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Lors d’'une exposition accidentelle aux rayonnements ionisants, la reconstitution de la dose regue
aide les équipes hospitaliéres, en charge des patients irradiés, 2 adopter la meilleure stratégie
thérapeutique. Trois types de dosimétrie sont réalisés a cet effet: la dosimétrie clinique, la
dosimétrie physique et la dosimétrie biologique.

La dosimétrie clinique se base sur les symptomes précoces du syndrome des irradiés. La
dosimétrie physique, grice 2 la reconstitution de I'accident, permet d’évaluer la dose regue et sa
distribution dans tout 'organisme.

Par I'examen de certains paramétres biologiques, la dosimétrie biologique a pour objet, de
quantifier les dommages radio-induits grice a 'établissement d’une courbe de référence reliant
Pintensité du paramétre a la dose d’exposition. Contrairement aux autres types de dosimétrie, elle
permet d’estimer la dose regue dans les cas ou les symptomes cliniques sont inexistants et le port
du dosifilme non respecté. Actuellement, la seule technique qui présente une valeur médico-légale
reconnue, se base sur les effets dommageables des radiations ionisantes sur la molécule ¢’ ADN.
Elle consiste 4 dénombrer, dans les lymphocytes circulants, la fréquence d’aberrations
chromosomiques radio-induites de type instable (dicentriques et anneaux centriques) par la
technique de cytogénétique conventionnelle. Grace a des courbes dose-effet établies au
laboratoire, en reportant la fréquence de dicentriques en fonction du nombre de métaphases
observées, 'estimation de la dose regue corps-entier est ainsi réalisée. Validée par trente années
d’expérience, la cytogénétique conventionnelle est considérée comme I'indicateur biologique le
plus spécifique de I'effet biologique des rayonnements ionisants, et donne 'estimation de dose la
plus fiable en cas d’irradiation homogéne et globale. Néanmoins la plupart des accidents
d’irradiation sont hétérogenes et donc dans ce cas cette méthode présente certaines limites. C'est
pourquoi, dans le but d’évaluer le plus précisément la dose, il est nécessaire de prendre en compte
d'autres parameétres, cytogénétiques, biophysiques, et biochimiques, afin de rechercher de

nouveaux bio-indicateurs de dose. La dosimétrie biologique se doit donc d'étre
multiparamétrique.

Bien que PADN, support de 'information génétique, soit considéré comme la cible principale des
rayonnements ionisants par ses effets létaux et mutagéenes, un ensemble de travaux scientifiques
récents, y compris dans notre laboratoire, reconnaissent de plus en plus que la membrane

plasmique est aussi le siége de dégradations qui pourraient intervenir dans les phénomeénes de
mort cellulaire radio-induites.

En effet, la membrane plasmique est une interface entre le milieu extra et intracellulaire, et donc
son intégrité est indispensable a la survie de la cellule, mais aussi a I'intégrité fonctionnelle des
tissus. Sous I'action d’une irradiation, de part sa constitution riche en acides gras polyinsaturés,
elle est le lieu d’'une peroxydation lipidique responsable d'importantes modifications structurales

et tonctionnelles de ses propriétés biologiques. Les produits générés lors des réactions de
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peroxydation, hautement réactifs, peuvent contribuer aux dommages radio-induits d’autres
structures cellulaires. Ils sont susceptibles de diffuser dans la cellule jusqu’au noyau. Ces réactions

peuvent jouer un role dans le développement des effets des radiations sur la cellule.

Ainsi, ces considérations ouvrent de nouvelles perspectives de développement de bio-indicateurs
d’effets cellulaires.

Les membranes plasmiques ne sont pas des entités statiques, car ses constituants sont animés de
divers mouvements au sein de la bicouche. On parle alors de fluidité membranaire : propriété de
la membrane qui donne la possibilité a un constituant membranaire de se déplacer au sein de la
matrice lipidique. Des méthodes biophysiques permettent d’estimer la cohésion membranaire.
Les altérations de fluidité de I'environnement immédiat de sondes fluorescentes extrinséques
incorporées dans la membrane peuvent étre mesurées grace a la technique spectroscopique de
polarisation de fluorescence.

Cette méthode a fait 'objet de récents travaux au sein de notre laboratoire afin d’étudier les
altérations de fluidité membranaire radio-induites. Ces études ont montré que des modifications
des propriétés biophysiques de la membrane plasmique apres irradiation, étaient observables, i
uitr, sur différents modéles cellulaires (lymphocytes et membranes d’érythrocytes) pour des doses
comprises entre 0 et 8 Gy, doses compatibles avec nos préoccupations de dosimétrie biologique.
De plus, ces effets persistaient dans le temps, jusqu’a 24 heures apres irradiation. En parallele, des
expériences ont mis en évidence que les lymphocytes présentaient des variations de fluidité
membranaire en fonction de leur état cellulaire (viable, apoptose ou nécrose). Ces résultats
suggérent la possibilité de pouvoir utiliser ces modifications de la fluidité membranaire comme
bio-indicateurs d’effets cellulaires. Cependant, suite a ces précédents travaux, des questions

soulevées dans ces études restent a résoudre :

Quels sont les principaux mécanismes qui régissent les altérations radio-induites des
propriétés biophysiques de la membrane ?

Quelles sont les conséquences d'une irradiation sur les liens pouvant exister entre
modifications membranaires et mort cellulaire ?

® Dans la perspective de valider I'index de fluidité membranaire comme indicateur biologique
potentiel des effets des rayonnements ionisants, les observations réalisées jusqu’a présent 7z

uitro, sont-elles vérifiables sur des modéles in 2o ?

Afin de fournir des réponses a ces questions, le sujet de recherche faisant 'objet de la présente

thése a été divisé en deux aspects principaux :

6



Le premier aspect consiste 2 approfondir I'étude des mécanismes conduisant aux modifications
de la fluidité membranaire, et leurs conséquences, par des mesures biophysiques et biochimiques,
afin de mieux maitriser 'interprétation des phénomeénes observés.

Le deuxiéme aspect a pour objectif d’évaluer I'index de fluidité membranaire comme indicateur

biologique potentiel des effets des rayonnements ionisants en cas de suspicion d’irradiation.

Nous avons, tout d’abord, rappelé et rassemblé principalement les données essentielles (chapitre
1) sur les effets d’'une irradiation sur les constituants membranaires et sur 'intégrité membranaire,
sur les mécanismes de défenses anti-oxydantes et de réparation membranaire, et sur le role de la
membrane dans la mort cellulaire radio-induite. Ces rappels mettent en évidence I'absence
d’étude sur les liens susceptibles d’exister entre modifications radio-induites des propriétés
biophysiques de la membrane, et d’'une part la structure moléculaire des composés membranaires,
et d’autre part la mort cellulaire. Puis, nous avons résumé I'ensemble des matériels et méthodes
utilisés dans cette étude (chapitre 2).

La démarche de notre sujet de thése a été la sutvante.

Ce travail a consisté, tout d’abord, 2 comprendre, sur des modeéles 7z ztr, les interconnexions
entre altérations radio-induites de fluidité membranaire et composition en lipides membranaires
(chapitre 3). Nous nous sommes également interrogés sur le role des modifications des propriétés
biophysiques de la membrane, suite 4 une exposition aux rayonnements ionisants, dans les
processus de mort cellulaire radio-induite. A cet effet nous avons utilisé une technique
permettant de mesurer simultanément Iétat de mort cellulaire, et I'évolution de la fluidité
membranaire a 'aide de sondes fluorescentes permettant de cibler la mesure des perturbations de
fluidité membranaire 4 différentes profondeurs de la membrane.

Puis, nous avons étudié les interconnexions entre altérations radio-induites de fluidité
membranaire, composition en lipides des membranes et stress oxydatif, sur un modele 7z o : le
rat (chapitre 4). Nous avons alors sensibilisé les membranes plasmiques a la lipoperoxydation en
diminuant artificiellement la capacité de défense anti-oxydante et en modifiant la composition en
acides gras des lipides. Nous avons ainsi €laboré des régimes alimentaires permettant d’étudier ces
différents parametres.

Enfin, la derniére partie de ce travail a été consacrée a 'étude de la validation des dommages
membranaires radio-induits comme bio-indicateurs potentiels des effets cellulaires de I'irradiation
(chapitre 5). Précédemment, toutes ces observations avaient été réalisées sur des modéles in .
Notre objectif a donc été de poursuivre ces recherches sur des modeles iz #vo, notamment sur

deux modeles animaux (le rat et le singe), puis d’étendre ces travaux a "THomme.
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I. Les rayonnements ionisants

Depuis la découverte de la radioactivité 4 la fin du 19 “™ siécle, les propriétés des rayonnements
ionisants sont utilisées dans de nombreux secteurs d’activité : P'industrie civile et militaire, la
recherche et la médecine. Parallélement a cet essor, une nouvelle discipline, la radiobiologie, s’est

développée. Elle permet de comprendre quels sont les effets biologiques des interactions de la

matiére vivante avec les rayonnements ionisants.
L.1. Les différents types de rayonnements ionisants

1.1.1. Définition des rayonnements ionisants

Les rayonnements qui sont suffisamment énergétiques pour ioniser les atomes de la matiére sont
appelés rayonnements ionisants. Ils trouvent leur origine dans un phénomene physique appelé la
radioactivité. Certains atomes comportent des noyaux instables (ou radionucléides) car leur
nombre de nucléons ne vérifie plus les lois de la stabilité. Il se produit alors une désintégration
spontanée, avec dégagement d’énergie qui aboutit a la formation de nouveaux nucléides. Ce
retour a une configuration plus stable s’accompagne de 'émission d’un ou plusieurs types de
rayonnements ionisants. Ce processus est alors appelé radioactivité. C’est un phénomeéne naturel.
Les rayonnements ionisants se séparent en deux principales classes selon le type d’interaction

avec la matiére : les rayonnements électromagnétiques et les rayonnements « particulaires ».
I.1.2. Le transfert linéique d’énergie (TLE)

Les rayonnements 1onisants cedent toute ou une partie de leur énergie, au milieu qu’ils traversent,
de maniere discontinue et aléatoire le long de leur trajectoire. Afin de quantifier ces dépots
d’énergie réalisés a I'échelle microscopique, en un point de la trajectoire de la particule, il a été
défini une grandeur appelée : le transfert linéique d’énergie ou TLE. C'est I'énergie d’une particule
transférée au milieu par unité de longueur. Elle s’exprime en keV/pm.

Les rayonnements qualifiés de TLE faible ont des trajectoires de particules a faible densité

d’'ionisations par opposition aux rayonnements de TLE fort dont la trace est constituée de
particules a forte densité d’ionisations.
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I.1.3. Les rayonnements « particulaires »

Les rayonnements particulaires sont composés de particules chargées positivement (les positons,
les protons, les ions alpha ou les ions lourds), négativement (les électrons) ou non chargées (les
neutrons). Ils constituent I'essentiel des rayonnements cosmiques. Ces rayonnements (exceptés

les neutrons) interagissent avec la matiére en induisant directement sur leur trajectoire I'ionisation
(et 'excitation) des atomes du milieu qu’ils traversent.

1.1.3.1. Le rayonnement neutronique

Le neutron, particule non chargée, n’est arrété que par collisions avec les noyaux des atomes du
milieu qu’il traverse. La pénétration du rayonnement dépend de I'énergie des neutrons dont le
TLE est élevé. Son parcours dans I'air peut aller jusqu’a 100 m et dans P'eau jusqu’a 1 m, pour des
particules d’énergie comprise entre 0 et 10 MeV. Une forte épaisseur de béton, d’eau, ou de
paraffine, les arréte. Ce sont les matériaux constitués d’éléments légers (par exemple 'hydrogene),

dont la masse du noyau est proche de celles des neutrons, qui forment les écrans les plus
efficaces.

1.1.3.2. Le rayonnement alpha

Il est constitué de noyaux d’hélium de masse « importante » par rapport a celle des électrons.
C’est donc un rayonnement a fort TLE, dont la trajectoire dans la matiére est quasi-rectiligne. Il
est trés peu pénétrant car il céde toute son énergie sur un faible parcours. Son parcours dans Pair
est de 2 2 8 cm et dans I'eau de 20 a 100 um, pour les particules d’énergie comprise entre 3 et 9
MeV. Dans le cas d’une exposition  des radionucléides qui sont émetteurs alpha (Pu®), le risque

biologique est donc principalement celui d'une exposition interne.

[.1.3.3. Le rayonnement béta

1l se compose soit d’électrons, soit de positons. Ce sont des particules faiblement ionisantes. Elles
parcourent une trajectoire d’autant plus sinueuse que leur énergie est faible. Son parcours dans
lair peut aller jusqu’a 12 cm et dans P'eau est de quelques mm, pour les particules d’énergie
comprise entre 0 et 3 MeV. Elles sont arrétées par quelques métres d’air, une feuille d’aluminium

ou sur quelques millimeétres d’épaisseur dans les tissus biologiques.
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I.1.4. Les rayonnements électromagnétiques

Les rayonnements électromagnétiques, peuvent étre utilisés en médecine pour le diagnostic
comme les rayons X, ou émis par des atomes radioactifs naturels ou artificiels tels que les
rayonnements gamma. Ils ont la particularité d’interagir avec la matiére en induisant
indirectement sur leur trajectoire ionisation des atomes du milieu. Ces corpuscules non chargés
produisent des ionisations (et des excitations) par lintermédiaire de particules chargées
(électrons) qu’ils mettent en mouvement au sein du milieu qu’ils traversent. Les neutrons,

particules non chargées, interagissent de la méme maniére avec la matiére en induisant la mise en
mouvement de protons secondaires.

I.1.4.1. Le rayonnement gamma

De TLE faible, il est trés pénétrant car constitué de photons. Il peut parcourir plusieurs centaines
de métres dans l'air. Pour larréter, il est nécessaire d'utiliser d’épais écrans de plomb ou de

bétons. Les photons de haute énergie (> 100 keV) ont un TLE plus faible que les photons de
faibles énergie (< 100 keV).

1.1.4.2. Le cobalt-60 et le césium-137

Les principales sources de rayonnements utilisées dans les irradiateurs sont deux sources
émettrices gamma : le cobalt-60 et le céstuum-137. Le cobalt-60, de période 5,271 ans, se
désintegre en émettant successivement deux photons gamma d’énergie respective : 1,17 MeV et
1,33 MeV (figure 1). Le césium-137, de période 30 ans, retrouve son état fondamental en
produisant un rayonnement gamma d’énergie égale a 0,662 KeV (figure 1).

“Co BCs
(5.2712) B —3(99 “ (302) B (92 %)
[ 1,17 MeV (8 %) — ""Ba
o 1,33 MeV “'Ba  GRehs

Figure 1: Schémas de décroissance du cobalt-60 (*?Co) et du césium 137 (%7Cs).
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[.2. Les grandeurs définies en radiobiologie

1.2.1. La dose absorbée (D) et le débit de dose absorbé

Elle est définie par la quantité d’énergie cédée au milieu, en un point, par unit¢ de masse.
L’énergie cédée est celle mise en jeu lors des ionisations, excitations et transferts thermiques
produits dans le milieu concerné. En raison de la nature discontinue des événements qui
aboutissent au dépot d’énergie, la dose n’a une signification que si la masse considérée est
suffisamment grande pour négliger les fluctuations statistiques appréciables sur le nombre de
particules la traversant et sur 'énergie qu’elles y déposent. Elle représente la densité massique de
Iénergie absorbée en un point du milieu. Son unité est le gray (Gy) qui correspond 2 une énergie
déposée de un joule par kilogramme de matiere (1 Gy = 1 J/kg).

Le débit de dose correspond 2 la durée de I'exposition, Cest a dire a 'énergie déposée par unité

de masse et de temps. Il est exprimé en gray par seconde (Gy/s).

1.2.2. L'efficacité biologique relative

La dose absorbée permet de quantifier I'effet physique produit par une irradiation et donc
d’estimer l'effet biologique généré. Plus la dose est élevée, plus cet effet est accru. Cependant,
Peffet biologique est fonction de I'absorption d’énergie par des structures cellulaires de petites
dimensions. C’est 4 dire qu’il dépend de la nature et de I’énergie des particules ionisantes. Leffet
biologique dépend donc du TLE du rayonnement considéré. Ainsi les protons et les particules
alpha sont, a dose absorbée égale, plus dangereuses que les rayons X ou les rayons gamma.

C’est pourquoi, en radioprotection, aux valeurs de TLE sont associés des facteurs de pondération

radiologique permettant de rendre compte de la différence defficacité biologique des
rayonnements ionisants (cf ci-dessous).

LIEBR est une grandeur sans unité permettant de comparer lefficacité biologique d’un
rayonnement étudié avec celle d’'un rayonnement de référence.

L’EBR; d’un rayonnement i donné par rapport a un rayonnement j de référence est égal au
rapport des doses absorbées du rayonnement de référence D, et du rayonnement considéré D,

correspondantes a l'obtention d’'un méme effet biologique.
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EBR = 2

Le rayonnement de référence  est soit celui du cobalt-60, soit celui des rayons X de haute énergie
(> 1 MeV).

1.2.3. La dose équivalente (H)

Contrairement 2 la dose absorbée, la dose équivalente (Hy) tient compte des différences d’effets
observées selon le type et I'énergie des rayonnements ionisants. Pour cela des facteurs de
pondération radiologique (W) ont été introduits. Ces facteurs ont été calculés a partir
d’expériences radiologiques qui se basent sur FEBR (tableau 1). Ils traduisent 'action moyenne

des rayonnements ionisants sur un tissu ou organe.

Nature du rayonnement Energie W.
Photons Toutes les énergies 1
Electrons Toutes les énergies 1
< 10keV 5
10 keV a 100 keV 10
Neutrons 100 keV a 2 MeV 20
2 MeV 2 20 MeV 5
> 20 MeV 5
Protons >2 MeV 5
Particules alpha
Fragments de fission 20
Noyaux lourds

Tableau 1 : Facteurs de pondération pour les différents rayonnements d’apres la CIPR 60.

La dose équivalente est calculée en sommant toutes les composantes du champ de

rayonnements :

Hr :ZWR -Drr
R

Dry représente la dose de rayonnement R absorbée par 'organe T. La dose équivalente est
exprimée en sievert (Sv).
La dose délivrée exprimée en sievert permet d’évaluer le risque pour la santé, quel que soit le type

de rayonnement ionisant engaggé.
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1.2.4. La dose efficace (E)

La dose efficace permet d’estimer le risque total d’effets stochastiques résultant de 'exposition de
plusieurs organes ou tissus de radiosensibilité différentes. Les effets aléaoires (ou effets
stochastiques) sont les effets de I'irradiation dont la probabilité d’apparition, et non la gravité,

dépend de la dose et pour lesquels il n’existe pas de dose seuil (induction des cancers et des effets
héréditaires). La dose efficace est exprimée en sievert.

E=Y Wr-Hr
T

W; est le facteur de pondération tissulaire. Il a été calculé en considérant le rapport de la
probabilité d’induire des effets aléatoires suite a Pexposition d’un tissu, sur la probabilité totale
d’induire des effets aléatoires résultant d’une irradiation totale (tableau 2) ; la somme des W étant
égale a 1.

Le tissu ou organe intitulé «reste de l'organisme » est composé des capsules surrénales, du
cerveau, de la partie supérieure du gros intestin, de Pintestin gréle, des reins, des muscles, du

pancréas, de la rate, du thymus et de l'utérus.

Tissu ou organe Wr
Thyroide 0,05

Sein 0,05
Poumon 0,12
(Esophage 0,05
Estomac 0,12

Foie 0,05

Colon 0,12

Vessie 0,05
Gonades 0,2

Peau 0,01

Moelle osseuse rouge 0,12
Surfaces osseuses 0,01
Reste de Porganisme 0,05

Tableau 2 : Facteurs de pondération pour les différents tissus d’aprés la CIPR 60.

Cette notion s’applique 2 lirradiation interne et externe, et aux expositions globales et partielles.
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1.3. Les sources d’exposition aux rayonnements ionisants

L’'Homme est exposé a différentes sources de rayonnement qui sont classées en deux types
principaux : Pexposition d’origine naturelle et 'exposition d’origine artificielle (principalement
d’origine médicale et industrielle). La figure 2 résume la part de chaque exposition en se basant
sur les doses efficaces annuelles moyennes délivrées aux individus du grand public recueillies par
PUNSCEAR 93 (UNSCEAR).

Origine industrielle Origine naturelle
0,01 mSv (,3%) /2,38 mSv (66,3%)

Origine médicale
1,2 mSv (33,4%)

Figure 2 : Proportion des différentes sources d’exposition d’aprés 'UNSCEAR (1993). Les pourcentages sont
calculés 2 partir de la dose efficace annuelle moyennée pour I'adulte.

1.3.1. Les sources d’irradiation naturelles

Depuis toujours 'Homme est exposé aux rayonnements ionisants émis par les sources
d’irradiation naturelle. La part de 'exposition naturelle dans 'exposition globale de 'Homme est
la plus importante (figure 3) parmi les autres sources d’irradiation. L’exposition externe a pour
origine d’une part les rayonnements cosmiques provenant du soleil et des galaxies ; d’autre part
les rayonnements telluriques générés par des radionucléides primordiaux constituants la croute
terrestre (potassium 40, thorium 232, uranium 238). Ce type d’exposition dépend de la situation
géographique et principalement de la composition géologique des sols. Quant a I'exposition
interne, elle provient de [Pinhalation (radon 222) ou de lingestion (potassium 40) de
radionucléides présents dans l'air ou dans I'alimentation, mais aussi des radionucléides naturels

présents dans Porganisme humain. La part des différentes composantes de I'irradiation naturelle
est résumée figure 3,
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Rayonnements telluriques
0,46 mSv (19,3 %)
Radon et ses descendants
L3 mSv (546 %) \Q T /

Rayonnements cosmiques
0,39 mSy (16,4 %)
Radionucléides dans I'organisme
0,23 mSv (9,7 %)

Figure 3 : Principales sources d’irradiation naturelles d’aprés PUNSCEAR 1993. Les pourcentages sont
calculés 4 partir de la dose efficace annuelle moyennée pour I'adulte.

1.3.2. Les sources d’irradiation médicales

L’exposition médicale résulte de I'ensemble des actes de radiodiagnostic, radiothérapie et
médecine nucléaire pratiqués sur les individus d’une population. Elle représente 1,2 mSv/an, soit
50% de lirradiation naturelle. Pour la population, la source d’exposition d’origine artificielle la
plus importante est celle due a Pexposition médicale. Sa composante principale (1 mSv/an)
résulte du radiodiagnostic (mammographie, radiographie dentaire etc.). La dose efficace moyenne
annuelle due a la radiothérapie est extrémement faible: 0,01 uSv/an. La contribution a
Pexposition médicale de la médecine nucléaire est de 0,1 mSv/an. Quant 2 la curiethérapie, sa

dose efficace moyenne annuelle est équivalente a celle due 2 la médecine nucléaire.
I.3.3. Les sources d’irradiation industrielles

Les rayonnements ionisants sont impliqués dans deux types d’activité industrielle : P'industrie
électronucléaire et les industries non électronucléaires. Le risque d’exposition d’origine
industrielle du grand public provient essentiellement des industries du cycle du combustible
nucléaire. Pour les autres applications industrielles, le risque est essentiellement d’origine
professionnelle.

1.3.3.1. L’industrie électronucléaire
Ce sont les rejets dans 'environnement d’effluents trés faiblement radioactifs produits par les
centrales nucléaires et les usines de retraitements des combustibles irradiés qui peuvent soumettre

le grand public 2 une éventuelle exposition. Les limites de ces rejets sont fixées a des valeurs
d’exposition ne présentant pas de risques pour la population. Ces limites sont évaluées a partir
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des données concernant ces rejets et les chaines alimentaires en utilisant des modéles de
simulation de transfert. D’aprés FUNSCEAR 93, la dose efficace moyenne annuelle en bordure
d’installation représente 0,04 2 8,4 % de 'exposition naturelle.

1.3.3.2. L’industrie non électronucléaire

Les industries non électronucléaires emploient des sources de rayonnements scellées et non
scellées pour la conduite de processus ou le contrble de qualité.

Par exemple, en radiographie, des radionucléides (cobalt-60, iridium-192, générateurs de rayons
X) permettent de détecter la présence éventuelle d’'imperfections, de vides ou de corps étrangers
dans un échantillon.

Les jauges industrielles qui servent 2 déterminer I'épaisseur, la densité ou la teneur en humidité
des matériaux pendant la fabrication ou immédiatement aprés, mais aussi a surveiller le niveau de
remplissage de cuves ou de réservoirs, utilisent des sources de rayonnements ionisants
(stronttum-90, americtum-241, césium-137).

Des radionucléides de haute activité sont employés pour la stérilisation de fournitures médicales
et la conservation d’aliments (cobalt-60, césuim-137).

1.3.4. L’exposition d’origine professionnelle

C’est I'exposition des travailleurs 2 des rayonnements ionisants dans le cadre de leur activité
professionnelle. Elle est principalement de type externe, Pexposition interne a pour origine
essentiellement la présence de radon sur le lieu de travail.

Les professions présentant un risque d’exposition a une source artificielle de rayonnements
ionisants sont : le radiodiagnostic (médical, dentaire et vétérinaire), la radiothérapie, I'utilisation de
sources non scellées (médecine nucléaire, radioanalyse, recherche biomédicale), les applications
industrielles et de recherche de radionucléides.

Les professions présentant un risque d’exposition 2 des sources naturelles de rayonnements
ionisants sont : le personnel travaillant dans un lieu susceptible de présenter une concentration

élevée de radon (mines, stationnements, tunnels etc.), le personnel naviguant sur des vols long
courrier, et les spationautes.

II. L’accident radiologique

Des personnes peuvent étre irradiées accidentellement dans différentes circonstances qui

n’incluent pas toujours les installations nucléaires ou civiles. Les principales sources de
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rayonnements mises en cause sont, soit des sources industrielles (gammagraphie, irradiateurs),
soit des sources médicales (radiothérapie). Les catégories de personnels concernées sont celles
des travailleurs et du public (sources égarées). Depuis la fin des années cinquante, environ trois
cents accidents dus a des sources de rayonnement ont été répertoriés au niveau mondial. Plus de
mille accidentés et une soixantaine de décés ont été recensés pour les accidents déclarés. Les

causes principales de la survenue de ces accidents sont principalement le non respect ou la
méconnaissance des regles de sécurité et I'erreur humaine.

II.1. Le syndrome d’irradiation aigué (SIA)

Le syndrome d’irradiation aigué est la combinaison de symptomes qui surviennent lors d’une
irradiation globale (ou corps entier). Il se développe par étapes successives sur des périodes allant
de quelques heures a plusieurs jours. Ses symptomes se composent de tous les signes cliniques et
paracliniques apparentés aux lésions morphologiques ou a l'affaiblissement fonctionnel des
différents organes exposés aux radiations ionisantes. La sévérité du syndrome dépend non
seulement de la dose totale absorbée, de I'intensité et de la durée de l'irradiation, mais aussi de la
distribution de l'irradiation sur tout le corps. En général, une dose délivrée sur une partie du
corps est moins délétére que la méme dose appliquée sur le corps entier. Egalement, une dose

distribuée dans le temps est moins nocive que la méme dose délivrée instantanément.

Lors d'une irradiation corps entier aigué, les lésions organiques du SIA les plus significatives
affectent principalement la moelle osseuse, le systéme gastro-intestinal, les gonades et la peau, le
systéme pulmonaire, le systéme cardiovasculaire, le systéme nerveux central. Les symptomes et
les signes paracliniques résultant du disfonctionnement de ces organes constituent le SIA. Les
nombreux tissus du corps présentent différents degrés de sensibilité 2 une exposition aux
rayonnements ionisants. La moelle osseuse est le tissu le plus radiosensible, suivi du systéme
gastrointestinal. Le systéme nerveux central est caractérisé par sa radiorésistance au niveau
organique et par sa grande radiosensibilité¢ au niveau fonctionnel. Cette variabilité dans la
sensibilité aux radiations explique que les signes et symptomes se déroulent en trois étapes
successives : une phase initiale ou prodromique qui se développe dans les premiéres heures aprées
une exposition, une phase de rémission relativement asymptomatique et une phase patente aux
niveaux cliniques et paracliniques. La mort ou le rétablissement se produit dans les huit semaines
aprés I'exposition, ils sont fonction de la dose délivrée et de la susceptibilité individuelle. Des

séquelles peuvent se développer a moyen ou long terme.
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11.2. Les différents types de dosimétrie

Le SAI peut selon la dose absorbée engager le pronostic vital. Il est donc essentiel que les
facteurs de pronostics soient connus le plus précocement possible afin d’assurer la meilleure prise
en charge possible des patients. C’est pourquoi trois types de dosimétrie ont été développés afin
d’estimer la dose recue et sa répartition. Ces évaluations de la dose absorbée et de la topographie

de lirradiation permettent de diagnostiquer I'ampleur du SAI et ainsi aident 'équipe soignante a
établir la stratégie thérapeutique la mieux adaptée.

11.2.1. La dosimétrie clinique

Elle consiste a observer la cinétique d’apparition des symptomes cliniques caractéristiques du
SAL Les signes cliniques accompagnant la phase initiale (tableau 3) et leur délai de survenu sont
des éléments essentiels qui permettent de déterminer un intervalle de dose, et donc de mettre en

place les modalités de prise en charge de I'accidenté.

Délai d’apparition Symptomes i
dose (Gy)
T Etat de chc'n:, ?ign:es neuro.logiquc?s (désoﬂenfation, D > 15 Gy
obnubilation, convulsions), signes cutanés
Moins d’1 heure Erythéme, diarrhées D>4Gy
Moins de 3 heures Nausées, vomissements, asthénie intense D>1Gy

Tableau 3 : Critéres cliniques de tri.

I1.2.2. La dosimétrie physique

Elle fournit une estimation de la dose recue et de sa distribution dans P'organisme. Deux
approches complémentaires peuvent étre envisagées dans le cas d'une reconstitution
dosimétrique. La premiére est une reconstitution par le calcul qui permet d’estimer les
distributions de doses dans un modéle anthropomorphe numérique réaliste, positionné dans
Penvironnement de I'accident. La deuxiéme est une reconstitution expérimentale réalisée dans les
circonstances aussi proches que possible de 'accident, a I'aide de mannequins en matériaux
« équivalent tissu» et de dosimetres adaptés au type de rayonnement. La dosimétrie physique
peut donc nous informer sur lirradiation du compartiment médullaire qui est un paramétre

essentiel dans la prise en charge médicale et le traitement du patient.
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I1.2.3. La dosimétrie biologique

La dosimétrie biologique a pour objet, par I'examen de certains paramétres biologiques, la
quantification des dommages radio-induits et leur localisation dans organisme. A cet effet, il a
donc été nécessaire de développer des bio-indicateurs de dose. Les caractéristiques principales

d’un dosimetre biologique sont énumeérées dans le tableau 4 :

» Relations dose-effet ;

e Facilité d’obtention et de dosage ;

> Spécificité de I'effet dii aux rayonnements ionisants ;
r Reproductibilité, sensibilité, et stabilité dans le temps ;
» Possibilité de traiter un nombre suffisant de cas ;

> Capacité de s’adapter aux différents types d’exposition ;
> Reconstitution a posteriori de 'exposition.

Tableau 4 : Caractéristiques principales d’un dosimeétre biologique.

Les analyses reposent actuellement sur la technique de cytogénétique conventionnelle qui est la
seule technique aujourd’hui reconnue ayant une valeur médico-légale. Elle permet de visualiser et
de dénombrer, dans les lymphocytes du sang périphérique, aprés une phase de culture de 48
heures, les aberrations chromosomiques de type instables (dicentriques, anneaux centriques,
fragments) induites par les rayonnements ionisants. La fréquence des anomalies observées est
rapportée a une dose équivalente pour le corps entier, par la lecture de courbes dose-effet établies
pour différents types de rayonnements et différents débits de dose, a partir du comptage des
anomalies dans des lymphocytes provenant d’échantillons sanguins irradiés iz vitro. Mats, la
technique de cytogénétique conventionnelle ne permet pas de répondre efficacement a toutes les
circonstances accidentelles, notamment dans le cas des irradiations hétérogénes ou/et anciennes.
C’est pourquoi de nouvelles techniques sont développées afin de rechercher de nouveaux bio-
indicateurs qui sont basées sur les lésions radio-induites au niveau de la molécule '’ ADN. Ces
nouvelles méthodes sont :

Les micronoyaux qui sont la résultante d’anomalies chromosomiques (fragments ou
chromosomes entiers) non incorporées dans les cellules filles lors de la division cellulaire. Cette
technique, plus rapide que la technique de cytogénétique conventionnelle mais moins sensible,
permettrait de répondre au probleme du délai de réponse dans le cas d’un tri sur un grand
nombre d’individus potentiellement irradiés.

Le FISH (Hybridation Fluorescente iz sits) qui présente I'avantage de détecter les aberrations
aussi bien stables (translocations et insertions) qu'instables. Cette technique permettrait donc

d’envisager une dosimétrie biologique dans le cas des irradiations anciennes.

22



Les expertises réalisées sur les travailleurs de 'industrie mettent en évidence une des limitations
de la cytogénétique conventionnelle qui concerne les irradiations localisées. Les suspicions
d’exposition accidentelle concernent souvent les extrémités des membres. Dans ces cas, la
cytogénétique conventionnelle sous estime la dose regue. En effet, cette technique donne une
estimation de dose intégrée sur le corps entier. Il est donc indispensable de développer de
nouveaux bio-indicateurs qui s’appliqueraient a2 d’autres types cellulaires que le lymphocyte.
D’autre part, le temps nécessaire a la réalisation d’une expertise est de 5 jours. Afin d’optimuser ce
délai, il serait donc non négligeable d’avoir accés 4 un dosimétre dont la mise en ceuvre est plus
rapide pour aider 'équipe médicale a appliquer la stratégie thérapeutique la mieux adaptée. Clest
pourquoi de nouvelles techniques basées sur les bio-marqueurs d’effets cellulaires sont
recherchées.

I11. Atteintes moléculaires des constituants membranaires lors d’une irradiation.

Lors d'une irradiation, les rayonnements ionisants déposent leur énergie dans tout le volume de la
cellule. Bien que PADN, support de linformation génétique, soit considéré comme la cible
principale des rayonnements ionisants par ses effets létaux et mutagenes, un ensemble de travaux
scientifiques récents, y compris dans notre laboratoire, reconnaissent de plus en plus que la

membrane plasmique est aussi le siege de dégradations qui pourraient intervenir dans les
phénomeénes de mort cellulaire radio-induites.

[11.1. Structure moléculaire de la membrane plasmique

La membrane plasmique est une interface, de structure asymétrique, entre les milieux cellulaires et
extracellulaires. Elle est constituée d’'une double couche lipidique (7 2 9 nm d’épaisseur), des
protéines membranaires et de la glycocalix (couche externe) de nature polysaccharidique (figure
4).

Le premier modéle dynamique de la membrane plasmique est le modeéle de mosaique fluide
(Singer & Nicolson, 1972). 11 définit la membrane comme une solution orientée,
bidimensionnelle, de protéines « baignant » dans un solvant visqueux de lipides amphipatiques
organisés en bicouche. Ce modeéle macroscopique s’appuie sur les propriétés thermodynamiques
des composants membranaires.

Des études récentes ont montré que les membranes plasmiques de la plupart des cellules

eucaryotes sont constituées de micro-domaines lipidiques qui sont résistants a I'action des
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détergents (Brown & London, 1997). Ces micro-domaines, appelés « rafts », sont enrichis en
cholestérol et sphingolipides (Brown & London, 1997 ; Ikonen, 2001). Les cavéoles, considérées
comme étant un type spécifique de « rafts » (Kurzchalia & Parton, 1999), sont de petites poches
ou invaginations de la membrane plasmique, riches en cholestérol libre (Fielding, 2001). La
cavéoline, protéine liée au cholestérol libre, est la principale protéine de structure des cavéoles
(Fielding & Fielding, 2000). Les cavéoles comportent de nombreuses molécules impliquées dans
les voies de signalisation cellulaire (Roch-Arveiller & Couderc, 2000). Elles ont de multiples
fonctions, notamment controler le contenu surfacique en cholestérol libre, informer le noyau des
changements membranaires par des signaux de transduction, et réguler les voies de signalisation
en réponse a des stimuli extracellulaires. Les cavéoles agissent ainsi sur de nombreuses fonctions

cellulaires telles que : la croissance et la division cellulaire, la locomotion (Fielding & Fielding,
2000).

. Chaine latérale
; wcchaﬂdique
Glycolipide ; T

Phospholipide

/

Protéine

globulaire Segment hydrophobe Cholestérol

d’hélice alpha
Figure 4 : Structure de la membrane cellulaire (Bretscher, 1985)

I11.1.1. Les protéines membranaires

Les protéines représentent 50 % de la masse membranaire. Elles assurent toutes les fonctions
spécifiques de la membrane: transport membranaire, réception d’information, activités
enzymatiques, mécanismes de reconnaissance cellulaire et haisons structurales.

Les protéines transmembranaires (ou intrinseques) traversent une fois (protéines en hélices alpha)

ou plusieurs fois (protéines globulaires) la partie intermembranaire hydrophobe. Les protéines en



hélices alpha agissent en général comme des récepteurs catalytiques. Les protéines globulaires
assurent la fonction de protéine canal.

Les protéines périphériques (ou extrinséques) sont ancrées grice a des interactions de nature
électrostatique 2 la périphérie de la membrane, celles situées a la face interne constituent

essentiellement le cytosquelette membranaire. Elles contribuent a la rigidification de la structure
cellulaire générale.

TI1.1.2. Les lipides

Les lipides sont les constituants majeurs des membranes. 1l existe deux catégories de lipides qui
participent 2 la structure des membranes : les phospholipides et les stérols.

I11.1.2.1. Les phospholipides

Les phospholipides s’organisent en une double couche qui constitue la matrice de la membrane.
Il existe deux types de phospholipides : les glycérolipides et les sphingolipides.

La structure des glycérophospholipides est indiquée sur la figure 5. Le squelette de ces molécules
est le glycérol sur lequel sont fixés trois résidus. Deux de ses fonctions alcool sont estérifiées par
des acides gras a longues chaines. Ils peuvent étre saturés ou comporter une ou plusieurs doubles
liaisons (monoinsaturés ou polyinsaturés). C’est la partie hydrophobe de la molécule. Le troisieme
résidu constitue la partie polaire du lipide, généralement appelée la « téte polaire ». Il est composé
d’'un acide phosphorique fixé au glycérol sur sa derniére fonction alcool par une liaison ester. Cet
acide phosphorique est lui-méme estérifié par divers groupements : la choline, I'éthanolamine | la
serine ou le myo-inositol. Ces glycérolipides sont au nombre de quatre : la phosphatidylcholine
(PC), la phosphatidyléthanolamine (PE), la phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylinositol
@,
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Figure 5 : Structures moléculaires des glycérophospholipides

Les sphingolipides sont composés d’'un amino-alcool comportant une longue chaine latérale, la
sphingosine, qui joue le réle du glycérol. Sur la fonction amine est greffé un résidu acyl et la

fonction alcool porte le groupement polaire : le plus fréquemment c’est la phosphorylcholine. Les

lipides correspondants sont alors appelés les sphingomyélines (SM) (figure 6).

Acide phosphorique

Sphingosine

> siin
0-CHz-CHxY*-CHs Choline
O=P-O CHs
o
|
HO CH:
| I
CH—CH—CH—NH

Acide Gras

CHs- (CHz) 12-CH=

Figure 6 : La structure moléculaire de la sphingomyéline,

La proportion des différentes classes de phospholipides qui constituent la membrane plasmique

est caractéristique du type cellulaire considéré. Par exemple, le pourcentage des principales classes

de phospholipides dans les membranes d’érythrocytes humains est présenté dans le tableau 5.
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Phospholipides % des phospholipides totaux
SM 24
PC 29
PE 26
rs 13

Tableau 5 : Proportion des principales classes de phospholipides dans les membranes d’érythrocytes
humains (Roelofsen et coll., 1996).

La répartition des différentes classes de phospholipides dans les membranes cellulaires est
asymétrique. Les lipides neutres (phosphatidylcholine et sphingomyéline) se situent
principalement dans le feuillet extracellulaire tandis que les lipides chargés anioniques
(phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsérine) se regroupent dans le feuillet cytoplasmique
(figure 7).

Feuillet externe|

% de phospholipides totaux
=

|Feuillet interne
SM PC PE PS

Figure 7 : Distribution asymétrique des principaux phospholipides dans les membranes d’érythrocytes
humains (Roelofsen et coll., 1996). Les chiffres sur les histogrames indiquent le pourcentage de chaque classe de
phospholipides (SM : sphingomyéline ; PC : phosphatidylcholine; PE : phosphatidyléthanolamine; PS :
phosphatidylsérine) présent soit dans le feuillet externe, soit dans le feuillet inferne de la membrane d’érythrocyte.

Le cytosquelette joue un role important dans la conservation de Ilasymétrie des
glycérophospholipides, et en particulier dans le maintien de la PS au niveau du feuillet
cytoplasmique. La modification de cet équilibre peut provenir de I'action concertée de deux
facteurs : un disfonctionnement (ou inhibition) de la flippase d’aminophospholipide et une
perturbation (destruction ou enlévement) du squelette de la membrane des globules rouges
(Roelofsen et coll., 1996). Dans les membranes d’hématies humaines, de nombreuses pathologies
peuvent induire la perte de cette asymétrie. Elles ont pour conséquences I'externalisation de la PE

et du PS qui est compensée par I'internalisation de la PC. L’asymétrie de SM est maintenue.
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111.1.2.2. Les stérols

Leur structure est tres différente de celle des lipides présentés précédemment. Ils sont constitués
d’un noyau stéroide composé de quatre cycles saturés. L'extrémité du noyau stéroide comporte
une chaine latérale ramifiée possédant une ou plusieurs doubles liaisons. Le plus important des
stérols participant a la structure des membranes plasmiques des cellules eucaryotes est le
cholestérol. 1l s’intercale entre les chaines carbonées des phospholipides sous forme libre (nhon
estérifié) et diminue la souplesse et la perméabilité de la double couche (Bretscher, 1985). Dans

les cellules eucaryotes, il existe une quantité comparable de cholestérol et de phospholipides.

ITI.1.3. Les sucres

Les protéines extra-cellulaires et certaines molécules lipidiques sont liées, au niveau de la couche
externe de la membrane cellulaire, 2 des chaines composées de sucres complexes ou
polysaccharides. Ce sont donc des glycoprotéines et des glycolipides. Elles forment « un manteau
cellulaire » appelé glycocalix.

Les polysaccharides sont associés aux protéines par l'intermédiaire du groupement hydroxyl
d’une sérine ou du groupement amide d’une asparagine. Dans ce dernier cas, il existe deux
groupes de polysaccharides : les polysaccharides riches en mannose et ceux dits complexes.

Ces sucres de la membrane jouent un role essentiel dans les fonctions d’interface des membranes.
Le profil glucidique du glycocalix varie selon le type de cellule et son état de différenciation. Les

fonctions biologiques auxquelles participent les sucres sont séparées en deux classes (Muramatsu,
1989) :

e Les fonctions directes qui s’intéressent aux processus de reconnaissance entre les surfaces

cellulaires. La reconnaissance entre le sucre et le ligand va modifier la structure soit de la

molécule qui reconnait le sucre, soit de la molécule qui le porte. Ce signal de reconnaissance
est alors transmis 2 la cellule.

e Les fonctions indirectes qui consistent a la modulation des fonctions et des propriétés des
protéines transmembranaires par les sucres.
I11.2. Les mécanismes de lésions moléculaires radio-induites

Les effets des rayonnements ionisants sur la molécule cible peuvent étre induits par transfert
direct de I'énergie radiative a la molécule, c’est I'effet direct. Le deuxiéme mode d’interaction est

Peffet indirect qui agit sur la molécule cible par des réactions physico-chimiques ayant lieu dans
son environnement proche.
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111.2.1. Effet direct

L’irradiation induit lionisation et I'excitation des molécules cibles provoquant des lésions au
niveau méme de ces molécules.

[11.2.2. Effet indirect

L’eau constitue environ 80 % de la masse des organismes vivants. La cellule peut donc étre
assimilée a4 une solution aqueuse. Lors d’une exposition a une irradiation, les molécules d’eau
ionisées et excitées générent des ions et des espéces radicalaires tres réactives (HO®, H', et LT
C’est la radiolyse de I'eau (tableau 6). Ces radicaux ont une distribution trés hétérogene autour de
la trajectoire de la particule ionisante. A partir du lieu de leur formation, les especes radicalaires
diffusent dans le milieu et peuvent se recombiner entre elles. Ces deux phénomenes entrent en
compétition et sont fonction du TLE du rayonnement. La probabilité de recombinaison est
d’autant plus grande que les grappes d’ionisation sont proches et donc que la densité d’ionisation
est importante (particules 2 TLE élevé). A lissue de cette étape diffusionnelle, les produits de la
radiolyse de I'eau sont : HO® (radical hydroxyl), H', s H', H,0, (le peroxyde d’hydrogene est
un précurseur de radicaux) et H,. Les radicaux non recombinés vont interagir avec les molécules
biologiques, entrainant leur modification chimique. La présence d’oxygéne dans le milieu,
notamment dans les tissus biologiques, augmente leffet de [lirradiation, c’est un
radiosensibilisateur. Lors de I'étape diffusionnelle, il s’oppose aux réactions de recombinaison en
favorisant la formation de nouvelles espéces radicalaires plus stables et donc pouvant diffuser

plus loin dans le milieu. Ce sont I'anion superoxyde O, et le radical hydroperoxyle HO,".

=
.2
= [rradiation
B ——— e HD* » HO"+H°
®
=

Irradiation

_— HO0* + e
=
2
; L]
2 H* + HO €ug H' + H0
i

HO H;O+
HO" + H° H" + H0O

Tableau 6 : La radiolyse de I’eau.
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En realité, les espéces radicalaires peuvent migrer jusqu’a une distance de 25 nm pendant leur
courte durée de vie (tableau 7). L'importance relative de Peffet indirect sur une molécule
biologique dépend de la quantité d’eau présente a son voisinage immédiat (Dutreix et coll., 1993)
et du TLE du rayonnement mis en jeu. Il est intéressant de noter que dans le cas du rayonnement
gamma, qui est constitué de photons de TLE faible, c’est I'interaction de type effet indirect qui
est prédominante. D’autre part, I'épaisseur de la membrane cytoplasmique (7 2 9 nm) est faible
par rapport a celle des phases aqueuses qui Pentourent. Par conséquent, les produits de la
radiolyse de I'eau ont un acces illimité pour attaquer et modifier chimiquement les constituants
membranaires (Stark, 1991). Clest donc l'effet indirect des rayonnements ionisants qui est

prépondérant, au niveau de la membrane plasmique, en comparaison de I'effet direct.

Temps (secondes) Evénement
1018 Une particule ionisante traverse une molécule
10-15 Intervalle de temps entre 1onisations successives
1048 Dissociation d’espéces excitées électroniquement
Début des réactions ions-molécules
1012 Les radicaux diffusent
1010 Les réactions dépendant des diffusions les plus rapides sont terminées
10 Capture des radicaux par des capteurs réactifs

Tableau 7 : Echelle des temps en radiochimie.

I11.3. Effets des rayonnements ionisants au niveau des protéines

Les protéines sont susceptibles d’étre atteintes par les rayonnements ionisants soit par effet
direct, soit par effet indirect.

L’effet direct induit des altérations de la structure des protéines membranaires qui géneérent de
nombreux produits de dégradation. La sensibilité d’une protéine aux effets directs de I'irradiation
est indépendante de sa composition en acides aminés (Kempner, 1993). L’énergie déposée a la
surface des protéines peut migrer le long du squelette polypeptidique 2 la recherche d’une liaison
covalente de plus faible énergie. Il se produit alors une rupture de chaine soit au niveau de
Penchainement des liaisons peptidiques (Liaison N-Cal), soit en position Cat latérale (Kempner,
1993). La localisation de cette rupture peut étre modifiée en fonction de la nature de I'acide aminé

se trouvant en position Cot latérale. Si ce substitut est de nature aromatique, il protegera la
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protéine d’une cassure au niveau de la liaison peptidique adjacente. La nature hydrophobe ou
hydrophile de 'environnement pourrait jouer aussi un role déterminant dans les mécanismes

régissant la localisation de cette rupture, en opposant une barriére au passage de I'électron.

La radiolyse de I'eau produit des espéces radicalaires trés réactives qui vont attaquer les liaisons
peptidiques ainsi que les acides aminés qui constituent les protéines.
Ces radicaux peuvent réagir au niveau d’'une liaison peptidique en provoquant sa rupture et
former ainsi des fonctions carbonyles (groupements aldéhydes ou cétones). Parallélement 2 la
production de fonctions carbonyles, l'oxydation des protéines, suite a leffet indirect des
rayonnements ionisants, peut générer des hydroperoxydes (PrOOH) selon la réaction chimique
suivante (Simpson et coll., 1992) :

PrH + "OH — "Pr + H,O

*Pr + O,— PrO0O°
PrOO" + PrH — PrOOH + "Pr
PrOO" + ¢ — PrOO’
PrOO + H® = PrOOH

Ce processus comporte des similitudes avec les réactions de lipoperoxydation. Ces formes

peroxydées sont susceptibles de propager les dommages oxydatifs grice a des réactions en chaine
(Dean et coll., 1993).

L’attaque radicalaire de certaines chaines latérales de polypeptides peut étre aussi a origine de la
formation de groupements carbonyles (Davies et coll., 1991). Par exemple, I'attaque radicalaire

des résidus arginine, lysine et proline aboutit 4 la formation d’acide glutamique (Rice-Evans,
1994).

Les acides aminés, de part leur structure chimique, possédent des susceptibilités différentes vis a
vis des radicaux. Les plus réactifs sont les résidus aromatiques du type histidine, tryptophane, et
tyrosine, la cystéine, la proline, et dans une moindre mesure la méthionine, I'arginine et la lysine
(Davies et coll., 1991 ; Stadtmann & Oliver, 1991).

Les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) possédent un groupement thiol (SH) qui
s’oxyde facilement pour générer des radicaux thiyls (RS"), espéces tres réactives qui vont former
des ponts disulfures inter ou intramoléculaires.

Les résidus aromatiques (tryptophane, phénylalanine, tyrosine et histidine) réagissent de maniére
prépondérante avec les radicaux hydroxyls et créent des pontages (ponts bityrosine).

La présence de métaux de transition complexés dans la structure de la protéine peut faciliter
I'initiation de réactions radicalaires. Ce processus est décrit par (Stadtmann & Oliver, 1991)

comme étant la MCO (oxydation catalysée par les ions métalliques). La réaction de Fenton (Fe*'
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+ H,0, = Fe’" + "OH + OH) permet de générer des radicaux hydroxyls qui réagissent avec les
acides aminés voisins du site actif. Quand les radicaux sont formés au niveau d’un site spécifique

d’acide aminé, ils peuvent étre rapidement transférés sur dautres sites a lintérieur de
I'infrastructure de la protéine.

I11.4. Effets des rayonnements ionisants au niveau des lipides

L’effet indirect est majoritaire au niveau de la membrane plasmique. Les espéces radicalaires
produites lors de la radiolyse de I'eau vont attaquer les doubles liaisons C=C des chaines d’acides
gras polyinsaturées, qui sont séparées par un groupement méthyléne (Edwards et coll., 1984 ;
Bonnefont-Rousselot, 1994). Cest la réaction de peroxydation lipidique (figure 8). Elle est initiée
par la capture d’'un atome d’hydrogene en position bis-allylique d’un acide gras (LH). Le radical

lipidique (L") ainsi produit va se stabiliser sous forme de diéne conjugué. Il réagit ensuite avec une

molécule d’oxygéne pour former le radical peroxyl (LOO®). Une phase de propagation débute et
aboutit a la production d’hydroperoxydes lipidiques (LOOH). Ce processus de propagation entre
en compétition avec les réactions de terminaison et s’amplifiera jusqu'a ce que les quantités
d’oxygene et d’acides gras non oxydés soient épuisées. D’autre part, la présence d’ion Fe®* peut
promouvoir la lipoperoxydation en réagissant avec les hydroperoxydes lipidiques pour synthétiser
les radicaux alkoxy (LO®) qui relancent ainsi la chaine des peroxydations (Stark, 1991).

Les hydroperoxydes peuvent étre dégradés et aboutir 4 la formation de produits cytotoxiques. Les
principaux produits de dégradation de la lipoperoxydation sont le malonyldialdehyde (MDA) et le
4-hydroxynonenal (4-HNE). Ces espéces sont tres réactives et donc toxiques. En particulier, le 4-
HNE inhibe 'agrégation des plaquettes et bloque I'action des macrophages (Rice-Evans, 1994).
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Figure 8 : Le mécanisme d’oxydation des acides gras polyinsaturés initié par les radicaux libres.

Un autre mécanisme important induit par les radiations et qui accompagne la peroxydation
lipidique, est la fragmentation des phospholipides due a une attaque radicalaire de leur partie
hydrophile (Edimecheva et coll., 1997). Certains lipides, qui possedent un groupement hydroxyle
en position B de leur liaison amide ou ester, sont susceptibles de subir une fragmentation lors
d’une exposition aux rayonnements ionisants.

D’autres modifications de la structure des lipides accompagnent la peroxydation des chaines
d’acides gras insaturées : hydrolyse des tétes des phospholipides, des pontages lipide-lipide et
protéine-lipide (Leyko & Bartosz, 1986).

I11.5. Effets des rayonnements ionisants au niveau des sucres

Les monosaccharides peuvent étre oxydés par des radicaux libres si la réaction est catalysée par
des métaux de transition (figure 9), générant des radicaux libres, du peroxyde d’hydrogéne et des
espéces carbonyles réactives. L’oxydation du glucose induit des dommages au niveau des
protéines résultant de 'action des especes radicalaires produites, et des liaisons covalentes établies
entre les groupements carbonyls (générés par le processus d’oxydation) et les composants des
protémnes (Rice-Evans, 1994). Kaler et coll, (1993) ont montré que lirradiation gamma de
carbohydrates dans des solutions aqueuses provoquait I'altération de flux ioniques au niveau des

membranes cellulaires de cellules synaptiques. De plus, ces effets sont d’autant plus marqués que

33



Etude bibliographique

Pion Fe® est présent en solution. Ces résultats suggérent qu'une irradiation gamma de
carbohydrates présents non seulement dans des solutions aqueuses mais aussi dans les
membranes, génére des radio-toxines (Kaler et coll., 1993). Certains auteurs ont relevé, aprés une
exposition aux rayonnements ionisants, des changements du glycocalix de cellules sanguines
provenant de souris irradiées iz vivo. Ces modifications se traduisaient par des altérations dose-

dépendantes de la capacité de liaison a des récepteurs de type lectine (Kubasova et coll., 1981).
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Figure 9 : Oxydation du glucose par les radicaux libres (Rice-Evans, 1994).
IV. Les mécanismes de défenses cellulaires

Un anti-oxydant est défini comme une substance capable de retarder ou de prévenir 'oxydation
d’un substrat. Il est présent en faible quantité par rapport a celle du substrat. Halliwell (1995)

considére que les anti-oxydants agissent a différents niveaux dans les réactions d’oxydation, et
qu’ils ont cing mécanismes d’action :

(i) Diminuer les concentrations en oxygeéne sur le site de la réaction d’oxydation ;
(ii) Prévenir I'initiation des réactions en chaine en piégeant les radicaux initiateurs ;
(i) Se lier a des catalyseurs tels que les métaux de transition afin de prévenir la synthése

de chaines de radicaux initiateurs et de limiter les réactions de lipoperoxydation et
d’oxydation des protéines ;
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(iv)  Décomposer les peroxydes pour qu’ils ne soient pas reconvertis en radicaux
initiateurs ;
) Casser les chaines de réactions afin de prévenir la capture d’un atome d’hydrogene par

les especes radicalaires actives.

Dans toute cellule il existe un équilibre entre la présence d’un stress oxydatif basal, notamment au
niveau de la mitochondrie, et le niveau des systémes de défenses anti-oxydantes. Dans la situation
d’'une attaque oxydative, ces mémes systémes sont activés dans 'organisme afin de lutter contre
les espéces oxydantes indésirables et d’éviter leur apparition (Deby, 1991). Cette intervention
anti-oxydante, en inhibant ou réduisant la toxicité des radicaux libres, peut offrir une protection
contre les rayonnements ionisants (Greenstock, 1993).

IV.1. Les systémes de défenses anti-oxydants membranaires

Les systéemes de défenses anti-oxydantes agissent sur trois niveaux de protection (Diplock, 1994).
Le premier niveau de défense est principalement de type enzymatique. Il fait intervenir des
enzymes dont Pactivité dépend de la présence de minéraux (Mn, Cu, Zn et Se). Il consiste a
controler la formation et la propagation d’espéces radicalaires primaires générées a partir de la
molécule d’oxygene.

Le second niveau implique I'action des vitamines C et E, des caroténes et du gluthation. Leur role
est de prévenir la propagation d’espéces radicalaires secondaires dans les chaines de réaction telles
que la lipoperoxydation, initiées et conduites par les radicaux primaires.

Le troisitme niveau a pour but de palier, de maniére enzymatique, a la formation d’espéces

radicalaires secondaires qui peuvent aggraver les dommages oxydatifs 2 partir de réactions
catalysées par les métaux présents dans leur environnement.

IV.1.1. Les systemes de défenses enzymatiques

Certaines enzymes jouent un role primordial dans ces mécanismes de protection radicalaire. Selon
certains auteurs (Edwards et coll, 1984 ; Bonnefont-Rousselot, 1994) ces systémes de défense
biologique seraient susceptibles de prévenir la peroxydation lipidique induite par les radiations
tonisantes dans les membranes cellulaires iz .

Les premiéres especes réduites synthétisées a partir de la molécule d’oxygéne sont I'anion

superoxyde et le peroxyde d’hydrogeéne. Le contrdle de ce processus initial est donc le premier
niveau de défense érigé contre les dommages radicalaires.
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IV.1.1.1. La Superoxyde Dismutase (SOD)

Chez les mammiferes, il existe deux formes de superoxyde dismutase. Les Cu/Zn-SOD qui se
situent au niveau du cytoplasme et du glycocalix, et les Mn-SOD qui sont localisées dans la
mitochondrie. Toutes catalysent la réaction de dismutation de Panion superoxyde en eau
oxygénée selon la réaction chimique suivante (Deby, 1991) :

20°%, + 2H' 5> H,0,+ O,

Les SOD ont un réle fonctionnel important dans le controle des radicaux formés a partir de

I'oxygene. Elles pourraient contribuer au maintien de P'intégrité des structures de la membrane
(Koteles, 1982).

IV.1.1.2. La gluthation peroxydase et la catalase

Le compartiment cytosolique est protégé des dommages oxydatifs dus au peroxyde d’hydrogene

par la catalase et la glutathion peroxydase liée au selentum (GSHPx). GSHPx est aussi présente
dans les mitochondries.

IV.1.1.3. La glutathion peroxydase (GSHPx

La glutathion peroxidase est un seleno-enzyme dont la fonction catalytique dépend de la teneur
en minéral de I'enzyme. La GSHPx catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne et des
hydroperoxides lipidiques (figure 10) :

GSH Px
ROOH / X; ROH + H,O
2GSH GSSG
NADP* NADPH + H"
GSH Reductase

Figure 10 : Action de la GSH Px.

En présence de NADPH, elle régénére le gluthation (GSH).
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1V.1.1.4. La catalase

La catalase est localisée dans la membrane des peroxysomes. La réaction générale catalysée par
cet enzyme est la suivante :

2H,0, = 2H,0 + O,

Lorsque la concentration en peroxyde d’hydrogéne est élevée, la glutathion peroxydase est
dépassée. Dans ces circonstances, bien que la catalase soit peroxysomale, son role est alors

important car le peroxyde d’hydrogéne en excés peut traverser les membranes et ainsi étre
dégradé au niveau des peroxysomes.

IV.1.2. Les systémes de défenses non enzymatiques

Des substances capables de neutraliser un radical libre par molécule, appelées piégeurs
stoechiométriques, constituent un autre mécanisme de défense.

Une des premiéres cibles des espéces radicalaires produites a partir de Poxygeéne sont les chaines
d’acides gras polyinsaturées présentes au niveau des phospholipides membranaires. Le principal
anti-oxydant membranaire est la vitamine E (ou a-Tocopherol). Il existe une relation

synergétique par laquelle la vitamine C et probablement certains caroténoides augmentent
Pefficacité de la vitamine E en la régénérant.

1V.1.2.1. La vitamine E (a-Tocophérol)

La vitamine E (&-TOH) est liposoluble. a-TOH est oxydé lorsqu’il piége un radical peroxyle
lipidique dans la membrane cellulaire (figure 11). Son premier produit de dégradation est le
radical O-tocopheroxyle (0-TO") qui peut accepter un hydrogene et ainsi se régénérer en vitamine
E. Cette réaction est donc réversible. Si '0-tocopheroxyle est a son tour oxydé, le produit généré
est I'a-tocopheryl quinone (0-TQ) dont I'anneau chromanol est ouvert. La formation de a-TQ
est irréversible. Iz viwo, il existe un mécanisme qui régénére efficacement o-TOH a partir de son

radical. C’est pourquoi, seule une faible quantité de o-TQ est synthétisée et détectée dans les
tissus.
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s - CH,
HO CH; \ j - CH,
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o-TOH
o-TQ

Figure 11 : Schéma d’oxydation de la vitamine E

Il semble que des réarrangements structuraux des phospholipides membranaires permettraient
une plus grande efficacité de la vitamine E vis a vis du piégeage des radicaux peroxyles (RO,
générés par la peroxydation lipidique (Bonnefont-Rousselot, 1994).

IV.1.2.2. La vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C est hydrosoluble. Les génes codant pour une des enzymes requis pour la synthese
d’ascorbate étant absents chez 'Homme et chez le primate, ces espéces n’ont pas la capacité de

produire de la vitamine C a partir du glucose. Elles sont donc dépendantes d’une source externe

de vitamine fournie par leur régime alimentaire.

La vitamine C (ou ascorbate) piége les espéces radicalaires oxygénées (O,”, HO, et HO") selon la
réaction suivante :

oxydation
Asc ——>DHAsc

Lorsque la vitamine C (Asc) est oxydée, son produit de dégradation est le déhydroascorbate

(DHAsc). La réaction enzymatique qui permettra au déhydroascorbate de se reconvertir en acide
ascorbique est la suivante :

Déhydroascorbate
Déhydroascorbate + 2GSH > Ascorbate + GSSG

réductase
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L’ascorbate a2 une deuxiéme fonction importante iz vigo qui est de régénérer 0-TOH 2 partir de
son radical. Ce mécanisme est décrit figure 12. L’acide ascorbique sert de donneur d’hydrogene

afin de prévenir la formation irréversible de o-TQ.
LOO"® o-TOH X DHAsc
LOOH X o-TO® Asc
Figure 12 : Régénération de la vitamine E par la vitamine C,

La figure 12 peut étre complétée par la réaction enzymatique de régénération de la vitamine C
(figure 13) :

LOO’ TOH XDHASC GSH XNADP
LOOH X“QTO' Asc XSSG NADPH
Figure 13 : Régénération de la vitamine E par la vitamine C et de la vitamine C par le gluthation.

La vitamine C joue donc un role d’anti-oxydant direct en piégeant les espéces radicalaires

oxygénées, et indirect en réagissant avec le radical tocopheroxy pour régénérer la vitamine E.

IV.1.2.3. Les caroténoides

Ils sont aussi appelés provitamines A. Un des précurseurs de la vitamine A est le B-caroténe. Cet
anti-oxydant a aussi un double réle : direct et indirect. Il agit de maniére synergique avec la
vitamine E afin de piéger les radicaux libres présents au niveau de la membrane. 11 serait aussi

capable de régénérer 'o-TOH 2 partir de son radical o-tocopheroxyl dans les systémes
biologiques in uivo.

IV.1.2.4. Le gluthation (GSH)

Le gluthation permet de générer des espéces réduites pour les anti-oxydants de type enzymatique.

Le GSH joue un role de protection primordial contre les dommages induits par les radicaux
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libres. C'est un piégeur des radicaux hydroxyl et de Poxygene singulet. Mais suite a la réaction
avec “OH des radicaux thiyls sont produits. Ces radicaux sont toutefois moins réactifs que les
radicaux hydroxyls. Bien que le GSH joue un réle de protection dans les cellules vivantes, il est
possible qu’il soit a 'origine de réactions secondaires néfastes pour la cellule (Diplock, 1994) :
GSH + 0, + H - GS" + H,0,
GSH +R" — GS" + RH
GS’ + O, = GSOO*
GSOO® + O, + H" - '0, + GSOOH
GSOO® + GSOO® - 2'0, + GSSG

IV.1.3. Autres composés

L’ubiquinone, ou coenzyme Q, agirait en tant qu’anti-oxydant dans les membranes cellulaires
(Diplock, 1994).

L’acide urique est une espéce hydrosoluble qui est un puissant piégeur d’hydroperoxydes
lipidiques (Diplock, 1994).

Certains acides gras monoinsaturés (acide oléique) complexent les métaux de transition
catalyseurs des réactions de peroxydation. Ils sont donc des inhibiteurs de la lipoperoxydation en

arrétant Pactivité pro-oxydante des ions métalliques (Balasubramanian et coll., 1988). Ce sont des
agents anti-catalytiques.
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Voici un schéma récapitulatif (figure 14) des systémes de protection anti-oxydants de la cellule :

O 000 GOe B0
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Figure 14 : Systémes de protection cellulaires (Chaudiére, 1988). Les fleches vides matérialisent les effets de
synergie et de protections mutuelles. Les fleches pleines symbolisent les contraintes métaboliques ou de

compartimentation.

IV.2. Les systéemes de réparation membranaire

Les systémes de défenses anti-oxydantes de la cellule préviennent I'initiation et la propagation des
dommages dus a une attaque radicalaire. Mais la cellule posséde aussi des systémes enzymatiques
qui dégradent et/ou réparent les dégradations résultant des atteintes oxydatives. Ils sont nommés
systemes de réparation. Il est important de noter que la dégradation ou Pélimination des

molécules oxydées précedent les processus de réparation (Davies et coll., 1990).
IV.2.1. Au niveau des protéines

Sutte a une attaque radicalaire, les protéines sont oxydées, et dégradées rapidement et
completement en acides aminés libres. La protéolyse constitue la premiére étape du processus de
réparation. La dégradation des protéines oxydées et des fragments de protéines a pour but
d’éliminer de telles especes, et de prévenir leur participation dans les réactions d’agrégations et de
haisons croisées ou dans d’autres activités délétéres.

La dénaturation et/ou 'augmentation de hydrophobicité des protéines oxydées est le mécanisme

de reconnaissance par lequel les modifications oxydatives transforment les protéines en substrat
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proteolytique (Davies et coll., 1990). Dans les érythrocytes, 80 4 90 % de P'activité protéolytique
sur les protéines oxydées est réalisée par un complexe de protéinases, protéases, et peptidases qui
coopérent pour dégrader les substrats de protéines oxydées dénaturées. Ce complexe de haut
poids moléculaire est appelé : MOP ou Macroxyprotéinase. Ce complexe comporte de multiples
sites actifs tels que des sulfhydryl-enzymes, des métallo-enzymes et des sérine-enzymes.
L’importance de chacun de ces sites varie en fonction du substrat protéolytique. Les protéines
cytoplasmiques sont dégradées par des protéinases, protéases et peptidases présentes dans le
cytoplasme. Une protéinase est une enzyme de reconnaissance initiale et de clivage. Une protéase
dégrade les grands peptides générés par les protéinases en petits fragments peptidiques. Une
peptidase clive ces fragments en acides aminés. Les termes « dégradation de protéines »,
« protéolyse » et «clivage de protéines», sont utilisés pour désigner hydrolyse de laisons
peptidiques par des enzymes protéolytiques. Quant au terme de « fragmentation des protéines », il
fait référence a la cassure non-enzymatique, directe et chimique des protéines. Le mécanisme
d’action de MOP est décrit figure 15. Dans les autres types cellulaires de mammiferes, les

complexes de protéinase de haut poids moléculaire (600000 2 700000 dalton) représentent des
formes différentes de MOP (Davies et coll., 1990).

Les acides aminés libérés suite 2 la dégradation des protéines oxydées dénaturées peuvent étre
réutilisés pour la synthése des protéines qui constitue la deuxiéme étape du processus de
réparation. En effet, uniquement quelques acides aminés dans chaque protéine auraient été
oxydés 2 la suite d’un stress (Davies et coll., 1990).
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ne sont pas des substrats protéines aupmente leur hydrophobicité.

pour MOP.

£ ’ 3

N Peptides + acides aminés

3. Les sites de liaison de MOP 4. Dégradation des protéines

hydrophobes  acceptent  les oxydées.
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Figure 15 : Dégradation sélective des protéines oxydées par MOP (Pacifici & Davies, 1991). (1) Les protéines
naturelles possédent des structures secondaires et tertiaires qui piégent les résidus hydrophobes. (2) Les dommages
radicalaires induits sur les protéines provoquent leur dénaturation et 'exposition des résidus hydrophobes. (3) Cette
nouvelle conformation permet 4 MOP de reconnaitre les protéines aberrantes en tant que substrat. (4) Les protéines
oxydées dénaturées sont enfilées dans le cceur du cylindre de MOP ou de multiples sites actifs dégradent les

protéines en petits peptides et acides aminés.

IV.2.2. Au niveau des lipides

Plusieurs mécanismes de réparation sont développés par la cellule afin de minimiser I'énergie

nécessaire 2 Iélimination des lipides qui sont endommagés, fonctionnellement inactifs ou
déléteres.

L’hydrolyse sélective des acides gras oxydés constitue la premiére étape des processus de
réparation des lipides membranaires (Davies et coll., 1990). Elle consiste a éliminer des especes
souvent réactives et polaires produites lors des réactions de lipoperoxydation : hydroperoxydes,
aldéhydes, époxydes et cétones.

La phospholipase A, intéragit avec une grande spécificité sur les zones de modifications
structurelles de la matrice hydrophobe de la membrane. Elle joue un role crucial dans le
métabolisme et le « turn-over » des phospholipides membranaires. Elle agit en clivant les acides
gras des phospholipides en position sn-2. Son activité est nécessaire pour les réactions de
réacylation et de déacylation qui sont impliquées dans la synthése de phospholipides spécifiques.
Sevanian & Kim (1985) ont montré que la spécificité de cette enzyme pour les phospholipides

oxydés est extrémement grande et peut étre reliée 4 son affinité pour 'hydrolyse des acides gras
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polyinsaturés. D'autre part, la phospholipase A, peut étre activée en réponse A des perturbations
de l'organisation membranaire. Dans ce cas, elle catalyse les réactions de transacylation qui
faconnent la composition en acides gras des phospholipides.

La phospholipase C posséde aussi une affinité préférentielle pour les substrats oxydés (Gamache
et coll., 1988). Elle clive les tétes phosphates des phospholipides membranaires en hydrolysant la
liaison ester glycéro-phosphate. La dégradation séquentielle par la phospholipase C et la lipase
diacylglycérol pourrait intervenir dans la restructuration de la membrane suite 4 un stress oxydatif
(Gamache et coll., 1988).

Les hydroperoxides lipidiques ainsi libérés dans le cytosol vont réagir avec les peroxydases
cytosoliques afin de les neutraliser.

L’enzyme responsable de la plus grande partie des réductions des hydroperoxydes lipidiques en
leurs alcools correspondants est la glutathion peroxydase. Cet enzyme cytosolique a une faible
activité contre les hydroperoxydes acylés ou les hydroperoxydes intégrés dans la membrane.
Ainst, la capacité de cette enzyme a arréter les réactions en chaine radicalaires est limitée si les
peroxydes restent associer avec la membrane (van Kujik et coll, 1987). La phospholipase A,
facilite 'action de la GSH-Px en relarguant les hydroperoxydes d’acides gras des phospholipides
membranaires, permettant ainsi la réduction de ces espéces par les peroxydases cytosoliques et la
détoxication des hydroperoxydes d’acides gras (van Kujik et coll., 1987).

L’action conjointe de la phospholipase A, et du glutathion peroxydase initie un processus de
réparation membranaire important.

Le processus d’e¢limination des acides gras altérés et de la neutralisation des espéces lipidiques
réactives est complété par la réacylation des lysophospholipides, générés par I'action d’hydrolyse
de la phospholipase A, en position sn-2 des phospholipides (van Kujik et coll., 1987). C’est la
deuxiéme étape du processus de réparation des lipides membranaires oxydés. La phase de
réacylation dépend de Iénergie disponible pour la synthése de I'acyl gras coenzyme A (FA-CoA).
Le processus complet de réparation membranaire impliquant la phospholipase A,, la GSH-Px et
la réacylation est décrit figure 16. Plusieurs mécanismes pourraient stimuler la réacylation : les
modifications de la structure des membranes suite 2 une oxydation, laugmentation des
concentrations en lysophospholipides, élévation du taux d’acides gras libres, et 'accumulation
d’especes lipidiques oxydées (Davies et coll., 1990). Zaleska & Wilson (1989) ont montré que
certaines conditions de peroxydations (et dans certaines situations) pouvaient inhiber, plutt que
stimuler, P'acylation des phospholipides. Pendant les stades précoces de la peroxydation lipidique
des membranes, il y aurait stimulation de Pacylation, précédant Paccumulation d’espéces
lipidiques oxydées. Lorsque le stress oxydatif augmente, il existe une inhibition apparente de la

réacylation (Dise et coll., 1987), mais le mécanisme de cette inhibition reste encore inconnu.
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Figure 16 : Modgle de réparation des phospholipides insaturés altérés dans les bicouches membranaires,
suite A une oxydation (van Kujik et coll., 1987). Différentes espéces radicalaires et oxydantes peuvent attaquer la
membrane (a) et produire des peroxydes lipidiques. La structure en bicouche est désorganisée par les peroxydes
polaires (b). La phospholipase A2 élimine sélectivement les acides gras oxydés (c), la désorganisation membranaire
diminue, et le GSH-Px présent dans la phase aqueuse peut alors réduire les hydoperoxydes relargués. La réparation
est compléte aprés réacylation par ’acide gras coenzyme A i longue chaine (d).

IV.3. Le systéme de balance anti-oxydante

La production intracellulaire de molécules réactives dérivées de I'oxygéne ou « stress oxydant »
peut perturber 'homéostasie redox (Morel & Barouki, 1998). Le « potentiel redox intracellulaire »
est la résultante de P'état redox des couples oxydo-réducteurs présents dans la cellule. Il va
déterminer les proportions relatives des espéces (oxydées ou réduites) de chaque couple redox.
Un stress oxydant est caractérisé par une surproduction des espéces réactives dérivées de
Poxygene. Les systemes de défenses anti-oxydants de la cellule vont étre activés afin de limiter la
formation et Paccumulation de ces espéces délétéres. Les conséquences d’un tel stress dépendent
de la capacité de défense de la cellule vis a vis d’une telle attaque radicalaire. Si elle n’est pas létale,
une vague oxydante est détoxiquée en quelques heures. Néanmoins, la perturbation des systémes
anti-oxydants, principalement celui de (ré)génération du glutathion, peut produire aussi un
déséquilibre pro-oxydant dont Peffet, bien que moins intense est plus durable (Morel & Barouki,
1998). La capacité de réparer les membranes altérées suite @ un stress oxydant peut étre
influencée par le degré de lipoperoxydation (Davies et coll, 1990). En effet, tant que la
peroxydation ne dépasse pas la capacité de la cellule 4 réduire et a éliminer les hydroperoxydes

d’acides gras, elle pourra faire face a une telle attaque. Il existe donc un équilibre entre la
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production d’especes radicalaires et la capacité de défenses anti-oxydantes des cellules que nous
schématisons par une balance représentée sur la figure 17.

Production Défenses Production Défenses
de ROS Anti-oxydantes accrue Anti-oxydantes
de ROS activées
Equilibre Equilibre
\4 Survie cellulaire
N e
Production )
excessive \ .
di‘.‘ ROS DCfenSﬁS
Anti-oxydantes

activées
mais dépassées

Déséquilibre

v

Mort cellulaire

Figure 17 : Le systéme de balance anti-oxydante (ROS : espéces radicalaires dérivées de I'oxygene)

V. Conséquences biologiques des rayonnements ionisants sur la membrane plasmique

Les mécanismes de lésions moléculaires, consécutifs a une irradiation, perturbent Pintégrité de la
membrane et participent au développement d’altérations fonctionnelles induites par les

radiations, notamment aux modifications des propriétés biophysiques de la membrane.
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V.1. Propriétés biophysiques de la membrane cellulaire

V.1.1. Dynamique moléculaire de la membrane plasmique

Les membranes ne sont pas des entités statiques, car les protéines et les lipides sont animés de
divers mouvements au sein de la bicouche. On parle alors de fluidité membranaire : propriété de
la membrane qui donne la possibilité 2 un constituant membranaire (protéine ou lipide) de se
déplacer au sein de la matrice lipidique. Les énergies mises en jeu sont d’origine thermique
(agitation brownienne). Un mécanisme actif d’entrainement par des protéines contractiles peut
étre aussi a lorigine du mouvement d’un constituant (Wolf, 1988). Mais quel que soit le
mécanisme de mise en mouvement d’'un constituant, 'énergie mise en jeu est trés faible et la
résistance de la matrice lipidique au mouvement (viscosité) est trés limitante.

La compréhension des mouvements des lipides et des protéines au sein de la membrane a permis
de définir un modéle microscopique de la dynamique des membranes biologiques (Smith &

Oldfield, 1984) qui compléte le modéle macroscopique de mosaique fluide de Singer et
Nicholson.

V.1.1.1. Mouvement des protéines

La diffusion latérale des protéines dépend essentiellement de la fluidité de la matrice lipidique, de
la taille de la protéine, des interactions entre composants membranaires et des différentes
fonctions associées aux protéines membranaires. ‘

Des mouvements de migration des protéines vers des poles cellulaires lors d’interactions avec des
molécules extracellulaires sont a 'origine des phénoménes de «patchingy (ou regroupement) et de
«cappingy (ou redistribution polaire).

La diffusion de rotation des protéines s’organise selon deux axes : autour d’un axe normal au plan

de la membrane comme c’est le cas dans les fonctions de transport, ou autour d’une paralléle 2 la
membrane (Andre & Donner, 1983(b)).

V.1.1.2. Mouvement des lipides

Il existe deux types de mouvements des lipides (figure 18): des mouvements locaux et des
déplacements moléculaires.

Les mouvements locaux concernent la flexibilité des chaines hydrocarbonées, c’est 4 dire les
rotations locales des différents atomes de carbone autour de I'axe des chaines d’acides gras qui

sont négligeables par rapport aux mouvements d’oscillation (ou de rotation d’ensemble) de ces
meémes chaines.

47



Etude bibliographique

Les déplacements moléculaires comprennent deux mouvements :

® Le mouvement de diffusion transverse (ou flip flop) permet le passage d’'un constituant d’'un
feuillet 2 Pautre. Dans les membranes biologiques, la durée du phénoméne de flip flop différe
selon le systéme étudié de 20 min a 2 heures. Ce mouvement jouerait un réle dans le maintien
de Pasymétrie de la composition en phospholipides.

e Le mouvement de diffusion latérale est le déplacement des phospholipides, au niveau du méme
feuillet, dans le plan de la membrane (Leterrier & Viret, 1986).

l
L

Figure 18 : Principaux mouvements des phospholipides (Leterrier & Viret, 1986).

A/M ments |

1. Rotations locales
2 Déplacemments des segments
3. Oscillations

1
. ,.‘- B/Déplacements moléculaires
P
27— 4. Diffusion transverse (ou flip flop)
3

5. Diffusion latérale

La dynamique moléculaire est décrite par des temps caractéristiques (ou temps de corrélation) qui
sont liés aux phénoménes de diffusion. Ces paramétres sont en relation directe avec la fluidité des
microsystémes biologiques. Le choix de la sonde et de la méthode spectroscopique adaptées a

Pétude d’'un de ces mouvements dépend de Pordre de grandeur du temps caractéristique de ce
mouvement (tableau 8).

Mouvements des lipides Temps caractéristiques (s)
Rotations locales 1010 3 1011
Rotations d’ensemble 1082 10°

Diffusion transverse (flip flop) | Dizaines de minutes a plusieurs heures
Diffusion latérale 1062a108

Tableau 8 : Ordre de grandeur des temps caractéristiques des mouvements des lipides dans les
membranes.
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V.1.1.3. Les modulateurs intrinséques de la fluidité membranaire

Ce sont des composants membranaires qui agissent soit dans le sens d’une augmentation de la
fluidité, soit au contraire dans le sens d’une diminution.

Modulateurs agissant dans le sens d’une rigidification

Le rapport molaire cholestérol/phospholipides est un paramétre quantitatif inversement corrélé a
la fluidité membranaire. En effet, le cholestérol augmente le degré d’ordre et la rigidité de la
couche lipidique (Shinitzky & Barenholz, 1978). 1l assure la stabilité mécanique en immobilisant
les chaines hydrocarbonées des phospholipides.

Le rapport molaire sphingomyéline/phosphatidylcholine serait aussi un paramétre quantitatif
inversement corrélé a la fluidité membranaire (Shinitzky & Barenholz, 1978). En effet, la
sphingomyéline, en raison de son faible degré d’insaturation, rigidifierait le feuillet externe de la
membrane tandis que la phosphatidylcholine le fluidifierait.

La présence de complexes multiprotéiques de taille trés importante constituant des domaines
fixes dans la bicouche lipidique, comme les jonctions (serrées ou a trou), limite la diffusion
moléculaire. De plus, le cytosquelette, qui confére 2 la cellule ses caractéristiques de flexibilité, de
stabilité et de forme, en interagissant avec les protéines extrinséques de la couche interne,
constituerait un autre obstacle 2 la diffusion des lipides et des protéines dans la matrice lipidique.
En effet, 'hétérogénéité de la distribution de la spectrine (constituant majeur du cytosquelette
membranaire), chez les lymphocytes-T, est corrélée a des différences dans I'organisation lipidique

de la membrane plasmique, en particulier dans la mobilité des lipides (Langner et coll., 1992).

La présence des protéines dans les membranes biologiques provoque des modifications de la
cohésion membranaire. FElles seraient responsables dun effet rigidifiant qui agirait
préférentiellement dans leur environnement immédiat. Ainsi dans les membranes de microsomes,
il existerait un gradient croissant de fluidité du voisinage des protéines 2 'ensemble de la matrice
lipidique (Engelke et coll., 1994). Cependant 'influence des protéines sur la bicouche lipidique ne
peut pas étre réduite a un seul mécanisme. Dans des liposomes ou sont incorporés des
polypeptides, les petites protéines agiraient en tant qu’obstacles mécaniques a la diffusion latérale
des lipides, tandis que les protéines de plus grande taille seraient entourées d’'une couche de

lipides de plus faible fluidité que ensemble de la matrice lipidique (Engelke et coll., 1996).
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Modulateurs agissant dang le sens d’'une fluidification

Le degré d’insaturation des chaines d’acide gras influence la fluidité de la bicouche. La présence
de doubles liaisons dans les chaines aliphatiques diminue le degré d’ordre des membranes et donc
augmente sa fluidité. Cependant, Peffet le plus important sur la fluidité est obtenu lorsque la
premiére insaturation est introduite dans la chaine d’acide gras. Par contre, I'introduction
ultérieure de doubles liaisons (passage 2 la polyinsaturation) a moins d’influence sur la fluidité

(Wolf, 1988). Inversement, la diminution du nombre d’insaturations est corrélée a une
augmentation de la viscosité.

V.1.2. Techniques permettant la mesure de la fluidité membranaire

Les méthodes spectroscopiques utilisées pour estimer la fluidité membranaire sont des techniques
de fluorimétrie qui sont basées sur I'incorporation de sondes fluorescentes extrinseques dans les
membranes biologiques. L’intérét de ces techniques provient de la spécificité des changements
des caractéristiques de fluorescence des sondes en fonction de leur microenvironnement, et de la
capacité de ces sondes 4 fournir des informations sur la rapidité des phénomeénes et/ou sur les
paramétres structuraux du systéme étudié. La viscosité est un paramétre macroscopique qui perd
de sa signification physique a I’échelle moléculaire. Le terme de fluidité est alors utilisé pour

caractériser d'une maniére générale la viscosité et la cohésion du microenvironnement de la
sonde.

V.1.2.1. Principales techniques de fluorimétrie

Les techniques de fluorimétrie permettant d’estimer le mouvement des phospholipides dans les
membranes cellulaires sont : la polarisation de fluorescence, la méthode de formation d’exciméres
intermoléculaire, la mesure de la durée de vie de la fluorescence et la résonance paramagnétique
électronique. Parmi toutes ces méthodes physiques, nous avons choisi de présenter la polarisation

de fluorescence et la formation d’exciméres intermoléculaires qui sont les techniques utilisées
dans notre travail expérimental.

V.1.2.1.1. Polarisation de fluorescence

La technique de polarisation de fluorescence permet d’estimer la fluidité membranaire en
analysant la capacité de rotation de sondes fluorescentes incorporées dans la structure
membranaire. Cette capacité est fonction de Pétat de fluidité membranaire du

microenvironnement de la sonde. Plus le milieu qui environne la sonde est fluide, plus ses



mouvements seront facilités. Inversement, plus ce milieu est rigide, plus ses mouvements seront
limités.

L’excitation des sondes fluorescentes par une lumiére polarisée verticalement (E) génére une

population de molécules excitées dont les moments de transition (Mo) sont otientés
préférentiellement dans la direction du vecteur électrique d’excitation. Si les sondes ont des
mouvements de rotation qui sont lents ou rapides par rapport a la durée de vie de leur état excité,
aucune information ne peut étre recueillie sur la cohésion du milieu. Il est indispensable que la
sonde ait un état d’excitation dont la durée de vie est comparable au temps caractéristique du
mouvement de rotation étudié. Ainsi, la dépolarisation de la fluorescence émise nous donne une
information sur la fluidité de son microenvironnement. L’état de polarisation de la fluorescence

émise est caractérisé par 'émission d’anisotropie de fluorescence <r> :

_ (In—1y)
In+21L)

<r
Ce parameétre est obtenu en projetant les composantes du vecteur électrique de I'émission de
fluorescence sur le plan de polarisation de la lumiére d’excitation. I, et I, sont les composantes
de [lintensitté de fluorescence émise polarisée respectivement parallelement et
perpendiculairement par rapport au plan de polarisation incident.

(I, + 21,) est proportionnel 2 'intensité totale de fluorescence.

L’équation de Perrin permet alors de calculer la viscosité M du milieu 4 partir de <r> définie

précédemment :

1 kRT
<> Vn

avec 7, : anisotropie de fluorescence en I'absence de tout mouvement
T: durée de vie réelle de la sonde fluorescence
T': température absolue
R : constante des gaz parfaits

V" : volume molaire

Cependant l'application de cette loi est limitée dans le cadre des études de membranes
biologiques et ceci pour les raisons suivantes (Stoltz & Donner, 1985) :
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e Les sondes fluorescentes ne sont pas sphériques. Elles présentent souvent la forme d’un
batonnet.

e Les systtmes membranaires constituent un milieu anisotrope ou les sondes ne peuvent se
relaxer dans toutes les directions de I'espace.’

e Les sondes fluorescentes se répartissent de la méme fagon dans les régions fluides et rigides de
la membrane.

Cest pourquoi, la microviscosité 1 (viscosité dans les membranes) ne peut étre considérée que

comme un paramétre qualitatif, semi-empirique pour comparer les fluidités des systémes

membranaires. Par conséquent, il est préférable d’exprimer les résultats en termes d’anisotropie

de fluorescence <r>.

La régle principale qui permet d’interpréter les résultats obtenus griace a la technique de
polarisation de fluorescence est la suivante : lorsque la mobilité augmente, la dépolarisation de
Pémission de fluorescence augmente. C'est a dire en d'autres termes : la polarisation décroit ou
Panisotropie de fluorescence diminue. Donc la fluidité membranaire est reliée de maniére inverse

aux valeurs d’anisotropie de fluorescence (figure 19).

i Lumieére
Lull;mcre partiellement
polansee dépolarisée

hv i

Absorption Emission
Rotation

y| Comparaison lumiére polarisée et dépolarisée :
Anisotropie de Fluorescence <r>

l

Information sur la fluidité de 1 ’environnement
proche de la sonde :
<r> est reliée de maniére inverse a la fluidité
membranaire

Figure 19 : Principes de la technique de polarisation de fluorescence permettant la mesure des mouvements
de rotations des sondes incorporées dans la membrane (Valeur, 1993).
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V.1.2.1.2. La formation d’excimeéres intermoléculaires

La méthode spectroscopique de formation d’excimeéres intermoléculaires permet d’estimer la
cohésion lipidique membranaire et en particulier 'aptitude des lipides a2 se mouvoir dans le plan

de la membrane.

Un monomére est une molécule fluorescente seule dans son état stable : A.
Un excimére est un dimére excité. Il est formé lors de la collision d’un fluorophore dans son état
excité avec le méme fluorophore mais dans son état stable : (AA)*. L'ensemble est un complexe

moléculaire qui existe uniquement dans un état excité.
Le mécanisme de réaction est le suivant (Galla & Sackmann, 1974) :

k,.c
A+A* == (AA* |
kl -/ \"\. kl
ﬁ kf k!f &
A A+A

A + hvy A+ A+ hvg

k, est la constante de vitesse du second ordre qui caractérise le processus bimoléculaire de
formation des excimeres.

k4 est la constante de vitesse caractérisant la dissociation du complexe excité (ou excimeére) en A*
et A.

k¢ et kK’ sont les constantes de vitesse (probabilités de transition par unité de temps, en s*) pour
émission de fluorescence des monomeres excités et des excimeéres, respectivement.

k, et k’, sont les constantes de vitesse caractérisant le retour a I'état stable par un processus non
radiatif.

c est la concentration de la sonde fluorescente.

La formation d’excimeéres est révélée par I'observation d’une raie d’émission supplémentaire, 2

une énergie plus basse que la raie d’émission des monoméres (figure 20).
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Figure 20 : Schéma de formation des excimeéres (Valeur, 1993). Im et Ig sont les intensités maximales du spectre

d'émission de fluorescence des monomeéres et des exciméres, respectivement. k. est la constante de vitesse du second

I 4

—

ordre qui caractérise le processus bimoléculaire de formation des excimeres. kg est la constante de vitesse
caractérisant la dissociation du complexe excité (ou excimére) en A* et A. ke et k’r sont les constantes de vitesse
(probabilités de transition par unité de temps, en s'!) pour 'émission de fluorescence des monomeres excités et des
exciméres, respectivement. k; et k sont les constantes de vitesse caractérisant le retour  'état stable par un

processus non radiatif. ¢ est la concentration de la sonde fluorescente

Le rapport des rendements quantiques de fluorescence des excimeéres (¢g) et des monomeres (Om)

est directement relié a la constante de vitesse du second ordre k, (caractéristique du processus

bimoléculaire de formation des excimeres) selon la relation suivante :

6 kithe '
¢M_kf(1+kd'c’o)k‘ M

T, est la durée de vie de 'état excité des exciméres

Pour des températures inférieures a 60 °C, la dissociation des exciméres est négligeable devant la

désexcitation des complexes excités en deux monomeres (k,T, <<1). L’équation (1) s’écrit donc :

= &k @



En raison du recouvrement des spectres d’émission des monomeres et des excimeéres, il est
impossible de déterminer I'aire de chaque spectre et donc de calculer les rendements quantiques
de fluorescence. Cependant, le rapport I;/I,, des intensités maximales de fluorescence mesurées

sur le spectre des exciméres et des monomeéres, est directement proportionnel au rapport des

rendements quantiques de fluorescence ¢g/¢m, d’ou la relation suivante :
ke
=——=—T,ck 3

K est un coefficient de proportionnalité qui dépend uniquement de la distribution spectrale de

Pémission des monomeéres et des excimeéres.

La formation d’exciméres est un processus limité par la diffusion dans les membranes fluides (a
Pétat cristal-liquide). Elle implique une collision entre les molécules A et A*. En reliant la
fréquence de saut diffusionnelle au coefficient de diffusion latérale (Dgg), Galla & Sackmann,
(1974) ont obtenu une équation décrivant la relation existant entre le coefficient de diffusion et
Iefficacité de formation des excimeres :

= Ak“ = Ie ..zc_f. j’ _1_
Dur= 9% = %1v B 34 o5 “)

Avec A : longueur d’un saut diffusionnel

d. : distance critique pour la formation d’excimeéres

La réaction de A avec A* dépend de la fluidité de I'environnement. Plus le milieu est fluide, plus
la vitesse de transport relatif de A vers A* est élevée et plus la désactivation de A par A* est
importante (Andre et coll,, 1983(a)). Le rapport I5/I,, caractérise I'efficacité de la synthése de ces
complexes excités, et donc est une mesure du mouvement latéral a Pintérieur des membranes

(Galla & Luisetti, 1980). Il peut étre assimilé a un index de diffusion latérale dans la structure
membranaire.

Les principaux paramétres influengant le nombre d’exciméres formés sont:

- la concentration de la sonde fluorescente incorporée dans les membranes

- la durée de vie de I'état excité des monoméres

- la fluidité de la membrane cellulaire : plus le milieu est fluide, plus le taux de formation
d’excimeéres sera important, et donc I'index de diffusion latérale augmentera.
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V.1.2.2. Localisation dans la membrane cellulaire des marqueurs fluorescents

Les sondes utilisées dans le cadre des études de la cohésion de la matrice lipidique par la
technique de polarisation de fluorescence sont: le 1-(4-trimethylammoniumphenyl)-6-phenyl-
1,3,5-hexatriéne (TMA-DPH), le 1-anilinonaphtaléne-8-sulfonate (ANS), et les acides #-(9-
anthroyloxy) stéariques (#-AS; n=3, 6, 9 ou 12) . L’étude de la diffusion latérale des
phospholipides peut étre réalisée grace a 'acide 1-pyrénedécanoique (APD).

Ce sont des sondes fluorescentes qui se positionnent a des profondeurs différentes de la matrice
lipidique et permettent donc de pouvoir estimer la fluidité membranaire 4 divers niveaux de la
membrane cellulaire. La figure 21 représente leurs structures moléculaires ainsi que leur

localisation membranaire.

SR i L] ,' '-I LT -:: g8l
Diffusion latérale ; .i
Rotation interne

O

oH g
% 08 "NH
ANS O

I
APD go-c-

HQ e,

TMA-DPH

Figure 21 : Représentation des structures moléculaires des sondes fluorescentes et de leur localisation dans
la membrane plasmique.
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Le TMA-DPH est une molécule amphipatique qui s’ancre grace a son groupement chargé (le
triméthylammonium) au niveau des tétes polaires des phospholipides. Son groupement
hydrophobe (le 1,6-diphényl-1,3,5-hexatriéne) s’intercale entre les plus hautes portions des
chaines d’acides gras. Il se localise 4 I'interface eau-lipide de la membrane (Kuhry et coll., 1983).

L’ANS est une molécule amphiphile qui se positionne a P'interface eau-lipide de la membrane, au

voisinage des protéines membranaires (Yonei & Kato, 1978).

Les acides stéariques sont constitués d’une chaine d’acide gras sur laquelle est positionné soit en
position C3, C6, C9 ou C12 un noyau anthracéne qui est le groupement chromophore de la
molécule. Ils s’orientent dans la phase lipidique parallélement aux chaines acyles des
phospholipides. Ces sondes permettent d’estimer la fluidité membranaire a des profondeurs
croissantes de la bicouche de la membrane (Thulborn & Sawyer, 1978).

L’acide 1-pyrénedécanoique est une molécule amphiphile dont Pextrémité hydrophobe est
constituée d’'une molécule aromatique qui est le pyréne (groupement émissif ou chromophore),
reliée par une chaine carbonée 4 un groupement carboxyle. Elle s'incorpore trés facilement dans
les membranes lipidiques (Galla & Hartmann, 1980). L’extrémité hydrophile est ancrée a
Vinterface eau-lipide de la membrane, tandis que le pyréne étant attaché au dixiéme carbone de la
chaine carbonée, est logé profondément dans la région hydrophobe de la membrane. D’apreés les
dimensions de Van-der-Waals d’une molécule de pyréne (10 Ax7Ax4 A), on peut supposer
que P'acide 1-pyrénedécanoique occuperait la méme surface dans la matrice lipidique qu'une

molécule de lipide (Sackmann, 1976). Il posséde donc des ressemblances avec les phospholipides
membranaires.

V.2. Altérations radio-induites des propriétés de la membrane cellulaire

Les modifications membranaires radio-induites consécutives 2 une altération structurale de ses
principaux constituants, sont souvent provisoires, et concernent principalement les charges
surfaciques, les activités des enzymes liées a la membrane cellulaire et les fonctions de nombreux
récepteurs membranaires (Koteles, 1979). Des changements de fluidité membranaire, de la
perméabilité aux ions et des perturbations dans les interactions avec les récepteurs membranaires
ont aussi été rapportés par plusieurs auteurs (Edwards et coll., 1984 ; Bonnefont-Rousselot,
1994 ). Ces modifications mémes temporaires de la structure de la membrane peuvent conduire 2

des erreurs dans la reconnaissance de molécules ou de cellules étrangéres, dans les processus de
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transfert d'informations, de régulation, d'endocytose, et d’infection par des parasites, des virus et
des bactéries (Koteles, 1982).

V.2.1. Modifications radio-induites de la fluidité membranaire

De nombreuses études ont montré que la peroxydation lipidique est a 'origine d’'une diminution
de la fluidité membranaire lorsqu’elle est mesurée sur des liposomes préparés a partir de
phospholipides insaturés (Dobretsov et coll, 1977 ; Rice-Evans & Hochstein, 1981 ;
Eichenberger et coll., 1982). Les effets sont identiques quand ce sont les rayonnements ionisants
qui initient la peroxydation lipidique sur des vésicules de phospholipides. Barber & Thomas
(1978) ont irradié des bicouches de lécithines a une dose unique de 35 Gy. Ces auteurs ont
observé une fluidification de la région des tétes polaires des phospholipides qui conduit a une
augmentation de la polarité des régions hydrophobes qui se rigidifient. Des résultats similaires ont
été observés par Parasassi et coll. (1992) pour des doses comprises entre 22 et 110 Gy, sur des
vésicules lipidiques. Ces deux équipes expliqueraient 'augmentation de la polarité des régions
hydrophobes par la pénétration de molécules d’eau dans la bicouche. ’ensemble des études sur

Pirradiation de liposomes décrites dans la littérature sont cohérentes.

Cependant, les résultats observés apres irradiation de membranes naturelles sont contradictoires
et varient selon les études réalisées. Ils décrivent soit une augmentation (Yonei & Kato, 1978 ;
Grzelinska et coll.,, 1979 ; Yonei et coll,, 1979 ; Purohit et coll., 1980 ; Gwozdzinski, 1991(a) ;
Gwozdzinski, 1991(b) ; Ksélling et coll,, 1994 ; Berroud et coll, 1996 ; Giusti et coll,, 1998 ;
Benderitter et coll,, 1999), soit une diminution (Purohit et coll., 1980 ; Joshi et coll., 1982 ;
Parasassi et coll., 1991 ; Giusti et coll., 1998) de la fluidité membranaire. Cette non-uniformité des
résultats pourrait s’expliquer en considérant les compositions membranaires qui varient d’'un type
cellulaire 4 un autre, le large spectre des doses d’irradiation appliquées (0,5 Gy a 40 kGy), la
localisation des sondes fluorescentes et les techniques de détection utilisées.

La méthode de polarisation de fluorescence a permis de mettre en évidence, apres irradiation des
membranes d’érythrocytes, pour des doses de Pordre de 200 a 1000 Gy, une augmentation de la
fluidité des tétes polaires des phospholipides mesurée avec PANS (Purohit et coll., 1980) et une
rigidification de la région hydrophobe des membranes détectées avec le DPH (Purohit et coll.,
1980 ; Joshi et coll.,, 1982 ; Parasassi et coll., 1991). Lorsque I'exposition aux rayonnements
ionisants est plus faible, c’est 4 dire ne dépasse pas 40 Gy, Yonei & Kato (1978) ont observé une
fluidification de la membrane d’érythrocyte a la fois au niveau des tétes polaires et au niveau des
régions hydrophobes. Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus pour des doses
inférieures 4 40 Gy (Yonei et coll,, 1979) sur les membranes d’érythrocytes, et pour des doses ne
dépassant pas 9 Gy (Kélling et coll., 1994) sur les membranes de thymocytes. Ils ont été obtenus

grice 2 la méthode de formation d’exciméres intermoléculaires qui a permis de mettre en
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évidence une augmentation des mouvements de diffusion latérale du pyréne traduisant la
fluidification des régions hydrophobes de la membrane.

D’autres techniques permettent aussi d’évaluer les modifications radio-induites de fluidité
membranaire telles que la résonance paramagnétique électronique (Grzelinska et coll,, 1979 ;
Guille et coll.,, 1987 ; Gwozdzinski, 1991(a) ; Gwozdzinski, 1991(b)) et la fluorimétrie de phase
différentielle (Joshi et coll.,, 1982 ; Parasassi et coll,, 1991 ; Giusti et coll., 1998). Guille et coll.
(1987) n'ont pas détecté de peroxydation lipidique radio-induite dans les membranes
d’érythrocytes, pour des doses comprises entre 0,5 kGy et 2,5 kGy. Cependant, des changements
dans le mouvement de marqueurs de spin ont été détectés, qui seraient attribués aux atteintes des
protéines par les rayonnements ionisants. Ces résultats suggérent que la technique de résonance
paramagnétique électronique permette d’observer les modifications radio-induites de fluidité

membranaire dues principalement aux altérations dans la structure des protéines.

La plupart de ces études ont été réalisées pour des doses de l'ordre du kGy, doses non
compatibles avec les perspectives de dosimétrie biologique. D’autre part, les modifications de
fluidité membranaire radio-induites ont été observées soit sur des liposomes, soit sur des
membranes cellulaires, mais trés rarement sur des cellules entiéres, excepté dans notre laboratoire
(Berroud et coll., 1996 ; Benderitter et coll., 1999). Toutefois, aucune mesure n’a été effectuée sur
des érythrocytes « entiers ». Enfin, toutes ces expériences de mesure de fluidité membranaire,

suite 2 une exposition aux rayonnements ionisants, ont été réalisées sur des modeles 7# vifro, mais
jamais sur des modeles iz vivo.

V.2.2. Modifications radio-induites des fonctions et des propriétés membranaires

Les diverses fonctions et propriétés membranaires sont reliées a I'état physiologique de la
membrane et de ses constituants :

La perméabilité membranaire

La perméabilité membranaire aux ions semble étre accrue consécutivement a la perte des
groupements sulfhydryles. Le passage d’acides aminés a travers la membrane cellulaire grice a des
protéases peut étre aussi augmenté suite a une irradiation (Bonnefont-Rousselot, 1994), ainsi que
la perméabilité aux acides gras, aux protéines étrangéres et aux toxines (Koteles, 1982). Kuo et
coll. (1993) ont observé une activation des canaux de potassium 5 minutes aprés une irradiation
gamma lorsque des cellules sont exposées a une dose de 1,5 Gy. Ces auteurs suggérent qu'une des
réponses précoces de la cellule 4 un stress oxydant soit la perméabilité accrue aux ions potassium.

L'exposition aux rayonnements ionisants induit une rapide augmentation du calcium
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intracellulaire 2 partir de 1 Gy (Todd & Mikkelsen, 1994). Ces modifications radio-induites de la
perméabilité membranaire aux ions K et Ca** sont transitoires. D’autre part, Zeidler et coll.
(1995) ont observé leffet des rayonnements ionisants sur des canaux ioniques reconstitués
artificiellement par des molécules d’antibiotique de polyéne imbriqués dans les membranes. Ils
ont constaté I'inactivation de ces canaux ioniques qui résulterait, selon ces auteurs, de I'attaque
des radicaux libres induits par la peroxidation des polyénes. Cette attaque provoquerait la
déstabilisation de la structure cylindrique de ces canaux ioniques et donc leur fermeture.

Les activités enzymatiques membranaires

Les activités enzymatiques sont fonction de P'état des molécules constituant la protéine
enzymatique et de leur proche environnement lipidique (Koteles, 1979). Elles sont liées a la
présence de groupements thiols dans la protéine. Une atteinte de I'intégrité de ces groupements a
pour conséquence une perte de cette activité (Bonnefont-Rousselot, 1994).

La mobilité électrophorétique

La mobilité électrophorétique des cellules est due a la présence de groupements chargés
négativement (principalement des complexes protéines-carbohydrates) a la surface des
membranes plasmiques. C’est une propriété complexe qui dépend de I'état métabolique de la
cellule, des forces ioniques et du pH du milieu. Des altérations des propriétés électrophorétiques
de la cellule peuvent refléter des modifications dans le nombre de groupements ioniques sur la
membrane, dans les constantes de dissociation des groupements ioniques ou dans leur disposition
topographique a la surface de la membrane. Ces changements de la charge surfacique
membranaire peuvent conduire a altérer les interactions cellule-cellule, calcium-membrane, et la
perméabilité aux ions (Edwards et coll., 1984). La mobilité électrophorétique des cellules de
mammiféres en culture est déterminée par la présence d’acides de carbohydrates : acide sialique,
sulfate de chondroitine, et acide hyaluronique (Sato et coll., 1977). Les érythrocytes et les ghosts
d’érythrocytes irradiés aux doses de 1/ 2,5/ 5/ ou 30 Gy présentent une réduction de la mobilité
électrophorétique 4 heures apres irradiation (Sato et coll, 1977). Dans les hématies, I'acide
sialique reste le principal constituant chargé négativement. Cependant, la quantité d’acide sialique
est constante aprés une exposition aux rayonnements ionisants. D’autre part, la diminution radio-
induite de la mobilité électrophorétique est fonction de la température. Donc, lirradiation
provoque des modifications de la mobilité électrophorétique qui n’ont pas pour origine la perte
de groupements chargés négativement a la surface membranaire, mais qui résulteraient d’un

réarrangement topographique de ces groupes.
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Les communications intercellulaires (récepteur-ligand)

Les récepteurs membranaires dépendent pour assurer leurs fonctions, des mouvements des
complexes protéiques et de la mobilité des lipides dans un large domaine autour des protéines
(Koteles, 1979). Cependant il existe un délai entre lirradiation et Iatteinte des récepteurs qui
laisseraient supposer que l'inactivation des récepteurs serait plutét due 4 une perturbation des
mécanismes de synthése de ces récepteurs, et non directement reliée a I'attaque membranaire
(Edwards et coll, 1984 ; Bonnefont-Rousselot, 1994). Toutefois les radiations ionisantes
modifient la topographie des récepteurs membranaires, et jouent un role non négligeable dans la
réponse immunitaire (Bonnefont-Rousselot, 1994). En effet, les résultats présentés par Albanese
& Dainiak (2000) indiquent que les radiations ionisantes modulent Pexpression d’un facteur de
croissance (TNFSF6) sur la surface cellulaire, mais aussi la quantité de ce ligand relarguée sur des
vésicules extracellulaires. Ils ont observé que les radiations ionisantes diminuent les taux de
TNFSF6 biologiquement actifs présents sur les vésicules exfoliées. Selon ces auteurs, cet effet

aurait pour origine les dommages au niveau des protéines, les changements dans la configuration
des protéines ou les modifications des interactions lipide-protéine.

La membrane joue un role actif d'interface entre le milieu extra et intracellulaire. Toute
perturbation de lenvironnement des cellules aura des répercussions sur les fonctions
membranaires mais aussi sur la survie de la cellule. Or, aprés une exposition aux rayonnements
ionisants, des modifications des fonctions et des propriétés membranaires peuvent étre détectées
ainsi que des perturbations de la survie cellulaire. Le principal probléme est donc d’essayer de

comprendre le role de la membrane dans les processus conduisant a la mort cellulaire radio-
induite.

VI. Conséquences des rayonnements ionisants sur P’état cellulaire

Les radiations ionisantes provoquent des cassures simples et doubles brins de la molécule ’ADN
qui sont suffisantes pour conduire la cellule vers sa mort cellulaire. Néanmoins, bien que FADN
soit considéré comme la cible principale des rayonnements ionisants, lors d’une irradiation,
Iénergie est déposée dans tout le volume de la cellule. 1l est donc possible d’envisager Pexistence
d’autres mécanismes intervenant dans les processus provoquant la mort cellulaire radio-induite.
Ainsi, les rayonnements ionisants peuvent avoir pour cible l]a membrane plasmique et/ou le

cytoplasme pour initier une séquence d’événements biochimiques qui aboutissent a 'apoptose ou
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mort cellulaire programmée (Ramakrishnan et coll,, 1993 ; Haimovitz-Friedman et coll.,, 1994 ;
Ojeda et coll,, 1994 ; McClain et coll., 1995).

VI1.1. La mort cellulaire

La mort cellulaire est un processus qui aboutit a la cessation de Pactivité biologique. Les
modifications qui 'accompagnent sont irréversibles. Il est généralement admis qu’il existe deux
modes alternatifs de mort cellulaire : la mort cellulaire programmée ou apoptose, et la mort
cellulaire accidentelle ou nécrose.

Caractéristiques et différences morphologiques de la mort par apoptose et nécrose

La mort cellulaire par apoptose (ou mort cellulaire par suicide) est caractérisée par des critéres
morphologiques (Majno & Joris, 1995 ; Darzynkiewicz et coll, 1997) qui la distinguent de la
nécrose. La cellule en apoptose se détache des cellules voisines puis se déshydrate. La perte d’eau
intracellulaire induit une diminution de son volume cellulaire (rétrécissement et déformation de sa
forme originelle ronde) et une augmentation de sa densité. La chromatine devient pycnotique
(condensation de la chromatine) et forme de petites masses égales le long de la membrane
nucléaire (margination de la chromatine). Elle prend ainsi une forme concave ressemblant 4 un
croissant de lune, un fer a cheval ou une faucille. L’enveloppe nucléaire se désintégre et le noyau
se fragmente (caryoexie). Plusieurs fragments nucléaires pycnotiques diffusent dans le
cytoplasme. Ces fragments, avec des constituants du cytoplasme (incluant des organelles intactes),
sont ensuite enveloppés par des fragments de la membrane plasmique : on dit que la cellule
bourgeonne. Ces structures se séparent de la cellule et forment des vésicules qui sont appelées :
corps apoptotiques. Cependant, la cellule peut aussi rétrécir en une masse dense et ronde, tel un
unique corps apoptotique. Iz uvo, les corps apoptotiques sont reconnus et phagocytés par les
macrophages ou les cellules voisines (cellules épithéliales ou fibroblastes), sans enclencher une
réaction inflammatoire dans le tissu. Les éléments intracellulaires tels que les mitochondries ne
gonflent pas ou peu durant la mort par apoptose. Une des caractéristiques importantes du
processus apoptique est la préservation, durant les phases initiales, de I'intégrité structurelle et de
la plupart des fonctions membranaires. Durant les derniers stades du processus apoptotique, les
corps apoptotiques présentent une perte de I'intégrité membranaire avant d’étre absorbes par les
macrophages. In uitro, les corps apoptotiques dégénérent progressivement, car ils ne sont pas
phagocytés, ils gonflent et finalement sont lysés. Leur contenu se déverse dans le milieu

extracellulaire et cette phase est appelée nécrose secondaire.
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La nécrose, ou mort cellulaire accidentelle, est un mécanisme passif, catabolique et dégénératif
(Darzynkiewicz et coll., 1997). Elle caractérise la réponse a une blessure massive qui peut étre
induite par une overdose d’agents cytotoxiques. Le premier événement de la nécrose est le
gonflement des mitochondries et de la cellule tout entiére. La chromatine nucléaire se condense
de maniére inégale, et le noyau se dissout faiblement (caryolyse). La rupture de la membrane

plasmique et le relargage des constituants cytoplasmiques dans le milieu extracellulaire
surviennent dans les derniéres phases du processus nécrotique. La mort par nécrose induit une
réaction inflammatoire du tissu et une cicatrice étendue.

Les séquences morphologiques de ces deux types de mort cellulaire sont résumées sur la figure
22.

Déshydratation cellulaire

(rétrécissement)

Corps apoptotiques

Intégrité membranaire

préservée

Gonflement cellulaire

Rupture de la

et mitochondrial Membrane plasmique

Figure 22 : Schéma illustrant les changements morphologiques survenant durant les processus de mort
cellulaire par apoptose et nécrose (Darzynkiewicz et coll., 1997).Caractéristiques biochimiques du

processus apoptotique

L’apoptose est schématiquement divisée en trois phases : induction, exécution et dégradation
(Mignotte et coll., 1998).
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Phase d'induction

La phase d'induction comporte de multiples voies de signalisation qui dépendent du type
cellulaire et de la nature du signal inducteur : carence en signaux de survie, signaux de mort,
infection virale, dommages au niveau de PADN, exposition aux rayonnements ionisants,
augmentation du calcium intracellulaire etc.

Chaque stimulus apoptogene active spécifiquement une (ou des) voie(s) de signalisation qui
converge(nt) vers le stade d’engagement apoptotique. Il existe principalement deux types de
voies : les voies de signalisation a point de départ nucléaire et celles 2 point de départ
membranaire.

Le géne suppresseur de tumeur p53 joue un role primordial dans les voies de signalisation
nucléaire. Lorsqu’une altération génétique survient, p53 oblige la cellule soit 4 interrompre sa
multiplication et a réparer la lésion génétique, soit a déclencher son suicide. C'est le « gardien du
génome ».

Il existe plusieurs voies de signalisation dont le point de départ est la membrane plasmique. Des
molécules de surfaces (TNF, Fas-L, IL1-B) exprimées, en particulier, par les cellules du systéme
immunitaire peuvent déclencher la mort par apoptose par l'intermédiaire de la voie de la
sphingomyéline (Kolesnick et coll., 1994). L’hydrolyse de la sphingomyéline membranaire par
une sphingomyélinase neutre ou une sphingomyélinase acide aboutit a la synthése de céramides et
de phosphocholine. Les céramides servent de second messager pour initier I'apoptose. Les
especes réactives de oxygéne peuvent activer le processus de mort cellulaire programmée, dans
certaines circonstances, selon deux voies d’activation : indirecte et directe (Jacobson, 1996). Ces

espéces sont susceptibles d’étre des seconds messagers dans la transduction des signaux
apoptotiques.

Phase d’exécution

Au terme de la phase d’induction, les cellules subissent une série de modifications physiologiques
qui va les engager irréversiblement dans la mort cellulaire. Malgré la diversité des signaux
d’'induction, les cellules engagées dans le processus apoptotique ont des caractéristiques
biochimiques et morphologiques identiques. Ces résultats suggérent que la phase d’exécution soit
indépendante de I'inducteur et du type cellulaire. I’hypothése a été émise que tous ces signaux
convergent vers une série d’étapes communes dont le principal chef d’orchestre est Ia
mitochondrie (Green & Reed, 1998 ; Mignotte et coll., 1998 ; Susin et coll., 1999).

Les mitochondries des cellules normales comportent des protéines de survie cellulaire appelées
protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Elles sont localisées dans la membrane
mitochondriale externe et assurent deux fonctions primordiales pour la survie cellulaire : (1) le

confinement dans lespace inter-membranaire mitochondrial de facteurs mitochondriaux
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apoptogenes : le cytochrome c et PAIF (facteur inducteur d’apoptose), (2) le maintien de la
synthése ' ATP dans la matrice mitochondriale. Ces fonctions sont assurées grice au maintien a
Pétat fermé du pore de transition de perméabilité (PTP) de la membrane mitochondriale interne.
Les voies de signalisation activatrices de engagement apoptotique et inhibitrices de la survie
cellulaire sont capables : (1) d’inactiver la protéine de survie Bcl-2, (2) d’activer les protéines pro-
apoptotiques de type Bax. Bax est localisée dans la membrane mitochondriale externe et assure
Pouverture permanente et irréversible du PTP de la membrane mitochondriale interne, et sa
communication avec le cytosol grice 2 un pore de la membrane mitochondriale externe. Il y a
alors : (1) libération du cytochrome c et de AIF dans le cytoplasme, (2) annulation du gradient
électrochimique AW, de protons de part et d'autre de la membrane interne mitochondriale
provoqué par la suppression de Pactivité de synthése ¢’ ATP. Le cytochrome c, ainsi libéré de
Pespace inter-membranaire mitochondrial, se lie avec la protéine Apaf-1 pour s’associer avec la
pro-caspase 9 pour former un complexe moléculaire nommé apoptosome et ainsi enclencher
Factivation de la caspase-9. Une cascade protéolytique va étre initiée qui aboutit a I'exécution
biochimique et morphologique du processus apoptotique (Green & Reed, 1998). Donc, les
mitochondries remplissent un double réle dans la mort cellulaire par apoptose. Elles intégrent

différents signaux d’initiation pro-apoptotique et coordonnent la réponse de mort (Susin et coll.,
1999).

Phase de dégradation

Lorsque les cellules sont dans la phase de dégradation, elles présentent I'ensemble des
caractéristiques moléculaires et morphologiques de 'apoptose.

Lors des premiers stades de cette phase de dégradation, les phospholipides de la membrane
plasmique perdent leur asymétrie. Schlegel et coll. (1993) ont montré que cette perte d’asymétrie
est liée 2 une diminution du compactage des lipides du feuillet externe de la membrane. Ces
modifications sont détectées avant la fragmentation de FADN (Mower et coll,, 1994 ; Martin et
coll,, 1995). Ce réarrangement lipidique est provoqué par le flip-flop de la phosphatidylsérine du
feuillet interne au feuillet externe de la membrane. Cette exposition de la PS précede la perte
d’intégrité de la membrane. C'est aussi un signal de reconnaissance pour que ces cellules
deviennent la cible des cellules phagocytaires (Martin et coll., 1995 ; Darzynkiewicz et coll., 1997 ;
Pradhan et coll,, 1997) et soient rapidement éliminées. Bien qu’il existe d’autres modifications
membranaires qui permettent la reconnaissance des cellules apoptotiques, c’est Pexternalisation
de la PS qui est la plus répandue (Martin et coll, 1995). Ces modifications de Pasymétrie
membranaire des cellules en apoptose semblent indépendantes, dans une certaine mesure, de
Pactivité nucléaire (Reno et coll., 1998). Ces altérations membranaires sont détectées grace a des
marqueurs fluorescents tels que 'annexine V (externalisation de la PS) et la merocyanine 540

(décompactage des lipides). Ils permettent de différencier les cellules qui sont en début
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d’apoptose de celles en fin d’apoptose qui sont perméables aux monoazides d’éthidium car elles
ont perdu leur intégrité membranaire (Darzynkiewicz et coll., 1997).

Drautre part, van Engeland et coll,, 1997. ont montré que plusieurs composants du cytosquelette
étatent dégradés durant le processus apoptotique. Le bourgeonnement de la membrane pourrait
étre la conséquence du clivage de la fodrine (Martin et coll, 1996), une protéine
multifonctionnelle dont les propriétés sont proches de celles de la spectrine. Ce clivage pourtait
favoriser le mouvement d’externalisation de la PS. La condensation de la chromatine serait
associée a une dégradation irréversible des lamines.

La phase de dégradation des cellules en apoptose est caractérisée par le clivage, par des
endonucléases, de la molécule d’ADN en fragments inter-nucléosomiques. Ce processus
biochimique est le plus utilisé pour la détection des cellules en apoptose. Les produits de
dégradation de PADN sont des sections oligonucléosomiques ou nucléosomiques qui générent
un profil caractéristique en échelle lorsqu’ils sont analysés par électrophorese sur gel d’agarose.

Ces fragments sont des multiples de 185 paires de base (Majno & Joris, 1995) qui correspondent
a la taille approximative d’un nucléosome.

En résumé, la phase d’'initiation du processus apoptotique est principalement pré-mitochondriale,
la phase effectrice (ou d’exécution) est essentiellement mitochondriale, et la phase de dégradation
est post-mitochondriale (Susin et coll., 1999).

VI1.2. Apoptose et irradiation

Plusieurs voies de signalisation conduisant vers la mort par apoptose peuvent étre activées lors
d’une exposition aux rayonnements ionisants. Leur point de départ, génomique ou membranaire,
est contreversé selon les auteurs considérés. Néanmoins I'étude comparative de ces deux voies

révele des caractéristiques communes quant a la phase effectrice et 2 la phase de dégradation.

Les radiations ionisantes induisent différents types de lésions au niveau de la molécule ’ADN :
des cassures doubles et simples brins, et des liaisons inter-brins. Les lésions radio-induites
incorrectement réparées (ou irréparables) enverraient un signal persistant qui enclencherait le
processus apoptotique a travers une voie d’induction lente qui nécessite la synthése de protéines
actives (Cregan et coll., 1999). Radford (1999) privilégie le role joué par les dommages au niveau
de PADN dans Pinitiation de I'apoptose radio-induite. Selon cet auteur, plusieurs arguments
confortent cette assertion : les rayonnements ionisants ont pour cible principale la molécule
d’ADN, Texistence de relations étroites entre p53 et la réponse aux radiations ionisantes, et

Pinfluence de la capacité des systémes de réparation enzymatique de PADN sur la sensibilité 2

66



apoptose. Cependant, certains auteurs suggéerent que les dommages membranaires radio-induits
générent des seconds messagers qui sont les premiers initiateurs de I'apoptose radio-induite.
Haimovitz-Friedman et coll. (1994) ont montré que lirradiation induit Ihydrolyse des
sphingomyélines membranaires en céramides qui déclenchent le processus apoptotique.
L’importance des dommages membranaires radio-induits dans la mort cellulaire par apoptose a
été évaluée en utilisant un piégeur d’espéces actives de P'oxygene : le trolox (analogue de la
vitamine E). Ce composé pénétre dans les membranes cellulaires et protege les cellules des
dommages oxydatifs. Lorsqu’il est ajouté apreés irradiation, il inhibe la fragmentation de PADN en
bloquant 'augmentation du taux de calcium intracellulaire (Ramakrishnan et coll., 1993 ; McClain
et coll,, 1995). Ces résultats suggérent, d’apres leurs auteurs, que Poxydation des membranes, suite
a une exposition aux rayonnements ionisants, est responsable de la mort par apoptose. Ojeda et
coll. (1994) ont montré que la protéine kinase C (PKC), associée a la membrane, joue un role
important dans les processus apoptotiques radio-induits. En effet, elle est impliquée dans la
transduction du signal de la membrane vers le noyau ou, elle induit la fragmentation de TADN
(Ojeda et coll., 1992). Ce mécanisme serait la conséquence de la lipoperoxydation radio-induite au
niveau membranaire. Ces dommages membranaires provoqueraient Ihydrolyse du
phosphatidylinositolbiphosphate en inositoltriphosphate et diacylglycérol, qui sont responsables
de la mobilisation du calcium et de P'activation des PKC. Ainsi, ces résultats permettent d’émettre
hypothése d’une participation active de la membrane dans I'initiation des réactions en chaine
conduisant vers 'apoptose radio-induite.

Au niveau de la phase effectrice, Chen et coll. (2000) ont montré que le relargage du cytochrome
¢ des mitochondries s’effectuait en deux étapes lors du processus apoptotique radio-induit. Deux
a huit heures aprés irradiation, le cytochrome c est libéré dans le cytosol en faibles quantités. Ce
relargage permet 'activation des caspases mais n’a aucun effet sur la production d’ATP et sur le
potentiel membranaire mitochondrial. La totale déplétion du cytochrome ¢ mitochondrial est
réalisée 16 heures aprés une exposition aux rayonnements ionisants. Ce relargage massif induit
une diminution des taux d’ATP, une augmentation des espéces réactives de I'oxygene et une

diminution du potentiel membranaire mitochondrial. Cette derniére étape précede la
fragmentation nucléaire.

VII. Conséquen €s rayonnements ionisants au niveau tissulaire

Un tissu est constitué d’'un ensemble de cellules qui ne sont pas indépendantes les unes des
autres. C'est une structure complexe ou il existe un équilibre entre naissance et mort cellulaire :
homéostaste cellulaire. Les cellules communiquant entre elles, il existe une coopération cellulaire

au sein d’un tissu. Lors d’une irradiation, des facteurs sont relargués dans le milieu extracellulaire
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par les cellules atteintes et peuvent induire la mort de cellules non irradiées. C'est le « bystander
effect ». La notion de contact direct de cellule a cellule n’est ni nécessaire, ni suffisante pour la
transmission de signaux intercellulaires par des facteurs (de croissance ou de mort) liés a la
membrane cellulaire. Albanese & Dainiak (2000) ont montré que exfoliation de certains facteurs
radio-induits serait un mécanisme qui permettrait d’expliquer ce «bystander effect. Ce
mécanisme d’exfoliation radio-induit serait aussi a Porigine des « effets abscopaux». Les vésicules
exfoliées 2 partir de la membrane des cellules localisées a I'intérieur du champ d’irradiation,
pourraient migrer dans le corps au niveau de sites éloignés de la partie irradiée pour y provoquer
des dommages (Albanese & Dainiak, 2000). Ces résultats sont nécessaires a la compréhension de
Pexpression des lésions tissulaires radio-induites. L’apparition d’une lésion macroscopique est
conditionnée par la mort d’une proportion suffisante de cellules : la dose seuil correspond au taux
de dépeuplement a partir duquel un effet est décelable. La radiosensibilité d’'un tissu dépend de
Pétat de différenciation des cellules qui le constituent et des mécanismes d’homéostasie cellulaire.

La dose seuil et le délai d’apparition des lésions varient d’un tissu a 'autre.

Les tissus sont classés en deux catégories : les tissus compartimentaux et les tissus non
compartimentaux.

Les tissus compartimentaux sont constitués d’'un compartiment de cellules souches ou la division
cellulaire est trés active, d'un compartiment de cellules en voie de maturation ou les cellules se
multiplient en achevant leur différenciation, et d’'un compartiment composé de cellules
différenciées (ou fonctionnelles) qui ne se divisent plus et meurent par sénescence. Ce sont des
tissus 2 renouvellement rapide : la moelle osseuse, les tissus embryonnaires, 'épithélium cutané
etc.

Les tissus non compartimentaux sont de deux types. Les tissus a renouvellement conditionnel
(foie, endothélium vasculaire) sont composés de cellules différenciées dont la prolifération
cellulaire est stimulée lors d’une lésion importante. Le seul tissu statique chez 'Homme est le

systéme nerveux central ou les cellules neuronales ne se divisent jamais et ne sont jamais
renouvelées.

Lors d’une exposition aux rayonnements ionisants, les tissus sont d’autant plus radiosensibles que
les cellules qui le composent sont moins différenciées, ont un potentiel de prolifération plus
grand et se divisent plus vite. Donc, pour les tissus compartimentaux, l'atteinte des cellules
souches (les plus radiosensibles) provoque un délai dans 'apparition des Iésions proportionnel a
la durée de vie des cellules matures. Les tissus a renouvellement conditionnel expriment les
dommages plus tardivement. Quand le nombre de cellules baisse considérablement, un seuil
critique est atteint, il induit alors un processus de prolifération compensatoire. Dans le cas des

tissus statiques, 'expression clinique des lésions est trés tardive. Elle est liée a latteinte des

cellules environnantes telles que les cellules endothéhales.
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Au-dela d’'une certaine dose, la perte cellulaire au niveau de certains tissus devient suffisamment
importante pour que ceux-ci ne soient plus entiérement aptes a remplir leurs fonctions. Des
signes pathologiques apparaissent et traduisent cet effondrement fonctionnel. Chez 'Homme,
quatre grands types de tissus se distinguent pour leur sensibilité 2 Pirradiation :

le tissu hématopoiétique pour des doses de 1 2 8 Gy.

le tissu intestinal pour des doses de 6 2 12 Gy,

le tissu pulmonaire pour des doses au-dela de 15 Gy,

le tissu nerveux pour des doses supérieures 2 20 Gy.

69






Chapitre 2 :
Matériels et Méthodes






I. Etudes in vitro
I.1. Matériel biologique

I.1.1. Lignées cellulaires
1.1.1.1. Lymphoblastes

La lignée de cellules lymphoblastiques (RPMI 1788), utilisée dans cette étude, provenait de la
collection de I’ American Type Culture Collection, USA. (ATCC) (RPMI 1788).

Leur culture a été effectuée en milieu RPMI 1640 contenant déja du glutaMAX-1 (Life
Technologies, France). A ce milieu ont été additionnés :

® 10 % de Sérum de Veau Feetal (SVF, Life Technologies, France) décomplémenté a 56 °C,
sous agitation pendant 30 minutes.
e 1% d’une solution stock 4 100 mM de Pyruvate de sodium (Life Technologies, France).

® 1 % dune solution stock 2 10 000 Ul/ml de Pénicilline et Streptomycine (Life
Technologies, France).

Le SVF apporte aux cellules différents facteurs mitogenes nécessaires a leur croissance. La

pénicilline et la streptomycine sont des antibiotiques inhibant le développement de micro-
organismes nuisibles au développement cellulaire.

L’entretien de la lignée cellulaire a été effectué par repiquage tous les deux jours dans des flasques
de 75 cm? par simple dilution au 1/3. Les boites de culture ont été placées dans une étuve régulée
a 37 °C, en atmosphére humide et avec un apport de 5 % de CO,.

[.1.1.2. Fibroblastes

Les lignées cellulaires de fibroblastes provenaient également de la collection de PATCC (CCD-
278k). Cétatent des cellules de peau humaines isolées a partir de biopsies cutanées localisées au
niveau de la poitrine. Ces lignées étaient non immortalisées.
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Leur culture a eté effectuée en milieu Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) sans pyruvate de

sodium, sans pyrudivine, avec 4500 mg/ml de glucose (Life Technologies, France). A ce milieu
ont été additionnés :

® 10 % de Sérum de Veau Feetal (SVF, Life Technologies, France).

e 1 % dune solution stock 2 10 000 UI/ml de Pénicilline et Streptomycine (Life
Technologies, France).

L’entretien de la lignée cellulaire a été effectué par repiquage tous les trois jours dans des flasques
de 75 cm? 2 bouchon ventilé, par simple dilution au 1/3. Cette étape nécessitait 'emploi de 0,25
% de trypsine-EDTA (1:1; V:V) (Life Technologies, France) qui permettait le détachement des
cellules adhérentes a la paroi du flasque. Les boites de culture ont été placées dans une étuve
régulée 2 37°C, en atmosphére humide et avec un apport de 5 % de CO,.

1.1.2. Echantillons sanguins

Pour les mesures biophysiques et biochimiques, des prélévements sanguins ont été obtenus apres
accord consenti de donneurs sains :

- Soit sur des tubes héparinés de 7 ml provenant du Service Médical du Travail (CEA de
Fontenay-aux-Roses, Paris) pour les expériences réalisées sur les hématies.

- Soit sur des poches de 450 ml de sang total prélevées sur Citrate Phosphate Dextrose (CPD)
provenant de I'Etablissement Frangais du Sang d’Ile de France (Rungis, France) pour les études
sur les lymphocytes.

- Soit sur des poches de buffy coat de 50 ml provenant de 'Etablissement Frangats du Sang d’lle
de France (Rungis, France) pour les études sur les lymphocytes.

1.2. Préparation des échantillons sanguins

1.2.1. Séparation des lymphocytes du sang total

Un volume de sang total, dilué au 'z dans du milieu RPMI 1640 sans glutaMAX-I (Life
Technologies, France), était déposé soigneusement sur 2 volumes de ficoll-isopaque
(Lymphoprep™, pharmacia, France). Une centrifugation 4 770 g pendant 20 minutes, a

température ambiante, permettait de séparer les différentes fractions cellulaires. L’anneau de
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cellules mononucléées a été prélevé doucement a I'interface, puis lavé deux fois dans du milieu

RPMI 1640 sans glutaMAX-I (Life Technologies, France) a 400 g pendant 10 minutes.
1.2.2. Préparation des membranes totales de lymphocytes

Les membranes totales de lymphocytes ont été obtenues a partir de la méthode décrite par
(Adams et coll., 1985).

Toutes les opérations ont été réalisées a 4°C.

Les lymphocytes provenant de sang humain ont été séparés du sang total selon le protocole décrit
au paragraphe 1.2.1. La suspension cellulaire a été centrifugée a 400 g pendant 4 minutes. Le culot
a été resuspendu dans 10 volumes de tampon Tris 2 40mM, pH=74. Les cellules ont été incubées
dans la glace pendant 10 minutes pour permettre leur gonflement. La suspension cellulaire a
ensuite été centrifugée a 3015 g pendant 10 minutes. Le culot ainsi obtenu a été resuspendu dans
5 volumes de MgCl, 2 2 mM dans 40 mM de tampon Tris, pH=7,4. Dix minutes aprés
incubation, les cellules ont été lysées a2 l'aide d'un homogénéiseur de Dounce (espace
interpiston/cylindre « large » 25 um-76 um, Polylabo, France) en effectuant 25 aller-retours avec
le piston, soient 50 cassures. La suspension obtenue a été resuspendue dans le méme volume de
tampon Tris 2 40mM, pH=74, et centrifugée 2 100 g pendant 5 minutes afin d’éliminer les
noyaux intacts et les cellules non lysées. Le surnageant a été prélevé puis ultracentrifugé a 12060 g
pendant 10 minutes (ultracentrifugeuse Centrikon T-1190, Rotor TFT80.13, Kontron, France).
Le culot a alors été resuspendu dans 4 ml de tampon Tris 2 40mM, pH=7.4.

1.2.3. Obtention d’hématies intactes

500 ul de sang total ont été lavés une fois durant 15 minutes, a 220 ¢ dans 6 ml de tampon
phosphate PBS (Dubelcco sans calcium, sans magnésium et sans bicarbonate de sodium-Life
Technologies, France). Le surnageant a été éliminé et 7 pl du culot d’hématies ont été
resuspendus dans 2 ml de PBS. La concentration a été alors ajustée a 4.10° hématies/ml.

1.2.4. Préparation des membranes d’hématies
Les membranes d’hématies ont été obtenues 4 partir de la méthode décrite par Dodge et coll.

(1963).

Toutes les opérations ont été réalisées 4 4 °C.

Les hématies ont été lavées trois fois dans 30 ml de tampon de lavage (solution de NaCl 2 0,9 %)
a 220 g, pendant 10 min. L’hémolyse a été réalisée par addition de 30 ml de tampon hémolyse
(solution de tampon barbital a2 30 mOsm, pH = 7,4), sous agitation elliptique, durant 30 min. Les
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membranes ont été ensuite lavées dans ce tampon 20 min 4 16000 g (Centrikon T-124, Kontron,
France). Le surnageant a été €liminé et les lavages ont été poursuivis jusqu’a obtention d’un culot

parfaitement blanc (ne contenant plus d’hémoglobine) resuspendu ensuite dans 4 ml de tampon
hémolyse.

I.3. Caractéristiques des irradiations

1.3.1. Cultures cellulaires

Les cellules ont été exposées aux rayonnements gamma d’énergie 1,17 MeV et 1,33 MeV
provenant d’'une source de Cobalt-60 (irradiateur ICO 4000, IPSN).

Les lymphoblastes ont été irradiés dans leur milieu de culture, dans un bain thermostaté a 37 °C,
pour des doses de 2 a 8 Gy, aux débits de 1 et 0,1 Gy/min.

L’irradiation des fibroblastes a était réalisée dans les flasques de culture, a température ambiante,
I'irradiateur étant en position verticale, pour une dose de 8 Gy, au débit de 1 Gy/min.

Pour chaque échantillon irradié, un témoin a été traité dans les mémes conditions expérimentales
sans exposition aux rayonnements ionisants. Aprés irradiation, les suspensions cellulaires ont été,

soit analysées immédiatement, soit incubées dans une étuve a 37 °C pour simuler les conditions
biologiques de la réparation.

1.3.2. Sang Total

Les échantillons sanguins qui constituaient le matériel biologique pour les expérimentations de
dosage des lipides membranaires ont été exposés aux rayonnements gamma d’énergie 0,662 KeV
provenant d’'une source de Césium-137 (irradiateur IBL 637, IPSN). IIs ont été irradiés a
température ambiante, pour une dose de 8 Gy, au débit de 0,5 Gy/min.

Les autres échantillons sanguins ont été irradiés a I'aide d’une source de Cobalt-60 (irradiateur
ICO 4000, IPSN), dans un bain thermostaté a 37 °C, pour des doses de 4 et 8 Gy, aux débits de 1
et 0,5 Gy/min.

Pour chaque échantillon irradié, un témoin a été traité dans les mémes conditions expérimentales
sans irradiation. Apres irradiation, les échantillons sanguins, comme précédemment, ont été, soit
analysés immédiatement, soit incubés dans une étuve a 37 °C pour simuler les conditions
biologiques de la réparation.
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L.4. Préparation des échantillons biologiques pour les mesures de fluidité membranaire

1.4.1. Sondes fluorescentes

Les solutions stocks des sondes fluorescentes utilisées dans cette étude ont été préparées comme
suit :

Le 1-(4-trimethylammoniumphenyl)-6-phenyl-1,3,5-hexatriéne (TMA-DPH, Molecular Probes,
USA) a été dissous dans du N, N-diméthyl formamide (DMF, Sigma, France) a la concentration
de 2 mM. L’acide 1-pyrénedécanoique (APD, Sigma, France) a été préparé en dissolvant ce
produit dans une solution de DMF 4 la concentration de 1mM. Les acides stéariques (Molecular
Probes, USA) avec n = 3, 6, 9, et 12 ont été dissous dans une solution d’éthanol (Rectapur,
Prolabo, France) a la concentration de 2 mM. Ces solutions ont été aliquotées et conservées a
Pobscurité, 2 — 20 °C. Le 1-anilinonaphtaléne-8-sulfonate (ANS, Sigma, France) a été dissout
dans du PBS (Dubelcco, France) 4 la concentration de 10 mM. Cette solution meére a éte

aliquotée et stockée a Pobscurité, a2 — 4 °C. Ces solutions ont été renouvelées tous les 15 jours.
1.4.2. Marquage des suspensions cellulaires
Optimisation de la technique

Des études préalables d’optimisation de la technique ont permis de  déterminer les
concentrations de sondes et de cellules optimales, le temps nécessaire a Pincorporation de la
sonde dans les membranes et le nombre de lavages nécessaires afin d’éliminer les molécules de

marqueurs libres. Voici un tableau récapitulatif (tableau 9) des principaux parameétres qui
conditionnent l'utilisation de ces sondes fluorescentes :
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N
Sond Type Conceniration Concentration finale Temps O:ebm
ondes
cellulaire cellulaire de la sonde d’incubation
lavages
Fibroblaste 1.106 cell/ml
TMA-DPH | = 0% e 2 M 10 min 1
Lymphocyte 2.106 cell/ml
APD Lymphoblaste 1.106 cell/ml 10 uM 15 min 2
ANS Fibroblaste 1.10¢ cell/ml 10 pM 10 min aucun
Fibroblast 1.106 cell/ml
3,6,9,et12-|  ODasE Yk ,
AS Lymphocyte 2.108 cell/ml 2 uM 20 min 1
Hématie 4.106 cell/ml

Tableau 9 : Paramétres conditionnant le marquage des suspensions cellulaires en fonction du marqueur
fluorescent et du type cellulaire.

Protocole

Les culots cellulaires ont été resuspendus dans une solution saline équilibrée de PBS dont le
volume a été ajusté afin d’obtenir la concentration cellulaire finale définie dans le tableau 9. Un
volume adéquat de solution stock de chaque sonde a été ajouté pour obtenir la concentration
finale définie dans le tableau 9. Les échantillons marqués ont été placés a Pobscurité dans un
bain-marie 2 37 °C pendant le temps d’incubation nécessaire 4 I'incorporation de la sonde. Les
suspensions cellulaires ont été ensuite lavées, uniquement lorsque la mesure a été réalisée au
spectrofluorimétre, par centrifugation a 100 g pendant 10 minutes (ou 200 g pour les hématies),
afin d’éliminer les molécules de marqueurs non incorporées dans les membranes. Les mesures de

fluidité membranaire ont été ensuite réalisées par spectrofluorimétrie ou cytométrie de flux.

I.5. Mesures de la fluidité membranaire par spectrofluorimétrie

L.5.1. Appareil de mesure

Les mesures des intensités de fluorescence ont été réalisées a aide d’un spectrofluorimétre en
excitation continue, (SFM 25, Bioteck, France). La source lumineuse était une lampe xénon 2
haute pression qui fournissait un spectre de lumiére polychromatique. Les fluctuations de la
source ont été compensées par un faisceau de référence. Deux monochromateurs motorisés
permettaient une sélection continue des longueurs d’onde. L'un était destiné pour le faisceau

d’excitation et 'autre pour le faisceau d’émission de fluorescence. Afin d’éviter des perturbations
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de la mesure de la fluorescence par la lumiére transmise, on recueillait le faisceau d’émission selon
un axe faisant un angle de 90 ° avec la lumiére excitatrice. L'intensité de fluorescence émise a €té
détectée et amplifiée par un photomultiplicateur. Une imprimante permettait d’enregistrer les
données obtenues. Les suspensions cellulaires ont été introduites dans des cuves a quartz de 1 ml.
Les mesures ont été réalisées a 37 °C, sous une légere agitation. Les dimensions de ces cuves
étaient calculées de maniére a ce que leur densité optique soit inférieure a 0,1 afin d’éviter les
phénomenes de diffusion (Engelke et coll., 1996).

L.5.2. Etablissement des conditions spectrales de mesure

L’établissement systématique des spectres d’absorption et d’émission des sondes en présence des
suspensions cellulaires a permis de déterminer leurs longueurs d’ondes d’excitation et d’émission

de fluorescence maximales dans nos conditions expérimentales (tableau 10) :

. | Longueur d’onde | Longueur d’onde
Sondes | Type cellulaire A i
d’excitation (nm) | d’émission (nm)
TMA-DPH| TmPRocyte 350 425
Fibroblaste
APD | Lymphoblaste 344 e
Excimeéres : 470
ANS Fibroblaste 390 467
Lymphocyte 366 440
3-AS Hématie 367 446
Fibroblaste 366 443
Lymphocyte 366 436
6-AS Hématie 367 446
Fibroblate 366 433
Lymphocyte 366 436
9-AS Hématie 367 442
Fibroblate 366 430
Lymphocyte 366 436
12-AS Hématie 367 442
Fibroblate 366 437

Tableau 10 : Longueurs d’ondes d’excitation et d’émission maximales d’utilisation des sondes
fluorescentes (TMA-DPH, APD, ANS, 3, 6, 9 et 12-AS) dans nos conditions expérimentales.

[.5.3. Principe de la mesure par la méthode de formation des exciméres intermoléculaires

Les échantillons ont été excités 4 344 nm. Les émissions de fluorescence ont été recueillies a 396

nm pour les monomeéres et a 470 nm pour les excimeéres (largeur de fente 5 nm). Ces valeurs ont
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été corrigées en soustrayant Pintensité de fluorescence obtenue pour une suspension cellulaire
non marquée.

L.5.4. Principe de la mesure par la méthode de polarisation de fluorescence

Les mesures d’anisotropie de fluorescence ont été réalisées en utilisant un accessoire de
polarisation de fluorescence qui comportait deux filtres de polarisation. Le polariseur était placé
dans le faisceau d’excitation, juste avant la cuve de Péchantillon. L’analyseur était situé au niveau
du faisceau d’émission, juste aprés P'échantillon. Le montage est décrit figure 23. Un systéme

€lectromécanique permettait d’orienter ces deux filtres afin de polariser la lumiére soit
verticalement, soit horizontalement.

Echantillon
<
-,
e ™~
-, Y,
Polariseur e . Analyseur
4
i ~
o s Emission de fluorescence

Faisceau d’excitation polarisée horizontalement N

de polarisation isotrope

Figure 23 : Principe de la mesure de la polarisation de fluorescence par un spectrofluorimétre équipé d’un
accessoire de polarisation. Le faisceau d’excitation constitué d’une lumiére isotrope est polarisé verticalement par
le polariseur. L'analyseur placé aprés 'échantillon permet d’analyser la composante horizontale de I'émission de

fluorescence.
La mesure de I'anisotropie de fluorescence a été effectuée en trois étapes :
Mesure du blanc

Des mesures des intensités de fluorescences obtenues pour une suspension cellulaire non

marquée ont été réalisées afin de s’affranchir du bruit de fond.

Détermination des facteurs de correction G

Lorsqu’un échantillon est éclairé par une lumiére polarisée horizontalement (I);, les composantes

d’émission paralléle (1), et perpendiculaire (I1)y au faisceau d’excitation sont égales. Cependant,

les composants optiques du spectrofluorimétre ont des propriétés polarisantes qui peuvent
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provoquer des interférences sur la mesure des valeurs d’anisotropie. Il est donc nécessaire
d’introduire un facteur de correction G spécifique de chaque longueur d’onde. A cet effet,
Péchantillon est éclairé par une lumiére d’excitation polarisée horizontalement (polariseur
horizontal). L’analyseur est orienté verticalement et horizontalement afin de recueillir les valeurs
des composantes paralléle et perpendiculaire de Pintensité de fluorescence émise : (I,/)y et (I1)y.
Le facteur de correction est défini par la formule suivante :

_ !fﬂ—fsﬁ )H

G= (I.—Is)H

Avec Iy correspondant aux intensités de fluorescence en I'absence de marqueur.
Détermination des intensités d’émission polarisée

L’échantillon a été excité par une lumiére polarisée verticalement. L'amplitude du signal
d’émission a été déterminée pour les composantes paralléle et perpendiculaire au faisceau incident

en réglant Panalyseur parallélement et perpendiculairement a la direction du polariseur.
L’anisotropie de fluorescence <r> est définie par :

B [(I!I—I!IB)V —G*(IJ.—IJ.B)V]
<t> = I=lis), +2G*(L.—118)]

L’intensité totale de fluorescence est décrite par la relation suivante :

I, = [(Iu=1us), +2G * (1.-1.s )]

I1.6. Mesure de la fluidité membranaire par cytométrie de flux

Des mesures de la polarisation de fluorescence sont possibles en cytométrie en flux, en adaptant
un module de polarisation. Cette méthode présente de nombreux avantages par rapport aux
techniques utilisant un spectrofluorimétre. Elle permet, notamment, de réaliser I'analyse au niveau
d’une cellule 1solée et donc de s’affranchir des perturbations de la mesure dues 4 la présence de
marqueurs libres dans la suspension cellulaire (Fox & Delohery, 1987 ; Béock et coll., 1989).

D’autre part, il est possible d’effectuer la mesure sur des populations cellulaires sélectionnées
selon leur taille et leur granulosité.
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L1.6.1. Appareil de mesure

Les mesures de la polarisation ont été réalisées a 'aide d’'un cytometre en flux : Facs Vantage SE
(Becton Dickinson, France). Le principe optique de la détermination de la polarisation de
fluorescence en cytométrie de flux est décrit figure 24. Un laser a argon innova 305 (Cohérent,
France) dont la longueur d’onde était fixée a 488 nm a été réglé a la puissance de 200 mW.
L'utilisation de deux filtres passe-bande centrés sur cette méme longueur d’onde (488 + 5 nm),
placés devant FSC (photomultiplicateur) et SSC (photomultiplicateur), permettait de détecter la
diffusion de la lumiére mesurée respectivement dans 'axe du rayon incident sous un petit angle
(< 12°) et sous un angle droit. Ces deux parameétres FSC et SSC sont respectivement corrélés a la
taille des événements analysés et a la réfringence du cytoplasme. Le laser UV a krypton innova
302 (350,7 nm, 200 mW) (Cohérent, France) constituait la source de lumiére, déja polarisée
verticalement, qui excitait les molécules fluorescentes pour les mesures de polarisation de
fluorescence. Une lame demi-onde positionnée devant le laser a krypton innova 302 orientait la
polarisation du faisceau laser du plan vertical au plan horizontal. Un filtre passe-haut (LPF420)
était placé sur le trajet optique de la fluorescence émise afin de ne transmettre que les longueurs
d’ondes supérieures a 420 nm. Ce filtre arrétait la lumiere diffusée provenant du faisceau
excitateur (350,7 nm). Une lame séparatrice (50/50) divisait a2 parts égales I'émission de
fluorescence entre les deux photomultiplicateurs (PMT) : FL3-2 et FL4. Des filtres polarises
étaient posés devant chaque PMT de fagon a transmettre uniquement la composante verticale
(FL3-2) ou horizontale (F1L4) de la polarisation obtenue.
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Figure 24 : Schéma optique du principe de la détermination de la polarisation de fluorescence par
cytomérie de flux. Les lasers sont réglés 4 la puissance de 200 mW. Les rectangles représentent les
photomultiplicateurs : FSC et SSC détectent et amplifient un signal corrélé respectivement 2 la taille et i la
granulosité des cellules ; FL3-2 et FL4 détectent et amplifient les composantes de 'émission de fluorescence
respectivement paralléle et perpendiculaire au faisceau d’excitation. Les filtres interférentiels permettent de
sélectionner les longueurs d’ondes : 488BP10 est un filtre passe-bande centré sur 488 + 5 nm et LPF420 est un filtre
passe-haut qui transmet les longueurs d’ondes supérieures a 420 am.

Le logiciel CELLQuest (Becton Dickinson, France) permet I'acquisition et I'analyse des données.
En pratique, deux cytogrammes (FSC/SSC et FL3-2/FL4 ou I,,/1.) et trois histogrammes (I,
I, et le rapport I,,/1,) sont nécessaires pour réaliser les mesures de polarisation de fluorescence

et calculer les valeurs d’anisotropie de fluorescence selon la formule :

1 =1 <>:_R—l
Soit R T R0

L.6.2. Principe de la mesure

Préparation des échantillons biologiques pour la mesure

Les suspensions cellulaires ont été préparées de maniére identique 2 celles destinées 2 la mesure
de la fluidité membranaire par spectrofluorimétrie, excepté I'étape de lavage qui n’était pas

nécessaire.
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Détermination de la ulation cellulaire d’intéré

Sur le cytogramme FSC/SSC, la région R1 permettait de cibler la population cellulaire d’intérét :
lymphocytes ou hématies (figure 25).

JOGR12a
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Figure 25 : Cytogramme FSC/SSC permettant de sélectionner la population d’hématies au niveau de la
région R1.

Etape d’é

La lame demi-onde placée au niveau du faisceau d’excitation (figure 26) était positionnée a 45 °
afin d’orienter la polarisation de la lumiére excitatrice horizontalement: I,, = I, (<r>=0etR =
1). Les amplifications des deux PMT (FL3-2 et FL4) étaient alors réglées afin que les
histogrammes de distribution de I,, (Ipara) et I, (Iperp) se superposent (figure 26).

Cette étape a été réalisée pour chaque échantillon et précédait toujours I'étape de mesure.
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Figure 26 : Etape d’équilibrage : I;, = I, ou Ipara = I perp ou R=1.

Etape de mesure

Une fois 'équilibrage réalisé, les amplifications des PMT n’étaient plus modifiées. La lame demi-
onde a été alors positionnée a 0 ° afin de laisser passer la lumiére excitatrice polarisée

verticalement. Les mesures de I,, et I, ont alors été effectuées (figure 27).
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Figure 27 : Etape de mesure

Pour chaque échantillon, 10000 événements étaient enregistrés, la vitesse d’analyse étant réglée a
200 évenements par seconde.
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1.7. Mesure de la fluidité membranaire et détection simultanée de la viabilité cellulaire
par cytométrie de flux

Grice a l'utilisation de multiples longueurs d’ondes monochromatiques délivrées simultanément
par un ou plusieurs lasers, la cytométrie de flux permet de multiplier le nombre de fluorochromes
aux caractéristiques spectrales différentes pouvant étre fixés sur la cellule. Les voies de mesure
sont alors réglées afin de ne recevoir 'information que de I'un ou de l'autre des marqueurs
fluorescents. Nous avons ainsi développé une méthode permettant de mesurer Pétat de fluidité
membranaire des différents états de viabilité cellulaire des lymphocytes.

La technique du double marquage des cellules 2 'acridine orange (AO) et au bromure d’éthydium
(BE) permet, d’aprés Olivier (1995) et Lecoeur & Gougeon (1996) de discriminer les cellules
viables des cellules en début et fin d’apoptose. Ainsi, cette méthode a été appliquée afin de
discriminer les différents états de viabilité cellulaite des lymphocytes, et la technique de
polarisation de fluorescence nous a permis de mesurer la fluidité membranaire sur chacun de ces
états.

1.7.1. Appareil de mesure

Le schéma optique du montage de cytométrie de flux permettant la mesure simultanée de I'état
de viabilité et de la fluidité membranaire de chaque cellule prise isolément est décrit figure 28. Par
rapport au schéma de la figure 24, deux PMT (FL1 et FL2) ont été ajoutés afin de détecter les
émissions de fluorescence de lacridine orange (AO) et du bromure d’éthidium (BE),
fluorochromes excités par le laser 4 argon 2 488 nm. FL1 et FL2 recueillaient respectivement la
fluorescence jaune-verte de ’AO intercalée dans la double hélice de PADN et la fluorescence
rouge-orange du BE, fluorochrome pénétrant dans les cellules ayant perdu leur intégrité

membranaire.
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Figure 28 : Schéma optique du principe de la détection simultanée de I’état de viabilité cellulaire et de la
fluidité membranaire par cytométrie de flux. Les lasers sont réglés 4 la puissance de 200 mW. Les rectangles
représentent les photomultiplicateurs : FSC et SSC détectent et amplifient un signal corrélé respectivement a la taille
et a la granulosité des cellules ; FL3-2 et FL4 détectent et amplifient les composantes de I'émission de fluorescence
respectivement paralléle et perpendiculaire au faiscean d’excitation ; FL1 et FL2 détectent et amplifient I'émission de
fluorescence respectivement de '’ AO et du BE. Les filtres interférentiels permettent de sélectionner les longueurs
d’ondes : 488BP10 est un filtre passe-bande centré sur 488 + 5 nm ; LPF420 est un filtre passe-haut qui transmet les
longueurs d’ondes supérieures a 420 nm ; DF575/26 est un filtre dichroique centré sur 575 + 13 am ; DF530/30 est
un filtre dichroique centré sur 530 + 15 nm ; DMSP560 est un miroir dichroique passe-bas qui transmet les
longueurs d’ondes inférieures 4 560 nm et qui réfléchit 4 angle droit celles supérieures 4 560 nm.
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1.7.2. Principe de la mesure

Préparation des échantillo our la mesur:

Des solution stocks d’acridine orange 2 3 pg/ml et de bromure d’éthidium 2 10 pg/ml ont été
préparées tous les mois dans une solution de PBS et conservées a 4 °C, a I'abri de la lumiére.

Les suspensions cellulaires de lymphocytes ont été préparées selon des procédures expérimentales
identiques 2 celles utilisées pour la mesure de la fluidité membranaire par cytométrie de flux. A
lissue du temps d’incubation de la sonde fluorescente membranaire, 5 pl de chacune des
solutions stocks d’AO et de BE ont été ajoutés 2 | ml de suspension cellulaire. Les échantillons
ont été placés pendant 5 min a I'obscurité, a température ambiante. Les suspensions ont ensuite
été analysées par cytométrie de flux.

Détermination de la population | h ire d’intéré

Les cellules en apoptose sont caractérisées pat un rétrécissement de leur volume cellulaire et une
augmentation de leurs granulosités. Ces caractéristiques morphologiques modifient leurs
propriétés de diffusion de la lumiére en SSC et FSC (Lecoeur & Gougeon, 1996). Les cellules en
apoptose se distinguent donc des cellules vivantes par une diminution et une augmentation du
signal respectivement détecté par FSC et SSC. Cest pourquoi nous avons ainsi délimité les
frontiéres de la région R1 sur le cytogramme FSC/SSC (figure 29). Afin de vérifier que les limites
de R1 englobent toutes les sous-populations lymphocytaires, nous avons marqué les suspensions
cellulaires avec 3 anti-corps monoclonaux de surface (anti-CD2, antiCD3 et anti-CD11b) et la 7-
aminoactinomycine D (7-AAD). Le marquage des cellules avec ces 3 anti-corps permettait de
discriminer les différentes sous-populations lymphocytaires : lymphocytes B, T et NK. La 7-AAD
est un fluorochrome qui pénétre uniquement dans les cellules ayant perdu leur intégrité
membranaire, c’est-a-dire les cellules mortes. Les résultats de ces marquages (résultats non
présentés) ont montré que la région R1 englobait toutes les sous-populations lymphocytaires, et
que les lymphocytes morts étaient caractérisés par une diminution de leur taille et une
augmentation de la réfringence de leur cytoplasme. Les limites de la région R1 ainsi définie dans
nos expériences étaient similaires a celles obtenues par Hertveldt et coll. (1997).

88



SSC-Helght
0 200 400 600 800 1000

FSC-Height

Figure 29 : Cytogramme FSC/SSC permettant de repérer la population de lymphocytes au niveau de la
région R1.

Détection des différents é viabilité h es

Le cytogramme FL1/FL2 permettait de différencier les états de wviabilité cellulaire de la
population lymphocytaire (figure 30). Trois régions (R2, R3 et R4) étaient délimitées et
représentaient les populatons des lymphocytes vivants (R2), des lymphocytes en début
d’apoptose (R3) et en fin d’apoptose (R4) (Lecoeur & Gougeon, 1996). Les cellules en début
d’apoptose étaient caractérisées par une diminution de la fluorescence de PAO mais restaient
imperméables au BE, et les cellules en fin d’apoptose devenaient perméables au BE (Lecoeur &
Gougeon, 1996).
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Figure 30 : Cytogramme FL1/FL2 permettant de discriminer les lymphocytes vivants (R2), des cellules en
début d’apoptose (R3) et en fin d’apoptose (R4) (Lecoeur & Gougeon, 1996).
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Mesure de la polarisation de fluorescence

L’étude de la fluidité membranaire a été réalisée sur chaque sous-population définissant ces trois
états de viabilité lymphocytaire : R2, R3 et R4. Les étapes d’équilibrage et de mesure, décrites
dans le paragraphe 1.6.2, ont été ainsi appliquées sur chacune de ces populations.

Pour chaque échantillon, 10000 événements ont été enregistrés, la vitesse d’analyse étant réglée a
200 événements par seconde.

I.8. Dosage des lipides membranaires par Chromatographie Liquide Haute
Performance

1.8.1. Matériel biologique

Les extractions des lipides membranaires ont été réalisées a partir d’échantillons de membranes
d’hématies et de membranes totales de lymphocytes provenant de sang humain.

1.8.2. Extraction des lipides totaux

Les échantillons biologiques étant assimilés 4 du sérum, la méthode appliquée était celle de Bligh
& Dyer (1959).

Réactifs :

e Chloroforme (RP Rectapur, Prolabo) distillé, 2 0,02 % de BHT (butylhydroxytoluéne)
e Méthanol (Chromanorm, Prolabo)

e Fau bi-distillée

e Réactif de Folch : chloroforme/méthanol (2: 1), 2 0,01 % de BHT

Protocole :

Le chloroforme et le méthanol ont été additionnés 2 2 ml de suspension dans les proportions
suivantes : chloroforme/méthanol/eau (1: 2: 0,8). Ce mélange a été agité énergiquement puis le
volume a été complété afin d’obtenir les proportions suivantes : chloroforme/ méthanol/ eau (2 :
2:1,8). Ce mélange final a été centrifugé a 1733 g pendant 10 minutes. Une solution biphasique a
été alors obtenue. La phase supérieure, constituée de méthanol et d’eau, a été éliminée tandis que
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la phase inférieure, contenant les lipides, a été filtrée sur un filtre plissé comportant 1 a2 2 g de
sulfate de sodium d’anhydre. Les extraits ont ensuite été évaporés grace a un évaporateur rotatif,
puis Pévaporation a été terminée sous un flux d’azote. Les résidus secs ont ensuite été

resuspendus dans 2 ml de chloroforme et congelés a — 80 °C jusqu’a I'analyse.

1.8.3. Extractions des lipides polaires

La séparation des lipides neutres (cholestérol) des lipides polaires (phospholipides), a été réalisée
sur des colonnes de Silice (Supelclean LC-SI, Sigma, France). L’élution des lipides neutres a été
obtenue avec du chloroforme. L'extraction des phospholipides a ensuite été effectuée avec le
méthanol. Aprés évaporation, les résidus secs de lipides polaires ont été pesés puis resuspendus

dans du chloroforme et stockés 2 — 20 °C en attendant d’étre analysés en chromatographie liquide
haute performance.

1.8.4. Séparation d ifférentes classes de phospholipides par Chromato hie Liquide

Haute Performance (CLHP)

La chaine de mesure se composait d’ :

¢ un injecteur manuel : vanne d’injection Rheodyne munie d’une boucle de 200 ul

un module de pompes : P 200 (Thermo Separation Products)
e un détecteur : DDL 31 (Eurosep, France)
e un intégrateur : Shimadzu CR 5A

Le systeme d’analyse se composait d’'une colonne (Kromasil, 5 um, 7,8 mm * 250 mm, AIT,
France) constituée d’une phase stationnaire de Silice greffée, apolaire. La détection des différentes
classes de phospholipides a été réalisée par chromatographie de partage, sous gradients d’élution
en phase normale. La phase mobile était constituée de 2 mélanges éluants qui étaient eux-mémes
composés de trois solvants (de qualité pour CLHP, Merck, France) :

e Solvant A : hexane

e Solvant B : isopropanol-chloroforme (4 : 1)

e Solvant C : isopropanol-eau (1 : 1)

e Meélange éluant D : A-B-C (42:52: 6, v/v/v)

e Meélange éluant E : A-B-C (32:52: 16, v/v/v)

L’élution des différentes classes de phospholipides a été réalisée 4 température ambiante, 4 un

débit constant de 2,5 ml/min, grice a un gradient d’élution (Christie, 1985) dont le profil est
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présenté figure 31. A Pissue de la séparation (t = 45 min), une phase de stabilisation (t = 15 min)

de la colonne, avec le mélange éluant initial D, précédait une nouvelle injection.

120
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3

0 10 20 30 40 50 60 70

Temps (min)

Figure 31 : Profil du gradient d’élution pour I’analyse des différentes classes de phospholipides. Les courbes
en trait plein et en pointillé représentent respectivement le mélange éluant D et E.

En sortie de la colonne, 10 % de I'effluent ont été dérivés vers le détecteur et les 90 % restants

ont été collectés afin de déterminer la composition en acides gras des différentes classes de
phospholipides.

La quantification et la séparation des classes de phospholipides ont été réalisées grice a un
détecteur a diffusion de lumiére (DDL 31, Eurosep, France). Son principe de fonctionnement
reposait sur la nébulisation de I'effluent chromatographique par un courant de gaz inerte, suivie
d’une évaporation de I'éluant et d’un entrainement des solutés sous forme de micro-particules
dans une chambre de détection. La quantité de lumiere diffusée par ces fines particules traversant
le rayonnement lumineux était proportionnelle 2 la masse de soluté injectée. Les éluants étant
évaporés, seule une phase vapeur traversait le faisceau optique sans donner de signal de diffusion,
et donc il n'y avait pas de dérive de la ligne de base due a l'utilisation de gradients d’élution. La
température de nébulisation a été fixée a 40 °C, et la pression d’azote a 1 bar.

Comme la réponse de ce détecteur était non linéaire, des courbes de calibration logarithmiques

ont été réalisées pour chaque classe de phospholipides.

Les phospholipides ont été séparés selon leur degré de polarité. D’apres le chromatogramme de
la figure 32, leur ordre d’élution était le suivant : PE, PI, PS, PC, et SM.
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Figure 32 : Chromatogramme représentant la séparation des différentes classes de phospholipides de

membranes d’hématies.
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1.9. Analyse de la composition en acides gras des différentes classes de phospholipides
par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

1.9.1. Transméthylation des classes de phospholipides (Morrison & Smith, 1964)

Les différentes fractions de phospholipides recueillies aprées CLHP ont été évaporées sous azote,
puis transméthylées afin de diminuer leur point d’ébullition, et ainsi d’obtenir des composés plus
volatils pour I'analyse chromatographique en phase gazeuse. La transméthylation a été réalisée par
réaction avec 10 % de boron fluoride-méthanol (BF,, Fluka, Sigma, France) / méthanol, pendant
5 min, a 80 °C. A Pissue de cette réaction, les fonctions carboxyliques des chaines d’acides gras
ont été méthylées et séparées de la partie polaire des phospholipides. Les acides gras méthylés ont
été extraits 2 hexane, puis lavés a I'eau pour éliminer toute trace d’acidité. Les échantillons ont

ensuite été évaporés a sec et resuspendus dans du chloroforme pour I'analyse en CPG.

1.9.2. Méth d’an es acid PG (Blondel & ILinard, 1996

La chaine de mesure se composait d’ :
e un échantillonneur automatique : AS800 : injecteur « on-columns »
e un chromatographe : FISONS GC8000

e un détecteur a ionisation de flamme : FID 80

e un logiciel d’acquisition et d’analyse des données : Nelson 2600 (SRA instruments)

La séparation des esters méthyliques a été réalisée sur une colonne capillaire (CPWax 52 CB,
Chrompack, 50 m * 0.32 mm) composée d’une phase stationnaire de formule [HO-(CH2-CH2-
0),-H], de 0,25 pm d’épaisseur, et greffée chimiquement sur un support de Silice fondue. La
pression du gaz vecteur, I'hydrogene, a été réglée a 1,2 bars. La mise en place d’'une pré-colonne
de Silice fondue (2 m * 0,32 mm) permettait le dépot des contaminants peu volatils.

L’élution des esters méthyliques a été réalisée grace a un gradient de température du four du
chromatographe. Aprés injection, la température a été maintenue 2 54 °C pendant 4 min puis
élevée a 194 °C (a raison de 3 °C par minute). La durée de la séparation variait de 96 a 140
minutes, en fonction du nombre de carbones des esters méthyliques analysés.

La détection des esters d’acides gras méthylés a été réalisée avec un détecteur a ionisation de
flamme, chauffé a 250 °C. Les temps de rétention variaient en fonction de la longueur des
chaines, de leur degré d’insaturation et de la position de leur(s) double(s) liaison(s). Il existe une
relation linéaire entre les logarithmes décimaux des temps de rétention des esters méthyliques et

leur nombre de carbone. Donc, chaque acide gras a été identifié par le calcul de sa Longueur
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Equivalente de Chaine (LEC) selon la formule de Kovats (figure 33), et comparée 2 un tableau de

LEC de références établi dans les mémes conditions 2 partir de la chromatographie d’esters
méthyliques connus.

log( T:~Ts)—log( Tn—Ts)| .

LEC 2“" T
|]0g( Tn+2—=Ts)—log( T;.~Ts)l 4

Avec T, : temps de rétention de I'acide gras saturé de référence a n atomes de carbone
T,.,: temps de rétention de I'acide gras saturé de référence a n+2 atomes de carbone.

Ty : temps de rétention de I'acide gras inconnu X qui élu entre les temps T, et T,
T : temps du solvant

n : nombre de carbone du premier acide gras de référence
Figure 33 : Formule de Kovats, Calculs de 1a LEC des esters méthyliques d’acides gras.

Voici le type de chromatogramme qui a été obtenu 4 partir de I'analyse en CPG des différents
esters méthylés d’acide gras du PE membranaire d’hématies (figure 34) :
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Figure 34 : Chromatogramme de séparation en CPG des différents acides gras composants la PE des
membranes d’hématies.
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11. Etudes in vivo

I1.1. Matériel biologique

I1.1.1. Modéle rat

Des rats miles de souche Wistar (élevage Janvier, Le Genest St Isle, France), agés de 3 a 4
semaines, pesant environ 80 g, ont été nourris ad sbitum pendant 5 semaines, avant irradiation,
avec trois régimes alimentaires différents dont les compositions seront décrites dans le chapitre 4.
Leur prise alimentaire et leur croissance ont été contrdlées avant et apres irradiation. La botsson
était également distribuée ad Lbitum. Les animaux ont été répartis par trois dans des cages de
polycarbonate, dans une salle dont la température était régulée a 22 °C, avec un cycle lumineux de
12 heures.

Les échantillons sanguins obtenus 4 partir du modéle rat ont été prélevés au niveau de Paorte
abdominale sur des animaux anesthésiés avec du penthobarbital sodique (60 mg/kg) par voie
intra-péritonéale. Le sang total a été recueilli dans deux tubes héparinés de 7 ml et placé a 4 °C.

Les animaux ont ensuite été sacrifiés par surdosage d’anesthésique et rupture du diaphragme.
I1.1.2. Modéle singe

Des singes males de type macaca facsicularis pesant 6 a 7 kg ont été nourris a raison d’une ration de
croquettes par jour supplémentée par un apport de fruits (carottes, pommes, bananes, ou

oranges). Ils ont été placés dans des cages individuelles dans une salle dont la température est de
22 °C, avec un cycle lumineux de 12 heures.

Les échantillons sanguins de singes ont été collectés par prélévement sous intraveineuse de 3 ml
de sang total et recueillis sur héparine.

Toutes les expériences réalisées sur ces modéles animaux ont été contrdlées et approuvées par le

comité d’éthique de 'TPSN.
11.1.3. Etudes sur ’Homme

Les patients traités au service de radiothérapie de I'Institut Gustave Roussy (IGR, Villejuif,

France), dont le consentement a été recueilli préalablement par leur radiothérapeute, ont été
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prélevés avant et aprés la premiére fraction de dose a raison de 3 ml de sang total sur héparine de

lithium. Ces expériences ont été approuvées par le comité d’éthique de 'IGR.

I1.2. Préparation des échantillons sanguins

I1.2.1. Séparation du plasma

Le plasma a été obtenu a partir des échantillons sanguins prélevés sur le modéle rat par
centrifugation a 2200 g, a 4 °C, pendant 15 minutes. Pour les études de dosage de la vitamine E,
le plasma a été aliquoté et conservé a —20 °C jusqu’aux analyses. Le culot cellulaire a été
resuspendu avec le méme volume de milieu RPMI 1640 sans glutaMAX-1 (Life Technologies,

France) que de plasma prélevé. Ces cellules ont été utilisées pour les mesures biophysiques et les
dosages biochimiques.

I1.2.2. Séparation des lymphocytes du sang total

Le protocole réalisé est le méme que celui mis en ceuvre pour les expériences #n witro (cf.
paragraphe 1.2.1).

11.2.3. Obtention d’hématies intactes

Le protocole réalisé est le méme que celui mis en ceuvre pour les expériences iz uitro (cf.
paragraphe 1.2.3).

I1.2.4. Préparation des membranes d’hématies

Le protocole réalisé est le méme que celui mis en ceuvre pour les expériences in witro (cf.
paragraphe 1.2.4).
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I1.3. Caractéristique des irradiations

I1.3.1. Modéle rat

Les animaux ont été irradiés avec une source gamma de Cobalt-60 (irradiateur ICO 4000, IPSN).
Les rats ont été placés individuellement dans des tubes cylindriques aérés en plastique, animés
d’'un mouvement de rotation permettant une irradiation homogéne de I'animal. Les doses totales
reques par chaque animal étaient de 1,5 et 8 Gy, pour un débit de dose de 0,5 Gy/min. Des
groupes d’animaux témoins ont été traités de maniere similaire, mais n’ont pas été exposés aux
rayonnements ionisants. Des prélévements sanguins suivis du sacrifice des animaux ont été
réalisés a différents temps apres irradiation.

I1.3.2. Modele singe

Les singes ont été exposés a une irradiation gamma (irradiateur ICO 4000, IPSN) en champ large.
L’animal a été anesthésié avant irradiation puis placé sur un siége de contention. Les singes ont
tout d’abord été exposés en position dorsale 2 une dose de 4 Gy, puis ils ont été retournés en
position ventrale pour une dose de 4 Gy. Les animaux recevaient donc une dose totale de 8 Gy,

au débit de 0,1 Gy/min. Des prélévements sanguins ont ensuite été réalisés a différents temps
apres irradiation.

11.3.3. Etudes sur 'Homme

Cette étude a été réalisée grace a 'obtention d’échantillons de sang de patients présentant
différentes pathologies de type leucémique qui nécessitaient une greffe de moelle osseuse
(collaboration avec le service de radiothérapie de I'Institut Gustave Roussy). Les patients
subissatent une mise en aplasie par un traitement combiné de chimiothérapie et de radiothérapie.
Les irradiations corps entier ont été réalisées avec un accélérateur linéaire délivrant un
rayonnement X de 15,82 MeV a raison de fractions de 1,8 Gy toutes les 12 2 18 heures pendant 5
a 8 jours, suivies d’'une chimiothérapie de 3 jours. Des prélevements sanguins ont été obtenus

avant la premieére et la deuxiéme fraction de dose.
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I1.4. Préparation des échantillons biologiques pour la mesure de fluidité membranaire

Le protocole réalisé est le méme que celui mis en ceuvre pur les expériences in uitro (cf.
paragraphe 1.4).

I1.5. Mesure de la fluidité membranaire par cytométrie de flux

Le protocole réalisé est le méme que celui mis en ceuvre pour les expériences i vitro (cf.
paragraphe 1.6).

I1.6. Mesure de la fluidité membranaire et déiection simultanée de la viabilité cellulaire
par cytométrie de flux

Le protocole réalisé est le méme que celui mis en ceuvre pour les expériences #n wviro (cf.
paragraphe L.7).

I1.7. Dosage de la vitamine E plasmatique par CLHP

I1.7.1. Matériel biologique

Les échantillons de plasma ont été obtenus a partir de la méthode décrite précédemment, au
paragraphe 11.2.1. Le plasma a ensuite été prélevé, puis aliquoté et congelé a — 80 °C, a
Pobscurité, afin d’éviter la photo-dégradation et Poxydation de la vitamine E.

11.7.2. Principe de la méthode

Apres déprotéinisation et en présence d’un standard interne, les isomeres de la vitamine E (figure

35) ont été détectés et dosés par chromatographie liquide haute performance selon la méthode de
Lehmann & Martin (1982).
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Figure 35 : principaux isoméres de la vitamine E.
I1.7.3. Solutions standards

Des solutions méres de 8-, 0~ et y-tocophérol ont été préparées a la concentration de 1, 50 et 1

mg/ml respectivement. Ces solutions ont été aliquotées et conservées a — 80°C, a lobscurité.

11.7.4. Extraction de la vitamine E

A 50 ul de plasma, on ajoutait 100 ul du standard interne (8-tocophérol 5 ug/ml) et 400 pul de
méthanol. Les échantillons ont ensuite été agités pendant une minute avant d’étre centrifugés a
1000 g, pendant 10 minutes, a 4 °C. Le surnageant a été prélevé et injecté dans le systeme de
chromatographie. Toutes ces opérations ont été réalisées a 4 °C et a 'obscurité afin d’éviter la
photo dégradation et Poxydation de la vitamine E.

I1.7.5. Quantification de la vitamine E

La chaine de mesure se composait d’un :
® Injecteur automatique : Waters™ 717 plus Autosampler

e Module de controle des pompes : Waters 625 LC system
e Module de dégazage des solvants sous helium
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® Deétecteur : spectrofluorimetre SFM 25 (Bio-tek, Kontron, France)

® Logiciel d’acquisition et d’analyse des données : Millenium (Waters, France)

Le systéme d’analyse se composait d’'une colonne (Delta-pak™ C18, 5 um, 2 mm * 150 mm
(WATERS, France)) constituée d’une phase stationnaire de silice greffée, apolaire. La détection
de la vitamine E plasmatique a été réalisée par chromatographie de partage a polarité inversée. La
phase mobile était donc polaire. Elle était composée d’un mélange de méthanol et d’eau (94:6,
viv). Le débit était réglé 2 0,7 ml/min. La détection était fluorimétrique. Les longueurs d’ondes

d’excitation et d’émission sélectionnées étaient respectivement 293 nm et 324 nm.

Courbes étalons de dosage

Des solutions standards de 8-, O~ et Y-tocophérol ont été préparées extemporanément 2 la
concentration de 0,5 et 5 pg/ml. Des gammes étalons (figure 36) ont été réalisées a chaque
dosage en ajoutant 2 50 ul d’eau, 100 pl de chaque isomére de la vitamine E et 200 ul de
méthanol. Les échantillons ont ensuite été agités pendant une minute avant d’étre centrifugés a
3000 g, pendant 10 minutes, a 4 °C. Les courbes étalons ont ensuite été réalisées en faisant varier
le volume d’injection. La quantité la plus faible des isoméres de la vitamine E pouvant étre
détectée par cette méthode était de 0,91 ng dans 20 ul d’échantillon injecté.
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Figure 36 : Chromatogramme d’une solution contenant 27,27 ng de 8-, 0~ et Y-tocophérol.

Une bonne reproductibilité et répétitivité du dosage ont été établies. Les coefficients de variation
de la reproductibilité du dosage étaient de 4,34 %, 2,15 % et 2,56 % respectivement pour O-

(figure 37), 8- et y-tocophérol. Les coefficients de corrélation linéaire étaient toujours supérieurs a
0,9988.
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Figure 37 : Reproductibilité du dosage de Pa-tocophérol. Chaque point résulte de la valeur moyenne + SEM
d’au moins six mesures indépendantes. La droite représente la droite de régression linéaire correspondant aux

mesures réalisées pour 'isomére o de la vitamine E.
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Les coefficients de vatiation de la répétitivité du dosage étaient de 7,19 %, 2,33 % et 391 %

respectivement pour @ (figure 38), 8- et Y-tocophérol. Les coefficients de corrélation linéaire
étaient toujours supérieurs 4 0,9995.
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Figure 38 : Répétitivité du dosage de
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Pa-tocophérol. Chaque point résulte de la valeur moyenne + SEM d’au

moins six mesures indépendantes. La droite représente la droite de régression linéaire correspondant aux mesures
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I1.8. Dosage des lipides membranaires par CLHP

Les extractions ont été réalisées sur des échantillons de membranes d’hématies provenant de sang
de rat.

Le protocole réalisé est le méme que celui mis en ceuvre pour les expériences in uiro (cf.

paragraphe L8).

11.9. Analyse de la composition en acides gras des différentes classes de phospholipides
par CPG

Le protocole réalisé est le méme que celui mis en ceuvre pour les expériences in witro (cf.
paragraphe 1.9).

I11. Méthodes statistiques

Chaque mesure représente la valeur moyenne de plusieurs expériences dont le nombre est
mentionné dans les légendes. La précision de chaque valeur moyenne est déterminée en calculant
Perreur standard de la moyenne (SEM).

Afin de déterminer si les différences observées sont significativement différentes, nous avons
comparé les valeurs moyennes correspondant a deux échantillons en utilisant soit le test non
paramétrique de Mann et Whitney (SigmaStat version 2.03, Jandel Corporation) ; soit le test
paramétrique #test de Student (SigmaStat version 2.03, Jandel Corporation) si le nombre
d’expériences est supérieur a 5, si la distribution des échantillons est normale et si les variances
sont égales. La valeur de p calculée par ces tests représente la probabilité pour que les valeurs

moyennes comparées soient équivalentes.

Un test de régression linéaire a aussi été utilisé dans lequel « r » est le coefficient de corrélation
linéaire.

105



]| e . - '
. i
_ . UL BT TR (TR - _q !
n . B I
L
R 0 o sl i
b dpiaig

, g 8 oo, S, sl A o
L

—
L A e e i Bt
g s el q
|
I
|




Chapitre 3 :
Etudes 7n vitro des effets d’une irradiation
sur la membrane cellulaire






Sous laction de leurs effets indirects, les rayonnements ionisants induisent la production
d’espéces radicalaires dérivées de I'oxygéne qui sont principalement a l'origine des réactions de
lipoperoxydation des chaines d’acides gras insaturées des phospholipides de la membrane
plasmique. Ces modifications biochimiques des constituants de la membrane peuvent induire des
altérations de ses propriétés biophysiques (Berroud et coll., 1996 ; Benderitter et coll., 1999) qui
elles-mémes pourraient jouer un rdle dans les processus de mort cellulaire radio-induites
(Benderitter et coll., 2000). Dans ce premier chapitre, nous nous proposons donc d’approfondir
Pétude des mécanismes conduisant aux modifications de la fluidité membranaire, et leurs

conséquences, afin de démontrer que la membrane est une cible sensible des rayonnements
ionisants.

Dans un premier temps, nous allons étudier 'évolution du profil des principaux acides gras des
phospholipides de la membrane d’érythrocytes et de lymphocytes aprés irradiation, dans le but de
comprendre les mécanismes régissant les modifications de fluidité membranaire observables
apreés une exposition aux rayonnements ionisants.

Dans un deuxiéme temps, afin de démontrer que la membrane est une cible sensible des
rayonnements ionisants, nous nous sommes intéressés aux roles des altérations radio-induites de
ces propriétés biophysiques sur certaines propriétés cellulaires. Des études antérieures réalisées
dans notre laboratoire ont mis en évidence que les lymphocytes présentaient des variations de
fluidité membranaire en fonction de leur état cellulaire (viable, apoptose ou nécrose) (Benderitter
et coll,, 2000). Nous nous proposons donc d’étudier le role des modifications des propriétés
biophysiques de la membrane dans les processus de mort cellulaire radio-induite. A cet effet nous
avons développé une technique permettant de mesurer simultanément 'état de mort cellulaire, et

Pévolution de la fluidité membranaire 2 différentes profondeurs de la membrane.
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Etudes 7 vitro des effets d’une irradiation sur 1a membrane cellulaire

I. Résultats
I.1. Mise au point de la technique de mesure de la fluidité membranaire

I.1.1. Conditions optimales d’utilisation des sondes fluorescentes

Des études préliminaires ont été réalisées afin de déterminer les conditions optimales
expérimentales d’utilisation des sondes fluorescentes incorporées dans les membranes des
différents types cellulaires considérés.

Nous donnons ici pour exemple, Poptimisation des paramétres nécessaires a la mesure de la
fluidité membranaire des hématies par le 9-AS. La démarche présentée ci-apres est identique pour
chaque sonde considérée quel que soit le modéle cellulaire étudié.

I.1.1.1. Détermination des caractéristiques spectroscopiques du 9-AS pour des

hématies irradiées et non irradiées

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence du 9-AS incorporé dans les membranes

d’hématies intactes ont été enregistrés avant et aprés une exposition au rayonnement gamma 2
une dose de 8 Gy et pour un débit de dose de 0,1 Gy/min (figure 39).
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Figure 39 : Spectres d’excitation et d’émission de fluorescence du 9-AS incorporé dans une suspension
d’hématies. L’incubation du 9-AS dans la suspension cellulaire a été réalisée 2 37 °C. En bleu sont représentés les
spectres d’excitation et d’émission de fluorescence du 9-AS incorporé dans une suspension d’hématies non irradiées.
En rouge sont représentés les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence du 9-AS incorporé dans une
suspension d’hématies irradiées 4 une dose de 8 Gy et un débit de dose de 0,1 Gy/min. En vert est représenté le
spectre d’absorption de 'hémoglobine. Chaque spectre résulte de la valeur moyenne de 3 observations.

Les résultats montrent qu’il existe deux pics d’excitation de fluorescence (367 nm et 383 nm) avec
une intensité maximale 4 367 nm. Le spectre d’émission de fluorescence du 9-AS présente un
maximum a 442 nm. Suite 2 une exposition aux rayonnements ionisants, aucun déplacement des
maxima d’excitation et d’émission de fluorescence n’a été observé. Le spectre d’absorbance d’une
suspension d’hématies intactes correspond a celui de ’hémoglobine. Il est également représenté
figure 39. Son maximum d’absorption se situe a 420 nm et donc n’interfére pas avec Pémission de

fluorescence du 9-AS 2 442 nm.

1.1.1.2. Cinétique d’incorporation du 9- s une suspension cellulaire d’hématies

irradiées et non irradiées

Les cinétiques d’incorporation du 9-AS dans les membranes d’hématies intactes ont été mesurées

avant et aprés une exposition au rayonnement gamma a une dose de 8 Gy et a un débit de dose
de 0,1 Gy/min (figure 40).
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Figure 40 : Cinétique d’incorporation du 9-AS dans une suspension d’hématies. Les cinétiques
d'incorporation du 9-AS ont été réalisées 4 37 °C. Les points bleus représentent les valeurs d’intensité de
fluorescence (a) et d’anisotropie de fluorescence (b) du 9-AS incorporé dans une suspension d’hématies non
irradiées. Les points rouges représentent les valeurs d’intensité de fluorescence (a) et d’anisotropie de fluorescence
(b) du 9-AS incorporé dans une suspension d’hématies irradiées 4 une dose de 8 Gy et un débit de dose de 0,1
Gy/min. Chaque point résulte de la valeur moyenne de 3 observations.

L'incorporation du 9-AS dans les membranes d’hématies s’effectue progressivement au cours du
temps (figure 402). Le palier de saturation de I'évolution de Pintensité de fluorescence est atteint
aprés 20 minutes d’incubation a 37 °C. Les valeurs d’anisotropie de fluorescence se stabilisent
plus t6t 4 partir de 15 minutes (figure 40b). Suite 4 une exposition aux rayonnements ionisants, la
cinétique de pénétration de la sonde fluorescente est semblable a celle obtenue pour les témoins
(figure 40a et 40b). Ces résultats nous ont conduit a définir un temps optimum de 20 minutes

pour I'incorporation du 9-AS dans les membranes d’hématies intactes.

1.1.1.3. Influence de concentrati d = 1 d’intensité de

fluorescence et d’anisotropi fluorescence les suspensions d’hématies.

L'influence de la concentration finale du marqueur fluorescent sur les valeurs d'intensité de
fluorescence et d’anisotropie de fluorescence a été testée pour plusieurs concentrations

d’hématies. Les résultats obtenus sont rassemblés figure 41.
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Figure 41 : Variation de Pintensité totale de fluorescence du 9-AS incorporé dans les suspensions
d’hématies en fonction de la concentration finale de la sonde fluorescente. Les mesures d'intensité de
fluorescence (a) et d’anisotropie de fluorescence (b) ont été réalisées a 37 °C aprés une incubation de 20 minutes de
la sonde fluorescente. Les courbes de couleur différente représentent les varations obtenues pour plusieurs
concentrations de globules rouges. Chaque point résulte de la valeur moyenne de 3 observations.

Quelle que soit la concentration cellulaire testée, les variations de lintensité de fluorescence
(figure 412) et des valeurs d’anisotropie de fluorescence (figure 41b) en fonction de la
concentration finale du 9-AS sont similaires. Leur évolution se décompose en deux phases. De 0
a 2 uM, Paugmentation de I'intensité de fluorescence est associée a une diminution des valeurs
d’anisotropie de fluorescence. Pour des concentrations supérieures a 2 pM, lintensité de
fluorescence croit linéairement alors que les valeurs d’anisotropie restent stables. Cette
augmentation linéaire de la fluorescence est sans doute liée 2 une concentration de marqueurs
trop élevée dans les membranes qui serait dominée par la formation de grappes (ou d’agrégats)
des sondes fluorescentes. De plus, il est possible que des marqueurs en exceés dans le surnageant
puissent entrainer des résultats erronés. C’est pourquoi nous avons choisi d’incorporer le 9-AS a
la concentration finale de 2 pM.

Par ailleurs, 2 2 pM, les wvaleurs d’anisotropie de fluorescence augmentent pour des
concentrations cellulaires comprises entre 1.10° GR/ml et 4.10° GR/ml (figure 41b). Mais
lorsque les concentrations cellulaires sont supérieures 2 4.10° GR/ml ces valeurs diminuent. Ces
résultats peuvent s’expliquer par une augmentation de la concentration en hémoglobine qui
fausse la mesure des valeurs d’anisotropie.

Afin de nous affranchir de ces artéfacts, nous avons donc décidé d’incorporer le 9-AS dans une
suspension d’hématies ajustée 4 4.10° GR/ml i la concentration finale de 2 uM.
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Etudes ## vt des effets d'une irradiation sur la membrane cellulaire

1.1.1.4. Influence de I’éliminati e 1é = libres sur les

d’anisotropie de fluorescence

Les mesures des intensités de fluorescence par spectrofluorimétrie sont liées a la fluorescence des
marqueurs incorporés dans les membranes des cellules et aux signaux de fluorescence émis par
les sondes libres dans la suspension. Les propriétés amphiphiles du 9-AS lui permettent de
former des micelles en milieu aqueux qui générent une fluorescence parasite non caractéristique
de la cohésion membranaire des cellules. Cette perturbation de la mesure peut étre évitée en
effectuant des lavages préalables qui éliminent les molécules de marqueurs libres.

Nous avons donc mesuré lintensité de fluorescence du 9-AS dans les suspensions d’hématies

avant et apres un et deux lavages (tableau 11).

Intensité totale
de fluorescence relative
Aucun lavage 164,41 + 4,64
Un lavage 88,35 + 8,02 *** - 46,3 %
Deux lavages 98,70 + 10,99 **x -40 %

Variations en %

Tableau 11 : Intensité totale de fluorescence du 9-AS dans les suspensions d’hématies avant et aprés
lavages. Les mesures ont été réalisées a 37 °C a.pres une incubation de 20 minutes de la sonde fluorescente. Les
variations ont été déterminées par rapport aux échantillons non lavés. Les valeurs mesurées ont été obtenues a partir
de 5 observations indépendantes. Différences significatives par rapport aux échantillons non lavés, *** p < 0,001.

Aprés élimination du surnageant par une simple centrifugation et resuspension dans un milieu
sans marqueur (un seul lavage), nous observons une diminution significative (p < 0,001) de
Iintensité de fluorescence de 46,3 % par rapport a celle observée initialement (tableau 11). Si
nous effectuons un second lavage, les variations de Pintensité de fluorescence sont du méme
ordre que celles observées aprés un seul lavage. Quant aux valeurs d’anisotropie, elles diminuent
dans la suspension cellulaire aprés un et deux lavages, mais ces varations ne sont pas
significatives (tableau 12).
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Aniso i
Pradyeaae Variations en %
De fluorescence

Aucun lavage 0,066 + 0,004
Un lavage 0,062 + 0,005 -6,7%
Deux lavages 0,057 + 0,007 -132%

Tableau 12 : Anisotropie de fluorescence du 9-AS dans les suspensions d’hématies avant et aprés lavages.
Les mesures ont été réalisées a 37 °C aprés une incubation de 20 minutes de la sonde fluorescente. Les variations ont
été déterminées par rapport aux échantillons non lavés. Les valeurs mesurées ont été obtenues 2 partir de 5
observations indépendantes.

Les résultats obtenus mettent en évidence la nécessité d’éliminer par centrifugation les molécules
de marqueurs libres non incorporés dans les membranes d’hématies afin de mesurer uniquement
la composante de P'anisotropie de fluorescence liée aux cellules intactes. C’est pourquoi, lorsque
les mesures de fluidité membranaire sont réalisées en spectrofluorimétrie, il est indispensable
d’effectuer un lavage.

I.1.2. Comparaison de la mesure de fluidité membranaire par spectrofluorimétrie et
cytométrie de flux

1.1.2.1. Hématies
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Figure 42 : Comparaison des valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides stéariques incorporés dans
les membranes d’hématies mesurées au spectrofluorimétre (a) et en cytométrie de flux (b). Les suspensions
cellulaires n’ont pas été exposées aux rayonnements ionisants. Chaque histogramme représente la valeur moyenne +

SEM de 12 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux valeurs obtenues en
spectrofluorimétrie, * p < 0,05.
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Etudes 77 wiro des effets d’une irradiation sur la membrane cellulaire

Les résultats présentés figure 42 indiquent qu’il existe un gradient de fluidité membranaire dans
les membranes d’hématies quelle que soit la technique utilisée.

En effet, en spectrofluorimétrie, les valeurs d’anisotropie de fluorescence du 9-AS et du 12-AS
sont inférieures respectivement de 37,2 % (p = 0,001) et de 25,3 % (p = 0,002) par rapport 2
celles obtenues avec le 3-AS. Nous observons également une diminution de 33,3 % (p = 0,011) et
de 20,7 % (p = 0,03) des valeurs respectives du 9-AS et du 12-AS par rapport a celles mesurés
avec le 6-AS (figure 42a).

En cytofluorimétrie, nous constatons une diminution de 21,4 % (p = 0,001) et de 30,1 % (p <
0,001) des valeurs d’anisotropie mesurées d’une part avec le 9-AS et d’autre part avec le 12-AS en
comparaison de celles obtenues avec le 3-AS. Par ailleurs, les valeurs du 9-AS et du 12-AS sont
également inférieures (p < 0,001) respectivement de 18 % et de 27,1 % a celles mesurées avec le
6-AS. De plus, uniquement lorsque les mesures sont réalisées en cytométrie de flux, les valeurs
d’anisotropie du 12-AS sont inférieures de 11,1 % (p = 0,042) a celles mesurées avec le 9-AS
(figure 42b).

Seule une diminution de 13,24 % (p = 0,025) des valeurs d’anisotropie du 12-AS mesurées en
cytométrie de flux par rapport a celles obtenues en spectrofluorimétrie a été observée (figure 42).

1.1.2.2. Lymphocytes
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Figure 43 : Comparaison des valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides stéariques incorporés dans
les membranes de lymphocytes mesurées au spectrofluorimeétre (a) et en cytométrie de flux (b). Les
suspensions cellulaires n’ont pas été exposées aux rayonnements ionisants. Les mesures ont été réalisées au
spectrfluorimétre sur toute la suspension cellulaire et en cytométrie de flux sur la région R1. Chaque histogramme
représente la valeur moyenne + SEM d’au moins six expériences indépendantes. Différences significatives par
rapport aux valeurs obtenues en spectrofluorimétrie, *** p < 0,001.

Les résultats présentés figure 43 indiquent qu’il existe un gradient de fluidité dans les membranes
de lymphocytes quelle que soit la technique utilisée.
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En spectrofluorimétrie, les valeurs d’anisotropie de fluorescence du 12-AS sont inférieures de
35,7 % (p < 0,001) et de 28,6 % (p = 0,003) par rapport a celles mesurées respectivement pour le
6-AS et le 9-AS (figure 432). En cytométrie de flux, cette diminution est de 26,7 % (p < 0,001) et
de 18,3 % (p < 0,001) quand nous comparons les valeurs d’anisotropie du 12-AS par rapport a
celles obtenues d’une part pour le 6-AS et d’autre part pour le 9-AS. Cependant, uniquement
lorsque les mesures sont réalisées en cytofluorimétrie, les valeurs d’anisotropie du 6-AS, du 9-AS
et du 12-AS sont inférieures respectivement de 10,8 % (p = 0,007), de 19,9 % (p < 0,001) et de
34,6 % (p < 0,001) par rapport a celles mesurées avec le 3-AS. De plus, les valeurs d’anisotropie
du 9-AS sont inférieures (p = 0,023) de 10,2 % a celles obtenues avec le 6-AS lorsque nous
utilisons la technique de cytométrie de flux (figure 43b).

La comparaison entre les deux techniques de mesure montre que les valeurs obtenues en
cytomeétrie de flux sont inférieures 4 celles mesurées en spectrofluorimétrie. En effet, nous
constatons une diminution de 30,2 % (p < 0,001) et de 304 % (p < 0,001) des valeurs
d’'anisotropie respectives du 6-AS et du 9-AS mesurées en cytométrie de flux par rapport 2 celles
obtenues en spectrofluorimétrie. D’autre part, nous temarquons également que les valeurs du 3-
AS et du 12-AS sont plus faibles lorsque les mesures sont réalisées en cytométrie de flux.

1.2. Influence d’une irradiation

1.2.1. Influen ‘une irradiation la composition en phospholipides et en

membranaires des érythrocytes et des lymphocytes

L.2.1.1. Protocole expérimental

Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 température ambiante, au débit de dose de 0,5
Gy/min, et 2 une dose de 8 Gy, par une source gamma de *'Cs. Ils ont été maintenus 4 37 °C
jusqua 1 heure, 14 heures et 72 heures aprés irradiation. Les membranes d’érythrocytes ont été
isolées 1 heure et 72 heures aprés irradiation. Les lymphocytes ont été séparés du sang total puis
lysés 14 heures aprés irradiation. Les phospholipides membranaires ont été dosés et séparés par
Chromatographie Liquide Haute Performance. Les analyses de la composition en acides gras ont
ensuite €€ réalisées par Chromatographie sous Phase Gazeuse sur chaque classe de
phospholipides membranaires (cf. Matériels et Méthodes).
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I.2.1.2. Résultats obtenus sur les érythrocytes

[.2.1.2.1. Evolution apres irradiation de la composition en phospholipides

membranaires
mposition
Classes de phospholipides %
PE 259105
PI 23405
PS 120+14
PC 37,7+1,7
SM 243+13

Tableau 13 : Composition en phospholipides des membranes d’érythrocytes. (PE : phosphatidyléthanolamine ;
PI : phosphatidylinositol ; PS : phosphatidylsérine ; PC : phosphatidylcholine ; SM : sphingomyéline) Chaque
pourcentage résulte de la valeur moyenne + SEM de six observations indépendantes.

Les membranes d’hématies sont constituées majoritairement de PC. Les proportions de PE et de
SM sont stmilaires. Par ailleurs, la classe de phospholipides la moins représentée est celle des PI

(tableau 13).
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Figure 44: Effet d’une irradiation gamma sur la composition en phospholipides membranaires des
érythrocytes. Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 une dose de 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min,
puis incubés 1 et 72 heures 4 37 °C. Les valeurs témoins ont été établies  partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Chaque
histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 4 4 6 expériences indépendantes.
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Dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative des pourcentages des
différentes classes de phospholipides n’a été observée aprés irradiation (figure 44), que ce soit une
heure ou 3 jours apres une exposition a 8 Gy.

3

1.2.1.2.2. Composition en acides membranes d’ ocytes avant

et aprés irradiation

Composition basale
Classes d’acides gras Yo Principaux acides gras %
Saturés 48,85 + 2,83 16:0 2797 + 2,42
Monoinsaturés 19,52 + 1,11 18:0 13,88 + 1,08
n-6 20,42+ 191 18:1n-9 12,11 + 0,88
n-3 5,63 + 0,28 18:20-6 7,39 £ 1,19
@-6) + (0-3) 26,05 + 1,92 20:40-6 9,66 + 0,90
[(@-6) + (n-3)]/ Saturés | 0,55 + 0,06 18:30-3 0,30 + 0,03
20:5n-3 0,60 + 0,08
22:60-3 3,08 + 0,22

Tableau 14 : Composition en acides gras totaux des phospholipides qui constituent les membranes des
érythrocytes. (16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:20-6 acide linoléique ; 20:4n-6
acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide o linolénique ; 20:5n-3 acide éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3 acide
docosahexaénoique (DHA)). Chaque pourcentage résulte de la valeur moyenne + SEM de six observations
indépendantes.

Les valeurs du rapport [(n-6) + (n-3)]/Saturés étant inférieures 2 1, les phospholipides des
membranes d’hématies sont donc constitués majoritairement d’acides gras saturés. Plus
précisément, c’est 'acide palmitique qui est le plus représenté. De plus, la proportion d’acides
gras polyinsaturés en (n-6) est 3,6 fois supérieure 2 celle en (n-3). Plus spécifiquement, cela se
traduit par un pourcentage d’acide arachidonique 16,1 et 3,1 fois supérieur a celui mesuré
respectivement pour PEPA (acide éicosapentaénoique) et le DHA (acide docosahexaénoique)

(tableau 14).
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' Figure 45 : Effet d’une irradiation gamma sur la composition en acides gras totaux des phospholipides de
la membrane d’érythrocyte. Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 une dose de 8 Gy, et 2 un débit de dose de
0,5 Gy/min, puis incubés 1 et 72 heures 4 37 °C. La figure (a) représente la proportion des principales classes
d’acides gras qui constituent les phospholipides des membranes d’hématies. La figure (b) représente la proportion
des principaux acides gras qui constituent les phospholipides des membranes d’hématies (16:0 acide palmitique ; 18:0
acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:2n-6 acide linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide o
linolénique ; 20:5n-3 acide éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3 acide docosahexaénoique (DHA)). Les valeurs
témoins ont ét€ établies 4 partir des valeurs obtenues a4 0 Gy. Chaque histogramme représente la valeur moyenne +
SEM de 4 2 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux témoins (0 Gy), * p < 0,05.

Dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative de la composition en acides
gras des phospholipides n’a été observée 1 heure apres irradiation (figure 45).

Par contre, soixante douze heures aprés une exposition aux rayonnements ionisants, le
pourcentage d’acides gras polyinsaturés en (n-3) diminue significativement de 27 % par rapport
aux résultats obtenus 2 0 Gy (p = 0,038) (figure 45a). Ces résultats s’expliquent par une
dégradation accrue de DHA de 31,2 % (p = 0,038) (figure 45b). D’autre part, bien que nous
n’ayons constaté aucune variation du pourcentage d’acides gras polyinsaturés en (n-6), le
pourcentage d’acide arachidonique diminue aussi de 43,3 % (p = 0,019) apres irradiation.

120



1.2.1.2.3. Effet de Pirradiation sur la composition en acides gras de chaque classe

hospholipides dans les membranes d’é ocytes
Composition basale
Classes ’acides gras | PE (%) PC (%) PS (%) SM (%)
Saturés 2449 +1,31 | 5548 +4,51 | 49,93 +2,99 | 68,93 +4,15
Monoinsaturés 18,12 + 0,61 | 20,45 +1,45 | 13,50 £ 2,77 | 24,62 + 3,30
n-6 3226+ 1,17 | 21,59+ 4,06 | 26,55+2,08 | 4,82 +0,91
o-3 12,09+ 1,10 | 247+ 0,65 | 9,79+ 0,43 1,57 £ 0,18
@6) + @3) 44,35+ 1,40 | 24,06 £ 4,43 | 36,34 +239 | 6,39 + 1,07
[@-6) + (0-3)]/ Saturés | 1,84 + 0,14 | 0,47 +0,10 | 0,75+ 0,07 | 0,10 * 0,02
Principaux acides gras | PE (%) PC (%) PS (%) SM (%)
16:0 1494 +1,19 | 39,93 +4,25 | 12,01 + 2,18 | 34,87 + 3,67
18:0 7,48 + 0,60 | 10,87 +2,28 | 3446+ 2,50 | 15,92 + 1,63
18:10-9 1428 +0,72 | 14,62+ 1,31 | 1022+ 2,60 | 7,68 + 1,29
18:20-6 498 +0,23 | 1452+3,38 | 5,17+143 | 1,68 + 0,33
20:4n-6 21,08+ 1,19 | 483 +1,92 | 1610+ 1,19 | 1,75 + 0,56
18:30-3 0,48 + 0,10 | 026 +0,04 | 0,30 +0,15 | 0,23 +0,07
20:5n-3 1,11 +023 | 041+0,10 | 055+0,12 | 0,39 £ 0,12
22:6n-3 6,50+ 0,66 | 1,34 +044 | 6,53 +044 | 0,38 +£0,16
DMA 12,87 + 1,87 ’//////////////; Z/%/

Tableau 15 : Composition en acides gras des différentes classes de phospholipides qui constituent les
membranes des érythrocytes. (DMA diméthyl acétal ; 16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide
oléique ; 18:2n-6 acide linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:30-3 acide ¢ linolénique ; 20:5n-3 acide
éicosapentaénoique (EPA) ; 22:60-3 acide docosahexaénoique (DHA)). Chaque pourcentage résulte de la valeur
moyenne + SEM de six observations indépendantes.

Les classes des SM, PC et PS sont constituées majoritairement d’acides gras saturés car les valeurs
du rapport [(n-6) + (n-3)]/ Saturés dans ces classes sont inférieures 2 1. Plus précisément, P'acide
palmitique est 'acide gras le plus représenté dans la classe des PC et SM, tandis que pour la classe
des PS C’est I'acide stéarique. Par contre, la classe des PE est composée principalement d’acides
gras polyinsaturés car le rapport [(n-6) + (n-3)]/ Saturés est supérieur a2 1. Elle comporte
principalement des acides gras polyinsaturés en (n-6) avec une proportion 2,6 fois supérieure a
celle des (n-3). L’acide gras polyinsaturé majoritaire dans la classe des PE est l'acide
arachidonique. En effet, son pourcentage est 19 et 3,2 fois supérieur i celui obtenu
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respectivement pour I'EPA et le DHA. Par ailleurs, les plasmalogénes (DMA) sont
caractéristiques des PE membranaires des érythrocytes humains (tableau 15).
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Figure 46 : Effet d’'une irradiation gamma sur la composition en acides gras des différentes classes de
phospholipides de membranes d’érythrocyte. Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 une dose de 8 Gy, eta
un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubés 1 et 72 heures 2 37 °C. Les 4 figures (a), (b), (c) et (d) représentent la

proportion des principales classes d’acides gras mesurés respectivement dans la classe des PE, PS, PC et SM. Les
valeurs témoins ont été établies 4 partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Chaque histogramme représente la valeur
moyenne + SEM de 4 4 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux témoins (0 Gy), * p
< 0,05, ¥ p <0,01.
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Figure 47 : Effet d’une irradiation gamma sur la composition des principaux acides gras des différentes
classes de phospholipides de membranes d’érythrocytes. Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 une dose
de 8 Gy, et 2 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubés 1 et 72 heures 4 37 °C. Les 4 figures (a), (b), (c) et (d)
représentent la proportion des principaux acides gras mesurés respectivement dans la classe des PE, PS, PC et SM
(DMA diméthyl acétal ; 16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:2n-6 acide linoléique ;
20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide o linolénique ; 20:5n-3 acide éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3
acide docosahexaénoique (DHA)). Les valeurs témoins ont été établies 4 partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Chaque
histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 4 a 6 expériences indépendantes. Différences significatives par
rapport aux témoins (0 Gy), * p < 0,05, ** p < 0,01.

Dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative du pourcentage des acides
gras n’a été observée une heure aprés irradiation pour toutes les classes de phospholipides.
D’autre part, nous constatons des variations de la composition en acides gras aprés irradiation
uniquement pour la classe des PE (figure 46 et 47). En effet, 72 heures aprés une exposition aux
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rayonnements ionisants, le rapport [(n-6) + (n-3)]/ Saturés diminue de 60,3 % (p = 0,019) pour
atteindre une valeur inférieure a 1 (0,73 + 0,26) (figure 46a). Ces résultats sont confirmés par la
baisse du taux d’acides gras polyinsaturés (n-6) + (n-3) de 38,6 % (p = 0,01). Plus précisément, ce
sont les acides gras polyinsaturés en (n-6) qui sont les plus atteints (diminution de 39,3 % ; p =
0,01) en comparaison de ceux en (n-3) (diminution de 36,7 % ; p = 0,038). En particulier, nous
constatons une diminution du taux d’acide arachidonique de 54,6 % (p = 0,01) (figure 47a). Ces
déséquilibres sont compensés par une augmentation du taux d’acides gras moninsaturés (23,9 % ;
p = 0,038) et saturés (78,8 %; p = 0,019). Plus spécifiquement, nous constatons une
augmentation de la proportion d’acide palmitique de 65,6 % (p = 0,019). Par ailleurs, les DMA
sont également consommeés apreés irradiation (diminution de 52,1 % ; p = 0,038).

1.2.1.3. Résultats obtenus sur les lymphocytes

1.2.1.3.1. Evolution apreés irradiation de la composition en phospholipides

mem air

Composition basale

Classes de phospholipides %
PE 29,7+10
PI 35105
PS 125+25
PC 41,6 +4.1
SM 129419

Tableau 16 : Composition en phospholipides membranaires des lymphocytes.
(PE : phosphatidyléthanolamine ; PI : phosphatidylinositol ; PS : phosphatidylsérine ; PC : phosphatidylcholine ; SM :
sphingomyéline) Chaque pourcentage résulte de la valeur moyenne + SEM de 4 observations indépendantes.

Les membranes de lymphocytes sont constituées majoritairement de PC. Les proportions de PS
et de SM sont similaires. Par ailleurs, la classe de phospholipides la moins représentée est celle des
PI (tableau 16). Nous pouvons également remarquer que la proportion de SM des membranes
d’érythrocytes (cf. 1.2.1.2.1) est 2 fois supérieure a celle mesurée pour les membranes de

lymphocytes.
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Figure 48 : Effet d’une irradiation gamma sur la composition en phospholipides membranaires des
lymphocytes. Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 une dose de 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min,
puis incubés 14 heures a 37 °C. Chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 4 expériences

indépendantes.

Dans nos conditions expérimentales, aucune vatiation significative des pourcentages des
différentes classes de phospholipides n’a été observée aprés irradiation (figure 48).

1.2.1.3.2. Composition en acides gras totaux des membranes de lymphocytes
avant et apres irradiation

Composition basale

Classes d’acides gras % Principaux acides gras %
Saturés 39,41+ 1,28 16:0 19,56 + 3,35
Monoinsaturés 24,19+159 18:0 15,41 £ 2,36
n-6 2391 +2,04 18:1n-9 18,81 + 1,11
-3 3,95 + 0,46 18:2n-6 7,27 £ 0,52
(@-6) + (n-3) 2785 + 2,17 20:40-6 12,65 + 1,80
[(@-6) + (n-3)]/ Saturés | 0,71 + 0,08 18:3n-3 0,63 + 0,22
20:5n-3 0,48 + 0,08
22:6n-3 1,52 + 0,37

Tableau 17 : Composition en acides gras totaux des phospholipides qui constituent les membranes de
lymphocytes. (16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:2n-6 acide linoléique ; 20:4n-6
acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide o linolénique ; 20:5n0-3 acide éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3 acide
docosahexaénoique (DHA)). Chaque pourcentage résulte de la valeur moyenne + SEM de 4 observations
indépendantes.
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Les valeurs du rapport [(n-6) + (n-3)]/Saturés étant inférieures a 1, les phospholipides de
membranes de lymphocytes sont donc constitués majoritairement d’acides gras saturés. La
proportion d’acides gras polyinsaturés en (n-6) est 6,1 fois supérieure a celle en (n-3). Plus
spécifiquement, cela se traduit par un pourcentage d’acide arachidonique 26,4 et 8,3 fois supérieur
a celui mesuré respectivement pour PEPA et le DHA (tableau 17).
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Figure 49 : Effet d’une irradiation gamma sur la composition en acides gras totaux des phospholipides des
membranes de lymphocytes. Les échantillons sanguins ont été irradiés 2 une dose de 8 Gy, et 4 un débit de dose

de 0,5 Gy/min, puis incubés 14 heures 4 37 °C. La figure (a) représente la proportion des principales classes d’acides
gras qui constituent les phospholipides des membranes de lymphocytes. La figure (b) représente la proportion des
principaux acides gras qui constituent les phospholipides des membranes de lymphocytes (16:0 acide palmitique ;
18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:2n-6 acide linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3

acide 0. linolénique ; 20:5n-3 acide éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3 acide docosahexaénoique (DHA)). Chaque

histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes.

Comme pour les érythrocytes, aucune variation significative de la composition en acides gras des

phospholipides n’a été observée apres irradiation (figure 49).
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1.2.1.3.3. Effet de I’1

diation sur la c

lipides dans les membran lymphocyte
Composition basale
Classes d’acides gras PE (%) PC (%) PS (%) SM (%)
Saturés 18,34 + 0,54 | 49,84 +3,08 | 41,30+ 2,82 | 59,68 + 3,52
Monoinsaturés 20,79 +1,95 | 27,35+ 0,77 | 30,84 + 1,69 | 23,69 + 5,63
n-6 36,14 + 1,70 | 20,33 +2,23 | 23,28 + 1,83 | 14,63 + 7,69
n-3 729+0,82 | 243+0,55 | 446+026 | 1,91 +0,27
@-6) + (@-3) 4343+ 1,72 | 22,76 + 2,78 | 27,74 £ 1,57 | 16,55 + 7,55
[@-6) + (a-3)]/ Saturés | 2,38 + 0,15 | 0,47 +0,08 | 0,68+009 | 0,29+0,15
Principaux acides gras | PE (%) PC (%) PS (%) SM (%)
16:0 475+ 0,35 | 33,47+4,60 | 4,32+ 0,36 | 26,77 + 5,62
18:0 11,72 4+1,04 | 12,16 £2,04 | 33,61 +£243 | 19,68 + 6,04
18:1n-9 17,61 42,00 | 21,59 +0,63 | 27,46 + 1,46 | 10,47 +2,92
18:2n-6 6,89 +040 | 9,97+0,32 | 520+0,64 | 3,59 +0,98
20:4n-6 2353+1,27| 7,12+157 | 1285+1,17 | 842 + 6,83
18:3n-3 0,92+0,15 | 0,72+ 0,52 | 0,16 +£0,09 | 0,50 + 0,14
20:5n-3 0,85+0,18 | 0,35+0,07 | 0,36 £0,03 | 0,32 + 0,04
22:6n-3 297+0,64 | 0,74+032 | 224+ 034 | 0,38 + 0,01
DMA 17214191 Z _ ‘ ///2//%//

e classe

Tableau 18 : Composition en acides gras des différentes classes de phospholipides qui constituent les
membranes de lymphocytes. (DMA diméthyl acétal ; 16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide
oléique ; 18:2n-6 acide linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide & linolénique ; 20:5n-3 acide

éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3 acide docosahexaénoique (DHA)). Chaque pourcentage résulte de la valeur

moyenne + SEM de 4 observations indépendantes.

Les classes des SM, PC et PS sont constituées majoritairement d’acides gras saturés car les valeurs
du rapport [(n-6) + (n-3)]/ Saturés dans ces classes sont inférieures a 1. Plus précisément, I'acide
palmitique est P'acide gras le plus représenté dans la classe des PC et SM, tandis que pour la classe
des PS C’est I'acide stéarique. Par contre, la classe des PE est composée principalement d’acides
gras polyinsaturés car le rapport [(n-6) + (n-3)]/ Saturés est supérieur i 1. Elle comporte
principalement des acides gras polyinsaturés en (n-6) car leur proportion est 5 fois supérieure a
celle des (n-3). Plus spécifiquement, I'acide gras polyinsaturé majoritaire dans la classe des PE est
Pacide arachidonique. En effet, son pourcentage est 27,7 et 7,9 fois supérieur a celui obtenu
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respectivement pour I'EPA et le DHA. Par ailleurs, les plasmalogénes (DMA) sont
caractéristiques des PE membranaires des lymphocytes humains (tableau 18).
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Figure 50 : Effet d’une irradiation gamma sur la composition en acides gras des différentes classes de
phospholipides des membranes de lymphocytes. Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 une dose de 8 Gy,
et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubés 14 heures 4 37 °C. Les 4 figures (a), (b), (c) et (d) représentent la
proportion des principales classes d’acides gras mesurés respectivement dans la classe des PE, PS, PC et SM. Chaque

histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes.
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Figure 51 : Effet d’une irradiation gamma sur la composition des principaux acides gras des différentes
classes de phospholipides des membranes de lymphocytes. Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 une
dose de 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubés 14 heures a 37 °C. Les 4 figures (a), (b), (¢) et (d)
représentent la proportion des principaux acides gras mesurés respectivement dans la classe des PE, PS, PC et SM
(DMA diméthyl acétal ; 16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:20-6 acide linoléique ;
20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide o linolénique ; 20:5n-3 acide éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n0-3
acide docosahexaénoique (DHA)). Chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 4 expériences
indépendantes,

Contrairement a ce que nous avions observé pour les membranes d’érythrocytes, 72 heures apreés
irradiation, dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative de la composition
en acides gras des principales classes de phospholipides n’a été constatée aprés irradiation dans
les membranes de lymphocytes (figure 50 et 51).
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1.2.2. Influence d’une irradiation sur les mesures de fluidité membranaire dans les

4

membranes des rocytes es | hocytes

1.2.2.1. Protocole expérimental

Les échantillons sanguins ont été irradiés a 37 °C, au débit de dose de 0,5 Gy/min, 2 une dose de
8 Gy, par une source gamma de *Co. Les mesures de polarisation de fluorescence ont été
réalisées sur les hématies et les lymphocytes en cytométrie de flux, 1 et 24 heures apreés incubation

a 37 °C. Les sondes utilisées pour ces deux types cellulaires étaient les acides stéariques (3, 6, 9 et
12-AS).

1.2.2.2. Résultats obtenus sur les érythrocytes
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Figure 52 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides
stéariques incorporés dans les membranes d’hématies. Les mesures ont été réalisées en cytométrie de flux, Les
suspensions cellulaires ont été irradiées 4 une dose de 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubées 1 et 24
heures 2 37 °C. Les valeurs témoins ont été établies a partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Pour les témoins, chaque
histogramme représente la valeur moyenne + SEM d’au moins 12 expériences indépendantes. 1h et 24h aprés
irradiation, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes. Différences
significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05.

Les résultats obtenus figure 52 mettent en évidence une diminution des valeurs du 6-AS de 12,9
% (p = 0,042) et de 12,1 % (p = 0,048), par rapport aux valeurs témoins, respectivement 1 heure
et 24 heures apres une exposition gamma 2 une dose de 8 Gy.
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Le gradient de fluidité membranaire existant dans les membranes d’hématies peut étre exprimé

sous forme de rapports d'anisotropie de fluorescence.
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Figure 53 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs des rapports d’anisotropie de fluorescence des
acides stéariques incorporés dans les membranes d’hématies. Les mesures ont été réalisées en cytométrie de
flux. Les suspensions cellulaires ont été irradiées 4 une dose de 8 Gy, 2 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis
incubées 1 et 24 heures 4 37 °C. Les valeurs témoins ont été établies 4 partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Pour les
témoins, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM d’au moins 12 expériences indépendantes. 1h et
24h aprés irradiation, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes.
Différences significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05.

Les résultats de la figure 53 indiquent que des variations significatives du gradient de fluidité
membranaire ne sont observables que 24 heures aprés irradiation. En effet, en comparaison des
valeurs obtenues 2 0 Gy, nous constatons une diminution des valeurs des rapports 6-AS/12-AS
(de 8,1 %, p = 0,033) et 6-AS/9-AS (de 7,4 %, p = 0,037) parallélement 2 une augmentation des
valeurs du rapport 3-AS/6-AS (de 9,4 %, p = 0,042).
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1.2.2.3. Résultats obtenus sur les lymphocytes
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Figure 54 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides
stéariques incorporés dans les membranes de lymphocytes. Les mesures ont été réalisées en cytométrie de flux.
Les suspensions cellulaires ont été irradiées a une dose de 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubées 1 et
24 heures 4 37 °C. Les valeurs témoins ont été établies  partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Pour les témoins, chaque

histogramme représente la valeur moyenne + SEM d’au moins 12 expériences indépendantes. 1h et 24h apreés
irradiation, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes. Différences
significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05.

Nous observons des variations significatives des valeurs d’anisotropie des acides stéariques
uniquement 24 heures aprés une exposition aux rayonnements ionisants (figure 54). Ces résultats
mettent en évidence une augmentation des valeurs du 6, 9 et 12-AS respectivement de 11,6 % (p
= 0,015), de 13,8 % (p = 0,026) et de 13,2 % (p = 0,028) en comparaison des valeurs témoins.

Comme pour les érythrocytes, le gradient de fluidité membranaire existant dans les membranes
de lymphocytes peut s’exprimer sous forme de rapports d’anisotropie de fluorescence.
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Figure 55 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs des rapports d’anisotropie de fluorescence des
acides stéariques incorporés dans les membranes de lymphocytes Les mesures ont été réalisées en cytométrie
de flux. Les suspensions cellulaires ont été irradiées 4 une dose de 8 Gy, a un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis
incubées 1 et 24 heures 4 37 °C. Les valeurs témoins ont été établies a partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Pour les
témoins, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM d’au moins 12 expérences indépendantes. 1h et
24h aprés irradiation, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes.
Différences significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05.

Les résultats présentés figure 55 indiquent que des variations du gradient de fluidité membranaire
ne sont observables qu'une heure aprés irradiation. En effet, les valeurs des rapports 3-AS/12-AS
et 6-AS/12-AS augmentent respectivement de 12,1 % (p = 0,004) et de 8,8 % (p = 0,044) par
rapport aux valeurs mesurées a 0 Gy.

1.2.3. Etude des liens éventuels entre fluidité membranaire et mort cellulaire radio-induite

1.2.3.1. Protocole expérimental

Les échantillons sanguins ont été irradiés a 37 °C, au débit de dose de 0,5 Gy/min, et 2 une dose
de 8 Gy, par une source gamma de “Co. Les mesures simultanées de viabilité cellulaire et de
fluidité membranaire ont été réalisées sur les lymphocytes, en cytométrie de flux, 1 et 24 heures
aprés incubation a 37°C. Le double marquage des cellules 4 Pacridine orange et au bromure
d’éthydium a permis de discriminer les cellules viables des cellules en début et fin d’apoptose. Sur
chaque état cellulaire ainsi défini, la fluidité membranaire a été déterminée grice 4 la technique de

polarisation de fluorescence. Les sondes utilisées étaient les acides stéariques (3, 6, 9 et 12-AS).

133



Etudes ## #ifro des effets d’une irradiation sur la membrane cellulaire

[.2.3.2. Résultats
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Figure 56 : Effet d’une irradiation gamma sur la fluidité membranaire des lymphocytes en fonction de leurs
différents états de viabilité cellulaire. Les suspensions cellulaires ont été irradiées 4 une dose de 8 Gy, et 4 un
débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubées 1 et 24 heures 4 37°C. Aprés Pincorporation des acides stéariques dans
les membranes de lymphocytes, les mesures des valeurs d’anisotropie de fluorescence ont été effectuées en
cytométrie de flux. Les 3 figures représentent I'évolution des valeurs d’anisotropie de fluorescence en fonction des
différents états de viabilité des lymphocytes : viables (a), début d’apoptose (b) et fin d’apoptose (c). Les valeurs
témoins regroupent les valeurs obtenues sur les lymphocytes non irradiés aux différents temps aprés irradiation.
Chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 6 4 12 expériences indépendantes respectivement
pour les témoins et les irradiés. Différences significatives des lymphocytes en début et fin d’apoptose par rapport aux
lymphocytes viables, * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p< 0,001. Différences significatives par rapport aux valeurs
obtenues 1h aprés irradiation, ¢ p < 0,05, ¢ ¢ p < 0,01.
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Figure 57 : Effet d’une irradiation gamma sur le gradient de fluidité membranaire existant dans les
membranes de lymphocytes en fonction de leurs différents états de viabilité cellulaire. Les suspensions
cellulaires ont été irradiées a une dose de 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubées 1 et 24 heures a
37°C. Les calculs des rapports d’anisotropie de fluorescence ont été obtenus a partir des mesures des valeurs
d’anisotropie de fluorescence des acides stéariques réalisées en cytométrie de flux. Les 3 figures représentent
Pévolution des valeurs des rapports d’anisotropie de fluorescence en fonction des différents états de viabilité des
lymphocytes : viables (a), début d’apoptose (b) et fin d’apoptose (c). Les valeurs témoins regroupent les valeurs
obtenues sur les lymphocytes non irradiés aux différents temps apres irradiation. Chaque histogramme représente la
valeur moyenne + SEM de 6 4 12 expériences indépendantes respectivement pour les témoins et les irradi€s.
Différences significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy) ® p < 0,05 et @@ p < 0,01. Différences significatives
des lymphocytes en début et fin d’apoptose par rapport aux lymphocytes viables, * p < 0,05, ** p < 0,01 et ***p <
0,001. Différences significatives par rapport aux valeurs obtenues 1h aprés irradiation, ¢ p < 0,05.

Exvolution de la fluidité membranaire en fonction des différents états de viabilité des lymphocytes

Les résultats observés figure 56 indiquent que la fluidité membranaire varie en fonction des
différents états de viabilité des lymphocytes.

Dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative des valeurs d’anisotropie
mesurées dans les cellules en début d’apoptose en comparaison de celles obtenues pour les
cellules viables n’a été observée aprés irradiation (figure 56b). Seuls les lymphocytes témoins en
début d’apoptose se différencient de la population viable par une augmentation de 11,7 % (p =
0,036) des valeurs d’anisotropie du 12-AS.
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Par contre, les lymphocytes en fin d’apoptose se distinguent des cellules viables par une
diminution des valeurs d’anisotropie de fluorescence du 3, 6 et 9-AS jusqu’a 24 heures apreés
irradiation (figure 56¢). Les valeurs témoins d’anisotropie du 3, 6 et 9-AS sont inférieures
respectivement de 22,2 % (p < 0,001), de 18,8 % (p < 0,001) et de 18,8 % (p < 0,001) en
comparaison de celles obtenues pour les cellules viables. Dés une heure aprés une exposition aux
rayonnements ionisants, nous observons également une diminution des valeurs du 3, 6, et 9-AS
respectivement de 22,1 % (p < 0,001), de 21,3 % (p < 0,001) et de 15,6 % (p < 0,001). De méme,
24 heures apres irradiation, les valeurs d’anisotropie du 3, 6 et 9-AS baissent respectivement de
17,9 % (p = 0,019), de 23,1 % (p < 0,001) et de 17,3 % (p = 0,032).

Le calcul des rapports d’anisotropie de fluorescence (figure 57) confirme les résultats observés
figure 56.

Les lymphocytes en début d’apoptose témoins et 1 heure aprés irradiation se différencient de la
population viable par des vatiations opposées des rapports 3-AS/6-AS (région haute de la
bicouche lipidique), 6-AS/12-AS et 9-AS/12-AS (centre de la bicouche lipidique) (figure 57b). En
effet, nous constatons une diminution des rapports d’anisotropie du 6-AS/12-AS et du 9-AS/12-
AS, mesurés dans les lymphocytes témoins, respectivement de 11,9 % (p = 0,006) et de 14,5 % (p
< 0,001). Par contre, les valeurs du rapport 3-AS/6-AS augmentent de 13,8 % (p = 0,015). Des
résultats similaires sont constatés 1 heure aprés irradiation : diminution des rapports d’anisotropie
du 6-AS/12-AS et du 9-AS/12-AS respectivement de 14,6 % (p = 0,006) et de 16,2 % (p =
0,004), et augmentation des valeurs du rapport 3-AS/6-AS de 11,1 % (p = 0,041). Mais le
gradient de fluidité membranaire de la surface au centre de la bicouche (3-AS/12-AS) reste
inchangg.

Au contraire, les membranes des lymphocytes en fin d’apoptose semblent beaucoup plus
désorganisées. En effet, les lymphocytes témoins présentent des valeurs des rapports du 3-
AS/12-AS, 6-AS/12-AS et 9-AS/12-AS significativement inférieures respectivement de 13,5 %
(p < 0,001), de 8,8 % (p = 0,002) et de 12 % (p = 0,001) par rapport a celles obtenues pour les
lymphocytes viables (figure 57c).

Evolution apres irradiation de la fluidité memb i s | hocyte

Dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative des valeurs d’anisotropie des
acides stéariques n’a été observée aprés une exposition aux rayonnements ionisants quels que
soient Pétat de viabilité cellulaire considéré, et le délai écoulé aprés irradiation (1 et 24 heures)
(Bigure 56).

Cependant, nous constatons que le gradient de fluidité membranaire est modifié aprés irradiation
uniquement pour les lymphocytes viables et en fin d’apoptose (figure 57).
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Pour les cellules viables, les rayonnements ionisants induisent des perturbations de la totalité du
gradient : de la surface au centre de la bicouche. En effet, les valeurs des rapports 3-AS/12-AS et
3-AS/9-AS, mesurées dans les cellules viables, augmentent 1 heure aprés irradiation
respectivement de 9,5 % (p = 0,05) et de 7,4 % (p = 0,042) (figure 572).

Quant aux lymphocytes en fin d’apoptose, leur gradient de fluidité membranaire est altéré
principalement au niveau de la partie haute de la bicouche lipidique. 1 heure et 24 heures apres
irradiation, les valeurs du rapport 3-AS/6-AS augmentent respectivement de 12,4 % (p = 0,008)
et de 15,5 % (p = 0,015) (figure 57c).

spontanée et apoptose radio-induite

Un taux basal d’apoptose spontanée d’environ 5 2 10 % a été mesuré pour les lymphocytes
témoins. Ce taux restait constant 1 heure aprés Pexposition aux rayonnements ionisants.
Cependant, 24 heures aprés irradiation, le nombre de cellules en apoptose augmentait pour
atteindre des valeurs de 30 2 40 % (résultats non présentés).

Les propriétés biophysiques de la membrane des lymphocytes en début d’apoptose, mesurées 1
heure aprés irradiation, ne sont pas différentes de celles des lymphocytes témoins (figure 56b et
57b). Mais les valeurs d’anisotropie du 6, 9 et 12-AS mesurées 24 heures apres irradiation
augmentent respectivement de 13,5 % (p = 0,037), de 22,3 % (p = 0,009) et de 16,8 % (p =
0,023) en comparaison de celles obtenues 1 heure aprés une exposition aux rayonnements
ionisants (figure 56b). Ces résultats sont en accord avec les données obtenues figure 57b. En
effet, d’'une part, les valeurs du rapport 3-AS/9-AS mesurées 24 heures aprés irradiation sont
inférieures de 17,9 % (p = 0,037) a celles obtenues 1 heure aprés une exposition aux
rayonnements ionisants (figure 57b). D’autre part, contrairement aux résultats observés 1 heure
apres irradiation, les valeurs du rapport 3-AS/12-AS, mesurées 24 heures aprés irradiation, dans
les lymphocytes en début d’apoptose, diminuent de 13,3 % (p = 0,032) en comparaison de celles
obtenues pour la population viable (figure 57b).

I1. Discussion

Dans ce chapitre, notre objectif consiste 2 montrer que la membrane cellulaire peut étre une cible

sensible des rayonnements ionisants. Notre démarche s’articule autour de trois questions
principales :
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Quel est Peffet d’une irradiation sur la composition en phospholipides et en acides gras de la
membrane ?

Si une irradiation induit des modifications biochimiques des constituants membranaires,
quelles sont leurs conséquences sur les propriétés biophysiques de la membrane ?

Si un effet membranaire radio-induit existe (modifications biochimiques et /ou biophysiques),

a-t-il des répercussions sur certaines propriétés cellulaires, en particulier sur la mort cellulaire ?

Afin de mettre en évidence une spécificité de la membrane dans la réponse cellulaire aux
rayonnements ionisants, nous avons sélectionné deux modeles cellulaires différents de par

Pexistence ou non d’une régulation génique : le lymphocyte et 'érythrocyte.

Modifications de la composition en acides gras membranaires aprés irradiation : role du stress
oxydant radio-induit

La proportion des différentes classes de phospholipides membranaires (PE:PL:PS:PC:SM ;
26:2:12:38:24) que nous avons observée dans les érythrocytes humains est conforme a celle
mentionnée dans la littérature (Leterrier & Gary-Bobo, 1989). Le profil des différentes classes de
phospholipides obtenu pour les membranes de lymphocytes humains est (PE:PI:PS:PC:SM ;
30:4:13:42:13). Comme pour les érythrocytes, les classes majoritaires de phospholipides des
lymphocytes sont PE et PC. Cependant, la composition en SM est deux fois plus faible pour les
membranes de lymphocytes. Ces résultats indiquent que la proportion des différents types de
phospholipides varie d’'un type cellulaire a2 un autre (Leterrier & Viret, 1986). Pour les
érythrocytes, les membranes sur lesquelles a été dosée la composition en phospholipides
correspondent uniquement aux membranes plasmiques. Pour les lymphocytes, les dosages ont été
réalisés sur une suspension membranaire fortement enrichie en membranes plasmiques. En effet,
Koizumi et coll. (1981) ont extrait les phospholipides de membranes plasmiques de lymphocytes
isolés de ganglions lymphatiques de souris. Ils ont montré que, comparées aux cellules entiéres,
les membranes plasmiques comportent une proportion plus importante de PS et SM, et un plus
faible taux de PI. Or, Marinetti & Cattieu (1982) ont déterminé le profil en phospholipides de
cellules entiéres de lymphocytes humains qui est (PE:PI:PS:PC:SM ; 29:7:5:46:9). En comparaison
de ces résultats, nous obtenons également des taux plus élevés de PS et SM, et des proportions de
PI plus faibles. Ainsi, nous pouvons supposer que les membranes de lymphocytes obtenues dans
nos conditions expérimentales sont composées majoritairement de membranes plasmiques.

Nous avons observé que le profil des différentes classes de phospholipides est inchangé aprés
irradiation, pour les deux types cellulaires testés, érythrocyte et lymphocyte. Berkovic et coll.
(1997) ont constaté des résultats similaires 24 et 48 heures aprés une exposition gamma de lignées

cellulaires cancéreuses, a une dose de 2 Gy. Deux hypothéses peuvent alors étre émises. La
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premiére consiste 4 expliquer cette absence de variation par I'existence d’un systéme de régulation
passive de la composition en phospholipides, externe a la cellule, par les lipoprotéines
plasmatiques. Cependant, comme les lipoprotéines transportent principalement des lécithines
(PC), nous aurions dii observer une augmentation de la proportion des PC aprés irradiation. En
outre, ces études étant réalisées in zifr, les lipoprotéines plasmatiques ne sont pas renouvelées et
les échanges avec les cellules sont donc limités. La deuxiéme hypotheése la plus probable est que la
principale cible des espéces radicalaires générées par lirradiation dans nos conditions
expérimentales, C’est a dire 2 des doses relativement faibles, ne serait pas la partie hydrophile des
phospholipides mais plutét leur partie hydrophobe : les chaines d’acides gras.

Nous avons donc analysé la composition en acides gras totaux. Elle présente un taux élevé
d’acide palmitique, stéarique, oléique et arachidonique dans les deux types cellulaires. Des
résultats similaires ont été observés par Blomstrand (1966) sur des lymphocytes humains. De
plus, les membranes de lymphocytes et d’érythrocytes sont caractérisées par un pourcentage
d’acides gras en (n-6) plus élevé que celui en (n-3).

Les résultats obtenus 72 heures aprés irradiation indiquent, pour Pérythrocyte, que les quantités
de DHA et d’acide arachidonique diminuent et sont responsables de la baisse du taux d’acides
gras polyinsaturés en (n-6) + (n-3). En effet, Konings (1987) a montré que les acides gras
polyinsaturés les plus radiosensibles sont le DHA et I'acide arachidonique et qu’ils sont les cibles
privilégiées de réactions de peroxydation. Plus le degré d’insaturation des chaines d’acides gras est
élevé, plus importante est leur dégradation par les rayonnements ionisants Samuni & Barenholz
(1997). Nos résultats confirment également ceux de Hallahan et coll. (1994) qui ont observé le
relargage d’acide arachidonique dans le milieu de culture suite 2 une irradiation X de lignées
cellulaires 2 une dose de 10 Gy. Ces observations ne sont pas spécifiques d’'un stress oxydant
radio-induit, car des résultats semblables ont été obtenus sur des membranes intestinales 2 la suite
d’'un stress oxydant de type Fe®'/ascorbate (Dudeja & Brasitus, 1993). Dans nos conditions
expérimentales, contrairement aux érythrocytes, aucune variation de la composition en acides
gras totaux des membranes de lymphocytes n’a été observée aprés irradiation. Afin d’expliquer
ces résultats différents, nous allons nous appuyer sur des expériences menées dans notre
laboratoire de mesures du niveau de défenses anti-oxydantes de ces deux types cellulaires vis 2 vis
d’un stress oxydant radio-induit (Benderitter et coll, 2001). La mesure de la capacité anti-
oxydante totale des cellules a été réalisée grace au test a la phycoérythrine développé par Cao &
Prior (1998). Ce test est une méthode fiable et sensible pour quantifier la capacité des anti-
oxydants a absorber les radicaux peroxyls. Les résultats obtenus ont montré que le niveau basal
des défenses anti-oxydantes est plus élevé chez I'érythrocyte que chez le lymphocyte. Parce quils
sont des transporteurs de 'oxygene, les globules rouges sont soumis 4 un stress oxydant continu
et par conséquent ils doivent posséder un systéme de défense efficace contre les espéces réactives

de 'oxygene susceptibles d’étre générées intrinséquement. En effet, les érythrocytes se protégent
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des produits d’oxydation de ’hémoglobine essentiellement par I'action de la SOD qui est un
agent de destruction rapide de I'anion superoxyde, et de la gluthation peroxydase qui est un
enzyme de détoxication des peroxydes (Boivin, 1984). Aprés une irradiation de 2 a 8 Gy, cette
étude menée au laboratoire a montré que le niveau basal de défenses anti-oxydantes des
érythrocytes ne varie pas (Benderitter et coll., 2001). Cependant, chez le lymphocyte, les résultats
observés indiquent une activation dose-dépendante des défenses anti-oxydantes aprés une
exposition aux rayonnements ionisants aux mémes doses. Lors d’une irradiation, les systémes de
lutte contre loxydation n’étant pas inductibles (absence de noyau) chez IPérythrocyte
contrairement aux lymphocytes, ils sont rapidement dépassés. Des lésions moléculaires des

composants membranaires apparaitraient alors, comme celles consécutives a la peroxydation des
lipides.

Pour préciser notre analyse, nous avons étudié I'évolution du profil en acides gras de chaque
classe de phospholipides apres irradiation. Les résultas obtenus chez Iérythrocyte, indiquent que
seule la classe des PE est modifiée par les rayonnements ionisants, 72 heures aprés une exposition
aux rayonnements gamma. Ces résultats sont similaires a ceux observés par Cantafora et coll.
(1987) apres une irradiation gamma de membranes d’érythrocytes a des doses tres fortes (de 500
Gy a 4600 Gy). Ces observations peuvent s’expliquer par la richesse de cette classe de
phospholipides en acides gras polyinsaturés en (n-3) + (n-6) qui augmente notablement la
sensibilité des PE aux effets d’une irradiation. En effet, la cascade radio-induite des réactions
radicalaires (Swartz & Swartz, 1983) initie des réactions de lipoperoxydation au niveau des
chaines d’acides gras polyinsaturés des phospholipides membranaires (Bonnefont-Rousselot,
1994). En outre, 'augmentation de la susceptibilité des phospholipides aux réactions de
peroxydation est corrélée a une augmentation de la proportion d’acides gras polyinsaturés
(Vossen et coll., 1995). C’est pourquoi nous observons, apres irradiation, dans la classe des PE,
une diminution de la proportion d’acides gras polyinsaturés au profit des acides gras
monoinsaturés et saturés. En particulier, nous constatons une baisse du taux d’acide
arachidonique qui est compensée par une augmentation du pourcentage d’acide palmitique. Nos
résultats confirment ceux de Cantafora et coll. (1987) qui ont également constaté une diminution
de la proportion d’acides gras polyinsaturés dans la classe des PE apres irradiation et en
particulier une chute du pourcentage d’acide arachidonique. Cependant, bien que le DHA soit
considéré comme une cible des réactions de peroxydation, aucune diminution de sa proportion
dans la classe des PE n’a été observée dans nos conditions expérimentales. Dans nos membranes
d’érythrocytes, le taux d’acide arachidonique étant 19 fois supérieur a celui obtenu pour le DHA,
Pacide arachidonique est donc préférentiellement la cible des réactions de lipoperoxydation.
L’acide arachidonique aurait donc un rble protecteur vis a vis du DHA. Deux hypothéses
permettraient d’expliquer la diminution radio-induite du taux d’acide gras polyinsaturés dans la

classe des PE des érythrocytes. La premiére serait la formation de lhaisons covalentes entre les
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radicaux des chaines d’acides gras voisines durant le processus de lipoperoxydation (Eichenberger
et coll, 1982). La deuxiéme hypothése, la plus probable, serait Pexistence d’un systeme de
réparation membranaire qui, hydrolyserait les acides gras peroxydés de la membrane (Cantafora et
coll., 1987), grice a P'action de la phospholipase A2 (PLA2). Les substrats préférentiels de la
PLA2 sont les acides gras se trouvant en position s#-2 du glycérol des PE (Okazaki et coll,, 1978).
Or, les chaines grasses insaturées (oléique, linoléique, arachidonique, EPA et DHA) se situent
principalement en position s7-2 et les chaines grasses saturées (palmitique, stéarique) se localisent
en position sz-1 (Béréziat et coll., 1988). Sevanian & Kim (1985) ont montré que P'activité de la
PLA2 est augmentée dans les liposomes soumis 2 un stress oxydant de type Fe>*/ascorbate, et
que cette augmentation est corrélée au degré de lipoperoxydation. D’autre part, Pactivité
d’hydrolyse de la PLA2 est plus importante pour les acides gras oxydés que pour les acides gras
non oxydés (Sevanian & Kim, 1985). Donc la PLA2 a une fonction essentielle qui est la
détoxication des peroxydes des phospholipides membranaires (van Kujik et coll, 1987). Son
action permet 2 la gluthation peroxydase de réduire les peroxydes d’acides gras ainsi relargués
dans la phase aqueuse (van Kujik et coll., 1987). Les lysophospholipides présents dans les
membranes sont alors réparés par un mécanisme de réacylation (van Kujik et coll., 1987). Les
érythrocytes n’ont pas la capacité de synthétiser de nouveaux acides gras mais possédent les
mécanismes enzymatiques permettant la réacylation iz situ (Dise et coll., 1980). La réacylation des
lysophospholipides s’effectuerait donc par le captage d’un acide gras exogene par les acyl CoA
synthétases. Ils seraient ensuite transférés sur les lysophospholipides présents dans les
membranes par Iacyl CoA acyltransférase (Béréziat et coll., 1988). Les sources de lapport
exogéne sont les fractions des acides gras du plasma transportées par Palbumine et les
lipoprotéines de faible densité (LDL) (Spector, 1992). La fraction des acides gras non estérifiés
(libres) complexés avec I'albumine est surtout formée des acides palmitique, stéarique et oléique.
In ditro, en l'absence d’une régulation physiologique, seuls ces acides gras seraient disponibles
pour les systémes de réacylation. Cette hypothese permettrait d’expliquer Paugmentation du taux
d’acide palmitique dans la classe des PE membranaires des érythrocytes apres irradiation.
Contrairement aux érythrocytes, nous n’avons observé aucune modification du profil en acides
gras des différentes classes de phospholipides des membranes de lymphocytes apreés irradiation.
La différence constatée entre ces deux modeéles pourrait s’expliquer au niveau de la réacylation
des lysophospholipides. En effet, pour le lymphocyte, les sources d’acides gras sont exogéne
et/ou endogene car il est pourvu d'une régulation génique. Il existerait des mécanismes
enzymatiques de désaturases et d’élongases au niveau du reticulum endoplasmique qui
permettraient de modifier les acides gras provenant des sources exogénes afin de réacyler les
lysophospholipides de la membrane avec des acides gras polyinsaturés. Bien que ces mécanismes
soient principalement décrits pour les cellules hépatiques (Galli et coll., 1992), certains auteurs
ont montré que de tels processus étaient également activés au niveau du reticulum endoplasmique

des lymphocytes. Anel et coll. (1990) ont observé durant le processus de transformation blastique
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des lymphocytes-T que les élongases et les désaturases étaient activées 72 heures aprés une
stimulation avec la phytohémaglutinine. Cependant les cellules ne peuvent synthétiser d’acide
arachidonique sans I'apport exogéne d’acide linoléique ou gamma-linolénique qui sont des acides
gras essentiels (Koolman & Réhm, 1994). Donc I'absence de modification de la composition en
acides gras apres irradiation observée chez le lymphocyte s’expliquerait soit par une limitation des
dommages infligés aux lipides par les rayonnements ionisants (activation des défenses anti-
oxydantes), soit par une réparation efficace et rapide de ces dommages (activation de mécanismes
enzymatiques). Il serait donc intéressant d’utiliser des inhibiteurs de la PLA2 (mepacrine et
bromphenylbromide) et de doser la composition en acides gras du plasma afin d’éclaircir leur role
sur le profil en acides gras membranaires apres irradiation.

Notre étude a mis en évidence que les plasmalogenes sont caractéristiques des PE membranaires
des érythrocytes et des lymphocytes humains. De plus, 72 heures apreés irradiation, ils sont
consommés dans les membranes d’érythrocytes. Les plasmalogénes présentent une liaison éther-
vinyle en position sz-1 (Ingrand et coll, 2000). A cause de la réactivité de cette fonction
enolether, ils sont plus sensibles aux réactions d’oxydation que leurs analogues : les esters d’acides
gras (Brosche & Platt, 1998). Ils sont donc considérés comme des antioxydants endogenes
(Brosche & Platt, 1998). Sindelar et coll. (1999) ont démontré que, 2 la suite d’un stress oxydatif,
ils protégent les acides gras polyinsaturés des dommages oxydatifs, et que leur fonction éther-
vinyle est consommeée simultanément. Selon ces auteurs, les plasmalogénes interféreraient avec
les réactions de propagation de la lipoperoxydation plutot qu'avec [linitiation de la
lipoperoxydation.

Nos résultats indiquent donc qu’une exposition des érythrocytes aux radiations ionisantes, 2 des
doses relativement faibles, induit des dommages membranaires au niveau de la composition en
acides gras des phospholipides. Ces altérations seraient liées au remplacement des acides gras
polyinsaturés peroxydés par de nouveaux acides gras saturés durant le processus de réparation
membranaire. Les lymphocytes, qui possédent une régulation génique, ne présentent pas de
modifications structurelles des constituants lipidiques des membranes aprés irradiation. Cette
absence de variation semblerait provenir de I'existence d’un systéme de réparation membranaire
fidéle. Cependant des variations des propriétés biophysiques de la membrane des érythrocytes et
des lymphocytes ont été observées suite 4 une exposition aux rayonnements ionisants
(Benderitter et coll., 1999). Les mesures de polarisation de fluorescence avaient été effectuées en
incorporant trois sondes fluorescentes dans la bicouche: le TMA-DPH qui se localise 2
Pinterface eau-lipide, le DPH qui se situe dans les régions hydrophobes et I’ ANS qui s’incorpore a
Pinterface lipide-protéine de la membrane. Donc, afin de mieux comprendre les liens susceptibles
d’exister entre fluidité membranaire et composition en lipides de la membrane, nous avons étudié

Pévolution de la fluidité membranaire, aprés irradiation, a laide de sondes fluorescentes
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permettant de cibler la mesure des perturbations de fluidité membranaire 2 différentes

profondeurs de la bicouche lipidique.

Les conditions optimales d’utilisation des acides stéariques définies dans nos études préliminaires
sont conformes a celles obtenues par Muller (1988). Elles sont valables quelle que soit la
technique de mesure utilisée (spectrofluorimétrie et cytométrie de flux). Comme les suspensions
cellulaires de globules rouges sont extrémement turbides, il est nécessaire de travailler avec des
concentrations cellulaires suffisamment diluées (inférieures ou égales 2 4.10° GR/ml) afin de
minimiser les problémes de diffusion de lumiére qui perturbent les mesures de polarisation de
fluorescence (Dickens et coll., 1988).

L utilisation des acides stéariques (acides gras n-(9-antrhoyloxy), n = 3, 6, 9 et 12) nous a permis
d’obtenir des informations sur leur micro-environnement, 2 des profondeurs croissantes de la
bicouche lipidique (de la surface au centre de la membrane plasmique) (Thulborn et coll,, 1979).
Nos résultats montrent qu’il existe un gradient de fluidité dans les membranes d’érythrocytes
(K250 > S0, > <>y, 05 68 <E>¢ 00 > <39 ,0 > <>, o) et de lymphocytes (<r>; 45 > <>
as > <t>g,s > <r>,.J. Ces observations indiquent que plus Pon pénétre dans la bicouche
lipidique plus le milieu est fluide car la position des doubles liaisons des acides gras polyinsaturés
se localise dans les régions profondes de la membrane. En effet, les acides stéariques sont
constituées d’'un noyau anthracéne (groupement chromophore) qui est attaché par une liaison
ester 2 des positions croissantes sur la chaine carbonée de I'acide gras (Thulborn & Sawyer, 1978).
Le noyau anthracéne est immergé dans la région hydrocarbonée de la membrane et donc bien
protégé de la phase aqueuse (Chalpin & Kleinfeld, 1983). Les sondes sont présentes dans la
bicouche a des niveaux correspondant 2 la position du groupement chromophore sur I'acide gras
et permettent ainsi d’estimer le gradient de fluidité membranaire (Chalpin & Kleinfeld, 1983).
Cependant, la comparaison des deux techniques utilisées montre que les mesures en cytométrie
de flux potentialisent I'existence de ce gradient et donc reflétent mieux la localisation des sondes
dans la membrane. En effet, les mesures obtenues par spectrofluorimétrie donnent une valeur
intégrée de Panisotropie de fluorescence sur la totalité de la suspension cellulaire et peuvent étre
perturbées par la présence de sondes libres, non incorporées dans les membranes, qui ont des
durées de vie rotationnelle différentes (Fox & Delohery, 1987). Le cytométre de flux mesure les
émissions de fluorescence des sondes incorporées dans une cellule unique, entrainée par un
fluide, interceptant le faisceau des rayons lasers. Cette mesure est ainsi insensible a la fluorescence
emise par les marqueurs libres présents dans le milieu suspendant (Collins et coll., 1990). Les
valeurs d’anisotropie obtenues par cytométrie de flux sur une suspension de lymphocytes sont

inférieures a celles mesurées par spectrofluorimétrie. En effet, les mesures effectuées par
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spectrofluorimétrie intégrent la totalité des cellules présentes dans la suspension : lymphocytes
principalement mais aussi monocytes, et plaquettes. Au contraire, la cytométrie de flux permet de
discriminer les différentes populations cellulaires et donc de réaliser les analyses sur un type
cellulaire précis. Ces mesures comparatives mettent en évidence que la cytométrie de flux est une
méthode plus sensible et plus précise que la spectrofluorimétrie pour les mesures de fluidité

membranaire. Des résultats similaires ont été observés par Fox & Delohery (1987) et Collins et
coll. (1990).

A notre connaissance, c’est la premiere fois qu’une étude est réalisée sur la mesure de la fluidité
membranaire aprés irradiation sur des globules rouges intacts. Nos résultats ont mis en évidence
des modifications de la fluidité membranaire dés 1 heure aprés une exposition aux rayonnements
ionisants alors que la composition en lipides de la membrane n’est pas encore altérée. Ces
variations se traduisent par une diminution des valeurs d’anisotropie de fluorescence du 6-AS.
Ces résultats suggerent une augmentation de la fluidité membranaire du compartiment
hydrophobe de la bicouche lipidique aprés une exposition aux rayonnements ionisants. D’autre
part, nos résultats indiquent que les dommages membranaires radio-induits s’organisent en
micro-domaines. Ces observations confirment les résultats observés par Benderitter et coll.
(1999) sur des préparations membranaires d’érythrocytes. Plusieurs hypothéses permettent
d’expliquer cette fluidification des régions hydrocarbonées profondes que nous avons constatée a
des temps précoces apres irradiation. Dans un premier temps, les modifications observées
peuvent s’expliquer par les effets d’'une exposition aux rayonnements ionisants sur les lipides
membranaires. Grzelinska et coll. (1979) ont également constaté une augmentation de la fludité
de la région hydrophobe de la bicouche lipidique aprés une irradiation des membranes
d’érythrocytes a des doses trés importantes (1 kGy a 40 kGy). Ils attribuent ces modifications au
processus de lipoperoxydation qui créeraient des cavités la ou se situent les acides gras
polyinsaturés et ainsi augmenteraient le désordre de la membrane. Kergonou et coll. (1981) ont
observé l'augmentation du taux de dialdéhyde malonique (MDA), un endoperoxyde cyclique,
dans les érythrocytes, suite a lirradiation totale de rats a une dose de 8 Gy. De plus, des
expériences réalisées au laboratoire ont montré qu’une exposition aux rayonnements ionisants
d’échantillons sanguins 2 2 et 4 Gy induit simultanément, dans les membranes de globules rouges,
un processus de lipoperoxydation et la synthése de MDA, 1 heure aprés irradiation (Benderitter
et coll., 2001). Jain et coll. (1993) suggérent que le processus de lipoperoxydation génerent des
endoperoxydes cycliques qui saccumuleraient dans la membrane et augmenteraient la distance
intermoléculaire entre les lipides adjacents. Ce mécanisme contribuerait ainst a augmenter la
mobilité moléculaire. Dans un deuxiéme temps, les résultats que nous avons obtenus peuvent
aussi s’expliquer par les effets des rayonnements ionisants sur les protéines membranaires.
Benderitter et coll. (1999) ont montré que les processus de lipoperoxydation ne sont pas les

seules sources des altérations membranaires radio-induites. Benderitter et coll. (1999) ont observé
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des modifications des interactions lipide-protéine dans les membranes de globules rouges,
mesurées avec I’ANS, aprés une irradiation 2 une dose de 8 Gy. Nos résultats confirment ceux de
Gwozdzinski (1991a) qui a irradié des membranes d’érythrocytes a des doses de 200 a 500 Gy.
En effet, cet auteur a constaté une augmentation de la fluidité de la région hydrophobe de la
membrane parallélement a des changements de la conformation des protéines. Il a réalisé une
autre étude (Gwozdzinski, 1991b) en irradiant des membranes d’érythrocytes de poisson trés
riches en acides gras polyinsaturés et ont observé les mémes résultats que précédemment. Ils en
ont concluent que 'augmentation de la fluidité membranaire aprés irradiation aurait pour origine
des modifications des interactions lipide-protéine, plutdt que la lipoperoxydation. Des résultats
similaires ont été obtenus par Yonei & Kato (1978) et Kélling et coll. (1994) aprés irradiation de
membranes respectivement de globules rouges et de thymocytes, 4 des doses semblables 2 notre
étude (1 Gy et 0,5 Gy 2 6 Gy). Ils ont également attribué cette augmentation de la fluidité
membranaire 4 des altérations des interactions lipide-protéine induites par des modifications de la
conformation des protéines. Cantafora et coll. (1987) ont montré que lirradiation-gamma de
membranes de globules rouges diminuait la proportion d’acides gras polyinsaturés dans la classe
des PE, et altérait les groupements thiols (SH) des protéines membranaires et les protéines du
cytosquelette. Ces observations ont été réalisées pour des doses trés importantes : de 500 Gy a
4600 Gy. Pour des doses beaucoup plus faibles, de 5 2 20 Gy, Verma et coll. (1991) ont noté des
modifications des structures secondaires et tertiaires des protéines membranaires. Des
expériences réalisées dans notre laboratoire indiquent que les principales protéines du
cytosquelette (spectrine et actine) sont oxydées aprés une exposition gamma a des doses
comprises entre 0 et 10 Gy (Benderitter et coll, 2001). Ces atteintes se traduisent par une
augmentation de la proportion de groupements carbonyles. Or, la flexibilité de la membrane du
globule rouge est largement dépendante du squelette membranaire dont la spectrine et 'actine
sont les principaux composants (Boivin, 1984). Les segments hydrophobes de la spectrine
interagissent avec les lipides de la membrane (Boivin, 1984). Le cytosquelette est accroché aux
protéines transmembranaires. Donc, P'augmentation de la fluidité membranaire 2 des temps
précoces apres irradiation de globules rouges aurait pour origine des modifications des protéines
du cytosquelette qui altéreraient les interactions entre lipides et protéines.

En outre, les résultats obtenus sur le gradient de fluidité membranaire indiquent que des
perturbations de ce gradient apparaissent a partir de 24 heures aprés une exposition aux
rayonnements ionisants. Ces modifications se localisent tout le long des chaines hydrocarbonées
mais sont maximales au niveau de la position du 6-AS. De plus, nous observons une fluidification
du micro-environnement du 6-AS. Sakanashi et coll. (1986) et Rego & Oliveira (1995) ont
également observé une augmentation de la fluidité membranaire de cellules de la rétine et de
mélanome a la suite d’un stress oxydant de type respectivement Fe2+ /ascorbate et irradiation
UltraViolet. Sakanashi et coll. (1986) expliquent ces variations par I'existence d’'un mécanisme de

réparation. Ces auteurs confirment donc notre hypothése de Pexistence d’un processus de
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détoxication des membranes par la PLA2. Nous avons vu précédemment que lirradiation
modifiait la composition en lipides de la membrane des érythrocytes 72 heures aprés irradiation.
Nous supposons qu’a partir de 24 heures, la composition en lipides membranaires commencerait
a étre altérée en raison de I'activation du processus de réparation membranaire. Ainsi, 'hydrolyse
des acides gras oxydés par la PLA2 généreraient des lysophospholipides qui désorganiseraient la
structure de la membrane en induisant une augmentation de la fluidité membranaire.

L’irradiation induirait donc, 2 des temps précoces, un processus de lipoperoxydation qui serait
responsable de 'augmentation de la fluidité membranaire des érythrocytes. Cette fluidification
aurait pour-origine d’une part la formation d’endoperoxydes cycliques qui augmentent le désordre
moléculaire, et d’autre part les atteintes au niveau des protéines du cytosquelette qui altéreraient
les interactions lipides-protéines. Les dommages membranaires seraient ensuite réparés en

éliminant les acides gras oxydés. Cette réparation se traduirait alors par une fluidification de la
bicouche lipidique des érythrocytes.

L’exposition au rayonnement gamma induit également des altérations des propriétés biophysiques
de la membrane des lymphocytes. En effet, les valeurs d’anisotropie de fluorescence du 6, 9 et
12-AS augmentent apres irradiation. Contrairement aux résultats obtenus pour les érythrocytes,
nous observons une rigidification des régions profondes de la partie hydrophobe de la
membrane. Benderitter et coll. (1999) ont observé, en utilisant le TMA-DPH, une augmentation
de la fluidité de I'interface eau-lipide de la membrane. Ces études confirment les résultats obtenus
par Giusti et coll. (1998), (Parasassi et coll. (1991) et Parasassi et coll. (1992). Selon ces auteurs,
accumulation d’hydroperoxydes dans les régions profondes de la membrane et les liaisons
croisées entre lipides adjacents désorganisent les régions hautes de la bicouche lipidique. Cette
déstructuration de la membrane favorise la pénétration des molécules d’eau de la phase aqueuse
jusqua la position des hydroperoxydes lipidiques. Le gradient de polarité de la membrane est
alors altéré. Le TMA-DPH étant fluorescent en milieu aqueux, son pouvoir de rotation est alors
amplifié, tandis que 'accumulation d’hydroperoxydes de lipides dans les régions profondes de la
membrane induit une diminution de la fluidité membranaire du 6, 9 et 12-AS. Purohit et coll.
(1980) et Joshi et coll. (1982) ont également observé une rigidification des régions hydrophobes
aprés irradiation de membranes naturelles. Joshi et coll. (1982) attribuent ces variations a la
peroxydation lipidique. Chen & Yu (1994) suggérent que la lipoperoxydation générent des
espéces réactives (4-hydroxynonenal et dialdéhyde malonique) qui interagissent avec les
constituants de la membrane en provoquant des restrictions de la mobilité de la bicouche.
Eichenberger et coll. (1982) ont constaté, 4 la suite d’un stress oxydant non radio-induit, une
diminution de la fluidité membranaire des régions hydrocarbonées de la bicouche paralléelement a
une diminution du taux d’acides gras polyinsaturés. Or, dans nos conditions expérimentales,
aucune modification de la composition en acides gras des membranes de lymphocytes n’a été

observée aprés une exposition aux rayonnements ionisants. Les membranes plasmiques des

146



lymphocytes ont un rapport molaire cholestérol/phospholipides égal 4 environ 0,58 (Koizumi et
coll,, 1981). Nous suggérons donc que le cholestérol puisse étre une cible des rayonnements
ionisants aussi importante que les autres constituants membranaires (lipides et protéines). Le
cholestérol exerce un effet rigidifiant dans les membranes cellulaires. En effet, une augmentation
du rapport molaire cholestérol/phospholipides induit une diminution de la fluidité membranaire
(Cooper, 1978). Or, Sevanian & McLeod (1987) et Maerker & Jones (1991) ont montré qu’une
irradiation gamma de liposomes induisaient la formation de produits d’oxydation du cholestérol
appelés oxystérols du type 7-kétocholestérol (7-kéto), 7-hydroperoxyde (7-OOH) et cholestérol-
5B,6B-époxyde (B-CE). Le mécanisme d’attaque de la molécule du cholestérol par les
rayonnements ionisants a pour origine : 'oxydation du cholestérol et des acides gras polyinsaturés
par les espéces radicalaires trés réactives générées par lirradiation, et par les radicaux alkoxyls et
peroxyls formés lors des réactions de lipoperoxydation (Sevanian & McLeod, 1987). La
production de ces espéces est considérée comme un index de la lipoperoxydation (Sevanian &
McLeod, 1987) et un indicateur d’une irradiation passée (Maerker & Jones, 1991). Les réactions
de propagation de la peroxydation lipidique sont principalement responsables de la synthése des
oxystérols (Sevanian & McLeod, 1987). L'oxydation du cholestérol augmente avec la durée de
Pirradiation et le nombre d’insaturations des acides gras (Sevanian & McLeod, 1987). Lelong et
coll. (1988) ont montré que les oxystérols se localisent dans les membranes cellulaires. Les
hydroxycholestérols diminuent la fluidité des membranes cellulaires (Richert et coll., 1984 ;
Rooney et coll,, 1985 ; Szostek et coll,, 1991). Il serait donc intéressant de doser les oxystérols

apreés irradiation dans nos conditions expérimentales et de vérifier leur influence sur les propriétés
biophysiques de la membrane.

Nous avons montré quune exposition aux rayonnements ionisants induit, dans un premier
temps, des modifications précoces des propriétés biophysiques des membranes d’érythrocytes
générées par le processus de lipoperoxydation ; et dans un deuxiéme temps des altérations
tardives de la composition en lipides, traduisant la réparation de la bicouche lipidique, qui
joueraient un role dans les atteintes radio-induites de la fluidité membranaire. Chez le
lymphocyte, bien qu’aucune modification de la composition en acides gras de la membrane n’ait
été mise en évidence, nous avons constaté que l'irradiation modifie sa fluidité. Ces modifications
pourratent étre attribuées a 'oxydation de composants membranaires autres que les lipides et les
protéines tels que le cholestérol. Pour montrer 'importance de ces atteintes membranaires apreés
irradiation, il est nécessaire d’étudier leur impact sur une fonction cellulaire. Nous nous sommes
donc interrogés sur I'importance des altérations des propriétés biophysiques de la membrane sur
la mort cellulaire radio-induite. En effet, Benderitter et coll. (2000) ont observé, aprés irradiation
de lymphocytes, des varations de leur fluidité membranaire en fonction de I'état de viabilité
cellulaire. Des mesures de polarisation avaient été réalisées en incorporant le TMA-DPH et le

DPH dans les membranes. Nous avons donc étudié Iévolution de la fluidité membranaire au
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cours du processus apoptotique a I'aide des acides stéariques qui permettent de cibler la mesure
des perturbations a différentes profondeurs de la membrane.

Etude des liens éventuels entre la fluidité membranaire et la mort cellulaire radio-induite

Nous avons mis au point une technique de cytométrie de flux permettant de mesurer
simultanément I'état de mort cellulaire et 'évolution de la fluidité membranaire apres irradiation.
La viabilité cellulaire a été mesurée en marquant les lymphocytes avec I'acridine orange (AO) et le
bromure d’éthydium (BE). Ce double marquage a permis de différencier les cellules viables, des
cellules en début d’apoptose et en fin d’apoptose. Les résultats obtenus confirment ceux observés
par Lecoeur & Gougeon (1996). L’AO est incorporée dans toutes les cellules. Aux faibles
concentrations d’AO utilisées, nous ne détectons que 'émission des monomeres d’AO intercalés
dans la double hélice de la molécule ADN (Olivier, 1995). Le BE ne pénétre dans les cellules que
si leur intégrité membranaire n’est pas maintenue. Lorsque les cellules sont en début d’apoptose,
la chromatine se condense mais lintégrité membranaire est préservée. Ces modifications
nucléaires induisent une réduction de I'accessibilité a la molécule d’ADN pour 'AO provoquant
ainsi une diminution de la fluorescence émise par 'AO (Telford et coll, 1992). Lorsque les
cellules sont en fin d’apoptose, I'intégrité membranaire est rompue et le BE pénétre dans les
cellules pour se lier a la molécule ’ ADN. Ainsi, sur chaque état de viabilité cellulaire les mesures
de fluidité membranaire ont été réalisées en incorporant les acides stéariques dans les membranes
de lymphocytes.

L’étude de I'évolution de la fluidité membranaire des lymphocytes, durant le processus
d’apoptose non radio-induit, indique que les cellules en début d’apoptose se distinguent des
cellules viables principalement par une rigidification des zones profondes de la bicouche
lipidique. Benderitter et coll. (2000) ont observé que ces vatiations étaient compensées par une
fluidification de la surface de la membrane. Ces résultats suggerent donc que les cellules en début
d’apoptose tendent 2 maintenir leur intégrité membranaire jusqu’aux stades avancés de la mort
cellulaire. Ces modifications peuvent étre reliées aux différentes perturbations membranaires,
décrites dans la littérature, caractéristiques du processus apoptotique. Avant les étapes de
fragmentation de PADN et de perte de I'intégrité membranaire, c’est a dire en début d’apoptose,
la compaction des lipides de la membrane plasmique est diminuée (Schlegel et coll., 1993 ; Mower
et coll, 1994). D’autre part, les PS sont externalisées afin de permettre la reconnaissance des
cellules en apoptose par les cellules phagocytaires (Pradhan et coll., 1997). Plusieurs hypotheses
ont été proposées pour expliquer 'externalisation de la PS. Selon Martin et coll. (1995), Diaz &
Schroit (1996) et Bratton et coll. (1997), le flip-flop de la PS serait lié a une perte de I'asymétrie

membranaire provoquée par lactivation d’'une translocase non spécifique, calcium dépendante.
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Tyurina et coll. (2000) suggérent que le cytochrome c, libéré de la mitochondrie par un stress
oxydant, se lie aux PS du feuillet membranaire cytoplasmique et induit oxydation des PS. Les PS
ainsi peroxydées inhibent Pactivit¢ de Paminophospholipide translocase provoquant
Pexternalisation des PS. En outre, le clivage de certaines protéines du cytosquelette (cytokératine
et vimentine) a été détecté dans les stades précoces de Papoptose, simultanément 2
Pexternalisation des PS (van Engeland et coll, 1997). Cependant, ces deux processus sont
indépendants 'un de P'autre (van Engeland et coll., 1997). Par ailleurs, notre étude montre que la
désorganisation de la membrane plasmique augmente avec P'engagement des cellules dans le
processus apoptotique. En effet, les cellules en fin d’apoptose se caractérisent par un gradient de
fluidité membranaire totalement altéré et une fluidification de toutes les régions hydrocarbonées
de la membrane. Ces résultats semblent étre reliés 2 la perte de Pintégrité membranaire qui
survient dans le dernier stade du processus apoptotique.

Donc nous avons montré que les cellules en début et fin d’apoptose se distinguent des cellules
viables par des perturbations spécifiques de leur état de fluidité membranaire qui s’organisent en
micro-domaines. Quel effet I'irradiation introduit-elle maintenant sur les propriétés biophysiques
de la membrane de chaque état de viabilité cellulaire ?.

L’évolution apreés irradiation de la fluidité membranaire des lymphocytes indique que le gradient
de fluidité mesuré dans les cellules viables est totalement perturbé. Plus précisément, ce serait
dans les régions hautes de la bicouche que se localiseraient ces dommages. Ces résultats sont
concordants avec nos études précédentes (Benderitter et coll, 2000). En effet, nous avions
observé une fluidification de la région hydrocarbonée et de Pinterface eau-lipide de la membrane
des cellules viables. D’autre part, la fluidité membranaire des cellules en début d’apoptose n’est
pas altérée suite 2 une exposition aux rayonnements ionisants. Ces résultats suggerent I'absence
de réactivité de I'état de fluidité membranaire des cellules en début d’apoptose. En effet, les
membranes des cellules en apoptose sont souvent considérées comme étant des structures non-
réactives et non-réceptives (Mower et coll,, 1994). Par ailleurs, les cellules en fin d’apoptose
présentent des modifications radio-induites du gradient de fluidité au niveau de la partie haute de
la bicouche. Leur intégrité membranaire étant déja perturbée par le processus apoptotique,
Pirradiation semble amplifier ce phénomeéne.

Donc Pirradiation altére les propriétés biophysiques des cellules viables et en fin d’apoptose.

Finalement, quel est donc le role de ces altérations dans le processus de mort cellulaire radio-
induite ?.

Les modifications des propriétés biophysiques de la membrane sont spécifiques du type
d’inducteur d’apoptose : apoptose spontanée et apoptose radio-induite. Ce processus apoptotique
radio-induit nécessitait plusieurs heures pour s’établir. En effet, nous avons mesuré un taux basal

d’apoptose tres faible, qui restait stable une heure aprés le début de 'expérience, mais augmentait
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significativement 24 heures aprés irradiation. L'apoptose détectée 1 heure aprés le début de
l'expérience est attribuée a 'apoptose spontanée (Philippé et coll., 1997), tandis que 'apoptose
détectée 24 heure apreés irradiation des lymphocytes est attribuée a P'apoptose radio-induite
(Philippé et coll,, 1997). Les propriétés biophysiques de la membrane des cellules en début
d’apoptose ne sont pas modifiées une heure aprés irradiation. Cependant, 24 heures aprés
irradiation, nous observons une rigidification des régions profondes de la bicouche en
comparaison des résultats obtenus 1 heure apreés irradiation. Nos travaux ont donc mis en
évidence une spécificité de la réponse de la membrane durant le processus d’apoptose radio-
induite. Deux hypothéses peuvent alors étre formulées.

La premiére est qu’il existerait des modifications radio-induites de la distribution cellulaire des
différentes sous-population lymphocytaires au cours de nos expériences. Dans des conditions
expérimentales semblables, Philippé et coll. (1997) ont montré que le pourcentage des sous-
populations lymphocytaires (lymphocytes T et B) sensibles a I'apoptose décroit rapidement et
complétement aprés une exposition aux rayonnements ionisants. Au contraire, les sous-
populations lymphocytaires résistantes a 'apoptose (lymphocytes NK) survivent beaucoup plus
longtemps (Philippé et coll., 1997). De plus, les lymphocytes B et T, irradiés iz wiro, subissent des
altérations des glycoprotéines surfaciques et de la topologie de la membrane plasmique qui sont
plus accentuées avec le temps et qui semblent précéder la perte de viabilité cellulaire (Anderson et
coll., 1977). Afin de vérifier cette conjecture, il serait intéressant d’étudier 'évolution de la fluidité
membranaire apres irradiation sur chacune des sous-populations lymphocytaires engagée dans le
processus apoptotique.

La seconde hypothése est la spécificité de Papoptose radio-induite par rapport a I'apoptose
spontanée en termes de modifications des propriétés biophysiques de la membrane. Nos résultats
confirmeraient alors le role prépondérant de la membrane dans les processus d’induction de
Papoptose. En effet, de nombreuses études suggérent qu’un signal apoptotique puisse étre induit
par Pinteraction des rayonnements ionisants avec la membrane. Haimovitz-Friedman et coll.
(1994) ont montré que l'irradiation induit 'hydrolyse des sphingomyélinases membranaires en
céramides qui déclenchent le processus apoptotique. De plus, Ojeda et coll. (1994) ont constaté
que la protéine protéine kinase C (PKC), associée a la membrane, joue un role important dans les
processus apoptotiques radio-induits. En effet, elle est impliquée dans la transduction du signal
de la membrane vers le noyau ou elle induit a terme la fragmentation de FADN (Ojeda et coll,,
1992). Ce mécanisme serait la conséquence de la lipoperoxydation radio-induite au niveau
membranaire.  Ces  dommages  membranaires  provoqueraient  Thydrolyse  du
phosphatidylinositolbiphosphate en inositoltriphosphate et diacylglycérol qui sont responsables
respectivement de la mobilisation du calcium et de P'activation des PKC. Nakajima & Yukawa
(1999) suggérent que le radical hydroxyl généré lors d’une irradiation active la phospholipase C
spécifique du phosphatidylinositol qui conduit 4 la synthése du diacylglycérol et par conséquent 2

Pactivation des PKC. Nishizuka (1992) a observé que lacide arachidonique est un second
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Chapitre 4 :
Etudes 7n vivo des effets d’une irradiation
sur la membrane cellulaire






Ce travail 2 pour objectif de comprendre les interconnexions entre altérations radio-induites de
fluidité membranaire, composition lipidique membranaire, et stress oxydatif sur un modele iz
vivo : le rat. Nous avons alors sensibilisé les membranes plasmiques a la lipoperoxydation en
diminuant artificiellement la capacité de défense anti-oxydante de la cellule et en modifiant la
composition en acides gras des lipides. A cet effet, des régimes alimentaires spécifiques ont été
élaborés et différents paramétres ont été étudiés aprés irradiation : la vitamine E, la composition

lipidique membranaire, la fluidité membranaire et "apoptose.

I. Résultats

1.1. Protocole expérimental

Des rats ont été nourris ad Lbitum pendant 5 semaines avec trois régimes alimentaires différents
dont les compositions sont décrites dans le paragraphe suivant (I.2.Type de régimes). Les
animaux ont été ensuite irradiés corps entier aux doses de 1,5 Gy et 8 Gy, 2 un débit de dose de
0,5 Gy/min. Les échantillons sanguins ont été prélevés au niveau de I'aorte abdominale sous
anesthésiant 1, 24, 48 et 72 heures aprés une exposition aux rayons gamma du “Co. Les animaux
ont ensuite été euthanasiés. Sur chaque prélévement sanguin, les principaux éléments figurés du
sang ont été dénombrés en utilisant un automate d’hématologie (ADVIA 120, Bayer, France). Sur
le plasma, la vitamine E a été dosée par CLHP. Sur les hématies, les mesures de fluidité
membranaire ont été réalisées, en cytométrie de flux, en incorporant le 6 et le 9-AS dans les
membranes. Les phospholipides membranaires ont été dosés par CLHP a partir d’échantillons de
membranes d’hématies. Les analyses de la composition en acides gras ont ensuite été réalisées par
CPG sur chaque classe de phospholipide membranaire. Sur les lymphocytes, les mesures de
fluidité membranaire ont été effectuées en cytométrie de flux en incorporant le TMA-DPH et le
6-AS dans les membranes. Les mesures simultanées de viabilité cellulaire et de fluidité
membranaire apres un triple marquage a 'acridine orange, au bromure d’éthydium et au TMA-

DPH ont été également réalisées sur les lymphocytes par cytomeétrie en flux.
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1.2. Type de régimes

La composition des trois régimes alimentaires qui ont été administrés ad Lbitum pendant 5
semaines aux animaux est décrite dans le tableau 19.

Régime 1 Régime 2 Régime 3
Lipides 3% 9% 9%
S Olive 63,5 % Olive 63,5 %
Composition
; Tournesol 8 % Tournesol 8 %
en huiles . .
Lipromega 28,5 % | Lipromega 28,5 %
Protéines (caséine) 16 % 22% 22.%
Glucides Amidon 45 % Amidon 43 % Amidon 43 %
Vitamine E (mg/Kg) 30+ 10 <15 200

Tableau 19 : Composition des différents régimes.

Le régime 1 correspond au régime UAR 04 qui est généralement administré en entretien aux
animaux. Les régimes 2 et 3 différent uniquement par leur composition en vitamine E. Ils ont été
élaborés a PINRA (Jouy en Josas, France) 4 partir de deux huiles végétales raffinées (olive et
tournesol) et d’'une huile de poisson (lipromega) qui comporte 18 % d’EPA et 12 % de DHA.
L’huile lipromega est fabriquée a partir de la sardine et de I'anchois par la société POLARIS
(Quimper, France). Elle est riche en acides gras de type (n-3).

Le profil des acides gras composant ces différents régimes est présenté dans le tableau 20. Il a été

obtenu en dosant les acides gras directement dans les aliments.
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Acides gras Régime 1 | Régime2 | Régime3
14:0 0,57 2,82 287
15:0 0,14 0,19 0,19
16:0 17,56 12,02 12,23
17:0 0,13 0,16 0,16
18:0 1,79 221 1,94
20:0 0,21 0,28 0,19
22:0 0,22 0,11 0,10
24:0 0,52 0,06 0,05

16:1n-9 0,24 0,19 021
16:1n-9 0,83 3,40 3,49
18:1n9 17,75 53,41 53,83

18:1n0-7 1,50

20:in-9 0,96 0,48 0,47
20:1n-9 0,07 0,16 0,11
22:1n-9 0,20 0,30 0,30
22:in-9 0,16 0,09 0,11
24:1n-9 0,10 0,13 0,12
18206 53,53 1228 129
18:3n-6 0,37 0,31 0,16
20:20-6 0,15 0,09 0,06
20506 0,00 0,07 0,05
20:40-6 023 034 031
DAt 0,00 0,02 0,05
22:5n-6 0,03 0,09 0,09
18:3n-3 0,05 0,85 0,75
18:4n-3 0,13 0,88 0,77
20:50-3 0,97 5,46 5,45
22:5n-3 0,14 0,60 0,63
22:6n-3 1,44 298 3,03
Saturés 21,14 17,85 17,73
Monoinsaturés 21,81 58,17 58,64
@ 53 | B2 | 2%
(n-3) 2,73 10,78 10,64
(0-6) + (n-3) 57,04 23,98 23,63
n-6/n-3 19,87 122 1,22
(@) @3 /oaarés | 270 13 13

Tableau 20 : Profil en acides gras des différents régimes. Les résultas sont exprimés en pourcentage de la
totalité des acides gras dosés dans P’échantillon. (16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide
oléique ; 18:2n-6 acide linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide o linolénique ; 20:5n-3 acide
éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3 acide docosahexaénoique (DHA))

Pour les régimes 2 et 3, les acides gras polyinsaturés sont exclusivement représentés par 12 %
d’acide linoléique et 11 % d’acides gras en (n-3) 2 longues chaines, notamment en EPA et DHA
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(tableau 20). Par contre, la totalité des acides gras polyinsaturés (54 %) dans le régime 1 est
constituée d’acide linoléique.

1.3. Effets des régimes sur les animaux en Pabsence d’irradiation

L1.3.1. Croissance et prise alimentaire
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@ (b)
@ 380 | Hkk £ 80
© ook B 28
& 360 *&
& % 26 1 deskeske
340 l i g 241 i ,
o §o g J§ ¢ 21 8 § § 7
1 2 3 1 2 3
Régimes Régimes

Figure 59 : Effet des régimes sur la croissance et la prise alimentaire des animaux témoins. Chaque
histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM de 20 4 27 observations indépendantes. Différences significatives
par rapport au régime 1, ** p < 0,01 et *** p < 0,001.

Les animaux nourris avec les régimes 2 et 3 pendant 5 semaines ont eu une croissance plus
importante que ceux qui ont suivi le régime 1 bien que leur prise alimentaire soit plus faible. En
effet, ils ont un poids supérieur respectivement de 8,2 % (p < 0,001) et de 4,7 % (p = 0,004)
(figure 59a). Par contre, leur prise alimentaire est inférieure respectivement de 16,4 % (p < 0,001)
et 12,6 % (p = 0,003) (figure 59b). Ces résultats s’expliquent par un apport calorifique plus
important dans les rations alimentaires des régimes 2 et 3.
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messager qui participe également 3 'activation des PKC. Hallahan et coll. (1994) ont montré que
Pinhibition de la PLA2 diminue lactivation radio-induite des PKC et le relargage d’acide
arachjdoniqﬁe. Ces résultats démontrent que Phydrolyse des acides gras est une étape précoce
dans les signaux activés par les rayonnements ionisants et qu’elle est indépendante des dommages
nucléaires (Hallahan et coll, 1994). En outre, Pactivation de la PLLA2 est associée 2 une
diminution de la fluidité membranaire (Sevanian et coll., 1988). Or, notre étude sur I'effet d’'une
irradiation sur les propriétés biophysiques de la membrane des lymphocytes 2 montré que les
rayonnements ionisants induisaient une diminution de la fluidité membranaire. Ces résultats
confortent donc notre hypothése sur P'importance du rdéle des dommages membranaires
(biochimiques et biophysiques) dans le processus d’apoptose radio-induite.

Il existe des molécules inhibant les voies de signalisation membranaire conduisant a la mort
cellulaire radio-induite. Le trolox est un analogue de la vitamine E qui pénétre rapidement dans la
membrane cellulaire et inhibe la fragmentation de 'ADN aprés irradiation (Ramakrishnan et coll.,
1993 ; McClain et coll., 1995). Hirtel et coll. (1998) ont observé que de fortes concentrations de
cholestérol protégent les cellules contre 'apoptose radio-induite.

Il serait sans aucun doute intéressant d’utiliser ces anti-apoptotiques (trolox, inhibiteurs des
céramides, inhibiteurs de la PLAZ2) des voies de signalisation membranaire conjointement 2 notre
méthode de mesure simultanée de la fluidité membranaire et de I'état de viabilité cellulaire pour

confirmer Pimportance des dommages membranaires dans Pinduction radio-induite de
'apoptose.

En conclusion de ce premier chapitre, nous pouvons résumer les résultats obtenus par un schéma
récapitulatif représenté figure 58. L’itradiation induit des dommages membranaires au niveau de
la composition en acides gras des phospholipides des érythrocytes qui seraient la résultante de la
réacylation des phospholipides par de nouveaux acides gras durant le processus de réparation
membranaire. Ces dommages membranaires sont susceptibles d’induire des modifications des
propriétés biophysiques des membranes d’érythrocytes. L'absence de variation de la composition
en lipides de la membrane des lymphocytes pourrait étre attribuée 2 'existence d’un processus de
« réparation membranaire fidéle » et/ou d’un systéme de protection des lipides plus efficace. Bien
qu’aucune modification structurelle des constituants lipidiques de la membrane des lymphocytes
n’ait été mise en évidence apres irradiation, nous avons tout de méme observé des altérations de
leur fluidité membranaire aprés irradiation. Nous avons donc émis I'hypothése du role
prépondérant du cholestérol et la production radio-induite d’oxystérols dans la modulation des
propriétés biophysiques de la membrane des lymphocytes. En outre, nos résultats indiquent que
les atteintes des propriétés biophysiques de la membrane des lymphocytes s’amplifient au fur et 2
mesure que les cellules progressent dans le processus apoptotique. Ces altérations se localisaient
tout d’abord au centre de la bicouche pour ensuite atteindre Pensemble de la région

hydrocarbonée. De plus, nos études montrent que les modifications des propriétés biophysiques
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de la membrane sont spécifiques de Papoptose radio-induite. Ces résultats confortent
Pimpottance du role des dommages membranaires (biochimiques et biophysiques) dans les
processus de mort cellulaire radio-induite. Ainsi, ces études 7z zfrm mettent en évidence que la
membrane cellulaire est une cible sensible des radiations ionisantes qui joue un r6le primordial
dans le développement des dommages cellulaires.

= Modifications mﬂﬂ
" de la composition
en acides gras

Engagement
* apoptotique

Figure 58 : Schéma récapitulatif des résultats obtenus dans les études in vitro.
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1.3.2. Dosage de la vitamine E plasmatique

18
S
£ 14 -
29-10-
g,% g: *ia* *ai*
‘E‘ﬁ 4
< '/ g
LA B
1 2 3
Régimes

Figure 60 : Effet des régimes sur la concentration plasmatique en vitamine E des échantillons sanguins
provenant d’animaux témoins. Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM d’au moins 24
expériences indépendantes. Différences significatives par rapport au régime 3, *** p < 0,001.

Les régimes modifient la concentration plasmatique en @-tocophérol conformément a la teneur
en vitamine E des différents régimes élaborés. La concentration plasmatique en O-tocophérol des
animaux nourris avec le régime 1 et 2 est inférieure respectivement de 63,5 % (p < 0,001) et de
63 % (p < 0,001) a celle obtenue pour les rats ayant suivi le régime 3 (figure 60). Par ailleurs, la
concentration plasmatique en O-tocophérol des animaux qui ont suivi le régime 1 (5,75 + 0,2) et

2 (5,83 £ 0,18) est la méme.
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1.3.3. Résultats obtenus sur les hématies

1.3.3.1. Numération cellulaire
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Figure 61 : Effet des régimes sur la concentration en hématies des échantillons sanguins provenant
d’animaux témoins. Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM d’au moins 24 observations
indépendantes. Différences significatives par rapport au régime 1, *** p < 0,001.

Les régimes modifient le nombre de globules rouges présents dans le sang. La concentration
sanguine en hématies des animaux nourris avec le régime 2 et 3 est supétieure respectivement de
7,5 % (p = 0,001) et de 7,4 % (p < 0,001) a celle obtenue pour les rats ayant suivi le régime 1

(figure 61).

1.3.3.2. Fluidité membranaire

0,10 0,10

g @ 6-AS g (b) 9-AS
8 0,08 - 8 0,08 -

£f g8
g p 0% TR T 2 8 0] P
(=} | = kS
g8 004 £3 0047 *
%*3 0,02 - 2% 002

0,00 * 0,00

1 2 1 2 &

oo
Régimes

Régimes

Figure 62 : Effet des régimes sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence du 6-AS (a) et du 9-AS (b)
incorporé dans les membranes d’hématies d’échantillons sanguins provenant de rats témoins. Chaque
histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM d’au moins 24 observations indépendantes. Différences
significatives par rapport au régime 1, *** p < 0,001.
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Figure 63 : Effet des régimes sur les valeurs du rapport d’anisotropie de fluorescence <r>g.4s/<r>g.as dans
les membranes d’hématies d’échantillons sanguins provenant de rats témoins. Chaque histogramme résulte
de la valeur moyenne + SEM d’au moins 24 observations indépendantes. Différences significatives par rapport au

régime 1, ¥** p < 0,001.

Nous constatons que les régimes modifient la fluidité membranaire des hématies. Les valeurs
d’anisotropie du 6-AS des animaux nourris avec les régimes 2 et 3 sont inférieures respectivement
de 38,2 % (p < 0,001) et de 37,5 % (p < 0,001) 2 celles obtenues pour les rats ayant suivi le
régime 1 (figure 62a). Des résultats similaires sont observés lorsque la fluidité membranaire est
mesurée en incorporant le 9-AS dans les membranes d’hématies (figure 62b).

Le calcul du rapport d’anisotropie de fluorescence du 6-AS/9-AS (figure 63) confirme les
résultats précédents (figure 62). Ses valeurs augmentent de 17,8 % (p < 0,001) et de 23,9 % (p <
0,001) respectivement pour les régimes 2 et 3 en comparaison de celles mesurées pour les
animaux nourris avec le régime 1.

1.3.3.3. Composition en phospholipides membranaires
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Figure 64 : Effet des régimes sur la composition en phospholipides des membranes d’hématies
d’échantillons sanguins provenant de rats témoins. Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM
de 5 4 9 expériences indépendantes.
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Les régimes ne modifient pas la composition en phospholipides des membranes d’hématies
(hgure 64). Quel que soit le régime, la classe des phospholipides la plus représentée est celle des
PC (56,8 %). Les proportions de PE (26,5 %) sont supérieures 2 celles obtenues pour les SM (9,3
%). Par ailleurs, la classe des phospholipides minoritaire est celle des PI (2,1 %).

1.3.3.4. Composition en acides gras membranaires totaux

(o))
o
1o
o

50 39
& 40 &
° 7 24 1
8 30 < 20
] '.E 16 |
9 20 j
£ £ 12
10 8 | l
4 i
0 0
1 2 1 2
Régimes Régimes
e Saturés = 160
“ Monoinsaturés =1 189
(n-6) == 18:1n-9
m=== (n-3) === 18:2n-6
== (n-6) + (n-3) == 20:4n-6
S [(n-6)+(n-3))/saturés mm— 15:3n-3
e 20:5n-3
— 22:6n-3

Figure 65 : Effet des régimes sur la composition en acides gras des phospholipides des membranes
d’hématies d’échantillons sanguins provenant de rats témoins. La figure (a) représente la proportion des
principales classes d’acides gras qui constituent les phospholipides des membranes d’hématies de rats témoins. La
figure (b) représente la proportion des principaux acides gras qui constituent les phospholipides des membranes
d’hématies de rats témoins (16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:20-6 acide
linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide o linolénique ; 20:5n0-3 acide éicosapentaénoique
(EPA) ; 22:6n-3 acide docosahexaénoique (DHA)). Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM de 52
6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport au régime 1, * p < 0,05.

Les régimes modifient la composition en acides gras totaux des membranes d’érythrocytes (figure
65).
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Les phospholipides des membranes d’hématies de rats nourris avec le régime 1 sont constitués
majoritairement d’acides gras saturés car les valeurs du rapport [(n-6) + (n-3)]/ Saturés sont
inférieures 2 1. En particulier, I'acide gras le plus représenté est I'acide palmitique (40 %). D’autre
part, la proportion d’acides gras polyinsaturés en (n-6) est 8,7 fois supérieure a celle en (n-3). Plus
précisément, acide gras polyinsaturé prépondérant est I'acide arachidonique (8,8 %). Son
pourcentage est 18 et 5,2 fois supérieur 2 celui mesuré respectivement pour 'EPA et le DHA.

En comparaison des résultats obtenus avec le régime 1, les pourcentages d’acides gras
monoinsaturés et d’acides gras polyinsaturés en (n-3) mesurés pour le régime 2 sont supérieurs
respectivement de 33,1 % (p = 0,029) et de 77,4 % (p = 0,029) (figure 652). Plus spécifiquement,
ces résultats se traduisent par des proportions d’acide oléique et d’EPA plus importantes
respectivement de 71,1 % (p = 0,029) et de 375,5 % (p = 0,016) (figure 65b).
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Figure 66 : Effet des régimes sur la composition en acides gras des principales classes de phospholipides

des membranes d’hématies d’échantillons sanguins provenant de rats témoins. Les 4 figures (a), (b), (c) et (d)

représentent la proportion des principales classes d’acides gras mesurés respectivement dans la classe des PE, PS, PC

et SM. Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM de 5 2 6 expériences indépendantes. Différences
significatives par rapport au régime 1, * p < 0,05.
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Figure 67 : Effet des régimes sur la composition des principaux acides gras des différentes classes de
phospholipides des membranes d’hématies d’échantillons sanguins provenant de rats témoins, Les 4 figures
(2), (b), (c) et (d) représentent la proportion des principaux acides gras mesurés respectivement dans la classe des PE,

PS, PC et SM (DMA diméthyl acétal ; 16:0 acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:2n-6
acide linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique (AA) ; 18:3n-3 acide o linolénique ; 20:5n-3 acide éicosapentaénoique
(EPA) ; 22:6n-3 acide docosahexaénoique (DHA)). Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM de 5 4

6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport au régime 1, ¥ p < 0,05
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Les régimes modifient la répartition en acides gras dans les différentes classes de lipides (figure 66
et 67).

Pour le régime 1, les classes des SM et PC sont constituées majoritairement d’acides gras saturés
car les valeurs du rapport [(n-6) + (n-3)]/ Saturés dans ces classes sont inférieures 4 1. Plus
précisément, I'acide palmitique est I'acide gras le plus représenté dans ces classes (49,67 % pour
PC et 35,44 % pour SM). Par contre, les classes des PE et des PS sont composées principalement
d’acides gras polyinsaturés car pour ces classes ce rapport est supérieur a 1. Elles comportent
principalement des acides gras polyinsaturés en (n-6) (30,52 % pour PE et 39,11 % pour PS) car
leur proportion est 4,2 fois et 5,1 fois supérieure respectivement pour PE et PS 2 celles obtenues
pour les (n-3). Plus spécifiquement, I'acide gras polyinsaturé majoritaire dans les classes des PE et
PS est I'acide arachidonique (21,68 % pour PE et 31,1 % pour PS). En effet, son pourcentage,
dans la classe des PE, est 33,9 et 5,41 fois supérieur a celui obtenu respectivement pour 'EPA et
le DHA. Des résultats similaires sont également observés pour la classe des PS ou la proportion
d’acide arachidonique est 69,1 et 5,6 fois supérieure 2 celle mesurée respectivement pour I'EPA et

le DHA. Par ailleurs, les plasmalogénes (DMA) sont caractéristiques des PE membranaires des
érythrocytes de rats.

Cependant, aucune variation significative du pourcentage des acides gras mesurés dans la classe
des SM n’a été observée en fonction des régimes suivis (figure 66d et 67d). Par rapport aux
animaux qui ont suivi le régime 1, les rats nourris avec le régime 2 ont des taux d’acides gras
monoinsaturés supérieurs de 35,6 % (p = 0,038), de 31,5 % (p = 0,016) et de 77,4 % (p = 0,036)
respectivement dans les classes des PE, PC et PS (figure 66a, 66c et 66b). Principalement, ces
résultats traduisent une proportion d’acide oléique plus importante de 64 % (p = 0,019) pour les
PE, de 89,7 % (p = 0,019) pour les PC et de 100,9 % (p = 0,032) pour les PS (figure 672, 67c et
67b). D’autre part, les pourcentages d’acides gras en (n-6) obtenus dans les classes des PE et PS
sont inférieurs respectivement de 43,1 % (p = 0,036) et de 44,6 % (p = 0,029) a ceux mesurés
pour le régime 1 (figure 66a et 66b). Cela correspond 4 une proportion d’acide arachidonique plus
faible dans ces mémes classes (de 54,6 % (p = 0,016) pour les PE et de 63,5 % (p = 0,029) pour
les PS) (figure 67a et 67b). Parallélement, nous constatons que le pourcentage d’EPA est
supérieur dans les classes de PE, PC et PS (de 493,8 % (p = 0,016) pour les PE, de 268,6 % (p =
0,038) pour les PC et de 1137,8 % (p = 0,036) pour les PS) (figure 67a, 67c et 67b). Par ailleurs,
uniquement dans la classe des PC, le taux d’acide linoléique est supérieur a celui obtenu pour le
régime 1 (de 30,4 % ; p = 0,032) (figure 67c).
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I.3.4. Résultats obtenus sur les lymphocytes

La composition en lipides des membranes de lymphocytes n’a pu étre analysée pour des raisons
techniques. En effet, le volume de sang maximal pouvant étre prélevé sur les animaux était de 10
ml. Le nombre de lymphocytes était alors insuffisant pour réaliser en parallele les dosages de
lipides et les mesures de fluidité membranaire. Nous avons donc privilégié les mesures de fluidité
membranaire car c’est le sujet principal de ce travail.

1.3.4.1. Numération cellulaire
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Figure 68 : Effet des régimes sur la concentration en lymphocytes des échantillons sanguins provenant
d’animaux témoins. Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM de 24 observations indépendantes.

Dans nos conditions expérimentales, les régimes n’ont pas d’effet sur la concentration sanguine
en lymphocytes (figure 68). Quel que soit le régime, elle est égale 2 4 .10° cellules/ml.

167



Etudes 7# w0 des effets d’une irradiation sur la membrane cellulaire

1.3.4.2. Viabilité cellulaire
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Figure 69 : Effet des régimes sur le pourcentage de lymphocytes viables, en début et en fin d’apoptose dans
les échantillons sanguins de rats témoins. Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM d’au moins
18 observations indépendantes.

i

% de cellules

Dans nos conditions expérimentales, les régimes ne modifient pas les pourcentages de
lymphocytes viables, en début et fin d’apoptose (figure 69). Ces pourcentages sont compris entre
90,4 et 93,8 pour les lymphocytes viables, entre 4,7 et 6,2 pour les lymphocytes en début
d’apoptose et entre 1,1 et 1,3 pour les lymphocytes en fin d’apoptose.

1.3.4.3. Fluidité membranaire
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Figure 70 : Effet des régimes sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence du 6-AS (2) et du TMA-DPH (b)
incorporés dans les membranes de lymphocytes d’échantillons sanguins provenant de rats témoins. Chaque
histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM d’au moins 10 observations indépendantes.

Dans nos conditions expérimentales, les régimes n’ont pas d’effet sur la fluidité membranaire des
lymphocytes, quel que soit la sonde utilisée (figure 70). Les valeurs d’anisotropie de fluorescence
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du 6-AS et du TMA-DPH sont respectivement comprises entre 0,074 et 0,078 et entre 0,180 et
0,183.

1.3.4.4. Fluidité mem! ire des différents états
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Figure 71 : Effet des régimes sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence du TMA-DPH incorporé dans les
membranes de lymphocytes d’échantillons sanguins provenant de rats témoins en fonction des différents
états de viabilité cellulaire. Chaque histogramme résulte de la valenr moyenne + SEM d’au moins 18 observations
indépendantes.

Nous constatons que les régimes ne modifient pas la fluidité membranaire des lymphocytes
viables et en début d’apoptose (figure 71). Les valeurs d’anisotropie du TMA-DPH sont
comprises entre 0,182 et 0,190 pour les cellules viables et entre 0,158 et 0,179 pour les cellules en
début d’apoptose. Quel que soit le régime, les valeurs d’anisotropie du TMA-DPH mesurées dans
les lymphocytes en début d’apoptose sont inférieures 2 celles obtenues pour les lymphocytes
viables, mais cette diminution est non significative.
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1.4. Effet
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Figure 72 : Effet d’'une exposition totale des rats au rayonnement gamma du 5°Co sur la croissance et la
prise alimentaire des animaux. Les animaux ont été irradiés corps entier aux doses de 1,5 et 8 Gy, et 4 un débit de
dose de 0,5 Gy/min. Le poids et la prise alimentaire des animaux ayant été nourris avec le régime 1 (aetd), 2 (b ete)

et 3 (c et f), ont été suivis avant et 3 jours aprés irradiation. Les points bleus, rouges et verts résultent des valeurs

moyennes + SEM de 5 a 7 observations indépendantes. Différences significatives par rapport 2 0 Gy, * p < 0,05, **
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Quel que soit le régime suivi, les animaux exposés 2 une dose de 1,5 Gy diminuent leur prise
alimentaire uniquement un jour aprés irradiation (figure 72d a 72f). Nous constatons que cette
baisse est plus importante pour les animaux ayant suivi les régimes 2 et 3 en comparaison de ceux
ayant suivi le régime 1 (12,8 %, 25,6 % p = 0,048 et 30,2 % p = 0,001 respectivement pour les
régimes 1, 2 et 3). Mais cela n’a aucun effet sur la croissance des rats qui est comparable 2 celle
obtenue pour les animaux non irradiés (figure 72a a 72c).

Lorsque la dose délivrée est de 8 Gy, la chute de la prise alimentaire observée dés le premier jour
apreés irradiation persiste jusqu’au troisiéme jour (figure 72d a 72f). Mais cette diminution est plus
marquée pour les régimes 2 et 3 (pour J2/J3 : 37,8 % p = 0,009, 54,1 % p < 0,001 et 66,2 % p <
0,001 respectivement pour les régimes 1, 2 et 3). Cette baisse de la prise alimentaire est corrélée a
une diminution de la croissance des animaux qui se manifeste dés J1 et continue 4 décroitre
jusqu’a J3 (figure 72a a 72c).
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Figure 73 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %Co sur la concentration
plasmatique en vitamine E. Les animaux ont ét€ irradiés corps entier aux doses de 1,5 et 8 Gy, et 4 un débit de
dose de 0,5 Gy/min. Les mesures d’0-tocophérol ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures aprés irradiation sur les
échantillons sanguins provenant d’animaux qui ont été nourrs avec le régime 1 (a), le régime 2 (b) et le régime 3 (c).
Le rectangle bleu a été établi a partir des valeurs témoins obtenues 4 0 Gy. Il représente la valeur moyenne (ligne en
pointillés) + SEM (lignes continues) d’au moins 24 observations indépendantes. Les points rouges et verts résultent
de la valeur moyenne + SEM d’au moins 6 observations indépendantes. Différences significatives par rapport 4 0
Gy, * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001.

Des variations de la concentration plasmatique en O-tocophérol apres irradiation sont
observables uniquement pour les régimes 1 et 3 (figure 73). De plus, ces modifications radio-
induites sont plus importantes pour le régime 3 qui comporte le plus grand taux de vitamine E
(200 mg/kg).

Pour le régime 1, les animaux irradiés 2 une dose de 1,5 Gy présentent une diminution du taux
d’a-tocophérol uniquement la premiére heure aprés irradiation (17,9 % ; p = 0,019) (figure 73a).
Par contre, lorsque la dose délivrée est de 8 Gy, seule une augmentation de la concentration
plasmatique en vitamine E est observable 24 heures apres irradiation (17,7 % ; p = 0,035).
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Pour le régime 3, nous constatons une diminution du taux de vitamine E qui est d’autant plus
importante et plus précoce que la dose est plus forte (figure 73c). Ce taux chute dés 24 heures
aprés une dose de 1,5 Gy et se stabilise jusqu’a 72 heures (19,3 % ; p = 0,041). Les animaux
irradiés 2 une dose de 8 Gy diminuent leur concentration plasmatique en O-tocophérol dés la
premiére heure (31,1 % ; p = 0,002). Cette baisse persiste jusqu'a 24 heures et 72 heures suite 2
une exposition aux rayonnements ionisants (32,3 % ; p = 0,005).

1.4.3. Résultats obtenus sur les hématies

1.4.3.1. Numération cellulaire

11 - 11 : 11 :
1o | Régime 1 @) 1o | Régime 2 (b) 10 | Régime 3 ©
. 9 9 9
£ 5 g4 E 81 ——a—t E- 81 sg—tr—4
g 7 —f e 7 g 7
o 6 o <)
2 5 S 5 S 5
= 4 E
P 4 A A ps A A
ol— P o
1 24 48 72 1 24 48 72 1 24 48 72
Temps aprés Temps aprés Temps aprés
irradiation (heure) frradiation (heure) irradiation (heure)
—8— 0 Gy
~8- 1,5Gy
—8— B8 Gy

Figure 74 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du Co sur la concentration
sanguine en hématies, Les animaux ont été irradiés corps entier aux doses de 1,5 et 8 Gy, et 4 un débit de dose de
0,5 Gy/min. Les numérations ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures aprés irradiation sur les échantillons sanguins
provenant d’animaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a), le régime 2 (b) et le régime 3 (c). Chaque point
représente la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes.

Comme attendu, compte tenu de la durée de vie des hématies, aucune variation significative de la
concentration sanguine en hématies n’a été observée aprés irradiation quel que soit le régime suivi
(figure 74).
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Figure 75 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %Co sur les valeurs
" d’anisotropie de fluorescence du 6-AS (a, b et c) et du 9- AS (d, e et f) incorporés dans les membranes
d’hématies. Les animaux ont été irradiés corps entier aux doses de 1,5 et 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min.
Les mesures ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures apres irradiation sur les échantillons sanguins provenant
d’animaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a, d), le régime 2 (b, €) et le régime 3 (c, f). Le rectangle bleu a été
établi a partir des valeurs témoins obtenues 4 0 Gy. Il représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM
(lignes continues) de 24 observations indépendantes. Les points rouges et verts résultent de la valeur moyenne +
SEM d’au moins 6 observations indépendantes. Différences significatives par rapport 4 0 Gy, * p < 0,05.
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Dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative des valeurs d’anisotropie du
fluorescence du 6-AS et du 9-AS n’a pu étre observée apres une exposition aux rayonnements

ionisants, quel que soit le régime suivi (figure 75).

L’expression des résultats sous forme du rapport danisotropie 6-AS/9-AS permet d’estimer
localement le gradient de fluidité membranaire existant dans la bicouche lipidique (figure 76).
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Figure 76 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du Co sur les valeurs du rapport
d’anisotropie de fluorescence <r> s/ <r>sg.xs incorporés dans les membranes d’hématies. Les animaux ont
été irradiés corps entier aux doses de 1,5 et 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont ét€ réalisées
1, 24, 48 et 72 beures aprés irradiation sur les échantillons sanguins provenant d’animaux qui ont été nourris avec le
régime 1 (a), le régime 2 (b) et le régime 3 (c). Le rectangle bleu a été établi 4 partir des valeurs témoins obtenues 2 0
Gy. 11 représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM (lignes continues) de 24 observations indépendantes.
Les points rouges et verts résultent de 1a valeur moyenne + SEM d’au moins 6 observations indépendantes.
Différences significatives par rapport 4 0 Gy, * p < 0,05 et ** p < 0,01.

Dans ce cas, des modifications du gradient de fluidité membranaire peuvent étre observées apres
irradiation lorsque les animaux ont été exposés 4 une dose de 8 Gy, quel que soit le régime suivi
(figure 76). D’autre part ces variations sont différentes selon le régime considéré.

En effet, pour le régime 1, les valeurs du rapport 6-AS/9-AS augmentent 1 heure et 72 heures
apres irradiation (21,7 % p = 0,03 et 25,7 % p = 0,023 respectivement pour 1 heure et 72 heures)
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(Bigure 76a). Par contre, pour les régimes 2 et 3, les valeurs du rapport 6-AS/9-AS diminuent
apres une exposition 2 une dose de 8 Gy : elles chutent 48 heures aprés irradiation et cette baisse
persiste jusqu’a 72 heures (17,6 % ; p = 0,018) pour les animaux nourris avec le régime 2 (figure
76b) ; pour les rats ayant suivi le régime 3, cette diminution est plus précoce (24 heures aprés
irradiation) et se maintient jusqu’a 48 heures (19,3 % ; p = 0,002) (figure 76¢).

I.4.3.3. Composition en phospholipides membranaires
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Figure 77 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %Co sur la composition en
phospholipides des membranes d’hématies. Les animaux ont été irradiés corps entier 2 une dose de 8 Gy, etd un
débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1 et 72 heures aprés irradiation sur les échantillons
sanguins provenant d’animaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a) et le régime 2 (b). Les valeurs témoins ont été
établies 4 partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM de 52 9
expériences indépendantes.

Aucune variation significative des pourcentages des différentes classes de phospholipides n’a été
constatée apres irradiation, quel que soit le régime suivi (figure 77).
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1.4.3.4. Composition en acides gras membranaires totaux
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Figure 78 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %Co sur la composition en
acides gras des phospholipides des membranes d’hématies. Les animaux ont été irradiés corps entier 4 une
dose de 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1 et 72 heures aprés irradiation sur
les échantillons sanguins provenant d’animaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a et b) et le régime 2 (c etd) (16:0
acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:2n-6 acide linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique
(AA) ; 18:3n-3 acide o linolénique ; 20:5n-3 acide éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3 acide docosahexaénoique
(DHA)). Les valeurs témoins ont été établies 4 partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Chaque histogramme résulte de la
valeur moyenne + SEM de 5 4 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux témoins (0
Gy) * p < 0,05.

De méme, aucune variation significative de la proportion des différentes classes d’acides gras n’a
été observée apres irradiation (figure 78a et 78c). Cependant, lorsque nous considérons la
composition en acides gras particuliers (figure 78b et 78d), nous remarquons des modifications de
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leur pourcentage 72 heures aprés irradiation, uniquement pour le régime 2 (figure 78d). En effet,
les proportions d’EPA et de DHA augmentent respectivement de 45,5 % (p = 0,029) et de 57,5
% (p = 0,029). Ces déséquilibres sont alors compensés par une diminution du taux d’acide
stéarique de 29,6 % (p = 0,029).

1.4.3.5. Composition en acid e e classe de phospholipi
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Régime 2
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Figure 79 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du “Co sur la composition en
acides gras des différentes classes de phospholipides des membranes d’hématies. Les animaux ont été
irradiés corps entier 4 une dose de 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1 et 72
heures apres irradiation sur les échantillons sanguins provenant d’animaux qui ont été nourns avec le régime 1 (a,b, ¢
et d) etle régime 2 (e, f, g et h). Les 8 figures (a et e), (b et f), (c et g) et (d et h) représentent la proportion des
principales classes d’acides gras mesurés respectivement dans la classe des PE, PS, PC et SM. Les valeurs témoins ont
été établies a partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM de 54 6
expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux témoins (0 Gy) * p < 0,05.
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Régime 2
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Figure 80 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %Co sur la composition des
acides gras des différentes classes de phospholipides des membranes d’hématies. Les animaux ont été
irradiés corps entier 2 une dose de 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1 et 72
heures aprés irradiation sur les échantillons sanguins provenant d’animaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a,b, c
et d) et le régime 2 (e, f, get h). Les 8 figures (aete), (b et f), (c et g) et (d et h) représentent la proportion des
principaux acides gras mesurés respectivement dans la classe des PE, PS, PC et SM (DMA diméthyl acétal ; 16:0
acide palmitique ; 18:0 acide stéarique ; 18:1n-9 acide oléique ; 18:20-6 acide linoléique ; 20:4n-6 acide arachidonique
(AA) ; 18:30-3 acide o, linolénique ; 20:5n-3 acide éicosapentaénoique (EPA) ; 22:6n-3 acide docosahexaénoique
(DHA)). Les valeurs témoins ont été établies  partir des valeurs obtenues a 0 Gy. Chaque histogramme résulte de la
valeur moyenne + SEM de 5 2 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux témoins (0
Gy) * p < 0,05.

Nous constatons des variations de la composition en acides gras aprés irradiation principalement
dans la classe des PE, quel que soit le régime suivi (figure 79 et 80).
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Les animaux nourris avec le régime 1 présente des modifications de leur composition en acides
gras uniquement dans 'heure qui suit 'exposition aux rayonnements ionisants (figure 79a et 80a).
Le rapport [(n-6) + (n-3)]/Saturés diminue de 66,2 % (p = 0,036) pour atteindre une valeur
inférieure 2 1 (0,52 + 0,14) (figure 792). Ces résultats sont confirmés par la chute du taux d’acides
gras polyinsaturés en (n-6) + (n-3) de 40,8 % (p = 0,036). Plus spécifiquement, cela se traduit par
une baisse du taux d’acide arachidonique de 60,6 % (p = 0,036) (figure 802).

Pour le régime 2, la proportion d’acides gras en (n-3) augmente (74,8 %; p = 0,029)
conjointement a une diminution du pourcentage d’acides gras monoinsaturés (26,5 % ; p = 0,029)
(figure 79¢). En particulier, nous constatons une augmentation du taux d’EPA et de DHA (95,3
% p = 0,029 et 79 % p = 0,029 respectivement pour 'EPA et le DHA) apreés irradiation, et une
diminution (29 % ; p = 0,029) de la quantité d’acide oléique (figure 80e). Par ailleurs, le
pourcentage d’acide arachidonique augmente aussi aprés I'exposition aux rayonnements ionisants
(59,9 % ; p = 0,029).

I.4.4. Résultats obtenus sur les lymphocytes

1.4.4.1. Numération cellulaire
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Figure 81 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du °Co sur la concentration
sanguine en lymphocytes. Les animaux ont été irradiés corps eatier aux doses de 1,5 et 8 Gy, et 4 un débit de dose
de 0,5 Gy/min. Les numérations ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures aprés irradiation sur les échantillons sanguins

provenant d’animaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a), le régime 2 (b) et le régime 3 (c). Chaque point
représente la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport 4 0 Gy,
% p < 0,05, ¥ p < 0,01 et ** p < 0,001.
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La diminution du nombre de lymphocytes aprés irradiation est d’autant plus importante et
d’autant plus précoce que la dose est élevée (figure 81).

Les animaux exposés a une dose de 1,5 Gy présentent une chute de la concentration sanguine en
lymphocytes dés 24 heures qui se stabilise jusqu’a 72 heures (89,4 % p < 0,001, 91,9 % p = 0,002
et 90,3 % p = 0,002 respectivement pour les régimes 1, 2 et 3) apres irradiation, quel que soit le
régime.

Lorsque la dose délivrée est de 8 Gy, quel que soit le régime suivi, nous constatons une baisse du
nombre de lymphocytes dés 1 heure qui s’accentue a 24 heures (97 % p = 0,002, 95,6 % p <
0,001 et 95,7 % p = 0,002 respectivement pour les régimes 1, 2 et 3) et persiste jusqu’a 72 heures
apres irradiation. Cependant, cette diminution est plus marquée 72 heures suite 2 une exposition a
une dose de 8 Gy pour les régimes 2 et 3 en comparaison du régime 1 (différences par rapport au
régime 1 : p = 0,008 et p < 0,001 respectivement pour les régimes 2 et 3).
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% de cellules

1.4.4.2. Viabilité cellulaire des lymphocytes
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Figure 82 : Effet d’'une exposition totale des rats au rayonnement gamma du 5°Co sur le pourcentage de
lymphocytes viables, en début et en fin d’apoptose. Les animaux ont ét¢ irradiés corps entier aux doses de 1,5 et
8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures aprés irradiation sur
les échantillons sanguins provenant d’amimaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a), le régime 2 (b) et le régime 3
(c). Les rectangles bleus, verts et roses ont été établis a partir des valeurs témoins obtenues 2 0 Gy respectivement sur
les lymphocytes viables, en début et fin d’apoptose. Ils représentent la valeur moyenne (lignes en pointillés) + SEM

(lignes continues) d’au moins 18 observations indépendantes. Les points rouges et verts résultent de la valeur
moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes réalisées respectivement pour des doses de 8 Gy et 1,5 Gy.
Différences significatives par rapport 4 0 Gy, * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001.

Pour les animaux irradiés 2 une dose de 8 Gy, la discrimination des différents états de viabilité des
lymphocytes n’a pu étre étendue 2 des temps supérieurs a 1 heure, a cause de la lymphopénie.

Quel que soit le régime, le pourcentage de cellules viables diminue 2 partir de 24 heures (de 38 %
p = 0,005 pour le régime 1, de 12,1 % p = 0,02 pour le régime 2 et de 26,5 % p < 0,001 pour le
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régime 3) et reste stable jusqu’a 72 heures aprés une irradiation 2 une dose de 1,5 Gy (figure 82).
Ces résultats sont cotrélés 2 une augmentation du nombre de lymphocytes en début d’apoptose
dés 24 heures (de 777,7 % p = 0,003 pour le régime 1, de 195,1 % p = 0,013 pour le régime 2 et
de 401 % p = 0,001 pour le régime 3) qui persiste également jusqu’a 72 heures apres irradiation,
quel que soit le régime suivi. Cependant, nous constatons que, suite a une exposition aux
rayonnements ionisants, la baisse du pourcentage de lymphocytes viables est plus importante
pour le régime 1 (figure 82a) en comparaison des résultats obtenus pour les régimes 2 et 3 (figure
82b et 82c). Réciproquement, ces observations sont aussi valables pour Paugmentation du
nombre de lymphocytes en début d’apoptose.

Quant au nombre de cellules en fin d’apoptose, il ne varie pas aprés irradiation quel que soit le
régime suivi par les animaux.
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1.4.4.3. Fluidité membranaire
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Figure 83 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %°Co sur les valeurs
d’anisotropie de fluorescence du 6-AS (a, b et ¢) et du TMA-DPH (d, e et f) incorporés dans les membranes
de lymphocytes. Les animaux ont été irradiés corps entier aux doses de 1,5 et 8 Gy, et 4 un débit de dose de 0,5
Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures aprés irradiation sur les échantillons sanguins provenant
d’animaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a, d), le régime 2 (b, €) et le régime 3 (c, f). Le rectangle bleu a été
établi 4 partir des valeurs témoins obtenues 4 0 Gy. Il représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM
(lignes continues) de 24 observations indépendantes. Les points rouges et verts résultent de la valeur moyenne +
SEM de 6 observations indépendantes. Différences significatives par rapport 4 0 Gy, * p < 0,05 et ** p < 0,01.

L’irradiation 2 une dose de 1,5 Gy induit une augmentation des valeurs d’anisotropie du 6-AS et
du TMA-DPH quel que soit le régime suivi (figure 83). Ces variations sont plus précoces lorsque
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les mesures sont réalisées avec le TMA-DPH. En effet, les valeurs d’anisotropie du TMA-DPH
augmentent dés 1 heure aprés irradiation (de 23,7 % p = 0,017 et de 21,7 % p = 0,032
respectivement pour les régimes 1 et 3) 4 'exception du régime 2 (figure 83d a 83f). Par contre,
pour la sonde 6-AS, ces variations sont observables 4 partir de 24 heures (de 50,5 % p = 0,041
pour le régime 1 et de 35,3 % p = 0,012 pour le régime 3) (figure 83a a 83d). D’autre part, ces
modifications radio-induites sont plus importantes pour le régime 1 ou elles restent stables
jusqu’a 72 heures apres irradiation, quelle que soit la sonde utilisée (figure 83a et 83d).

Les mesures d’anisotropie de fluorescence pour les animaux irradiés 2 une dose de 8 Gy n’ont pu

étre étendues a des temps supérieurs 2 1 heure 2 cause de la lymphopénie.
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1.4.4.4. Fluidité membranaire des différents états de viabilité cellulaire
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Figure 84 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %Co sur les valeurs
d’anisotropie de fluorescence du TMA-DPH incorporés dans les membranes de lymphocytes viables (a, b
et c) et en début d’apoptose (d, e et f). Les animaux ont été irradiés corps entier aux doses de 1,5 et 8 Gy, etaun
débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures aprés irradiation sur les échantillons

sanguins provenant d’animaux qui ont été nourris avec le régime 1 (a, €), le régime 2 (b, f) et le régime 3 (c, g). Le
rectangle bleu a été établi 4 partir des valeurs témoins obtenues 4 0 Gy. Il représente la valeur moyenne (ligne en
pointillés) + SEM (lignes continues) de 24 observations indépendantes. Les points rouges et verts résultent de la

valeur moyenne + SEM de 6 observations indépendantes. Différences significatives par rapport a 0 Gy, * p < 0,05.

Quel que soit le régime suivi, 24 heures apres irradiation, nous constatons une augmentation des
valeurs d’anisotropie de fluorescence du TMA-DPH mesurées dans les lymphocytes viables et en
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début d’apoptose (figure 84). Cependant, cette augmentation est plus importante lorsque les

animaux sont nourris avec le régime 1, uniquement pour les cellules viables, car elle persiste
jusqu’a 72 heures apres irradiation (25,8 % ; p = 0,033) (figure 84a).

I1. Discussion

Nous avons montré dans le chapitre 3 qu’une irradiation ## ztry induisait des altérations d’'une
part des lipides membranaires (liées aux processus de lipoperoxydation) et d’autre part des
propriétés biophysiques de la membrane qui influaient sur la mort cellulaire radio-induite. Ces
mécanismes ainsi mis en évidence s’affranchissaient de l'influence éventuelle d’une régulation
physiologique de la composition en lipides des membranes. Dans ce chapitre notre objectif a été
d’étudier si la présence d’une régulation physiologique influait sur Pexpression des dommages
membranaires radio-induits. A cet effet, nous avons voulu modifier artificiellement la
composition en lipides des membranes. Ainsi, nous avons élaboré trois régimes alimentaires qui
différent de part leur composition en lipides et en vitamine E. Ces régimes ont été administrés a
des rats afin d’étudier le role des lipides et des défenses anti-oxydantes dans les altérations
membranaires suite 2 une irradiation 7z viv de ces animaux.

® Dans un premier temps, la validité de notre modéle a été vérifiée en répondant aux questions
sutvantes :
» La composition en lipides des membranes reflétent-elle celle des régimes ?
» St les régimes modifient la composition lipidique membranaire, ont-ils une
influence sur les propriétés biophysiques des membranes ?

» Est-ce que les régimes ont un effet sur le niveau basal de défenses anti-oxydantes
(4.e. la vitamine E) ?

® Par la suite, nous avons observé I'influence des régimes sur P'effet d’une exposition i vive aux
rayonnements ionisants en se focalisant sur les différents points énumérés ci-dessous :
» Les défenses anti-oxydantes sont-elles mobilisées aprés irradiation (cas de la
vitamine E) ?
» Est-ce que l'irradiation modifie la composition en lipides des membranes ?
7 Quel est le role des modifications (si elles existent) de la composition en lipides

des membranes et/ou des défenses anti-oxydantes dans les altérations radio-
induites de fluidité membranaire ?
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» Quelles sont les conséquences des effets membranaires radio-induits (s’ils existent)
(modifications biophysiques et/ou biochimiques et/ou de la capacité de défenses

anti-oxydantes), dans les mécanismes de mort cellulaire radio-induite ?

Comme dans le chapitre 3, ces études ont été réalisées sur deux modeéles cellulaires, I'érythrocyte
et le lymphocyte, qui se différencient par leur sensibilité a une régulation physiologique.
L’érythrocyte étant anucléé et ses capacités de régulation enzymatique étant limitées, il serait plus
sous I'influence d’une régulation physiologique que le lymphocyte.

Validation de notre modéle

En comparaison de la composition obtenue pour les membranes d’érythrocytes humains, nos
résultats montrent que les membranes d’érythrocytes de rats ont un taux de PC plus élevé et des
taux de SM et PS plus faibles. Roelofsen et coll. (1981) ont constaté des différences similaires
dans le profil en phospholipides des membranes d’hématies provenant d’échantillons humains et
de rats. Pour un méme type cellulaire, la composition en phospholipides difféere d’'une espece
animale a une autre (Leterrier & Gary-Bobo, 1989). Par ailleurs, la proportion des différentes
classes de phospholipides de la membrane d’érythrocytes de rats n’est pas modifiée par le régime
2, riche en acides gras polyinsaturés de type (n-3) a longues chaines. Williams & Maunder (1992)
ont montré que la composition en phospholipides des membranes d’érythrocytes de rats n’était
pas altérée en réponse a des changements de la composition en lipides des régimes alimentaires.
Des résultats semblables ont été observés, chez 'Homme, sur des membranes d’érythrocytes
pour des régimes de type (n-3) (Popp-Snijders et coll, 1986b). La composition des
phospholipides membranaires serait déterminée génétiquement. En effet, les tissus se
caractérisent par des profils en phospholipides spécifiques qui reflétent les fonctions des
différentes cellules et organes (Wahle, 1983). Ainsi, les régimes lipidiques se différencient par des
compositions variées en acides gras qui agiraient principalement sur la composition en acides gras
des phospholipides sans modifier le profil en phospholipides membranaires.

La proportion d’acides gras polyinsaturés de type (n-3) augmente dans les membranes
d’érythrocytes de rats nourris pendant 5 semaines avec un régime enrichi en acides gras
polyinsaturés a longues chaines de type (n-3) (régime 2). Ces résultats sont identiques a ceux
observés par van den Boom et coll. (1996) sur des membranes d’érythrocytes de lapins
consécutivement 2 I'application d’un régime de méme type que le régime 2. En particulier, nous
constatons une augmentation du taux d’EPA. Des observations similaires ont été constatées chez
le rat sur la composition en acides gras de tissus tels que le foie et le rein (Hu et coll., 1989) et sur

le profil en acides gras de membranes d’hépatocytes de rats (Clamp et coll,, 1997) a la suite de
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Putilisation de régimes enrichis en huile de poisson (de type n-3). Dans des conditions
expérimentales identiques, Popp-Snijders et coll. (1986a) ont montré un enrichissement en EPA
de la composition en acides gras de membranes d’érythrocytes humains. Cependant,
contrairement 2 ces auteurs nous n’observons pas un enrichissement en DHA. L'une des
explications possibles est que le régime 2 comporte un taux d’EPA supérieur 2 celui du DHA. Or
le DHA s’accumule dans la plupart des tissus, mais en particulier dans la rétine et le cerveau
(Spector, 1992). Comme la proportion de DHA dans le régime 2 est faible, son incorporation
s’effectuera donc préférentiellement dans la rétine et le cerveau au dépend des autres tissus. Nos
résultats indiquent également que la proportion d’acides gras monoinsaturés est augmentée dans
les membranes d’érythrocytes de rats nourris avec le régime 2. En particulier, c’est le taux d’acide
oléique qui est responsable de cette augmentation. En effet, comme la composition en lipides du
régime 2 comporte un taux élevé d’acide oléique, cet acide gras se retrouve incorporé dans les
membranes des érythrocytes. Il existe un renouvellement continue des groupements des chaines
acyles contenus dans les lipides des phospholipides membranaires (Spector, 1992). Si des acides
gras sont présents dans I'albumine, ils s’échangeront avec les acides gras intracellulaires. Donc la
composition en acides gras des membranes d’érythrocytes de rats reflete celle des regimes
lipidiques. A travers ce processus, la composition intracellulaire en acides gras, incluant les acides

gras des phospholipides des membranes, peut changer et refléter le type d’acide gras disponible
dans le régime.

L'analyse de la composition en acides gras des différentes classes de phospholipides des
membranes d’érythrocytes de rats nourtis avec le régime de type (n-3) (régime 2) montre que la
proportion d’'EPA augmente dans les classes de PE, de PS et de PC mais qu’il s’incorpore
préférentiellement dans PE et PS en comparaison de PC. Ces résultats confirment ceux de
Cartwright et coll., (1985) obtenus sur des membranes d’érythrocytes humains. En outre, cette
augmentation s’accompagne dans les classes de PE et PS d’une diminution du taux d’acide
arachidonique, et dans la classe des PC d’'une augmentation du pourcentage d’acide linoléique.
Des observations similaires ont été obtenues par Abel et coll. (1997) sur des membranes
plasmiques de foie de rats. Ces auteurs suggérent qu’il existe des différences dans les cinétiques
de remplacement des acides gras de la membrane plasmique. L'accumulation d’acide linoléique
n’est pas reflétée dans la classe des PE et PS bien que le taux d’acide arachidonique soit
significativement abaissé dans ces compartiments membranaires. Cela est da a 'augmentation du
remplacement de I'acide arachidonique par TEPA (Abel et coll.,, 1997). Ce mécanisme peut étre
justifié par le fait que 'EPA est incorporé de fagon plus étendue dans les fractions de PE et PS en
comparaison des PC (Abel et coll.,, 1997). L’augmentation de I'acide linoléique dans la fraction
des PC a probablement pour origine I'inhibition des activités des delta-6 et delta-5 désaturases
(Abel et coll,, 1997). 1l existe dans le réticulum endoplasmique des cellules du foie un mécanisme

de synthése des acides gras a longues chaines de type (n-6) et (n-3) a partir de Iélongation et de la
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désaturation respectivement des chaines des acides linoléique et o-linolénique (Hernell &
Blickberg, 1992) (figure 85).

Séries des (n-6) Séries des (n-3)

18:2 18:3
acide linoléique acide o-linolénique
Delta-6-désaturase
< >

18:3 18:4

acide y-linolénique
‘ < Elongase >
20:3 20:4

acide dihomo-ylinolénique

Delta-5-désaturase

< >
20:4 20:5
acide arachidonique acide éicosapentaénoique (EPA)
El
' < ongase > '
22:4 22:5

' <« Delta-4-désaturase >

22:5 22:6
acide docosahexaénoique (DHA)

Figure 85 : Synthése des acides gras 2 longues chaines des séries de type (n-6) et (n-3) (Hernell &
Blackberg, 1992).

Or, Garg et coll. (1990) ont montré que les régimes de type (n-3), et en particulier 'EPA, inhibent
la désaturation des chaines de Pacide linoléique en agissant comme un analogue de T'acide
arachidonique. Les régimes en (n-3) régulent donc Pactivité de la delta-6-désaturase hépatique
(Garg et coll., 1990). De plus, 'EPA présent dans les huiles de poisson exerce un effet inhibiteur
sur Pactivité de la delta-5-désaturase, c’est a dire sur le métabolisme de I'acide linoléique : la
désaturation de P'acide dihomo-y-linolénique en acide arachidonique (Nassar et coll., 1986). La
différence dans les cinétiques de remplacement des acides gras entre la PC et, les PE et PS, aurait

pour origine la localisation de ces phospholipides dans la bicouche lipidique (Abel et coll,, 1997).
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En effet, la PC se localise dans le feuillet externe de la membrane plasmique tandis que les PS et
PE se situent dans le feuillet interne (Roelofsen et coll., 1996). Cela implique que le taux d’acide
linoléique soit moins affecté dans PE et PS que dans PC qui se situe dans le feuillet externe de la

membrane plasmique, en raison des interactions entre le plasma et la PC membranaire (Abel et

coll., 1997).

A ce stade de la discussion, nos résultats indiquent que la composition en acides gras des
phospholipides des membranes d’érythrocytes de rats refléte la composition en lipides des
régimes. En particulier, pour le régime enrichi en huile de poisson (régime 2), nous avons observé
une augmentation du nombre d’acides gras polyinsaturés de type (n-3) reliée 2 une augmentation
de la proportion ’EPA. Or nous avions constaté dans le chapitre 3 que la composition en lipides
des phospholipides pouvait influer sur les propriétés biophysiques des membranes. Nous nous
sommes donc interrogés sur I'influence de ces modifications de la composition en acides gras

membranaires sur les propriétés biophysiques des membranes.

Nous avons comparé les mesures de fluidité membranaire dans les membranes d’érythrocytes de
rats nourris avec les régimes enrichis en acides gras de type (n-3) a longues chaines (régimes 2 et
3) a celles obtenues pour le régime d’entretien (régime 1). Nos résultats ont mis en évidence une
augmentation de la fluidité de la région hydrophobe de la membrane des érythrocytes pour les
animaux nourris avec les régimes 2 et 3. Ces études confirment celles de Cartwright et coll. (1985)
et Popp-Snijders et coll. (1986b) réalisées sur des membranes d’érythrocytes humains. Des
résultats similaires ont été observés par Abel et coll. (1997) sur des membranes plasmiques de
cellules de foie de rats en utilisant le DPH comme sonde fluorescente. Stubbs & Smith (1984) ont
suggéré que les acides gras a longues chaines de type (n-3) comportant 20 (ou plus) atomes de
carbone jouent un role essentiel dans 'augmentation de la fluidité membranaire. En effet, FEPA
est un acide gras pourvu de 5 doubles liaisons. Son incorporation dans la bicouche augmente le
degré d’insaturation des acides gras des phospholipides (Cartwright et coll., 1985) et introduit des
perturbations de 'ordre membranaire a tous les niveaux de la bicouche car leurs doubles laisons
sont aussi localisées pres des tétes des phospholipides (Smith et coll., 1985).

Cependant, contrairement aux résultats observés sur les érythrocytes, nous n’avons pas constaté
de modifications de la fluidité membranaire des lymphocytes de rats nourris avec les régimes de
type (n-3) (régimes 2 et 3) en comparaison du régime d’entretien (régimel). Une des hypothéses
qui peut étre émise est que les régimes de type (n-3) ne modifient pas la composition en lipides
des membranes de phospholipides. Or Yaqoob et coll. (2000) ont montré que des régimes en (n-
3) administrés a des patients modifient la composition en acides gras des membranes des cellules
mononucléaires du sang périphérique : augmentation du taux d’EPA corrélé a une diminution du
taux d’acide arachidonique. Des résultats similaires ont été observés par Sirtori et coll. (1990) sur

des membranes de monocytes humains. Donc il est raisonnable de supposer que les régimes en
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(n-3) modifient la composition en lipides des membranes de lymphocytes. Calder et coll. (1994)
ont observé iz uitro une augmentation de la fluidité membranaire conjointement a des
modifications de la composition en lipides sur des cultures cellulaires de lymphocytes de rats dont
le milieu était supplémenté en acides gras polyinsaturés de type (n-3). Cependant, des études iz
vivo sur des lymphocytes de la rate de rats ont mis en évidence que les régimes enrichis en huile de
poisson induisaient des changements de la composition en lipides des membranes plasmiques
mats aucune altération de la fluidité membranaire (Yaqoob et coll,, 1995). Ces expériences
confirment nos résultats obtenus sur les mesures de fluidité membranaire dans les membranes de
lymphocytes. En outre, Clamp et coll. (1997) n’ont observé sur des membranes d’hépatocytes de
rats aucune modification de la fluidité des membranes plasmiques a la suite de régimes de type (n-
3) bien qu’ils aient constaté des altérations de la composition en acides gras. Ils suggerent que la
fluidité membranaire ne soit pas influencée par les régimes lipidiques a cause de I'existence d’'un
processus d’adaptation homéovisqueuse. Ce processus doit étre impliqué dans le réglage fin de la
fluidité membranaire en régulant le contenu de la membrane en cholestérol, la distribution des
classes de phospholipides, et/ou les activités des enzymes de désaturase et élongase liées a la
membrane (Clamp et coll.,, 1997). Edwards-Webb & Gurr (1988) ont émis 'hypothése que tout
régime qui induit des changements de la composition en acides gras des membranes biologiques
et sembleraient influencer les propriétés physiques et physiologiques de la membrane peut étre
contrecarré par une redistribution du cholestérol dans la membrane afin de maintenir constante
les propriétés physiques et par conséquent physiologiques. Or, Kobatake et coll. (1983) ont
montré que les régimes de type (n-3) administrés a des rats induisent une déplétion du taux de
cholestérol total présent dans le sérum et une augmentation de la proportion de cholestérol lié
aux lipoprotéines de haute densité (HDL-cholestérol). Ils ont également constaté que le rapport
HDL-cholestérol/cholestérol total augmente dans les mémes proportions que le pourcentage
d’acides gras polyinsaturés présents dans les régimes. Ces résultats suggerent que les régimes
enrichis en huile de poisson diminuent la biosynthése du cholestérol et augmentent son
incorporation dans les tissus (Kinsella et coll., 1990). Wahnon et coll. (1992) ont observé, a la
suite de régimes de type (n-3), dans les membranes de microvillosités intestinales de rats, des
changements de la composition en acides gras mais aucune modification de la fluidité
membranaire mesurée avec le DPH. Ces résultats étaient accompagnés d’une augmentation du
rapport molaire cholestérol/phospholipides dans les membranes qui supposent une accumulation
du cholestérol dans les membranes pour les régimes de type (n-3) (Wahnon et coll., 1992). Ces
auteurs suggérent que laugmentation de ce rapport compense la fluidification due 2
Paugmentation de la proportion d’acides gras polyinsaturés de type (n-3). Jusqu'a un certain taux
de lipides des régimes, des mécanismes de régulation induisent des altérations biochimiques qui
minimisent les changements de fluidité et par conséquent maintiennent ’homéoviscosité de la
membrane. Afin de vérifier cette conjecture, il serait nécessaire de doser conjointement la

composition des membranes de lymphocytes en acides gras et en cholestérol.
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Le fort taux de vitamine E présent dans le régime supplémenté en vitamine E (régime 3) éléve
notablement la concentration plasmatique en alpha-tocophérol en comparaison des taux obtenus
pour les régimes 1 et 2 qui comportaient un faible taux de vitamine E. Nous avons constaté un
taux de vitamine E plasmatique égal 2 16 ug/ml pour le régime 3 supplémenté en vitamine E
dans les proportions de 200 mg/Kg de régime. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Javouhey-Donzel et coll. (1993). En effet, ils ont montré qu'aprés adjonction de 130 2 140
mg/Kg de vitamine E 2 un régime de type (n-3) similaire au régime 2 et 3, le taux de vitamine E
plasmatique des rats est égal 2 11 pg/ml.

Donc nous avons montré que lenrichissement en vitamine E du régime 3 augmente la
concentration plasmatique en O-tocophérol. Par ailleurs, les régimes élaborés a partir d’huile de
poisson modifient la composition en acides gras des membranes d’érythrocytes de rats en
augmentant le taux d’EPA au dépend de Pacide arachidonique. Ces modifications de la
composition biochimique de la membrane influent sur les propriétés biophysiques membranatres.
En effet, nous avons constaté une augmentation de la fluidité des régions hydrophobes de la
bicouche lipidique des érythrocytes de rats. Cependant, les propriétés biophysiques des
membranes de lymphocytes ne sont pas altérées par les régimes. Nous suggérons que ces
différences observées entre ces deux modéles cellulaires proviennent de I'existence ou non d’une
régulation homéovisqueuse qui dépendrait de la présence ou non d’'une régulation génique. En
effet, chez le lymphocyte, il existerait des processus permettant de maintenir ’homéoviscosité
membranaire en augmentant le taux de cholestérol dans les membranes.

Effets de Pirradiation

Nous allons maintenant observer I'influence des modifications des propriétés biochimiques et
biophysiques des constituants des membranes et des capacités de défense anti-oxydantes de
Porganisme, apportées par les régimes, sur les altérations membranaires induites par une
irradiation 7 vieo des animaux. Dans un premier temps, nous allons étudier le réle de la
composition en lipides des membranes dans les atteintes radio-induites des constituants et de la
fluidité membranaire, ainsi que dans la mort cellulaire. Pour cela, nous comparerons les résultats
obtenus en nourrissant les animaux avec le régime enrichi en acides gras polyinsaturés de type (n-
3) a longues chaines et déplété en vitamine E (régime 2) au régime d’entretien (régime 1). Dans
un deuxiéme temps, nous examinerons Pinfluence des défenses anti-oxydantes (z.e. la vitamine E)
en se basant sur les données observées pour le régime enrichi en vitamine E (régime 3) et le

régime appauvri en vitamine E (régime 2) mais dont la composition en lipide est la méme, c’est a

dire de type (n-3).

195



Etudes i 1w des effets d’'une irradiation sur la membrane cellulaire

Nous avons analysé, aprés irradiation, la composition en phospholipides des membranes
d’érythrocytes de rats nourris avec le régime enrichi en acides gras a longues chaines de type (n-3)
(régime 2) et le régime d’entretien (régime 1). Nos résultats indiquent que le profil des différentes
classes de phospholipides est inchangé, aprés irradiation, quel que soit le régime suivi. Ces
observations sont identiques 2 celles obtenues dans le chapitre 3 suite 4 une exposition ## #itr au
rayonnement gamma. Or nous avons montré précédemment que les régimes ne modifiaient pas
la composition en phospholipides des membranes d’érythrocytes de rats. Donc nous suggérons
que les régimes ne modifient pas la sensibilité a I'irradiation des tétes de phospholipides car la
cible principale des rayonnements ionisants semblent étre leurs chaines d’acide gras. Afin de
vérifier cette hypothése nous avons étudié I'effet d’une irradiation sur la composition en acides

gras des membranes d’érythrocytes.

Les rats étant nourris avec le régime d’entretien ne présentent pas de modifications radio-induites
de la composition en acides gras totaux des membranes d’érythrocytes. Cependant, nous
constatons que seule la composition en acides gras des PE membranaires est altérée apres
irradiation. En effet, nos résultats mettent en évidence une diminution de la proportion d’acides
gras polyinsaturés et en particulier une baisse du taux d’acide arachidonique. A notre
connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur I'effet d’'une irradiation é# #ive sur la composition
en acides gras des membranes d’érythrocytes. Seules les compositions en acides gras de certains
tissus ont été analysées aprés une exposition totale aux rayonnements ionisants. Une diminution
de la proportion d’acide arachidonique dans la rate (Ramanathan & Misra, 1979) et dans le foie
(Ramanathan & Misra, 1976) ont été observées apres une irradiation totale de rats 2 une dose de
12 Gy. Nos résultats sont conformes a ceux obtenus 7 zifr dans le chapitre 3. Ces modifications
sont générées par un systéme de réparation membranaire catalysé par la PLA2 qui hydrolyse les
acides gras peroxydés de la membrane et en particulier I'acide arachidonique qui est la cible des
réactions de lipoperoxydation initiées par l'irradiation. Kergonou et coll. (1981) ont exposé, corps
entier, au rayonnement gamma, des rats a2 une dose de 8 Gy, et ont constaté une augmentation de
la lipoperoxydation dans les érythrocytes. Ces observations confirment donc le role essentiel de la
lipoperoxydation dans les atteintes des constituants lipidiques membranaires.

La composition en acides gras totaux des membranes d’érythrocytes de rats nourris avec le
régime enrichi en acides gras de type (n-3) a longues chaines (régime 2) est modifiée apres
irradiation. Nos résultats ont mis en évidence une augmentation des proportions d’EPA et de
DHA qui est corrélée a une diminution des pourcentages d’acide stéarique. En outre, la
composition en acides gras des PE membranaires présente une augmentation des taux d’acides
gras polyinsaturés de type (n-3) et (n-6). En effet, les quantités d’acides gras polyinsaturés
augmentent dans 'ordre suivant: EPA>DHA>acide arachidonique. Cette augmentation est

compensée par une diminution des acides gras monoinsaturés et en particulier de I'acide oléique.
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Ces résultats sont contraires 2 ceux que nous attendions C'est 2 dire 2 la diminution de la
proportion des acides gras polyinsaturés reflétant une lipoperoxydation. La sensibilité des cellules
3 un stress oxydant est influencée par la composition en acide gras de la membrane (Reaven &
Witzum, 1996). Les cellules enrichies en acides gras polyinsaturés augmentent leur susceptibilité 2
un dommage oxydatif car, une fois les radicaux libres formés, leur propagation est accélérée par la
lipoperoxydation dans des membranes enrichies en acides gras polyinsaturés (Reaven & Witzum,
1996). Plusieurs études ont montré que les régimes de type (n-3) a longues chaines augmentaient
la sensibilité 2 la lipoperoxydation induite ## vitro dans des tissus extraits de rats nourris avec des
régimes enrichis en huile de poisson (du type régime 2) tels que le foie (Hu et coll, 1989 ;
Leibovitz et coll, 1990), le ceeur (Leibovitz et coll, 1990) et le rein (Hu et coll., 1989). La
lipoperoxydation était initiée par un stress oxydant non radio-induit de type Fe*" (Hu et coll,
1989) ou tert-butyl hydroperoxyde (t-BHP) (Leibovitz et coll, 1990). Cependant aucune
expérience n’a été réalisée sur 'étude de I'influence des régimes de type (n-3) sur les modifications
de la composition lipidique membranaire des érythrocytes apres une irradiation iz zive. Nous
suggérons plusieurs hypothéses afin d’expliquer 'augmentation des acides gras polyinsaturés dans
les membranes érythrocytes aprés une irradiation ## vizo. La premiere suppose que I'acide oléique
soit un anti-oxydant dont P'activité est similaire 2 celle de la vitamine E (Horrobin, 1990). En
effet, les membranes d’érythrocytes de rats nourris avec le régime enrichi en (n-3) comportent
une grande proportion d’acide oléique. D’autre part, les proportions d’acides stéariques
diminuent apres irradiation. L’acide stéarique est converti en acide oléique par P'activité delta-9-
désaturase (Neoptolemos et coll., 1991) qui est tout de suite dégradé car nous avons observé une
baisse de la proportion d’acide oléique aprés irradiation dans les membranes d’érythrocytes.
Alexander-North et coll. (1994) ont montré que la réponse de cellules endothéliales 2 un stress
oxydant de type Fe**, dont le milieu de culture est enrichi en acides gras de type (n-3) et en acide
oléique, est réversible. Ils ont suggéré que l'acide oléique joue un réle protecteur vis a vis d’un
stress oxydant. En outre, "augmentation de la proportion d’acides gras polyinsaturés (EPA, DHA
et acide arachidonique) peut étre reliée a une diminution de la lipoperoxydation dans les
membranes d’érythrocytes (Neoptolemos et coll., 1991). Les autres hypotheses se basent sur
Pinfluence des régimes en (n-3) dans la régulation physiologique. Nous supposons tout d’abord
qu’il y ait dans un premier temps lipoperoxydation des acides gras polyinsaturés. Ensuite ces
peroxydes lipidiques sont hydrolysés par la phospholipase A2 et les lysophospholipides ainsi
générés sont réacylés avec des acides gras polyinsaturés. De cette maniére, nous ne constaterions
pas une diminution radio-induite des acides gras polyinsaturés. Pour cela, nous suggérons que les
activités des delta-5, et delta-6-désaturases présentes dans le foie qui étaient inhibées par les
régimes en (n-3) soient réactivées par l'irradiation. Or cette hypothése est peu probable car Aiyar
& De (1978) ont montré qu'une irradiation-X corps entier de rats provoque I'accumulation des
lipides dans le foie corrélée a un transport défectueux des triglycérides 4 partir du foie. De plus,

ils ont constaté que, dans ce tissu, cette accumulation induisait une diminution de la lipogénése et
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augmentait le catabolisme des lipides. Il serait donc intéressant de mesurer Pactivité des
désaturases présentes dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes apres irradiation i vive de
rats nourris avec un régime enrichi en huile de poisson. La troisitme hypothése suggere que
Panalyse de la composition en acides gras des membranes d’érythrocytes soit perturbée
artéfactuellement par une modification de la représentation cellulaire des érythrocytes. Suite 2 une
irradiation gamma corps entier de rats 2 des doses comprises entre 1,5 Gy et 4 Gy, Becker et coll.
(1987) ont observé une chute du pourcentage de réticulocytes aprés irradiation dont le minimum
est détecté 48 heures apres irradiation. De plus, la durée de ce minimum est dose dépendante
(Becker et coll., 1987). Pour une dose de 2 Gy, un pic de réticulocyte apparait a partir du
troisiéme jour aprés irradiation et atteint une valeur maximale voisine de 5 % supérieure 2 la
valeur obtenue avant irradiation (2 %) (Frelat, 1991). D’autre part, les membranes de réticulocytes
comportent un taux plus élevé d’acides gras polyénoiques (acides gras polyinsaturés) (Kuhn &
Brash, 1990). Leur dégradation enzymatique par une lipoxygénase est considérée comme une
étape dans les processus de dégradation protéolytique des organites intracellulaires qui aboutirait
a la maturation des globules rouges (Kuhn & Brash, 1990). Par ailleurs, Dominguez & Bosch
(1994) ont mis en évidence des modifications de I'érythropoiése lorsque des rats sont nourris
avec des régimes enrichis en huile de poisson. Morshchakova (1990) a montré que les
prostaglandines de type PGEI1 stimule la production d’érythropoiétine. Or Pérythropoiétine
augmente le pool des progéniteurs érythroblastiques CFU-E et abaisse leurs temps de maturation.
L’EPA et I'acide arachidonique lorsqu’ils sont dégradés par la cyclooxygénase sont la source des
voies métaboliques conduisant 4 la synthése des prostaglandines respectivement de la série 1 et 2
(Cohen, 1985). Le métabolisme des éicosanoides est assimilé a la voie de dégradation de I'acide
arachidonique (Cohen, 1985). Fisher & Black (1991) ont montré que les régimes en (n-3)
appliqués a des souris diminuent les taux plasmatiques des prostaglandines de type PGE2. Ces
régimes suppriment le métabolisme des éicosanoides car PEPA agit comme un substrat
compétitif de P'acide arachidonique des cyclooxygénases en bloquant la synthése des PGE2
(Fisher & Black, 1991) et en induisant la production des prostaglandines de type PGE1 (Baronzio
et coll, 1995). Ces résultats confortent nos observations sur 'augmentation du nombre de
globules rouges présents dans le sang de rats nourris avec les régimes de type (n-3) en
comparaison de la numération cellulaite obtenue pour les animaux ayant suivi le régime
d’entretien. Nous supposons donc que pour des rats nourris avec des régimes de type (n-3) le pic
de réticulocyte apparaitrait plus tot aprés irradiation, c’est a dire a 72 heures, car ces régimes
stimulent I'érythropoiése. Cependant, il serait intéressant de dénombrer le pourcentage de

réticulocytes et les taux de prostaglandines de type PGE1 dans des échantillons de sang de rats
irradiés /7 viw, nourris avec un régime de type (n-3).

Donc nos résultats ont mis en évidence que les régimes lipidiques influent sur les modifications

de la composition en lipides des membranes d’érythrocytes aprés une irradiation cotps entier iz
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#ivo. Or nous avons vu dans le chapitre 3 que les modifications de la composition en lipides de la
membrane aprés une irradiation 7z vitr agissaient sur les propriétés biophysiques. Afin de vérifier
in vivo les liens susceptibles d’exister entre fluidité membranaire et composition en lipides de la
membrane, nous avons étudié Iévolution des propriétés biophysiques de la membrane apres une

irradiation 7z zive. A notre connaissance, C’est la premiére fois qu'une telle étude est réalisée.

Nos résultats indiquent que seul le gradient de fluidité 6-AS/9-AS est altéré aprés une exposition
corps entier des animaux au rayonnement gamma, quel que soit le régime suivi par les rats. Ces
résultats mettent en évidence que les propriétés biophysiques de la membrane des érythrocytes
sont altérées apres une irradiation 7 vivo.

Nous avons vu précédemment que le régime d’entretien induit des modifications de la
composition en lipides des membranes similaires 4 celles observées 7z witro. Cependant,
contrairement aux résultats obtenus iz uitm, c’est 2 dire une fluidification des membranes
d’érythrocytes radio-induites, nous observons des modifications des propriétés biophysiques
membranaires beaucoup moins importantes. Ces différences entre I'in vivo et Vin vitro peuvent
s'expliquer par Pexistence iz vio d’'une régulation physiologique. Feurgard et coll. (1998) ont
observé, 2 jours aprés Pexposition corps entier de rats 2 un rayonnement mixte (gamma /
neutrons) et 4 une dose de 4 Gy, une augmentation de la concentration en cholestérol dans les
lipoprotéines de haute densité (HDL). Ces observations suggéreraient une accumulation du
cholestérol dans les membranes d’érythrocytes. Or le cholestérol exerce un effet ngidifiant sur la
fluidité membranaire (Yeagle, 1985). Nous émettons I'hypothése que I'accroissement de la
proportion de HDL~cholestérol plasmatique radio-induite compense 'augmentation radio-induite
de la fluidité des membranes d’érythrocytes de telle maniére que globalement nous observons de
faibles altérations des propriétés biophysiques.

L’irradiation totale de rats nourris avec le régime enrichi en acides gras polyinsaturés de type (n-3)
et déplété en vitamine E induit une augmentation radio-induite de la proportion d’acides gras
polyinsaturés des membranes d’érythrocytes. Ces résultats suggerent une fluidification de la
bicouche lipidique en raison de la forte augmentation du nombre d’insaturations. Or, nous
n'observons que de faibles variations des propriétés biophysiques des membranes aprés
irradiation. Les globules rouges étant anucléés, ils sont limités dans leur capacité métabolique.
Nous émettons P'hypothése que I'apport exogéne d’acides gras polyinsaturés par Palbumine
pourrait induire une rigidification de la membrane qui compense la fluidification provoquée par
Paugmentation du nombre d’acides gras polyinsaturés. Bojesen & Bojesen (1998) supposent que
Pincorporation des acides gras dans la membrane d’érythrocyte s’effectue par des liaisons entre
les acides gras insaturés anioniques et une protéine intégrale, suivi de la canalisation de la forme
neutre entre les sites de liaisons opposés de la protéine 4 travers les lipides annulaires encerclant
la protéine. Le transfert des acides gras a travers la membrane se déroule par un processus de

diffusion dans des domaines de lipides annulaires de la protéine et non par Pintermédiaire d’un
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transporteur (Bojesen & Bojesen, 1999). Or, ces auteurs ont montré que Pincorporation des

acides gras comportant des doubles liaisons dans les membranes diminuent la flexibilité des
chaines carbonées de la bicouche lipidique.

Nous avons également étudié I'évolution de la fluidité des membranes de lymphocytes apreés
Pirradiation 7z zive des animaux. Nos résultats montrent une rigidification de la bicouche lipidique,
quel que soit le régime. Ces résultats sont conformes a ceux obtenus /# #frv. En outre, la
composition en lipides des membranes de lymphocytes n’a pas pu étre dosée conjointement avec
les mesures de fluidité membranaire en raison du nombre limité de cellules. Nous suggérons donc
que Pirradiation provoque 'oxydation des cholestérols membranaires en oxystérols qui diminuent
la fluidité membranaire de la bicouche lipidique (cf. chapitre 3). Afin de vérifier cette hypothese, il
faudrait doser les dérivés oxydés du cholestérol et étudier si la composition en lipides des
membranes de lymphocytes est modifiée aprés une irradiation i .

Nous avons donc montré qu’une irradiation /# #izo induit une rigidification des membranes de
lymphocytes. Or, les expériences réalisées iz vitro ont mis en évidence que les modifications des
propriétés biophysiques et/ou biochimiques des constituants membranaires des lymphocytes
influaient sur la mort cellulaire radio-induite. Nous avons donc étudié I'effet des altérations de ces

propriétés dans les mécanismes de mort cellulaire induite par une irradiation 7 zvo.

Le taux de lymphocytes en début d’apoptose est plus élevé lorsque les rats sont nourris avec le
régime d’entretien en comparaison du régime enrichi en acides gras de type (n-3) a longues
chaines aprés une exposition corps entier des animaux au rayonnement gamma. Ces observations
peuvent s’expliquer par un taux d’acide arachidonique beaucoup plus élevé dans les membranes
des cellules de rats nourris avec le régime d’entretien par rapport a celui obtenu pour le régimes
de type (n-3). En effet, 'acide arachidonique est un second messager qui, libéré des membranes
par I'action de la phospholipase A2, active les PKC associées aux membranes qui sont impliquées
dans la transduction des signaux apoptotiques radio-induits de la membrane vers le noyau (cf.
chapitre 3). Or, Fonteh et coll. (2001) ont constaté que durant le processus apoptotique (non
radio-induit), les taux d’acide arachidonique, mais non celui des autres acides gras insaturés, sont
corrélés au pourcentage de cellules apoptotiques. En outre, Kishida et coll. (1998) ont montré
que le DHA est le seul acide gras ayant la capacité de réduire 'apoptose induite par la voie des
sphingosines (métabolisme des céramides) alors que I'acide arachidonique et 'EPA n’ont pas
cette faculté.

L’étude de I'évolution de la fluidité membranaire des lymphocytes en début d’apoptose a mis en
évidence des modifications des propriétés biophysiques membranaires a partir de 24 heures apres
Pirradiation iz vive des animaux, quel que soit le régime. Comme pour les expériences réalisées iz
vitro, nous constatons une rigidification de la bicouche lipidique qui est détectée lorsque les taux

d’apoptose radio-induite sont significativement élevés. Ces résultats confirment ceux obtenus
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dans le chapitre 3: les modifications des propriétés biophysiques de la membrane sont

spécifiques du type d’inducteur d’apoptose : apoptose spontanée ou apoptose radio-induite.

Nos résultats indiquent que les régimes influent sur les modifications radio-induites de la
composition en lipides des membranes d’érythrocyte et sur 'engagement dans le processus
apoptotique aprés une irradiation iz usize. De plus, Pexistence d’'une régulation physiologique
agirait sur les altérations radio-induites des propriétés biophysiques des membranes
d’érythrocytes et non sur celles des membranes de lymphocytes. Nous allons maintenant
examiner le role des modifications de la capacité des défenses anti-oxydantes (la vitamine E)
induites par les régimes sur les altérations radio-induites des concentrations de vitamine E
plasmatique, des propriétés biophysiques membranaires, et de la mort cellulaire par apoptose.
Nous avons choisi d’étudier le réle de la vitamine E sur les effets membranaires radio-induits car

elle est le seul anti-oxydant liposoluble de type piégeur de radicaux localisé dans les membranes
cellulaires et le sang.

L’effet d’'une exposition aux rayonnements ionisant des animaux nourris avec un régime dont
Papport en vitamine E est trés modéré (régime 1: 30 mg/Kg) montre une diminution de la
concentration plasmatique en vitamine E dés 1 heure. La vitamine E plasmatique est alors
consommée 2 cause de la formation de radicaux libres générés par l'irradiation. De plus, 24
heures aprés I'irradiation, sa concentration augmente traduisant une mobilisation des réserves de
vitamine E liée 2 une augmentation des lipides plasmatiques. En effet, Feurgard et coll. (1998)
ont observé une augmentation des différentes fractions des lipides plasmatiques apres l'irradiation
mixte (gamma / neutrons) iz uite de rats a2 une dose de 4 Gy. Lirradiation diminue donc les
stocks de vitamine E (Feurgard et coll., 1998). Aprés absorption intestinale, la vitamine E est
transportée via la voie lymphatique par les chylomicrons et stockée a 90 % principalement dans le
foie et le tissu adipeux chez le rat (Drevon, 1991). Elle est sécrétée dans le plasma a partir du foie
en association avec les lipoprotéines plasmatiques.

La concentration plasmatique en vitamine E des animaux ayant suivi un régime appauvri en
vitamine E (régime 2 : <15 mg/Kg) est inchangée aprés irradiation. Le taux de vitamine E étant
trés faible les réserves de vitamine E sont quasi inexistantes, et donc aucune mobilisation de cet
antioxydant n’a été observée.

Apreés irradiation, les rats ayant suivi un régime enrichi en vitamine E (régime 3 : 200 mg/Kg)
présentent une diminution de la concentration en vitamine E d’autant plus importante et plus
précoce que la dose est forte. Cette baisse persiste tout au long de la durée de P'expérience.
Paranich et coll. (1990) ont observé, a la suite d’'une irradiation gamma totale de rats, une baisse

de la concentration en vitamine E et une augmentation de la lipoperoxydation dans le plasma, le
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cerveau et le fote. La vitamine E est donc recrutée contre la formation de radicaux libres dans

tous les compartiments de 'organisme et en paralléle toutes les réserves disponibles, qui sont

importantes dans ce régime, sont mobilisées afin d’approvisionner constamment les tissus en
antioxydant.

Les modifications de la composition en vitamine E des régimes n’influent ni sur la fluidité
membranaire, ni sur la mort cellulaire par apoptose, apreés exposition corps entier des animaux au
rayonnement gamma. Une des explications possibles est que d’'une part la supplémentation des
régimes en vitamine E n’augmenterait que trés faiblement les proportions de vitamine E
présentes dans les membranes des cellules sanguines. En effet, van den Boom et coll. (1996) ont
mesuré une concentration en vitamine E, dans les membranes d’érythrocytes de lapins, faible en
comparaison du degré d’enrichissement des régimes de type (n-3) en vitamine E. D’autre part,
nous suggérons que la vitamine E ne soit pas le principal anti-oxydant qui protege les membranes
d’'une attaque radicalaire. Kergonou et coll. (1986) ont observé une augmentation de la
lipoperoxydation dans des érythrocytes de rats irradiés corps entier a une dose de 8 Gy qu’ils ont
relié essentiellement a une diminution des activités superoxyde-dismutase et gluthation-réductase,
et a une baisse de la concentration en gluthation réduit. 1l serait donc intéressant de doser la
vitamine E dans les membranes d’érythrocytes, aprés une irradiation 7z vive, ainsi que les enzymes
participant au systéme de défense anti-oxydante afin de déterminer lequel de ces composés joue

un role primordial dans la capacité de défense des érythrocytes contre la lipoperoxydation.

En conclusion, nous avons montré que les régimes lipidiques élaborés 4 partir d’huile de poisson
modifient la composition en acides gras membranaires des érythrocytes et ainst agissent sur leurs
propriétés biophysiques. Cependant, en raison de P'existence d’une régulation homéovisqueuse
chez le lymphocyte, leur fluidité membranaire n’est pas altérée par les régimes lipidiques.
L’exposition totale des animaux a une irradiation modifie la composition en acides gras des
membranes d’érythrocytes dont la nature des dommages dépend du type de régime administré.
En outre, lirradiation iz #w des animaux induit de trés faibles variations des propriétés
biophysiques des membranes d’érythrocytes en comparaison des résultats observés 7z uifro en
raison de 'existence d’une régulation physiologique. Les membranes de lymphocytes se rigidifient
suite 4 lexposition totale des rats au rayonnement gamma. Ces variations des propriétés
biophysiques membranaires des lymphocytes sont similaires a celles observées iz uir. Par
conséquent, le lymphocyte serait faiblement dépendant d’'une régulation physiologique. Par
ailleurs, nous observons que la composition en acides gras des régimes influent sur la sensibilité
des lymphocytes a I'apoptose radio-induite. De plus, nous constatons que les variations des
propriétés biophysiques des membranes de lymphocytes sont spécifiques du type d’inducteur

d’apoptose, quel que soit le régime appliqué. Par ailleurs, les régimes supplémentés en vitamine E
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modifient les concentrations plasmatiques en vitamine E. Cependant, cet enrichissement n’a
aucun effet sur les altérations radio-induites des propriétés biophysiques membranaires et sur le
processus apoptotique radio-induit. Donc, nos résultats indiquent que la composition en lipides
des membranes joue un role majeur dans la sensibilité membranaire aux effets de Iirradiation. Par
allleurs, ces observations réalisées aprés une irradiation ## v confortent I'importance d’une
régulation physiologique dans le développement des dommages membranaires radio-induits. Le
schéma récapitulatif (figure 58) obtenu dans le chapitre 3 peut alors étre complété afin d’obtenir
la figure 86. Ces études ## wiw confirment donc que la membrane est une cible sensible des
rayonnements ionisants qui joue un role primordial dans le développement des dommages
cellulaires radio-induits.

=Modifications
de la composition
en acides gras

% Engagement

+ apoptotique

Figure 86 : Schéma récapitulaiif des résultats observés in vitro et in vivo.
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Chapitre 5 :
L’index de fluidité membranaire comme
bio-indicateur d’une exposition a une
irradiation






Dans les deux chapitres précédents, nous avons montré que la membrane est une cible sensible
des rayonnements ionisants et que la mesure de Pindex de fluidité membranaire permettait
d’obtenir une vison intégrée des dommages membranaires. Précédemment, des études réalisées
dans notre laboratoire ont montré que des modifications des propriétés biophysiques de la
membrane plasmique aprés irradiation, étaient observables, in wiro, sur différents modeles
cellulaires (lymphocytes et membranes d’érythrocytes) pour des doses comprises entre 0 et 8 Gy
qui sont compatibles avec nos préoccupations de dosimétrie biologique. De plus, ces effets
persistaient dans le temps, jusqu’a 24 heures aprés irradiation. Dans ce dernier chapitre, notre
objectif est donc d’évaluer 'index de fluidité membranaire comme indicateur biologique potentiel

des effets des rayonnements ionisants en cas de suspicion d’irradiation.

Dans un premier temps, nous avons défini les bases de la mesure de lindex de fluidité
membranaire, c’est a dire la technique spectroscopique, la méthode de mesure et la sonde
fluorescente la plus adaptée a la détection des altérations de fluidité membranaire radio-induites
dans l'optique d’une dosimétrie biologique.

Il existe plusieurs techniques spectroscopiques de fluorescence, autres que la polarisation de
fluorescence, permettant d’évaluer les différents mouvements des constituants membranaires au
sein de la bicouche lipidique. Nous avons choisi d’appliquer la méthode de formation d’excimeéres
intermoléculaires afin de tester la sensibilité de cette technique a détecter les dommages
membranaires radio-induits sur des cellules de lymphoblastes. C’est une technique qui permet
d’estimer la cohésion de la membrane plasmique des cellules. Elle mesure le mouvement de
diffusion latérale d’'une sonde fluorescente extrinséque dans le plan de la membrane. Ce
phénoméne rend compte de la cohésion membranaire, et peut donc étre relié au concept de
fluidité membranaire. Nous avons donc comparé la technique de formation d’excimeéres
intermoléculaires a la polarisation de fluorescence dans leur sensibilité a détecter les dommages
membranaires radio-induits dans 'optique d’'une dosimétrie biologique.

Nous avons ensuite comparé la sensibilité de détection des dommages membranaires radio-
induits, sur deux types cellulaires accessibles par préléevement sanguin : érythrocyte et lymphocyte,
en fonction de la localisation de la sonde fluorescente utlisée et de la méthode de mesure
appliquée : spectrofluorimétrie et cytométrie de flux.

La mesure de la fluidité membranaire pouvant étre réalisée sur tout type cellulaire, dans la
perspective d’un accident d’irradiation hétérogéne et 'éventualité d’une biopsie tissulaire, nous
avons évalué les altérations radio-induites des propriétés biophysiques membranaires de cellules
entieres de fibroblastes. Plusieurs sondes qui se localisent a différentes profondeurs de la
bicouche lipidique ont été ainsi testées.

Dans un deuxiéme temps, I'utilisation de la fluidité membranaire comme bio-indicateur de dose a

été évaluée sur des modeles /n viwo tels que le rat et le singe. Nous avons alors comparé les
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résultats obtenus 7z zitro a ceux mesurés iz vivo pour vérifier si les réponses biologiques étaient
similaires.
Finalement, afin de compléter cette étude, la technique de polarisation de fluorescence a été

testée sur des échantillons de sang de patients ayant subi une irradiation corporelle totale, en
utilisant comme modele cellulaire le globule rouge.

I. Résultats
I.1. Variations de Pindex de fluidité membranaire en fonction du type cellulaire et du

modéle considéré

Afin de fixer les valeurs basales, nous avons comparé les valeurs d’anisotropie de fluorescence
des acides stéariques et du TMA-DPH incorporés dans les membranes des hématies et des
lymphocytes en fonction des différents modeéles étudiés (tableau 21).

Type cellulaire | Modeéles 3-AS 6-AS 9-AS 12-AS TMA-DPH
Homme | 0,086 + 0,004 | 0,083 + 0,003 | 0,068 + 0,003 | 0,060 + 0,002
Hématies | Rat 0,071 + 0,006 | 0,075 + 0,007
Singe 0,079 + 0,013 | 0,078 + 0,011
Homme | 0,096 + 0,002 | 0,086 + 0,003 | 0,077 + 0,002 | 0,063 + 0,001 | 0,220 + 0,006
Lymphocytes Rat 0,074 + 0,004 0,180 + 0,008
Singe 0,073 + 0,009 0,130 + 0,014

Tableau 21 : Valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides stéariques et du TMA-DPH incorporés dans
les membranes d’hématies et de lymphocytes en fonction des différents modeles étudiés. Les mesures ont
été réalisées en cytométrie de flux. Les résultats résultent de la valeur moyenne + SEM d’au moins six expériences

indépendantes.

Dans un premier temps, nous avons comparé les valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides
stéariques obtenues dans les membranes d’hématies et de lymphocytes humains (tableau 21). Ces
résultats indiquent que seules les valeurs du 9-AS incorporé dans les membranes de lymphocytes
augmentent de 13,7 % (p = 0,011) par rapport aux valeurs mesurées dans les membranes
d’hématies.

Dans un deuxiéme temps, la comparaison des valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides
stéariques et du TMA-DPH obtenues dans les hématies et les lymphocytes a été réalisée en

fonction du modéle considéré (tableau 21). Dans nos conditions expérimentales, aucune variation
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significative des valeurs d’anisotropie du 6-AS et du 9-AS n’a été observée entre les différents
modéles étudiés lorsque les mesures sont réalisées dans les membranes d’hématies. Cependant,
nous constatons une diminution de 13,4 % (p = 0,04) des valeurs du 6-AS obtenues dans les
membranes de lymphocytes de rats par rapport a celles mesurées sur des lymphocytes humains.
D’autre part, nous obsetvons une diminution de 18,2 % (p < 0,001) et de 40,8 % (p < 0,001) des
valeurs d’anisotropie du TMA-DPH obtenues respectivement dans les membranes de
lymphocytes de rats et de singes en comparaison de celles mesurées a partir de lymphocytes
humains. De plus, les résultats du tableau 21 mettent en évidence une diminution (p = 0,007) de
27,6 % des valeurs du TMA-DPH incorporé dans les membranes de lymphocytes de singes par
rapport 2 celles obtenues sur des lymphocytes de rats.

1.2. Etudes in vitro

I.2.1. Les lymphoblastes

1.2.1.1. Protocole expérimental

Les cellules de lymphoblastes arrivées 4 confluence ont été irradiées a 37 °C, dans des flasques,
aux débits de dose de 0,1 et 1 Gy/min, et 2 des doses d’irradiation comprises entre 2 et 8 Gy. Les
mesures de formation d’exciméres intermoléculaires ont été réalisées, au spectrofluorimetre, en
incorporant I'acide 1-pyrénedécanoique (APD) dans les suspensions cellulaires, 1 heure aptes
incubation 4 37 °C. Les valeurs de lindex de diffusion latérale ont été calculées en effectuant le
rapport de lintensité maximale (I) du spectre d’émission des excimeres sur celle (1) du spectre
d’émission des monomeéres.
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1.2.1.2. Résultats
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Figure 87 : Effet d’'une irradiation gamma sur les valeurs de P'index de diffusion latérale mesuré dans les
cellules de lymphoblastes. Les suspensions cellulaires ont été incubées 1 heure a 37 °C aprés une irradiation aux
débits de dose de 1 et 0,1 Gy/min. A 0 Gy, chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM d’au moins 12
obsetvations indépendantes. A 2, 4 et 8 Gy, chaque histogramme résulte de la valeur moyenne + SEM d’au moins 6
observations indépendantes. Différences significatives par rapport 4 0 Gy, * p < 0,05.

Lorsque les suspensions cellulaires sont exposées 2 un débit de dose de 1 Gy/min, nous
observons une augmentation de I'index de diffusion latérale de 17,9 % (p = 0,047) 2 2 Gy et de
24,7 % (p = 0,012) a 4 Gy. Pour une dose délivrée de 8 Gy les valeurs mesurées sont semblables
a celles obtenues pour les témoins. Cependant, dans nos conditions expérimentales, aucune
variation significative du rapport I;/T, n’a été observée aprés une irradiation au débit de dose de
0,1 Gy/min.

1.2.2. Les fibroblastes

1.2.2.1. Protocole expérimental

Les cellules de fibroblastes arrivées a confluence ont été irradiées a 8 Gy, au débit de dose de 1
Gy/min et 2 température ambiante. Ces suspensions cellulaires ont ensuite été incubées a 37 °C
1, 24 et 48 heures aprés irradiation. Les mesures de polarisation de fluorescence ont été réalisées,
au spectrofluorimétre, en utilisant plusieurs sondes fluorescentes : les acides stéariques (3, 6, 9 et
12-AS), le TMA-DPH et ’ANS.
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1.2.2.2. Résultats

Dans un premier temps, nous avons comparé les valeurs d’anisotropie des différents marqueurs
fluorescents incorporés dans les membranes de fibroblastes non irradiés a leur localisation
théorique dans la matrice lipidique (figure 88).
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Figure 88 : Comparaisons des valeurs d’anisotropie de fluorescences de différentes sondes incorporées
dans les membranes de fibroblastes. Les suspensions cellulaires n’ont pas été exposées aux rayonnements
ionisants. Chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 18 expériences indépendantes.

Les résultats obtenus avec les acides stéariques (AS) montrent qu’il existe un gradient de fluidité
membranaire dans les cellules de fibroblastes. En effet, les valeurs d’anisotropie de fluorescence
du 9-AS et du 12-AS sont inférieures (p < 0,001) respectivement de 26,6 % et de 56,7 % par
rapport 2 celles mesurées avec le 3-AS. Par ailleurs, nous observons une diminution (p < 0,001)
de 22,6 % et de 54,3 % des valeurs d’anisotropie obtenues d’une part avec le 9-AS et d’autre part
avec le 12-AS en comparaison de celles mesurées avec le 6-AS. De plus, les valeurs du 12-AS sont
inférieures (p < 0,001) de 41 % par rapport a celles obtenues pour le 9-AS.

Les résultats de la figure 86 indiquent également que les valeurs d’anisotropie de fluorescence de
PANS sont supérieures de 12,7 % (p = 0,003) a celles obtenues pour le 9-AS mais inférieures (p
< 0,001) de 12,7 % a celles mesurées avec le 6-AS.

Quant au TMA-DPH, ses valeurs d’anisotropie augmentent de 46,3 % (p < 0,001) et de 54,3 %
(p < 0,001) par rapport a celles obtenues respectivement pour le 3-AS et le 6-AS.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié 'effet d’une irradiation sur la cohésion membranaire
des cellules de fibroblastes (figure 89).
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Figure 89: Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides stéariques
incorporés dans les membranes de fibroblastes. Les suspensions cellulaires ont été irradiées a une dose de 8 Gy,
4 un débit de dose de 1 Gy/min, puis incubées 1, 24, et 48 heures 4 37 °C. Les valeurs témoins ont été établies a
partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Pour les témoins, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de
18 expériences indépendantes. 1h, 24h et 48h aprés irradiation, chaque histogramme représente la valeur moyenne +
SEM de 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05.

Nous avons observé, une heure aprés 'exposition aux rayonnements ionisanfs, une augmentation
de 52,8 % (p = 0,012) des valeurs d’anisotropie du 3-AS obtenues a 8 Gy par rapport a celles
mesurées 2 0 Gy (figure 89). Nous constatons également une augmentation non significative des
valeurs du 9-AS une heure aprés irradiation (0,152 + 0,004 2 0 Gy et 0,171 + 0,009 2 8 Gy). Par
ailleurs, aucune variation significative des valeurs mesurées n’a été obtenue, dans nos conditions

expérimentales, 24 et 48 heures apres irradiation, quelle que soit la sonde utilisée.

Le gradient de fluidité membranaire existant dans les membranes de fibroblastes peut étre
exprimé sous forme de rapports d’anisotropie de fluorescence (figure 90).
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Figure 90 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs des rapports d’anisotropie de fluorescence des
acides stéariques incorporés dans les membranes de fibroblastes. Les suspensions cellulaires ont été irradiées a
une dose de 8 Gy, a un débit de dose de 1 Gy/min puis incubées, 1, 24, et 48 heures 4 37 °C. Les valeurs témoins
ont été établies a partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Pour les témoins, chaque histogramme représente la valeur
moyenne + SEM de 18 expériences indépendantes. 1h, 24h et 48h apres irradiation, chaque histogramme représente
la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux valeurs témoins
(0 Gy), * p < 0,05.

Une heure aprés irradiation, une augmentation de 41,8 % (p = 0,017) des valeurs du rapport 3-
AS/12-AS mesurées i 8 Gy a été notée (figure 90). Par contre, dans nos conditions
expérimentales, nous ne constatons aucune variation significative des valeurs mesurées 24 et 48

heures aprés une exposition aux rayonnements ionisants, quel que soit le rapport considéré.

Les résultats obtenus en incorporant le TMA-DPH dans les membranes de fibroblastes sont
présentés figure 91.
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Figure 91 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence du TMA-DPH
incorporé dans les membranes de fibroblastes. Les suspensions cellulaires ont été irradiées 4 une dose de 8 Gy, a
un débit de dose de 1 Gy/min, puis incubées 1, 24, et 48 heures i 37 °C. Le rectangle bleu a été établi 4 partir des
valeurs témoins obtenues a 0 Gy. Il représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM (lignes continues) de 18
expériences indépendantes. Les points rouges représentent la valeur moyenne + SEM de 6 expériences
indépendantes obtenues 4 8§ Gy.

Dans nos conditions expérimentales, aucune varation significative de Pindex de fluidité
membranaire n’a été observée, quel que soit le temps écoulé aprés une irradiation 2 une dose de 8
Gy. Cependant, nous observons une tendance 2 la diminution des valeurs d’anisotropie du TMA-
DPH au fur et 2 mesure que le délai écoulé apres irradiation augmente (figure 91).

Les résultats obtenus en incorporant PANS dans les membranes de fibroblastes sont présentés
figure 92.
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Figure 92 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence de PANS incorporé
dans les membranes de fibroblastes. Les suspensions cellulaires ont ét¢ irradiées a une dose de 8 Gy, a un débit
de dose de 1 Gy/min, puis incubées 1, 24, et 48 heures 4 37 °C. Le rectangle bleu a été établi a partir des valeurs
témoins obtenues 4 0 Gy. Il représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM (lignes continues) de 18
expériences indépendantes. Les points rouges représentent la valeur moyenne + SEM de 6 expériences
indépendantes obtenues a 8 Gy. Différences significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05.
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Suite 4 une exposition 4 une dose de 8 Gy, nous constatons une diminution de 2,1 % (p = 0,022)
et de 3,3 % (p = 0,011) des valeurs obtenues respectivement 24 heures et 48 heures apres
irradiation en comparaison des valeurs mesurées 4 0 Gy (figure 92).

1.2.3. Echantillons sanguins

[.2.3.1. Protocole expérimental

Les échantillons sanguins ont été irradiés 4 37 °C, au débit de dose de 0,5 Gy/min et 4 8 Gy, par
une source gamma de “Co. Les mesures de polarisation de fluorescence ont été réalisées sur les
hématies et les lymphocytes, au spectrofluorimétre et en cytométrie de flux, 1 et 24 heures aprés
incubation 4 37 °C. Les sondes utilisées pour ces deux types cellulaires étaient les acides
stéariques (3, 6, 9 et 12-AS).
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Figure 93 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides
stéariques incorporés dans les membranes d’hématies. Les mesures ont été réalisées au spectrofluorimétre (a) et
en cytométrie de flux (b). Les suspensions cellulaires ont ét€ irradiées 4 une dose de 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,5
Gy/min, puis incubées 1 et 24 heures 2 37 °C. Les valeurs témoins ont été établies a partir des valeurs obtenues 4 0
Gy. Pour les t€moins, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM d’au moins 12 expériences
indépendantes. 1h et 24h aprés irradiation, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 6
expérences indépendantes. Différences significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05.

En spectrofluorimétrie, les résultas présentés figure 932 montrent que, une heure apres
'exposition aux rayonnements ionisants, les valeurs d’anisotropie du 3-AS et du 6-AS diminuent
respectivement de 23 % (p =0,048) et de 41 % (p = 0,042) 2 8 Gy en comparaison des valeurs
témoins. Cependant, dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative des
valeurs mesurées n’a été observée 24 heures aprés irradiation en utilisant cette technique.

En cytométrie de flux, les résultats de la figure 93b mettent en évidence une diminution des
valeurs du 6-AS de 12,9 % (p = 0,042) et de 12,1 % (p = 0,048) respectivement 1 heure et 24

heures apres une exposition gamma a une dose de 8 Gy.
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Nous avons déterminé l'effet d’une irradiation sur le gradient de fluidité membranaire des

hématies en utilisant les acides stéariques (figure 94).

Spectrofluorimeétre =
& 250 2,50
B ad
28 200] L 2,00 ;'3
fud
28 150] 1,50 EE
_.5 § 1,00 1,00 é %
-]
2E 050 ,0.50 B ¢
y 83
2.3
[ 0,00 - - 0,00 '.g..
& Témoins 1 24
Temps aprés — gglig
irradiation (heure) OAS/12AS
mm 3AS/9AS
Cytofluorimétre B GATDAD
2,50 yt 2,50 el i
2,00 1 (b) 2,00

150{ = ki ~
1,00 1 1,00
0,50 1 0,50
A A
ooo HEL _NE ¥R 1,
Témoins 1 24

Temps aprés
irradiation (heure)

1,50

20u20saI0N} P

aspdonjosyue,p syxoddey

Rapports d'anisotropie
de fluorescence

Figure 94 : Effet d’une irradiation gamma sur les valeurs des rapports d’anisotropie de fluorescence des
acides stéariques incorporés dans les membranes d’hématies. Les mesures ont été réalisées au
spectrofluorimétre () et en cytométrie de flux (b). Les suspensions cellulaires ont été irradiées a une dose de 8 Gy, 4
un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubées 1 et 24 heures a 37 °C. Les valeurs témoins ont été établies a partir
des valeurs obtenues 4 0 Gy. Pour les témoins, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM d’au
moins 12 expériences indépendantes. let 24 heures aprés irradiation, chaque histogramme représente la valeur
moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy),
*p <0,05.

En spectrofluorimétrie, les résultats présentés figure 94a indiquent que des wvariations
significatives du gradient de fluidité membranaire ne sont observables qu’une heure apres
irradiation. En effet, en comparaison des valeurs témoins, nous constatons une diminution de
47,8 % (p = 0,048) des valeurs du rapport 6-AS/12-AS mesurées 2 8 Gy.

En cytométrie de flux, les valeurs des rapports 6-AS/12-AS et 6-AS/9-AS diminuent
respectivement de 8,1 % (p = 0,033) et de 7,4 % (p = 0,037), 24 heures aprés une exposition a 8
Gy par rapport aux valeurs obtenues 2 0 Gy. De plus, nous observons également 24 heures apres
irradiation, une augmentation de 9,4 % (p = 0,042) des valeurs du rapport 3-AS/6-AS.
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Cependant, dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative des valeurs

mesurées 1 heure apres irradiation en utilisant cette technique n’a été constatée (figure 94b).
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Specu'oﬂuorimétrie

0,16 0.16
0,14 1 - 0,14

0.12 1 - 0,12
0,10 r 0,10
0,08 - E
0,06 - I 5

Om’_ [ W _!qu_

o

o
8 8
20uadsaIoN]f 9P
suuaiow ardonjosiay

Anisotropie moyenne
de Fluorescence

\

- 0,00
Témoins 1 24
Temps aprés S— g:g
irradiation (heure) 9AS
= 12-AS
Cytofluorimétrie
0,16 ®) 0,16 i
% 8 0!14 T r 0,14 %, g.
=4
2 g 0,12 1 Fo12 =g
| ® I g
-% g 0,10 - " 0,10 § E-
EE 0,08 - *® 008 g B
£ 006 i, i i i 006 § E
<
ool HEL _HE W1,
Témoins 1 24
Temps aprés

irradiation (heure)

Figure 95 : Effet d’'une irradiation gamma sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides
stéariques incorporés dans les membranes de lymphocytes. Les mesures ont été réalisées au spectrofluorimétre
sur toute la suspension cellulaire (a) et en cytométrie de flux surla région R1 (b). Les suspensions cellulaires ont été
irradiées 2 une dose de 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubées 1 et 24 heures a 37 °C. Les valeurs
témoins ont été établies 4 partir des valeurs obtenues a4 0 Gy. Pour les témoins, chaque histogramme représente la
valeur moyenne + SEM d’au moins 12 expérences indépendantes. 1h et 24h apses irradiation, chaque histogramme
représente la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes. Différences significatives par rapport aux
valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05.

En spectrofluorimétrie, dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative des
valeurs mesurées aprés irradiation n’a été observée quels que soient le temps écoulé et la sonde
utilisée (figure 95a).

En cytométrie de flux, des variations significatives ont été notées uniquement 24 heures apres

une exposition aux rayonnements ionisants. En effet, les valeurs d’anisotropie de fluorescence du
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6-AS, du 9-AS et du 12-AS mesurées 2 8 Gy sont supérieures respectivement de 11,6 % (p =
0,015), de 13,8 % (p = 0,026) et de 13,2 % (p = 0,028) aux valeurs témoins (figure 95b).

Nous avons également déterminé P'effet d’une irradiation sur le gradient de fluidité membranaire
des lymphocytes en utilisant les acides stéariques (figure 96).
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Figure 96 : Effet d’'une irradiation gamma sur les valeurs des rapports d’anisotropie de fluorescence des
acides stéariques incorporés dans les membranes de lymphocytes. Les mesures ont été réalisées au
spectrofluorimétre sur toute la suspension cellulaire (2) et en cytométrie de flux sur la région R1 (b). Les suspensions
cellulaires ont ét€ irradiées 4 une dose de 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min, puis incubées 1 et 24 heures a 37
°C. Les valeurs témoins ont été établies 4 partir des valeurs obtenues 4 0 Gy. Pour les témoins, chaque histogramme
représente la valeur moyenne + SEM d’au moins 12 expériences indépendantes. let 24 heures aprés irradiation,
chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 6 expérences indépendantes. Différences
significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05, ** p <0,01.

En spectrofluorimétrie, les résultats obtenus indiquent qu’il existe une augmentation des rapports
3-AS/12-AS, 6-AS/12-AS et 9-AS/12-AS respectivement de 37,1 % (p = 0,006), de 27,6 % (p =
0,028) et de 16, 9 % (p = 0,02) une heure suite 2 une exposition 2 une dose de 8 Gy par rapport

aux valeurs mesurées a 0 Gy. De plus, nous constatons aussi, une heure aprés une irradiation a 8

219



L’index de fluidité membranaire comme bio-indicateur d’une exposition a une irradiation

Gy, une augmentation de 24,9 % (p = 0,021) et de 22,1 % (p = 0,013) des valeurs respectives des
rapports 3-AS/9-AS et 6-AS/9-AS. Cependant, dans nos conditions expérimentales, aucune
variation significative n’a été constatée 24 heures apres irradiation (figure 96a).

En cytométrie de flux, les vartiations du gradient de fluidité membranaire ne sont également
observables qu'une heure aprés une exposition aux rayonnements ionisants. En effet, les valeurs
des rapports 3-AS/12-AS et 6-AS/12-AS mesurées 2 8 Gy augmentent respectivement de 12,1 %
(p = 0,004) et de 8,8 % (p = 0,044) en comparaison des valeurs témoins (figure 96b).

1.3. Etudes in vivo

I.3.1. Le modéle rat

1.3.1.1. Protocole expérimental

Les animaux ont été irradiés corps entier avec une source gamma de *°Co aux doses de 1,5 et 8
Gy et 2 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les échantillons sanguins ont été prélevés 1, 24, 48 et 72
heures apreés irradiation. Sur chaque prélévement les principaux éléments figurés du sang ont été
dénombrés en utilisant un automate d’hématologique (ADVIA 120, Bayer, France). Les mesures
de fluidité membranaire ont été réalisées, en cytométrie de flux, en incorporant le 6 et le 9-AS
dans les membranes d’hématies, et le TMA-DPH et le 6-AS dans les membranes de lymphocytes.
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Figure 97 : Variations de la concentration sanguine en hématies (a) et en lymphocytes (b), chez le rat, aprés
une exposition totale aux rayonnements gamma du 9Co. Les animaux ont été irradiés aux doses de 1,5 et 8 Gy,
4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les numérations ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures apres irradiation. Chaque
point représente la valeur moyenne + SEM de six expériences indépendantes. Différences significatives par rapport

aux valeurs témoins (0 Gy), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Comme attendu, quel que soit la dose appliquée, nous constatons que le nombre moyen
d’hématies chez le rat ne varie pas au cours de 'expérience (figure 97a).

La diminution du nombre de lymphocytes aprés irradiation est d’autant plus importante et
d’autant plus précoce que la dose est élevée (figure 97b). Les animaux exposés 2 une dose de 1,5
Gy présentent une chute de la concentration sanguine en lymphocytes dés 24 heures de 93,6 %
(p= 0,002) qui se stabilise jusqu’a 72 heures aprés irradiation. Lorsque la dose délivrée est de 8
Gy, nous constatons une baisse du nombre de lymphocytes dés une heure de 44,5 % (p = 0,041)
qui s’accentue 2 24 heures (97 % ; p = 0,002) et persiste jusqu’a 72 heures (figure 97b).
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1.3.1.3. Hématies

6-AS 9-AS
v 0,12 o 0,12
- @ _ g . (b)
4 g 0,10 + 2.2 0,101 X
-] = "

g8o0081 1 $] E 2 008 -
© E T—:;’ i B8 == s oo s -
£ § 0061 £2 0061 ¥ _
£& 0,04 - .%-’e‘ 0,04
88 7 Vs g ) y
E 0,00 : : . . 0,00 , g o

1 24 48 72 1 24 48 72

Temps aprés —o— 1,6 Gy Temps apres
irradiation (heure) —8— 8 Gy irradiation (heure)

Figure 98 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du ¥Co sur les valeurs
d’anisotropie de fluorescence du 6-AS (a) et du 9-AS (b) incorporés dans les membranes d’hématies. Les
animaux ont été irradiés aux doses de 1,5 et 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1,
24, 48 et 72 heures aprés irradiation. Le rectangle bleu a été établi a partir des valeurs témoins obtenues 2 0 Gy, 11
représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM (lignes continues) de 24 observations indépendantes. Les
points rouges et verts résultent des valeurs moyennes + SEM de six expériences indépendantes.

Dans nos conditions expérimentales, aucune variation significative des valeurs mesurées du 6-AS
et du 9-AS n’a été observée aprés une exposition aux rayonnements ionisants quels que soient la
dose considérée et le temps écoulé.
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Figure 99 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %°Co sur les valeurs du rapport
d’anisotropie de fluorescence <r>g.as / <r>s.4s dans les membranes d’hématies. Les animaux ont été irradiés
aux doses de 1,5 et 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures apres
irradiation. Le rectangle bleu a été établi a partir des valeurs t¢moins obtenues 4 0 Gy. Il représente la valeur
moyenne (ligne en pointillés) + SEM (lignes continues) de 24 observations indépendantes. Les points rouges et verts
résultent de la valeur moyenne + SEM de six expériences indépendantes. Différences significatives par rapport a 0
Gy, *p < 0,05.
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Lorsque les animaux ont été exposés 2 une dose de 1,5 Gy, dans nos conditions expérimentales,
aucune variation significative des valeurs mesurées n’a été observée. Cependant, les résultats
obtenus figure 99 mettent en évidence une augmentation des valeurs du rapport 6-AS/9-AS de
21,7 % (p = 0,03) et de 25,7 % (p = 0,023) respectivement une heure et 72 heures aprés une
irradiation 4 une dose de 8 Gy par rapport aux valeurs témoins.

1.3.1.4. Lymphocytes
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Figure 100 : Effet d’une exposition totale des rats au rayonnement gamma du %Co sur les valeurs
d’anisotropie de fluorescence du 6-AS (a) et du TMA-DPH (b) incorporés dans les membranes de
lymphocytes. Les animaux ont été irradiés aux doses de 1,5 et 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,5 Gy/min. Les mesures
ont été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures aprés irradiation. Le rectangle bleu a été établi 4 partir des valeurs témoins
obtenues 4 0 Gy. 1l représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM (lignes continues) de 24 observations
indépendantes. Les points rouges et verts résultent de la valeur moyenne + SEM de six expériences indépendantes.
Différences significatives par rapport 2 0 Gy, * p < 0,05 et ** p <0,01.

Nous observons une augmentation des valeurs d’anisotropie aprés une exposition 2 une dose de
1,5 Gy, quelle que soit la sonde fluorescente utilisée (figure 100b et 100a). Ces variations sont
plus précoces lorsque les mesures sont réalisées avec le TMA-DPH. En effet, les valeurs
d’anisotropie du TMA-DPH et du 6-AS augmentent respectivement dés 1 heure de 23,7 % (p =
0,017) et 4 partir de 24 heures apres irradiation de 50,5 % (p = 0,041). De plus, ces modifications
radio-induites persistent jusqu’a 72 heures apreés irradiation que ce soit pour les mesures réalisées
avec le TMA-DPH ou le 6-AS.

Les mesures d’anisotropie de fluorescence n’ont pu étre étendues a des temps supérieurs a 1
heure, pour les animaux irradiés a une dose de 8 Gy, a cause de la lymphopénie. Cependant, nous
constatons également que, pour une exposition 2 8 Gy, les valeurs d’anisotropie du TMA-DPH
augmentent de 24,6 % (p = 0,021) 1 heure apreés irradiation tandis que les valeurs obtenues pour
le 6-AS restent stables.
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I.3.2. Le modé¢le singe

1.3.2.1. Protocole expérimental

Les animaux ont été exposés corps entier aux rayons gamma du “Co i une dose de 8 Gy et au
débit de dose de 0,1 Gy/min. Les échantillons sanguins ont été prélevés avant irradiation puis 1,
24, 48 et 72 heures apres irradiation. Chaque animal est donc son propre témoin. Sur chaque
prélévement, les principaux éléments figurés du sang ont été dénombrés en utilisant un automate
d’hématologie (ADVIA 120, Bayer, France). Les mesures de fluidité membranaire ont été
réalisées, en cytométrie de flux, en incorporant dans les membranes d’hématies le 6 et le 9-AS, et
dans les membranes de lymphocytes le TMA-DPH et le 6-AS.
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Figure 101 : Variations de la concentration sanguine en hématies (a) et en lymphocytes (b), chez le singe,
aprés une exposition totale aux rayonnements gamma du %Co. Les animaux ont été irradiés 4 une dose de 8
Gy, 4 un débit de dose de 0,1 Gy/min. Les numérations ont été réalisées 4 heures avant irradiation et 1, 24, 48 et 72
heures apres irradiation. Chaque point représente la valeur moyenne + SEM de six expériences indépendantes.
Différences significatives par rapport aux valeurs témoins (0 Gy), *** p < 0,001 et ** p < 0,01.

Comme cela a été observé précédemment chez le rat, quel que soit la dose appliquée, nous
constatons que le nombre moyen d’hématies chez le singe ne varie pas au cours de 'expérience
(figure 1012).

Lorsque les animaux sont irradiés 4 une dose de 8 Gy, nous observons une chute de la
concentration en lymphocytes dés 24 heures de 90,3 % (p < 0,001) qui se stabilise jusqua 72
heures apreés irradiation (91,9 % ; p = 0,002) (figure 101b).
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1.3.2.3. Hématies
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Figure 102 : Effet d’une exposition totale des singes au rayonnement gamma du #Co sur les valeurs
d’anisotropie de fluorescence du 6-AS (a) et du 9-AS (b) incorporés dans les membranes d’hématies Les
animaux ont été irradiés 4 une dose de 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,1 Gy/min. Les mesures ont été réalisées 1, 24,
48 et 72 heures apres irradiation. Le rectangle bleu a été établi 2 partir des valeurs témoins obtenues 2 0 Gy. Il
représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM (lignes continues) de 6 observations indépendantes. Les
points rouges représentent la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes obtenues 2 8 Gy. Différences
significatives par rapport aux témoins (0 Gy), * p < 0,05, ** p < 0,01.

L’exposition des animaux 2 une dose de 8 Gy induit une diminution des valeurs d’anisotropie du
6-AS et du 9-AS dés 1 heure aprés irradiation (figure 102a et 102b). De plus, quelle que soit la
sonde considérée, ces variations persistent jusqu’a 72 heures aptés irradiation (43,8 % (p = 0,029)
et 45,3 % (p = 0,026) respectivement pour le 6-AS et le 9-AS).
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Figure 103 : Effet d’'une exposition totale des singes au rayonnement gamma du %Co sur les valeurs
d’anisotropie de fluorescence du 6-AS (a) et du TMA-DPH (b) incorporés dans les membranes de
lymphocytes. Les animaux ont été irradiés 4 une dose de 8 Gy, 4 un débit de dose de 0,1 Gy/min. Les mesures ont
été réalisées 1, 24, 48 et 72 heures aprés irradiation. Le rectangle bleu a été établi & partir des valeurs témoins
obtenues a 0 Gy. Il représente la valeur moyenne (ligne en pointillés) + SEM (lignes continues) de 6 observations
indépendantes. Les points rouges représentent la valeur moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes obtenues 2
8 Gy. Différences significatives par rapport aux témoins (0 Gy), * p < 0,05.

Les mesures d’anisotropie de fluorescence n'ont pu étre étendues a des temps supérieurs 2 1
heure pour les animaux irradiés 2 une dose de 8 Gy 4 cause de la lymphopénie.

Dans nos conditions expérimentales, nous n’observons des variations significatives uniquement
lorsque les mesures sont réalisées avec le 6-AS (figure 103a). En effet, les valeurs d’anisotropie du
6-AS augmentent de 39,5 % (p = 0,022) et de 44 % (p = 0,02) respectivement 1 heure et 24

heures aprés une irradiation a une dose de 8 Gy en comparaison des valeurs témoins.

L.4. Etudes sur PHomme

L.4.1. Protocole expérimental

Cette étude a été réalisée sur des prélévements de sang de patients ayant subi une irradiation
corporelle totale. Les échantillons sanguins ont été obtenus avant et 16 heures apreés la premiére
fraction de dose de 1,8 Gy. Sur chaque prélévement les principaux éléments figurés du sang ont
été dénombrés en utilisant un automate d’hématologie (Advia 120, Bayer, France). Les mesures
de fluidité membranaire ont été réalisées, en cytométrie de flux, en incorporant les acides

stéariques dans les membranes d’hématies.
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Figure 104 : Variations de la concentration sanguine en hématies (a) et en lymphocytes (b), chez des
patients soumis 2 une irradiation totale corps entier. Les mesures ont été réalisées, avant et 16 heures aprés une
premiére fraction de dose de 1,8 Gy. Chaque point représente la valeur moyenne + SEM de six observations

indépendantes.

Tout d’abord nous constatons que la concentration sanguine en lymphocytes (figure 104b)
mesurée avant traitement est faible par rapport a la valeur basale observée chez un adulte sain
(2.10° cellules/ml). D’autre part, le nombre d’hématies (3,4 + 0,32 .10° cellules/ml) et de

lymphocytes (0,72 + 0,24 .10° cellules/ml) ne varient pas 16 heures aprés une premiére fraction
de dose de 1,8 Gy.
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1.4.3. Hématies
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Figure 105 : Etude de Peffet d’une irradiation corporelle totale sur les valeurs d’anisotropie de fluorescence
des acides stéariques incorporés dans les membranes d’hématies. Cette étude a été réalisée sur une population
témoin et sur des patients avant radiothérapie et 16 heures aprés avoir requ une premiére fraction de dose de 1,8 Gy.
Pour la population témoin, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 14 observations
indépendantes. Pour les patients, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de six observations
indépendantes. Différences significatives par rapport au bruit de fond, * p < 0,05.

Dans un premier temps, nous avons comparé les valeurs d’anisotropie de fluorescence des acides
stéariques incorporés dans les membranes d’hématies provenant de prélévements sanguins d’'une
population témoin et de patients qui vont subir un traitement de radiothérapie (figure 1052).

Nos résultats indiquent qu’il existe un gradient de fluidité membranaire dans les membranes
d’hématies provenant des échantillons sanguins des deux types de population. En effet, les
valeurs d’anisotropie de fluorescence du 12-AS mesurées dans les membranes d’hématies des
patients avant traitement sont significativement inférieures de 22,1 % (p = 0,003), de 28,3 % (p =
0,012) et de 22,5 % (p = 0,012) par rapport aux valeurs respectivement obtenues pour le 3-AS, le
6-AS et le 9-AS. Nous observons également une diminution significative de 30,1 % (p < 0,001),
de 27,1 % (p < 0,001) et de 11,1 % (p = 0,042) des valeurs d’anisotropie du 12-AS mesurées dans
les globules rouges de la population témoin en comparaison de celles obtenues respectivement
avec le 3-AS, le 6-AS et le 9-AS (figure 105a). De plus, uniquement lorsque les mesures sont
réalisées sur des hématies provenant d’échantillons sanguins d’une population témoin, les valeuts
d’'anisotropie du 9-AS sont significativement inférieures de 21,4 % (p = 0,001) et de 18 % (p <
0,001) 2 celles obtenues respectivement avec le 3-AS et le 6-AS.

D’autre part, les membranes de globules rouges recueillies & partir des échantillons sanguins
provenant de patients non traités différent de celles obtenues 2 partir de prélévement témoins par
une augmentation de 20,5 % (p = 0,012) des valeurs d’anisotropie du 9-AS.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié Peffet d’'une irradiation corporelle totale sur la
cohésion membranaire des hématies en utilisant les acides stéariques (figure 105b). Aucune
variation significative des valeurs mesurées n’a pu étre mise en évidence quelle que soit la sonde

utilisée.

L’expression des résultats sous forme de rapports d’anisotropie de fluorescence a permis

@ (b)
TI‘ r I r
®
11 WY w O
| I B Ml A

Population Patients Patients Patients
témoin avant avant aprés
e 6ASHM2AS
9AS/2AS
mmmm 3AS/9AS
. 6AS/9AS
mmm 3AS/6AS

d’obtenir des informations supplémentaires.

- e
U

-

[ SERE TR,

o o=mhirinow
o

de fluorescence
D D e e et e e et

Y

-

[ N e B el el

Rapports d’Anisotropie

(=)

Rapports d’Anisotropie
de fluorescence

Figure 106 : Etude de Peffet d’une irradiation corporelle totale sur les valeurs des rapports d’anisotropie de
fluorescence des acides stéariques incorporés dans les membranes d’hématies. Cette étude a été réalisée sur
une population témoin et sur des patients avant radiothérapie et 16 heures aprés avoir recu une premiére fraction de
dose de 1,8 Gy. Pour la population témoin, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de 14
observations indépendantes. Pour les patients, chaque histogramme représente la valeur moyenne + SEM de six
observations indépendantes. Différences significatives par rapport 4 0 Gy, *p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001.

Le calcul des rapports d’anisotropie de fluorescence (figure 106a) permet de mettre en évidence
que le gradient de fluidité membranaire des hématies provenant d’échantillons sanguins de
patients non traités est perturbé en comparaison de celui mesuré sur des globules rouges de
prélévements témoins. En effet, nous observons une diminution des rapports 3-AS/9-AS et 6-
AS/9-AS respectivement de 20,8 % (p < 0,001) et de 18,8 % (p < 0,001). D’autre part, les valeurs
du rapport 9-AS/12-AS augmentent de 19,2 % (p < 0,001) par rapport 2 celles mesurées dans les
hématies de la population témoin.

De plus, nos résultats indiquent que 'exposition a une premiére fraction de dose de 1,8 Gy induit
une diminution de 10,9 % (p = 0,002) et une augmentation de 17,4 % (p = 0,012) respectivement
des rapports d’anisotropie du 9-AS/12-AS et du 3-AS/9-AS en comparaison de ceux mesurés
avant traitement (figure 106b).
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II. Discussion

Pour estimer la dose regue lors d’une exposition accidentelle aux rayonnements ionisants, la
dosimétrie biologique se base sur les effets dommageables de I'irradiation sur la molécule d’ADN
en dénombrant la fréquence de dicentriques dans les lymphocytes circulants. Cependant, cette
technique présente des limites dans les cas d'une irradiation hétérogéne et localisée, dues
essentiellement au type de matériel biologique utilisé. Cest pourquoi, afin de rechercher de
nouveaux bio-indicateurs de dose, il est nécessaire de considérer des cibles des rayonnements
ionisants autres que la molécule @ ADN. Nous avons vu dans les deux chapitres précédents que
la membrane est une cible sensible des rayonnements ionisants que ce soit aprés une exposition
vitro ou in vive au rayonnement gamma. De plus, nous avons montré que la mesure de I'index de
fluidité membranaire permet d’obtenir une vision intégrée des dommages de la membrane
cellulaire. Ces observations suggerent donc la possibilité d’utiliser ce paramétre en dosimétrie
biologique comme indicateur d’'une exposition aux rayonnements ionisants. La mesure de I'index
de fluidité membranaire présente I'avantage d’étre applicable a tout type cellulaire et notamment
d’obtenir un résultat rapide car les cellules ne sont pas mises en culture. Notre objectif dans ce
chapitre est d’évaluer I'index de fluidité membranaire comme indicateur biologique potentiel des
effets des rayonnements ionisants en cas de suspicion d’irradiation. Nous devons donc vérifier
que Pindex de fluidité membranaire permet d’obtenir des relations effet-dose, que son effet
persiste dans le temps et qu’il est applicable a des modéles iz vivo. Pour cela, notre démarche a été
la suivante :

1°/ Nous avons comparé les valeurs de l'index de fluidité membranaire en fonction de la
localisation du marqueur fluorescent, du type cellulaire et du modele considéré.

2°/ Nous avons ensuite examiné les variations de la fluidité membranaire aprés une irradiation iz
vitro sur différents modeles cellulaires : échantillons sanguins et cultures cellulaires de fibroblastes
ou de lymphoblastes.

3°/ Nous avons testé l'utilisation de l'index de fluidité membranaire comme bio-indicateur de
dose suite 2 une exposition totale #z vm. Ces expériences ont tout d’abord été réalisées sur des
modéles animaux tels que le tat et le singe. Puis, afin de finaliser ces études, nous avons évalué la
faisabilité de la technique de polarisation de fluorescence sur des échantillons de sang de patients

ayant subi une irradiation corporelle totale.
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Evolution de I'index de fluidité membranaire en fonction de 1a localisation de la sonde, du type
cellulaire et du modéle considéré

Les mesures de fluidité membranaire dépendent du type de sonde fluorescente utilisé. Nous
avons donc comparé les valeurs d’anisotropie obtenues pour plusieurs marqueurs fluorescents
incorporés dans un méme type cellulaire : une lignée de fibroblastes. Nos résultats montrent qu’il
existe un gradient de fluidité le long des chaines hydrocarbonées des acides gras de la bicouche
lipidique des fibroblastes lorsque nous utilisons les acides stéariques comme sondes fluorescentes.
En outre, les valeurs d’anisotropie de fluorescence du TMA-DPH sont supérieures a celles
obtenues pour les acides stéariques et PANS. En effet, le TMA-DPH se localise 2 I'interface eau-
lipide de la membrane (Kuhry et coll, 1983), c’est 2 dire au niveau des tétes polaires des
phospholipides qui sont caractérisées par une fluidité beaucoup plus faible que les régions
hydrophobes de la membrane. De plus, nous avons montré que PANS présente des valeurs
d’anisotropie comprises entre celles du 6-AS et du 9-AS. Or cette sonde se situe a linterface
lipide-protéine de la bicouche lipidique (Yonei & Kato, 1978). Donc 'ANS se positionne a
linterface lipide-protéine a mi-profondeur de la région hydrophobe. Ainsi, en utilisant plusieurs
marqueurs fluorescents, nous pouvons cibler la mesure de la fluidité membranaire a différents
niveaux de la bicouche lipidique et donc situer les altérations des propriétés biophysiques
membranaires radio-induites. De plus, ces observations indiquent que la mesure de fluidité
membranaire peut étre réalisée sur des cellules de peau qui présentent un intérét dans le cas d’une
irradiation localisée.

Nous avons ensuite comparé les valeurs d’anisotropie de fluorescence de plusieurs sondes en
fonction du type cellulaire (érythrocyte, lymphocyte et fibroblaste). Ces résultats ont mis en
évidence que les membranes de fibroblastes sont plus rigides que les membranes de lymphocytes
et dérythrocytes, quelle que soit la sonde employée. Ces cellules appartiennent a des
compartiments tissulaires différents et par conséquent n’exercent pas les mémes fonctions
cellulaires. Les fibroblastes sont des cellules adhérentes et non circulantes en comparaison des
lymphocytes et érythrocytes. Les membranes de lymphocytes se distinguent de celles des
érythrocytes par une rigidification du micro-environnement du 9-AS. Nous avons montré dans le
chapitre 3 que les membranes de lymphocytes présentaient une composition en lipides différente
de celle des érythrocytes. D’autre part, la membrane des érythrocytes a la particularité de s’adapter
aux dimensions des vaisseaux sanguins, ce qui n’est pas le cas des lymphocytes. Cette adaptation
confeére a la membrane des hématies une plus grande flexibilité que celle des lymphocytes. Donc,
il semblerait que les propriétés biophysiques des membranes plasmiques varient d’'un type
cellulaire 3 un autre car elles sont liées 4 la composition en lipides et protéines membranaires qui
est caracténistique de la fonction cellulaire.

Finalement, nous avons comparé les valeurs d’anisotropie de fluorescence de plusieurs marqueurs

obtenues pour un méme type cellulaire (lymphocyte et érythrocyte) en fonction du modéle étudié
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(Homme, singe et rat). Nous avons observé une tigidification du micro-environnement du 6-AS
chez 'Homme en comparaison du rat, quel que soit le type cellulaire considéré. En outre,
Pinterface eau-lipide de la bicouche lipidique des lymphocytes est la plus fluide chez 'étre humain
et la plus rigide chez le singe. Ces résultats s’expliquent par une composition en lipides et
protéines membranaires qui varie d’'une espece a une autre (Roelofsen et coll., 1981). En effet,

nous avons constaté que la composition en lipides des membranes d’érythrocytes est différente
chez le rat et 'THomme.

En résumeé, nos résultats ont mis en évidence que I'utilisation de plusieurs marqueurs fluorescents
permet I'évaluation compleéte de I'état de fluidité membranaire de la bicouche lipidique. En outre,
les valeurs basales de fluidité membranaire varient d’un type cellulaire 2 un autre et selon le
modeéle considéré. Les bases des mesures de I'index de fluidité membranaire étant posées nous

avons étudié les variations des propriétés biophysiques de la membrane aprés une irradiation 77
vitro.

Evolution de I'index de fluidité membranaire aprés une irradiation éz vitro

Nous avons étudié les variations de fluidité membranaire aprés une exposition aux rayonnements
ionisants de cellules de lymphoblastes en utilisant la technique de formation d’excimeéres
intermoléculaires. Cette méthode permet d’estimer le mouvement de diffusion latérale des lipides
dans le plan de la membrane (Galla & Hartmann, 1980). En particulier, elle présente I'intérét de
pouvoir rendre compte des interactions entre lipides et protéines car les mouvements des lipides
sont contraints par la présence de protéines dans la bicouche lipidique (Galla & Hartmann, 1980).
Nos résultats indiquent que la mobilité transversale des lipides augmente en fonction de la dose,
une heure aprés une irradiation a 2 et 4 Gy et a un débit de dose de 1 Gy/min, mais retourne a la
valeur basale lorsque la dose appliquée est de 8 Gy. Une augmentation des mouvements
transverses des lipides a été également observée aprés une irradiation X de membranes
d’érythrocytes (Yonei et coll, 1979) et de thymocytes (Koélling et coll, 1994) a des doses
semblables. Kolling et coll. (1994) ont aussi constaté qu'a partir de 6 Gy, l'index de diffusion
latérale diminue pour atteindre la valeur obtenue pour des échantillons non irradiés. Par ailleurs,
les mesures réalisées au laboratoire par Berroud et coll. (1996) sur des cellules de lymphoblastes,
dans des conditions expérimentales et d’irradiation similaires, ont mis en évidence des
modifications de la fluidité membranaire radio-induites en utilisant la technique de polarisation de
fluorescence. Ces auteurs ont observé une augmentation de la fluidité membranaire d’autant plus
marquée que la dose est élevée et détectable jusqu'a 24 heures aprés une exposition aux

rayonnements ionisants. Cependant, bien que les modifications de I'index de diffusion latérale ne
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soient plus perceptibles lorsque le débit de dose est de 0,1 Gy/min, la technique de polarisation
de fluorescence permet d'observer des altérations de fluidité membranaire d’autant plus
importantes que le débit de dose est faible. Cette différence de sensibilité entre ces deux
techniques a été également constatée par Kleinfeld et coll. (1981). Pour des débits de dose
inférieurs 2 1 Gy/min et pour des doses supérieures 2 6 Gy, lirradiation induirait une
fluidification membranaire dans des micro-domaines qui n’affecterait pas globalement la mobilité
transverse des lipides. En effet, des modifications de fluidité peuvent étre détectées dans des
micro-domaines membranaires bien que la fluidité de ensemble de la bicouche, c’est a dire a plus
grande échelle, ne soit pas altérée (Kleinfeld et coll., 1981). Ces résultats montrent que la
méthode de mesure de I'index de fluidité membranaire par polarisation de fluorescence est plus
sensible pour estimer les dommages membranaires radio-induits que la technique de formation
d’exciméres intermoléculaires car Pirradiation induit des perturbations de la fluidité membranaire
dans des micro-domaines.

Nous avons étudié leffet d’une exposition aux rayonnements ionisants a une dose de 8 Gy de
fibroblastes jusqu'a 48 heures aprés irradiation en utilisant plusieurs marqueurs fluorescents. Des
modifications du gradient de fluidité membranaire de Pensemble de la bicouche (3-AS/12-AS)
ont été détectées une heure apreés irradiation. Ces altérations radio-induites se traduisent par une
rigidification de la partie haute de la région hydrocarbonée (3-AS). D’autre part, utilisation de
PANS a permis de mettre en évidence une fluidification de linterface lipide-protéine 2 partir de
24 heures aprés irradiation et qui persiste jusqu’a 48 heures. Ces résultats mettent en évidence que
des dommages membranaires radio-induits des cellules de fibroblastes sont détectables
précocement en utilisant le 3-AS et 2 plus long terme si les mesures sont réalisées avec VANS.
L'utilisation de plusieurs sondes dont la localisation membranaire est différente permet de suivre
Pévolution des atteintes membranaires radio-induites dans des micro-domaines plusieurs jours
apres irradiation. Par ailleurs, 'observation d’altérations de la fluidité membranaire aprés une
exposition au rayonnement gamma de cellules de peau permet d’envisager Putilisation de la
technique de polarisation de fluorescence dans le cadre d’une irradiation localisée.

L’effet d'une irradiation sur des échantillons sanguins a été mesuré en utilisant les acides
stéariques jusqu'a 24 heures aprés irradiation. Cette étude a été réalisée sur des lymphocytes et des
érythrocytes. Nos résultats confirment que la cytométrie de flux est plus sensible que la
spectrofluorimétrie dans la détection des dommages membranaires radio-induits, quel que soit le
type cellulaire considéré. En effet, la cytométrie de flux permet d'observer ces altérations jusqu’a
24 heures aprés irradiation alors que la spectrofluorimétrie ne les détecte que dans les temps
précoces c’est a dire une heure aprés irradiation. De plus, nos résultats indiquent que Pirradiation
induit une fluidification du micro-environnement du 6-AS dans les membranes de globules
rouges. Cela se traduit par des perturbations du gradient de fluidité membranaire principalement
dans les régions profondes de la chaine hydrocarbonée de la bicouche lipidique. Par ailleurs, suite

4 une exposition aux rayonnements ionisants, les lymphocytes présentent une rigidification des
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régions profondes des chaines d’acides gras membranaires qui sont détectables 24 heures aprés
irradiation avec le 6-AS, le 9-AS et le 12-AS. Ces observations complétent les résultats obtenus
par Benderitter et coll. (1999) sur des lymphocytes dans des conditions d’expérimentation et
d’irradiation similaires. En effet, ils ont constaté une fluidification de Pinterface lipide-protéine
qui persistait jusqu’a 24 heures apres irradiation. De plus, ils ont montré 'existence de relations
effet-dose a partir de 1,5 Gy. L'index de fluidité membranaire peut donc étre considéré comme
un indicateur d’exposition aux rayonnements ionisants #z viro jusqu’a 24 heures aprés irradiation.
D’autre part, comme les dommages membranaires se localisent dans des micro-domaines
Putilisation des acides stéariques et en particulier du 6-AS et du 9-AS permet de détecter les
atteintes radio-induites du centre de la région hydrocarbonée des membranes d’érythrocytes.
Tandis que pour le lymphocyte, ces dommages radio-induits se localisant a Pinterface lipide-

protéine et a partir du milieu de la région hydrophobe de la bicouche, ils peuvent étre mesurés en
utilisant le TMA-DPH et le 6-AS.

En résumé, in vitro, I'index de fluidité membranaire permet de mesurer la micro-désorganisation
de la membrane apres une irradiation. De plus, ce parametre satisfait aux principaux critéres d’'un
bio-dosimeétre : existence d’une relation dose-effet quel que soit le type cellulaire étudié et stabilité

de la mesure dans le temps jusqu’a 1 jour apres irradiation.

Evolution de l'index de fluidité membranaire aprés une irradiation sz »v0 : modeéles animaux

Afin d’évaluer I'utilisation de 'index de fluidité membranaire comme bio-indicateur de dose, des
études ont été réalisées sur des prélevements sanguins provenant de modéles animaux exposés
corps entier au rayonnement gamma.

Dans un premier temps, nous nous intéresserons aux résultats obtenus pour I'érythrocyte.
L’étude sur le modele rat montre que I'érythrocyte ne présente pas de modifications de I'index de
fluidité membranaire mesuré avec le 6-AS et le 9-AS quelle que soit la dose appliquée. Cependant,
Pirradiation induit des perturbations du gradient de fluidité du 6-AS/9-AS une heure et 72 heures
aprés I'exposition des animaux. L'index de fluidité membranaire mesuré dans les hématies
provenant d’échantillons sanguins de singes exposés corps entier a une dose de 8 Gy augmente
dés 1 heure pour le 9-AS et dés 24 heures pour le 6-AS, et perdurent jusqu'a 72 heures apres
irradiation. Ces observations peuvent suggérer que les érythrocytes de singes soient plus
radiosensibles que les globules rouges de rats au niveau membranaire. Les différences constatées
entre I'in vivo et Uin vitro, dans Pexpression des dommages membranaires de érythrocyte, peuvent

s'expliquer par 'importance du role de la régulation physiologique dans les modéles iz vivo.
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Dans un deuxiéme temps, les résultats obtenus sur les lymphocytes de rats, aprés une irradiation a
1,5 Gy, indiquent une rigidification de l'interface lipide-protéine détectable dés 1 heure, et de la
région hydrophobe de la membrane détectable dés 24 heures, mais qui toutes deux persistent
jusqua 72 heures. Chez le singe, nous avons mis en évidence une rigidification de la région
hydrophobe de la bicouche lipidique des lymphocytes perceptible a partir d’'une heure et qui
persiste jusqu’a 24 heures aprés irradiation. De plus, les variations obtenues sont beaucoup plus
importantes que celles observées 7z #itro. Donc le lymphocyte semble donc étre un bon modéle
cellulaire car les dommages membranaires sont détectables a des temps trés précoces et persistent
jusqua 3 jours lorsque les animaux sont exposés a une faible dose. Cependant, une irradiation 2

une dose plus forte (8 Gy) induit une lymphopénie qui ne permet pas de réaliser les mesures de
fluidité membranaire pour des délais supérieurs a 24 heures.

En résumé, les expériences réalisées /7 vivo suggeérent que I'index de fluidité membranaire puisse
étre un bio-indicateur de Pexposition aux rayonnements ionisants. Parmi les deux modeles
cellulaires considérés, le plus intéressant est le globule rouge car ne comportant pas de noyau et
sa durée de vie étant de 120 jours nous n’observons pas une chute de sa concentration sanguine
aprés irradiation contrairement aux lymphocytes. De plus, il 2 la propriété de s’adapter a la
dimension des capillaires sanguins et donc d’atteindre les extrémités du corps et en particulier les
mains. Contrairement au lymphocyte, ce modele cellulaire serait donc utilisable dans le cadre
d’une irradiation localisée des extrémités. Par ailleurs, son nombre étant 1000 fois plus élevé que

celui des lymphocytes, il suffit d’un volume minimal de 500 ul de sang pour pouvoir réaliser les
mesures de fluidité membranaire.

Faisabilité de I'utilisation de index de fluidité membranaire chez PHomme

Afin de se placer dans la configuration la plus favorable 4 I'évaluation de lindex de fluidité
membranaire comme bio-marqueur d’une exposition 4 une irradiation, nous avons collaboré avec
le service de radiothérapie de I'Institut Gustave Roussy pour obtenir des prélévements sanguins
de patients ayant subi une irradiation corporelle totale. La mesure de lindex de fluidité
membranaire a été réalisée en incorporant les acides stéariques dans les membranes de globules
rouges. Les patients étudiés présentaient des pathologies de type : leucémie lymphoblastique
aigué, leucémie myéloide chronique, leucémie myéloide aigué ou myélome. L'age moyen des
patients participant a cette étude était de 43 ans.

Les mesures d’anisotropie de fluorescence réalisées sur des globules rouges entiers de 14 témoins,
qui constituent la population saine, sont stables et conformes aux valeurs obtenues par Muller

(1988). Nos résultats ont mis en évidence tout d’abord que de fagon basale le gradient de fluidité
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membranaire des érythrocytes de patients avant radiothérapie est totalement perturbé en
comparaison de celui mesuré pour une population saine. Ces altérations se traduisent
principalement par une rigidification des parties profondes de la région hydrocarbonée. En effet,
les patients ont subi un traitement de chimiothérapie permettant la rémission de leur maladie
avant d’étre irradiés corps entier. Les molécules utilisées lors de ce traitement sont la
cyclophosphamide ou le busulfan (Gilson & Taylor, 1997). Subramaniam et coll. (1994) ont
montré que le traitement du cancer du sein avec plusieurs anticancéreux dont la
cyclophosphamide induisait des altérations de la structure membranaire des globules rouges. Ces
auteurs ont observé, en particulier, une augmentation du rapport molaire
cholestérol/phospholipides et une diminution de la fluidité de la bicouche lipidique. Apres la
premiére fraction de dose du traitement de radiothérapie, le gradient de fluidité des membranes
d’hématies des patients est modifié 4 tous les niveaux de la bicouche lipidique. Donc bien que le
traitement de chimiothérapie modifie les propriétés biophysiques de la membrane des globules
rouges, l'index de fluidité membranaire permet de détecter des dommages membranaires induit
par une irradiation corporelle totale 42 1,8 Gy. Cependant, les valeurs du gradient de fluidité
obtenues apres Pirradiation corporelle totale sont semblables a celles mesurées dans les
membranes d’érythrocytes d’'une population saine. Les résultats obtenus chez 'Homme ne sont
donc pas concluants pour se prononcer sur la faisabilité de P'utilisation de I'index de fluidité
membranaire comme bio-indicateur d’une exposition aux rayonnements ionisants. En effet, cette

étude met en évidence la nécessité de connaitre la valeur basale de I'index de fluidité membranaire
avant irradiation.

Le tableau 22 récapitule les caractéristiques principales d’un dosimeétre biologique. Nous avons pu
ainsi vérifier si I'index de fluidité membranaire remplissait les conditions requises pour étre un
bio-indicateur de dose en comparant les résultats observés a ceux obtenus pour la technique de

référence en dosimétrie biologique : le dénombrement des aberrations chromosomiques instables.
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Mesure de Pindex de fluidité e g
Caractéristiques d’un bio-indicateur de dose il ' deif
dicentriques
® Relations dose-effet ; ++ (In vitro - 2 2 8 Gy) +
e Facilité d’'obtention et de dosage ; Fk +
e Spécificité de I'effet di aux rayonnements ionisants ; +/- +++
® Reproductibilité ; ++ et
e Sensibilité ; +/- (In vitro : 1,5 Gy) +++ (0,1 Gy)
+/- (In vivo : 1,5 Gy)
® Stabilité dans le temps ; +/- (In vitrs : 24 h) +++ (3 4 6 mois)
+ (In vivo : 72 h)
® Possibilité de traiter un nombre suffisant de cas ; ks g
e Capacité de s’adapter aux différents types = 4+
d’exposition ;
e Reconstitution g pesteriori de Pexposition. Aot +/-

Tableau 22 : Comparaison des caractéristiques requises par un bio-indicateur de dose entre Pindex de
fluidité membranaire et le dénombrement des dicentriques.

Il n’existe pas en dosimétrie biologique un bio-indicateur de dose idéal qui vérifie tous les critéres
requis. L'index de fluidité membranaire répond a certaines caractéristiques requises pour etre un
bioindicateur de dose mais il n’est pas utilisable en dosimétrie opérationnelle car il présente un
certain nombre d’inconvénients. Tout d’abord, bien qu’il réagisse a une irradiation, il n’est pas
spécifique d’une exposition aux rayonnements ionisants. En effet, plusieurs facteurs sont connus
pour induire des variations de I'index de fluidité membranaire. Les patients atteints d’alcoolisme
chronique présentent une augmentation de la fluidité membranaire de leurs globules rouges
(Hrelia et coll., 1986). Une augmentation de la cohésion membranaire de globules rouges a été
également observée chez des patients diabétiques par Bara et coll. (1979) et Otsuiji et coll. (1981).
Par ailleurs, en utilisant les acides stéariques comme sondes fluorescentes, Caimi (1997) a constaté
une diminution de la fluidité membranaire des érythrocytes chez des patients présentant une
hypertension essentielle. D’autre part, la persistance des dommages membranaires radio-induits
étant relativement courte (3 jours), des problémes d’acheminement des échantillons se poseraient
en cas d'une suspicion d’irradiation. Enfin, dans nos études, la valeur témoin de fluidité
membranaire mesurée avant irradiation était toujours connue, ce qui n’est pas le cas pour une
suspicion d’exposition aux rayonnements ionisants. Cette valeur basale pourrait étre obtenue
avant irradiation dans le cadre du suivi d’'une population 2 risque c’est 4 dire pour les travailleurs
de I'industrie nucléaire. Cependant, dans les cas d’exposition d’'une population non sensée étre 2

risque comme le public, pour obtenir cette valeur basale, il faudrait soit la mesurer quelques
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semaines apres irradiation, ce qui semble difficilement téalisable, soit se référer aux valeurs
obtenues pour une population témoin. Méme si I'index de fluidité membranaire ne peut étre
considéré au sens strict comme un bio-indicateur de dose, il pourrait étre employé en
complément de la technique de dénombrement des dicentriques afin de réaliser un premier tri
pour le traitement d’une large population en cas d’accident de grande envergure. Par ailleurs,
I'index de fluidité membranaire peut se révéler tres utile dans le cadre d’études fondamentales

pour évaluer les dommages radio-induits au niveau cellulaire et leurs impacts sur les tissus.
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Lors d’une exposition accidentelle aux rayonnements ionisants, estimation de la dose recue en
dosimétrie biologique est réalisée en dénombrant les aberrations chromosomiques de type
dicentrique, dans les lymphocytes circulants, par une technique de cytogénétique conventionnelle.
Cette méthode se base sur les effets dommageables des rayonnements ionisants sur la molécule
d’ADN. Néanmoins, cette technique présente certaines limites dans les cas d’une irradiation
hétérogene et localisée. Cest pourquoi, dans le but d’évaluer le plus précisément la dose, il est
nécessaire de rechercher de nouveaux bio-indicateurs de dose qui tiennent compte d’autres
parametres biophysiques et biochimiques. Lors d’une irradiation, les rayonnements ionisants
déposent leur énergie dans tout le volume de la cellule. Bien que PADN, support de 'information
génétique, soit considéré comme la cible principale des rayonnements ionisants par ses effets
létaux et mutagénes, un ensemble de travaux scientifiques récents, y compris dans notre

laboratoire, ont montré que la membrane plasmique est aussi le siége de modifications
biophysiques radio-induites.

L'objectif de cette étude a été tout d’abord d’approfondir les mécanismes conduisant aux
altérations radio-induites des propriétés biophysiques membranaires et leur impact sur une
fonction cellulaire, la mort cellulaire, afin de démontrer que la membrane est une cible sensible
des rayonnements ionisants. Pour réaliser ces travaux, nous avons sélectionné deux modéles
cellulaires différents de par Pexistence ou non d’une régulation génique: le lymphocyte et
Pérythrocyte dans le but de mettre en évidence une spécificité de la membrane dans la réponse
cellulaire 4 une irradiation 7 vifro. Nos résultats indiquent que I'irradiation induit des dommages
membranaires au niveau de la composition en acides gras des phospholipides des érythrocytes.
Ces dommages membranaires sont susceptibles d’induire des modifications des propriétés
biophysiques des membranes d’érythrocytes. L’absence de variation de la composition en lipides
de la membrane des lymphocytes résulterait de Pexistence d’un processus de « réparation
membranaire fidéle » et/ou d’un systéme efficace de protection des lipides inductibles car sous la
dépendance directe d’une régulation génique. Bien quaucune modification structurelle des
constituants lipidiques de la membrane des lymphocytes n’ait été mise en évidence aprés
irradiation, nous avons observé des altérations de leur fluidité membranaire aprés irradiation. Il
existerait donc des mécanismes de régulation des propriétés biophysiques membranaires
beaucoup plus sensibles que la composition lipidique des membranes tels que le métabolisme du
cholestérol. Par ailleurs, les modifications des propriétés biophysiques de la membrane des
lymphocytes s’amplifient au fur et 4 mesure que les cellules progressent dans le processus
apoptotique et sont spécifiques de lapoptose radio-induite. Ces différentes observations
montrent donc que la mesure de la fluidité membranaire permet d’obtenir une vision intégrée des
dommages de la membrane cellulaire qui est une cible sensible des radiations ionisantes dont le

role est primordial dans le développement des dommages cellulaires.
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Nous avons ensuite étudié si I'expression des dommages membranaires radio-induits pouvait étre
influencée par l'existence d’une régulation physiologique. Ainsi, nous avons élaboré plusieurs
régimes qui ont été administrés a des rats afin d’évaluer 'importance du rdle des lipides et des
défenses anti-oxydantes dans les altérations membranaires suite 2 une exposition #z vro des
animaux aux rayonnements ionisants. L’exposition totale des animaux 2 une irradiation modifie la
composition en acides gras des membranes d’érythrocytes dont la nature des dommages dépend
du type de régime administré. En outre, lirradiation 7z #w des animaux induit de trés faibles
variations des propriétés biophysiques des membranes d’érythrocytes en comparaison des
résultats observés z# uitro en raison de Pexistence d’une régulation physiologique extracellulaire. La
similitude des atteintes radio-induites de la fluidité membranaire des lymphocytes entre les
expériences in vitro et in vivo suggere que ce modele cellulaire soit faiblement dépendant de cette
régulation physiologique extracellulaire. Par ailleurs, la composition en acides gras des régimes
influe sur la sensibilité des lymphocytes a I'apoptose radio-induite. L’étude sur le role des
défenses antioxydantes a montré que les régimes supplémentés en vitamine E modifient les
concentrations plasmatiques en vitamine E. Cependant, dans nos conditions expérimentales, cet
enrichissement n’a aucun effet sur les altérations radio-induites des propriétés biophysiques
membranaires et sur le processus apoptotique radio-induit. En conclusion, la composition en
lipides des membranes joue un réle important dans la sensibilité membranaire aux effets de

Pirradiation. Cependant, ce facteur peut étre modulé par la présence dune régulation
physiologique extracellulaire.

Nous avons donc montré que la membrane plasmique est une cible sensible des rayonnements
ionisants que ce soit aprés une irradiation iz vitro ou in vive. D’autre part, Pindex de fluidité
membranaire permet d’obtenir une vision intégrée des dommages membranaires et peut étre
mesuré sur tout type cellulaire. C’est pourquot la possibilité d’utiliser ce paramétre en dosimétrie
biologique comme indicateur d’'une exposition aux rayonnements ionisants a été évaluée dans
cette derniére partie. La stabilité des mesures dans le temps et I'existence de relations dose-effet
aprés I'irradiation iz vitro de modéles cellulaires permettent d’envisager P'utilisation de I'index de
fluidité membranaire comme un bio-dosimétre. Les expériences réalisées sur des modéles in zivo
suggerent également que I'index de fluidité membranaire puisse étre un bio-indicateur d’une
exposition aux rayonnements ionisants. En effet, les altérations radio-induites sont plus
importantes qu’zz viro et détectables jusqu’a 3 jours apres irradiation. Afin de finaliser cette étude,
nous avons testé 'utilisation de ce parameétre comme bio-indicateur de dose sur des prélévements
sanguins de patients ayant subi une irradiation corporelle totale. Ces observations ont mis en
évidence que leffet de la premiére fraction de dose du traitement de radiothérapie a été
difficilement observable en raison du traitement de chimiothérapie qui perturbe les mesures de
Pindex de fluidité membranaire. Cette étude réalisée sur THomme n’est donc pas concluante pour

se prononcer sur la faisabilité de Putilisation de Pindex de fluidité membranaire comme bio-
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indicateur d’une exposition aux rayonnements ionisants. De plus, elle laisse supposer que
Putilisation de I'index de fluidité membranaire en dosimétrie biologique présenterait certains
inconvénients. En effet, bien que I'index de fluidité membranaire soit sensible a une irradiation, 1l
n’est pas spécifique d’une exposition aux rayonnements ionisants. D’autre part, son utilisation en
dosimétrie opérationnelle reste difficilement envisageable en raison d’une part de la nécessite de
se référer 2 une valeur basale obtenue avant irradiation ; et d'autre part du délai relativement court
(3 jours) pendant lequel ce paramétre serait sensible 4 une irradiation. Néanmoins, la mesure de
Pindex de fluidité membranaire étant rapide, elle pourrait étre utilisée en complément de la
technique de cytogénétique conventionnelle afin d’effectuer un premier tri pour le traitement

d’une large population en cas d’accident de grande envergure.

En conclusion, bien que Pindex de fluidité membranaire ne soit pas un bio-indicateur d’une
exposition 2 une irradiation utilisable en dosimétrie biologique, il se révéle étre un excellent outil
dans le cadre d’études plus fondamentales pour évaluer les dommages radio-induits et leur impact
au niveau cellulaire mais également tissulaire. La membrane plasmique est une interface entre le
milieu extra et intracellulaire et joue un role majeur dans la régulation de la transmission des
signaux extracellulaires. Des expériences récentes ont mis en évidence que Iexpression des
lésions tissulaires radio-induites est la résultante d’un «bystander effect». Ainsi, il serait
particulierement intéressant d’étudier le role des altérations radio-induites des propriétés
biophysiques membranaires dans les voies de signalisation inter et intracellulaire de apoptose.

Par ailleurs, Pimportance d’une régulation physiologique dans I'expression des dommages
membranaires radio-induits iz #vo suggérent de réaliser des études afin de mieux comprendre

tmpact des rayonnements ionisants sur cette régulation physiologique.
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TITRE en anglais et RESUME en anglais

Radio-induced membrane damages as biosensors of radiation exposure: Mechanisms
studies and practical applications.

After an accidental overexposure, the assessment of the received dose in biological dosimetry is
performed by a method based on the effects of irradiation on the DNA molecule. But this
technique shows some limitations; therefore we tried to find new biosensors of radiation
exposure. We have pointed out that membrane is a critical target of ionising radiation after an in
vitro and in vivo overexposure. In vitro, these modifications were involved in the radio-induced
apoptotic pathway. The measure of membrane fluidity allowed us to obtain an overall view of
cellular membrane. Moreover, i# v, by changing the lipid nutritional status of animals, our
results displayed the important role played by membrane lipid composition in radio-induced
membrane alterations. Besides, membrane effects were adjusted by the extracellular physiological
control, and in particular by the damages on membrane fatty acid pattern. Finally, we have tested
the use of membrane fluidity index as a biosensor of radiation exposure on iz ww models and
blood samples from medical total body irradiated patients. The results achieved on animal models
suggested that the membrane fluidity index was a biosensor of radiation exposure. Nevertheless,
the observations realised on patients highlight that the effect of the first dose fraction of the
radiotherapy treatment had some difficulties to be noticed. Indeed, the combined treatment:
chemotherapy and radiotherapy disturbed the membrane fluidity index measures. To conclude,
whereas this parameter was not a biosensor of irradiation exposure usable in biological dosimetry,

it may allow us to assess the radio-induced damages and their cellular but also tissue impacts.



RESUME en frangais

Lors d’une exposition accidentelle aux rayonnements ionisants, I'estimation de la dose regue en
dosimétrie biologique est réalisée en se basant sur les dommages de la molécule d’ADN.
Néanmoins, cette technique présente certaines limites, c’est pourquoi nous recherchons de
nouveaux bio-indicateurs de dose. Nous avons montré que la membrane est une cible sensible
des rayonnements ionisants suite 2 une exposition ## it et in vivo. In witro, lirradiation induit des
altérations de la composition en acides gras des phospholipides membranaires et conditionnent
les propriétés biophysiques de la membrane. Ces atteintes participent au processus apoptotique
radio-induit. La mesure de la fluidité membranaire permet ainsi d’obtenir une vision intégrée des
dommages de la membrane cellulaire. D’autre part, iz siro, en modifiant Pétat nutritionnel
lipidique des animaux, nos résultats ont mis en évidence I'importance du role de la composition
en lipides de la membrane dans les altérations membranaires radio-induites. De plus, la régulation
physiologique extracellulaire module les effets membranaires radio-induits et en particulier les
dommages au niveau du profil en acides gras membranaires. Finalement, nous avons testé
Putilisation de P'index de fluidité membranaire comme bio-indicateur de dose sur des modeles iz
vivo et des prélévements sanguins de patients ayant subi une irradiation médicale corporelle totale.
Les résultats obtenus sur des modéles animaux suggérent que ce parametre puisse étre un bio-
indicateur d’exposition. Cependant, les observations réalisées sur les patients sont difficilement
interprétables en raison du traitement combiné : chimiothérapie et radiothérapie. En conclusion,
bien que ce paramétre ne soit pas un bio-indicateur d’une exposition a une irradiation utilisable
en dosimétrie biologique, il permettrait d’évaluer les dommages radio-induits et leur impact au

niveau cellulaire mais également tissulaire.

DISCIPLINE
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