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Irradiation externe

. Dosimetrie biologique :

. décollement des couches
supérieures « stripping »
différenciees
. peu invasif
. possible a plusieurs endroits et
plusieurs temps



Modele :
keratinocytes humains
primaires,differenciés

en culture

Technique :
puces a ADN
pour faire un screening le plus
ouvert possible




Tests classiques : un gene, une
protéine marqueur

Premiere application a la dosimetrie biologique :
S Amundson, Rad Res, 2000
human lymphocytes



Gene expression
DNA
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Dose :
2 Gy, standard dose
dose per fraction / radiotherapy

Radiosensitivity
2 Gy Induced death
In 25 % of cells
radioresistant, out of cell cycle



Deux vagues de réponse

6 % des genes modifies

I Inductions 2 Gy
. Repressions
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Franco et al. , Rad Res, 2005



Quels genes?
3h : production d’énergie

Induction of energy producing pathways
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Repression of energy consuming pathways



Mesures d’ATP intracellulaire
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ATP: sighature précoce et tardive forte dose



Quels genes?
3h : différenciation

Induction of basal markers
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Marqueurs
dans |la peau
humaine?

Biopsies
irradiées 2 Gy
6 h




Retour au cycle cellulaire
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Time after irradiation

Analyse du cycle cellulaire des cellules HaCaT aprés marquage a l'iodure de propidium

Activated phenotype !



Modifications de la chromatine
Induction de I'histone H1

Normal epidermis 2 Gy 6h




Décompaction de la chromatine
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Decompaction - transcription activation




Conclusion
Kératinocytes
différenciés

radiorésistants
guiescents

marqueurs 2 Gy a 3 heures:
activation cellulaire

production d’énergie (ATP)

perte de différenciation (kératines, H1)

Lamartine J 2004
Franco N 2005



Marqueurs de faibles doses ?

Réponse des kératinocytes humains
différenciés

aune tres faible dose d’irradiation ionisante

10 mGy  Une source de *°Co, 550 KeV
Débit de dose : 3 mGy / min

Durée de l'irradiation : 4 minutes



Irradiation 2 Gy et 10 mGy, témoins

\ 3h 6h 15h 24h 48h 72h _
R

RNA (t)

|

Hybridation irradié (t) / non
irradié (t)

Analyse temps par temps



Réponses dose-speécifigues

2 Gy

2 Gy . 6 % des sondes, dont 370 spécifiques

10 mGy : 5 % des sondes, dont 214 specifiques



Analyse temps par temps : profils specifiques

Genes spécifiques 2 Gy .
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Qui sont ces genes ?

des facteurs de transcription
comme PHD finger ou GATA3

PHD finger

PHF10 1 cGy

T

3h

il
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@ Microarray
B QRT-PCR

S0

GATA3
Chef d’orchestre
de laréponse a 10 mGy

Franco, 2005
Bonin et al,
BMC Genomics 2009

Sighature moléculaire faible dose précoce



Qui sont ces genes ?

des genes du stress oxydatif, comme la
thioredoxine

TXNL 1cGY
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Qui sont ces genes ?

des genes du catabolisme cellulaire,
comme l'ubiquitine 2Br

UBE2B 1cGy

2,5

@ Microarray
m gRT-PCR

1,5

=
|

Expression Ratio

o
(63}
I
|

o

n

3h 6h 48h 72H

Signature moléculaire fd tardive



Conclusion
% kératinocytes différenciés

, marqueurs 10 mGy

précoces:
facteurs de transcription
stress oxydatif
= catabolisme

Franco N 2005
Bonin F 2009



Organisation hierarchique de | 'epiderme humain
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Cellules souches
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Microarrays : 2 Gy response

Gene response at 3 hours

Stem/progenitors
mmm)  APOptOSIs

stem

227 166 1
genes

DNA repair
XRCC5, RADS52,
RAD23B, XAB1, BCCIP

progenitors
4700 genes

mm=) Cell signalling
cytokines




Most significant network
in irradiated stem cells : apopotosis-inducing genes

Cénes reprimeés sterm 2 Gy vs - 2007-04-02 09:38 AM: Génes reprimes sterm 2 Gy vs 00y . xls
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extracellular

cytoplasm

Radioresistance
DNA repair M @ nucleus



Marqueurs 2 Gy
Cellules souches
et progeniteurs:

Cytokines
et facteurs de croissance



Liste de genes specifiques:
. aun état de différenciation

.aune dose

7 \

kits de PCR spécifiques =~ Puces de pronostic

-

test fonctionnel ATP




e points forts :
. faible quantité de matériel nécessaire
ARN de 5000 cellules
. reproductibilité des résultats
. technique tres robuste
. génome humain complet

* 'analyse globale est une technique adaptée
au screening et diagnostic

eS®
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