est comparable a celle de certaines
I’ADN endommagé passe par l'inhibi- tions des cellules eucaryotes aux irra-lignéescancéreuses. Les levures étant

tion de la kinase dépendante des cyclinegliations, I'étude desheckpointsle la  plus aisées a manipuler que des lignée
(CdkK) régissant I'entrée en mitd$& La  levure peut aboutir & des applicationscellulaires d’eucaryotes supérieurs
phosphatase Cdc25, protéine qui hydrothérapeutiques importantes, en parti-elles peuvent ainsi servir de “cobayes’
lyse les groupements phosphates, estulier dans la lutte contre les cancers.unicellulaires pour la recherche de tels
nécessaire a I'activation de la Cdk Cdc2.En effet, les cellules cancéreuses prémédicaments. o
Apreés irradiation, la kinase Rad3 de sentent par essence des défauts au sein

S. pombective par phosphorylation la méme des voies de contrdle de la divi-

kinase Chk1, qui phosphoryle a son toursion. L'inactivation de ces voies est

la phosphatase Cdc25. Cette phosphoprobablement un des premiers proces-

rylation entraine la séquestration de

Cdc25 par les protéines de type 14-3-3 ; . Carl Mann
. ~ b (3) Les deux composants-clés du systeme . .
ceAqw empeche I actl\{ayon de C(,ZiCZ. Le §e controle du cycle cellulaire sont la kinase ] et Mane—CIaqde Marsol|er .
méme mécanisme a été retrouvé chez | ¢y cline-dépendante et la cycline sans Département de biologie cellulaire
souris et chez 'homme. laquelle la premiére est inactive. Le com- et moléculaire
La réaction des cellules eucaryotes au; plexe forme agit comme une protéine kinase Direction des sciences du vivant
lésions de 'ADN est globalement restée Pour déclencher les processus en aval. CEA/Saclay
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REPONSES PRECOCES ET PROCESSUS DE REPARATION & —

LES GENES RADIO-INDUITS

Le systéme de surveillance de I'intégrité de ’ADN d’une cellule irradiée ne se contente
pas de recruter les enzymes permettant la réparation des lésions qu’il a détectées. Il
lance simultanément un “signal d’alarme” dont la transmission aboutit a I’activation
de genes spécifiques chargés d’arréter le cycle cellulaire, le temps d’exécuter les travaux
de réparation, ou de conduire a I’élimination d’une cellule trop endommagée. Parmi
les tres nombreux genes participant au contréle de la réponse cellulaire a I'irradiation,
les génes-cibles de la protéine p53 de mammiféres sont particuliérement étudiés.
“Gardienne” du génome, cette protéine joue en effet un role central dans la réponse
cellulaire aux rayonnements ionisants. Cette réponse est moins bien étudiée chez les
végétaux. Une facon de I’appréhender est de s’intéresser a I’identification des génes
radio-induits dans la cellule végétale, tout en profitant des acquis scientifiques obtenus
dans le domaine animal. La connaissance du génome complet de I’arabette (Arabidopsis
thaliana), la “plante modele”, ainsi que I’avenement de nouvelles techniques permettent
de mener cette recherche a un rythme inconnu auparavant en biologie végétale.

Cellules issues de cancers
humains dans lesquelles la
protéine p53 produite par un
géne muté est incapable d’in-
duire I'apoptose de la cellule
en haut et dans lesquelles
cette protéine, révélée par
fluorescence, a été introduite
et a déclenché le processus
de mort programmée (celles
fléchées en bas).

Evelyne May/CEA-CNRS
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Figure 1. Les étapes de la
réponse cellulaire et molécu-
laire aux rayonnements ioni-

sants dans les cellules de

mammiféres. recrutement des systéme de surveillance
o0 000 enzymes de réparation de l'intégrité de I'ADN

restauration de signal d’alarme
la structure primaire
de ’ADN

! transmission du signal

restauration de
la structure organisée
de I'ADN activation génique

.4

survie cellulaire arrét du cycle | apoptose
cellulaire

Des génes spécifiques éliminées grace a l'activation des génesrales qui provoquent sa stabilisation et
activés impliqués dans le phénoméne d’apop-son accumulation dans le noyau. Elle se
tose. Globalement, cette stratégie de Idixe alors sur des séquences régulatrices

La réponse de=tllulesa la présence cellule, du tissu, de I'organisme irradié spécifiques de certains genes, déclen-
de dommages radio-induits d&DN  évite la transmission dautationsaux  chant I'activation de leur transcription.
passe par I'activation dgenesspéci- cellules engendrées, transmission qui est.es principaux géenes effecteurs de la
fiques résultant d’'une série d’événe- une source potentielle de transformationréponse aux radiations dépendant de p53
ments moléculaires (figure 1) dont les maligne. sont illustrés dans la figure 2. Ces acti-
premiers ont été décrits dans les articles De trés nombreux génes participentvations de génes ont pour conséquence
précédents. Les Iésions radio-induitesau controle de la réponse cellulaire a I'ir- soit de bloquer la prolifération cellulaire
de ’ADN sont réparées dans les toutesradiation. Les niveaux de régulation de de facon transitoire, soit d’entrainer la
premiéres minutes ou, tout au plus, dand’expression de ces genes et de leurs prodisparition de la cellule par apoptose.
les heures qui suivent si la Iésion estduits sont treés divers et complexes. Un
complexe. L'activation de ces génes, tresseul aspect de cette régulation sera évo p53 et le controle du cycle

spécifiques, aboutit a la synthesgpde:  qué : l'activation de la transcription cellulaire
2 téines(encadré Fl.es acides aminés, des genes (production d&BN messa-
Y alphabet chimique des protéingdont  gers) en citant I'exemple des génes-& Plusieurs génes radio-induits placés

le réle est soit d'induire I'arrét de la pro- cibles de la protéine p53. L'importance sous le contrdle de la protéine p53 pro-
lifération cellulaire (voirEffets des des activations de genes dans la réponseoquent un arrét de la prolifération des
rayonnements sur le cycle cellulgire a I'irradiation sera également illustrée cellules en des points précis du cycle
soit d’enclencher le mécanismexdbp-  par des avancées récentes dans lrsque cette derniére est activée. Avant
tose(voir Le suicide cellulairgselon le  connaissance des genes radio-induitsle détailler leur mécanisme d’action, il

nombre et la complexité des lésions ainsichez les végétaux. faut rappeler que le déroulement correct
que la fidélité de leur réparation des phases successives du cycle est
(figure 1). Lorsque les lésions ne sont Les génes activés par p53 orchestré par un systéme de controle
pas trop séveres, elles sont réparées coll dans les cellules complexe incluant diverses familles de
rectement, c’'est-a-dire que I'informa- de mammiféres protéines, lesyclines ainsi que leurs
tion génétique est restituée. L'arrét tran- kinasesassociées (cdk) et des inhibi-

sitoire en des points précis du cycle M Le géne p53 code uimcteur de  teurs de ces dernieres. Chacune des tran-
cellulaire permet apparemment d’ac- transcription, la protéine p53, “gar- sitions successives d'une phase a l'autre
corder le temps nécessaire a la réparadienne” dugénomequi joue un rble cen- (encadré El e cycle cellulaire : dupli-
tion de I’ADN. La cellule réintégre tral dans la réponse cellulaire aux rayon-cation sous contréles’effectue sous le
ensuite son cycle. Si les dommages sonhements ionisants. En réaction & desontrdle d'un complexe cdk-cycline spé-
trop importants et ne peuvent étredommages subis par 'ADN, cette pro- cifique. L'importance de ce contrdle est
réparés, les cellules endommagées sort€ine fait I'objet d’altérations structu- illustrée par la mise en évidence de
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Les acides aminés,

L'information contenue
dans un gene détermine une
séquence bien précise
d’acides aminés qui va don-
ner naissance a une pro-
téine déterminée. Consti-
tuant essentiel de la matiere
vivante, une protéine peut,
selon sa nature, étre un élé-
ment de structure cellulaire,
un élément qui reconnait des
entités biologiques étran-
geres, qui transporte de
I'énergie ou, ce qui est un cas
fréquent, participe en tant
qu’enzyme a une réaction
chimique particuliere au sein
méme de la cellule. Les
acides aminés, au nombre de
vingt, ont une structure géné-
rale simple. lls présentent a une extrémité
un atome d’azote lié a deux atomes d’hy-
drogene formant un groupement amine
NH,, ensuite un ensemble d’atomes
propre a chaque acide aminé, puis a l'autre
extrémité un groupement carboxylique
COOH. Lorsque deux acides aminés se
rencontrent, I'hydrogene du groupement
amine de I'un s'associe au radical OH du
groupement carboxylique de I'autre pour

CEA

H\ | /O H
N—C—C +
/ | AN
H R OH H
groupement groupement
amine carboxylique

chaine latérale

\
V

Représentation de la structure d’une immunoglobuline (anticorps), exemple
de protéine de poids moléculaire trés élevé.

créer une liaison peptidique d'assem-
blage qui s'accompagne de I'expulsion
d’une molécule d’eau H,0 (schéma).

Le nombre d’acides aminés composant
une protéine peut étre inférieur a 100 ou
atteindre voire dépasser 1000 pour les plus
grosses d’entre elles. La position d’un
acide aminé donné dans la protéine finale
est déterminée par une succession de trois
bases, appelée codon, présente dans la

Ho0

R o H
/
N—l— c/ —ip \
i \ v/
H OH H

alphabet chimique des proteéines

F

séquence nucléotidique
d’ARN messager.

La synthése d'une pro-
téine a partir d'une
séquence nucléotidique
de I’ADN appelée région
codante ou géne se fait en
deux étapes impliquant dif-
férentes molécules d’ARN.
Tout d'abord, I'information
portée par un géne est
copiée en une séquence
nucléotidique complémen-
taire appelée ARN messa-
ger (étape de transcrip-
tion). Celui-ci est ensuite
transporté dans le cyto-
plasme, lieu de fabrication
de la protéine. Le messager
est alors lu par séries de trois
bases nucléotidiques, les
codons qui sont reconnus spécifiquement
par les molécules d’ARN de transfert.
Un codon détermine un acide aminé
unique qui est ajoute a la chaine protéique
en fabrication par '’ARN de transfert. Les
différents acteurs de cette étape de tra-
duction sont maintenus étroitement asso-
ciés par les ribosomes, un complexe de
protéines et ’ARN ribosomal.

liaison
peptidique

mutations de genes codant certaines proeycline de la transition G1/S et bloque cer un contréle sur I'arrét du cycle. C'est
téines de ces complexes, par exemple ldes cellules irradiées en phase G1 due cas de ceux qui codent la cycline G
protéine p16 qui participe a la transition cycle. Cet arrét permet alors la réparationou des protéines de type 14-3-3. En
de la phase G1 a la phase S. Les arréts ales Iésions, évitant la fixation de muta- outre, ces derniéres sont capables de se
délais de cycle induits par les rayonne-tions qui surviendraient s'il y avait répli- fixer a la p53 lorsqu’elle est activée et de
ments aux points de contréle : transitioncation d’'un ADN endommagé. La pro- renforcer ainsi son activité de facteur de
G1/S , phase S et transition G2/M sonttéine p21 contréle en outre I'arrét en transcription. Le gen&ADD45 (pour
schématisés sur la figure 2. phase G2 en réprimant I'activité kinase Growth-Arrest and DNA Damayjfue

La réponse “p53 dépendante” du complexe qui régule la transition un role dans l'arrét de la réplication de
implique l'activation du géne p21. La G2/M. D’'autres genes radio-induits par 'ADN (phase S). |l participerait aussi
protéine p21 se fixe aux complexes cdk-la p53 sont également capables d’exer-a la réparation des lésions.
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Figure 2. Génes effecteurs de
la protéine p53 dans la
réponse aux rayonnements
ionisants dans les cellules de
mammifeéres.

Mise en évidence par immuno-
fluorescence de linduction du
facteur de croissance TGF-31
dans la peau irradiée d’un

4 porc. A gauche, coupe de

L peau non irradiée (intensité
faible du marquage révélé en
vert), a droite coupe de peau
irradiée (32 grays), 6 heures
aprés lirradiation (intensité
forte du marquage).

M. Martin-LREG/CEA
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fixation
a '’ADN

activation
/\ de la transcription
genes C|bles
mdm2
p21
14-3-3, cycline G

Gadd45...

p53 et le controle tions de ce gene dduppresseur de
de la réponse apoptotique tumeur sont retrouvées dans plus de
50 % des cancers.

Le mécanisme d’apoptose sous le Lorsque les lésions sont réparées, il
contrdle du géne p53 peut se déclencheest nécessaire que la “signalisation p53”
non seulement lorsque des dommages'éteigne, c’est-a-dire qu'il y ait un rétro-
trop importants persistent, mais encorecontrdle des régulations des genes mises
dans d’autres situations comme I'acti- en place afin que les cellules réintegrent
vation doncogenesC’est probablement le cycle. De fait, il existe un mécanisme
une des raisons pour lesquelles les celauto-régulateur de la réponse p53. La
lules tumorales se caractérisent souvenp53 active le gengIDM2 dont le produit
par la perte de la fonction de p53. Ceinhibe son activité de facteur de trans-
défaut leur confére un avantage sélectifcription. Le mécanisme nécessite un troi-
lié & la perte de la fonction apoptotique. sieme partenaire, la kinase DNA-dépen-
(voir Le suicide cellulaire Les muta- dante (DNA-PK) qui joue un réle majeur

CLEFS CEA - N° 43 - PRINTEMPS 2000




o

dans la signalisation et la réparation des
cassures double brin de 'ADN. Dans
une telle situation, DNA-PK phospho-
ryle la protéine MDM2 alors inactive.
Lorsque I'ADN est réparé, I'activité de
DNA-PK s’éteint et MDMZ2 peut alors se
complexer a p53, provoquant I'inacti-
vation de celle-ci, en déclenchant notam-
ment sa dégradation.
De nombreux modéles expérimentaux
ont permis d’établir un lien entre la perte
ou la dérégulation de la fonction p53 et/
la radiosensibilité, I'instabilité chromo-
somique et I'apparition de cancers (voir
L'instabilité chromosomique Il faut
cependant ajouter que les mécanisme:
d’arrét de la prolifération et de I'apoptose
ne dépendent pas seulement de I'acti-
vation de p53. D’autres processus y
contribuent, impliquant une large dive-
sité de génes, ce qui illustre la com-
plexité des mécanismes de contrdle, mul-
tiples et parfois redondants, qui
interviennent dans la réponse cellulairece
a l'irradiation. Il faut aussi souligner que de I'’ADN et a la régulation du cycle cel- et se lie a des cassures de 'ADN. Aprées
la régulation fine et la coopération de lulaire. Arabidopsisa été choisie comme fixation a ces lésions, la PARP passe
ces différentes voies moléculaires géné-modeéle d'étude parce cette plante pré-d’'un état inactif a un état actif de syn-
tiguement contr6lées sont d’'une impor- sente un certain nombre de caractéristhése de polyméres de poly(ADP-
tance cruciale pour la survie de la cel-tiques facilitant les approches molécu-ribose). Le transfert de ces derniers sur
lule et le maintien de la stabilité du laires en laboratoire (génome simple,les protéines acceptrices convertit les

Arabidopsis thaliana, plante
utilisée comme modéle par
les chercheurs pour les
études génétiques dans le
régne végétal.

génome. génération rapide en culture, grandlésions en un signal d’alarme qui active
nombre de graines) et parce que les outil$a réparation de I’ADN ou, autre branche
Deux génes représentatifs pour I'analyse fonctionnelle du génome de I'alternative, la mort cellulaire pro-
chez les végétaux existent. Deux genes radio-induits chezgrammeée des cellules trop séverement

Arabidopsisconstituent des exemples touchées. C’est pourquoi les chercheurs

La réponse aux rayonnements ioni- représentatifs. Le premier, PARP-1, codeattribuent aux protéines PARP-1 un rble
sants est moins bien décrite chez lesune protéine déja identifiée chez les ani-de facteur de survie dont dépend le deve-
végétaux que chez les animaux. Bes  maux. Le second, AtGR1, code une pro-nir de la cellule aprés un stress géno-

teurs de transcription activés par téine nouvelle a la fonction inconnue ettoxique. La protéine PARP-1 chéra- 5.5
I’ADN endommagé de type p53 et les qui n'a, a ce jour, été mise en évidencebidopsisest trés proche des formes
génes exprimés sous le contréle d’'uneque chez les plantes. animales en termes de structure et d'ac-
telle protéine sont inconnus. Aussi le tivité : les différents domaines structu-
Laboratoire de radiobiologie végétale du " e géne PARP-1, raux composant cette protéine (domaine
cea/Cadarache étudie-t-il cette réponse,  facteur de survie de liaison a 'ADN, signal de localisation
chezArabidopsis thalianantre autres, nucléaire, domaine d’interaction avec

dans le but d’identifier des fonctions © Chez les animaux, la protéine les protéines partenaires, domaine cata-
radio-induites potentiellement associées,poly(ADP-ribose) polymérase 1 (PARP- lytique) sont conservés de la plante a
a la détection et a la réparation de lésiondl) est une protéine du noyau qui détectd’homme, tout comme la reconnaissance

Figure 3. Mise en évidence de I'accumulation de VARN mes-
sager PARP-1 et PARP-2 dans différents tissus d’Arabidopsis
thaliana aprés irradiation par une source de cobalt 60. C
correspond a une plante non stressée, vy a une plante traitée
par un rayonnement gamma et Act 8 au géne actine, utilisé
comme contréle car son expression a peu prés homogéne
dans tous les types de tissus n’est pas modifiée par les rayon-
nements ionisants. (M/R est la fraction cellulaire correspon-
dant au méristéme apical et aux racines).
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La fusion du promoteur radio-
induit AtGR1 avec le géne
rapporteur GUS montre une
association étroite entre le
niveau d’expression du géne
AtGR1 et lactivité mitotique
des cellules composant la
fleur en développement d’une
variété transgénique
d’Arabidopsis. Les bourgeons
immatures sont trés bleus ; ils
montrent ensuite une colora-
tion préférentielle des cellules
germinales puis, a maturité,
une trés faible coloration

— & REPONSES PRECOCES ET PROCESSUS DE REPARATION

d’expression du géne PARP-1, ce qui a
permis de le classer parmi les génes
radio-inductibles. Ceci suppose un autre
mode de reconnaissance des lésions de
I’ADN chez les plantes. D’autre part, la
biosynthése radio-induite de la protéine
PARP-1 cheArabidopsisest préféren-
tiellement détectée dans des tissus com-
posés de cellules non différenciées et/ou
en division, alors que les ARNm PARP-
1, qui sont la matrice de la synthése pro-
téique, s'accumulent dans tous les tissus
analyseés (figure 3). Compte tenu du fait
que la synthese de protéines est colteuse
en énergie pour une cellule, 'accumu-
lation sélective de la protéine PARP-1
dans certains types de cellules suggeére,
comme chez les animaux, une associa-
tion de l'activité PARP-1 végétale au
xamaeiotA  maintien de l'intégrité du génome durant
spécifique de cassures de I'ADN et lala réplication de I'’ADN. Ceci ne
synthése de polymeéres dépendante deoncerne pas les tissus composés de cel-
Iésions de I'’ADN. Toutefois, les résultats lules qui ont terminé leur processus de
de la recherche atea/Cadarache sont différenciation et ne se divisent plus.
en faveur de mécanismes différents pour
le contrble de I'activité de PARP chez |7 Le géne AtGRT,
les animaux et chez les végeétaux : alors v errou du cycle cellulaire ?
que chez les premiers l'activité de PARP
est régulée par I'activation de la protéine Le gene AtGR1Arabidopsis thaliana
apres fixation a 'ADN endommagé, Gamma Responsivé 4 été identifié par
chezArabidopsides rayonnements ioni- une équipe du laboratoire. Ce géne est

des ovules. sants induisent trés fortement le tauxexprimé a un taux basal dans les cellules
e0o0o0o0

absence de stress rayonnement surexpression
génotoxique ionisant de AtGR1

AtGR1  AtGR1

AtGR1  AtGR1

0000 signal de
Figure 4. Modéle d’action de transmission G2/M
la protéine AtGR1.
En I'absence de stress géno-
toxique, la quantité N de la
protéine non dégradée
(AtGR1) chute en dessous
d’un seuil critique Q égal a la
quantité de protéine dégradée = .
par phosphorylation (AtGR1,) degradation
et la cellule peut progresser de AtGR1
de la phase G2 du cycle cellu- e
laire vers la mitose. Dans le
cas inverse, l’accumulation .
transitoire de la protéine progression
AtGR1 retarde d’autant I’en- G2/M
trée en mitose.
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Robot de préparation de puces
a ADN testé par le Service

de génomique fonctionnelle
du CEA a Evry. Les puces ainsi
réalisées pourront analyser
simultanément jusqu’a

15 552 génes, permettant une
accélération décisive des
recherches en radiobiologie
tant animale que végétale.

Ph. Pons/CEA

en division mitotiqué)), et a un taux trés  de la division cellulaire, due a la déré- dantes de p53 et le role d’auteasiva-
élevé dans des cellules en phasmnd’ gulation de la quantité d’AtGR1 dans la teurs de la transcription tels que
doreduplication. L'endoreduplication  cellule. L'activité biochimique de la pro- BRCAL et NikB — moins bien étudiés —
est caractérisée par la duplication suctéine AtGR1 reste inconnue, mais le dans la “concertation” de la réponse aux
cessive de I'’ADNgénomique en  Laboratoire de radiobiologie végétale arayonnements ionisants. L'avénement
absence de séparation des chromosomgsoposé un modéle de son actionde techniques puissantes permettant
et de lacytokinése Une telle situation (figure 4). Son role serait celui d’'un ver- I’'évaluation globale de changements
est proche d’'un blocage du cycle cellu-rou du cycle cellulaire au point de au niveau du transcriptome et du pro-
laire juste avant lanitose. Les rayon- contréle G2/M aprés wstresgadiatif :  téome dans un type de cellule considéré
nements ionisants induisent une accu{’ADN, endommagé par les rayonne- et leur application au domaine de la
mulation massive dtranscrit, suivie  ments ionisants, induit 'accumulation radiobiologie va trés rapidement aider
de celle de la protéine, particulierementde la protéine AtGR1, qui retarde de au décryptage complet des fonctions
bien observable dans les cellulesmaniére transitoire I'entrée en mitose, induites par les Iésions de I'ADRL.
germinales (ovules, pollen) qui le temps nécessaire a I'élimination desQu'il s’agisse de la technique des puces
ne parcourent jamais un cycle d’endo-dommages de I'ADN. a ADN (voir encadré darisffets héré-
reduplication. Ceci suggere un lien fonc- ditaires des rayonnements ionisgras
tionnel entre la présence de lésions d1 Le végétal rattrape I’animal de la technique SAGESErial Analysis
I’ADN et la nécessité d’'arréter tempo- of Gene Expressignqui sont toutes
rairement le cycle cellulaire avant la B Lextraordinaire complexité des fonc- deux développées au CEA .fortiori, 57
mitose, qui s'opere au moins en partietions radio-induites ne peut pas étre résutes approches globales profiteront a la “g
par une élévation du contenu intracellu-mée ici. Il faudrait également évoquer radiobiologie végétale qui pourra, a
laire en protéine AtGR1. Cette hypo- les fonctions radio-induites indépen- 'aide de telles techniques, combler son
thése est soutenue par des mesures de la retard par rapport a la radiobiologie
quantité de proteine AtGR1 au cours du'(3) pointes de racines, méristéme apical animale. .
cycle cellulaire : sa concentration chute | (petite partie centrale de la rosette qui

au moment de I'entrée en mitose, sug- contient des cellules embryonnaires dont

gérant que sa disparition momentanée dérivent les feuilles, la hampe et les bou-

est un signal positif pour la progression :Zgi;ﬁég:x)’ el elzes e i Odile Rigaud
dg cycle (Eellulalre' vers cgtte phase. La (2) Divers outils permettent de caractéri- Département de'radloblologle
biosynthese radio-induite d’AtGR1 | ser le niveau d’expression des génes, en et radiopathologie
constitue un blocage transitoire de I'en-| fonction du type cellulaire, de I'environ- Direction des sciences du vivant
trée en mitose. Les résultats obtenus ave Nement, du stress, etc. transcriptome CEA/Saclay

est la partie exprimée dienomed’une
cellule d'un certain type a un moment et
dans des conditions données, tless-

des plantefansgéniquessurexprimant

cette protéine confirment cette hypo- Michael Kazmaier

these : ces plantes sont stériles en rail grits étant lesARN messagers. Lpro- Département d’écophysiologie végétale
son d’'une distribution aléatoire du maté- | téome définit tout ce qui, dans ces et de microbiologie
riel génétique lors de lméiose Cette | conditions, est traduit gmoteinesa par- Direction des sciences du vivant
observation indique un blocage définitif | tir d€ la transcription des ARN. CEA/Cadarache
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LE SUICIDE CELLULAIRE

Dans le combat de la cellule contre les lésions infligées a son ADN par des agents géno-
toxiques, et par des rayonnements ionisants notamment, la protéine p53 joue un réle pivot.
Elle intervient dans le controle de la prolifération et de la spécialisation cellulaire (dit-
férenciation) mais aussi dans le maintien de I’intégrité du génome. Elle peut orienter les
cellules endommagées vers le suicide, ou apoptose, pour éviter le risque d’apparition de
tumeurs qui seraient fatales a tout I'organisme. C’est par le déreglement des programmes
de suicide cellulaire que les cellules tumorales vont se développer. La connaissance
approfondie des mécanismes de I"apoptose, pour les déclencher éventuellement a la
demande, suscite de grands espoirs dans la thérapie du cancer.

L’apoptose, mécanisme de
mort cellulaire programmée,
intervient fréquemment de
facon naturelle ou peut étre
induite par I'action d’agents
génotoxiques. Par exemple,
lorsqu’un reptile mue, une
nouvelle peau remplace I'an-
cienne dont les cellules sont
mortes par apoptose. Ici, des
noyaux de cellules du cortex
cérébral de rat en culture
apreés une irradiation de 1 Gy.
Plusieurs cellules, repérées
par des fléches, subissent
I'apoptose.
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Deux types de mort
cellulaire

Chez 'adulte, la grande majorité des
cellulessont a I'étatjuiescentmais
guelques unes meurent alors qu’un
nombre équivalent se divisent (enca-
dré E,Le cycle cellulaire : duplication
sous controlg. C'est ce qui est observé
par exemple dans des organes commi
le foie ou le rein. Cependant, d’autres

Vue au microscope élec-
tronique d’une cellule
cancéreuse humaine de
I’épithélium, dans laquelle a
été introduite une molécule
d’ADN conduisant a I'expres-
sion de la protéine p53, en
phase terminale d’apoptose.
La rupture de la membrane
cytoplasmique a entrainé la
formation de corps contenant
du cytoplasme et des
organites.

&

organes tels que la moelle osseuse, I'in-
testin gréle, le testicule ou la peau ont
un renouvellement trés élevé. Enfin, dans
le cerveau, les neurones ne se divisen
pas, ou trés peu, et certains d’entre eu;
meurent progressivement tout au long
de la vie de l'individu. Dans tous les cas,
ces morts cellulaires sont isolées dans
I'organe et donnent lieu & une phagocy-
tose discrete. Les cellules mortes sont
capturées, ingérées, digérées par des ce
lules voisines ou des cellules spéciali- »
sées, lesnacrophages sans provoquer
de réaction inflammatoire. Ce type de} =
mort est activement mis en action par lacvs
cellule elle-méme. C’est pourquoi le réaction inflammatoire qui génére un la protéine ATM (voir articles précé-
terme demort cellulaire programmée foyer nécrotique. dents). Cela provoque une activation de
ou apoptoseest utilisé. La mue des L'apoptose est un processus qui jouela protéine p53, produit dgene sup-
insectes, des batraciens et des reptilean réle primordial au cours de I'em- presseur de tumeurP53, qui active a
releve de ce mécanisme. Avant cebryogenese. Elle permet le modelage dwson tour lexpressionde plusieurgienes
concept de mort cellulaire, le terme denouvel étre en éliminant des tissus an-dont P21 (WAF1-Cip-1), GADD45,
nécroseétait employé dans tous les cas.cestraux (la palmure des doigts, parBAX, MDM2...
Aujourd’hui, ce terme est réservé a laexemple) ou I'établissement de la fonc- La protéine p21 se complexe a des
mort cellulaire par foyer a la suite d'une tion du systeme nerveux et du systemecyclineset a leurskinasesassociées pour
modification de 'homéostadié de la  immunitaire. L'apoptose intervient aussi bloquer le cycle cellulaire a la transition
cellule, modification qui peut résulter apres I'action d'urgénotoxiqueou au  G1/S (voirLes génes radio-indujtsCet
d’une ischémi®), d’'une hyperthermie, cours d’'une maladie. Dans le cas du canarrét du cycle cellulaire permettrait & la
d’une agression par une substance chieer, il semble que I'apoptose soit reduitecellule de réparer ses lésions avant d'en- g
mique ou un choc physique. Les deuxou neutralisée pour autoriser la survietrer dans la phase de duplication de
types de mort cellulaire, apoptose etet laisser libre cours au développement’ADN (phase S). Si la réparation est
nécrose, différent par leur répartition des cellules cancéreuses. impossible, incompléte ou infidele, la
dans le tissu et par les changements de la protéine p53 orienterait alors la cellule
structure et de la morphologie cellulaire Jj Le role central vers I'apoptose en activant GADDA45,
(encadré Di.a cellule, le maillon essen- N de la protéine p53
tiel). Au cours de I'apoptose, la cellule se
contra(_:te mais Igergamte; (m|t[q- : L' ADN est la cible prlv.|leg.|ee de |’E'lC- (1) Mécanisme visant chez les organismes
chondries appareil de Golgietréti-  tion desrayonnements ionisantqui vivants a maintenir ou a rétablir différentes
culum endoplasmiqu¢ gardent leur induisent des cassures simple ou double constantes physiologiques quelles que
aspect normal. Dans feyau, lachro-  brin. Cependant, les rayons ultraviolets soient les variations de I'environnement.
matine se condense puis se fragmenteet diverses substances chimiques, parm (2) Insuffisance de la circulation sanguine
ennucléosomesEnfin, lamembrane  lesquelles des molécules s'intercalant 9ans Un organe ou un tissu. .

. . , , , (3) Les protéines, longs polymeéres
cytoplasmiquese rompt pour former dans la molécule d’ADN, créent €gale- .2 ides aminésassociés par dési-
des corps apoptotiques renfermant dument des lésions de I'ADN. L'ensemble sons peptidiquespossédent une extrémité
cytoplasmeavec des organites. Lors de de ces dommages seraient reconnu: aminéeou N-terminale - NH?) et une
la nécrose, la cellule et les organites gondirectement par la partie C-termindle ~ extrémitécarboxylique ou C-terminale
flent puis éclatent en provoquant unede laprotéine p53 ou indirectement par (=C00).
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Figure 1. Les différentes
réponses de la cellule en
fonction de ses informations
d’origines externe et interne. génotype

eo0o0o0o0 lignée cellulaire
stade de développement
stade du cycle cellulaire
état métabolique
dommages de 'ADN

présence ou

absence de
molécules
de survie

présence ou Yo
absence X
d’interactions avec
cellule

d’autres cellules \
présence ou /
absence genes médiateurs ou

d'interactions avec | modulateurs de I'apoptose
un substrat

activateurs inhibiteurs

P53 BCL-2
P21 (WAF1)  BCL-XL
BAX 000
BCL-XS

FAS (APO1)

IGF-BP3

FAS, IGF-BP3 [nhsulin Growth Factor  conjonctif, mais induire I'apoptose des Chez les mammiféres, les genes équiva-
Binding Protein et leproto-oncogene  thymocytes, cellules constitutives du lents sont respectivement ICE, APAF-1
BAX. thymug®). Chacun des facteurs qui régu- et BCL-2. La protéine ICBifterleukine

La quantité de p53 présente dans ldent I'arrét du cycle ou I'apoptose sont 1 Converting Enzyméait partie de la
cellule est controlée par la protéine elle-susceptibles de se combiner entre euxfamille des caspasésqui s'activent les
méme qui active I'expression du génedonnant ainsi lieu a tout un éventail deunes les autres en cascade puis activent
MDM2. En effet, la formation dans le possibilités qui détermineront le deve- finalement une endonuclédeet de

60 noyau d'un complexe entre les protéinesnir de la cellule (figure 1). nombreuses autresizymeschargées

® p53 et mdm2 entraine le transport et la de modifier lecytosqueletteet les pro-
dégradation spécifique de p53 dans lefj Un suicide ”organisé” téines de la surface membranaire, per-
cytoplasme. Ce mécanisme permet IeI mettant ainsi la phagocytose. L'apaf-1
redémarrage du cycle cellulaire apres® Apres une irradiation, les cellules de est une molécule régulatrice de I'acti-

réparation. la couche granulaire externe du cerve-vité des caspases. La famille de bcl-2
Le choix d'une cellule de ne plus se let du jeune rat meurent en grande quanest composée de deux sous-familles.
diviser (arrét en G1) ou de se diriger verstité dans les 6 & 9 heures. L'injection L'une comprenant bcl-2 et bcl-xI favo-
I'apoptose est guidé par de nombreuxd’actinomycine D (inhibiteur de syn-
facteurs, les contacts intercellulairesthese dARN) ou de cycloheximide
notamment, et la présence ou I'absencdinhibiteur de synthése des protéines) (4) Molécules déclenchant des réactions
de molécules de suriferegroupant cer- empéche temporairement cette vague intracellulaires favorisant la survie.
tainsmétabolites des facteurs de crois- d’apoptose. L'activation de certains (5) Organe lymphoide situé devant la tra-
sance, des substances du systéme immgenes de la cellule est donc nécessair Ch€e, particulierement développé chez
nitaire (interleukines) et démrmones  pour le développement apoptotique. 'rglgf?j':n‘:tl!ﬁ#ﬁquu"nﬁtgmma" SR CL Sy
La nature de la réponse dépend étroiteC’est en étudiant lesutations chez un (6) Enzymes conten.ant IR GIEEE e
ment du type cellulaire. Sur des cellulespetit ver parasite, I€zenorhabditis ele-  Cystéine et une activité ASPartate pro-
en culture, une mémmsed’irradiation  gans que des génes pro-apoptotiques téASE.
va seulement bloquer le cycle cellulaire CED-3 et CED-4 et un géne anti-apop- (7) Enzyme dégradant I'ADN, sauf au
desfibroblastes, cellules du tissu totique CED-9 ont été mis en évidence. Mveau de ses extrémites.
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rise la survie, l'autre incluant bax, bak, tent des facteurs de survie, et ainsi affi-
bad, bcl-xs favorise la mort cellulaire. ner les connexions inter-neuronales. Ces
La présence ou I'absencefdeteurs  phases d’apoptose naturelle concordent-
de survieprovenant de I'environnement elles avec des phases de radiosensibi-
cellulaire mais également I'état du lité ? Chez le rat, 'apoptose naturelle
génome qui conditionne le role de la des neurones est abondante dans les
protéine p53, vont encourager ou frei- jours qui suivent la naissance tandis que
ner le processus apoptotique. Le mécala phase de grande sensibilité de ces cel-
nisme d’action de la protéine bax est delules a I'apoptose radio-induite se situe
se lier a la protéine de survie bcl-2. Ellesaux deux tiers de la gestation. La période
forment alors des dimeres et se neutrad’apoptose naturelle correspond a la
lisent. Une augmentation de I'une ou dephase de synaptogenéese (pendant la-
'autre de ces protéines conduit a laquelle se forment les synapses, qui sont
constitution de dimeéres bcl-2-bcl-2 ou les connexions entre les neurones) alors
bax-bax, avantageant la survie ou la mortque celle d’apoptose radio-induite se
cellulaire. La surexpression de bcl-2 neu-rapporte a la phase multiplicative des
tralise le complexe apaf-1-caspase etneuroblastes (neurones immatures).
bloque 'apoptose. Par contre, un excésChez 'adulte, les neurones ne se divi-
de bax favorise une perméabilisation desent pas (sauf un petit nombre d’entre
lamembrane mitochondrialeainsi que  eux) et sont peu sensibles a l'irradiation.
la création d’'un complexe cytochrome Il existe donc des fenétres de radiosen-
C-apaf-1-caspase, déclenchant le prosibilité au cours du développement
gramme d’exécution de I'apoptose (fi- embryonnaire et feetal qui sont caracté-

gure 2). ristiques de chaque tissu. L'apoptose
naturelle est indépendante de P53 car

Apoptoses naturelle elle intervient normalement chez les sou-
et radio-induite ris dont le géne est invalidé, c’est-a-dire

des souris qui n'expriment pas la pro-
L'apoptose naturelle est trés impor- téine p53. Par contre, les cellules irra-
tante chez I'embryon et le foetus a desdiées en phase multiplicative subissent
périodes bien précises. Elle intervientl'arrét du cycle en G1 et I'apoptose sous
par exemple pour éliminer les neuronesla dépendance de p53.
n’ayant pas atteint leur cible, qui sécre-

f IGF-BP3

o

Figure 2. Les mécanismes de
I’arrét du cycle cellulaire et
de I'apoptose induits par la
protéine p53.
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Cellules testiculaires de rat
adulte aprés une irradiation a
l'dge feetal. De nombreuses
cellules en apoptose parmi les
spermatocytes sont repérées
par des fléches.
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la protéine bcl-2 dans l'intestin gréle
favorise I'apoptose alors que son expres-
sion normale dans le cdlon la freine. Les
autres principaux tissus a renouvelle-
ment rapide de I'adulte subissent une
apoptose radio-induite qui impliquerait

la protéine p53. De méme, la chimio- Unité mixte de recherche CEA-CNRS

thérapie provoque une apoptose géné-
ralisée dans ces tissus mais, heureuse-
ment, surtout dans lésmeurs.

La protéine p53 n'intervient pas seu-
lement dans I'arrét du cycle cellulaire
et I'apoptose. Elle est fortement expri-
mée durant larophase méiotiquedes
spermatocytes, cellulegerminales
males, au cours de laquelle se forment
les spermatides, cellulésaploidesne
possédant que la moitié du nombre des
chromosomespropre a I'espéce, sug-
gérant ainsi un réle dans la recombinai-
son et les changements de structure de la
chromatine.

Des espoirs dans la
thérapie du cancer

Dans une tumeur, 'augmentation du
nombre de cellules cancéreuses est le
résultat d’'une prolifération incontrolée
avec surexpression de proto-oncogenes
particuliers mais aussi d'un taux d’apop-
tose limité ou nul. Ainsi, la surexpres-

sion de l'anti-apoptotique bcl-2, dans
certaines tumeurs, permet la survie de
cellules cancéreuses. Aprés expositio
a un génotoxique, la majorité des cel
lules contenant des Iésions non ou ma
réparées sont éliminées par apoptos
sous le contr6le de la protéine p53. La
mutation du géne P53, qui favorise 13
survie de cellules porteuses d’anoma
lies, est une étape importante de la prg
gression tumorale.

Le rdle primordial de la protéine p53
dans le développement tumoral est mi
en évidence par le fait que des souri
ayant les deusllélesdu géne P53 inac-
tivés meurent rapidement de diverse
tumeurs dans les six premiers mois d
leur existence. Ainsi, la réduction ou
I'inhibition du suicide cellulaire appa-
rait-elle comme une étape clé de la can
cérisation. C’est pourquoi la recherche

Au niveau de l'intestin de I'adulte, de traitements favorisant 'apoptose
l'irradiation tue beaucoup de cellules de radio- ou chimio-induite des cellules
l'intestin gréle mais peu du célon. Ceci tumorales est un domaine en pleine effe
s'explique par le fait que I'absence de vescence. o

Evelyne May etHervé Coffigny
Département de radiobiologie
et de radiopathologie

(UMR 217)
Direction des sciences du vivant
CEA/Fontenay-aux-Roses
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Effets des rayonnements ionisants

LES CONSEQUENCES
MESURABLES
AU NIVEAU CELLULAIRE

L’exposition d’un organisme
aux rayonnements ionisants
a des conséquences mesu-
rables au niveau de I’ADN,
mais aussi d’autres structures
de la cellule. Apres la mise
en évidence d’indicateurs
de la dose recue basés sur
'observation des chromo-
somes atteints, ’évolution
des techniques de biologie
moléculaire et de leur sen-
sibilité ont permis de déve-
lopper des indicateurs bio-
logiques d’effet cellulaire.
Sans avoir la spécificité des
précédents, ceux-ci condui-
ront a mieux comprendre les
effets radio-induits pour abou-
tir a des facteurs diagnos-
tiques et pronostiques de
lirradiation.

Vue de I'appareillage d’'une chromatogra-
phie liquide haute pression (HPLC).

Ce systéme d’analyse est utilisé pour
séparer des macromolécules organiques
complexes (lipides, protéines) qui consti-
tuent, par exemple, les membranes cellu-
laires. Une HPLC peut fournir une
indication aidant a mieux comprendre
les modifications des propriétés phy-
siques de la membrane cytoplasmique
dues aux rayonnements ionisants.

C. Cieutat/IPSN
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Figure 1. Nature et formation
des aberrations chromoso-
miques radio-induites. Selon
la position et le nombre de
lésions de ’ADN et en fonc-
tion de la qualité de la répara-
tion ou de la recombinaison
du chromosome sur lui-méme
ou avec un autre, soit des
chromosomes normaux, soit
différents types d’aberrations
chromosomiques seront
observés.

La nécessité accidentelle, effets sur les tissus sains et les
tumeurs lors de thérapies...

Ces indicateurs sont tenus de possé-
der certaines qualités intrinséquepé-

L'exposition desellulesauxrayon-  cificité, facilité d’obtention et de dosage,
nements ionisantgpeut avoir des consé- reproductibilité , sensibilité et stabilité
guences dommageables au niveau delans le tempsffet mémoire pour la
I ADN et des autres structures cellulairesreconstructiora posterioride I'exposi-
(encadré Dl_a cellule, le maillon essen- tion. En outre, la mise en évidence d'une
tiel), des conséquences susceptibles de gelation entre la dose et I'effet permet
répercuter non seulement sur le com-de différencieindicateursetdosimeétres
portement des cellules voisines mais sumbiologiques.
le tissu tout entier, affectant le fonc-  Aucun bio-indicateur actuel ne répond
tionnement de I'organisme a plus ou a tous ces criteres. Les plus largement
moins long terme. La probabilité des développés sont des bio-marqueyis-
dommages et la rapidité de leaféets  génétiquesde dose. Les effets des
dépendent de nombreux facteurs, parmrayonnements ionisants sur I’ADN et
lesquels laloserecue, le type de rayon- leurs conséquences sur la survie cellu-
nement, lelébit de dosela nature et le laire sont effectivement connus depuis
volume des tissus exposes. longtemps. L'éventail des dommages

Il est apparu trés tot nécessaire de trouchromosomiquesobservés a donné les
ver des parametres biologiques capablesnoyens d’établir différents tests allant
d'évaluer, sinon de quantifier, les atteintesjusqu’a la reconstitutioa posterioride
des différentes composantes de I'orgad’exposition et I'estimation de I'hétéro-
nisme. Lintérét de ces parametres differegénéité de la dose. Les dommages phy-
substantiellement en fonction des besoins siques provoqués par I'ionisation étant
risques de dommages génétiques causéensés se distribuer équitablement dans
par les rayonnements naturels, estimatiortoutes les structures cellulaires, les effets
de la dose regue en cas de surexpositiobiologiques correspondants devaient étre

d’indicateurs biologiques
d’effet cellulaire
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mesurables ailleurs que sur I’ADN.
L'amélioration récente des connais-
sances, notamment dans le domaing
moléculaire, a permis d’identifier des
bio-marqueurs de ces effets au niveau
de lamembrane cytoplasmique des
mitochondries ou méme dans leurs
conséquences sur la mort cellulaire
(apoptosg radio-induite.

Les conséquences
mesurables sur ’ADN

Le large spectre des dommages de
’ADN dus aux rayonnements ionisants

est la conséquence finale de phénomene

décrits précédemment. Malgré des pro-
cessus de correction extrémement effi-
caces, un nombre réduit d’erreurs peult
subsister : les plus importantes s’obser-
vent lors de lanétaphase(encadré E,
Le cycle cellulaire : duplication sous
controle). Ces aberrations chromoso-
miques (figure 1) résultent d’'une cassure
non réparée (fragmemi¢létion), d’'une
réparation incompléte du chromosome
sur lui-méme iiversion, anneau cen-
trique) ou d’'un échange de matériel entre
au moins deux chromosomeésa(islo-
cation, dicentrique).

Avec leurs formes atypiques, les
dicentriques et les anneaux centriques
sont facilement observables au micro-
scope apres coloration simple de I’ADN.
Ces aberrations chromosomiques favo-
risent I'élimination de la cellule concer-
née. Elles sont ditésstables Par oppo-

Un systeme d’analyse d’images performant

Que ce soit pour I'établissement de
courbes de référence par des expéri-
mentations in vitro ou I'estimation
de doses en cas d'irradiation acci-
dentelle ou pour la recherche, I'ob-
servation des dicentriques ou des
translocations s'effectue sur des cen-
taines de cellules. Pour s’aider dans
cette tache fastidieuse, le LbBM se sert
d’un systeme d’analyse d’'images,
adapté a la dosimétrie biologique en
collaboration avec la société francaise
qui I'a développé. Dans une station de
travail type, les lames a observer sont
placées sur une platine motorisée qui
permet de trouver (ou retrouver) les
lymphocytes en état de métaphase, a

C. Cieutat/IPSN

I'aide d’'une caméra & mise au point
automatique. Le positionnement des
chromosomes en métaphase est
assuré par un contréleur raccordé a
un ordinateur. Des tests de validation
ont montré que l'automate trouvait au
moins 80 % des stades de métaphase
utilisables pour la cytogénétique
conventionnelle ou la fluorescence.
Une assistance logicielle aide au
dénombrement, semi-automatique,
des aberrations chromosomiques. Le
gain en vitesse apporté par le systeme
est de 2 a 4 par rapport au dénom-
brement manuel, compte tenu de la
qualité des préparations et de la dose
d’irradiation.

sition, les inversions et les translocations,tion de ces chromosomes prématurément

dont la forme ne différe paspriori de

condensés (PCC) reste une méthode

celle d'un chromosome normal, sont sophistiquée de compréhension des
capables de “passer” la division cellu- mécanismes de réparation.

laire et sont ditestables Leur visuali-

Seuls certains aspects de ces tech-

sation nécessite une coloration spéci-niques développées au Laboratoire de

fique. Les fragments, résultant aussi dedosimétrie biologique multiparamétrique
mutageneschimiques, ne sont pas de I'Institut de protection et de s(reté
caractéristiques des rayonnements ioninucléaire (bBM/IPSN) seront ici abordés

sants. lIs sont susceptibles d’'étre élimi-(encadré).

nés directement sous forme de micro-
noyaux intra-cytoplasmiques, dont la
fréquence constitue un précieux indica-
teur d’effet mutagéne. Enfin, un artifice

expérimental permet d’'observer I'appa-
rition des aberrations chromosomiques

Le dicentrique, indicateur
spécifique de l'irradiation
cellulaire

Lors d’une irradiation accidentelle,

radio-induites dans les heures voire leda dose regue est évaluée par le dénom-
jours qui suivent l'irradiation, sans cul- brement des anomalies chromosomiques

ture cellulaire préalable. Plus qu’un instables dans ldgmphocytes a par-

moyen de mesure des effets, I'observadir d’'un simple prélévement de sang. Une

CLEFS CEA - N° 43 - PRINTEMPS 2000
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Microphotographie du noyau
d’un lymphocyte fortement
irradié, mis en culture dans

un milieu approprié et bloqué

au stade de la métaphase
(grossissement x 1 000). Des
aberrations chromosomiques,
dicentriques (fléches roses) et
fragments (fléches blanches),
sont observées.

Figure 2. Relations dose-effet
établies au LDBM en dénom-
brant les dicentriques induits
dans les lymphocytes du sang
périphérique, aprés irradia-
tion in vitro de sang normal
par des rayonnements ioni-
sants de divers types, a diffé-
rents débits de dose. Pour une
méme dose d’irradiation, le
nombre d’aberrations produit
par les rayonnements de forte
énergie (neutrons) est plus
important que pour ceux de
faible énergie (gamma, X). En
outre, leffet du débit de dose
s’atténue considérablement
lorsque le rayonnement est de
forte énergie (neutrons, ions
lourds).

fréquence de dicentriques

2,0

1,0

0,0

est de I'ordre de 1 pour 1 500 cellules
et ne varie pas significativement avec
I'age, le sexe et le tabagisme.

Aprés une irradiation globalomo-
géne la fréquence des anomalies chro-
mosomiques dans les lymphocytes san-
guins se maintient sans grand changement
pendant plusieurs mois. En revanche, suite
a une irradiatiohétérogéndymphocytes
irradiés et non irradiés se mélangent rapi-
dement. D’ou une sous-estimation des
dommages locaux radio-induits par I'ef-
fet de la dilution, partiellement corrigible
par des modéles mathématiques basés sur
la cinétique de disparition des aberrations
avec le temps.

Les cas de suspicion d’exposition aux
rayonnements auxquels cette méthode

rsv est appliquée restent rares, en France
courbe dose-effet (figure 2) fait corres- comme ailleurs : moins de 200 cas ont
pondre a la fréquence d’aberration enre-€té analysés pardsnces huit derniéres
gistrée une dose d'irradiation a la moelleannées, que ce soit chez les travailleurs,
osseuse. Ces courbes sont établies pafirectement ou indirectement exposés
I'irradiation in vitro de prélévements dans l'industrie, la recherche et la santé,
sanguins et difféerent selon le type deou dans le public. Pour la majorité des
rayonnement. Le débit de dose importecas, cette expertise a permis de rassurer
aussi, notamment pour les rayonnementses sujets sur I'absence d’irradiation
de faible énergie (gamma, X). La préci- significative.
sion de I'estimation est fonction du
nombre de métaphases observées. Trent ' | a translocation, indicateur
ans de recherches ont montré qu’en spécifique des irradiations
dehors de qqelque_s produits _cr_un_uques anciennes ?
tels que la bléomycine (un antibiotique),
les rayonnements ionisants étaient seuls  L'irradiation accidentelle doit parfois
responsables de I'apparition des dicen-étre évaluée apres des années, en parti-
triques. Leur fréquence de formation culier chez les survivants d’Hiroshima
spontanée dans la population frangaiseet Nagasaki (Japon, 1945) et les “liqui-
dateurs” de Tchernobyl (Ukraine, 1986).

® neutrons de fission
- ® rayons gamma

& rayons gamma

T Une analyse des aberrations chromoso-
miques stables telles que les transloca-
tions n’était, jusqu’a présent, pratiquée
gu’avec une technigue de marquage
lourde et difficile. Une méthode récente
née de la biologie moléculaire et adap-
tée a la dosimétrie biologique, I'hybri-
dationin situfluorescenteKluorescent

In SituHybridation, FISH), a grande-
ment simplifié leur détection et s’ap-
plique systématiquement aux irradia-
tions anciennes. Elle permet de révéler
des zones particuliéres sur les chromo-
somes ou de les marquer sélectivement
J dans leur totalitép@ainting). Les tech-

(1,1 MeV)
(69Co, 0,5 Gy/mn)

(69Co, 0,1 Gy/mn)

nigues FISH sont d'ailleurs utilisées en
clinique pour déceler des anomalies
héréditaires ou acquises. Elles visent a

dose (Gy)
réaliser une association moléculaire
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(hybridation) entre desequencesrti-
ficielles d’ADN simplebrin, spécifiques
des zones chromosomiques que I'expé
rimentateur désire mettre en évidence
et les chromosomes de métaphase ét
Iés sur une lame de microscope. La
visualisation du signal fluorescent se fait
au niveau des zones hybridées. Comptj
tenu des marqueurs disponibles, seule
deux ou trois des 23 paires de chromo
somes humains sont généralement mal
quées.

Des courbes reliant la fréquence de
translocations avec la dose d'irradiation
ont été établies vitro comme pour les
dicentriques. Globalement, les résultats
obtenus en fonction de lgualité de
rayonnementet du débit de dose sont
trés proches. Quoique dans son principersn
I'évaluation des translocations ne soitrise I'observation que des lymphocytes
pas récente, leur facilité de détection parayant atteint la métaphase, cette tech-
FISH a soulevé de nouvelles questionsnique s’adresse a un échantillonnage
Quelle est leur spécificité par rapport aléatoire de cellules. Cette méthode, plus
aux rayonnements ionisants ? Le tauxrapide que le dénombrement des dicen-
basal de translocation augmente-t-il avedriques, permet en outre d'étudier la ciné-
I'age et avec des facteurs tels I'alcoo-tique et le rendement de réparation de
lisme ? Quelle est, surtout, la stabilité ’ADN, en choisissant précisément le
effective des translocations dans lelaps de temps entre I'irradiation et la
temps ? Lirsnréalise des études systé- fusion cellulaire. Des courbes dose-effet
matiques, notamment sur les accidentgéalisées pour le rayonnement gamma
anciens, afin de connaitre la réelle vali-aprés différents temps de réparation
dité de cette approche. montrent que, pour une méme dose, le
nombre de fragments excédentaires
radio-induits diminue trés rapidement
durant les premiéres 24 heures, puis de
plus en plus lentement durant les

La technique des PCC repose sur la48 heures suivantes. D’autres expé-
possibilité de visualiser les chromosomesriences ont mis en évidence que la varia-
sans culture préalable, par fusion cellu-tion de température de I'échantillon de
laire. A partir d’un prélévement sanguin, sang entre le prélévement et l'analyse
des lymphocytes sont fusionnés avec des
cellules en division d'unignéed’ovaire
de hamster chinois : les substances
gu’elles libérent induisent une dissolu- 4 'q.,r-ur j
tion de la membrane dwyau et une e J :
condensation prématurée des chromo-
somes lymphocytaires sous forme d’'un b
simple brin individuel, laluplication ™%
de 'ADN n’ayant pas encore eu lieu. *
Les aberrations chromosomiques pren-, bt |
nent la forme de fragments excéden-I =
taires, d’ou un nombre d’objets supé-

1

Les chromosomes
prématurément condensés

rieur aux 46 chromosomes d’une cellule #% -

humaine normale. Une relation linéaire , W T :

est établie entre ce nombre et la dose " # . d

d’irradiation. Contrairement a la cyto- % v -
a " b

génétique conventionnelle qui n’auto-
IPSN
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Microphotographie en fluo-
rescence d’une métaphase de
lymphocyte irradié dans
laquelle trois paires de
chromosomes ont été colorées
par des sondes d’ADN spéci-
fiques, a I'aide de la tech-
nique FISH triple peinture.
Les paires de chromosomes 2
et 12 sont en vert et la paire
de chromosomes 4 en orange.
Les autres chromosomes ont
été rendus visibles par la fixa-
tion d’un colorant fluorescent
non spécifique. Les fléches
indiquent les portions de
chromosome 4 qui ont été
coupées sur les parties peintes
et insérées sur un chromo-
some non peint (grossisse-
ment x 1 500).

La fusion entre une cellule
d’ovaire de hamster chinois
entretenue en lignée et blo-
quée au stade de la métaphase
(@ droite de chaque micropho-
tographie) et un lymphocyte
au repos, un non irradié en a
et un irradié (rayons gamma
60Co, 4 Gy, 0,5 Gy/mn) en b,
provoque la condensation
prématurée des chromosomes
sous forme de brins simples
d’ADN (a gauche de chaque
microphotographie). L'irradia-
tion se traduit par des cassures
de 'ADN conduisant a des
fragments surnuméraires aux
46 brins d’ADN que comporte
une cellule humaine normale.
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Figure 3. A gauche, évolution
du paramétre caractérisant

la fluidité de la membrane

en fonction de la dose recue
par des lymphocytes sanguins
pour divers débits de dose,
apres incorporation d’une
sonde fluorescente dans la
partie lipidique de la mem-
brane. Les relations dose-effet
montrent que la fluidité mem-
branaire augmente avec la
dose, puisque I'anisotropie de
fluorescence diminue, tradui-
sant une dégradation de
I’environnement lipidique de
la sonde. Cette dégradation
apparait d’autant plus impor-
tante que le débit de dose

est plus faible. A droite, les
altérations membranaires
persistent jusqu’a 48 heures
aprés lirradiation.

— @ REPONSES PRECOCES ET PROCESSUS DE REPARATION

n'a pas d'influence sur les résultats. Ladant 'apoptose, de certains composés
technique des PCC est appliquée auxdans le milieu extracellulaire, suite a la
irradiations accidentelles expertisées pamperte d’'intégrité de la membrane, et
I"ipsn, parallelement a la cytogénétique I'apoptose elle-méme.
conventionnelle, afin d’en connaitre la
faisabilité et les limites. La fluidité membranaire

Les molécules qui composent la
membrane se déplacent, séparément ou
en groupe, selon des mouvements laté-

Des travaux récents ont confirmé le raux, transversaux et de rotation. Cette
role essentiel de la membrane et d’autresluidité est en fait étroitement controlée,
constituants cellulaires dans I'apoptoseles propriétés fonctionnelles de la cel-
radio-induite. La composition chimique lule dépendant pour partie de la faculté
de la membrane en fait une cible privi- de la membrane a rester thermodyna-
Iégiée des radicaux libres produits parmiquement stable. Pour apprécier les
I'énergie déposée, conduisant a des permodifications biophysiques de la mem-
turbations précoces, plus ou moinsbrane, le.bBm a retenu une technique
durables, de sa structure et de ses fondondée sur l'incorporation spécifique
tions. Or, la membrane joue un réle aude molécules fluorescentes, soit dans
niveau de l'interface sur le transfert desle compartiment lipidique, soit a I'in-
signaux vers le noyau et donc sur lesterface lipideprotéine. Eclairées avec
fonctions cellulaires. Ses dommagesune lumiére polarisée, ces sondes ren-
radio-induits peuvent avoir des consé-voient une lumiére fluorescente, en
guences susceptibles d’aboutir au stadéonction de leur capacité de mouve-
ultime de I'apoptose. ment, dans une direction plus ou moins

Dans cette cascade d’événements, troiglifférente de celle de la lumiére inci-
mécanismes semblent appropriés poudente. La comparaison de l'intensité de
devenir des indicateurs de I'effet cellu- la fluorescence de la lumiére polarisée
laire des rayonnements ionisants : lesincidente avec celle de la lumiére dépo-
modifications des propriétés physiqueslarisée réémise traduit le mouvement
de la membrane ; la libération, précé-des sondes et permet d'évaluer un para-

Les conséquences
sur d’autres constituants

CLEFS CEA - N° 43 - PRINTEMPS 2000




Observation d’une prépara-
tion a l'aide d’un microscope
inversé. Dans ce cas, I’éclai-
rage se fait par dessus la
préparation, alors que les
objectifs se trouvent au-des-
sous de la platine. Ce systéme
est particuliérement adapté
pour examiner les boites ot
sont réalisées les cultures de
cellules.

C. Cieutat/IPSN
metre caractérisant la fluidité de la I'évolution de la cellule vers sa mort pro- drial. Les deux autres méthodes ne sont
membrane : I'anisotropie de fluo- grammée : applicables que dans les heures qui sui-
rescence. . le marquage fluorescent a ventlirradiation.

Le laboratoire a d'ores et déja démon- I'annexine V permet d’apprécier le  La différence entre les résultatsvitro
tré, sur des cellules vivantes, la pos- passage, par diffusion transversale, destin vivo s’explique a la lumiére de la
sibilité d’apprécier des modifications la phosphatidylsérine, de la face internecascade d’événements a I'origine de
biophysiques de la membrane aprés irra- de la membrane qu’elle occupe nor-l'apoptose. Les expériences indiquent
diation & des doses relativement faibles, malement a la face externe en situa-que I'exposition de la phosphatidylsé-
de 0 a 8 Gy (figure 3). La fluidité mem-  tion d’apoptose ; rine a I'extérieur de la membrane, signal
branaire varie proportionnellement ala . le marquage au DiOG;, molécule  d’élimination des cellules apoptotiques
dose regue et inversement au débit de fluorescente pénétrant spécifiguementpar lesmacrophages se produitn vivo
dose, quelle que soit la sonde. La mem- dans la mitochondrie et dont la varia- dans les 48 heures suivant I'irradiation.
brane s’organise en micro-domaines tion d’intensité conduit a déterminer la Par contre, I'élimination des cellules
réagissant différemment. Le comparti- chute du potentiel transmembranaireapoptotiquesn vitro n’a pas lieu, en
ment lipidique de la membrane devien- mitochondrial se manifestant au coursl’absence de macrophages dans la sus-
drait plus fluide, cette fluidité varianten  de I'apoptose ; pension cellulaire. C’'est pourquoi le
fonction de la profondeur considérée . le test du FADU (Fluorescence méme phénoméne est observé beaucoup
dans la membrane, alors que l'interface Analysis of DNA Unwinding, mé-  plus longtemps. 6
lipide-protéine deviendrait plus rigide. thode de spectrofluorimétrie, donne
L'effet peut persister jusqu’a 48 heures la possibilité d’évaluer la dégradation

A terme, I'ensemble de ces méthodes

aprés l'irradiation. Cette technique est
applicable a plusieurs types cellulaires :
lymphocyteshématies fibroblastes ou

méme cellules intestinales. Cependant,

des propriétés de I'’ADN directement d’investigation doit permettre de dres-

liée au nombre de cassures de brinser un tableau complet et multiparamé-
radio-induites. trigue des effets des rayonnements ioni-
Des étudem vitro sur du sang humain sants sur la cellule et I'organisme. Une

les expérimentations n’ont pour le irradié mis en culture ont montré, sur la adaptation de certaines de ces techniques

moment porté que sur des moddles population lymphocytaire, des relations a des cellules autres que les cellules san-

vitro provenant de sang humain ou dedose-effet persistant au moins jusqu’aguines est envisagée pour répondre plus

cultures de cellules irradiées. Leurs résul-7 jours aprées l'irradiation. Les deux pre- spécifiquement au probleme de I'irra-

tats restent a confirmer sur divers miéres techniques fournissent des résultatdiation localisée.

modélesn vivo. reproductibles et comparables. Une

deuxieme étuda vivo, portant sur des

rats pour lesquels des prélévements san- Philippe Voisin

guins ont été effectués a différents Département de protection de la santé
Trois techniques ont été appliquéesmoments apres l'irradiation, a mis en évi- de ’homme et de dosimétrie

simultanément sur les mémes échan-dence que la détection de I'apoptose radio- Institut de protection

tillons biologiques pour estimer I'apop- induite est possible jusqu’a 48 heures et de s(reté nucléaire

tose radio-induite a différents stades deapres en utilisant le marquage mitochon- Fontenay-aux-Roses

L’apoptose radio-induite
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Le cancer : un reflet de I’échec des défenses

Chez 'homme, les cellules d'un organisme sain ne se divisent que sur ordre des cellules envi-
ronnantes. Au contraire, les cellules cancéreuses, ignorant les signaux qui limiteraient leur prolifé-
ration, n’obéissent qu’a leur propre programme de duplication. Les cellules d'une tumeur provien-
nent toutes de la division anormale d'une cellule unique, & I'origine d'un clone tumoral. Le processus,
qui s’étale sur des années ou des dizaines d’années, résulte d'une accumulation de mutations dans cer-
tains génes de cette cellule.

Deux classes de génes, les proto-oncogeénes et les génes suppresseurs de tumeur, codent des pro-
téines participant a la régulation du cycle cellulaire et jouent un réle fondamental dans 'apparition
du cancer. Les premiers stimulent la croissance cellulaire, les seconds la freinent. La perte, ou délé-
tion, d'un fragment chromosomique porteur d'un géne suppresseur de tumeur, par cassure des deux
brins de ’ADN sous 'action d'un rayonnement ionisant ou d'un autre agent mutagéne, pourra
conduire 4 rendre inopérant un mécanisme d’arrét de la division cellulaire. Les génes codant les sys-
témes de réparation interviennent également dans la cancérisation. Lintroduction de mutations dans
ces derniers entraine une instabilité de ’ADN, puisque I'ensemble des cellules tumorales contiendra
un ADN réparé de maniére variable, donc différent d'une cellule & 'autre.

Les lésions de '’ADN, l'activation d'un oncogéne ou l'inactivation d'un géne suppresseur de
tumeur provoquent normalement le suicide de la cellule. Le clone tumoral provient donc d’une cel-
lule pouvant échapper & cette mort programmée. Le deuxiéme mécanisme de défense des cellules contre
la prolifération met en jeu le raccourcissement, & chaque duplication, de segments d’ADN localisés
aux extrémités des chromosomes et qui enregistrent le nombre de divisions cellulaires. Lorsqu'ils
deviennent trop courts, ces téloméres ne protégent plus les extrémités chromosomiques, occasion-
nant de nombreuses fusions entre elles. Des chromosomes instables sont générés, créant un chaos
génétique fatal & la cellule. La télomérase, enzyme qui remplace les segments de téloméres éliminés
a chaque division, est absente de la quasi-totalité des cellules saines mais présente dans presque
toutes les cellules tumorales. L'immortalité peut ainsi étre conférée a une cellule ayant subi des modi-
fications du géne codant cette enzyme.

Toutes les cellules constitutives des organismes supérieurs contiennent deux jeux de chromo-
somes homologues et par conséquent deux exemplaires de chaque géne. Un cancer ne surviendra que
st les deux copies d'un méme geéne, par exemple un suppresseur de tumeur, sont mutées. En consé-
quence, une tumeur se développe par étapes et apparait aprés mutation de plusieurs génes, ce qui
explique le long délai existant généralement entre une mutation initiale et I'’évolution clonale.

Les cellules sexuelles, quant a elles, ne sont dotées que d'un jeu de chromosomes afin que 'ad-
dition d'un ovule et d'un spermatozoide conduise & un ceuf en contenant deux jeux. Une mutation
localisée dans le patrimoine génétique d'une cellule sexuelle pourra étre transmise a la descendance
et aux générations suivantes. Toutes les cellules du nouvel organisme posséderont alors la mutation
puisque la croissance de 'individu se fait par divisions cellulaires successives avec copie de '’TADN
a partir de l'ceuf fécondé. Les personnes ayant hérité d'un geéne muté d'un parent présentent alors
une prédisposition au cancer, réduisant le temps d’apparition d'un clone tumoral.

Christine Jimonet

Institut national des sciences et techniques nucléaires

CEA/Saclay
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initial de l'eau
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(protéines, ADN, lipides) R G WYMo W
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DINSTABILITE
CHROMOSOMIQUE

Reflétée par la présence d’anomalies dans la forme et le nombre des chromosomes d’une
cellule, I'instabilité chromosomique est un phénoméne constaté aussi bien lors du vieillis-
sement que dans le processus de cancérogenése ou encore a la suite d’un stress comme
I'irradiation. Ce mécanisme apparait dans tous les cas nécessaire pour que la cellule
retrouve la stabilité qui lui permet de poursuivre une croissance normale, avec une durée
de vie limitée, ou devienne immortelle, en cas de cancérisation. Le vieillissement joue
un role important dans I’laccumulation des mutations et donc dans la probabilité d’ap-
parition de cancers. Pour autant, une simple mutation n’est pas suffisante pour trans-
former une cellule saine en cellule cancéreuse : la genése d’un cancer nécessite la ren-
contre de plusieurs événements rares et indépendants.

Appareil de cytovision pour
la capture d’images du maté-
riel génétique des cellules,
obtenues par fluorescence.

A. Gonin/CEA
Des circonstances diverses nomene refléte la présence darslgo- Retrouvées dans la plupart dgsées
I type d’anomalies chromosomiques telles cellulaires tumorales, les associations
Linstabilité chromosomiquepeut se  que des chromosomes a dewntro-  télomériques(entre les extrémités des
manifester aussi bien vivo, au cours du  meres(dicentriques), des échanges de chromosomes) représentent une carac-
processus deancérogenesau’in vitro,  matériel entre deux chromosomesi(s-
au cours du vieillissemeatllulaire, de la  locations), des gains ou des pertes de
transformation cellulairé) ou a la suite  chromosomes. Ces anomalies se retrou-
d’une irradiation ou d’une exposition & vent au fil des générations et affectent des (1) Passage de la cellule normale a la cel-
des substances toxiques diverses. Ce phé&hromosomes différents. lule immortelle puis cancéreuse.
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Télomeres et telomeérase : de I'importance des extremiteés

Les télomeres, extrémités des
chromosomes, les protégent de
la dégradation nucléotidique et
de la fusion bout a bout. Des
1938, des travaux avaient mon-
tré que les télomeres avaient un
r6le de protection (capping,
assurant la stabilité mitotique
des chromosomes : apres irra-
diation par des rayons X, les
chromosomes qui en étaient
privés devenaient “collants” et
pouvaient initier des cycles de
cassures et de fusions. Rac-
courcissant a chaque division
cellulaire, les téloméres contro-
lent la capacité proliférative de
certaines de nos cellules. Il existe des
protéinesspécifiques des séquencetélo-
mériques formant le télosome. Pour
transformer un télomére en cassure
double brin, il suffirait qu'il ne soit plus
reconnu par les protéines du télosome.
Des systemes sophistiqués contrdlent
constamment l'intégrité de ’ADN. Les
enzymes de réparatiorse mobilisent
pour réparer les cassures qui appa-
raissent. Cette machinerie pourrait faci-
lement confondre les extrémités des
chromosomes avec une cassure d’ADN
nécessitant une réparation. Les télo-
meres risquent donc de fusionner entre

CEA/LRO

Cellule en métaphase dont I’ensemble des chromosomes
est coloré en bleu, les séquences télomériques en rouge
et le chromosome 16 en jaune-vert.

eux par recombinaison ou par des
mécanismes de fusion bout a bout,
ce qui se caractériserait par la forma-
tion de chromosomes dicentriques
instables. Les protéines télomériques
jouent un réle de protection et per-
mettent aux télomeres d'échapper aux
systemes de réparation de I’ADN.

Une enzyme, la telomérase peut ral-
longer les télomeéres. Alors qu’elle est
absente dans la majorité des cellules
somatiques pres de 85 % des tumeurs
présentent une activité de la télomé-
rase. Ainsi cette enzyme est devenue
une cible de choix pour les agents anti-

cancéreux. Toutefois, le délai
entre la perte de I'activité de la
télomérase et I'induction d’'une
sénescenceellulaire peut étre
important si les téloméres des
cellules tumorales sont longs.
Ceci a modéré les espoirs d'uti-
lisation de la télomérase comme
cible directe et orienté les
recherches vers les mécanismes
impliqués dans la maintenance
et le raccourcissement des télo-
meres afin de prendre pour
cible les télomeéres des cellules
cancéreuses. Des études
récentes ont montré que I'in-
troduction du géne codant la
télomérase (hTERT) dans des cellules
primaires permet de rétablir son expres-
sion et confere aux cellules un phéno-
type de cellules normales et jeunes de
maniere indéfinie (élongation des télo-
meres). Au-dela des utopies de jouvence
éternelle, I'enjeu est important : il s'agit
de déterminer si la greffe de cellules
transgeniquessurexprimant la télomé-
rase peut étre envisagée a des fins thé-
rapeutiques ou si une telle greffe serait
dangereuse et équivalente a une greffe
de cellules tumorales.

Laure Sabatier

cellules vieillissantes, ditegnescentes
présentent une forte augmentation d’ano-

téristique de I'instabilité chromoso-
mique. Elles peuvent étre détectées dan
les cellules des sujets prédisposés au malies chromosomiques. La formation
cancers et dans les cellules cancéreusell |l a été admis au début des annéegle ces aberrations génére des cassures
en début d'évolution. Ces associationssoixante que le vieilissement de la cellulequi, non réparées, induisent I'arrét du
télomériques sont a l'origine des chro- pouvait étre expliqué par une limitation du cycle cellulaire: aprés un nombre limité
mosomes dicentriques qui, a leur tour,nombre de divisions cellulaires : au bout de divisions, ces cellules sont amenées a
génerent I'instabilité chromosomique de quelques générations, les cellules dae plus se diviser (voiffets des rayon-
(encadré 1). I'organisme “sénescent” et meurent. Lesnements sur le cycle cellulgre

‘rf’

Instabilité chromosomique

. enye 73
au cours du vieillissement °

- i?l.

-
-1-.-

.:‘ ..-“""":
- ]

"
f
-
ar
-
-
-
i
'r
..i

-u-l.r'.i

KRS :

4
L} s

li'.‘

&

L]
. "l '."l l" 'I'*j‘ )1 t#f*"-

Ll
kY
Ll

N
‘h'-'ﬁ o-oooo

' . " \ h'l- -t . Fibroblastes normaux (a g.)
L

i
- .
‘ i ‘ ‘ v k et transformés (a dr.). Les cel-
*» s B "-:“ — lules transformées s’entre-
Lﬁ- “ A d b - . ' = ;;1 croisent au lieu d’étre

i alignées cote a cote.

ﬁ.

INSERM

CLEFS CEA - N° 43 - PRINTEMPS 2000




— & REPONSES TARDIVES

Des scientifiques ont ainsi montré que de chromosomes de la cellule par deuxtenant ainsi les dommages de I'’ADN res-
les cultures primaires déroblastes  trois oun) associé a un niveau €levé ponsables de l'instabilité chromosomique.
(cellules du tissu conjonctif) n'ont qu'un d’anomalies chromosomiques. Une Spontanée ou induite par lirradiation, I'in-
nombre limité de générations cellulaires, hypothése serait que la sénescence cebtabilité est élevée dans leurs cellules.
correspondant environ a cinquante dou-ulaire pourrait s'accompagner de réar- Dans le cas dtaxia telangiectasiat
blements de populations (encadré. &, rangements chromosomiquesnaux  dexeroderma pigmentosytihne semble
cycle cellulaire : duplication sous provoquant la transformation cellulaire pas y avoir de corrélation entre la taille
controle). Dans des fibroblastes sénes-lorsque certaingénes desoncogenes des télomeres et la fréquence des chro-
cents, plus les divisions se succédentpu deggénes suppresseurs de tumeyrs mosomes dicentriques terminaligs cel-
plus la longueur des phases G1 et G2 diy sont localisés. lules de patients touchés par la maladie
cycle cellulaire est élevée ; les cellules de Werner, caractérisées par un vieillis-
augmentent en taille et learétabo- sement prématuré, subissent une forte
lisme énergétique est perturbé. Les cel- instabilité chromosomique. Un défaut
lules sénescentes sont caractérisées p deréplication, deségrégation de répa-
une perte de capacité proliférative due ration ou detranscription pourrait
d’'une part a la diminution de leur faculté B Chez les patients atteints de maladiesntrainer 'accumulation dautations
de réparation (voites gardiens du précancéreuses, une instabilité chromo-et d’'anomalies chromosomiques. Enfin,
génomekt d’'autre part au raccourcis- somique aboutissant a des fusions téloes cellules de patients atteints deria-
sement progressif des séquences télomériques est souvent observée, des legeria, maladie génétique caractérisée
mériques. Différentes études suggerenstades prémalins ou dans les tumeurs dpar un vieillissement tres accéléré, pré-
que la perte de ces séquences a chaqueas grade de malignité. Les tumeurssentent également une instabilité chro-
division contribuerait a I'apparition des malignes plus avancées font quant a ellesnosomique avec raccourcissement télo-
anomalies observées, l'altération desapparaitre des remaniements clonauxmérique.
télomeresdéstabilisant les extrémités c'est-a-dire présents dans de nombreuses
des chromosomes et conduisant a desellules tumorales, ainsi que des déséquill L’instabilité chromosomique
pertes chromosomiques. De fait, I'en- libres chromosomiques spécifiques. dans les cellules cancéreuses
semble des chromosomes formant le Chez les sujets souffrant de maladies
caryotype de cellules sénescentes prételles que htaxia telangiectaside xero- Une tumeur se caractérise par une
sentent des anomalies telles que deslerma pigmentosunte syndrome de somme importante d’altérations géné-
translocations et des disparitions de chro-Bloom ou le syndrome de Werner, les cel-tiques acquises au cours d’'une longue
mosomes. Cette perte permanente ddules montrent une instabilité chromoso- évolution clonale (encadré 2). Une cel-
séquences télomériques réduit en outrenique spontanée élevée (translocationslule normale acquiert des caractéres de
la viabilité des cellules et les conduit inversions..), impliquant pour certaines transformation a la suite d’'une ou plu-
finalement a la mort. des chromosomes spécifiques. Lincidencesieurs mutations qui lui conférent un

Une étude portant sur des fibroblastesde cancers chez ces patients est d’autréavantage prolifératif” important.
de poumon embryonnaire humain part trés importante. Hypersensibles aux Les cancers impliquent une rupture
montre que la phase de sénescence egtdiations, ils présentent des défauts deles contraintes normales de la prolifé-
caractérisée par le passage des cellulesr&paration, de recombinaison,\adges de  ration cellulaire. Celle-ci est gérée direc-
la polyploidie (multiplication du nombre  contréle du cycle cellulaire créant et main- tement par les mécanismes du cycle ou

L'instabilité chez
les “précancéreux”

Cancer et vieillissement -

Il se produit au cours d’'une vie
environ 1016 divisions cellulaires
dans le corps humain. Dans un envi-
ronnement dépourvu de facteurs
mutagenes, les mutations survien-
nent spontanément a un taux estimé
de 10-% mutations par géne et par
division cellulaire. Une seule muta-
tion n’est pas suffisante pour trans-
former une cellule saine en une cel-
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de plusieurs événements rares et
indépendants. Le vieillissement joue
donc un réle important dans I'accu-
mulation des mutations, d’ol une
augmentation de l'incidence des can-
cers avec l'age. Les données statis-
tiques permettent d’estimer qu’il faut
de trois a sept événements indépen-
dants pour transformer une cellule
normale en une cellule cancéreuse,
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indirectement par le biais du contréle de Les étudesytogénétiquesont per-

'engagement dans unifférenciation

grammée, appeléspoptose(voir Le
suicide cellulairg.

les produits stimulent la prolifération

Les quatre principaux types
cytogénétiques de cancers.
De gauche a droite et de haut
en bas, les profils monoso-
mique (fibrosarcome), triso-
mique (tumeur de l'utérus),
de translocation (entre les
choromosomes 9 et 22 dans
une leucémie) et a caryotype
normal.

tumeur de Wilm’s.

« le profil de translocationest caractérisé
par des translocations réciproques sans
perte de matériel génétique. Il se retrouve
dans leshémopathieset dans quelques
sarcomes

« peu de tumeurs ont waryotype nor-

mal. Ces tumeurs ont des caractéristiques
cliniques ou biologiques qui les rappro-
chent des tumeurs de type trisomique.

Instabilité et
immortalisation cellulaire

Les cellules humaines normales en

mis de mettre en évidence quatre typesulture ont une durée de vie limitée.
terminale ou dans la mort cellulaire pro- de cancers. Chacun est caractérisé pavlais si ces cellules soitansfectées
des profils de déséquilibres chromoso-par certains agents,ahtigeneT par
miques spécifiques, impliquant a la fois exemple, leur cycle est modifié et elles
Les genes de régulation normaux sontdes modifications de nombre et de struc-deviennent immortelles. Elles sont alors
classés en deux catégories : ceux donture :

. le profil monosomiquerésulte de

caractérisées par une forte instabilité
chromosomique qui génere I'apparition

cellulaire et ceux dont les produits ser-pertes ou deélétionsde chromosomes de déséquilibres chromosomiques,

vent a I'inhiber. La prolifération incon- entrainant la transformation de la cel-laquelle associée a une fréquence aug-
trdlée qui caractérise le cancer est pilo-lule diploide en une cellulénypodi-
tée de deux maniéres : soit un géneploide. Desendoreduplicationspeu-

stimulateur de prolifération hyperactif
(mutationdominante) est fabriqué et le
géne altéré sera un oncogenel(Ele
normal étant umroto-oncogeng, soit
un géne inhibiteur de prolifération
(mutationrécessiveg est inactivé et il

L' amplification génique est une des

nisme intra- ou extra-chromosomique,

mentée dineuploidiepermet I'immor-
talisation de ces lignées.

vent survenir, conduisant a la formation Afin d’étudier I'instabilité liée a ce

declones hypotétraploidesavec des

processus, des cellules saines et nor-

caryotypes trés remaniés. Ainsi, la pertemales sont transfectées par un agent
de chromosomes ou de fragments chroimmortalisant tel que SV40, virus a
mosomiques permet de démasquer de&DN non pathogéne pour I'homme.
mutations récessives par délétion ded’antigéne T est un oncogene : ce gene
sera appelé gene suppresseur de tumeuwalléles normaux. Ce type de profil se code une phosphoprotéine nécessaire a
retrouve en particulier dans les cancerda réplication de I'’ADN viral. Au niveau
manifestations de l'instabilité génomique du sein, du célon, du poumon et de lades cellules saines, il agit par interac-
souvent observée au cours du processugrostate.

tumoral. Elle peut provenir d'un gain de . le profil trisomique se distingue par
chromosomes suite a des réarrangementsles duplications de chromosomes avecse trouve étre le plus fréquemment muté
Elle peut également résulter d’'un méca-peu de réarrangements. Ces tumeurs évadans les tumeurs humaines. L'antigéne T

luent vers unériploidie . Ce profil

deux formes d’amplification qui ne concerne desdénomeset certainsar-
coexistent pas dans une cellule tumoralecinomestels queneuroblastomesou
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tion directe avec la protéine p53, codée
par le géne suppresseur de tumeur qui

empéche la liaison de la protéine p53
avec I'ADN. Les protéines p53 et pRb
ne jouent plus alors leur réle normal de




— & REPONSES TARDIVES

Marquage du noyau

de I’antigéne T du virus SV40
dans une lignée d’hépatocar-
cinome obtenue par transge-
nése ciblée de cet oncogene.

INSERM/U445

“freins” (régulation négative) du cycle sont porteurs de déséquilibres chromo- Les cellules survivantes & l'irradiation
cellulaire. Le fonctionnement des somiques qui conférent aux cellules por-produisent des descendants qui ont une
enzymedde réparation est perturbé : lesteuses un avantage prolifératif. Ceforte capacité a former de nouvelles
Iésions ne sont pas réparées, ce quinodéle permet de suivre la chronolo- aberrations chromosomiques. Ces effets
engendre une augmentation des anomagie d’apparition des déséquilibres retardés de l'irradiation peuvent étre
lies chromosomiques. engendrés par l'instabilité et la sélec-expliqués comme les manifestations
Les cellules transfectées par I'anti- tion des remaniements dans les cellulesl’'une instabilité génomique transmis-
géene T de SV40 ont une durée de viedevenant immortelles. sible. Ainsi des dommages stables
plus longue que les cellules sénescentes induits par l'irradiation sont-ils longs a
normales. Elles se divisent plus long- l L’instabilité radio-induite se manifester.
temps car elles passent une premier La période d’instabilité est suivie par
phase de mortalité appelée M1 ou les L'irradiation de cellules induit une la sélection de clones caractérisés par
° cellules normales entrent en sénescencdéstabilisation dgénomeaccompagnée des déséquilibres chromosomiques qui
et meurent. Les cellules contenant I'an-d’une forte mortalité cellulaire dés les leur conférent un avantage prolifératif, ce
tigeéne T de SV40 passent cette phasgremiéres mitoses aprés I'exposition auxqui a pour conséquence I'envahissement
M1 du fait de I'inhibition de la p53 rayonnements (figure). Quelques cel-de la culture par ces clones. Ces ano-
induisant I'entrée des cellules normaleslules parviennent toutefois a survivre malies sont caractéristiques des cellules
en sénescence. Ces cellules transfectégmendant quelques générations supplétransformées ou tumorales et leur durée
se divisent jusqu’a une phase de mor-mentaires. Cependant, la fréquence d'obde vie est rallongée.
talité M2 dite “crise” ol nombre d’entre servation des chromosomes dicentriques La mort cellulaire “retardée” a été
elles meurent. Les autres, immortali- par cellule diminue de moitié a chaque observée avec un décalage atteignant
sées, proliferent indéfiniment. Les don- génération. jusqu’a 30 ou 40 générations dans des
nées cytogénétiques montrent que I'in- Il est donc difficile d'imaginer qu'il  cellules ovariennes de hamster chinois
stabilité des fibroblastes transformés parsoit possible de voir des remaniementsapres un traitement aux rayons X, a I'ét-
'antigéne T est trés forte avant et pen-chromosomiques quelques générationdylméthanesulfonate ou a uaezyme
dant la crise. Elle est caractérisée pampres l'irradiation. Néanmoins, une insta- de restriction mais elle ne I'a pas été
un grand nombre de dicentriques dont lebilité chromosomique radio-induite a été aprés un traitement aux rayons ultra-
taux est maximal pendant la crise etobservée dans des cellules humainesyiolets. Ces derniers, non ionisants,
représente alors la majorité des anomahématopoiétiques(c’est aussi le cas créant des lésions simple brin, ceci sug-
lies. Aprés la crise, ce taux diminue maischez la souris), dans des fibroblastes prigére que l'instabilité liée a la mort cel-
reste majoritaire. Les clones émergentamaires et dans dégmphocytes lulaire retardée pourrait étre due a un
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défaut de réparation des cassures doubl
brin induites par lirradiation. La fré-
guence de mutations a desi spéci-
figues est augmentée dans les desce
dants de cellules irradiées. Des
anomalies détectées dans les foyers
transformés de lignées de cellules
embryonnaires de souris ne sont pas un
conséquence directe de l'irradiation. En
effet, quel que soit le nombre de cellules
irradiées, le taux de foyers transformés
est identique.

Tous ces arguments mettent en évi-
dence cette instabilité chromosomique cellule morte cellule mutée

radio-induite qui se produit comme lors

du vieillissement cellulaire. L'irradia- l
tion permet donc de prolonger la durée

de vie des cellules et de retarder le phé effets
noméne de sénescence cellulaire. obligatoires

Une étape essentielle
apres un stress

L'instabilité chromosomique est un
phénomeéne retrouvé apres différents
stress tels que l'irradiation, 'immorta-
lisation, le vieillissement, la cancérisa-
tion. Cette instabilité semble une étape

essentielle & ce stade pour que les cel- Figure. Conséquences cellu-

laires de l'irradiation. Dans la

lules retrouvent une stabilité qui leur plupart des cas, Virradiation

permette de poursuivre leur croissance. n’a pas de conséquence sur la
. . 7, ;

Au moment de la plus forte instabi- cellule. Elle n'en a que si la

. . cellule est mutée, qu’elle

lité, certains chromosomes semblent plus donne des descendants eux-

impliqués que d’autres pour former des mémes mutés qui entrent

dicentriques. Une hypothése restant a éventuellement dans un pro-

cessus tumoral.

vérifier est que les chromosomes por-
o0 o000

tant les télomeres les plus courts sont
impliqués préférentiellement dans la for-
mation des dicentriques. En effet, si les
télomeres sont courts, I'extrémité du
chromosome n’est pas stable et le chro-
mosome ne retrouve sa stabilité qu’en
fusionnant avec un autre. Linstabilité
chromosomique serait donc un méca-
nisme nécessaire pour le passage d’'une
cellule diploide a une cellule aneuploide
transformée et immortelle, quel que soit
le stress impliqué. o

Francoise Hoffschir
etLaure Sabatier
Département de radiobiologie
et de radiopathologie
Direction des sciences du vivant
CEA/Fontenay-aux-Roses
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CANCERS RADIO-INDUITS

Etude sur des cellules en culture

Au méme titre que d’autres agents physiques ou chimiques, les rayonnements ionisants
peuvent induire des cancers. Les recherches sur des cellules en culture, en complément
des études cliniques, épidémiologiques et des études in vivo, permettent de préciser
comment et a quel niveau un agent est susceptible d’intervenir — directement ou non —
dans le processus de cancérogenese, et donc d’évaluer le risque lié a I"exposition a
cet agent.

ooooop,;-r'*“

Microscope a fluorescence
utilisé au CEA/Fontenay-aux-
Roses pour la technique -~

du painting (“peinture”) '

des chromosomes.

A. Gonin/CEA

Les enquétespidémiologiquesmon-  ments (dosegébit de dose..) et eny culture. Elles constituent des tests de
trent que certaines substances (tabacassociant éventuellement d’'autres agentsransformation cellulairdencadré).
amiante, divers produits chimiques...) chimiques ou physiques, susceptibles de Lestimation du risque peut se faire par
ou agents physiques (rayons ultravio-modifier la réponse afin d’évaluer I'in- une approche quantitative directe qui reste
lets, rayonnements ionisants..) sont  fluence des divers facteurs sur I'inci- toutefois, pour les faibles doses, limitée
capables d'induire des cancers. Les dondence des cancers. Des expériences pepar des problemes statistiques, comme
nées sont toutefois le plus souventvent étre effectuées vivo sur des lincidence spontanée, la taille des popu-
incompletes, en particulier dans le animaux exposés a I'agent cancérigéndations soumises a chaque gamme de
domaine de I'’évaluation du risque en potentiel, en comptabilisant le nombre dose... Une approche complémentaire,
fonction de ladoseou de la durée d’ex- de cancers survenus. Cependant, cedéveloppée en paralléle, consiste a recher-
position. études sont assez colteuses et longuesher les mécanismes dedancéroge-

Il est donc nécessaire de recourir acar il est en principe nécessaire de suivrerése En effet, la connaissance de ces
I'expérimentation pour confirmer et les animaux pendant leur durée de viemécanismes devrait permettre de préciser
compléter les résultats des enquétes épigui est de 2 a 3 ans pour les rongeurssi un agent, physique ou chimique est en
démiologiques, en faisant varier les D’autres expériences sont plus aisémentnesure d'intervenir dans le processus de
conditions d’exposition aux rayonne- réalisablesn vitro, sur desellulesen  cancérogenése et a quel niveau, et donc
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ont I'avantage d’offrir la possibilité d'étu- ﬁ:" 7
dier certaines étapes sans avoir recours ™ . *

un trop grand nombre d’animaux. & :t“:,
S
Qu’est-ce qu’une cellule js&;'-.j;
cancéreuse ? R
| -I"...‘.._?_...
Dans les tumeurs, les cellules ont un'y &

males. Elles présentent une perte plus ot 1,x
moins compléte de leurs caractéristiques * 0
fonctionnelles (sécrétion, absorption...). :.\-;.'_;"u._"'_ f“
De plus, les cellules cancéreuses son}.m‘.m':;,I :
capables d’accomplir un nombre prati- (= * %

b
aspect différent de celui des cellules nor- = ’{&

guementnfini de divisions, alors que les & "
cellules normales entrent ednescence 'frf“*
aprés un nombre limité de divisions cel-'_.: Bt st
lulaires, ce nombre étant d’autant pIUSCEA/DRI'R
élevé qu'elles sont prélevées sur un sujetnales par une grande autonomie par rap-
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Cellules en cours
de transformation :

jeune). En outre, le temps de doublemenfport aux conditions extérieures. Elles sup- un foyer se trouve
de population cellulaire est plus court portent une plus grande densité cellulaire au centre de I'image.
gue pour les cellules normales (encadréet sont moins sensibles a la composition e0o000

D, La cellule, le maillon essentiegt  du milieu de culture. Elles sont égale-
encadré El.e cycle cellulaire, duplica- ment indépendantes du support et n'ont
tion sous contrél® Enfin, elles peuvent pas besoin de s’ancrer sur le fond du fla-
quitter le tissu d’origine et migrer a dis- con de culture pour proliférer. Les tests
tance pour donner naissance a une autrqui permettent d’évaluer la transforma-

tumeur appelée métastase.

Culture cellulaire

Les cellules, placées dans des fla-
cons de culture, adhérent au fond. Le
milieu de culture est changé régulie-
rement pour éviter toute carence
nutritive et/ou effet toxique par accu-
mulation de déchets éliminés par les
cellules. Les cellules vont se diviser
et, leur nombre augmentant, vont pro-
gressivement recouvrir tout le fond
du flacon de culture : elles sont dites
confluentes. A ce moment, elles doi-
vent étre subdivisées, c’est-a-dire
décollées puis réensemenceées a une
concentration plus faible : cette opé-
ration se nomme un passage. Lorsque
des cellules sont établies en culture, il
s'agit d’'une lignée cellulaire.

En culture, outre les caractéristiqueslules tumorales d'un patient toutes lesblies en lignées. Ces cellules sont irra-
précédemment décrites, les cellules canmodifications ne sont pas observées etliées, puis ensemencées en faible den-
céreuses se différencient des cellules norbien qu'il existe, au demeurant, des anasité. Apres un délai, qui a été fixé a six

tion cellulaire sont basés sur ces critéreslogies plus ou moins grandes entre des
Enfin, lorsque les cellules peuvent induire tumeurs provenant de tissus différents.
une tumeur quand elles sont injectées a A I'échelle dugéng les cellules can-
un animal, cette capacité signe le fait quecéreuses présentent des modifications
la transformation est compleéte : les cel-diverses, comme la surexpressioord’

lules sont alors diteésimorigenes cogénesc’est-a-dire de genes qui favo-
Les cellules cancéreuses ont presqueisent la transformation cellulaire, ainsi 79
toujours uncaryotype anormal. Dans que des pertes ou desitations d’anti- °

quelques rares cas de cancers, des remancogenesc’est-a-dire de génes qui s’y
niements spécifiques, notamment unopposent. Ces changementsgydnome
réarrangement d’'uchromosomeavec  s’accompagnent de modifications non
un autre, sont observés. Plus généralegénétiques, en particulier des modifica-
ment, les anomalies du caryotype se trationsmétaboliques qui contribuent sans
duisent a la fois par une modification du doute, bien que les mécanismes restent a
nombre total de chromosomes et par depréciser, a la transformation cancéreuse.
déséquilibres, c’est-a-dire une diminu-

tion ou une augmentation du nombre J ’effet sur la transformation
relatif de segments ou de chromosomes| de cellules

er.mtiers (voir!_’instabiIiFé_ chromoso- déja immortalisées

miqué. Il est important ici de noter que

chaque type de tumeur présente un proi De trés nombreuses études ont été
fil de remaniements chromosomiqueseffectuées sur des cellules de souris ou
caractéristique, méme si dans les cel-de hamster déja immortalisées et éta-
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Figure 1. Influence de la dose
et du type de rayonnement
sur la fréquence

de transformation de cellules
immortalisées (d’aprés Hall E.J.
et Hei T.K. 1987).

semaines afin de standardiser les proto
coles, les foyers de cellules présentan
certaines caractéristiques morpholo-
giques sont dénombrés. Une plus grands
densité des cellules traduit en effet un
avantage prolifératif. La probabilité ou
la fréquence de transformation est cal-
culée en divisant le nombre de foyers fréquence de
soit par le nombre de cellules irradiées, transformation
soit par le nombre de cellules survi- par cellule

vantes. La fréquence de transformatio survivante

par cellule irradiée augmente en fonc-
tion de la dose jusqu’a un maximum,
puis diminue car, aux doses les plus
fortes (supérieures a 2 Gy pour les
rayons gammay), un pourcentage impor
tant de cellules ne survit pas. En
revanche, la fréquence de transforma
tion par cellule survivante augmente
régulierement avec la dose (figure 1).
Ces expériences ont permis d’'évalue
I'influence de divers parametres sur la
transformation cellulaire radio-induite.
Les rayonnements a fottansfert
linéique d’énergie(TLE), comme les
neutrons ou les particules alpha, sont plus
efficaces que lesayonnements Xou
gamma(figure 1). L'influence du débit de

dose est différente selon le type de rayonLintervalle de temps entre l'irradiation formation. La transformation cellulaire
nement. Une diminution entraine une et le test de transformation est tres impor-nécessite que les cellules se divisent, ce
baisse de la probabilité de transformationtant. Il permet aux cellules de réparer unequi ne se produit normalement que dans

pour les rayons X et gamma, alors quepartie des lésions radio-induites avant decertains tissus ou bien lorsque les doses
c'est l'inverse pour les rayonnements ase diviser a houveau et conduit donc ad’irradiation sont assez élevées pour pro-

fort TLE, du moins dans certaines limites. une diminution de la probabilité de trans- voquer une mort cellulaire importante,

Changement de milieu dans
des flacons de cellules

en culture sous une hotte a
flux laminaire au CEA/Fonte-
nay-aux-Roses.

A. Gonin/CEA
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de l'ordre de quelques grays (Gy) pour
le rayonnement X ou gamma. L'exposi-

tion a différents agents, chimiques par
exemple, peut avoir un effet synergique
avec l'irradiation dans certains cas, anta-
goniste dans d’'autres.

Ces expériences ont donc permis d'éva-
luer le risque de transformation cellulaire
apres irradiation dans différentes condi-
tions d’exposition. Toutefois, le court délai
de quelques semaines entre l'irradiation
et la transformatioim vitro est en contra-
diction avec le long temps de latence, de
guelgues années au minimum, obsérvé
vivo. Cela suggére un mécanisme en une
seule phase comme si ces cellules, qui ont
d’ailleurs un caryotype déja modifié et




o, Y

instable, avaient déja franchi plusieurstions génétiques, soit en étudiant la transvitro aux observations faites sur les
étapes. La question est donc de savoir suiormation de cellules issues d’animaux tumeurs humaines et chez les animaux.
guel stade agissent les rayonnements ionigui ne présentent pas ce probléme. Pour Pour étudier la transformation de cel-
les modeles développés au Laboratoirdules normales en cellules cancéreuses,
de radiobiologie cellulaire du Commis- des rats ont été irradiés pendant la der-

sants et ce qui a été quantifié.

La transformation
de cellules normales

sariat a I'’énergie atomiquega), le

niére semaine de gestation par une

choix s’est porté sur des cellules de ratsource de cobalt 60 (rayonnement
Sprague-Dawley car un trés grandgamma) avec un débit de dose de
Comme les cellules humaines nenombre d’expériences de cancérogenesd,022 Gy par heure, soit une dose de
s'immortalisent pas spontanément enin vivoont déja été effectuées sur cette0,5 Gy par jour et une dose totale de
culture, il est nécessaire de s’orientersouche de rat, et notamment dans le$,5 Gy. A la fin de I'irradiation, les cel-
vers des solutions de compromis, soitlaboratoires dicea. Les études visent lules ont été mises en culture a partir de
en les immortalisant par des manipula-donc a corréler les données obtennes fragments de cerveau et de poumons pré-
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levés sur les foetus. Les cellules ont été
maintenues en culture pendant plus de
cent passages (encadré). Divers para-
meétres comme le temps de doublement
de la population cellulaire, ldonogé-
nicité et latumorigénicité ainsi que le
caryotype ont été analysés aprés un
nombre de plus en plus grand de pas-
sages des cellules en culture (figure 2).
Au cours des premiers passages, les
cellules issues de poumons ne sont ni
clonogénes, ni tumorigénes et les caryo-
types sont normaux. Il n'y a donc pas de
remaniements chromosomiques induits
par une exposition aux rayonnements
gamma dans ces conditions de dose et
de débit de dose. Par contre, aux envi-
rons d’une trentaine de passages en cul-
ture, des cellules présentent diverses ano-
malies chromosomiques. Une de ces
anomalies a un avantage prolifératif

puisque apres quelques passages la tota-

lité de la population est issue des cellules

Figure 2. Evolution de la
tumorigénicité et des rema-
niements chromosomiques
mise en paralléle avec I’évolu-
tion clonale dans les cellules
issues de poumons de rats
irradiés. Les courbes indi-
quent le pourcentage de souris
nude chez lesquelles les cellules
injectées ont donné des
tumeurs (trait discontinu) et
la vitesse de croissance de ces
tumeurs, en milligramme par
jour (trait continuy).
Au-dessous, de gauche a
droite, caryotypes de cellules
pulmonaires a des passages
précoce (16, caryotype nor-
mal), intermédiaire (49, rema-
niements visibles) et tardif
(113, nombreux remaniements).
En bas, caryotype d’une cellule
de cerveau au passage 110.

Ky
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Coupe histologique de tumeur
obtenue sur souris nude apres
injection de cellules transfor-
mées. Les souris nude,
dépourvues de défenses
immunitaires, ne rejettent pas
les greffes de cellules prove-
nant d’une autre espéce : elles
sont utilisées pour tester la
tumorigénicité de cellules,
mais aussi pour augmenter la
quantité de matériel tumoral
humain, les fragments préle-
vés lors d’une exéreése théra-
peutique ou d’une biopsie et
qui sont disponibles pour les
études fondamentales étant
souvent de petite taille.

CEA/DRR

qui la possédent. L'apparition des modi- passages précoces. Ensuite, pendant uren tissu avec une architecture propre et
fications chromosomiques correspond période intermédiaire évoquant une instada présence de cellules de différentes or
au moment ou les cellules deviennentbilité génétique, des cellules avec desgines. Elles omettent également de
clonogénes et tumorigénes. Les rema-<aryotypes anormaux, mais différents, prendre en compte la réaction de I'orgar
niements chromosomiques observés sorsont observées. Une d’entre elles possedeisme et, en particulier, le réle des
ainsi bien en relation avec le processus dein avantage prolifératif puisqu’en défenses immunitaires. De plus, réguli€
transformation radio-induite et non direc- quelques passages toutes les cellules eement subdivisées, les cellules sont obl
tement avec l'irradiation. Aux remanie- sont issues. Par ailleurs, la tumorigéni-gées de se multiplier en permanence, ge
ments chromosomiques, en particuliercité évolue par palier et le nombre d'ano-qui ne se produit normalement que dan
I'amplification génique, qui caractéri- malies chromosomiques augmente auescellules souchesle certains tissus.
sent le clone initial prédominant, s'ajou- cours de la transformation. L'étude de cesLes expériences de cancérogenngse/o
tent d’autres anomalies qui apparaissent cellules a différents stades de cette dersur des animaux sont donc indispensable
Au total, aprés un grand nombre de pasniere permettra d’identifier les génes Elles le sont d’autant plus qu’il est main-
sages, le caryotype est considérablemenimpliqués dans la transformation de cel-tenant possible d’identifier les modifica-
remanié. Par ailleurs, le temps de dou-ules normales en cellules cancéreusestions génétiques des cellules tumorales, et
blement de la population cellulaire dimi- Enfin, 'examen de transformations spon- donc de préciser les génes en cause. Rar
nue au moment de la sélection du clonetanées ou induites par divers agents canailleurs, les résultats obtenus a partir des
prédominant, puis reste stable. cérigenes permettra de rechercher d'évenmodeles expérimentaux actuels ne peu

Une étude a été menée en paralléle sutuelles spécificités ou au contraire desvent étre interprétés qu’a la lumiére de
des cellules issues de cerveau prélevéeanalogies entre les différents processusceux provenant de I'analyse des cancers
sur des rats irradiés dans les mémes D’autres recherches s’orientent actuel-humains eux-mémes, bien que celle-di
° conditions. Le processus est pratique-lement vers I'étude de la transformation soit rendue difficile par les variations indi-
ment identique, les cellules restent appade cellules humaines immortalisées parviduelles et que la tumeur, prélevée au
remment normales au cours des premiersles manipulations génétiques, mais unenoment de Exéréesethérapeutique, ne
passages en culture, puis les remanieguestion se pose : le processus d’'im-représente qu’une sorte de photograph
ments chromosomiques, la clonogéni-mortalisation en lui-méme est-il iden- a un instant donné apres un temps ply
cité et la tumorigénicité évoluent de facontique a celui qui s'inscrit dans le cadre deou moins long d’évolution. o
synchrone comme pour les cellules issueda transformation cellulaire ?
de poumons. Par contre, il n'y a pas
d’amplification génique et le nombre de | Nécessité des études

%)

n

n O

chromosomes évolue selon un mode déjg| jn vivo Catherine Luccioni(")
décrit dans les tumeurs humaines, & Département de radiobiologie
savoir qu'il y a duplication du nombre £ La compréhension de processus aussi et radiopathologie
de chromosomes suivie de la perte procomplexes que ceux impliqués dans la Direction des sciences du vivant
gressive de certains d’entre eux. Ce pro-cancérogenése nécessite des approches CEA/Fontenay-aux-Roses

cessus se produit de facon répétitive.complémentaires. En effet, les études
Les deux modeles ont des caractéris-effectuées sur des cellules en culture ng*) Les études de transformation de cellules
tiques communes. En effet, la clonogé-prennent pas en compte les influencegle rat ont €té effectuées avec la collaboration
icité. 1a t igénicité et | i hvsiologi | les t de Monlquq Reillaudou, Japquellne Beau-
nicité, la tumorigénicité et le caryotype physiologiques normales comme les tauxmatin, Hervé Coffigny, Hervé Peyre, Isabelle

de ces cellules sont normaux au cours dekormonaux et 'organisation des cellules Giuliani et Michéle Morin.
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EFFETS HEREDITAIRES
DES RAYONNEMENTS
IONISANTS

Aucun effet héréditaire des rayonnements ionisants n’a été observé jusqu’a présent chez
les personnes irradiées. Tout porte a croire qu’il n’y a effectivement pas d’augmentation
des pathologies pour lesquelles la transmission a la descendance est systématique (domi-
nante). Les chercheurs se doivent maintenant de déterminer dans quelle mesure ceci
est également le cas pour les pathologies a transmission conditionnelle (récessive), qui
n’apparaitraient éventuellement qu’apres un certain nombre de générations. Les recherches
sur de tels effets, dont I'incidence ne pourrait étre qu’extrémement faible, se justifient ne
serait-ce que pour déterminer si certains individus sont plus prédisposés que d’autres a
telle ou telle pathologie.

Plusieurs générations.d’une
famille japonaise.

Supposé quasi nul, I'impact
exact des mutations récessives
ne pourrait étre correctement
estimé qu’a partir de la
cinquiéme génération aprés
I'événement causal.

K. Straiton/EXPLORER

Trés redoutés aprés Hiroshima ethumaines irradiées n’ont montré d’ac-
Nagasaki, les effets héréditaires descroissement sensible des pathologies
rayonnements ionisantsne suscitent héréditaires pour demsesecues com-
actuellement qu'un intérét relativement patibles avec la survie et la procréation.
limité dans la communauté scientifique. En effet, au-dela d’un certain niveau de
La principale raison en est simple : ni dose, les gonades et les celluesmi-
les études sur I'animal, ni les enquétesnalessont mises hors d’état d’exercer
épidémiologiquessur les populations leur fonction.
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Dans la mesure ou des effets cancéride la facilité de leur détection, dés lala suite des deux bombardements
génes directs étaient détectés dans lesaissance. A cette époque, les chercheunsucléaires. Ce sont donc essentiellement
mémes conditions, les scientifiques sepensaient que la quasi totalité des affecies populations autour d’Hiroshima et
sont légitimement tournés vers I'étude detions héréditaires étaient congénitdles  de Nagasaki (Japon) qui ont fait I'objet
la transformation cellulaire maligne radio- La seconde raison ayant guidé ce choixde ces études dont les conclusions sont
induite (voirCancers radio-induils était la notion que ces malformations simples : aucune augmentation de l'in-

Il est pourtant utile de revenir aujour- avaient un déterminisme génétique cidence des pathologies héréditaires n’est
d’hui sur la question des effets a longdominant, c’est-a-dire qu’elles résul- constatée.
terme, car il n’est pas certain que, dangaient de I'atteinte d'un seullele, ce D’autres données proviennent d'études
les conditions ou les travaux ont été qui permettait I'apparition du phénotype qui ont porté sur des populations qui
effectués, il ait été possible de détecterdés la premiere génération. Or, ces deuwivent dans des zones a “forteldio-
un effet retardé. Les grands progres de lgpostulats étaient partiellement faux : il activité ambiante. Notons en passant
génétiqgue humaine, en particulier, impo- est maintenant prouvé qu’une large frac-que ces études ont été trés médiatisées
sent de reconsidérer des conceptions quion des maladies héréditaires n’est padorsqu’'une augmentation des patholo-
étaient naguére en vigueur et pourraientongénitale. Beaucoup d’altérations gies était rapportée, mais que ces mémes
avoir biaisé I'approche du probléme. squelettiques congénitales observées sétudes passaient totalement inapercues

sont révélées étre plutét dues a des abeguand elles ne montraient aucune inci-

Les bases des estimations rations chromosomiques, et non a deslence. En fait, il faut reconnaitre que,

actuelles mutations ponctuelles a effet dominant. globalement, ces résultats sont contra-

La seconde série d’expérimentationsdictoires, et donc peu fiables, car il

Les estimations qu'il est aujourd’hui importantes fut développée a Munich n’existe ni registre, ni suivi médical app-
possible de faire sur les effets hérédi-par le groupe d’Ehling, qui s’est foca- roprié dans les zones a forte radioacti-
taires des rayonnements ionisants repolisé sur une atteinte oculaire, la cataractevité naturelle étudiées.
sent d'une part sur les données ded.e choix de ce phénotype reposait sur Les données d’Hiroshima et de Naga-
études sur I'animal, d’autre part sur les mémes principes : caractére congésaki constituent donc la seule base sur

celles de I'épidémiologie. nital, trait dominant et détection facile. laquelle s’appuyer pour établir un seuil
Beaucoup d’autres travaux ont bien au-dessous duquel aucun effet hérédi-
Les données des études s(r été réalisés. lls ne peuvent étre mentaire n’est observé, une notion qui n’a
sur I’animal tionnés ici malgrée leur intérét. Dans leur guére de signification.

ensemble, les résultats furent donc repris

Telles qu’elles ont été reprises par lespar les diverses commissions interna- Pourquoi revenir
principales organisations internationales,tionales qui, aprés maintes extrapola-8 sur ces estimations ?
comme la Commission internationale detions, ont déterminé les niveaux de
protection radiologiquedirr) et le  risque. Limitons-nous a reproduire I'es- Bien qu’encore théoriques, un fais-
Comité scientifique des Nations unies timation du rapport Unscear de 1977 ceau de considérations conduisent a
sur les effets des radiations atomiquedfixant la dose de doublement des muta+éévaluer les estimations actuelles en
(Unscear), les données de I'expérimen-tions a 1gray (Gy). Vingt ans plus tard, raison des progres de la génétique au
tation animale proviennent essentielle-le méme organisme conclut qu’a la pre-plan fondamental et de la génétique
A ment de deux laboratoires, I'un & Oak miere génération suivant l'irradiation humaine. Les progrés de cette derniére
Ridge aux Etats-Unis et l'autre & Munich des parents par 0,01 Gy, un excés d’ensont actuellement quasi-exponentiels,
en Allemagne, ou des expériences tréeviron 50 maladies a composante héré-comme le montre la figure 1 qui illustre
importantes ont été réalisées dans leglitaire serait attendu par million d’ha- le nombre dgenesddentifiés et locali-

années cinquante a soixante-dix. bitants, soit une incidence de 0,5 %. sés sur leshromosomeshumains entre
En 'absence d’approche moléculaire, 1966 et 1997. Les progres ont suivi la
impossible a I'époque, tout a été orienté” Les données méme évolution chez la souris, le mam-
sur la détection facile d’'uphénotype épidémiologiques mifére “modele” en matiére de géné-
anormal. Bien entendu, cela a exclu tique. Sachant que les grandes expéri-

d’emblée toute altération psychique ou " Les données épidémiologiques sontmentations sur les effets a long terme
directement liée au vieillissement, alors de deux types. Il s’agit d’'une part de ont eu lieu avant les années quatre-
gu'il est aujourd’hui établi que ces alté- celles qui ont porté sur la descendancervingt, il est clair que le manque d’in-
rations accompagnent trés souvent lesl’individus irradiés soit médicalement, formation de I'époque pouvait induire
maladies héréditaires. soit accidentellement pendant une courtedes biais importants. L'un de ces biais
Dans les laboratoires d’Oak Ridge, lesdurée - ce qui ne représente heureuseressort d’ailleurs de la figure 1 puisque
équipes placées sous la direction dement qu’'un petit nombre de cas - ou ale nombre de génes assignés au chro-

William L. Russell décidérent d’étudier mosome X a été seulement multiplié
les malformations squelettiques radio- . R— . par 4 entre les années 1960 et 1997
induites chez la souris, d’abord en raison (1) Qui @pparait dés la naissance. alors que celui des génes assignés aux

CLEFS CEA - N° 43 - PRINTEMPS 2000




autosomesest passé de 0 a environ moléculaire que cette notion a repris deEnfin, des Iésions peuvent étre étendues
4 000! Les grandes expériences sur lesson intérét. Un trait de caractére, commea plusieurs genesjélétés ou dupliqués,
guelles repose I'évaluation du risque la prédisposition héréditaire au cancer,rejoignant ainsi les altérations a I'échelle
génétique ont donc été réalisées alorpeut apparaitre comme dominant parcechromosomique (effet dominant).
gue la génétique des mammiféres étaigu’il se manifeste chez des individus Pour des raisons évidentes, les muta-
balbutiante, ce qui conduit & penser quehétérozygotesc'est-a-dire porteurs d'un tions dominantes sont aisément recon-
beaucoup de leurs conclusions sont aseul allele altéré, alors qu'il est récessifnues puisqu’elles sont repérées dés la
réviser. a I'échelle cellulaire, car le second allele premiere génération par I'effet qu’elles
Les progres de la génétique fonda-est muté ou perdu dans les cellules canprovoquent, contrairement aux réces-
mentale sont tout aussi déterminants.céreuses. Ce processus a deux tempsjves. Ceci entraine une distorsion consi-
Les mécanismes impliqués dans I'héré-dont I'un survient au cours du vieillis- dérable de la connaissance des altéra-
dité des mammiferes n'ont commencésement de I'individu, montre combien tions de I'’ADN. Ainsi, dans le catalogue
a étre entrevus qu'avec le développe-la notion selon laquelle les affectations du Dr. Victor A. Mc Kusick de la John
ment de la biologie moléculaire, notam- héréditaires sont congénitales était resHopkins University (1998), aux Etats-
ment a partir des années quatre-vingttrictive. Unis, les traits autosomiques dominants
Comment telle altération de la molécule Les altérations de '’ADN induites et identifiés dans notre espéce sont trois
d’ADN va retentir sur tel phénotype les conséquences qui en découlent mérifois plus nombreux que les récessifs,
meérite d’étre réexaminé a la lumiere desteraient aussi un long développement.alors que cette proposition est inversée
acquis les plus récents. La notion simpleCing types d’altérations peuvent étre pour les traits liés au chromosome X.
dedominance(un allele touché, un citées. Ce sont d’abord les lésions nonlLa raison en est que les mutations réces-
effet) et deécessivité(deux alléles tou- transcrites, qui se traduisent par un sives ne sont facilement repérées que si
chés, un effet) a beaucoup évolué avesimple polymorphisme de I'ADN, et les elles sont portées par le chromosome X,
le temps, puisqu’elle dépend de la puis-lIésions transcrites, qui entrainent unepuisqu’elles se manifestent chez
sance des moyens d’analyse mis ervariation du phénotype sans caracterd’homme, qui ne possede qu’un seul X
ceuvre. D’abord trés formelle, cette pathologique. Il s’agit ensuite des Iésions(pathologie liée au sexe). Des milliers
notion a perdu de son importance danssupprimant la fonction de I'alléle touché, de maladies autosomiques récessives
les années soixante a soixante-dix avesans effet si l'autre alléle compense (effetresteraient ainsi encore non identifiées.
les progrés de la biochimie qui ont per-récessif), ou qui montrent un effet de Cette difficulté peut jouer un réle trés
mis de détecter des effets desage “dosage génique” (effet dominant). Cer- important dans I'évaluation du risque
génique et donc des niveaux intermé- taines Iésions changent le sens du mesgénétique lié aux rayonnements, comme
diaires entre récessivité et dominancesage, au point que le produit de I'alléle nous le verrons plus loin.
strictes. muté entre en compétition avec l'allele Il existe une autre inconnue, au moins
C’est avec les progrés emcologie  normal restant (effet dominant négatif). aussi importante. Aprés exposition aux

[0 chromosome X

Figure 1. Evolution du
nombre de génes localisés
sur les chromosomes humains
au cours des trente derniéres
années (d’apres Victor

A. Mc Kusick, Mendelian
Inheritance in Man,

12e¢ édition).
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— & REPONSES TARDIVES

Emplacement sur le chromo-
some X du géne DMD respon-
sable de la myopathie de
Duchenne. En A, schéma d’un
chromosome X normal ;

en B chromosome X normal ;
en C chromosome X

avec délétion touchant

le géne DMD chez un garcon
malade ; en D chromosomes
X de la mére transmetteur
sain et dont I'un a subi

une délétion.

UMR 147 CNRS/INSTITUT CURIE

rayonnements, comme a tootitagene  des autres puisque quelque 100 00Gsans que celle-ci ne ressorte des enquétes
les proportions respectives des lésionggénes pourraient étre indifféeremment épidémiologiques, car ces études n’ont
a effet récessif et celles a effet dominanttouchés, n’en existeraient pas moins.pas la puissance suffisante pour détecter
ne sont toujours pas connues. Puisqué&hacun d’entre eux serait en mesure deles événements rares au sein de popu-
la perte de fonction d’un allele (muta- transmettre, une fois sur deux, sa mutajations, surtout lorsqu’elles sont peu
tion récessive) ne nécessite pas de grandgon. La méme mutation serait alors sus-médicalisées. Elles n’ont en particulier
spécificité (créer une panne dans un syseeptible de se rencontrer dans les fra-aucune valeur prédictive.

téme intégré est aisé alors que modifiertries (deuxieme génération, de 1966 a Les moyens de la biologie moléculaire
la fonction (mutation dominante) néces- 1986). L'union frére-sceur étant raris- sont en progression rapide. Détecter une
site un ciblage plus précis), on peut s'at-sime, la troisiéme génération (1986- mutation est devenu banal dans un
tendre a ce que la grande majorité de006) n’a aucune chance de comprendreontexte génétique défini. Cela devien-
mutations soient récessives. Quelquedles individus porteufsomozygotedde  dra également banal a I'échelle de tout
données expérimentales vont en effela mutation. L'union entre cousins ger- le génome lorsque les systemes d’'ana-
dans ce sens, mais leurs résultats sonnains, déconseillée, étant trés peu frédyse globale (puces a ADN) seront opé-
malheureusement biaisés par lesquente, le taux d’homozygotes resterarationnels (encadré). Il était donc légi-
approches utilisées. Il est également étatres rare en quatrieme génération (2006iime que se développent au Commissariat
bli que dans les cellules cancéreuses, 1e2026). Le tabou de l'inceste n'étant plusa I’'énergie atomiquecga), dans le
mutations observées sont trés souventle mise a ce stade, c’est a la cinquiemelomaine de la recherche en radiobiologie,
récessives, entrainant des pertes de fongénération (2026-2046) qu’'une consé-un service d’'analyse génomique fonc-
tion. Il faut enfin savoir qu’'une muta- quence perceptible pourrait étre atten-tionnelle et un laboratoire d’étude de la
tion récessive en une seule copie resteue. Il est donc totalement prématuréradiosensibilité des cellules germinales.
neutre. Elle ne sera donc pas contrede conclure & I'absence d’effet sur lesA une époque ol I'opinion se préoccupe

8.6 sélectionnée et pourra étre facilementpathologies héréditaires dans ces popuee la gestion des déchets nucléaires et
transmise. lations. Tout ce qu'il est en revanche des effets possibles d’une faible aug-
possible d’assurer, c’est qu’il n’y a pas mentation de I'exposition chronique aux
A partir de la cinquiéme eu d’augmentation des pathologies arayonnements ionisants, il s’agit d’'évi-
génération ? trans_mlssmn_domlnante. ter de constater sans Ia_ comprendre une
Aujourd’hui, quelques travaux don- éventuelle augmentation du taux des
Ainsi, quelle serait la validité des nent une large place a la recherche desutations récessives. o

études sur les descendants des irradiésiutations a I’échelle moléculaire. lls
d’Hiroshima et de Nagasaki si, comme remettent discretement en cause les éva-

il serait Iégitime de le supposer, lesluations anciennes. Il ne faut certaine- Bernard Dutrillaux
mutations induites étaient, en grandement pas s’attendre a ce que le risque Département de radiobiologie
majorité, récessives ? L'arbre généalo-génétique soit trés élevé, mais il serait et de radiopathologie
gique de la figure 2 montre qu’aucune irresponsable d’ignorer purement et sim- Direction des sciences du vivant
conclusion ne peut encore étre tiréeplement ce risque. Fort heureusement CEA/Fontenay-aux-Roses

aujourd’hui sur les mutations récessives.pour la descendance, la stérilisation des
Aucun effet ne serait attendu en pre-gonades, conséquence immédiate des
miére génération (génération de 1946 dortes irradiations, limite le risque géné-
1966). Des hétérozygotes, porteurs ddique. Par contre, toute augmentation
mutations variées, différentes les uneschronique peut avoir une conséquence,
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Figure 2. Arbre généalogique
théorique figurant la transmis-
sion d’une mutation récessive
acquise dans les gonades d’un
parent de ’homme de la
génération |.

Carré : homme ; cercle :
femme ; trait oblique : por-
teur sain de la mutation ;
grisé : homozygote atteint ;
double trait horizontal : union
consanguine entre cousins
issus de cousins germains.

Les prouesses des puces a ADN

L'outil le plus récent pour analyser
globalement I'expression génétique est
la puce a ADN. Elle est capable d’iden-
tifier en une seule opération des cen-
taines et bientét des milliers ou
dizaines de milliers d’échantillons
d’ADN.

Sur un support de verre traité ou de
silicium, comparable a celui utilisé
dans la fabrication des puces électro-
niques, sont déposés des fragments
d’ADN (succession de bases A, T, G,
C) spécifiques du génome d’'une espece
(oligonucléotides synthétiques ou
séquences d’ADN amplifiées par la
technique de réaction de polymérisa-
tion en chaine, PCR). Ces brins “sonde”
constituent des sites d’hybridation qui
seront reconnus, selon le principe
méme de la double hélice (encadré A,
La molécule d’ADN, vecteur de I’hé-
redite), par les ADN “cible” cellulaires
(succession des bases complémen-
taires: T, A, C et G), s'ils sont présents
dans I'échantillon étudié. Pour analy-
ser un échantillon biologique, il est
nécessaire de préparer les cibles, de

les marquer a I'aide d’'une molécule
fluorescente, et finalement de les
mettre a “hybrider” sur la puce a ADN.
Ainsi, en repérant puis en quantifiant
le signal fluorescent sur chaque ADN
sonde déposé sur la puce, I'état des cel-
lules est caractérisé en une étape dans
I’échantillon étudié, la globalité de
I'analyse dépendant du nombre de
sondes déposées sur la puce.

En radiobiologie, dans le domaine
de I'évaluation des effets de I'irradia-
tion, les méthodes d’analyse globale
utilisant de telles puces permettront
de mettre en évidence les mutations
génétiques radio-induites. Elles servi-
ront aussi a étudier les réponses cel-
lulaires au stress, a caractériser les
effets précoces de l'irradiation, a dis-
tinguer des marqueurs de radiosensi-
bilité et a progresser dans la compré-
hension des relations doses-effets.

Le programme Biopuces du CEA vise
maintenant a développer des puces
comprenant jusqu’a 100 000 sites d’hy-
bridation, contre 128 dans les pre-
miéeres biopuces, congues avec Cis bio

International. Différentes directions du
CEA Y participent, essentiellement la
Direction des sciences du vivant et la
Direction des technologies avancées
par le biais du Laboratoire d’électro-
nique, de technologie et d’instrumen-
tation, le Leti. Le cea a élargi en 1998 le
cercle de ses partenaires industriels en
s’associant, par exemple, avec bio-
Mérieux, spécialiste des produits de
diagnostic médical.

Biopuce, développée dans le

cadre du programme Micam,
de haute densité a 8 100 sites
d’hybridation.

CEA/Studio Pons
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DE LA CELLULE A 'HOMME

Dés I'lavéenement des utilisations de I"énergie nucléaire, le besoin s’est fait sentir de
prendre constamment en compte les progres de la connaissance afin de donner la
meilleure base scientifique possible a la réglementation protégeant les travailleurs et le
public contre les effets potentiellement nocifs des rayonnements ionisants. Ces pro-
chaines années, les experts devraient bénéficier de I’apport de tres nombreux nouveaux
résultats grace a la conjonction de techniques ultra-précises d’irradiation expérimentale
et des méthodes d’approche globale du génome. Le Comité scientifique des Nations
unies sur les effets des radiations atomiques (Unscear) joue un role essentiel dans I’ana-
lyse et la synthese des recherches les plus récentes pour évaluer toujours plus finement
ces effets, notamment pour les faibles doses d’irradiation.

Le village de Borovaia:linka
(Biélorussie) en 1994,

contaminé apres.la |
catastrophe dé Tcherniobyl .5 s
(Ukraine)#n 1986. ’

A. Morkovkin/WOSTOK PRESS
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Les faibles doses

Les faibles doses sont définies
comme les doses pour lesquelles
aucun effet, biologique ou sur la
santé, ne peut étre observé. Ce
niveau dépend :

« des moyens de diagnostic per-
mettant d’identifier des Iésions spé-
cifiques de I'action des rayonne-
ments ionisants ;

« des conditions de I’exposition, la
limite la plus basse correspondant
aux irradiations aigués ;

« de la sensibilité de I’organisme,
les niveaux les plus faibles étant
observés chez le feetus et le jeune
enfant ;

. de la sensibilité de I’'organe
irradié, thyroide chez I'enfant par
exemple. Chez I'adulte, les doses
inférieures a 200 mSv en irradiation
aigué font partie du domaine des
faibles doses. Chez I'enfant, des can-
cers de la thyroide sont observés au-
dessus de 100 mSv délivrés a cet
organe. Chez le foetus, les résultats
sont controversés, mais il pourrait y
avoir un risque de cancer au-dessus
de 10 a 20 mSv.

DE LA CELLULE A 'HOMME & —

Vers une “explosion” Le role de I’'Unscear

de résultats ) .
Ces résultats de la recherche en radio-

C’est une véritable “explosion” de biologie doivent étre rapidement pris en
résultats en matiere de radiobiologieompte par les organismes internationaux
gu’attendent pour les prochaines annéegii fournissent une base scientifique aux
les experts qui travaillent a fournir auxautorités édictant les réglementations.
autorités les meilleures bases scientEmanation de I'Organisation des Nations
fiques possibles a I'élaboration des réglainies (ONU), 'Unsceé?) élabore ainsi,
mentations concernant I'exposition auxtous les cing a sept ans, des documents
rayonnements ionisants La moisson scientifiques qui font 'analyse et la syn-
de résultats attendue est liée a des déwbese des données disponibles dans les
loppements techniques sur les procédé@®maines de la radiobiologie, de la radio-
d’irradiation, qui permettent de créermathologie, des expositions aux rayon-
une lésion unique deADN ciblée dans nements et de leurs effets (encadré 2).
une cellule, et aux méthodes d’approch€es mises au point concernent le bilan
globale du génome et du fonctionnemerdes sources d’exposition, non abordé ici,
cellulaire par I'étude du transcriptomeet les effets biologiques des rayonnements
et du protéom@). Ceci devrait rendre ionisants, un des thémes des recherches en
possibles la mesure des modificationsadiobiologie traitées dans ce numéro.
induites par une seule Iésion radiot’intérét suscité par ces effets est justifié
induite, et I'analyse de I'influence dupar leurs mécanismes d’action, qui s’ap-
contexte génétique et de I'environnepliquent a tous les types de cellules et
ment tissulaire sur la réponse. s’averent, pour une grande part, étre éga-

Aujourd’hui, I'épidémiologie, et par- lement en jeu dans d’autres contextes. ||
ticulierement I'étude des survivants d’Hi-lI'est aussi par I'absence de spécificité
roshima et de Nagasaki (Japon) restepparente des cancers ou des effets héré-
malgré les incertitudes sur la dosimétriglitaires induits par les rayonnements.
effective, la principale source de rensei- La compréhension des mécanismes a
gnements pour la radioprotection. Erpris une importance croissante par rap-
effet, bien que les modéles expérimenrport a I'étude descriptive des effets obser-
taux soient de plus en plus documentés eés. C’est ainsi qu'au cours des dix der-
les résultats sur les mécanismes et leseres années ont été abordés les
effets du débit de dose de plus en plusmécanismes de la cancérogenése radio-
nombreux, les synthéses scientifiques enduite, I'influence du débit de dose sur
radiobiologie se trouvent confrontées des effets, la réaction adaptative, les effets
plusieurs difficultés. Les résultats accusur I'environnement (syntheses publiées
mulés au cours des dernieres décenniesjtre 1993 et 1996), les mécanismes de
tant sur les mécanismes de réparation desparation de 'ADN et de la mutagenese,
Iésions et de la réponsellulaire que les effets des faibles doses (a paraitre).
sur ceux de l'instabilité génétique et deCes documents traduisent I'approfondis-
la transformation (voit'instabilité chro- sement des connaissances. lls ont aussi
mosomique et Cancers radio-indgijts pour objectif de présenter, sur une base
permettent de comprendre les parameétresientifique, les données récentes contri-
qui régissent certaines étapes du procesuant a I'estimation du risque d’effets
susmutageneet/oucancérogeneTou- stochastiques nocifs ou bénéfiques, et
tefois, ces mécanismes sont encore insude mettre en lumiére les incertitudes ou
fisamment connus pour autoriser unenéconnaissances que I'évolution des
description générale en fonction de laecherches devra combler.
nature des rayonnements, deseset
desdébits de doset de I'association a () Leprotéomedéfinit la traduction, dans

d'autres agents. L'abord direct des effets 963 conditions données, des génes en pro-
~ téines a partir de la transcription des ARN

des faibles doses (encadré 1) estjusqu messagers, keanscriptome étant la par-
présent limité par la sensibilité des tie exprimée du génome d'une cellule dans
méthodes de détection et le nombre d ces mémes conditions.

parameétres pouvant étre étudiés simul (2) United Nations Scientific Committee
tanément on the Effects of Atomic Radiation
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DE LA CELLULE A 'HOMME

Un ancien travailleur de
I'usine Bayard de St-Nicolas-
d’Aliermont (Seine-maritime)
montre un réveil dont la
fabrication impliquait une
exposition significative

au radium.

Les nouvelles orientations
de la recherche

Les modéles cellulaires, les étude
expérimentales vivo et I'épidémiolo-
gie concourent depuis longtemps a la
mesure des effets des différents types d
rayonnements, en terme d’efficacité rela-
tive, par exemple sur la nature et les tau
de cassures de I’ADN, de modifications
chromosomiques de mort cellulaire,
demutations, de transformation et d’ex-
ces de cancers. Avec le développeme
de techniques plus performantes, leg
interactions entre I'étude des méca-
nismes des rayonnemeistsicto sensu
et la compréhension du comportement
physiologique au niveau cellulaire se
sont accrues. Elles portent notamment
sur lecycle cellulairg la prolifération
et ladifférenciation, I'apoptose la répa-
ration, laréplication et la recombinaison
de I'ADN, les conditions d’induction de
genes linstabilité génétique... Au-dela
de la physiologie, I'objectif commun a la
radiobiologie et & la biologie cellulaire
est de comprendre les mécanismes d
réponse a destressvariés (oxydatif,
thermique, radiatif...) et d’analyser les
facteurs influencant le retour a I'équi-
libre. La frontiére entre les deux disci-
plines est devenue ténue, comme le mon
trent de nombreux articles de ce numéro.

Le pivot de cette orientation commune
est, sans conteste, I'’ADN. La synthese de
I'Unscear sur sa réparation et la muta-
genese met en exergue les éléments qt
ont récemment évolué. Seuls quelques
exemples seront cités ici.

Le nombre et la répartition des lésions
initialement induites doivent ainsi étre
revus avec des outils plus sensibles e
spécifiques (voitL.es dommages radio-
induits des acides nucléiqyefl appa-
rait cependant que les dommages com
plexes sont probablement beaucoup plus

AFP

La matiere premiere de I’'Unscear :

2

tous les faits, rien que les faits

L'Unscear() réunit des scientifiques
représentant vingt et une nations. Il a
été créé en 1955 au sein de I'ONU pour
rassembler le maximum de données
sur les niveaux d’exposition dus aux
diverses sources de rayonnements ioni-
sants et leurs conséquences biolo-
giques, sanitaires et environnemen-
tales. Ce bilan, factuel et exhaustif,
s'accompagne d'une analyse des méca-
nismes biologiques sous-jacents, afin
d’expliquer les effets constatés et de
fournir les bases d’une extrapolation
aux doses ou les effets sont considé-
rés comme inexistants ou trop faibles
pour étre observables.

La liste des documents actuellement
discutés par I'Unscear et devant étre
publiés en 2000 illustre I'ampleur de
ces travaux, qui couvrent deux themes
principaux :

« les sources d’exposition. L'Unscear
en dresse un bilan régulier étayé par
des données en provenance de tous les
pays. Les rapports publiés périodique-
ment constituent une somme irrem-
placable d’informations sur I'évolution
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des expositions des populations en
fonction de I'origine des sources de
rayonnements (naturelles, rayonne-
ments ionisants d’origine humaine,
expositions médicale et profession-
nelles) ;

« I’évaluation des effets L'Unscear
étudie les résultats expérimentaux, I'es-
timation des doses, les données
humaines, les modeles et les méthodes
d’extrapolation. Il prépare dans ce
domaine les documents suivants :
méthodes d’estimation des doses, éva-
luation épidémiologique des cancers
radio-induits, réparation de I’ADN et
mutagenese, effets héréditaires des
rayonnements ionisants, effets combi-
nés de l'irradiation et d’autres agents,
effets biologiques aux faibles doses
(modeles, mécanismes et incertitudes),
expositions et effets de I'accident de
Tchernobyl.




représentatifs de I'action des rayonneauméro sont mis en jeu aussi bien Faibles doses : des régles
ments que de celle d’autres mutagenesours de processus physiologiqueg de protection spécifiques
Il n"est toutefois pas possible de prévoicomme I'apoptose pendant 'embryoges 3 terme
la fréquence moyenne de mutations pourése ou l'instabilité génétique lors d
une dose donnée, en particulier parogeillissement, gu’en réponse a dtgss Les mesures de radioprotection prises
gue la réparation “non fidéle” de 'ADN d’origine variée ou au cours de processaal cours des soixante-dix derniéres
peut elle-méme étre mutagéne. pathologiques comme la cancérogenésmnées ont fait disparaitre dans le milieu
Sur le plan méthodologique, la conserMéme au niveau des dommages initiauprofessionnel les pathologies induites
vation des mécanismes au cours de spectre des Iésions radio-induites, bieaux doses élevées, et limité les risques
I'évolution permet d'utiliser des modeélesque différent de celui des Iésions sporsusceptibles d'étre liés aux faibles expo-
simplifiés comme ldevure (voir Les tanées, présente une tres large plage sigons. La contribution de la radiobio-
gardiens du génome, Effets des rayomecouvrement. De nombreuses donnékxgjie a la radioprotection est triple : iden-
nements sur le cycle cellulajrpour indiquent que les mécanismes de fotHier et caractériser les effets et risques
rechercher chez les mammiféres lesation de Iésion et de réparation daux faibles expositions, déterminer les
nombreux génes impliqués dans IeBADN pourraient ne pas étre identiquesisques prépondérants en fonction a la
effets précoces des rayonnements, dadgfort et faible débits de dose et qu'untis des caractéristiques de la source et
Iésions initiales a la mutagenése. Dangartie au moins des mécanismes mis e sujet, proposer des relations dose-
les cellules cancéreuses, les voies contij@u seraient induits par une expositiorffet sur la base des résultats expéri-
Iées par ces genes (division cellulairgyréalable aux rayonnements ou a d'autresentaux et de la connaissance des méca-
apoptose) sont souvent déficientes. toxiques, modifiant la relation dose-effetnismes. L'objectif est, a terme, d’établir

L'étude de la radiosensibilité bénéficie directement les régles de protection aux
de la connaissance de maladies génétiqui<Des domaines de recherche faibles expositions, sans extrapolation.
de la réparatiorafaxia telangiectasi@ne- | 3 développer Quels sont les effets et risques pré-
mie de Fanconi...) qui S'accompagnen pondérants aux faibles doses ? Jusqu'a

d’'une sensibilité accrue aux rayonnements Sur le plan des effets héréditaires, lparésent, la radioprotection a eu pour but
et d’'un risque élevé de certains types decherche s’est jusqu’a présent focalde protéger des conséquences des effets
cancers. Leur analyse a confirmé l'intricasée sur I'analyse des mutatichemi- mutagénes : cancers et effets héréditaires.
tion, la complexité et parfois la redondanceantes L'étude des mécanismes d®ans la mesure ou ces derniers n’ont
des systémes de réparation qui intervietransmission des mutationsgcessives pas été détectés chez 'homme, les efforts
nent dans la réponse cellulaire précocet de leurs conséquences sur les gérs& sont concentrés sur les mécanismes
(réparation et recombinaison, cycle cellurations a venir n’en est pas moins amele la cancérogenése. L'intérét potentiel
laire, apoptose) comme dans l'instabilitéhée a se développer (véffets hérédi- des mutations récessives dans la surve-
différée (voirlinstabilité chromosomiqye taires des rayonnements ionisgnts  nue d’effets héréditaires (volffets

De plus, I'étude des systémes complexesA coté des études sur les conséquendeiréditaires des rayonnements ionisants
mis en ceuvre au cours de la réparationdges Iésions de I’ADN, celle de I'in-ainsi que des résultats récents montrant
montré la multiplicité des fonctions dedfluence de facteurs épigénétigtifait I'importance des effets épigénétiques et
génes impliqués dans la reconnaissanceagiparaitre ces derniers comme autalinfluence de I'irradiation sur les fonc-

la signalisation des dommages ainsi qu##éléments susceptibles de moduletions immunitaires et le vieillisseméht
dans le blocage du cycle cellulaire. Elle &oire de modifier la réponse aux rayonpourraient relativiser I'importance accor-
€galement mis en évidence la coopératiotrements, notamment aux faibles expalée au risque cancérogeéne.

des différentes voies moléculaires pour Isitions. C’est le cas de la communica- Comment aborder I'estimation d’'un
maintien de la stabilité duénomeet la tion intercellulaire, de la sécrétion deisque a partir de synthéses scienti-
survie cellulaire, les génes affectés a lamédiateurs, dutystander effettc’est- fiques ? La radiobiologie apporte des
réparation des cassures double brin opa-dire de I'observation de lésions danssultats qualitatifs et quantitatifs. Au
rant aussi dans des fonctions immunitaireane cellule qui n'a pas été irradiée direglan qualitatif, I'étude des effets des
De ce fait, la radiosensibilité chez Thommeement et du réle des cellules du systemayonnements ionisants se focalise sur

t étre liée a un bien pl rand nombimunitaire, en particulier | lynu- . ) .
peutt tre lice & un bien plus grand nombimmunitaire, en particulier les polynu (3) Ces facteurs interviennent dans la réponse

de genes qu'initialement estimé. cleaires. Les roles respectifs des mut cejjyjaire, tissulaire et de lorganisme aux
tions et des événements épigénétiqu rayonnements ionisants. Ils se traduisent pas

4 H s~c Une modification, le plus souvent transitoire,
Des m(?Cf“."smes demeurent cependAant Iar,ge.me\nt me_:cc de I'expression des génes et des protéines

peu spécifiques nus et ne peuvent étre predits a partir d sans modification du génome Iui-méme.
effets constatés aux doses élevées.  (4) Ces résultats sont renforcés par le dernier

La recherche d’une lésion ou d’'un bilan de la surveillance des survivants d’Hi-
P (i roshima et de Nagasaki qui montre un exces

mécanisme specifiques des rayonnements de mortalité due a des causes non cancéreuses
apparait de plus en plus complexe, du comme les affections cardiaques, vasculaires
moins aux faibles expositions. En effet, cérébrales et pulmonaires au-dela d'un seuil
de0,5a1GQGy.

certains des mécanismes décrits dans ce
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DE LA CELLULE A 'HOMME

Contréle de la thyroide d’en-
fants dans un hépital de la
région de Gomel (Biélorussie)
particuliérement affectée par
la catastrophe de Tchernobyl
(Ukraine).

eeeoeoo
A. Morkovkin/WOSTOK PRESS
lidentification des mécanismes molé- I Des approfondissements cérogéne. Le premier point de vue prone
culaires et cellulaires, a la fois pour com- || hecessalres comme regle générale la réalité biolo-

prendre les processus d’'apparition de|| D’autres questions méritent d’étre gique de la relation linéaire sans seull
ces effets et caractériser les facteurs la approfondies, notamment sur I'en- (en anglais LNT, poutinear Non Thre-
modulant, comme la prédisposition chainement des phénomeénes biolo-shold, tout en admettant des nuances.
génétique, les sensibilités selon I'age ougiques entre I'exposition et I'effet, leur Linitiation des mutations par les rayon-
le mode de fonctionnement du tissu irra-importance relative, I'influence de fac- nements est alors considérée comme
dié. Ces connaissances sont de plus eteurs génétiques et environnementaux'étape prépondérante. Le second, tout
plus utilisées au plan quantitatif. L'étude sur la cinétique et le niveau d'action desen reconnaissant que la LNT est un outil
de l'influence, en fonction de la nature mécanismes mis en jeu ainsi que lapratique pour la radioprotection, ne
du rayonnement, du débit de dose et deséversibilité de certaines étapes. Desconsidere pas I'extrapolation sans seull
facteurs liés au sujet a montré I'impor- questions plus générales ne peuventcomme une réalité biologique. C’est
tance de la radiosensibilité individuelle actuellement, étre systématiquementd’abord 'atténuation des effets avec la
et celle, fondamentale, du débit de dosejraitées a partir des résultats de ladiminution du débit de dose qui a justi-
tant sur les effets précoces comme larecherche. Elles portent sur la repré-fié ce point de vue puis, plus récemment,
réparation de 'ADN que sur le taux de sentativité des résultats obtenus aux’influence de la densité des lésions sur
transformation ou de cancérisation. Aux niveaux moléculaire et cellulaire et sur les mécanismes de réparation de 'ADN
faibles expositions, le débit de dose les incertitudes biologiques. et sur ceux de la réponse cellulaire.
apparait chaque jour davantage comme La compréhension des mécanismes aux La conclusion — provisoire — est qu’en
un paramétre plus pertinent que celui defaibles doses et débits de dose et surtoufabsence d’'une synthése sur 'ensemble
la dose cumulée. Il souléve par ailleursla quantification des effets apparaissentdes mécanismes mis en jeu aux faibles
la discussion sur I'existence de “seuils”, encore parcellaires, nécessitant le recoursloses et de la quantification de I'effet
comme cela est observé depuis desa des modéles extrapolant aux “faiblesrésultant, il est proposé de maintenir
années avec le radium 226 odtewro-  doses” les effets observés aux doses plughypothése de I'extrapolation linéaire
trast, produit de contraste a base de tho-€levées, essentiellement grace a I'épidésans seuil avec une réserve sur la forme
rium employé en radiologie. Cependant, miologie (encadré 1). Dans ce contexte,de la relation dose-effet, incertaine en
les données quantitatives, directemente role de 'Unscear n'est pas tant de pro-dessous de 100 mGy (faibiensfert
obtenues aux faibles doses et débits dgoser les modeles les plus pertinents, mistinéique d’énergie). Sur ce point aussi,
dose, sont encore insuffisantes, ce quision de la CIPR), mais plutot de trans- le progrés des connaissances devrait
limite la prise en compte des méca- mettre le point de vue des scientifiques surs’accélérer de maniére significative.
nismes décrits dans 'analyse et la modéda représentativité des phénomeénes biolo-

lisation des risques mutageénes et cangiques et sur les limites de validité des

cérogéenes. modéles qui en sont issus. C'est d'ailleurs Anne Flury-Hérard
(5) Commission internationale de protection un des sujets analysés dans le document Direction des sciences du vivant
radiologique (en anglais ICRRfernational ~ Sur les faibles doses. _ CEA/Paris
Commission on Radiological Protectjon Deux tendances se manifestent a

I'Unscear sur I'analyse du risque can-
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niveaux d'exposition effets

N cancers
10 ja|1 00 Sv ou plus . déces par A secondaires
a la tumeur en i
tumeur ¢ exposition radliothérapie
radiothérapie = étendue | Jocalisée
aigué

travailleur le plus 5
exposé a Tokai-Mura effets précoces

’ ..
irradiation externe flash < 10 000 d'une exposition
aigue étendue
travailleurs les plus
exposés a Tchernobyl lésions cutanées
exposition mixte (1) en exposition aigué
irradiation externe roudeur & nécrose
+ contamination S
niveau d'exposition .
annuelle dans m observation d'un
| > exces de cancers

des installations en URSS arie
dans les années 50 (hors leucémies)
irradiation externe
+ contamination

—> observation dun

exces de leucémies

un an a bord
de la station
orbitale Mir

observation d’un
exces de cancers

de Ja thyroide

exposition chez l'enfant
annuelle par exposition interne
exposition naturelle
lors d'une Monde
sancgrooe @) | A q..
exposition
3,5 mSv annuelle -
dose annuelle naturelle | €=
moyenne France
toutes sources < exposition
—_—) organisme entier
expositi < 1 ' sans effets
position mis en évidence
annuelle
moyenne médicale
France exposition interne
annuelle intrinseque Vert :
du corps humain exposition organisme entier
deux heures faible débit
d'avion
Bleu :
exposition exposition organisme entier
annuelle fort débit
ajoutée pres <
des centrales Jaune/orangé :
nucléaires (mSv) exposition localisée fort débit

Echelle de correspondance (en millisieverts) des niveaux d’exposition aux rayonnements ionisants et des effets sanitaires

N.B. : La dose efficace (sievert) a été utilisée pour I'ensemble de I'échelle dans un souci de simplification et pour utiliser en parallele
les données d'exposition et les résultats d’épidémiologie. Nous attirons I'attention du lecteur sur le fait que cette unité n'est pas adaptée
aux effets déterministes : aux fortes doses a fort débit, le gray est I'unité de référence.

A limite pour le public d'exposition annuelle ajoutée par les activités humaines hors médecine dans I'Union européenne (UE)

Bl limite d'exposition annuelle pour les travailleurs dans I'UE : 100 mSv/5 ans, sans dépasser 50 mSv/an soit 20 mSv/an en moyenne
@ valeur guide de dose a la thyroide pour la prise d'iode en cas d'accident (France)

Fond coloré : effets déterministes ; gravité proportionnelle a la dose

En ftalique : effets aléatoires ; probabilité d'apparition proportionnelle a la dose

(1) bulletin AIEA Vol. 41, p. 15
(2) dose efficace (rapport Lacronique - Bonin)
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acide nucléique : polymeére constitué par I’enchainement
de nucléotides. Il en existe deux types : les ARN et I’ADN

activation de la transcription : activation de I'expression
des genes

adénome : tumeur épithéliale bénigne affectant une glande

amplification génique : augmentation forte du nombre de
copies d’un ou plusieurs génes. In vivo, elle se produit au
cours de la transformation cancéreuse des cellules ou en
réponse a un traitement toxique pour la cellule

aneuploidie : nombre anormal de chromosomes dans une
cellule, en plus ou en moins

antigene : molécule capable de provoquer une réponse
immunitaire (induction d’anticorps)

anti-oncogene : gene qui empéche la transformation cel-
lulaire, donc la formation de tumeurs

apoptose : suicide cellulaire (mort programmeée de la cellule)

bactérie : micro-organisme, généralement unicellulaire,
ne comportant pas de noyau et se multipliant rapidement

biopsie : prélevement d’un petit fragment de tissu sain ou
tumoral effectué dans un but de diagnostic

cancérigene : un agent physique ou chimique est dit can-
cérigene lorsqu’une exposition a cet agent entraine une
augmentation de l'incidence de cancers

cancérogenese : ensemble des étapes conduisant a |’ap-
parition d’un cancer

carcinome : cancer des cellules épithéliales

cellule souche : cellule pouvant se diviser indéfiniment
et donner naissance a des cellules filles capables de subir
une différenciation

checkpoint : point de contréle spécifique du cycle cellu-
laire permettant de le réguler en fonction de I'état de la cel-
lule et de son environnement

clone : population de cellules (ou organisme) formé(e) par
divisions répétées a partir d’'une cellule commune. Si les
cellules appartenant a un méme clone proliférent plus vite
ou meurent moins que les autres cellules de la popula-
tion, elles vont en représenter un pourcentage de plus en
plus important car elles ont un avantage prolifératif : il y
a expansion clonale

cloner (un gene) : en produire de multiples copies grace
a des cycles répétés de réplication (duplication)

clonogénicité : test qui permet d’évaluer la transforma-
tion cellulaire et ce dans des conditions peu favorables, en
trés faible concentration ou sur un support empéchant
tout accrochage des cellules

co-protéase : facteur nécessaire a I’activité de dégrada-
tion enzymatique d’une protéine

cyclines : protéines intervenant dans la régulation du cycle
cellulaire

cytogénétique : basé sur |’étude de la structure des chro-
mosomes

délétion : perte de matériel génétique, du nucléotide au
fragment de chromosome

dicentrique : chromosome a deux centromeéres (constric-
tions) résultant d’une coupure de deux chromosomes a
une de leur extrémité puis réassociation entre eux

différenciation cellulaire : processus par lequel une cel-
lule se transforme, au cours du développement embryon-
naire, en un type cellulaire spécialisé

endoreduplication : duplication de I’ADN sans la sépa-
ration des chromosomes ni celle des cellules filles

enzyme : protéine qui catalyse une réaction biochimique

enzyme de restriction : protéine qui peut couper une
molécule d’ADN en des sites bien précis correspondant a
une séquence particuliere de nucléotides

épidémiologie : science étudiant les rapports entre les
pathologies et divers facteurs susceptibles d’exercer une
influence sur leur fréquence, leur distribution et leur évo-
lution

épithélial : qui se rapporte aux couches de cellules recou-
vrant une surface externe ou doublant une cavité

exérese thérapeutique : ablation d’un tissu pathologique
dans le cadre d’un traitement

facteur de survie : molécule déclenchant des réactions
intracellulaires favorisant la survie

facteur de transcription : toute protéine intervenant dans
I'initiation ou le controle de I'expression des génes

fibroblaste : cellule du tissu conjonctif synthétisant
des fibres protéiques (collagéne) et de nombreuses
substances fondamentales. Elle proliféere bien en culture
cellulaire

gamete : cellule reproductive male ou femelle

gene suppresseur de tumeur (ou anti-oncogene) : géne
qui s’oppose a la transformation d’une cellule en une cel-
lule cancéreuse

génotoxique : toxique vis-a-vis des génes car entrainant des
dommages de ’ADN

génotype : ensemble des genes d’un individu
hématie : globule rouge du sang

hématopoiese : génération des cellules sanguines, dans
la moelle osseuse

hémopathie : maladie du sang

hormone : substance qu’une glande déverse directement
dans le sang qui la transporte vers un organe cible ol
elle agit

hypodiploidie : se dit de cellules diploides, possédant
deux jeux de chromosomes homologues et donc deux
copies de chaque gene, ayant perdu un ou plusieurs chro-
mosomes ; hypotétraploidie : se dit de cellules, dotées de
quatre jeux de chromosomes homologues et donc de
quatre copies de chaque gene, ayant perdu un ou plu-
sieurs chromosomes

immortalisation : acquisition par des cellules eucaryotes
(cellules comportant un noyau) de la capacité de se mul-
tiplier indéfiniment in vitro. Caractéristique fondamen-
tale des cellules cancéreuses




in vitro : (en latin “dans le verre”) par référence aux ana-
lyses pratiquées a |'origine dans des récipients en verre, tout
ce qui concerne les examens en laboratoire sur des pro-
duits biologiques hors de I’organisme vivant, par opposi-
tion a in vivo (“dans le vivant”)

inversion : retournement d’une séquence plus ou moins
longue d’ADN

kinase : enzyme transférant des groupements phosphates
(phosphorylation) sur des protéines (cette enzyme est alors
appelée protéine kinase) ou sur des lipides (lipide kinase)

létalité : mortalité

levure : champignon microscopique unicellulaire se repro-
duisant normalement de fagon asexuée, par bourgeonne-
ment (mitose asymétrique), mais pouvant aussi se repro-
duire de facon sexuée

lignée cellulaire : population de cellules d’un type donné
capables de se diviser indéfiniment en culture

lignée germinale : descendance de cellules a |'origine de
la production de gametes

lymphocyte : globule blanc qui produit une réponse immu-
nitaire quand il est activé par une molécule étrangere (un
antigene)

macrophage : globule blanc spécialisé dans la capture,
I'ingestion et la digestion de particules (phagocytose)

malignité : se dit de tumeurs ou de cellules tumorales qui
sont invasives et/ou capables de métastaser

métabolisme : ensemble des processus chimiques qui se
produisent dans les cellules vivantes

métabolite : substance organique qui est formée au cours
des processus du métabolisme (synthése ou dégradation)
ou qui y participe

mutagene : qui augmente la fréquence des mutations

mutagenese : introduction de mutations dans un ADN

mutant : cellule ou organisme dont le matériel génétique
a subi une ou des mutation(s)

mutation : altération transmissible du message génétique
par modification d’une séquence de nucléotides de I’ADN ;
mutation ponctuelle : altération limitée a un seul nucléotide

nécrose : mort cellulaire massive entrainant une inflam-
mation

neuroblastome : tumeur affectant les neuroblastes,
cellules nerveuses embryonnaires destinées a former les
neurones

nucléotide : composé constitué d’une base (purique ou
pyrimidique), d’un sucre et d’un groupement phosphate

oligonucléotide : court fragment d’ADN composé de
nucléotides

oncogene : géne qui favorise la transformation cellulaire
et a ce titre un des nombreux genes qui contribuent a I’ap-
parition de tumeurs cancéreuses. Forme mutante d’un
gene normal (proto-oncogene) impliqué dans le controle
de la croissance ou de la division cellulaire

oncologie : étude des tumeurs cancéreuses

GLOSSAIRE

phénotype : caracteres apparents d’un individu résultant
de I’expression de |’ensemble de ses genes

phosphoryler : transférer un groupement phosphate sur
un substrat (lipide ou protéine)

polymérase : enzyme qui catalyse la synthese de macro-
molécules séquencées, comme I’ADN (ADN polymérase)
et I’ARN (ARN polymérase)

polyploidie : se dit d'une cellule contenant plus de deux
jeux de chromosomes homologues ; triploidie : trois jeux
de chromosomes homologues et donc trois copies de
chaque gene ; tétraploidie : quatre jeux de chromosomes
homologues et donc quatre copies de chaque géne

primaire (cellule) : cellule qui na pas été modifiée (immor-
talisation par un virus, cancéreuse...)

proto-oncogene : voir oncogene

radiolyse : décomposition de matiere par des rayonne-
ments ionisants

remaniement clonal : remaniement chromosomique
retrouvé dans toutes les cellules d’une population

répresseur de transcription : protéine qui inhibe I’ex-
pression des genes

sarcome : cancer du tissu conjonctif (peau, os...)

sauvage : ne présentant pas de mutation dans les genes
étudiés

sénescence : état dans lequel les cellules entrent apres un
nombre limité de divisions cellulaires (vieillissement)

séquencage : détermination de 'ordre des nucléotides
(séquences) dans les polymeres biologiques (ADN, ARN,
protéines)

souche : ensemble d’individus présentant le méme
génotype

stochastique : qui comporte la présence d’une ou de plu-
sieurs variables aléatoires

transcription : processus permettant la synthese d’une
molécule d’ARN a partir d’'une matrice d’ADN par un
mécanisme reposant sur la complémentarité des bases,
puis la synthese des protéines

transcrit : ARN messager issu de la copie d’un des brins
de la molécule d’ADN (transcription)

transfection : introduction d’'un matériel génétique étran-
ger (notamment viral) dans une cellule

transgénique : cellule incorporant un ou plusieurs genes
étrangers ou organisme dont toutes les cellules contien-
nent ce ou ces genes et pouvant les transmettre a sa
descendance

translocation : transfert éventuellement réciproque d’un
fragment de chromosome vers un autre suite a la cassure
des deux chromosomes

tumorigénicité : capacité de cellules transformées a induire
la formation de tumeurs lorsqu’elles sont injectées a des
animaux de méme souche ou des souris nude dépourvues
de défenses immunitaires

voie de contrdle : voir checkpoint




)

CK‘ QU’EST-CE QUE LA RADIOACTIVITE?

CENTRE DETUDE D2 LENBRGIE NUCLEATRE

es_radionuclides sont des noyaux atomiques Quelques exemples de durée demi-vies
Linstables. Certains  sont  présents

naturellement dans 'homme et Iridium-191 49 secondes
I'environnement. Tot ou tard, ces noyaux instables Jodium-123 13 heures
se transforment pour atteindre un état plus Iridium-192 74 jours
équilibré. Cela s'accompagne de I'émission de Cobalt-60 5,27 ans
particules ou de radiations. C’est ce qu'on appelle Cesium-137 30 ans
la radioactivité. On parle aussi de rayonnements Carbone-14 5730 ans
ionisants parce qu'ils ont une énergie suffisante Plutonium-239 24 065 ans
pour arracher des électrons et donc pour ioniser la lode-129 15 700 000 ans
matiére. L’homme peut produire des rayons Uranium-235 704 000 000 ans

N

ionisants, tant a l'aide d'instruments (p.ex. des
rayons-X) que par la fabrication de radionuclides
artificiels (p.ex. dans des centrales nucléaires ou
des accélérateurs de particules). L'unité

de radioactivité est le becquerel, symbole SR BB BEOBRE 8RO eanes 8
Bg. Un becquerel correspond & une 9000 00 9
désinté fi d 009 Q9 @
esintegration par seconae. 9000 Q0 o Q
Q90Q Q9 =) D =]

OoooOooOooooOoooooooooOooaQd
Toute matiére est constituée d’'atomes. N 1 T ot
Chaque atome comprend un noyau autour moment 0 aprés1demivie  aprés2demivies  aprés3demivies  aprés 4 demi-vies
duquel tournent des particules, les électrons. Le
noyau est composé de particules appelées protons Représentation schématique de la durée de demi-vie.
et neutrons. Certains noyaux atomiques sont Aprés chaque période, la moitié de la matiére radioactive

stables, ils ne changent pas. Pour d’autres, restante a decru.

I'équilibre est rompu a cause d'un exces d’énergie.

Ces noyaux sont instables, c’est-a-dire radioactifs. Il'y a diverses sortes de rayonnements.

Qu’est-ce que le rayonnement radioactif ? Le rayonnement Alpha

To6t ou tard, chaque noyau instable possédant un

exces en énergie va se transformer spontanément

pour atteindre I'équilibre. Cela s’accompagne

d’'une libération d’énergie sous la forme de (X,
- @

rayonnement. Ce rayonnement n’est rien d’autre
gu’une trés petite particule trés énergétique ou une
onde émises par le noyau. C’est I'’émission de ces
particules ou ondes qu’ion appelle la radioactivité.

Laradioactivité diminue avec le temps : temps
de demi-vie.

La rapidité avec laquelle les noyaux atomiques
émettent le rayonnement radioactif détermine leur

durée de vie. Plus rapide est I'émission, plus Les particules alpha émises par les noyaux
courte sera la durée de vie. De méme qu'un atomiques sont relativement lourdes et grosses.
incendie s'éteint avec le temps, de méme Elles ont une forte charge électrique. Les
s’amenuise l'activité des matiéres radioactives. particules alpha ne sont pas fort pénétrantes et
Cet amenuisement est appelé la décroissance peuvent étre facilement arrétées: quelques
radioactive. centimetres d’air, une feuille de papier ou la corne

de I'épiderme humain sont suffisants.
Le temps nécessaire pour que l'activité retombe a
la moitié de la valeur originelle s’appelle la durée
de demi-vie (période).

www.sckcen.be Operational Office: Boeretang 200, B-2400 Mol — Information CD 2005



Le rayonnement béta

Une particule béta est beaucoup plus légére
gu’une particule alpha et a une charge moitié
moindre. C'est pourquoi elle est moins facilement
freinée et pénétre donc plus profondément dans la
matieére. Pour retenir les particules béta, il faut par
exemple quelques centimétres de plexiglas ou
d’aluminium et jusqu’a quelques metres d'air.

Rayonnement gamma

Les rayons gamma sont des ondes d’énergie. lls
n'ont pas de masse. Les ondes sont de la méme
nature que la lumiére, les rayons infrarouges ou
ultraviolets. Les rayons gamma ont un pouvoir
pénétrant treés grand dans la matiére. lls ne
peuvent étre arrétés que par quelques centimétres
ou metres de matiére a haute densité, comme le
fer, le plomb ou le béton, en fonction de I'énergie
du rayonnement.

Les rayons gamma traversent des centaines de
meétre d’'air sans perte apparente d'énergie.

www.sckcen.be

Les rayons-X

lIs sont comparables aux rayons gamma mais sont
moins énergétiques et pénétrent donc moins
profondément dans la matiére.

Le rayonnement neutronique

n

Le rayonnement neutronigue est le terme utilisé en
physique nucléaire pour la libération de neutrons.
Les neutrons sont présents dans le noyau et,
comme leur nom lindique, sont des particules
neutres (donc sans charge électrique). La masse
d'un neutron est quatre fois moindre que celle
d'une particule alpha. Les neutrons libérés
peuvent heurter d’autres noyaux atomiques et
réagir avec eux. Si ces noyaux en deviennent
radioactifs, ont parle d’activation neutronique. Un
neutron peut quelques fois provoquer la fission
d'un noyau, comme celui de [l'uranium par
exemple. |l est trés difficile de confiner les
neutrons

Operational Office: Boeretang 200, B-2400 Mol — Information CD 2005
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Ganil/ULP

lons lourds. Chambre d’irradiation sur la ligne située dans la
salle d’expérimentation D1 au Grand accélérateur national
d’ions lourds (Ganil, CEA-CNRS). Elle se caractérise par une
surface utilisable restreinte (2,5 cm?) mais trés homogene
d’ions dont I'énergie peut varier de de 0,1 a 95 MeV par
nucléon et dont le flux largement modulable permet d’obtenir
des doses moyennes de quelques cGy a plusieurs milliers de
Gy. Une autre aire (G4) est dédiée a l'irradiation d’échan-
tillons biologiques de grande taille.

Rayonnements
électromagnétiques
ou particulaires

Lesrayonnements électromagnétiquepeu-
vent étre soit desayons X, utilisés par exemple
en médecine pour le diagnostic ou degnne-
ments gammaémis par les atomesdioactifs,
naturels ou artificiels. Ces rayonnements sont de
méme nature que la lumiere, les ondes radio ou
les micro-ondes ou encore les/ons ultravio-
lets (UV) émis par le soleil.

Lesrayonnements “particulaires” sont com-
posés de particules chargées positivement (les
positons lesprotons, lesions alphaou lesions
lourds), négativement (lesiectrons) ou non char-
gées (lesieuirons). lls constituent I'essentiel des
rayonnements cosmiques

Les

Rayonnements ionisa

Afin d’étudier les effets des rayonnements ionisants sur la
matiére vivante, les chercheurs disposent de sources d’irra-
diation trés diverses. Ces sources sont choisies en fonction soit
de la nature du rayonnement, soit des applications recherc-
hées. De la premiére vont dépendre son mode d’interaction
avec la matiere et donc les effets biologiques. Ce choix doit éga-
lement prendre en compte certaines contraintes expérimentales
liées par exemple au parcours du rayonnement dans la matiere.

ceux du radon auxquels sont exposés pliL
particulierement la population des régions
granitiques et les mineurs qui extraient
le minerai d'uranium, ou le rayonnement
ultraviolet solaire. Certaines visent a
reproduire les effets d’expositions acci-

Les objectifs de I'expérimentation en dentelles : accidents avec des sources ¢
radiobiologie sont de natures trésgammagraphie ou accidents de criticité
diverses. Des expériences cherchent ®’autres, enfin, servent a évaluer les
reproduire les différents types d’exposi- effets d’expositions thérapeutiques telles
tion a des rayonnements naturels, commeue la radiothérapie pour le traitement

Reproduire des conditions
d’exposition naturelles,
accidentelles

ou thérapeutiques

Dépot d’énergie a I’échelle microscopique :
de moins de 1 a plusieurs centaines de keV/pm

Les rayonnements cédent, de fagon dis- Compte tenu de la variabilité des dépots d'éner-
continue et aléatoire, tout ou partie de leurgie, pour une mémeose I'effet biologique
énergie a la matiere qu'ils traversent. dépend du type de rayonnement. Comparer, par

L'importance des dépdts d’énergie a exemple, l'effet des rayonnements alpha et des
Iéchelle microscopique (voles outils phy- r’ayonnements gamma revient un peu a comparer
siques pour étudier les Iésions radio-indujites 'effet sur une cible d'un boulet de canon par rap-
est souvent exprimée en termetdeisfert  Portade la mitraille : méme si la quantité de pro-
linéique d’énergie(TLE). La valeur moyenne Jectile estidentique, les dégats seront différents.
du TLE varie de moins de 1 kiloélectronvolt  Ainsi, dans le cas des particules alpha, quand
par micrométre (ke\yim) (Ium = 0,001 mm) la dose décroit, c’est le nombre de cellules
pour les rayonnements électromagnétiques atteintes qui devient moindre mais pas le niveau
plusieurs centaines de keMh pour des ions de I'impact sur les cellules touchées, alors que
lourds. Lorsqu'il s’agit de neutrons, les trans- pour les rayonnements gamma, c’est la quan-
ferts d’énergie couvrent 'ensemble de cetité d’énergie cédée par cellule qui diminue et
spectre. non pas le nombre de cellules touchées.

rayons de la radioactivité

radioactivité : processus par lequel certains (radio)nucléides, qui
sont instables du fait de leur nombre de nucléons (protons d’une part,
neutrons de |"autre) et/ou de leur état énergétique, subissent une
désintégration spontanée, avec dégagement d’énergie, aboutissant
généralement a la formation de nouveaux nucléides. Ce phénomene
s’accompagne de |"émission d’un ou de plusieurs types de rayon-
nements

transfert linéique d’énergie (TLE) : énergie transférée d’une particule
au milieu traversé par unité de longueur. Cette grandeur s’exprime en kilo-
électronvolt par micrometre (keV/pm)

rayonnement neutronique : non chargé, le neutron n’est arrété que par
des noyaux. La pénétration du rayonnement dépend de I"énergie des
neutrons, dont le TLE est élevé. Une forte épaisseur de béton, d’eau ou
de paraffine les arréte. Ce sont les éléments légers qui arrétent les neu-
trons car la masse du noyau est proche de celle du neutron
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rayonnement alpha : formé de noyaux d’hélium (deux protons et deux
neutrons), il est trés peu pénétrant. Une feuille de papier |'arréte et son
trajet ne dépasse pas quelques dizaines de micrométres dans les tissus
biologiques. Ce rayonnement est donc fortement ionisant (TLE élevé)
car ces particules cedent toute leur énergie sur un faible parcours. Pour
les radionucléides qui émettent des alpha, le risque est donc celui d’'une
exposition interne

rayonnement béta : constitué d’'électrons (radioactivité béta moins) ou
de positons (radioactivité béta plus). Ces particules au TLE faible sont arré-
tées par quelques metres d’air, une feuille d’aluminium ou sur quelques
millimétres d’épaisseur dans les tissus biologiques

rayonnement gamma : composé de photons peu ionisants (TLE faible) mais
trés pénétrants (plus que ceux des rayons X utilisés en radiodiagnostic) pou-
vant parcourir plusieurs centaines de métres dans |’air. D’épais écrans
de béton ou de plomb sont nécessaires pour s’en protéger




nts et matiere vivante

de cancers ou l'utilisation de lasers enutilisable pour les irradiations, c'est-a-
médecine, par exemple pour la correcdire la ou le rayonnement est homogene,
tion de certains troubles visuels. Sontpeut étre réduite a quelques centimetre
également menées des recherches plusrrés. Aussi limitées que possible, le
fondamentales destinées a mieux comexpériences sur des animaux ne sont done
prendre les mécanismes d'action desffectuées qu'avec certaines sources.
rayonnements sur la matiere, utilisant en Les sources mises en ceuvre sont de
particulier desons lourds ou desneu-  différents types : elles vont des plus
trons monoénergétiques. simples, comme les irradiateurs du typ
“four de cuisine” a des salles d'irradia-
tion voire a des machines complexes. Le
premiéres sont utilisables directement pa
les biologistes 24 h sur 24 et n’exigent
e e ; pas une formation approfondie des opé-*
8 Les possibilités d'irradiation dépendent rateyrs. Dans les secondes, les caracté-
a la fois des cara(’:t'ensthyes des sources ﬁ%tiques physiques du rayonnement sont
de la nature de I'échantillon biologique. meilleures, mais elles nécessitent la pré—

Le parcours des rayonnements dans  sence de personnes qualifiées, compt
la matiere est_l un des criteres impor- tany du risque d’exposition. Enfin, les A GonnCea ] _ )
tants. Cette distance est fonction de Igypériences dans les installations les plu§2yonnement gamma. [rradiateur IBL 637 installé au
nature et de I'énergie du rayon”ememimportantes sont planifiées plusieurs mois ,E.A/Fo.ntenay-auir-.Rose.s. Partlcul{efement simple, il permet
Des rayons X, gamma ou des neutrong, | S B s Y d l_r.rad:er du matériel biologique, ici d?s_cellules dans leur

& lavance apres avoir €té validées par Uiyjjiey de culture, par une source de césium 137.

sont capables de traverser le corps entiepomité scientifique\oir les exemples ’
méme s'il existe une différence trés ypotographiés
importante entre la dose déposée a I'entrée
et celle délivrée a la sortie ; des particules
béta parcourent plusieurs millimetres,
mais des particules alpha seulemen
quelques dizaines de micrometres. Dan La fagon dont les rayonnements interagissentiltraviolets. Les rayonnements ionisants peu-
ce cas, pour irradier des cellules en cul;  avec la matiere les définit commey/onnements  vent I'étredirectemen{c’est le cas des faisceaux
ture, il est nécessaire de les faire prolifé-  10nisants c'est-a-dire suffisamment énergétiquesde particules chargées : électrons, protons, par-
rer sur un support trés mince comme di  POUI ioniser certains atomes du matériau traticules alpha ou d’ions lourds) éndirectement
Mylar, car les ions seraient arrétés pai  Verse en leur arrachant des electrons, ou commg@as des photons des rayons X ou gamma et des
I'épaisseur de plastique des flacons de rayonnements non ionisantstels les rayons neutrons).

culture classiques. De méme, la surface

q=

Des conditions
expérimentales adaptées

Rayonnements ionisants ou non ionisants

Iy a dose et dose...

dose absorbée : quantité d’énergie absorbée en un point par unité de
masse de matiére (inerte ou vivante), selon la définition de la Commission
internationale des unités et des mesures radiologiques (ICRU). Elle s’ex-
prime en grays (Gy) : 1 gray correspond a une énergie absorbée de 1 joule
par kilogramme de matiere. La dose absorbée a I’organe est obtenue en
faisant la moyenne des doses absorbées en différents points, selon la défi-
nition de la Commission internationale de protection radiologique (CIPR)

débit de dose : intensité d’irradiation (énergie absorbée par la matiere
par unité de masse et de temps). L'unité légale est le gray par seconde
(Gy/s), mais le Gy/mn est couramment utilisé

efficacité d’un rayonnement : un rayonnement est dit plus efficace
qu’un autre lorsque |'effet obtenu pour une méme dose est plus impor-
tant ou quand la dose nécessaire pour observer un effet est plus faible

dose équivalente : quantité de dose absorbée, pondérée par des facteurs
de qualité, différents selon les rayonnements car déterminés en fonc-
tion de leur efficacité biologique pour des effets stochastiques. Par
exemple, les rayonnements alpha sont considérés comme 20 fois plus
nocifs que les rayonnements gamma. Elle se calcule en sieverts (Sv)

dose efficace : c’est une grandeur qui a été introduite pour tenter d’éva-
luer le détriment en terme d’effets stochastiques au niveau du corps
entier. Calculée a partir de la dose équivalente pour chaque partie du
corps, la dose efficace tient compte des sensibilités différentes des tis-
sus qui se traduisent par des facteurs de pondération par organe. Elle
s’exprime en sieverts (Sv)

CEA

Rayonnement alpha. Sur la ligne de faisceau de I'accélérateur tandem de Ao B G L ,
dose engagée : a la suite d’une exposition interne, c’est la dose cumu-

7 MV utilisé pour des irradiations de cellules en culture au Laboratoire de
radiotoxicologie du CEA a Bruyéres-le-Chatel, la gamme d’énergie, de 2

a 15 MeV, autorise des débits de dose de 0,1 a plus de 300 Gy/mn.

Par ailleurs, des sources d’actinides, plutonium 239 ou américium 241,
couvrent une gamme d’énergie de 4 a 5 MeV avec des débits de dose

de 0,05 et 0,2 Gy/mn respectivement.
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|ée recue dans les cinquante années (pour les travailleurs et les adultes)
ou jusqu’a I’age de soixante-dix ans (pour les moins de 20 ans) suivant
celle de I'incorporation du radionucléide, si celui-ci n’a pas disparu
auparavant par décroissance physique ou élimination biologique




LLES LESIONS DE I ADN

Le dommage initial : 'espace
d’une fraction de seconde

Lorsqu’un rayonnement pénétre dans la matiére, que celle-ci soit inerte ou vivante, il peut inter-
agir avec les atomes rencontrés et perdre & chacune de ces interactions une partie de son énergie :
c’est I'affaire d’'une infime fraction de seconde. Cette énergie cédée sur place est transférée au milieu
traversé, ce qui se traduit par des ionisations (arrachement d’électrons) et des excitations transi-

toires des atomes concernés. Les premiéres induisent des modifications structurales de la matiére.

Dans un organisme vivant, la molécule d’acide désoxyribonucléique (ADN) est un constituant
important des cellules, représentant plus d'un dixi¢me de leur poids sec. Environ cinquante mil-
liards de kilométres d’ADN se trouvent en effet accumulés dans le noyau des quelque cinquante
mille milliards de cellules d'un organisme humain. Cette molécule d’ADN, célébre par sa structure
a deux brins complémentaires organisée en double hélice, constitue le support de I'information géné-
tique, d’ott I'importance de son intégrité. Elle est comparable & un livre dont les phrases, les génes,
seraient composées de mots comprenant trois lettres choisies dans un alphabet chimique de quatre
lettres (les quatre bases).

D’autres molécules, tout aussi indispensables a la vie, sont également susceptibles d’étre affectées
par les rayonnements ionisants : les molécules d’eau. Solvant de toutes les molécules de la cellule, I'eau
occupe une place particuliere puisqu’elle représente plus des deux tiers du poids du corps humain.
Les rayonnements lonisants sont capables d’agir sur '’ADN de fagon directe, par ionisation des
atomes de cette molécule, et d'induire des modifications locales de la double hélice. Les mémes dégats
peuvent étre causés de fagon indirecte, par ionisation d'une molécule d’eau. La décomposition de l'eau
par les rayonnements ionisants génére en effet des espéces chimiques qui sont instables car elles
possédent un électron non apparié. Ce sont de puissants réactifs qui, s'ils sont créés au voisinage de
I’ADN, vont l'oxyder. L'action des rayons ultraviolets et de certains toxiques chimiques conduit éga-
lement & la formation de ces espéces actives de ]'oxygéne intervenant en outre dans les mécanismes
du vieillissement cellulaire. Que les rayonnements ionisants agissent directement ou indirectement
sur '’ADN, il en résultera des modifications du méme type. Ces lésions, que ce soient des dégrada-
tions ou des disparitions de bases, des cassures de I'un ou des deux brins de la chaine d’ADN ou encore
des pontages entre cette molécule et certaines protéines, perturberont la conservation du patrimoine
génétique. Diverses techniques d’analyse servent a étudier les changements de structure de la molé-

cule endornrnagée.

Tous ces phénomeénes moléculaires interviennent sur une durée trés bréve, entre un millioniéme
et un milliéme de seconde au total. Pour les étudier sur un plan pratique, au-dela du concept global
de dose absorbée, qui quantifie I'énergie déposée, la technique de la microdosimétrie permet d’étu-
dier la géométrie microscopique du dépdt d’énergie en découpant en trés petits volumes l'espace
autour de la trace de la particule ionisante. Cette approche facilite I'évaluation des dégats infligés a
I’ADN et contribue, en complément des recherches sur les mécanismes fondamentaux, & mieux

expliquer 'action des rayonnements.

Christine Jimonet

Institut national des sciences et techniques nucléaires

CEA/Saclay
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— ® LES RAYONNEMENTS, L’ADN ET LA CELLULE
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Lecture d’un autoradio-
gramme. Chaque groupe de
quatre bandes sombres cor-
respond

a la séquence nucléotidique
des quatre bases (adénine,
guanine, cytosine et thymine)
d’un fragment d’ADN.

La dégradation de ces bases
est une des principales modi-
fications que les rayonne-
ments ionisants peuvent
provoquer dans 'ADN

S. Stammers/SPL/COSMOS

— & LES LESIONS DE L’ADN

LES DOMMAGES
RADIO-INDUITS
DES ACIDES NUCLEIQUES

L’ADN, la molécule qui contient toutes les informations nécessaires au fonctionnement
de I'organisme et a la reproduction, est, au sein de chaque cellule, la principale cible sus-
ceptible d’étre altérée par des rayonnements. Elle peut I’étre directement par un dépot
d’énergie en exceés ou par I'arrachement d’un électron, qui casse ou déforme les morceaux
de ’ADN. Elle peut I’étre aussi indirectement, par I’effet de ces mémes phénomenes sur
les molécules d’eau qui I’entourent et constituent plus des deux-tiers du poids de ’or-
ganisme. Aprés avoir identifié les différents types de lésions que les rayonnements sont
capables d’infliger aux acides nucléiques (ADN et ARN), les chercheurs élargissent
chaque jour leurs connaissances sur les mécanismes mis en jeu, sur la mesure des dom-
mages effectivement imputables aux rayonnements et sur le rble que ces dommages
jouent au niveau du tissu, de l'organe, voire de I"'organisme entier.

| 3
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Deux mécanismes
principaux

Lesacides désoxyribonucléiques
(ADN) sont les principales cibles, au
niveau de laellule, de I'action biologique
d’'un rayonnement ionisant(rayons X,
gamma, ions lourds). Les effets de ces
rayonnements sur ’ADN peuvent entrai-
ner une cascade de conséquences pouvant
aboutir a la mort de la cellulgalité) ou
a des maodifications de son “programme”,
par mutageneseou/etcancérogenése
Deux processus principaux sont impli-
qués dans les modifications radio-induites
de I'ADN cellulaire.

Le premier processus fait intervenir
un effetdirectou quasi-direct. Il se tra-
duit par I'excitation (apport d’énergie)
et l'ionisation (arrachement d’un élec-
tron) de 'ADN et des molécules d’eau
liées a ce polymere biologique. Les élec-
trons éjectés réagissent préférentielle-
ment avec lebases pyrimidiqueg(thy-
mine etcytosing etpuriques (adénine
et guanine), bases qui constituent les
“barreaux de I'échelle” de 'ADN (enca-
dré A,La molécule d’ADN, vecteur de
I'hérédité) pour former des anions radi-
caux. Des réactions de transfert de
charges électriques se produisent en par-




et I'électron hydraté (g) (voir La radio-

lyse de I'eal Les intermédiaires radi-
calaires des bases et des fragments de
sucres (désoxyribose) générés par ioni-
sation ou aprés réaction des électrons et
des produits de la radiolyse de I'eau sont
transformés trés rapidement (moins
d’'une milliseconde) en produits finaux
de décomposition. L'oxygéne, par son
effet sensibilisateur, participe a la plu-
part de ces réactions radicalaires de
dégradation.

J-L Martin/J-C Lambry/INSERM
Coupe transversale d’une
molécule d’ADN.

Cinq grands types
de modifications

ticulier le long de la chaine d’ADN, avec E Les modifications qui résultent de ces
une localisation préférentielle sur les deux principaux mécanismes de dégra-
bases de type guanine ou elles ouvrentlation sont regroupées en cing grandes
des “trous positifs” sous forme de cations catégories (figure 1) :
radicalaires. « lescassures de chaines d ADNyU'il

Le deuxieme processus d’endomma- s’agisse de coupures simples (d'un
gement radio-induit de '’ADN est essen-  brin) ou doubles (des deux brins) résul-
tiellementindirect. Il implique des tent de réactions radicalaires affectant
especes réactives provenant de la décom- les sucres (désoxyribose) qui consti-
position sous l'effet des rayonnements tuent les “montants de I'échelle” de la
des molécules d’eau un peu distantes de double chaine d’ADN ;
I’ADN (radiolyse). Ces espéces réac- .« lesdégradationsdes bases puriques
tives sont essentiellement le radical et pyrimidiques ;
hydroxyle ¢OH), dont la réactivité est . lacréation de sites abasique&lis-
prédominante, 'atome d’hydrogéene’jH paritions de bases), qui résulte de I'éli-

particule
ionisante
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Figure 1. Les cinq grands
types de dégradation de
I'ADN, présentés sur les
quatre bases pouvant étre
touchées, les pyrimidines
(cytosine C et thymine T)

et les purines (adénine A

et guanine G) . Le pontage
ADN-protéine, en particulier,
est illustré par un exemple
bien étudié au Laboratoire
lésions des acides nucléiques
du CEA. Dans un premier
temps, un électron est arra-
ché a la base guanine, dans
un second temps le groupe-
ment amine NH, de lacide
aminé (ici une lysine) se lie
a la guanine ionisée.

pontage
ADN-protéine
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Figure 2. Mécanisme simplifié Trois axes de travail phosphate). Les travaux reposent sur l'iso-

de l'oxydation radicalaire de e .

la base guanine conduisant a lement et la caractérisation des produits

la formation de 8-oxoGua : La stratégie de recherche du Com-finaux de la dégradation des entités consti-

en haut, I'effet direct par missariat a I'énergie atomiquee@) pour  tutives (bases, nucléosides) et des oligo-

arrachement d’un électron, )2 o . .

en bas leffet indirect via aborder I'étude des effets des rayonnenucléotides. Des schémas cohérents ont
la radiolyse de Ieau. ments ionisants sur I’ADN s’articule pu étre proposés a partir des informations

eo0o00®0 autour de trois axes de travail, aux fina-structurales et certaines informations ciné-

lités tres complémentaires. Le premiertiques, dont celles, déja disponibles dans
mination radio-induite d’une base nor- porte sur la détermination, toujours plusla littérature, portant sur les radicaux
male ou du départ spontané d’'une bas@récise, des mécanismes de formatiorradio-induits apparaissant de maniére
modifiée ; des Iésions radio-induites, le deuxiémetransitoire dans ces réactions. Ces sché-
. lespontages ADN-protéinesqui  sur la mesure des dommages dansnas décrivent les réactions de modifica-
impliguent la formation d’une liaison I’ADN cellulaire aprés exposition au tion des bases puriques et pyrimidiques
chimique entre une base et un aciderayonnement gamma et le troisieme suraprés oxydation par arrachement d’'un
aminé, une des “briques” d’'une pro- I'évaluation du réléiologiquedes dom-  électron (ionisation) et par addition d'un
téine (encadré F.es acides aminés, mages radio-induits, la réparation desradical hydroxyle. A titre d’exemple, la
alphabet chimique des protéings lésions et I'étude des effets mutagenesfigure 2 présente le mécanisme (simplifié)
entourant la molécule d’ADN ; Les recherches sur les mécanismes phyd’oxydation radicalaire de la base gua-
« I'addition a des bases de 'ADNle  sico-chimiques des Iésions sont en partinine conduisant a la formation de
produits de la peroxydation des culier conduites au sein du laboratoire 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua).
lipides. Les produits d’addition, en Lésions des acides nucléiques de la DirecH a ainsi été montré que cette modifica-
° I'occurrence des aldéhydes, provien-tion des sciences de la matiére aution de 'ADN peut résulter indifférem-
nent de la décomposition de produitscea/Grenoble, en liaison avec les ment d’'un effet indirect, par I'addition
d’oxydation radio-induits de lipides chercheurs de la Direction des scienceglu radical hydroxyle en position 8 de la

membranaires. du vivant et avec des équipes du Centreguanine, ou d'un effet direct, apres arra-
La possibilité de formation de dom- national de la recherche scientifique chement d’'un électron du noyau purique.
mages multiples (plusieurs bases modi-(CNRS). Cette modification de 'ADN provoque
fiées sur un ou sur les deux brins des mutations qui correspondent au rem-
d’ADN, avec d'éventuelles coupures de [ L es mécanismes de formation placement d’'une paire de bases guanine-
chaines) vient compliquer le tableau. = des |ésions radio-induites cytosine par une paire de bases thymine-
Plusieurs événements modificatifs sont adénine.

en effet susceptibles de se produire dan< La premiéere série de travaux porte sur Les études théoriques faisant appel
I'environnement trés proche de la molé- les aspects mécanistiques des réactionaux méthodes de la chimie quantiglie
cule d’ADN lors du dépét d’énergie du radio-induites des bases puriques et pyrisont ici d’'un apport croissant. Elles per-
rayonnement ionisant. Les cassuresmidiques de I'’ADN isolé et deysttmes mettent notamment de déterminer les
double brin constituent, a ce jour, le seulmodélesCes systemes sont des nucléojpropriétés tant de forme (conformation-
exemple connu de modifications mul- sides (base + sucre) et déigionucléo-  nelles) qu’électroniques des produits de
tiples radio-induites dans I’ADN cellu- tides(courts fragments d’ADN composés

laire. Ce type de Iésion signe I'action chacun d’'une base purique ou pyrimi- - .

d’un rayonnement ionisant. dique, d’un sucre et d’un groupement | (1) Voir a ce sujeClefs CEAn®42, p. 14.
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La molécule d’ADN, vecteur de I’hérédité

Nous portons tous, dans
le noyau de chacune de
nos cellules, une série de
tres longues molécules
d’ADN (acide désoxyribo-
nucléique) pelotonnées sur
elles-mémes. Des dizaines
de milliers de messages y
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sont inscrits. selon un code  Représentation d'une molécule d’ADN montrant la double hélice (en vert,
' rouge et jaune) et les paires de bases (en bleu et blanc).

que les biologistes savent
maintenant déchiffrer. Tous les étres
vivants de la Terre utilisent le méme
code génétique. Les cellules humaines
contiennent environ 700 fois plus
d’ADN que la bactérie Escherichia coli,
mais 30 fois moins que certaines cel-
lules d’amphibiens et de végétaux.
Chaque message, chaque gene, per-
met la fabrication de I'un des innom-
brables composants nécessaires au bon
fonctionnement de I'organisme, en par-
ticulier les protéines. L'ensemble de
ces messages, le génome, constitue
notre patrimoine héréditaire. 1l définit
pour I'essentiel nos caractéristiques phy-
siques. Le code utilisé, écrit sous forme
de “mots” appelés codons qui détermi-
nent chacun un acide aminé, résout
adroitement le probleme du stockage
d’une grande quantité d’information
génétique dans un espace restreint.
L'ADN, de méme que I'’ARN (acide
ribonucléique), I'autre acide nucléique
essentiel qui intervient dans la répli-
cation de l'information de I’ADN et
dans la transmission de I'information
a la protéine a construire, est consti-
tué de millions de briques élémentaires,
les nucléotides. Un nucléotide se com-
pose d’'un sucre (glucide a 5 carbone)
lié d’un coté a un ou plusieurs groupes

1 tour d’hélice = 3,4 nm

comprenant un atome de phosphore
entouré de quatre atomes d’oxygene
(groupements phosphate), et de
I'autre co6té a une molécule appelée
base (azotée en l'occurrence). Dans
I’ADN, le sucre élémentaire est le
désoxyribose. La base d'un nucléotide
d’ADN est I'une des quatre suivantes :
I'adénine (A), la thymine (T), la gua-
nine (G) et la cytosine (C). La molé-
cule d’ADN est constituée de deux
chaines de nucléotides ou brins orga-
nisées en double hélice ressemblant
a une échelle en colimagon. La molé-
cule d’ARN se compose quant a elle
d’une chaine unique. Son sucre est le
ribose. Ses bases sont identiques, a I'ex-
ception de la thymine (T) remplacée
par une autre base, I'uracile (U).

Les sucres et les phosphates sont les
montants de I'échelle formée par la
molécule d’ADN, tandis que les liaisons
entre les bases en sont les barreaux.
Cette structure comprend deux types
de liaisons, d'une part celles unissant
les sucres et les phosphates entre eux
le long de chaque chaine, d’autre part
celles qui associent les bases en regard
I'une de l'autre sur chacune des
chaines, constituant des paires a rai-
son d’environ 10 paires de nucléotides

squelette
phosphodiesge_r_

liaisons

grand sillon

| petit sillon

hydrogene

< L]
'

par tour d’hélice. Un
codon est composé de
trois nucléotides.

Les nucléotides sont
reliés par des ponts phos-
phodiester qui unissent
le carbone 5’ d’'un groupe
désoxyribose au carbone
3" du suivant (figures). Les
bases sont attachées a
cette chaine répétitive désoxyribose-
phosphate également baptisée sque-
lette phosphodiester. Toutes les
bases de la molécule d’ADN se trou-
vent a I'intérieur de la double hélice,
les désoxyriboses-phosphates a I'ex-
térieur. Ceci exige que les bases sur
une chaine soient extrémement
proches de celles situées sur l'autre
chaine et nécessite I'appariement spé-

5’ 3

A T
3' 5'
—— ——
nucléoside nucléotide

ophosphate () sucre mmbase

cifique d’une grosse base dite purine
(A ou G, chacune possédant un double
cycle) sur une chaine avec une petite
base appelée pyrimidine (T ou C, cha-
cune présentant un cycle unique) sur
I'autre chaine. Les paires de bases com-
plémentaires qui se constituent entre
A et T et entre G et C sont appelées
paires de bases de Watson-Crick. Le
nombre de liaisons hydrogene utiles
pouvant se former entre G et C ou
entre A et T est plus grand que pour
toutes les autres combinaisons.

Puisque chaque chaine contient une
séquence nucléotidique exactement
complémentaire de celle qui lui est
associée sur la chaine opposée, les
deux brins portent en fait la méme
information génétique.

A
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Figure 3. Domaines d’utili-
sation des méthodes de
mesure des dommages radio-
induits de ’ADN en fonction
de la dose d’irradiation et du
nombre de bases modifiées
par rapport au nombre de
bases normales.

dégradation radio-induite de nucléosides.minimiser les risques d’oxydation para-
Autre domaine d’application trés pro- site des bases normales pendant toutes
metteur de ces approches théoriques tes opérations d’extraction de I'’ADN
I'étude de la réactivité du radicdDH et I'analyse des dommages induits
et de I'atome M avec les bases de (figure 3).

I’ADN. Une premiére approche de I'étude des
dommages consiste a optimiser les
La mesure des dommages méthodes dehromatographie en
radio-induits de ’ADN phase liquideou gazeusequi permet-

tent de séparer les molécules en fonc-

Les travaux sur la mesure des dom-tion d’une de leurs caractéristiques
mages radio-induits de I'’ADN portent (taille, charge) (encadré 1). La seconde
essentiellement sur les Iésions des basawéthode, qui permet des analyses dans
puriques et pyrimidiques. Leurs objec- des cellules isolées, consiste a appliquer
tifs premiers ? La recherche et la mesureune version modifiée de taéthodedite
guantitative des principales lésions sus-des cométegncadré 2), méthode clas-
ceptibles de se former dans I’ADN cel- sique et trés sensible mais qui ne per-
lulaire. Il s’agit, en particulier, de vali- met pas la détermination d’'un dommage
der dans I'environnement de la cellule défini. Elle donne désormais la possibi-
les résultats obtenus sur I’ADN isolé et lité d’effectuer la mesure globale d’'un
les systemes modeles. La déterminatiorensemble hétérogene de dommages
descinétiquede réparation des Iésions radio-induits dans des cellules isolées
créées dans I’ADN de cellules aprés(cassures simple et double brin d’ADN
exposition a une dose élevée de rayonet diverses lésions sensibles au traite-
nement — plus de 1@rays (Gy) — est ment en milieu basique qui caractérise la
une autre finalité de ces mesures. méthode) aprés exposition a des doses

Deux grandes approches expérimen-aussi faibles que 20 cGy.
tales sont actuellement utilisées pour Il est maintenant possible de mesurer
effectuer ces mesures. Elles exigent,deux grandes classes de Iésions que sont
entre autres conditions contraignantesd’une part les bases pyrimidiques modi-
une trés grande sensibilité de détectionfiées et d’autre part I'apparition surtout
La limite requise est en effet voisine de 8-oxoguanine (8-oxoGua), en créant
d’'une base modifiée pour un million, des coupures d’ADN supplémentaires a
voire 10 millions, de bases normales etl'endroit de ces lésions aprés incubation
cela a partir de quelques microgrammesavec desnzymesde réparation (voir
d’ADN seulement ! Il faut, de surcroit, Les gardiens du génomel est alors
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Mesure de dommages radio-
induits de 'ADN cellulaire
sous forme de nucléosides
par chromatographie liquide
a haute performance associée
a une détection par spectro-
métrie de masse en mode
tandem (ionisation par
electrospray).

Les méthodes chromatographiques optimisées

Les méthodes chromatographiques
en phase liquide ou gazeuse employées
pour mesurer les dommages infligés a
I’ADN permettent la séparation des
bases modifiées a I'état de traces a par-
tir d'un mélange complexe. La mesure
du dommage s'effectue directement en
sortie de la colonne de I'appareil de
chromatographie par diverses tech-
niques de détection (électrochimie,
spectrométrie de masse). Ces mesures,
particulierement celles qui ont impliqué

la chromatographie en phase gazeuse
avec une détection par spectrométrie
de masse, se sont heurtées a de nom-
breuses difficultés. Les résultats d'abord
obtenus, par une méthode non optimi-
sée de cette technique, ont conduit a
surestimer les valeurs de plus d’un fac-
teur 20 avant que ne soient identifiées
les réactions parasites responsables. A
ce jour, seule la mesure de la 8-oxoGua
a en fait été effectuée par cette méthode
dans I’ADN cellulaire, et cela a des

1

doses supérieures a 30 Gy, en utilisant
la chromatographie en phase liquide a
haute performance associée a une
détection électrochimique. Le couplage
de la spectrométrie de masse en mode
tandem (ionisation par electrospray) a
I'analyse par chromatographie en phase
liquide a haute performance a récem-
ment donné d’excellents résultats. Cette
méthode s’avere a la fois d’une grande
sensibilité et dotée d’'un champ d’ap-
plications tres large.

possible d’'observer la présence de domeule d’oligonucléotide induits par le
mages radio-induits des bases danslommage. Les chercheurs ont, pour ce
I’ADN de cellules isolées a partir de faire, recours a I'analyse par résonance
doses d’exposition de 2 Gy de rayonne-magnétique nucléaire (voliranalyse
ment gamma. structurale des lésions radio-induites de
I’ADN). Le deuxiéme objectif est d'étu-
dier la spécificité de reconnaissance des
dommages par des enzymes de répara-
tion (voir Les gardiens du génomé.e
troisieme est d'évaluer le pouvoir muta-
Le but ultime de ces études est lagene de dommages de bases et leur répa-
détermination du rdle biologique des ration, aprées introduction dans des cellules
dommages radio-induits de I’ADN. Il humaines de fragments d’/ADN contenant
faut pour cela pouvoir mesurer la pré- sur des sites définis une ou plusieurs modi-
sence de ces derniers dans la celitde (  fications. Ces derniers travaux sont conduits
plus hau}. Trois objectifs principaux en collaboration avec Alain Sarasin, de
sont poursuivis, en coopération étroitel'Institut fédé-ratif sur le cancer (IFC1) du
avec des biochimistes et des biologistescnrsa Villejuif.
du cea et d’autres organismes de Pour ces différents travaux sont pré-
recherche. parés des fragments modifiés d’ADN de
Le premier est de déterminer les chan-séquence définie (d'une longueur de 20
gements de conformation de la molé-a 50 bases). Lorsqu’elles sont chimi-

L’évaluation du role
biologique des dommages
radio-induits de ’ADN
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LES LESIONS DE L’ADN

Le test des cometes modifié

Dans sa version classique, le test des
cometes est destiné a mesurer, dans des
cellules isolées, des cassures de ’ADN
et des dommages hétérogénes de la
molécule (modifications de bases ou de
résidus de sucres instables) et a appré-
cier I'efficacité de leur réparation. Cer-
tains de ces dommages sont convertis
en cassures supplémentaires dans les
conditions d’analyse du test, en milieu
basique. Les cellules sont incorporées
dans un gel étalé sur une lame de micro-
scope et les membranes sont éliminées.
L’ADN est alors soumis a un champ élec-
trique qui I'étire et fait ressortir les brins
fragmentés a I'extérieur du noyau. Sous
microscope, I'’ADN, aprés visualisation

par ajout d’un colorant, présente un
aspect de comete dont la queue appa-
rait d’autant plus allongée qu'il est plus
fragmenté.

Afin d’étendre le champ d’application
de cette méthode, une étape supplé-
mentaire est introduite au cours de I'ex-
périence. Elle consiste a “digérer” ’ADN
avec une enzyme de réparation spéci-
fique d'un type de dommages de bases.
Cette étape crée de nouvelles cassures,
consécutives aux premieres étapes de la
réparation, I'’excision de base étant sui-
vie de I'élimination totale ou partielle
du sucre, et révélées apres la migration
de I’ADN sous I'effet du champ élec-
trique. La taille de la queue de la cométe

2

est ainsi augmentée en fonction de la
quantité de dommages formés dans
I’ADN cellulaire reconnus par I'enzyme.
Le tableau récapitule le nombre de dom-
mages dans I’ADN cellulaire créé par
I'exposition au rayonnement ionisant.

Pour créer ces cassures, deux
enzymes sont utilisées : I'’endonu-
cléase Il (endo II1) ou la formamidopy-
rimidine ADN-glycosylase (FPG) d’ori-
gine bactérienne. La formation de
produits d’oxydation parasites a partir
des bases normales tres largement majo-
ritaires est minimisée, voire supprimée,
lors de I'analyse par électrophorése qui
échelonne, sur le gel, les fragments
d’ADN en fonction de leur longueur.

niveau de référence nombre de formation par Gy
pour 1 million modifications pour 1 million formation par Gy
de paires par cellule de paires de par cellule

de bases normales (niveau basal) bases normales
cassures simple et double brin 0,56 3360 0,260 1 600
et dommages sensibles
au traitement basique
sites reconnus par FPG 0,42 2520 0,095 570
sites reconnus par endo 111 0,38 2 280 0,105 635

Méthode des comeétes.
Cellules contréle en haut
(traitées avec FPG a droite)
et cellules irradiées

par un rayonnement gamma
de 8 Gy émis par une source
au cobalt 60 en bas (cellule
traitée avec FPG a droite).

LAN/CEA
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nucléoside modifié
(Iésion nucléique)

X = base modifiée

1. assemblage sur support
2. déprotection
3. purification

oligonucléotides
synthétiques

étude des propriétés structurales
et biologiques de la Iésion

guement stables, les modifications sontamélioration constante de la sensibi-
insérées de maniére spécifique dans ufité des méthodes de détection des
ou plusieurs sites choisis de la séquencéésions. o
retenue (figure 4). Dans le cas contraire,
la base ciblée est modifiée de maniere
relativement spécifique dans I'oligonu-
cléotide lui-méme. des acides nucléiques
Tous ces travaux contribuent, d’une Département de recherche
part a une meilleure connaissance desondamentale sur la matiere condensée
propriétés biochimiques des bases Direction des sciences de la matiére
modifiées de '’ADN, d’autre part & une CEA/Grenoble

Jean Cadet
et I'équipe du Laboratoire lésions

Figure 4. Stratégie de synthése
des oligonucléotides modifiés
pour l'étude des bases

d’ADN modifiées.
L’assemblage se fait sur un
support solide (billes de verre).
La protection vise a empécher
d’autres réactions chimiques
que celle étudiée de se pro-
duire. R1, R2 et R3 sont des
groupements protecteurs
servant a masquer la réactivité
des groupes stables en milieu
acide ou basique.

Insertion

d’une lésion

sous forme

de nucléotide
dans un site défini
d’un fragment
d’ADN a laide
d’un synthétiseur
d’oligonucléotides.

LAN/CEA
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ANALYSE STRUCTURALE
DES LESIONS
RADIO-INDUITES DE I’ADN

Les lésions spontanées ou radio-induites de ’ADN ont des conséquences sur la structure
de cette molécule que des techniques d’analyse mettent en évidence de plus en plus
finement. La résonance magnétique nucléaire et la dynamique moléculaire permettent
notamment d’étudier les changements de conformation de la molécule a partir de I’ap-
parition de la lésion jusqu’a sa réparation éventuelle. Les travaux menés au Commissa-
riat a l’énergie atomique (CEA) démontrent en particulier que plusieurs structures sont
généralement associées a un type de lésion donné, du fait de I"laugmentation passagére
de la flexibilité locale de la molécule d’ADN. L’équilibre entre les différentes confor-
mations dépend aussi des séquences d’ADN mises en jeu et des conditions physico-
chimiques du milieu, comme par exemple la température, I’acidité ou la basicité.

Appareil de résonance

magnétique nucléaire, installé

au CEA/Saclay, utilisé pour

8 déterminer la structure de
® macromolécules biologiques
telles que les protéines ou les
fragments d’ADN. Le champ
magnétique, produit par une
bobine supraconductrice
maintenue a la température
de I’hélium liquide dans un
cryostat, autorise I'étude des
atomes possédant un spin
(moments magnétiques asso-
ciés aux noyaux résultant de
la rotation des différentes
charges) non nul. L’analyse
des interactions entre

les atomes d’hydrogéne,
principalement, fournit

des informations structurales
permettant de résoudre

la structure en solution.

En arriére-plan sont visibles
I’électronique et le systéme
informatique destiné au
stockage, au traitement

et a I'analyse des données.

Emmanuel Joly/CEA
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Figure 1.
Positionnement
d’un résidu d’urée
(bleu foncé) porté
par le brin vert
d’une molécule
d’ADN, résul-
tant de la modi-
fication par un
rayonnement ioni-
sant d’une thymine.
Le second brin,
rouge, ne comporte
pas de base complé-
mentaire a I'urée. Une partie
de la chaine sucre-phosphate,
en bleu ciel, forme une
boucle et permet a l'urée
de se coucher dans le
grand sillon.

Deux moyens d’analyse
structurale de ’ADN

Lesrayonnements ionisant{rayons
X ou gamma) sont a I'origine de nom-
breuses modifications de la molécule
d’ADN car ils provoquent la création de
radicaux libres eux-mémes trés réactifs
vis-a-vis de cette molécule. L'étude des
conséquences sur la structure de I’ADN
induites par les rayonnements ionisants,
par rapport a la structure normale, vise
a comprendre les mécanismes de recon-
naissance de la molécule par I'ensemble
desprotéineschargées d’en assurer
I'intégrité (encadré Al.a molécule
d’ADN, vecteur de I'héréditg Les tech-
niques employées sont principalement
la résonance magnétique nucléairerellement plusieurs liaisons covalefttés lice. Plutot que d’étre en contact avec le
(RMN) et la dynamique moléculaire. La peu stables, ce qui conduit a des modisolvant, la base modifiée se couche dans
RMN est une méthode spectroscopiquefications spontanées des bases. Cepere grand sillon de I’'ADN, ce qui en-
non destructive qui fournit des infor- dant, le taux de ces modifications peutgendre une distorsion importante du
mations sur I'environnement local des étre augmenté par les produits de lasquelette phosphodieste(figure 1).
noyaux atomiques en solution. Il peut radiolyse de I'eau (voirLa radiolyse de
s’agir d’informations structurales telles I'eau). Quand un radical hydroxyle ou Jj l’absence de base
que la distance entre deux atoflesu  un électron libre entre en contact avec potentiellement mutageéne
un angle de torsion. Cette technique per{’ADN, cela provoque un transfert de
met également de déterminer les atomesharge. Par exemple, sous I'effet de cell Les sites abasiques se forment spon-
impliqués dans uniaison hydrogene transfert de charge, la thymine est pro-tanément dans les conditions normales.
ou d'accéder a la dynamique de la molé-gressivement fragmentée pour aboutir a_e nombre de dépurinations est estimé
cule. Ces différentes informations sontun résidu d’urée. Le changement dea 3-1011 parnucléotideet par seconde
utilisées pour construire un ou plusieurscomposition chimique d’une thymine en dans un ADN cellulaire. Ce phénoméne
modeéles représentatifs de la structureurée induit une modification pour I'in- est donc un événement fréquent. L'ex-
moyenne de la molécule d’ADN en solu- formation codanté) initialement por- trapolation des évaluations vitro de
tion dans I'’eau, solvant des moléculestée par la thymine. La présence de l'uréecette fréquence indique environ 10 000
descellules Les modeles obtenus ser- dans une molécule d’ADN entraine desdépurinations par cellule de mammiféere
vent de base a des calculs de dynamiqueropriétésmutageneset |étalescar et par jour. En outre, des agents exté-
moléculaire qui simulent le mouvement I' ADN polymérasetant lors de la répli- rieurs sont capables d’accélérer I'appa- 19
des atomes & une température do#hée cation de I'ADN (encadré B,a répli-  rition de ces sites en agissant sur les °
lls permettent de valider la stabilité descation de '’ADN : une fidélité quasi bases de la molécule d’ADN. Pour leur
modeles et d’étudier les déformations parfaite) que lors de sa réparation placepart, les rayonnements ionisants sont

CEA/DSV

de la molécule d’ADN. préférentiellement une thymine en faceégalement en mesure de toucher direc-
de la Iésion et non pas une adéningement la liaison désoxyribose-base.
Des paires de bases comme attendu normalement, car unel’absence de base, donc d’information
plus ou moins stables thymine donne une structure particulie-

rement stable avec I'urée. Le couple thy- : : .

Parmi les agentgenotoxiquesexté-  mine-urée, a l'intérieur de laouble Ejln) gnzttsfrg'ns]tin;go?fm varier de 24 5 A,
rieurs a la cellule, les rayonnements ioni-hélice d’ADN, est fermé par deux liai- (2) L'analyse de cette simulation permet
sants sont responsables de Iésions chisons hydrogéne. Par contre, quand un¢ d’obtenir différentes informations, par
miques de$asesou de I'élimination  adénine est en face de 'urée le systém¢ exemple la courbure de I'ADN, la diffu-
totale de bases par rupture de la liaisordevient instable et aucune étude struc- Sion de molécules d'eau ou la variation de
sucre-base S'il s’agit d’'unepurine  turale de ce cas n'est possible. 'ADN Ignﬁ_rg_le o S;}YSt?me' re d .
(adénine ou guanine), ce processus deollymérase _peut également sauter lc ér?ad::?tls(:)grcle:mligzeer?réc;;miixd?u?w?i
rupture est appeléépurination; dans  Iésion, ce qui crée un décalage dans l¢ de plusieurs paires d’électrons.
le cas d’'unepyrimidine (cytosine ou lecture duyeneet donc modifie la nature  (4) Information portée par une base de
thymine), il est nomméépyrimidina-  de la protéine qu'il code. Dans ce cas, 'ADN qui permet le choix de Ecide
tion. La molécule d’ADN posséde natu- I'urée est rejetée a 'extérieur de 'hé-  @MiN€pour la synthése des protéines.
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Pour assurer la transmission du mes-
sage génétique, la molécule d’ADN est
tenue de se répliquer un grand nombre
de fois au cours du développement de
I'organisme. En effet, chaque cellule,
avant de se diviser, dédouble son ADN
afin d’en produire deux copies iden-
tiques, chacune étant ensuite transfé-
rée dans une des cellules filles qui
hérite ainsi normalement de l'intégra-
lité de I'information génétique de la cel-
lule mére.

La réplication de I’ADN doit donc
étre trés fiable et reproduire scrupu-
leusement la séquence des nucléo-
tides. Lintégrité de la molécule est
garantie par un ensemble de protéines
qui vont reconnaitre et réparer les alté-
rations diverses auxquelles elle est sou-
mise. Entre autres facteurs(), les
rayonnements ionisants (rayons X ou
gamma notamment) peuvent étre a
I'origine de nombreuses modifications
de la molécule d’ADN.

La réplication de la double hélice
d’ADN commence avec la séparation
en un point donné de ses deux chaines
complémentaires. Une enzyme se
déplace le long de I'échelle et rompt
en leur milieu les liaisons qui en consti-
tuent les barreaux. Deux brins distincts
sont alors obtenus, formant les deux
branches d'une fourche de réplica-
tion (illustration). A chaque fourche
de réplication, I'’ADN des deux nou-
velles chaines filles est synthétisé par
un complexe composé de plusieurs
enzymes, dont ’ADN polymérase
(schéma). Une des deux chaines dite
précoce est synthétisée de fagon conti-

LY
= o
L -

-
Atlas biol. cell. - Rolland/MASSON

La réplication de I’ADN : une fidélité quasi parfaite

nue, l'autre dite tardive I'est par frag-
ments. Chaque brin parental sert de
matrice pour I’élaboration d’'une nou-
velle molécule fille par I'addition
séquentielle de nucléotides qui s’ac-
crochent aux demi-barreaux et recons-
tituent la moitié manquante de I'échelle
originelle. Le nucléotide a ajouter a
chaque étape est sélectionné pour
créer, avec le nucléotide opposé de la
chaine de départ, une paire de bases
complémentaires (par exemple, une

e

nouvelle chaine synthétisée

point de départ
d’un nouveau fragment

fragment

B

nouvellement synthétisée ayant une
séquence nucléotidique identique a
celle de I'hélice parentale, qui a servi
de matrice. C’est pourquoi le méca-
nisme de réplication de I’ADN est qua-
lifié de semi-conservatif.

Une des caractéristiques les plus
impressionnantes de la réplication de
I’ADN est sa fidélité. Des processus
enzymatiques complexes assurent une
vérification et une correction des inévi-
tables erreurs qui apparaissent de

matrice de la chaine précoce

ADN polymérase
sur la chaine précoce

double hélice d’ADN
parentale

complexe enzymatique

matrice de la chaine tardive

ADN polymérase sur la chaine tardive
(terminant un fragment)

adénine se lie a une thymine) et engen-
drer ainsi une nouvelle chaine dont la
séquence est complémentaire de celle
de la chaine parentale. Les réactions
chimiques mises en jeu fournissent
I'énergie nécessaire a la réplication et
la rendent irréversible.

L'information génétique est dupli-
quée dans son intégralité. Deux
doubles hélices completes d’ADN sont
formées, chacune étant composée
d’une chaine d’'origine et d’'une chaine

| e rr;‘ .r .
SRR P
i %

i
[

- To—f‘.

facon aléatoire. Plusieurs mécanismes
de correction interviennent pour éli-
miner des nucléotides mal positionnés,
permettant la copie de chaque sé-
quence nucléotidique d’'une molécule
d’ADN avec moins d’une erreur pour
un milliard de nucléotides additionnés.
Trés rarement, cependant, le méca-
nisme de réplication saute ou ajoute
quelques nucléotides, voire en met un
a la place d’'un autre. Tout changement
de ce type dans une séquence d’ADN
constitue une erreur génétique, appelée
mutation, qui sera copiée dans toutes
les générations cellulaires futures, les
séquences d’ADN erronées étant dupli-
quées aussi fidelement que les séquen-
ces correctes.

(1) La liste des agressions que I'environ-
nement peut infliger a une cellule est
longue : stress oxydant, choc thermique,
stress chimique, stress génotoxique,
stress mécanique, choc osmotique...
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codante, va donner lieu a une situatio J ]
potentiellement mutagéne. Des étudeq C""jg’:;‘;;‘,ﬁg’fg{;’ﬂg,’\’f;ﬂ;
génétiques montrent que '’ADN poly- mérase humaine (en jaune),

mérase incorpore préférentiellement enzyme dont la fonction est
de synthétiser de 'ADN,

Igdemne_ puis la gyanme en face d'un o il ae G
site abasique. Les études structurales s , (en rouge) ayant une cassure
desoligonucléotidescomportant un site F oY simple brin, repérée par
abasique mettent en évidence que 'ADN ' deux fléches. Il est intéres-

sant de noter I'angle droit
garde globalement sa forme normale| . formé par 'ADN.

mais qu’en fonction de la base en face d llslslalls
site abasique, différentes conformations

sont observées. Si une purine se trouvs '
en face du site abasique, elle reste empi
lée a l'intérieur de I'hélice. L'oligonu-
cléotide contenant I'adénine en face du
site abasique est toutefois plus stabld
gue celui incluant la guanine. La situa-
tion est plus complexe lorsque c’est une
pyrimidine qui fait face au site abasique.
La cytosine est rejetée a I'extérieur de
I'hélice alors que la thymine peut se
situer aussi bien a l'intérieur qu’a I'ex-
térieur de I'hélice. Ces résultats font
apparaitre I'importance de I'énergie
d’empilement entre les bas®gpour la
structuration des molécules.

Structure résolue par Sawaya et al., déposée a la Protein Data Bank (PDB) sous la référence 1BPZ.pdb
Les cassures simple brin structures. Dans une premiére confor-
et les lacunes réparables mation, la base est a l'intérieur de la
pour la plupart doubl_e he_hce anrs_qu,e d\ans Ia,s_econde,
la pyrimidine est rejetée a I'extérieur de
La cassure simplerin (nick) d'une  I'hélice et les deux paires de bases adja-
molécule d’ADN est un événement fré- centes se retrouvent empilées normale-
quent puisqu'’il peut s’en former jusqu’a ment.
150 000 par cellule et par jour (figure 2). Dans tous les cas, la présence d'une
Si deux cassures proches affectent ldacune augmente a cet endroit la flexi-
méme brin, il se produira une perte bilité de I'oligonucléotide dont la cour-
(délétion) d’'un morceau de la chaine. bure s’amplifie. L’hydratation de la
Cette modification est appelée lacunelacune est différente selon la structure. Si
ougap L'organisme peut aussi créer lui- la structure est droite, les molécules
méme des lacunes lors d’'un processusi’eau se placent sur deux couches ; si
de réparation de 'ADN. La lacune d’'un elle est courbée, sur une seule. Un réseau
nucléotide est ainsi un intermédiaire dude liaisons hydrogéne se constitue entre
mécanisme de réparation le plus répanddes molécules d’eau d’'une part, entre les
chez labactérie Escherichia coliCe  molécules d’eau et les bases autour de
type de réparation est appelé réparatiora lacune d’autre part. La structuration
par excision d'un nucléotide. Une lacune des molécules d’eau dans la cavité par-
est donc une structure a la fois fréquenteticipe a la stabilité de I'ensemble. Ces
bien reconnue et réparée dans les orgamécanismes s’expliquent en terme
nismes. L'étude de la structure et de lad’énergie. En effet, les équilibres atteints
dynamique d’oligonucléotides compor-

CEA/DSV

tant soit une E:assure ,Sm_]ple brin, So',t (5) Larchitecture de la double hélice dADN eeoe0
une Iacun(_a d'un nL{cIeotlde a MoNtré est maintenue, premiérement, par les liai- Figure 2. Structure d’une
gu’une purine face a la lacune est tou- sons hydrogéne entre les bases des deux molécule d’ADN comportant
jours empilée a I'intérieur de I'hélice et ' brins et, deuxiémement, par l'énergie d’em- . b","e C"sts.“’ € S’:"”’e. brin.

N it i pilement, c’est-a-dire la surface de contact € brin continu est en jaune,
qu'il se forme une cavité. Pour une pyri- P le brin interrompu en violet

entre les bases sur le méme brin.

midine, il existe un équilibre entre deux puis en beige.
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Figure 3. Structures de molé-
cules d’ADN comportant une
lacune de un nucléotide face
a une base (en vert) : une
purine (guanine) a gauche,
une pyrimidine (thymine) a
droite. Les brins continus sont
en jaune, les brins complé-
mentaires en violet et en : !
beige. Dans le cas de la .
purine, a la forme droite (en e i
haut) et a la forme courbée o At
(en bas) de I'oligonucléotide "
correspondent respective- o -
ment des structures d’hydra- o
tation de la lacune a deux et
une couches de molécules
d’eau (en bleu). Les deux
paires
de bases adjacentes a la
cavité sont en bleu foncé et
en rouge. Dans le cas de la
pyrimidine sont représentées
en haut la conformation ot la
base est a l'intérieur de I’hé-
lice et en bas celle ou la base

CEA/DSV
sont régis par le gain d’énergie d’empi- telles que celles ou la base se trouve
lement obtenu pour une structure enl’extérieur de I'hélice. Elles constitue-
fonction de la surface de contact entreraient donc des éléments clés dans le
les bases. Une pyrimidine, dont I'éner- maintien de l'intégrité dgénome Les
gie d’empilement est inférieure & celle résultats obtenus et les travaux en cours
d’'une purine, est plus facilement reje- rendent déja compte de la performance
PS tée a I'extérieur de I'nélice (figure 3). des systemes de réparation qui, pour étre
Le mécanisme de réparation d’une efficaces, sont tenus de reconnaitre et
lacune nécessite que la base non appariége réparer I'ensemble des erreurs intror
soit impérativement a l'intérieur de I'hé- duites dans les génes. En effet, un défaut
lice. Pour les conformations ou la basede réparation qui laisse la cellule com-
est rejetée a I'extérieur de I'hélice, danspatible avec la vie, c’est-a-dire I'appa-
environ 30 % des cas, le processus deition d’'unemutation, doit rester un
réparation est inopérant. événement tres rare. o

g)/

Des protéines pour les
structures particulieres ?

Il existe un grand nombre de protéines

associées au complexe de réparation de Yves Boulard
I’ADN, dont le rdle est toujours inconnu. etGeorges Victor Fazakerley
Pourtant, elles s’averent absolument  Département de biologie cellulaire
nécessaires. Certaines pourraient étre et moléculaire
impliqguées dans la reconnaissance de Direction des sciences du vivant
conformations particulieres d’ADN, CEA/Saclay
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LA RADIOLYSE DE PEAU

L’organisme humain est constitué de plus de deux tiers d’eau. Sous I’action des rayon-
nements ionisants, les molécules d’eau peuvent se décomposer pour donner des “mor-
ceaux” appelés radicaux libres. Tres réactifs, ceux-ci conduisent a diverses modifica-
tions chimiques d’éléments essentiels de la cellule, en particulier '’ADN.

23
)
) Emmanuel Joly/CEA
Dispositif de radiolyse pulsée Des espéces radicalement ionisée se trouve dotée d'un électron non
installé au CEA/Saclay destiné . A L. . intC
a étudier les propriétés chi- réactives apparu,a note pf:\l’ u_n poiat .ette.pre-
miques des radicaux libres miére étape, trés simple puisqu’il n’'y a
provenant de la décomposi- Lorsque de 'eau est irradiée par despas de rupture de liaison chimique, a lieu
tion de I'eau sous Iaction ts ionisantgla premiere elle e soient la nature et l'inten
des rayonnements ionisants. rayonnements ionisants premi Q_U, S que sol u nten-
Ici, réglage du faisceau lumi- étape, quelle que soit la nature du rayonsité du rayonnement. Elle est suivie de
neux d’analyse qui servira a nement, est I'ionisation. L'excitation réactions secondaires extrémement

identifier les radicaux par
leur spectre d’absorption.

directe des molécules d’eau, composéesapides qui conduisent finalement a la

chacune de deux atomes d’hydrogéne Hormation de produits moléculaires

et d’'un atome d’'oxygéne O, est un pro-stables, I'hydrogene f&t I'eau oxygé-

cessus mineur comparé & l'ionisation.née ou peroxyde d’hydrogéne®,, et

Au cours de lionisation : a celle de radicaux libres ou d’ions radi-
caux H, “OH, HO,, ez, Ceux-ci sont

' des atomes, des molécules ou des ions

I'électron éjecté peut avoir suffisamment possédant un électron non apparié dans

d’énergie pour ioniser a son tour d’autresune liaison chimique. lls sont beaucoup

molécules d’eau. La molécule d’eau plus réactifs que les produits molécu-

HZO alpha, béta, gamma, X ZH)+' te
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Dés la découverte de

la radioactivité,

les chercheurs se sont
intéressés a I’effet des
rayonnements, provenant
du radium, sur I'eau.
Avant la guerre de 1914,
le chimiste francais
André Louis Debierne
(1874-1949), qui
travaillait dans le méme
laboratoire que Pierre

et Marie Curie, avait
déja postulé que la
décomposition de I'eau
sous rayonnement
impliquait un mécanisme
mettant en jeu des radi-
caux. Ici, André Louis
Debierne dans son
laboratoire vers 1901.

laires et pour cette raison ont une duréedes réducteufd trés puissants compa-

de vie trés courte, de I'ordre de la micro-
seconde ({is = 106's). Pour les identi-

rés a la molécule d’hydrogene. Par
contre, le radical hydroxyle est extré-

fier en temps réel, il est nécessaire demement oxydar®), beaucoup plus que
mettre en ceuvre une technique spécifeau oxygénée. Sur le plan biologique,

fique : la radiolyse pulsée (encadré).
L'oxygéne n’est pas un produit primaire
de la radiolyse de I'eau. Il se forme prin-

c’est la plus active des especes prove-
nant de la radiolyse de I'eau.
Le radical hydroxyle attaque les molé-

cipalement par réaction des radicauxcules organiques selon trois mécanismes

hydroxyles*OH avec I'eau oxygénée.
L'électron hydraté g n’est li¢ a aucune

principaux. Il peut arracher un électron
a la molécule. Ce phénomene d'oxyda-

molécule d’eau. Il est piégé dans unetion par transfert d'électron, qui conduit
cavité constituée par les molécules d’eawa une ionisation de la molécule comme

voisines qui forment une sphere d’hy-

si elle avait absorbé directement le

dratation, analogue a celle observée pourayonnement, est relativement rare. Le
des ions en solution aqueuse. L'existencaadical hydroxyle est également capable
de cette espece trés réactive a été post'arracher un atome d’hydrogene au
tulée dés les années vingt mais n'a ét&éomposé organique. Ce processus mene
prouvée expérimentalement que qua-a la rupture d'une liaison carbone-hydro-
rante ans plus tard. Sur le plan chimique géne (C—H). De plus, il est susceptible

I’électron hydraté peut étre considéreé
comme la base conjugu&edu radical
H*, qui serait le plus simple des acides :
H°* (acide)*+ OH (base}= €5q (base conjuguée
de l'acide)+ H,0 (acide conjugué de la base)

Le radical H et I'électron hydraté sont

.

ARCHIVES CURIE ET JOLIOT-CURIE
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de se fixer sur une double liaisor=(C

ou sur un cycle aromatig® comme

le benzene et ses dérivés. Ces trois méca-
nismes aboutissent a la formation de
radicaux libres organiques.

L’effet sensibilisateur
de I'oxygene

Il est connu depuis longtemps que
I'oxygéne rend lesellulesplus vulné-
rables au rayonnement. Bien que les
mécanismes soient multiples et com-
plexes, une des causes de cette radio-
sensibilisation est la réaction des radi-
caux libres organiques avec I'oxygéne
pour former un radical peroxyle. Si un
composé organique est symbolisé par la
formule RH, R représentant le radical
organique, les réactions s’écrivent :

*OH +RH - R + H,0
rupture d’une liaison € H

R + 0, - ROO
formation d’un radical peroxyle

(1) Un acide se transforme en sa base
conjuguée en perdant un proton (iof)H
tandis qu’une base se transforme en son
acide conjugué en captant un proton.

(2) Un réducteur est un corps susceptible de
céder des électrons et un oxydant est un
corps susceptible de capter des électrons.
(3) Une molécule aromatique est une
molécule organique dotée d’'une grande
stabilité due a la circulation d’électrons
autour de cycles généralement carbonés.




ROC + RH - ROOH + R
formation d’'un peroxyde organique
R+ 0O, -~ ROO
formation d’un autre radical peroxyle.

Cet ensemble de réactions chimiques el

chaine amplifie les dégats initiaux cau-
sés par le radical hydroxyle.

Des composés
radioprotecteurs

A l'inverse, un certain nombre de

dégats chimiques sont réparables avan

gue le processus ne devienne irréver
sible. Ainsi, une liaison € H, dont la

rupture conduit a un radical libre, peut
étre restaurée par I'ajout d’'un composé
qui céde facilement un atome d’hydro-
géne. Ces espéces sont, par exemple, d

substances organiques possédant unj-

liaison S—H, tels les thiols, dérivés des
alcools par remplacement de I'oxygéne
par le soufre S :

R +RS—H - R—H+R;S.

Le radical RS est peu réactif et n'est
pas capable d’arracher un atome d’hy-

drogéne a un autre composé organiquel

comme le font les radicaux peroxyles.
D’autres composeés, de la famille des qui-
none$Y), agissent par transfert d’électron.

Le paradoxe de la
décomposition de I’eau

L'eau est elle-méme sujette a un pro-

cessus de réparation particulier qui a

La radiolyse pulsée

Cette technique permet de carac-
tériser les propriétés chimiques des
radicaux libres provenant soit direc-
tement de la radiolyse de I'eau, soit
indirectement par réactions de ces
radicaux primaires sur des molécules
présentes dans le milieu. Son prin-
cipe consiste a irradier une solution
pendant un temps trées bref, de 10°% a
1076 s, avec un accélérateur de par-
ticules, des électrons le plus souvent,
fonctionnant par impulsions. Les
électrons, émis par paquets, portent
I’énergie cinétique des radicaux a
quelques mégaélectronvolts (MeV).
Apres la fin de l'irradiation, la for-

Emmanuel Joly/CEA

mation et la disparition des radicaux
sont observées en mesurant la varia-
tion de leur concentration en fonc-
tion du temps par une méthode
optique. La plupart des radicaux
absorbant la lumiere dans le domaine
visible ou plus généralement dans
l'ultraviolet (longueurs d’'onde com-
prises entre 2:10°7 et 7,5:10°7 m),
chaque radical peut étre identifié par
son spectre d'absorption. Des radi-
caux libres, dont la durée de vie est
parfois aussi courte que 10°7 s, sont
étudiés dans le dispositif de radio-
lyse pulsée installé au cea/Saclay
(photo ci-dessous).

longtemps intrigué les chercheurs.

Lorsque de 'eau trés pure est irradiéemontrant que I'hydrogéne et I'eau oxy-

par des rayons X ou gamma, elle ne seyénée produits se recombinent par une
décompose apparemment pas et I'expéréaction chimique en chaine, grace aux

rimentateur ne mesure ni formation d’hy- radicaux H et hydroxyles. Cette derniére

drogéne ni formation d’eau oxygénée. est inhibée en présence d’oxygene ou de
Par contre, en présence d’air ou de comsolutés dissous dans I'eau. Pour les irra-
posés chimiques, il observe une décomdiations par des particules alpha, le ren-
position de I'eau. En revanche, I'eau sedement de formation des radicauxéd
décompose toujours aprées une irradia-hydroxyles est beaucoup plus faible que

tion par des particules alpha. Une équipedans le cas des rayons X ou gamma, et la

américaine conduite par Augustine O. recombinaison entre I'hydrogéne et I'eau

Allen a résolu en 1958 ce paradoxe enoxygénée est incompléte. o

(4) Nom générique des composeés cy-
cligues dans lesquels deux atomes d’hy-
drogene du cycle sont substitués par deux
atomes d’oxygene.

Bernard Hickel
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DES OUTILS PHYSIQUES
POUR ETUDIER LES
LESIONS RADIO-INDUITES

Lorsque des rayonnements ionisants pénétrent dans un milieu biologique, ils entrent en col-
lision avec les atomes traversés et, au cours des interactions successives, cédent de I’éner-
gie, produisant ainsi des effets observables comme des lésions de ’ADN dans la cellule.
Etablir un rapport entre événements physiques initiaux et effets biologiques est un objec-
tif constant des chercheurs en radiobiologie, en radiothérapie et en radioprotection. Deux
approches cohabitent aujourd’hui, I’'une fondée sur la corrélation entre la dose absorbée
ou la distribution des dépdts d’énergie et I'effet biologique observé, I"autre sur le calcul
de trace, censé suivre les interactions des particules en jeu jusqu’au bout de leur trajet
pour modéliser les effets initiaux des rayonnements. Elles sont d’autant plus utiles que les
concepts classiques de cibles d’un rayonnement pourraient étre remis en question.

La localisation de radionu-
cléides émetteurs de rayonne-
ments a faibles parcours peut
conduire a des expositions
trés hétérogenes des cellules
et composants intra-cellu-
laires réclamant une analyse
microdosimétrique des distri-
butions de dépots d’énergie a
I’échelle de ces “cibles”. Pour
accéder a la microdistribution
des radionucléides, I'lPSN
met en ceuvre des techniques
de microanalyse comme le
microscope analytique SIMS
(Secondary lon Mass Spectro-
metry). Fonctionnant selon le
principe d’un microscope a
balayage électronique, la
microscopie ionique remplace
le faisceau d’électrons pri-
maire par un faisceau d’ions
permettant I’analyse élémen-
taire de surfaces solides.

Les limites des outils
classiques

En traversant un milieu biologique,
lesrayonnements ionisantgperdent de
I’énergie en heurtant les atomes ren-
contrés. Ces interactions se traduisent
par l'ionisation (arrachement d’'un élec-
tron) et I'excitation (apport d’énergie)
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des atomes de ce milieu le long des tradirectement ou indirectement un nombretel effet biologique, en fonction de la
jectoires des particules ionisantes. Aude lésions (voites dommages radio- dose délivrée, capacité qui définit leur
niveau desellules ces événements ini- induits des acides nucléiqygsoche de efficacité biologique(encadré 1).

tiaux déclenchent une cascade de phéeelui des Iésions qui se produisent spon- Les outils physiques d’investigation
nomenes susceptibles de conduire a demnément. Or, ces dommages spontanéslassiques, indispensables a la modéli-
effets biologiguesobservables. Pour des sont presque tous remarquablementation des Iésions biologiques radio-
systemes biologiques simples, de telleséparés (voites gardiens du génome induites, s’appuient sur deux para-
manifestations apparaissent déja a de_es interactions physiques entre lemeétres : lafluence qui représente la
faiblesdosesd’exposition. Ce fait, bien rayonnement et le milieu cellulaire pré- quantité de particules ionisantes frap-
connu, peut sembler surprenant. En effetsenteraient donc des caractéristiques spéggant le milieu, et Iaection efficace d'in-
I'impact du rayonnement sur la cellule a cifiques liées a la capacité plus ou moinsteraction qui traduit la probabilité pour
pour premiéres conséquences de créegrande du rayonnement a induire tel ouces particules d’entrer en collision avec

Les facteurs de I'efficacité biologique

Linduction de mutations par divers
types de rayonnement, y compris aux
faibles doses, est analysée chez la Tra-
descantia, une fleur assez commune,
particulierement sensible aux agents
mutagenes, comme les rayonnements
ionisants. La Tradescantia contient
un grand nombre d’étamines, organes
méles renfermant le pollen, de cou-
leur bleue. Sur la variété
utilisée, les rayonnements
créent des mutations se
manifestant par un chan-
gement de couleur des cel-
lules qui constituent les
poils des étamines (illus-
tration). Le phénomeéne de
mutation est donc directe-
ment observable.

La fréquence, ou proba-
bilité d’apparition, de muta-

UNIVERSITE CATHOLIQUE DE LOUVAIN/Laboratoire de radio-
biologie et de radioprotection
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I'importance de I'effet provoqué est
en effet liée au transfert d’énergie. Or,
les particules ionisantes se distinguent
par leur transfert linéique d’éner-
gie (TLE), qui correspond a la den-
sité d’énergie absorbée par le milieu
rapportée a I'unité de longueur de la
trajectoire de la particule. Indirecte-
ment ionisants, les neutrons et les
photons sont caractérisés
par le TLE moyen des par-
ticules chargées qu'’ils en-
gendrent dans le milieu. La
densité d’ionisations sur la
trajectoire de la particule
est en moyenne beaucoup
plus forte (jusqu’a 100 fois)
pour des neutrons que pour
des photons.

Sur le schéma, la “pente”
des courbes dose-effet, qui
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les atomes de ce milieu. Cependant, cesbsorbée(encadré 1) a toutefois ses les fluctuations statistiques, parfois tres
outils se révelent insuffisants pour carac-limites pour apprécier un effet biolo- larges, des dépobts d’énergie qui sur-
tériser I'efficacité biologique du rayon- gique puisqu’a I'échelle microscopique viennent de maniére aléatoire dans de
nement car c’est moins I'impact de ce I'énergie n’est pas délivrée de facon petits volumes comparables & des cel-
dernier sur une “cible” biologique que continue mais par paquets variables erlules. La dose absorbée ne prend toute sa
le transfert d’énergie 'accompagnant nombre et en densité, 'interaction entresignification que dans des conditions
qui signe l'importance des Iésions pri- le rayonnement et le milieu étant un phé-d’exposition uniforme par rapport a
maires produites. Couramment utilisée nomeéene essentiellement statistique. Und’étendue de la cible étudiée (tissu, cel-
en radiobiologie, la notion déose  grandeur moyenne ne traduit donc padule, ADN). Il a par conséquent été

e R L T ey .“_; PRI Y

dépot d’énergie

€ (keV)
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Figure 1. Spectres microdosi-
métriques établis pour une
cible biologique de diamétre
1 pm pour divers rayonne-
ments directement (électrons)
et indirectement (gamma, X,
neutrons) ionisants. Cette
représentation a permis d’étu-
dier la validité de relations
simplifiées de I'efficacité bio-
logique relative pour prédire
les variations de ce coefficient
d’un rayonnement a l'autre
dans différentes applications
en radiothérapie et en
radioprotection.

(25k
X

— \

nécessaire de développer des outils perune dose de rayonnement donnée (encdll Le dépét d’énergie :
mettant une représentation physique plusiré 2). L'intérét est de pouvoir aligner une 8 un outil puissant pour
fine de I'énergie cédée a I'échelle deslarge gamme de rayonnements directe la dosimétrie

cibles biologiques. ment ou indirectement ionisants sur un
méme modéle de représentation afin dell La relation entre la dose absorbée et la
L’ analyse du comparer l'efficacité biologique des rayon- distribution des dépdts d’énergie est un
dépot d’énergie nements entre eux (figure 1) a défaut d’enoutil puissant pour la radiobiologie et ses

comprendre les mécanismes. La micro-applications, en radiothérapie et en radio-

L'impact physique d'une particule dosimétrie permet de comparer numéri-protection. La comparaison du schéma de
ionisante sur un milieu biologique est quement divers rayonnements ionisantd’encadré 1 et de la figure 1 explique la

finement décrit par la “trace” de la par- par la fréquence et la taille moyenne desdémarche générale qui consiste a relier le
ticule, étudiée point par point d’interac- dépbts d’énergie, ou “événements”, dansrésultat observable des Iésions radio-

tion, sur un grand nombre de trajectoires.la cible présumée (tableau). induites au produit de la dose absorbée
Cette information est rendue accessible
par des techniques de calcul aléatoire et cibles noyau fibre mglécule .
les capacités accrues des outils informaf cellulaire d’ADN d’ADN [PRIEITIELES
) . . rayonnements (~1 pm) (~10 nm) (~ 2 nm) 29
tiques. Elle n’en reste pas moins trop PY
détaillée pour répondre directement aux rayons gamma 1,2 6-10-6 7:10-8 n
besoins de la radiobiologie, sauf & la sim{ (¢°Co, 1,3 MeV) 0,2 60 440 o,
plifier en la réduisant & quelques para- 1,6 16,8 37,4 Yb
mét.re.s caractéristiques et a la fluctuation rayons x 0,5 5.10-6 7.10-8 7
statistique autour de leur valeur moyennel (250 kvp) 0,3 60 440 o,

Si I'énergie transférée par la particule 3,35 17,5 38,3 7
au milieu biologique est en moyenne bien e 02 6106 6105 -
représentée par la densité d'ionisations sup P 1€ DEA ;

(3H, 6 keV) 0,3 60 460 o,

son parcours, ou encore parTleE, la _Z

: T . 4,8 18,0 41,2 Yo
microdosimétrie réalise une approche dif-
férente en s'intéressant au dépot d’énert neutrons de fission 9-10-3 106 5-10-8 n
gie, défini par I'énergie cédée dans un| (0,5 MeV) 1,3 135 730 o,
volume censé simuler une cible biologique, 85,5 90,2 104,4 YD

coupé par la trajectoire de la particule. La rapjeau. Parameétres microdosimétriques évalués pour différents rayonnements ionisants
microdosimétrie décrit la fluctuation du et cibles biologiques simulées. i représente le nombre moyen d’événements ou la fré-
dépét d'énergie d’une trajectoire a l'autre quence des dépots d’énergie dans la cible pour une dose d’exposition D = 0,1 Gy ; 0,,

o ; . dont I'unité est le Gy, correspond a I'écart-type de I'énergie spécifique dans la cible pour
et la balistique de ces trajectoires dans deg, meme dose d’exposition ; yp , exprimé en keV/um, se rapporte a la valeur moyenne
cibles de dimension choisie, exposées ale I'énergie linéale, ou “taille” de I'événement, sur la distribution de dose.
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Le compteur proportionnel
utilisant une paroi et un gaz de
compositions aussi proches que
possible de celle du tissu biolo-
gique a largement contribué au
développement de la micro-
dosimétrie expérimentale. La
photo montre des détecteurs
ol la paroi solide a été rempla-
cée par une grille pour simuler
la cible biologique de la
maniére la plus homogéne
possible. La dimension des
compteurs (de quelques mm a
quelques cm) et la pression de
gaz sont ajustées en fonction
de la taille de la cible simulée,
classiquement de I'ordre de
quelques micrométres. Cepen-
dant, de tels compteurs "minia-
tures" (dimension physique
inférieure au mm) permettent
aujourd’hui d’étudier des
cibles nanométriques.

Gary Johnson/COLUMBIA UNIVERSITY/Center For Radiological Research

et d’un facteur de pondération estimantnement complexes. Il s'agit toutefois d’ap- biologique. En raison des nombreux

I' efficacité biologique relative(EBR) du
rayonnement en fonction de son spectre
microdosimétrique. Lintérét de cette for-

mulation est d’abord pratique puisque lesf essentiellement empirique
spectres microdosimétriques peuvent étr

Une approche

plications purement phénoménologiques.mécanismes qui interviennent par la

suite, la connaissance de ces événements
ne permet pas de rendre compte de I'ef-
fet biologique constaté, comme il est dif-
ficile de relier cet effet aux dommages

évalués pour presque tous les rayonnefl Le dépdt d’énergie est une expressionmoléculaires initiaux. En premiére ana-

ments et méme étre mesurés dans dedes événements primaires, des ionisalyse, seules des corrélations empiriques
conditions difficiles & simuler par le cal- tions et des excitations, déclenchés papeuvent donc étre tentées en rapprochant
cul, comme dans des champs de rayonle passage du rayonnement dans la ciblée dépot d’énergie des effets biologiques

Figure 2. Exemples de fonc-
tions de réponse, sous la
forme e(y), établies en com-
parant les données biolo-
giques observées pour
différents types d’effets et les
spectres microdosimétriques
correspondant aux mémes
rayonnements et tailles de
cibles présumées. La courbe
relative a I'induction de dom-
mages a 'ADN pourrait s’ex-
pliquer par I'expression de
deux mécanismes, des cas-
sures double brin d’emblée
dues a des événements
simples au-dela de

600 keV/um, et des cassures
double brin résultant de deux
cassures simple brin pour des
dépéts d’énergie inférieurs.
La similitude des courbes
relatives aux effets d’aberra-
tions chromosomiques

et de létalité cellulaire avec
la précédente s’expliquerait
par le fait que les lésions qui
en sont a 'origine sont des
cassures double brin.

chromosomiques

aberrations

(1 pm)

(D’aprés MorsTN, K., et al., Radiation Research 120 (1989) 383-402)
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observés dans les mémes conditions. La
relation dose-effet en est le premier
exemple. En microdosimétrie, cette
approche phénoménologique revient a
rechercher une fonction d’efficacité bio-
logique ou “fonction de réponse” (enca-
dré 2), parfois établie de facon purement
numérique, par ajustements successifs
des données biologiques aux spectres
microdosimétriques observés.

Une fois obtenues, ces fonctions de
réponse peuvent étre conjuguées avec les
spectres microdosimétriques d’un rayon-
nement donné pour estimer le paramétre
biologique visé en accord avec les don-
nées expérimentales qui ont été utilisées
pour les établir initialement. Pour une ci-
ble biologique, ces fonctions déterminent
la probabilité qu'un dépét d'énergie don-
né produise tel ou tel effet spécifique
(figure 2). Cette interprétation est assez
immédiate pour un rayonnement de type
bien défini. Lorsqu'il s’agit de plusieurs
rayonnements, il est implicitement admis
que le dépdt d’énergie est une informa-




Simulation de la trace d’une
particule au sein du milieu
irradié. Des techniques de
calcul aléatoire sont utilisées
pour décrire, sur la base des
sections efficaces d’interac-
} tion, le transport des électrons
i et des ions dans la matiére. La
e T - distribution des ionisations et
: des excitations créées sur leur
passage est ici représentée a
I'échelle de la molécule
d’ADN et de structures plus
compactes comme les nucléo-
somes, unités élémentaires de
la chromatine, complexe
constitué par 'ADN cellulaire
et des protéines.

IPSN

tion suffisante pour prédire I'effet biolo- sur la structure fine de
gigue et que les fonctions de réponse sontévénement initial a I'échel- guent fortement la modélisation. Il est
indépendantes du rayonnement. Cettde subcellulaire. _ par exemple possible d'observer des
hypothese n’a jamais été vraiment véri- Le calcul de trace se révele un ouu. effets dans une cellule distante de
fiee mais elle est d'autant plus plausible physique de recherche plus pointu que celle touchée par le rayonnement.
que la dose est faible et que les événele dépot d'énergie. Il permet en effet de
ments sont rares. décrire toutes les interactions des élec Quelle démarche

Ces fonctions de réponse sont dondrons secondaires qui “terminent” I'his- pour I'avenir ?
avant tout des relations empiriques, dangoire de la particule primaire. La modé-
lesquelles la taille de la cible (tableau etlisation de la trace met en jeu des sectiond Le choix entre dépbt d'énergie et cal-
figure 1) n’est pas un parameétre fixe, efficaces d’interaction. Elle offrira par cul de trace dépend avant tout de la
mais dépend de la corrélation obtenue exemple la possibilité de suivre la dis- nature des données biologiques a inter-
Ceci n'interdit pas d’interprétexr pos- tribution des distances entre collisions.préter. Le calcul de trace intéressera
teriori I'allure des fonctions de réponse Pour accéder a ces informations statisdavantage une démarche mécaniste, en
suivant le critére biologique et la taille tiques et les comparer aux dommages déournissant des données d’entrée a la
présumée de la cible, et de la relier a cerf ADN observés, une simulation est réa- modélisation, pour vérifier ou infirmer la
tains mécanismes de formation deslisée sur un grand nombre de traces. livalidité des hypothéses sur la nature des
Iésions comme, par exemple, l'interac- est en particulier intéressant d'étudier leslésions biologiques radio-induites. Le
tion de cassures simpbein de '’ADN  concentrations locales d’ionisations ou dépét d’énergie et les grandeurs déri-
ou la création simultanée de cassuresamas d'électrons secondaires (encadré 2yées s'inscrivent plus dans la représen-

munications intercellulaires compli-

double brin (figure 2). et la distribution spatiale de tels objets atation physique de I'efficacité biologique 31
I'échelle de 'ADN. en s’appuyant sur la corrélation entre les “g
Le calcul de trace : un outil Lutilisation d'un de ces parametres, données observées pour le systéme bio-

de recherche indispensable priori plus proche des dommages molé-logique et I'application visée. Un des
culaires initiaux, est séduisante. Par rap-attraits de la recherche en microdosi-

Le dépdt d’énergie ne suffit pas pour port au calcul du dép6t d’énergie ou demétrie est sans doute de faire appel a ces
comprendre d’emblée les mécanismeda dose absorbée, elle pourrait conduiredeux démarches. Cependant, le défi des
de formation des lésions, d'ou l'intérét a un “concept unifié” plus fondamental. années a venir reste la possible remise
d’'une approche phénoménologique, Cette approche est cependant limitée paen question du concept de cible d'un
certes plus réductrice et de portée pluda fiabilité des calculs en raison desrayonnement. Elle pourrait amener a
limitée. Les effets importants induits incertitudes sur les données physiquesevoir profondément les modeles de
par des rayonnements dont le parcoursle base et de la complexité du milieureprésentation ainsi que la facon d'inter-
moyen est de 'ordre du nanométre biologique. Néanmoins, le calcul de tracepréter les données physiques. e
(L nm = 109m) illustrent les limites de permet de mieux comprendre les méca-

cette approche. Pour des électrons deismes d’action du rayonnement. La Pascal Pihet
trés faibles énergies (inférieures a 1 keV)capacité grandissante de la modélisation Département de protection de la santé
en particulier, la courbe dose-effet peuta prendre en compte les phénomeénes de ’homme et de dosimétrie
sous certaines conditions étre semblablgohysiques initiaux et le transport des Institut de protection

a celle obtenue pour des particules deespéces chimiques créées représente ici et de s(reté nucléaire
hautTLE, ce qui conduit a s’interroger un atout précieux. Toutefois, les com- Fontenay-aux-Roses
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La cellule réagit immédiatement a |'atteinte de son ADN, dans les minutes, les heures et les jours
qui suivent l'agression. Elle a d’ailleurs I'habitude de réparer les erreurs de la nature. L'organisme
humain, qui renouvelle de I'ordre de 250 milliards de cellules chaque jour, n'est en effet pas a I'abri
d'erreurs dans la synthése des nouvelles molécules d’ADN. A ces erreurs spontanées s’ajoutent celles
provenant d’agressions physiques, chimiques ou thermiques, dont les rayonnements, d’origine natu-
relle ou non, font partie. Des systémes moléculaires plus ou moins complexes visant & maintenir
l'intégrité du patrimoine génétique sont donc présents au sein des cellules. L'existence de patholo-
gies humaines liées au dysfonctionnement de I'un ou l'autre de ces systémes a permis de les carac-

tériser et d’en souligner I'importance.

Dans le cas ot la cellule ne se divise pas, et si la lésion n'affecte qu'un seul brin de '’ADN, une
succession d'enzymes de réparation spécialisées élimine par coupure la séquence endommagée puis
utilise la séquence complémentaire présente sur l'autre brin comme modéle exact pour une resynthése
rapide et fidéle du morceau excisé. En revanche, en cas de cassure simultanée des deux brins, la
réparation est lente et rendue difficile par I'absence de modeéle : elle fait appel & plusieurs voies enzy-
matiques. La protéine p53, en particulier, interagit avec ces enzymes spécialisées pour faciliter la
réparation de ’ADN. Chez 'homme, de nombreux génes impliqués dans les différentes voies de
réparation sont mis en évidence par similarité avec ceux existant chez les bactéries ou les levures, voire
dans le régne végétal.

Dans le cas de cellules se divisant avec une fréquence élevée, un ralentissement du cycle cellulaire,
ou méme son blocage, survient. Son interruption permet a différents systémes de réparation de s'en-
clencher afin de restaurer, avec plus ou moins de fidélité, l'intégrité du matériel génétique avant I'étape
cruciale de la duplication du stock d’ADN. Le mécanisme de surveillance induit un arrét du cycle
en des points de contréle se situant 4 la transition entre une des phases de “préparation” et un des deux
temps “moteurs” du cycle, la duplication de 'TADN d'une part et la division de la cellule de I'autre. De
nouveau, la protéine p53 intervient pour “piloter” les génes engagés dans le contréle du cycle.

Si la réparation est inefficace face & des dommages de ’ADN trop importants, ou en I'absence d’ar-
rét du cycle cellulaire, la cellule se suicide. Cette mort programmée élimine de I'organisme des cel-
lules pouvant étre porteuses d’erreurs génétiques. Ce phénoméne naturel est également 4 la base de
changements morphologiques et physiologiques pendant la genése de I'embryon et au cours du déve-
loppement de I'individu. LA encore, la protéine p53 est impliquée. La mort de cellules irradiées
constitue donc un rempart 4 la prolifération de cellules anormales potentiellement cancéreuses.

L'évaluation quantitative d’anomalies chromosomiques et d’effets visibles liés notamment a la
dégradation de ’ADN au cours du suicide cellulaire offre, au niveau moléculaire, un indicateur bio-
logique des dommages induits et compléte ainsi les méthodes physiques de dosimétrie. Elle contri-
bue 4 évaluer plus précisément des effets dont les chercheurs s’attachent par ailleurs & mieux com-

prendre les causes.

Marie-Claude Gaillard
Institut national des sciences et techniques nucléaires

CEA/Saclay
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B rayonnement ionisant )

L évenement physigue
initiai

kesions molecudaires
{protéines, ADN, lipides)

CLEFS CEA - N° 43 - PRINTEMPS 2000




— & REPONSES PRECOCES ET PROCESSUS DE REPARATION

LES GARDIENS DU GENOME

Réparation des lésions de PADN
produites par les rayonnements
ultraviolets et ionisants

L’ADN contenu dans le noyau de chacune de nos cellules subit quotidiennement
des milliers de lésions causées par des agents potentiellement capables de moditier
I'information génétique, des rayons ultraviolets du Soleil aux rayonnements ioni-
sants, d’origine naturelle ou non. Cette information reste pourtant étonnamment
stable. De véritables “gardiens du génome” réparent efficacement et fidelement
I’ADN, a condition que la cellule ne soit pas dépassée par le niveau de I’agression.
Preuve de leur importance, des altérations des mécanismes de réparation sont a I’ori-
gine de syndromes extrémement sévéres. La défaillance d’un de ces gardiens du
génome, le géne OGG1, semble impliquée dans le développement de cancers. C’est
peut-étre une piste pour déceler une prédisposition aux cancers radio-induits ou cau-
sés par d’autres agents génotoxiques.

4 Expérience d’inactivation du
geéne OGGT chez la levure de
boulanger. Dans chaque boite,
dix millions de cellules ont
été étalées sur un milieu
nutritif contenant un anti-
biotique qui tue les cellules,
la boite A (a g.) correspon-
dant a une levure de réfé-
rence, la boite B (a dr.) a une
levure dont le géne OGGT a
été inactivé. Trois colonies,
représentant chacune la
descendance d’une cellule,
ont poussé dans la boite A, ce
qui signifie que trois cellules
étaient résistantes a I'anti-
biotique (mutantes). Soixante-
quatre colonies sont
dénombrées dans la boite B,
montrant que l'inactivation
du géne OGGT s’est traduite
par la multiplication d’un
facteur 21 (64/3) de la
fréquence de mutations.

A. Gonin/CEA
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Nécessité et mécanismes qui détectent les Iésions de I'’ADN et
de la réparation de 'ADN “d’équipes d’intervention” qui assurent
I'élimination de la |ésion et la reconstruc-
L' ADN est soumis a de multiples tion a l'identique (figure 1). Ces rbles sont
attaques, inévitables, de la part du miliedenus dans la cellule par lestéinesde
intracellulaire et de I'environnement. Cesréparation de I'ADN. Il s'agit d’enzymes
agressions provoquent la formation decapables d’agir avant sgplication dans
plusieurs milliers de lésions par jour etla cellule (encadré B,a réplication de
parcellule. Les espéces réactives de’ADN : une fidélité quasi parfaitg.
'oxygéne, produites par les cellules lors L'ADN réparé par excision et resyn-
de l'utilisation de I'oxygéne au cours dethése est identique a ce qu'il était avant la
la respiration et aussi, le cas échéant, pdormation de la Iésion. Il s’agit donc d’'un
laradiolyse de I'eau, sont susceptibles demécanisme conservatif, qui tend & préser-
générer des lésions de I’ADN. La lumiérever l'information génétique au fil des géné-
solaire est en partie composée de radiaations. L'existence et I'efficacité de tels
tions ultraviolettes qui altérent TADN mécanismes moléculaires expliquent com-
par action directe (UVB) ou indirecte ment 'ADN de la cellule peut préserver
(UVA) aprés excitation de molécules l'intégrité du message génétique au cours
réceptrices normalement présentes dardu temps. Il est important de noter que les
la cellule. LADN est également trés sen-mécanismes de réparation de '’ADN sont
sible aux attaques desyonnements trés semblables depuis ezctéries orga-
ionisantsd’origine naturelle (radioacti- nismes vivants les plus simples, jusqu’'a
vité terrestre et rayons cosmiques) et déhomme. Cette identité signifie que ces
ceux générés par I'activité humainemécanismes sont apparus tres tét au cours
(médecine nucléaire et, dans une trede I'évolution et souligne leur nécessité
faible mesure, production d’énergie).dans un monde vivant qui utilise 'ADN
Les mécanismes de formation et lapour stocker son information génétique.
nature des lésions induites dans I’ADN
ont été décrits dans le chapitre I. Le fait
gue I'ADN s’altere trés rapidement est
en contradiction apparente avec la sta-
bilité observée de I'information géné-
tique au fil des générations. En effet,
I'’étude des fréquences deutations
suggere une instabilité inférieure a une
erreur pour 10 milliards deucléotides
copiés, soit moins d’une erreur par géné-
ration dans ugénomehumain.

I Excision et resynthese

L'évolution a résolu ce paradoxe en
mettant en place des mécanismes de répa-
ration de '’ADN efficaces et fidéles. La
présence de Iésions induites par les rayon-
nements ultraviolets solaires ou ionisants
dans I’ADN est en effet un probleme
majeur pour la cellule, puisqu’elles peu-
vent conduire soit a la mort de la cellule,
soit a une altération du message génétique
(mutation). La réfection paxcisionet
resynthésest la voie principale de répa-
ration chez tous les organismes vivants.
Elle consiste a éliminer (excision) une
Iésion et a restituer I'information initiale
(resynthése). Ce mécanisme implique
I'existence “d’agents de reconnaissance”
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Figure 1. Réparation de
I'ADN par excision et resyn-
thése. Les enzymes de répara-
tion de 'ADN “travaillent”
en excisant, c’est-a-dire en
coupant de part et d’autre

de la lésion préalablement
reconnue, la séquence
endommagée sur I'un des
deux brins de 'ADN. Pour
reformer le fragment éliminé
tel qu’il était avant d’étre lésé,
il suffit de construire la
séquence complémentaire

de celle qui lui fait face sur
I'autre brin de 'ADN.

reconnaissance de la Iésion

v

v

excision de la Iésion
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Réparation de ’ADN
et maladies génétiques

L'importance des mécanismes de
réparation de 'ADN chez I'homme est
démontrée par I'étude de diverses mala-
dies génétiques comme xeroderma
pigmentosunle syndrome de Cockayne
ou I'ataxia telengiectasidl s'agit 1a de
maladiesautosomales récessivaares,
qui se caractérisent du point de vue cli-
nique par trois types d’'affections graves :
I'apparition précoce de cancers, un retard
mental et un retard du développement
physique. Elles sont extrémement
séveres dans la mesure ou, dans la majo-
rité des cas, les individus atteints meu-
rent avant I’dge adulte. Deux de ces
maladiesxeroderma pigmentosuet le
syndrome de Cockaynsont la consé-
guence directe d’'une déficience dans la
voie de réparation par excision et resyn-
thése des lésions induites dans '’ADN
par les radiations solaires UVB et de
nombreux agents chimiques cancéro-
genes. Le développement précoce des
cancers chez les patients souffrant de
xeroderma pigmentosuest la consé-
quence des mutations qui sont causées
par 'accumulation des Iésions non répa-
rées dans '’ADN. Ces mutations modi-
fient le fonctionnement de certaipsnes
et conféerent des propriétés de proliféra-
tion anormales aux cellulesutantes
Cette prolifération non programmeée peut
parfois donner naissance a une tumeur
cancéreuse (encadré 1). Dans le cas de
I"ataxia telengiectasides cellules des
patients sont hypersensibles aux rayon-
nements ionisants. Le défaut molécu-
laire responsable a été identifié sous la
forme de mutations dans le géne ATM.
Ce géne ne code pas directement une
protéine de réparation de I'’ADN, mais
participe a une voie complexe qui ren-
force l'efficacité des mécanismes de
réparation des lésions de I’ADN induites
par les rayonnements ionisants. L'im-
portance des mécanismes de réparation
de 'ADN a également été mise en évi-
dence chez la souris dont certains genes
peuvent étre expérimentalement inacti-
vés. Des études récentes montrent que
I'inactivation des génddAP1etPOLS
impliqués dans la voie de réparation par
excision et resynthése provoque la mort
embryonnaire précoce des individus qui




Y

Réparation de ’ADN et cancérogenese

La cellule dont I'’ADN a été endom-
magé peut avoir différentes desti-
nées. Dans la majorité des cas, TADN
est réparé fidelement et le pro-
gramme génétique est en mesure de
se dérouler normalement. Lorsque la
réparation est absente ou incomplete,
et selon la nature des lésions, la cel-
lule va mourir ou muter. Des muta-
tions dans des géenes qui gouvernent
le cycle cellulaire (encadré E, Le
cycle cellulaire : duplication sous

9.

réparation

prolifération
normale

prolifération
anormale

1

contrdle) vont conférer aux cellules
la propriété de proliférer de maniére
incontrolée et finalement aboutir au
cancer. Ce schéma illustre comment
la réparation de I’ADN contribue a
prévenir I'apparition des cancers
chez 'homme en éliminant les Iésions
induites par les rayonnements ou les
agents chimiques. C’est cette action
de prévention des altérations du mes-
sage génétique qui sous-tend le
concept de “gardien du génome”.

&

»
NNN

absence de réparation

cellule
mutante

cellulaire
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en sont porteurs. Il estimportant de noter
que ces genes ont leur équivalent dang
les cellules humaines.

Ces différentes observations confir-
ment que la réparation de I'’ADN est
nécessaire a la survie des organismes, en
particulier chez les mammiféres. La pré-
disposition au cancer des individus por-
teurs de génes de réparation de 'ADN
mutés suggere aussi que les mécanismes
de réparation jouent un réle essentiel dans
la prévention du processus chncéro-
genéseChez les patients atteints)dso-
derma pigmentosunte délai d’appari-
tion des tumeurs est réduit de plusieurs
dizaines d'années par rapport a la popu-
lation normale. Ceci permet d’introduire
le concept de gardiens du génome pour,
les protéines de réparation de 'ADN qui
assurent la stabilité de I'information
génétique et retardent ainsi 'émergence
des cancers chez 'homme (encadré 1).

Le gene OGGT1,
un gardien du génome

Le nombre des génes directement
impliqués dans la réparation de '’'ADN
chez les mammiféres pourrait étre de
I'ordre de plusieurs dizaines. Dans le
cas de la réparation par excision et resyn-
thése, la diversité réside principalement
dans I'étape initiale de reconnaissance
des différentes lésions. Il est remarquable
de constater que face a I'extraordinaire
variété des lésions générées dans 'ADN,
la cellule n’utilise qu’'un nombre res-
treint de protéines de réparation. En fait
la plupart d’entre elles sont polyvalentes
et reconnaissent plusieurs types de
Iésions. Les recherches menées dans les
laboratoires du Commissariat a I'éner-
gie atomiquedEA) en association avec
le Centre national de la recherche scien-
tifique (CNR9) portent en particulier sur
la réparation et I'impact biologiques
d’'une lésion radio-induite qui est répa-
rée par excision et resynthese, la 8-oxo-
7,8-dihydroguanine (8-oxoGua). Cette
modification de I’ADN provoque des
mutations qui se traduisent finalement
par le remplacement d’'une paea-
nine-cytosinepar une pairehymine-
adénine Une équipe mixteEA-CNRsa
isolé le geneDGG1codant la protéine
qui reconnait et excise cette Iésion chez
lalevure de boulangeiSaccharomyces
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Les quatre petits points
fluorescents indiquent I'em-
placement du géne OGG1
humain a I'extrémité du bras
court du chromosome 3
(région p). Cette localisation
est potentiellement impor-
tante dans la mesure ou des
réarrangements de cette
région sont fréquents dans
de nombreuses tumeurs
humaines, principalement
du poumon et du rein.

Ce résultat a été obtenu

en collaboration avec

le Dr. Chantal Desmaze
(Laboratoire de radiobiologie
et oncologie au
CEA/Fontenay-aux-Roses).

CEA-CNRS

cerevisiaeL'inactivation du gen®©GG1

de cette levure cause une augmentation
de linstabilité génétique qui est carac-
térisée par une fréquence de mutations
spontanées de 20 a 100 fois supérieure a
celle observée dans une levure de bou-
langer possédant cette fonction de répa-
ration de '’ADN. Cette instabilité se
caractérise par exemple par I'apparition
au sein d’'une population d’'un nombre
accru de cellules mutantes résistant a un
antibiotique.

V. Estiot/BSIP

D’une longueur totale d’environ deux
meétres, mises bout a bout, les molécules
d’ADN présentes dans le noyau de
chaque cellule humaine portent la totalité
de l'information génétique de I'organisme
sous forme de dizaines de milliers de
genes qui constituent son genome, soit
plusieurs milliards de paires de nucléo-
tides. Les génes ne sont pas des entités
visuellement individualisées mais une
suite d'informations, un programme d'ins-
tructions. En revanche, les chromo-
somes, qui en sont les supports, sont des
éléments parfaitement distincts, du
moins entre le moment de leur appari-
tion lors des premiéres phases de la divi-
sion cellulaire et celui de leur disparition,
une fois celle-ci terminée (voir I'enca-
dré E, Le cycle cellulaire : duplica-
tion sous contr6le). Chaque molécule
d’ADN portant les genes prend en effet
des aspects tres différents suivant le
moment du cycle ou elle est observée.
Avant la division cellulaire, elle apparait
comme une structure lache dispersée
dans le noyau. Ce n’est que lorsque la
division est sur le point de se déclencher
qu’elle s'enroule pour se transformer, a
I'aide de molécules associées, en une
structure compacte et ordonnée, les chro-
mosomes. Le complexe constitué par ces
molécules spécialisées (les histones

SRR
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Caryotypes humains, comprenant 46 chromosomes :
22 paires plus une paire de chromosomes sexuels,
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Les chromosomes, supports matériels des genes

ainsi que d’autres protéines chromoso-
miques) et ’ADN cellulaire est appelé
chromatine. Lassociation des histones
avec I’ADN produit les nucléosomes,
unités élémentaires de la chromatine.

BSIP
Les génes sont situés sur des bandes transver-
sales caractéristiques d’'un chromosome donné.

Pour former les chromosomes, de
longs morceaux d’ADN se trouvent
repliés suivant différents enroulements
successifs (schéma ci-contre) et pas seu-
lement a I'échelle de la double hélice.
Celle-ci s’enroule d'abord autour d'une
“perle” (7 a 10 nm de diameétre, un nano-

i X8 Ry )y
Al it W A

X et Y chez ’lhomme (en vert),
X et X chez la femme (en rouge).

J. Filipski, Institut Jacques Monod

métre = 109 m) composée d'un assem-
blage de huit molécules d’histones (1).
Le “collier de perles” ainsi obtenu se
contracte sur lui-méme par enroulement
pour devenir une fibre de 30 nm de dia-
metre (2). La fibre forme ensuite des
boucles de chromatine (3). Six de ces
boucles constituent a leur tour une
rosette (4). Ces rosettes sont rassemblées
pour donner une fibre de 300 nm, s’en-
roulant elle-méme pour créer un rouleau
(5) lors de la métaphase. La longueur
totale d’un chromosome humain est de
1000 a 10 000 nm. Le caryotype, qui cor-
respond a I'ensemble des chromosomes
d’une cellule en métaphase, comprend
pour I'espece humaine 46 chromosomes
(22 paires de chromosomes homologues
ou autosomes et 1 paire de chromo-
somes sexuels, XX chez la femme et XY
chez I'homme).

rouleau 5

boucle

La molécule d’ADN d’un chromo-
some contient trois séquences nucléo-
tidiques indispensables a sa réplication :
des “origines de réplication”, un cen-
tromere et des téloméres. Pour se
répliquer, une molécule d’ADN a en
effet besoin d’une séquence particuliére
qui marque le point de départ. Le cen-
tromere sert pour sa part a maintenir
ensemble les deux copies du chromo-
some dupliqué, appelées chromatides,
et a les attacher au fuseau mitotique
lors de la mitose, de sorte qu’une copie
soit distribuée a chaque cellule fille. Le
troisieme élément de séquence, situé
aux deux extrémités du chromosome,
est le télomeére. Sa fonction ? Eviter que
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la chaine d’ADN soit raccourcie a
chaque cycle de réplication. Périodi-
quement allongée par une enzyme, la
telomérase, cette séquence compense
la perte des quelques nucléotides
de 'ADN des télomeres et permet la
réplication d’'un chromosome dans sa
totalité.

Différentes techniques de coloration
permettent de faire apparaitre sur les
chromosomes des bandes transversales
caractéristiques de chacun d’eux. Les
bandes G distinguent les régions de
I’ADN riches en paires de nucléotides
adénine-thymine tandis que les bandes
R montrent celles riches en paires de
nucléotides guanine-cytosine. Les bandes
C marquent entre autres les centromeres.
Les génes sont situés sur les bandes G et
R. Les alleles d'un géne donné occupent
la méme position (locus) sur des chro-

chromosome

mosomes homologues, I'un d’origine
paternelle, I'autre d’origine maternelle.
Si les deux alleles sont identiques, I'indi-
vidu est dit homozygote pour ce type
de gene ; dans le cas contraire, il est dit
hétérozygote. Les deux alleles rem-
plissent une méme fonction, comme par
exemple la synthese d'une protéine. La
longueur d’un géne, entre quelques
dizaines et quelques milliers de paires de
nucléotides, dépend de la complexité de
la protéine qu'il détermine. L'expression
d’un gene donné nécessite soit la pré-
sence d’'un seul alléle de type dominant
sur l'un des deux chromosomes homo-
logues, soit celle de deux alleles de type
récessif sur chacun d’eux.
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fournir une réponse. Afin
de rechercher la pré-
sence de mutations dans
le géne, du matériel géné-
tique a été extrait de
tumeurs et de tissu sain
du méme patient. Aprés

amplifié le géne OGG1,
I’ADN, qui est naturelle-

chargé, est placé dans un
champ d’électrophorése
ou il migre, apparaissant
sous forme de bandes

Quel est le lien entre certains can-
cers humains et I'inactivation du gene
OGG1 ? L'étude de la
qualité du gene dans des
cellules tumorales peut

avoir spécifiguement

ment électriquement

blanches (figure). A un temps donng, si
I’échantillon est mutant (les deux

échantillon normal

que le gene OGG1 est muté.

La recherche des mutations d’OGG1
dans des tumeurs humaines

colonnes de droite) I’ADN ne migre pas
comme I’ADN normal (les deux

échantillon mutant

colonnes de gauche) : c’est la preuve

mutation, qui se traduit par une modi-

suffit a expliquer le non fonctionne-
ment de la protéine Oggl.

Il s’agit ensuite de caractériser la

fication de I'ordre des
bases (adénine, thymine,
guanine et cytosine)
constituant I'information
génétique contenue dans
I’ADN selon un code a 4
“lettres” (encadré A, La
molécule d’ADN, vec-
teur de I’hérédité). Ce
code peut étre décrypté
par la technique de
séquencage. |l apparait
ainsi qu’en troisieme posi-
tion la guanine (G) de
I’échantillon normal est
remplacée par une adé-
nine (A) dans I'échantillon
mutant. Cette modification

Coupes de poumon normal
(en haut) et d’une tumeur de
cet organe (en bas).

Coupes de rein normal

(en haut) et d’une tumeur de
cet organe (en bas).

al
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I De la levure a ’"homme

Bien entendu, il restait un pas essen-
tiel a franchir : le passage a 'lhomme. |l
I'a été par la méme équipe en 1997, date
a laquelle celle-ci a réalisé tdonage
du geneDGG1lchez 'hnomme et la sou-
ris. Le génedDGG1lestexprimé dans
tous les tissus humains analysés, ce qui
est compatible avec I'idée que sa fonc-
tion primordiale est d’éliminer les |ésions
résultant dumétabolismerespiratoire
de la cellule. Le gén®GG1lest situé
sur le bras court dthromosome3 chez
I’'homme. La localisation subcellulaire
de la protéine Oggl humaine a montré
une accumulation dans le noyau des cel-
lules, ou se trouve 'ADN. Le but de ces
recherches est d’élucider le réle biolo-
gique du gen®GG1lpar des études
chez 'homme et la souris.

Le geneOGGlest donc potentielle-
ment un des gardiens du génome qui, en
assurant I'élimination de Iésionsuta-
genesde I'ADN, retardent le dévelop-
pement de certains cancers chez
’homme. En conséquence, la perte de
ce gene pourrait favoriser la formation de
mutations et accélérer la cancérogenése
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A. Gonin/CEA

dans les organes cibles. Comment vali-prédisposition aux cancers radio-induits
der cette hypothese chez I'homme ? Siou imputables a I'exposition a des agents
des cancers sont associés a la perte dgenotoxiquesagissant également par
la fonctionOGGY, les chercheurs s’at- oxydation au niveau de '’ADN. D’'une
tendent a trouver des altérations de cananiere générale, la détection de muta-
géne dans I'’ADN des cellules tumorales.tions dans des génes de réparation pour
Ils ont donc entrepris I'analyse de la rait aider a définir les catégories de per-
“qualité” du géeneOGG1dans des sonnes auxquelles il serait conseillé de
tumeurs humaines du rein et du poumors’exposer le moins possible a certains
(encadré 2). Les résultats indiquent queagents de I'environnement naturel, pro-
dans le cancer du rein, environ 5 % dedessionnel ou sanitaire. o
tumeurs analysées présentent une muta-

tion dans le gén®GGL1 Ces données,

encore préliminaires, suggerent une cor-Serge Boiteux Juan Pablo Radicella
rélation entre certains cancers du rein et UMR217 CNRS-CEA Radiobiologie

l'inactivation du gén®©GGL1 moléculaire et cellulaire
et Sylvie Chevillard
Dépister des populations Laboratoire de cancérogenese
a risque ? expérimentale
A long terme, le statut du géasG1 Département de radiobiologie
pourrait étre étudié au sein de la popu- et radiopathologie
lation afin de définir d’éventuelles Direction des sciences du vivant
“populations a risque” présentant une CEA/Fontenay-aux-Roses
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Séquenceur automatique
d’ADN. Le gel échantillon est
introduit a l'aide d’une
seringue dans le séquenceur.
Chagque couleur sur I’écran
correspond a une base d’ADN
aprés analyse de la séquence.




— & REPONSES PRECOCES ET PROCESSUS DE REPARATION ——

DES BACTERIES RESISTANTES

Les étres vivants ne sont pas égaux face aux rayonnements ionisants. La palme de la
résistance revient sans conteste a certaines bactéries. La championne toutes catégories
supporte des doses de rayonnement dont un seul milliéme tuerait un homme !

Bactérie Deinococcus radio- treés faibles débits de dose sur le com
durans (longueur environ portement des bactéries. L'objectif es
3 micromeétres). e ze 1 .
ici d’étudier les conséquences de la pré
o000 sence de micro-organismes, tels que ces
9 bactéries, susceptibles de se développer
dans I'environnement de colis de déchets
faiblement ou moyennemerddioac-
tifs qui seraient placés dans un site d
stockage géologique.
d ¥ Ces expérimentations simulent diffé-
rentes conditions d&resspour les bac-
John R. Battista/LOUISIANA STATE UNIVERSITY térIeS, notamment |e rayonnement sous
un débit de dose proche du débit initia
Elle s’appelleDeinococcus radio- exceptionnelle a supporter I'action pro- d’'un colis de déchets de radioactivité
durans La particularité de cetteacté-  longée de I'oxygene, trés dommageablemoyenne confinés dans du bitume. Ainsij,
rie est de résister de fagon surprenantgour I’ADN. des micro-organismes ne manifestant
aux radiations : elle supporte en effet pas a l'origine de facteurs de résistance
desrayonnementsl 000 fois supérieurs I Des qualités biodégradantes particuliers vis-a-vis des rayonnements,

11°)

a ceux qui peuvent tuer un homme ! continuent a se développer, depuis plu
Déja, alors qu'unelosede 10grays L'industrie nucléaire essaie bien de 500 jours au début de I'année 2000,
(Gy) est mortelle pour I’homme, il faut entendu de tirer profit de ces travaux.en présence des éléments nutritifs néces
100 Gy pour tuer la bactérigscherichia  Une équipe américaine menée par Csaires, sous un rayonnement ayant u
coli. Deinococcus radiodurangsiste  C. Lange exploite ainsi les propriétés dedébit de dose d’environ 8 Gy/h, aveg
pour sa part a plus de 10 000 Gy ! Deinococcus radiodurandans le trai- unedose cumuléatteignant a cette date
Les raisons de la résistanceDei- tement de déchets radioactifs contenani.00 000 Gy.
nococcus radioduraresux rayonnements des solvants toxiques, organiques ou Méme si les bactéries présentes dans
sont doubles. Elle est d’abord dotée d’'unchlorés. La bactérie dégrade (pendantun stockage géologique sont “blindées]
systeme de réparation enzymatique deplus de 30 heures) le chlorobenzéne —contre les effets des rayonnements dans
° I’ ADN particuliérement efficaé® (voir ~ qu’elle utilise comme source de carboneces conditions, leunétabolismesemble
Les gardiens du génomeluste aprés et d’énergie —dans un milieu oudébit  peu préjudiciable au confinement des
I'irradiation, laréplication de TADN  de dosedes rayonnements est de 'ordre déchets radioactifs. L'équipe de Cadar
se bloque pour que la bactérie puisse utide 60 Gy/h, alors quescherichia colne  rache a montré qu’elles peuvent, au
liser un processus de réparation dit dese développe pas dans de telles condieontraire, réduire la mobilité desdio-
recombinaison multipleElle découpe tions d'irradiation. nucléidesen biodégradant les moléculeg
les morceaux intacts d’urhromosome Il n’est pas possible de parler de résis-avec lesquelles ceux-ci forment des com
endommagé et les recombine avectance ou de sensibilité des bactéries auyplexes chimiques. o
d’autres morceaux indemnes, reconsti-rayonnements — dire par exemple qu’une
tuant ainsi un chromosome fonctionnel. bactérie est tuée par une dose de 100 Gy
Elle possede d’autre part une capacitéou résiste a une dose de 10 000 Gy —
sans en préciser le débit de dose. Le
nombre des lésions dbsns de 'ADN
d’'une cellule bactérienne augmente en

7]

=)

(1) Le microbiologiste John Battista, décou-

vreur deDeinococcus radiodurappense effet considérablement en fonction de Marie Libert

que la bactérie, sur une Terre encore jeune, C€ debit. Département d’entreposage
a développé ce systeme pour réparer les Au cea/Cadarache, une équipe du et de stockage des déchets
dommages dus a la déshydratation, trés simi- |_ aboratoire comportement des colis et Direction du cycle du combustible
laires & ceux induits par Ies rayonnements. microhiologie a expérimenté l'effet de CEA/Cadarache
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