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Un plan, quand il apparaît à l’esprit, le séduit et le captive, il est tout lumière,

ordre et nouveauté ; puis, lorsque vient l’heure d’exécution et de travail, lorsqu’il faut

ranger dans le cadre et dans les lignes régulières qu’il présente, la masse brute et

informe des matériaux amassés, alors commence l’épreuve décisive. Rien de plus

laborieux que le passage d’une conception abstraite à une œuvre effective. Mais, quoi

qu’il advienne de celle-ci, un plan qui a changé le point de vue habituel et haussé le

niveau a pu seul m’engager dans ce travail qui a là son originalité principale.

Emile Littré (1801-1881)

lexicographe et philosophe
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3.3.1 Quantification de l’expression des gènes modulés . . . . . . . . . . . . . 105

3.3.1.1 Quantification du nombre de gènes modulés pour chaque dose . . 107
3.3.1.2 Quantification des gènes modulés pour chaque temps . . . . . . . 108
3.3.1.3 Matrice d’intersection des gènes modulés . . . . . . . . . . . . . . 110
3.3.1.4 Analyse des scores de corrélation . . . . . . . . . . . . . . . . . . 112

Chapitre 3.4 Étude des profils de modulation en fonction de la dose d’irradiation 115
3.4.1 Identification de profils d’expression d’intérêt . . . . . . . . . . . . . . . 115
3.4.2 Classification des gènes appartenant aux profils de type I . . . . . . . . . 116
3.4.3 Classification des gènes appartenant aux profils de type II . . . . . . . . 118
3.4.4 Discussion sur la classification des gènes . . . . . . . . . . . . . . . . . . 123

Chapitre 3.5 Interprétation biologique des profils de modulation d’expression 124
3.5.1 Analyse des fonctions biologiques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

3.5.1.1 Gènes différentiellement modulés en fonction de la dose. . . . . . 124
3.5.1.1.1 Sur-expression à partir de 50 mGy . . . . . . . . . . . . 125
3.5.1.1.2 Sur-expression à partir de 100 mGy . . . . . . . . . . . . 126
3.5.1.1.3 Sur-expression à partir de 500 mGy . . . . . . . . . . . . 126
3.5.1.1.4 Synthèse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 127

3.5.1.2 Gènes modulés de manière similaire pour l’ensemble des doses . . 131
3.5.1.2.1 Sur-expression . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131
3.5.1.2.2 Répression . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 133

3.5.1.3 Discussion sur l’analyse fonctionnelle . . . . . . . . . . . . . . . . 133
3.5.2 Régulateurs de l’expression des gènes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

3.5.2.1 Analyse des groupes de gènes surrexprimé différentiellement avec
la dose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

3.5.2.2 Analyse des groupes de gènes modulés de manière similaire pour
l’ensemble des doses. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 138
3.5.2.2.1 Surexpressions . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 138

vi



Table des matières Table des matières

3.5.2.2.2 Répressions . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141
3.5.2.3 Analyse des régulateurs sur l’ensemble des 2745 gènes et synthèse 143
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Contexte et objectifs de la thèse

Cette thèse a été réalisée au sein du Laboratoire de Dosimétrie Biologique (LDB) de

l’Institut de Radioprotection et Sureté Nucléaire (IRSN). Ce laboratoire a pour objectif de

développer une organisation opérationnelle et des méthodes pour réaliser des évaluations

par dosimétrie biologique de la dose reçue par des individus en cas d’accident radiologique.

Pour cela, le laboratoire s’appuie sur une technique de référence basée sur le dénombrement

d’aberrations chromosomiques. Cependant cette approche présente un seuil de détection à

100 mGy. L’un des objectifs du laboratoire est de repousser les limites de cette technique

de référence à travers différents projets de recherches à visée appliquée s’appuyant sur les

effets des rayonnements ionisant sur l’ADN. Ainsi le laboratoire explore le potentiel de

différentes approches (puces à Oligonucléotides, Multi-FISH, g H2AX. . .) qui permettrait

d’estimer à terme des doses d’exposition inférieures à 100 mGy. L’utilisation au sein du

LDB des puces à oligonucléotides a permis de mettre en évidence une réponse transcripto-

mique précoce, significative et importante des lymphocytes T CD4+ exposés à une faible

dose (50 mGy) de rayonnements ionisants (Gruel et al.,2008).

Basés sur ce constat, ces travaux de thèse ont débuté, dans le but d’explorer cette réponse

transcriptionelle en fonction du temps et de la dose et d’émettre des hypothèses concernant

de potentiels capteurs moléculaires de l’exposition impliqués dans la réponse cellulaire aux

faibles doses. Pour cela, une approche à large spectre utilisant la biotechnologie des puces à

oligonucléotides a été utilisée afin d’étudier les modifications du transcriptome en réponse

aux faibles doses. Cette approche a aussi pour but d’émettre des hypothèses sur les acteurs

moléculaires impliqués dans cette réponse.
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Première partie

État de l’art sur les radiations ionisantes et

le vivant
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CHAPITRE 1.1

LES RAYONNEMENTS IONISANTS

Le phénomène de radioactivité a été découvert en 1896 par Henri Becquerel 1. La ra-

dioactivité est omniprésente dans notre environnement et le vivant subit une exposition

universelle à ce phénomène. Afin de comprendre et d’étudier les possibles conséquences

de cette exposition, il est nécessaire de connaitre en quoi consiste le phénomène de radio-

activité. Lors de la désintégration spontanée d’un noyau radioactif instable, une énergie

est dégagée par émission d’un ou plusieurs types de rayonnements. Ces rayonnements

sont dits “ionisants” et se caractérisent par leur aptitude à arracher un électron à la

matière qu’ils traversent. Par conséquent, ils sont susceptibles d’induire par ionisation

des modifications structurales de la matière.

Il existe différents types de rayonnements ionisants, tels que les rayons alpha, bêta et

les rayons gamma.

– Les rayonnements a (alpha) sont des noyaux d’hélium [42He], de charge posi-

tive, constitués de deux protons et deux neutrons. Les particules alpha sont peu

pénétrantes. Une feuille de papier suffit à les arrêter et leur trajet ne dépasse pas

quelques dizaines de micromètres dans les tissus biologiques.

1. Henri Becquerel (1852-1908)
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1.1.1. Dépôt d’énergie des particules ionisantes

– Les rayonnements ß (bêta) peuvent être chargées négativement b- [électrons] ou

positivement b+ [positrons]. Elles sont plus petites et donc plus pénétrantes que les

particules alpha. Leur portée reste tout de même assez limitée. Elles sont arrêtées

par une feuille d’aluminium ou par quelques millimètres d’épaisseur de tissus biolo-

giques.

– Les rayonnements g (gamma) sont composés de photons. Ce sont des rayon-

nements électromagnétiques de hautes fréquences (>1018hertz) émis par le noyau

d’un atome. Ces rayons gamma sont susceptibles de céder à un atome tout ou une

partie de leur énergie. Ils peuvent parcourir plusieurs centaines de mètres dans l’air.

D’épais écrans de béton ou de plomb sont nécessaires pour s’en protéger. Ils sont

très pénétrants au niveau de l’organisme.

1.1.1 Dépôt d’énergie des particules ionisantes

1.1.1.1 Dose absorbée

Lorsque le rayonnement traverse la matière, une certaine portion de son énergie est

transférée. La dose absorbée correspond à la grandeur dosimétrique qui quantifie l’énergie

totale, déposée dans la matière irradiée 2. Elle a pour unité de mesure le Gray (Gy), en

hommage au radiophysicien Louis Harold Gray 3. Dans le système international (S.I),

une dose absorbée de 1 Gy équivaut à une quantité d’énergie transférée de 1 J.Kg-1.

Le débit de dose correspond à l’intensité de l’irradiation et correspond donc à l’énergie

absorbée par la matière par unité de temps.

2. La dose absorbée sera l’unité de grandeur utilisé tout au long du rapport.
3. Louis Harold Gray (1905-1965)
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1.1.1. Dépôt d’énergie des particules ionisantes

1.1.1.2 Notion de TEL

Le transfert d’énergie linéique (TEL) est défini comme la densité d’énergie transférée

par le milieu, rapporté à l’unité de longueur de la trajectoire de la particule. Il est ex-

primé en eV.µm-1(1eV=1.6 10-19 J) et dépend du type de rayonnement et de son énergie.

On peut distinguer les rayonnements à faible TEL et les rayonnements à TEL élevé.

Les rayonnements g présentent un transfert d’énergie linéique faible. La densité

d’ionisation est faible sur la trajectoire du photon. En fin de parcours, des grappes d’io-

nisation peuvent se former. Les trajectoires d’une particule à faible TEL sont illustrées

en Figure 1.1.1 a) (Goodhead, 1994).

Les rayonnements a présentent un transfert d’énergie linéique élevé. Ces rayonne-

ments à TEL élevé se caractérisent par une trajectoire avec une production d’ionisations

moins dispersées et en plus grande densité, comme l’illustre la Figure1.1.1 b) (Goodhead,

1994).

Figure 1.1.1: Trajectoire de rayonnement à TEL faible et élevé. Représentation
schématique d’un noyau cellulaire traversé par deux trajectoires simulées d’un
(a) TEL faible et d’un (b) TEL élevé. Une dose de 1 Gy déposée dans un noyau
cellulaire produit environ 1000 trajectoires pour les particules de faible TEL
ou 4 trajectoires pour les particules de TEL élevé, d’après (Goodhead, 1994).
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1.1.2. Les différentes sources d’irradiation de l’Homme

1.1.1.3 Dose équivalente

La dose équivalente est une pondération de la dose absorbée par un facteur de pondé-

ration radiologique (Wr) propre à chaque rayonnement (Table1.1.1). La dose équivalente

prend en compte les différents types de rayonnements et les différents effets biologiques

produits. L’unité de la dose équivalente est le Sievert (Sv) et correspond à 1 Gy pour un

facteur Wr de 1.

Nature du rayonnement Facteur de pondération radiologique Wr
b, électrons, g 1

protons 2
neutrons 5 à 20 ( fonction continue de l’énergie)

a 20

TABLEAU 1.1.1: Valeurs des facteurs de pondération des différents types de
rayonnements (ICRP 2007)

1.1.2 Les différentes sources d’irradiation de l’Homme

L’Homme a toujours été exposé aux radiations ionisantes provenant de sources natu-

relles. Ces sources naturelles de radioactivité, constituent 75 % de la dose annuelle reçue

par l’Homme. La dose effective moyenne due à l’irradiation naturelle d’un organisme

humain est de 2.4 mSv par an (UNSCEAR, 2008). Précisons cependant que pour des

raisons principalement géologiques (composition des sols, altitude) le niveau de radioac-

tivité naturelle peut différer d’une région à l’autre du globe. Cette irradiation naturelle

comporte trois origines distinctes :

– les rayonnements cosmiques (exposition externe),

– les radio-éléments naturels présents dans la croute terrestre, comme le radon,

– les radio-éléments contenus dans l’alimentation, comme l’isotope 40 du potassium

(40K) et l’isotope 14 du carbone (14C) (exposition interne / externe).
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1.1.2. Les différentes sources d’irradiation de l’Homme

L’exposition résultante de la radioactivité artificielle, représente 25 % de la dose annuelle

reçue par l’homme. L’irradiation par des sources artificielles en France, correspond à une

dose annuelle délivrée de 1 mSv par habitant (Council, 2006). Pour des raisons d’ordre

économique, cette exposition artificielle est très variable d’une région à l’autre du globe

(UNSCEAR, 2010).

Dans les pays occidentaux, l’Homme est de plus en plus exposé aux radiations ioni-

santes issues de sources artificielles (UNSCEAR, 2010). D’une part, les rayonnements

ionisants sont devenus un outil incontournable de l’arsenal diagnostique et thérapeu-

tique de la médecine (UNSCEAR, 2000) et d’autre part, le risque local d’exposition

environnementale est augmenté suite aux divers évènements accidentels, liés aux activi-

tés industrielles ou militaires. Il faut souligner ces dernières années, une augmentation

des doses collectives liées aux expositions diagnostiques et thérapeutiques (UNSCEAR,

2008). Le Tableau 1.1.2 présente les principales sources d’exposition aux faibles doses

chez l’homme.

Expositions dose délivrée (mGy ou mSv)
Exposition naturelle (dose moyenne

annuelle)
2.4

Exposition artificielle (pour examen) :
Radiographie de la poitrine

0.1-0.3

Radiographie de l’estomac 0.6-2.7
Scanner 20

TABLEAU 1.1.2: Sources d’exposition aux faibles doses de rayonnements chez
l’Homme (Anzai et al., 2012).
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CHAPITRE 1.2

LES EFFETS SUR LA SANTÉ DES RAYONNEMENTS

IONISANTS

Les effets sur la santé des rayonnements ionisants dépendent de leur nature (a, ß, g),

de la quantité d’énergie déposée dans chaque organe ou tissu du corps humain (dose

d’irradiation), des modalités d’exposition (exposition globale, partielle ou localisée), de

la radiosensibilité du tissu irradié ainsi que du temps d’exposition.
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1.2.1. Les effets obligatoires ou déterministes

Figure 1.2.1: Probabilité d’apparition des effets a) déterministes et b) sto-
chastiques. La probabilité d’apparition des effets déterministes dépend d’un
seuil de dose. Celle des effets stochastiques augmente avec la dose d’irradiation,
une zone d’extrapolation est représentée pour le domaine des faibles doses.
D’après (Anzai et al., 2012).

En radioprotection, on distingue deux types d’effet sur l’organisme : les effets déter-

ministes et les effets stochastiques qui diffèrent par leur probabilité d’apparition (Figure

1.2.1).

1.2.1 Les effets obligatoires ou déterministes

Les effets déterministes, sont essentiellement la conséquence de la destruction massive

des cellules de l’organisme. Ce sont des effets à seuil, c’est-à-dire qu’ils apparaissent au

dessus d’une certaine dose d’irradiation avec la probabilité maximale (Figure 1.2.1 a).

Précoces, ils surviennent dans les jours ou les semaines qui suivent l’exposition. Ces

effets peuvent être réversibles spontanément ou suite à un traitement médical (UNS-

CEAR, 2008). Les effets déterministes impliquent généralement des expositions à des

fortes doses et ne sont généralement pas cliniquement exprimés aux faibles doses. La

gravité de ceux-ci augmente avec la dose et ils peuvent mettre en jeu le pronostic vital

de la personne. Notons qu’aucune symptomatologie clinique ou biologique reproductible
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1.2.1. Les effets obligatoires ou déterministes

n’est observée pour des doses inférieures à 0.5 Gy. La dose absorbée par l’organisme et

correspondant à une probabilité de décès de 50 % dans les 60 jours sans traitement (DL

50/60) est estimée à 3.5 Gy chez l’Homme.

Lors d’une irradiation globale et selon la dose absorbée, l’apparition des syndromes

suivants est observée :

– Le Syndrome hématopoïétique est le symptôme le plus précoce suite à une

irradiation globale. Il se manifeste à partir de 0.5 Gy et se caractérise par une

diminution précoce des lymphocytes et retardée au niveau des autres cellules du

système hématopoïétique (UNSCEAR, 2006a), (Dainiak, 2002). Le degré et la du-

rée de cette diminution dépendent de la dose (Figure 1.2.2). Par conséquent, les

symptômes cliniques manifestés chez l’individu sont habituellement une anémie et

une fatigue générale.

Figure 1.2.2: Évolution temporelle en fonction de la dose du taux de lympho-
cytes chez l’Homme après une exposition accidentelle.
(Source : Federation of American Scientists - Nato handbook on the medical
aspects of NBC defensive operations. http ://www.fas.org/main/home.jsp )

-page 10-



1.2.2. Les effets aléatoires ou stochastiques

– Le syndrome gastro-intestinal apparait à partir de 5.5 Gy et s’ajoute au syn-

drome hématopoïétique. Les symptômes biologiques se caractérisent par l’observa-

tion d’une destruction des cellules intestinales et donc de la muqueuse intestinale.

Cliniquement, l’individu est sujet à des vomissements et des diarrhées.

– Le Syndrome neurologique ne s’observe qu’à partir de 7.5 Gy. Dès lors, les

symptômes cliniques manifestés sont un œdème cérébral et le coma.

1.2.2 Les effets aléatoires ou stochastiques

Un effet biologique est dit aléatoire ou stochastique quand sa fréquence d’appari-

tion présente un “caractère probabiliste”. Les effets stochastiques sont essentiellement

la conséquence à long terme, chez un individu ou sa descendance, de la transformation

d’une cellule de l’organisme exposé. Leur probabilité d’apparition augmente avec la dose

d’irradiation (Figure 1.2.1 b) et leur gravité est indépendante de l’intensité d’irradiation.

Ces effets stochastiques sont considérés sans seuil et la moindre “faible dose” possède une

probabilité non nulle, de les générer. Cliniquement, on distingue deux catégories d’effets

stochastiques : les effets cancérigènes et les effets héréditaires (UNSCEAR, 2008).

1.2.2.1 Les effets cancérigènes

Les cancers sont le résultat de lésions délétères, au niveau de l’ADN des cellules so-

matiques, ayant fait l’objet de réparations fautives mais viables. Un cancer radio-induit

est le risque tardif redouté après une exposition aux radiations ionisantes, avec à titre

indicatif, un délai d’apparition de 2 à 15 années pour une leucémie (Verger et al., 1998).

Les études épidémiologiques réalisées sur les survivants des bombes d’Hiroshima et

Nagasaki, ont montré une augmentation significative du risque de cancer avec la dose

absorbée (Verger et al., 1998). Cependant le risque d’apparition de cancer aux faibles

doses, reste un sujet de controverses. En effet, l’augmentation du risque de cancers radio-

induits est difficile à démontrer épidémiologiquement pour des doses inférieures à 100
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1.2.2. Les effets aléatoires ou stochastiques

mSv. Actuellement, le seul moyen d’étudier des risques associés aux faibles doses, consiste

à extrapoler mathématiquement les résultats provenant des fortes doses (Commission,

2001). De plus, il est impossible actuellement de distinguer un cancer radio-induit d’un

cancer non radio-induit. Les données menées sur des expérimentations animales, des

systèmes in-vitro (Sankaranarayanan, 1991) et les données épidémiologiques permettent

de faire progresser la connaissance sur les phénomènes de carcinogénèse radio-induits.

1.2.2.2 Les effets génétiques héréditaires

Une mutation sur des cellules germinales, peut induire des effets génétiques transmis-

sibles à la descendance. Afin de mieux comprendre les effets génétiques des radiations

ionisantes, de nombreuses études basées sur des expérimentations animales (expériences

de mutagenèse des cellules germinales) ont été menées (Backlund et al., 2001), (Lindsay

et al., 2007). Ainsi, des effets génétiques ont été prouvés sur quelques modèles (droso-

phile, souris), mais les résultats de ces effets sont difficilement extrapolables à l’Homme.

TABLEAU 1.2.1: Incidence des effets génétiques observées sur une cohorte des
descendants des survivants des bombes atomiques. Aucune aug-
mentation significative des effets génétiques n’est observée dans la descen-
dance des survivants des bombes atomiques. D’après (Nakamura, 2006).
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1.2.2. Les effets aléatoires ou stochastiques

Les études épidémiologiques réalisées sur les descendants des survivants de Hiroshima

et Nagasaki, comme le montre le Tableau 1.2.1, n’ont montré aucun résultat statistique-

ment significatif, sur l’induction d’effets génétiques héréditaires en réponse aux radia-

tions ionisantes (Satoh et al., 1996), (Nakamura, 2006), (Tubiana et al., 2006). Même

constatation sur les autres études épidémiologiques menées sur des patients ayant subi

des traitements en radiothérapie (Sankaranarayanan, 1991).
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CHAPITRE 1.3

L’INTERACTION DES RADIATIONS IONISANTES AVEC

LES DIFFÉRENTS CONSTITUANTS CELLULAIRES

Les effets biologiques correspondent aux effets observés lorsque les radiations ionisantes

interagissent avec un tissu vivant. Les systèmes biologiques étant structurés en différents

niveaux d’organisation (atomes, molécules, cellules, tissus et organismes), les réponses

biologiques peuvent potentiellement être observables à tous ces niveaux d’organisation.

L’irradiation d’une population de cellules produit une cascade d’évènements physiques,

chimiques, biochimiques puis biologiques. Lors d’une irradiation, le caractère aléatoire

des évènements de dépôt d’énergie implique que les modifications radio-induites sont sus-

ceptibles de se produire dans n’importe quelle molécule composante de la cellule. Ainsi,

les radiations sont susceptibles d’endommager directement la structure fonctionnelle des

protéines, lipides et acides nucléiques. À cela, s’ajoute les effets indirects produits par

l’effet des molécules endommagées par les effets directs. Cependant, les dommages infli-

gés aux différentes macromolécules de la cellule n’ont pas la même conséquence pour le

devenir cellulaire.
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1.3.1. Radiolyse de la molécule d’eau

1.3.1 Radiolyse de la molécule d’eau

La cellule étant composée à 80 % de molécules d’eau, l’interaction entre ces dernières

et les radiations ionisantes reste la plus probable. L’interaction physique des rayonne-

ments ionisants excite la molécule d’eau provoquant sa décomposition chimique. Ceci

entraine la formation d’espèces radicalaires d’hydrogène et d’hydroxyle, respectivement

sous forme de radicaux libres H• et OH• .

Ces espèces radicalaires se caractérisent par la présence d’un ou plusieurs électrons

célibataires, non appariés dans une orbitale externe. Cela leur confère une grande réac-

tivité chimique et une durée de vie très courte. Elles peuvent altérer chimiquement les

autres constituants cellulaires (membrane, protéines et acides nucléiques). Notons que

le radical hydroxyle est l’espèce radicalaire la plus réactive formée par la radiolyse de

l’eau. Ces évènements radiolytiques se produisent en trois étapes avec des échelles de

temps différentes (Le Caër, 2011) :

1. La phase physique : s’étend de 0 à 10-15secondes. Les molécules d’eau peuvent

soit subir un processus d’ionisation soit un processus d’excitation. Lors de l’ioni-

sation, un électron est éjecté. Celui - ci va alors s’entourer d’une cage de molécules

d’eau, formant un électron dit aqueux et noté e - .

2. La phase physico-chimique : s’étend de 10-15 à 10-12 secondes. La réorganisation

des molécules d’eau ionisées ou excitées conduit à la formation du radical H• et

du radical hydroxyle OH•.

3. La phase chimique : s’étend de 10-12 à 10-6 secondes, les espèces diffusent dans

la solution et peuvent réagir avec les autres espèces non radicalaires crées par re-

combinaison.
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1.3.2. Les dommages aux lipides membranaires

1.3.2 Les dommages aux lipides membranaires

Les membranes biologiques sont aussi susceptibles d’être endommagées par les ra-

diations ionisantes. Les dommages membranaires, concernent la modification des phos-

pholipides, constituant majeur, de la membrane plasmique. Ainsi, les fonctions de la

membrane cellulaire peuvent être affectées comme notamment son rôle essentiel dans

les échanges entre la cellule et le milieu environnant. Les radicaux libres générés lors

de la radiolyse de l’eau, sont susceptibles de provoquer la péroxydation des acides gras

polyinsaturés (Gutteridge and Halliwell, 1990), (Repetto et al., 2012). Les réactions de

péroxydation, modifient la structure et la fonction des lipides membranaires. Les réac-

tions de péroxydation lipidique se déroulent en trois étapes (Figure 1.3.1) :

Figure 1.3.1: Péroxidation lipidique. La peroxydation lipidique est une réaction en
chaine amorcée par l’abstraction d’un atome d’hydrogène ou addition d’un
radical oxygène, entrainant des dommages oxydatifs et des acides gras
polyinsaturés.

1. L’étape d’initiation : correspond à la réaction des radicaux hydroxyles OH•
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1.3.3. Dommages aux protéines

avec les acides gras polyinsaturés aboutissant à la création de lipide radical.

2. L’étape de propagation : est caractérisée par la réaction des molécules d’oxy-

gènes avec les lipides radicaux qui aboutira à la production de lipides péroxydes

radicaux.

3. L’étape de terminaison : durant cette étape, les lipides péroxyde radicaux

(ROO•) sont transformés en lipide hydroperoxide (ROOH) stable aboutissant à la

formation de différents produits de décomposition. Cette décomposition peroxida-

tive aboutit à la formation de composés chimiques de deuxième génération comme

les alcools, les cétones, les alcanes, aldéhydes et les éthers, néfastes pour les autres

composants cellulaires.

1.3.3 Dommages aux protéines

Chaque cellule contient plusieurs milliers de protéines différentes, qui réalisent une

grande variété de fonctions. Les radiations ionisantes peuvent altérer les protéines cel-

lulaires, directement par impact au niveau des chaînes protéiques ou indirectement via

les radicaux libres formés par la radiolyse de l’eau. Les dommages induits sur les pro-

téines, peuvent engendrer des modifications structurales (fragmentation, réarrangements,

modification des acides aminés, dimérisations par pontage intra- ou inter-protéines) et

fonctionnelles (perte d’activité enzymatique, altération du processus de protéolyse). Les

modifications chimiques les plus observées sont l’oxydation et la carbonylation entrai-

nant la dénaturation et l’inactivation des protéines (Davies, 1987), (Stadtman and Le-

vine, 2000), (Nyström, 2005), (Daly, 2012). Les radicaux libres agissent essentiellement

sur les chaînes latérales de certains acides aminées (Stadtman and Levine, 2000). Les

chaînes latérales des acides aminés basiques (lysine, arginine), des acides aminés soufrés

(cystéine, méthionine) et des acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryp-

tophane) sont les plus sujettes à l’oxydation . Le thiol des cystéines et le méthyle des

méthionines sont oxydés en sulfates.
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1.3.4. Altération des acides nucléiques

Les dommages aux protéines auraient des conséquences cellulaires surtout lors d’expo-

sition à de fortes doses. Il semblerait que la différence de radiosensibilité extrême entre

divers organismes (mammifères et bactéries radiorésistantes tel que Deinococcus radio-

durans par exemple), pourrait être due à la présence de systèmes de préservation des

fonctions protéiques essentielles pour la survie cellulaire comme par exemple la répara-

tion des dommages à l’ADN (Daly, 2012).

1.3.4 Altération des acides nucléiques

L’ADN est constitué de deux brins complémentaires liés par des liaisons hydrogènes et

qui s’arrangent en une structure en double hélice. Chaque brin est constitué d’un enchai-

nement de nucléotides, eux-mêmes composés de bases azotées, de sucres (désoxyribose)

et de groupements phosphate (Figure 1.3.2).

Figure 1.3.2: Structure d’un brin d’ADN. D’après(Hall EJ, 2011).

Les lésions à l’ADN peuvent être spontanées comme il s’en produit quotidiennement

dans nos cellules ou provoquées par des agents extérieurs (UV, rayonnements ionisants,

agent alkylants, autres toxiques, etc). Ces lésions sont considérées comme critiques, car
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1.3.4. Altération des acides nucléiques

susceptibles d’induire des effets mutagènes et létaux. Par conséquent, les effets des radia-

tions sur la structure de l’ADN, ont été largement étudiés (Goodhead, 1994) (Kruhlak

et al., 2006), (Kinner et al., 2008). Comme pour toutes les autres biomolécules, les al-

térations à l’ADN peuvent être formées directement par des réactions d’ionisations et

d’excitations ou indirectement via les radicaux libres présents dans l’environnement cel-

lulaire .

Divers types de dommages à l’ADN peuvent être induits par les radiations ionisantes :

– cassures de chaînes d’ADN,

– altération des bases puriques et pyrimidiques,

– destruction des sucres,

– pontages ADN-protéines.

Les rendements des dommages à l’ADN causés par des rayonnements ionisants de faibles

TEL, ont été estimés dans les cellules diploïdes de mammifères. Le Tableau 1.3.1 ci-

dessous décrit les fréquences des différents types de dommages radio-induits (Ward,

1988). Les rayonnements de faible TEL, tels que les rayons g, agissent sur l’ADN essen-

tiellement par effet indirect, c’est-à-dire par l’intermédiaire des radicaux libres provenant

de la radiolyse de l’eau. Les espèces radicalaires sont estimées être responsable entre 60-70

% des dommages à l’ADN, avec environ 30-40 % des dommages provenant de l’inter-

action directe des électrons avec l’ADN (Hall EJ, 2011). Précisons que les dommages à

l’ADN radio-induits s’ajoutent aux dommages liés aux espèces radicalaires produits en

permanence par le métabolisme oxydatif.
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1.3.4. Altération des acides nucléiques

Type de dommage Taux de dommages
induits spontané-
ment/cellule/jour

Fréquence de
dommages
radio-induits
/cellule/Gy

Cassures simple-brin 55000 1000
Dommages de bases 3200 2000
Cassures double-brin 8 20-40
Pontage ADN-ADN 8 30

Pontages ADN-Protéine
?

150

TABLEAU 1.3.1: Dommages à l’ADN induits spontanément et radio-induits
(d’après (Ward, 1988), (Rothkamm and Löbrich, 2003), (Stenerlöw
et al., 2003), (Costes et al., 2010))

1.3.4.1 Cassures à l’ADN

On distingue deux types de cassures, les cassures simple brin et les cassures double

brin (Figure1.3.3). La rupture simple brin de l’ADN peut survenir après ionisation au

niveau de la liaison phosphodiester 3’ ou 5’ entre le phosphate et le désoxyribose. Une

dose de 1 Gy provoquerait environ 1000 cassures simple brin par cellule (Tableau 1.3.1)

(Ward, 1988). La quantité de cassures simple brin varie linéairement avec la dose et son

taux de formation est plus faible lorsque le TEL du rayonnement augmente (Hall EJ,

2011).

Lorsque les ruptures de chaînes sont multiples et se produisent à quelques paires de

base de distance, elles entraînent la formation de cassures double brin (Figure1.3.3).

Les cassures double brin représentent un faible pourcentage des lésions de l’ADN radio-

induites, car d’après la littérature, une dose de 1Gy provoquerait 20-40 cassures double

brin par noyau (Ward, 1988)), (Rothkamm and Löbrich, 2003), (Stenerlöw et al., 2003),

(Costes et al., 2010). Leur induction est proportionnelle à la dose (Iliakis, 1991). La répa-

ration de ce type de lésion est complexifiée en raison de l’absence de brin matrice pour
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1.3.4. Altération des acides nucléiques

l’étape de resynthèse (Voir Chapitre 1.4.2). Si ces lésions sont non ou mal réparées, elles

peuvent être létales pour la cellule (mort cellulaire suite au blocage de la réplication). En

cas de réparation fautive, elles peuvent être à l’origine de translocation et d’aberrations

chromosomiques responsables d’instabilité génomique (Badie et al., 1995).

Figure 1.3.3: Cassures simple brin et double brin. Illustration d’une cassure simple
brin (A) et d’une cassure double brin (B).

1.3.4.2 Altération des bases des nucléotides

Les radiations ionisantes interagissent avec les bases de l’ADN et peuvent former des

bases oxydées. Ces modifications de bases résultent essentiellement de l’attaque par les

radicaux hydroxyles (Cadet et al., 1999). Les bases pyrimidiques sont plus radio-sensibles

que les bases puriques. Les produits d’oxydation sont présentés en Figure 1.3.4. Les

radicaux hydroxyles agissent au niveau du cycle aromatique des pyrimidines (thymine

et cytosine) (Cadet et al., 1997). Les radiations ionisantes sont aussi susceptibles de créer

des sites abasiques résultant de l’élimination radio-induite d’une base normale.
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1.3.4. Altération des acides nucléiques

Figure 1.3.4: Les altérations des bases de l’ADN par l’hydroxyle radical. (Cadet
et al., 1997)

1.3.4.3 Destruction des sucres

L’altération du 2-désoxyribose par les radicaux hydroxyles peut provoquer la libéra-

tion de sucre avec une formation de cassures simple brin. L’attaque du désoxyribose en

réponse aux radiations ionisantes, reste un phénomène rare (0.2 à 0.3 altérations pour

10 cassures simples brins radio induites)(Tubiana, 2008).

1.3.4.4 Pontage ADN-protéine

Les radiations ionisantes peuvent créer des pontages par formation de liaisons chi-

miques entre une base de l’ADN et un acide aminé (Cadet et al., 1997). Ces ajouts de
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1.3.4. Altération des acides nucléiques

protéines modifient la structure de la molécule d’ADN et donc son fonctionnement. En

effets, ces pontages se révèlent particulièrement embarrassants notamment, lors des pro-

cessus de réplication et transcription nécessitant une séparation des deux brins d’ADN.

Environ 150 pontages ADN-protéines par Gy, se formeraient par cellule pour les rayonne-

ments de faibles TEL (Ward, 1988), (Goodhead, 1994). On peut noter que ces dommages

sont plus nombreux que les cassures double brin. Des travaux ont pu mettre en évidence

la formation de pontages, entre notamment les acides aminées et les bases suivantes :

– la tyrosine et la thymine (Weir Lipton et al., 1996), (Dizdaroglu et al., 1989), (Mar-

golis et al., 1988),

– la tyrosine et la cytosine (Gajewski and Dizdaroglu, 1990),

– la lysine et la thymine (Morimoto et al., 1998).
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CHAPITRE 1.4

RÉPONSE CELLULAIRE ET MOLÉCULAIRE À

L’IRRADIATION

La réponse cellulaire et moléculaire a été bien caractérisée chez les mammifères suite

à des doses de rayonnements ionisants supérieures à 1 Gy. La plupart des mécanismes

de réponse décrits prennent leur origine au niveau de la détection des dommages radio

induits. En réponse aux lésions radio-induites des voies de transduction du signal sont

activées. La transduction du signal correspond aux différents mécanismes moléculaires

consistant à transmettre des signaux d’un compartiment cellulaire à un autre. Elle peut

aboutir au contrôle de l’expression des gènes. Ces voies de signalisation sont nombreuses

et complexes et peuvent interagir entre elles. Elles sont régulées par des modifications

post - traductionnelles des protéines, le plus souvent par phosphorylation et déphospho-

rylation sous l’action de kinases et de phosphatases.

En ce qui concerne la réponse cellulaire aux dommages des protéines, tout ce qui est

connu à l’heure actuelle concerne l’élimination des protéines altérées non fonctionnelles

par le complexe du protéasome. Le complexe protéasome dégrade l’excès de protéines

oxydés lorsque les modifications sont irréversibles (Adams, 2003). Des mécanismes de

gestion spécifique des dommages aux protéines radio-induites n’ont pas encore été iden-
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tifiés. Cependant, il a été démontré que la structure du protéasome peut être modifiée

en réponse aux radiations ionisantes. En effet, il semblerait que l’exposition des cellules

aux radiations ionisantes ralentit la vitesse de dégradation des substrats à travers le

protéasome (Pervan et al., 2005).

Figure 1.4.1: Vision globale de la réponse cellulaire aux dommages de l’ADN.
La présence de dommages à l’ADN est signalée par des protéines détectrices
(senseurs moléculaires) qui se lient aux dommages. Ensuite, sont déclenchées
des cascades de signalisation (transmetteurs) visant à contrôler l’arrêt du cycle
cellulaire, la réparation ou la mort cellulaire (effecteurs).

Les conséquences des dommages à l’ADN ont été beaucoup étudiées et suivent un

schéma global mis en place suite à leurs détections (Figure 1.4.1). On considère que la

détection des dommages peut se faire par l’intermédiaire de trois processus cellulaires

(Ljungman, 2005) :

– le blocage de la fourche de réplication,

– le blocage de la transcription,

– la modification structurelle de la chromatine.
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1.4.1. Progression du cycle cellulaire

Les dommages cellulaires précédemment cités sont susceptibles de produire des pertur-

bations lors de ces différents mécanismes. L’ampleur de ces effets cellulaires dépend de la

dose de rayonnement reçue par les cellules, du type de rayonnement et du type cellulaire.

Les évènements cellulaires induits peuvent s’échelonner dans le temps. Ainsi on observe

immédiatement après l’irradiation la présence de dommage à l’ADN, puis la signalisation

de ces dommages dans les minutes qui suivent. La réparation des lésions survient dans

l’heure qui suit l’exposition.

1.4.1 Progression du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire décrit la vie d’une cellule depuis son apparition à partir d’une cel-

lule mère jusqu’à sa propre division. Ce cycle comporte quatre étapes successives : la

phase G1 (G = gap, intervalle), la phase S, la phase G2 et la phase M. La phase G1

intervient lors de la préparation de la synthèse du génome. La phase S est une phase

durant laquelle la cellule duplique son génome (réplication de l’ADN). La phase G2 (ou

prémitotique) est une phase de préparation à la division cellulaire, durant laquelle des

contrôles sur des erreurs potentielles survenues après la réplication sont effectués. La

phase M ou mitotique est une phase où l’on assiste à la répartition du matériel géné-

tique entre les deux cellules filles. Cette phase est aussi appelée mitose. Un cinquième

état cellulaire est aussi décrit : la phase G0. Il correspond aux cellules quiescentes qui

ne sont pas en division cellulaire.

La réplication du génome est une étape primordiale pour le maintien de la stabilité gé-

nomique. Par conséquent, il existe des processus complexes pour contrôler la réplication

de l’ADN. Afin de permettre la réparation avant la réplication ou la division cellulaire,

des points de contrôles (checkpoint) ou point de régulation du cycle cellulaire ont été

décrits et permettent de retarder la progression dans les phases du cycle cellulaire en

cas de lésion à l’ADN. On distingue deux points de contrôles : ceux visant à prévenir les

anomalies de réplication (transition G1-S) et ceux vérifiant l’absence d’anomalie sur les
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1.4.1. Progression du cycle cellulaire

chromosomes pendant la mitose (transition G2-M) (Zhou and Elledge, 2000).

Les kinases cyclines dépendantes (Cycline-dependent kinase, CDK) forment une fa-

mille de protéines kinases qui jouent un rôle dans le déclenchement et le contrôle des

différentes phases du cycle cellulaire. Il existe onze gènes chez les mammifères codant

pour les CDK (Malumbres and Barbacid, 2005). Les protéines CDK inactives sous forme

de monomère, sont activées sous forme de complexe avec une sous unité régulatrice :

une cycline. À chaque phase du cycle cellulaire correspond un ou plusieurs complexes

Cdk-cycline. Quatre protéines CDK clés complexées à différentes cyclines contrôlent la

progression du cycle cellulaire : CDK 1, CDK 2, CDK 4 et CDK 6. Les partenaires

régulateurs de chaque CDK sont présentés en Figure 1.4.2.

On distingue deux classes de cyclines :

– Les cyclines de la phase G1 : s’accumulent au cours de la phase G1(cyclines D) et

permettent aux cellules de dépasser le point de restriction G1/S (cyclines E)

– Les cyclines de la mitose : s’accumulent et se lient aux CDK au cours de la phase G2

(cyclines A) et permettent aux cellules de progresser en phase M et donc dépasser

le point de restriction G2/M (cycline B).
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1.4.1. Progression du cycle cellulaire

Figure 1.4.2: Les points de régulation du cycle cellulaire. Le cycle cellulaire se
compose de quatre étapes successives : la phase G1 intervient lors de la prépa-
ration de la synthèse du génome, la phase S ou phase de duplication du génome,
la phase G2 de préparation à la division cellulaire et la phase M pour la divi-
sion cellulaire appelée mitose. La phase G0 correspond aux cellules quiescentes
qui ne sont pas en division cellulaires. Les principaux points de régulation se
situe en phase G1, S et G2. Les cyclines D liées aux CDK4 et CDK6 inter-
viennent à la phase G1, la cycline E intervient aux phases G1 et S. Les
cyclines A, liées soit au CDK2 soit au CDK1 interviennent aux phases S
et G2 et les cyclines B, liées au CDK1 aux phases G2 et M.

Les complexes CDK/cyclines sont régulés de différentes manières. Les cyclines su-

bissent des variations de leur taux protéique au cours du cycle, tandis que l’expression

des CDK varie peu au cours du cycle cellulaire. Les CDK peuvent être régulées par des

kinases et phosphatases activatrices et inhibitrices, ainsi que par des molécules inhibi-

trices appelées les CKI (cyclin-dependent kinase inhibitor). Les phosphatases Cdc25 A,

B et C sont impliquées dans la progression du cycle cellulaire par la déphosphorylation

activatrice des CDK.

Deux grandes familles d’inhibiteur des complexes CDK/cyclines ont été décrites. La

première famille concerne les inhibiteurs KIP/CIP (CDK inhibiting protein) et regroupe

des protéines comme CDKN1A, CDKN1B et CDKN1C qui inhibent la plupart des

complexes CDK/cyclines (Nakayama, 1998). L’autre famille concerne les inhibiteurs
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1.4.1. Progression du cycle cellulaire

INK4 (Inhbitor of CDK4 ) constitués des protéines CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C et

CDKN2D qui inhibent spécifiquement CDK4 et CDK6 (action en phase G1) (Nakayama,

1998), (Roussel, 1999).

1.4.1.1 Mécanismes moléculaires de l’arrêt en phase G1

L’un des points de contrôle se produit en phase G1 du cycle cellulaire et détermine si

la cellule peut progresser en phase de réplication S ou s’arrêter en phase G1. Ce point

de régulation diminue les risques de fixation des dommages durant la phase de réplica-

tion S. La progression du cycle cellulaire est stimulée par l’activation de deux protéines

kinases régulatrices CDK4 et CDK2 en association respective avec les cyclines de type

D et cyclines de type E . Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans l’arrêt de la

progression du cycle cellulaire sont présentés en Figure 1.4.3.

Dans des conditions normales, le gène de la protéine Cdc25A est activé en phase

G1 suite à une stimulation mitogénique. La phosphatase Cdc25A régule la progression

en phase S par déphosphorylation des complexes CDK2/cycline E et CDK2/cyclineA.

En réponse à des dommages à l’ADN, il se produit une signalisation des dommages

dépendante des protéines kinases ATM et ATR (Abraham, 2001). Elles activent respec-

tivement par phosphorylation les protéines Chk1 (sérine 317/345) et Chk2 (thréonine

68). L’activation de ces kinases entraîne la phosphorylation de la protéine P53 (sérine

15 et 20) et l’inactivation de Cdc25A. La phosphorylation radio-induite de P53 empêche

la fixation de mdm2 sur P53 favorisant sa stabilisation et son accumulation dans le

noyau. Cette accumulation va induire la régulation de l’expression de nombreux gènes

dont la surexpression de CDKN1A, membre de la famille des inhibiteur KIP/ CIP. La

protéine CDKN1A empêche la progression du cycle cellulaire en inhibant le complexe

CDK2/cycline E. De plus, l’inactivation de la phosphatase Cdc25A séquestrée dans le

cytoplasme par Chk2 entraîne la dégradation des cyclines D et E nécessaires pour initier

la progression en phase S (Iliakis et al., 2003).
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Figure 1.4.3: Organisation moléculaire du point de contrôle G1 du cycle cel-
lulaire en réponse aux dommages à l’ADN (Traduit de (Iliakis et al.,
2003))

1.4.1.2 Mécanismes moléculaires de l’arrêt en phase G2

Un autre point de régulation de la progression du cycle cellulaire a lieu en phase G2

(Iliakis et al., 2003). L’irradiation des cellules peut produire un arrêt temporaire en phase

G2. En présence de lésions à l’ADN, les protéines kinases CHK1 et CHK2 activées par

ATM et ATR phosphorylent la phosphatase Cdc25C sur la sérine 216 et Cdc24A sur la

sérine 317 et 345 comme l’illustre la Figure1.4.4, (Iliakis et al., 2003). Cette activation

stimule l’union de Cdc25C avec la protéine SFN et cette union serait la clé de l’arrêt du

cycle en phase G2 (Hermeking et al., 1997), (Peng et al., 1998). En effet, elle rendrait la

-page 30-



1.4.1. Progression du cycle cellulaire

protéine Cdc25C moins stable, entraînerait sa séquestration dans le cytoplasme ainsi que

sa dégradation par le protéasome empêchant alors la progression du cycle cellulaire en

phase M. De plus, le complexe CDK1/Cycline B se retrouve phosphorylé sur la tyrosine

15 par l’enzyme Wee1 (protéine kinase à activité tyrosine) entrainant son inactivation

et donc l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2. D’un autre côté, la protéine CDKN1A

activée par P53 bloque la phosphorylation activatrice de la protéine kinase CAK (Cdk

Activating Kinase) sur le complexe CDK1/cyclineB, responsable de la non progression

du cycle cellulaire en phase de mitose en réponse à des dommages à l’ADN.

Figure 1.4.4: Organisation moléculaire du point de contrôle G2 du cycle cel-
lulaire en réponse aux dommages à l’ADN (Traduit de (Iliakis et al.,
2003))
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1.4.2 Les mécanismes de réparation des dommages à l’ADN

Les systèmes de réparation sont très conservés chez les mammifères (Christmann et al.,

2003). Ainsi, notre matériel génétique est relativement stable malgré toutes les erreurs

possibles dans le génome et ceci grâce à la présence de systèmes de réparation efficaces

et hautement spécifiques. La réparation des dommages à l’ADN et sa fidélité s’avèrent

primordiales. La réparation des dommages est assurée par le recrutement de diverses

protéines en fonction de l’altération présente sur l’ADN (Ting and Lee, 2004).

1.4.2.1 Mécanismes de réparation des cassures simple brin et bases

endommagées de l’ADN

Il existe deux principaux systèmes de réparation des dommages aux bases et des

cassures simple brin de l’ADN.

– La réparation par excision de base (BER) : ce système de réparation peut

réparer les bases endommagées, les sites abasiques ainsi que les cassures simple-brin.

On distingue deux voies de réparation : la voie ”short patch repair ” et la voie ” long

patch repair ” (Hoeijmakers, 2001), (Christmann et al., 2003), (Fortini and Dogliotti,

2007). Lorsqu’il s’agit d’une base endommagée, la voie (short patch repair) est ini-

tiée et la base endomagée est reconnue par une glycosylase créant un site abasique

qui sera incisé par une AP endonucléase (ou AP Lyase) (Schärer and Jiricny, 2001),

(Dizdaroglu, 2005). Dans les cellules de mammifères, les petites lésions de la taille

d’un nucléotide sont comblées par l’ADN polymérase ß. Enfin, le complexe XRCC1-

ligase III crée une liaison covalente entre l’extrémité 3’-OH libre et le 5’-phosphate

adjacent (5’dRP : deoxyribosephosphate) ce qui permet de rétablir la continuité du

brin d’ADN (Christmann et al., 2003), (Figure 1.4.5).

Immédiatement après la génération d’une cassure simple brin, la voie long patch re-

pair est initiée et la brèche est détectée par la protéine poly ADP-ribose polymerase

1, (PARP-1). Les brèches formées sont ainsi comblées par l’ADN polymérase e et d,
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PCNA catalyse cette réaction de synthèse. Les nucléotides du monobrin contenant

le site AP sont alors éliminés par l’endonucléase FEN-1 et la ligation est assurée

par la ligase I (Christmann et al., 2003), Figure 1.4.5).

Figure 1.4.5: Mécanisme de réparation par excision de base (BER) (Christ-
mann et al., 2003).

– La réparation par excision de nucléotides (NER) : ce système de réparation

est capable de reconnaitre de plus grosses liaisons que le BER. En effet, la répa-
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ration par excision de nucléotides remplace une chaine de bases endommagées. Ce

mode de réparation comporte une voie couplée à la transcription et une voie dite

globale pour les lésions hors transcription (Hoeijmakers, 2001), (Christmann et al.,

2003). Ces deux voies se distinguent au niveau de l’étape initiale de la détection de

la lésion car les deux voies utilisent essentiellement les mêmes gènes.

La voie de réparation dite globale est enclenchée pour réparer des lésions indé-

pendamment de leur localisation. Les principales étapes mises en œuvre sont la

reconnaissance du site de l’endommagement par les protéines XPC-HR23B, RPA-

XPA ou DDB1-DDB2. Un fois la lésion détectée, le facteur de transcription TFIIH

avec ses sous unités XPB /XPD est recruté comme l’illustre la Figure 1.4.6. Grâce

à l’activité ATPase et hélicase des sous-unité XPB et XPD le complexe multipro-

téique TFIIH procède à l’ouverture de la double hélice au niveau de la lésion. Le

facteur de réplication RPA et la protéine XPA sont recrutés. L’excision de l’oligo-

nucléotide portant la lésion est assurée par les endonucléases XPG et XPF-ERCC1.

L’étape de resynthèse peut alors débuter avec le recrutement de la machinerie de

réplication. Le facteur PCNA est recruté. Enfin, la re-synthèse se fait par Pold ou

Pole où chaque nucléotide incorporé suivra la règle de la complémentarité des bases.

La ligation du brin néo-synthétisé est assurée par l’ADN ligase I. Le fragment ainsi

restauré pourra alors être utilisé comme matrice pour les réactions de réplication

et/ou de transcription (Christmann et al., 2003).

A la différence de la voie dite globale, la réparation couplée à la transcription est

déclenchée par la présence de lésions dans le brin transcrit de gènes actifs entrainant

un blocage de l’ARN polymérase II au niveau de la lésion. Les protéines CSA et

CSB oriente l’ARN polymérase II en la déplaçant au niveau de la lésion. Ce pro-

cessus fait ensuite intervenir les facteurs de transcription TFIIS et TFIIH, l’ARN

polymérase est éliminée de l’ADN, le rendant ainsi accessible aux exonucléases XPF

et XPG responsables de l’excision de l’ADN au niveau de l’oligonucléotide portant

la lésion (Figure 1.4.6). La synthèse réparatrice et la ligation sont effectuées comme

dans le cas de la réparation BER. Ce mécanisme est vu plus en détail dans la revue
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de Christmann et al (Christmann et al., 2003).

Figure 1.4.6: Mécanisme de réparation par excision de nucléotide (NER)
(Christmann et al., 2003). Le mécanisme de réparation par excision de
nucléotides (NER) peut avoir lieu lors de la réparation par voie globale ou celle
couplée à la transcription.
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1.4.2.2 Mécanismes de réparation des cassures double-brin

Il existe deux systèmes majeurs de réparation des cassures double brin, la réparation

par recombinaison homologue ainsi que la jonction des extrémités homologues (Christ-

mann et al., 2003), (Karagiannis and El-Osta, 2004). Une liste non exhaustive des pro-

téines impliquées dans la reconnaissance et la réparation des cassures double brin est

présentée dans le Tableau 1.4.1 ci-dessous.

Processus de réparation Protéines
Reconnaissance ATM, H2AX, NBS1, MRE11, RAD50,

53BP1, MDC1, BRCA1, SMC1, RNF8,
RAP80, Abraxas et UBC13

Jonction des extrémités non homologues (NHEJ) Ku70, Ku80, DNA-PKcs, XRCC4, Lig4,
Artemis et XLF

Recombinaison homologue (RH) RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D,
XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2,

RAD54, RAD54B et RPA

TABLEAU 1.4.1: Protéines impliquées dans la reconnaissance et la réparation
des CDB. (D’après (Ohnishi et al., 2009))

– Recombinaison homologue (RH) : ce système de réparation est dit fidèle car

il se base sur la recherche d’homologie de séquence avec la séquence lésée (Christ-

mann et al., 2003) (Figure 1.4.7). La séquence homologue sert alors de matrice pour

réparer la cassure. Après la formation d’une cassure double brin dans la structure

de l’ADN, la protéine kinase ATM active par phosphorylation le complexe M.R.N

(Mre11- RAD50-NBS1) qui est alors recruté au niveau du site de l’ADN endom-

magé. L’activité exonucléase 5’→ 3’ du complexe M.R.N engendre la formation

d’ADN simple brin avec des extrémités protubérantes en 3’.
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Figure 1.4.7: . Réparation des cassures double brin par le mécanisme de re-
combinaison homologue (RH). La recombinaison homologue commence
avec résection nucléolytique dans le sens 5’ → 3’ assurée par le complexe pro-
téique MRE11-Rad50-NBS1, formant un 3’ un fragment d’ADN simple brin,
auquel se lie Rad52. Rad52 interagit avec Rad51, provoquant un échange de brin
d’ADN avec le brin intact d’ADN homologue. L’assemblage de la nucléopro-
téine Rad51 est facilitée par différentes protéines paralogues (comme Rad51B,
RAD51C et RAD51D, XRCC2 et XRCC3). Après la synthèse de l’ADN, la liga-
ture et la migration du brin, la structure initiale de l’ADN est résolue. D’après
(Christmann et al., 2003).

Les protéine RPA et Rad52 viennent se fixer au niveau de ces extrémités protu-

bérantes afin d’éviter leur dégradation par les exonucléases et ainsi permettre le

recrutement des protéines Rad 51B, Rad 51C, Rad 51D, jouant un rôle clé dans

la RH (Tableau 1.4.1). Ainsi après reconnaissance du brin d’ADN homologue par
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la protéine Rad51, la copie double brin d’ADN intacte est utilisée comme matrice

pour réparer les extrémités cassées (Ohnishi et al., 2009), (Thompson, 2012).

– Jonction des extrémités non homologues (NHEJ) : le NHEJ est un des mé-

canismes de réparation des cassures double brin dans les cellules humaines (Christ-

mann et al., 2003), (Ohnishi et al., 2009), (Thompson, 2012). Au cours de la ré-

paration NHEJ, les ruptures double-chaînes sont détectées par les protéines ku80

/ ku70 qui se fixent au niveau de la cassure. Les protéines Ku recrutent alors la

sous-unité catalytique de la protéine DNA-PKcs. Les deux extrémités de la cassure

double brin sont transformées en bouts francs. Après résection des extrémités par

la protéine Artemis, la cassure double brin est religuée par la ligase IV, complexée

avec XRCC4, comme l’illustre la Figure 1.4.8, (Christmann et al., 2003).

Figure 1.4.8: Réparation des cassures double brin. Le complexe MRN composé des
protéines Mre11, Rad50 et Nbs1est recruté au niveau de la cassure double brin,
avant la réparation par jonction des extrémités homologues. D’après (Christ-
mann et al., 2003).

Ce mécanisme de réparation est en général moins fidèle que la RH car il peut être
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associé à une perte de quelques nucléotides lors de la réparation de la cassure double

brin. La liste des protéines impliquées dans ce mécanisme de réparation est présentée

au Tableau 1.4.1.

1.4.3 Mort cellulaire radio-induite

Il est actuellement admis qu’en cas d’impossibilité de réparation des dommages, un

processus de mort cellulaire peut être engagé. Les radiations ionisantes peuvent induire

trois types de mort cellulaire : l’apoptose, la nécrose et la sénescence. Ces phénomènes

de mort cellulaire sont généralement observés lors d’expositions provoquant un grand

nombre de dommages (doses élevées) ou / et une grande complexité de ces dommages

(TEL élevé). La fréquence d’observation de la mort cellulaire radio-induite dépend éga-

lement du type cellulaire étudié.

1.4.3.1 L’apoptose

Le processus d’apoptose a été mis en évidence en 1972 par John Kerr et ses collabora-

teurs (Kerr et al., 1972) désignant une forme particulière de mort cellulaire. L’apoptose

est un processus actif, exigeant de l’énergie sous forme d’ATP (Zheng et al., 1991), (Ni-

cotera and Melino, 2004). Le processus apoptotique est courant dans le développement

embryonnaire dans lequel certains tissus deviennent désuets. Morphologiquement, une

cellule apoptotique est caractérisée par une condensation de la chromatine suivi d’un

bourgeonnement de la membrane plasmique. Biochimiquement, l’évolution ultérieure

conduit à la mort mitochondriale, avec chute du potentiel transmembranaire, décou-

plage de la chaine respiratoire, production de radical superoxyde, fuite du calcium et du

glutathion (Favaudon, 2000). La cellule est finalement réduite à l’état de “corps apopto-

tiques” phagocytés par les cellules voisines comme l’illustre la Figure 1.4.10, (Majno and

Joris, 1995). La mort par apoptose peut être initiée par des radicaux libres, par l’hy-

poxie, par des agents cytotoxiques, par des métabolites lipidiques (céramide) et surtout

par les cassures double brin de l’ADN (Tubiana, 2008).
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La proportion de cellules mourant par apoptose après irradiation, est très variable

selon le type cellulaire (Cui et al., 1999). L’ADN nucléaire et la membrane plasmique,

constituent les principales cibles initiant les processus d’apoptose radio-induite (Favau-

don, 2000), (Tubiana, 2008), (Roos and Kaina, 2013). L’apoptose radio-induite prove-

nant de l’altération de la molécule d’ADN stimule l’activation d’ATM, induisant une

stabilisation de la protéine P53. La protéine P53 induit l’expression des protéines pro-

apoptotiques Bax et Bak (Cui et al., 1999) et réprime l’expression des protéines anti-

apoptotiques Bcl-2 et Bcl-Xl. L’entrée en apoptose peut avoir lieu durant toutes les

phases du cycle cellulaire et est sous contrôle d’un certain nombre de protéines. L’in-

duction des protéines pro-apoptotiques induit l’ouverture des pores de la membrane

mitochondriale favorisant la libération du cytochrome c dans le cytosol. En revanche, La

protéine anti-apoptotique Bcl-2 empêche l’homodimérisation de Bax, empêchant ainsi

une perforation de la membrane mitochondriale et le relargage de cytochromes c dans

le cytosol (Strasser et al., 1994), (Reed, 1994). Le cytochrome c entraine le recrutement

de la pro-caspase-9 par Apaf-1 (apoptosome). La libération de la caspase-9 entraîne

l’activation de la caspase-3 effectrice de l’apoptose.
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Figure 1.4.9: Schéma simplifié de la voie intrinsèque de l’apoptose radio-
induite. La protéine p53 peut agir dans le noyau sur les régions promotrices de
gènes codant pour des protéines pro-apoptotiques, Bax, NOXA, Bak et PUMA.
Il est admis que la surexpression de ces protéines en réponse aux dommages à
l’ADN peut favoriser la sortie du cytochrome c. Adapté de (Tubiana, 2008).

L’apoptose peut aussi être induite suite à l’altération des lipides membranaires. Des

céramides (métabolites lipidiques) peuvent être libérées après dégradation de la sphin-

gomyéline (SPM), principale constituant de la membrane plasmique par la sphyngomy-

lélinase (Favaudon, 2000). Les céramides, agissent comme des seconds messagers dans

un grand nombre de voies de transduction du signal. En réponse aux radiations ioni-
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santes, l’activation de la voie de signalisation SPM-céramide induirait la mort cellulaire

par apoptose (Levade et al., 1996), (Figure 1.4.9). Cette voie de signalisation serait

dépendante de l’activation du facteur de transcription P53 (Dbaibo et al., 1998).

1.4.3.2 La nécrose

Contrairement à l’apoptose, la nécrose est un processus dégénératif rapide et incon-

trôlé. La mort cellulaire par nécrose peut survenir à la suite de dommages provoqués

par un agent physique ou chimique. D’un point de vue morphologique un gonflement de

la cellule et de ses organites est observé. Enfin, une lyse cellulaire se produit avec pour

conséquence la destruction irréversible de la membrane cellulaire par choc osmotique et

la libération du contenu cellulaire dans le milieu extra-cellulaire (Majno and Joris, 1995),

(Nicotera and Melino, 2004). Cette libération peut entrainer une réaction inflammatoire.

Les caractéristiques morphologiques de la nécrose sont illustrées en Figure 1.4.10.
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Figure 1.4.10: Évolution morphologique d’une cellule subissant la mort par
apoptose et par nécrose. D’après(Majno and Joris, 1995)

1.4.3.3 Sénescence

La “sénescence réplicative” a été découverte en 1961 par Leonard Hayflick. Ses ex-

périmentations in -vitro lui ont permis de constater que les fibroblastes diploïdes arrê-

taient irrévocablement de se répliquer après environ 50 divisions (Hayflick and Moorhead,

1961). La sénescence est caractérisée par un arrêt irréversible de la prolifération cellulaire.

La sénescence peut être considérée comme un processus protecteur pour l’organisme en

inhibant définitivement la prolifération des cellules dans lesquelles un processus d’in-

stabilité génomique pourrait se produire (Mevorach et al., 2010), (Sabin and Anderson,

2011). On observe la sénescence en réponse à divers stimuli endogènes (stress oxydatif,

oncogènes) ou exogènes (radiations ionisantes, UV, etc). En réponse aux dommages à

l’ADN, les principaux intervenants moléculaires dans la sénescence sont les protéines
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P53, Rb et CDKN1A (von Zglinicki et al., 2005), (Becker and Haferkamp, 2013).
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CHAPITRE 1.5

LA PROBLÉMATIQUE DES FAIBLES DOSES

Il n’y a pas de consensus sur les doses correspondantes aux “faibles doses”. Cette no-

tion est relative et dépend du sujet d’étude. Dans ce travail, le terme “faibles doses” a

été défini pour décrire les doses n’induisant pas significativement les réponses cellulaires

décrites au chapitre 1.4 et pour lesquelles l’épidémiologie n’a pas aujourd’hui mis claire-

ment en évidence d’effet délétère pour la santé. Cela correspond à des doses inférieures

à 100 mGy pour les cellules humaines et une irradiation par des photons.

1.5.1 Réponse moléculaire identifiée aux faibles doses

Nous avons vu au chapitre précédent que suite à la détection des dommages à l’ADN,

des voies de transduction du signal se mettent en place afin de recruter différents acteurs

moléculaires amenant à une réponse cellulaire. Certaines études tendent à démontrer que

l’efficacité des systèmes de réparation mis en place aux fortes doses est différente aux

faibles doses (Rothkamm and Löbrich, 2003), (Grudzenski et al., 2010). Ainsi, ils pro-

posent l’hypothèse que le niveau de dommage doit avoir atteint un seuil pour initier

le déclenchement des cascades de signalisation intracellulaire, pouvant aboutir à une

réponse cellulaire telle que la réparation, l’arrêt du cycle ou encore l’apoptose. Il est
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généralement admis que le taux de dommages aux cellules est proportionnel à la dose

de rayonnement reçue par les cellules. Ainsi, le taux de cassures double brin est estimé

entre 20 et 40 cassures par cellule pour une dose de 1 Gy de rayonnement g. De ce fait,

le nombre de cassures double brin pour une dose de 10 mGy est estimé entre 0.2 et 0.4

cassures par cellule. Selon ces constatations, si une réponse cellulaire et moléculaire aux

faibles doses existe, il est envisageable qu’elle ne dépende pas ou peu des dommages à

l’ADN.

1.5.2 Phénomènes biologiques identifiés aux faibles doses

Des phénomènes biologiques aux faibles doses, ont pu être mis en évidence. Ces phé-

nomènes sont qualifiés de non ciblés, en d’autres termes ils surviennent dans les cellules

non touchées directement par le rayonnement ionisant (UNSCEAR, 2006b).

1.5.2.1 Effet bystander

L’effet bystander ou effet de voisinage, induit par les rayonnements est un phénomène

par lequel des dommages cellulaires caractéristiques des cellules irradiées sont exprimés

dans des cellules voisines non irradiées (Coates et al., 2004), (Morgan and Sowa, 2007).

Le mécanisme exact de l’effet bystander n’est pas entièrement élucidé à ce jour, mais plu-

sieurs études démontrent l’existence d’une signalisation inter-cellulaire entre les cellules

irradiées et les cellules voisines (Azzam and Little, 2004), (Morgan and Sowa, 2007). Les

jonctions communicantes pourraient permettre l’échange inter-cellulaires de potentiels

médiateurs (espèces réactives de l’oxygène, petits métabolites, ions, facteurs solubles)

entre les cellules irradiées et non irradiées (Yang et al., 1998), (Mesnil and Yamasaki,

2000), (Azzam et al., 2001). Les conséquences de l’effet bystander sont l’apparition de

mutations, de cassures double brin, la formation de micronoyaux, la mort par apoptose

(Seymour and Mothersill, 2000), (Furlong et al., 2013) et d’expression de gènes au sein

des cellules non exposées (Chaudhry and Omaruddin, 2011), (Hei et al., 2008).
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1.5.2.2 Instabilité génomique

Le terme d’instabilité génomique se définit comme l’augmentation du taux d’acqui-

sition d’altération dans le génome. L’instabilité génomique est un phénomène retrouvé

après différents stress. L’instabilité radio-induite est observée après l’exposition, mais de

manière tardive et se manifeste dans la descendance des cellules exposées (Figure 1.5.1).

On considère qu’un échec dans les processus de réparation des dommages à l’ADN est

susceptible d’entrainer des phénomènes de déstabilisation du génome dès les premières

mitoses (Little, 2000). Cette instabilité génomique s’observe à travers l’augmentation de

la fréquence des aberrations chromosomiques (Lorimore et al., 1998), (Lorimore et al.,

2005), des micronoyaux, des dommages à l’ADN et des mutations de gènes (Huang et al.,

2003).

Figure 1.5.1: Représentation schématique de l’instabilité génomique radio-
induite. Les cercles bleus foncé représentent les cellules de type sauvage nor-
male. Les cercles gris représentent les cellules présentant des mutations létales.
Enfin les cellules violettes et rouges représentent les évènements d’instabilité
génomique.
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L’instabilité génomique, peut également se manifester dans la descendance des cellules

touchées indirectement, par le phénomène bystander (Lorimore et al., 2003), (Morgan,

2003), (Coates et al., 2004), (Morgan and Sowa, 2007). Une récente étude, propose

un seuil de 500 mGy pour l’induction des phénomènes d’instabilité génomique (Koterov,

2005). Cette étude est notamment supportée par des travaux récents, qui semblent valider

ce seuil de dose, sur un modèle murin (Zyuzikov et al., 2011).

1.5.2.3 Réponse adaptative

En radiobiologie, la réponse adaptative décrit un phénomène au cours duquel des cel-

lules exposées aux très faibles doses de rayonnements ionisants, deviennent plus aptes à

faire face aux expositions ultérieures à des doses élevées (Cai and Liu, 1990), (Rigaud,

1993), (Wolff, 1998), (Feinendegen et al., 2004). La réponse adaptative radio-induite

a été décrite pour la première fois en 1984 par une expérience basée sur l’induction

d’aberration chromosomique dans des lymphocytes humains (Olivieri et al., 1984). Une

pré-exposition de lymphocytes humains à de faible dose a pour conséquence une adapta-

tion cellulaire entrainant une diminution de la fréquence des aberrations chromosomiques

lors de l’administration ultérieure d’une dose forte (Sankaranarayanan et al., 1989), (Cai

and Liu, 1990).

L’adaptation radio induite par de faibles doses a été attribuée à l’induction d’un mé-

canisme de réparation des cassures de l’ADN plus efficace lors de la deuxième exposition

à des doses élevées, conduisant à moins de dommages résiduels. Cette hypothèse a été

renforcée par une étude dans laquelle a été constatée que la mutation des gènes ERCC1,

ERCC2, ERCC3, ERCC4 et ERCC5 codant pour des protéines impliquées dans la répa-

ration des dommages à l’ADN (voie de réparation NER), pourrait empêcher la réponse

adaptative (Hafer et al., 2007). La population humaine présente une hétérogénéité au

niveau de la réponse adaptative, ce phénomène semble dépendant de la constitution gé-

nétique de la personne.
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Il a été néanmoins établi une relation entre les phénomènes d’instabilité génomique,

l’effet bystander et la réponse adaptative (Mothersill and Seymour, 2004), (Scott, 2004).

Les signaux de voisinage induisent une réponse adaptative qui protège les cellules de l’ef-

fet mutagène des rayonnements ionisants (Iyer and Lehnert, 2002), (Zhang et al., 2009).

Malgré la variabilité inhérente de ces trois phénomènes biologiques, ils seraient poten-

tiellement reliés par des voies de signalisations communes. La compréhension actuelle

de ces mécanismes complexes radio-induits aux faibles doses reste confuse, bien qu’un

certain nombre de rapports ait été publié (Shadley and Wolff, 1987),(Shadley, 1994),

(Seong et al., 1995), (Wolff, 1998), (Mothersill and Seymour, 2004).
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CHAPITRE 1.6

ÉTUDE DU TRANSCRIPTOME EN RÉPONSE AUX

RADIATIONS IONISANTES

A l’issue du séquençage du génome humain 1 le nombre de gènes codant pour au

moins une protéine a été estimé à 35 000 (Lander et al., 2001). Aujourd’hui, de nouvelles

estimations réduisent ce chiffre à 30 000 (source NCBI). Les séquences des gènes peuvent

être transcrites en ARN messagers (ARNm). Ceux-ci sont traduits en une séquence

spécifique d’acides aminés (protéines) par la suite. Le transcriptome constitue l’ensemble

des ARNm présents dans un type cellulaire donné à un moment donné et dans une

condition biologique précise. Ce transcriptome est dynamique et reflète l’activité d’une

cellule dans un environnement donné. Il évolue au cours des différents évènements de la

vie cellulaire (différenciation cellulaire, la mort cellulaire, la division cellulaire...), mais

également en réponse à des stimuli comme une exposition aux radiations ionisantes

(Amundson et al., 1999b).

1. La longueur du génome humain est de 3000 Mégabases
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1.6.1 Mécanismes de régulation de l’expression des gènes chez

les eucaryotes

L’expression des gènes peut être régulée au niveau transcriptionel et post-transcriptionel.

Les mécanismes de régulation transcriptionelle font intervenir des acteurs moléculaires

impliqués dans la transcription des régions codantes de l’ADN en ARN. Les régula-

tions post transcriptionelles concernent les mécanismes de régulation de la demi-vie des

ARNm.

1.6.1.1 Mécanismes de régulation transcriptionelle

La régulation de la transcription chez les eucaryotes résulte des propriétés structurales

de l’ADN et d’interaction avec des protéines de liaison appelées facteurs de transcription.

On dénombre environ 2000 facteurs de transcription humains contrôlant l’expression des

gènes (Messina et al., 2004). Ils peuvent être classées selon leur structure protéique

tridimensionnelle (les protéines à doigt de zinc, hélice-tour-hélice, hélice-boucle-hélice)

(Patikoglou and Burley, 1997). Ces différents motifs structuraux constituent la spéci-

ficité des facteurs de transcription pour les séquences consensus auxquels ils se lient

(Figure 1.6.2). La fixation à ce motif spécifique entraine la stimulation ou l’inhibition

du complexe d’initiation de la transcription.

Les promoteurs proximaux sont des séquences d’ADN adjacents au site d’initiation

de la transcription, ils participent à la régulation de l’expression des gènes. Chez les

eucaryotes, ils sont généralement situés à quelques centaines de paires de bases du site

d’initiation de la transcription. Ces promoteurs deviennent actifs lorsque des facteurs de

transcription viennent s’y fixer. Dès lors, l’ARN polymérase II, qui transcrit l’ADN en

ARNm peut se lier à ce complexe ADN/protéine pour constituer le complexe d’initiation

de la transcription. Dans de nombreux organismes eucaryotes, le promoteur proximal

contient des séquences conservées appelées boite TATA, CAT et GC qui représentent

des motifs constitutifs sur lesquels ce complexe protéique ( facteur de transcription et
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ARN polymérase) d’initiation de la transcription se forme (Figure 1.6.1).

Figure 1.6.1: Complexe protéique de la régulation transcriptionelle des gènes
eucaryotes. La transcription d’un gène donné est régulé par une combinaison
de protéines tels les facteurs de transcription et l’ARN polymérase. L’organi-
sation moléculaire des processus transcriptionels a un impact sur le sort cyto-
plasmique d’un ARNm donné, et le niveau d’une éventuelle synthèse protéique.

Il existe également, des éléments plus distants du site d’initiation de la transcription :

les enhancers et les silencer. Ils peuvent par l’intermédiaire de repliement complexe de

l’ADN et de protéines activatrices et répresseurs interagir avec la machinerie proximale

d’initiation de la transcription. L’analyse de ces séquences (promoteurs proximaux et

enhancer/silencer) peut fournir des éléments nécessaires à l’identification des acteurs
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moléculaires qui entrent en jeu dans la modification de l’expression des gènes.

Quand bien même les facteurs de transcription sont présents dans la cellule, la trans-

cription ne se produit pas toujours. En effet, l’accès des séquences cibles de l’ADN par

les facteurs de transcription peut s’avérer compliqué. L’état de condensation de la chro-

matine peut limiter l’accès des facteurs de transcription et de l’ARN polymérase aux

promoteurs (Li et al., 2007) et pour que la transcription du gène puisse avoir lieu, une

décondensation peut être nécessaire (Komili and Silver, 2008). La structure de la chro-

matine peut être modifiée durant la différenciation cellulaire, la sénescence (Funayama

and Ishikawa, 2007) ou durant le cycle cellulaire (Polo and Almouzni, 2005) et participe

ainsi à la modulation des gènes du transcriptome (Agarwal and Rao, 1998).

Figure 1.6.2: séquence consensus de promoteur génique
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1.6.1.2 Mécanismes de régulation post-transcriptionelles des ARNm

1.6.1.2.1 Dégradation exonucléolytique des ARNm

La régulation de la demie-vie des ARNm est un facteur pouvant intervenir dans la

régulation post-transcriptionelle des ARNm. Les ARNm ont des demi-vies très variables,

de quelques minutes à quelques heures, voire quelques jours (ARNm codant la globine

et l’ovalbumine) (Russell and Liebhaber, 1996). Chez les eucaryotes, la majorité des

ARNm portent une coiffe composée de 7-methylguanosines à leurs extrémités 5’, ainsi

qu’une queue poly(A) en 3’ d’une longueur de 200 résidus d’adénosine qui les protègent

de la dégradation en 5’ →3’ ou en 3’→5’ respectivement (Day and Tuite, 1998), (Moore,

2005). Leur stabilité peut être modifiée en réponse à des signaux cellulaires. Par exemple,

dans des conditions inflammatoires, la cytokine IL4 augmente la stabilité de l’ARNm

de la protéine VCAM-1 causant alors une augmentation de l’expression (en quantité et

en temps) de cette molécule d’adhérence (Croft et al., 1999). Les extrémités 5’ ou 3’

transcrites non traduites des ARNm sont porteuses de signaux intervenant dans cette

régulation post-transcriptionelles (Day and Tuite, 1998).

La principale voie de dégradation des ARNm est initiée par le raccourcissement de la

queue poly (A) jusqu’à son retrait complet, suivie d’une dégradation exonucléolytique.

Leur dégradation se fait donc par un complexe protéique appelé exosome, composé d’exo-

nucléases. L’exosome a été intensivement étudiée depuis sa découverte en 1997 chez S.

cerevisiae(Mitchell et al., 1997).

1.6.1.2.2 Dégradation par les microARN

Les microARN sont de courts ARN considérés comme non codants pour des protéines,

ils comportent environ 22 nucléotides. Le premier microARN appelé lin-4 a été découvert

en 1993 chez le nématode Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993). Le génome humain

contient plus de 1600 gènes à l’origine de la transcription des microARN selon la requête
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effectuée sur la base de donnée miRBase en juin 2013 2. L’implication de ces derniers a

récemment été décrite dans la réponse aux stress (Leung and Sharp, 2010), (Ferguson,

2011).

Les microARN sont transcrits au début et à partir d’un gène en microARN primaire

(pri- miRNA) avec une structure en tige boucle. Ensuite, le pri- miRNA est clivé dans le

noyau par la ribonucléase Drosha et donne naissance à un ARN double brin précurseur

(pre-miRNA). Transporté dans le cytoplasme, le pre-miRNA est ensuite clivé par une en-

zyme de la famille Dicer (RNAse III) qui se charge de l’hydrolyse de la structure boucle.

Ainsi, se forme un microARN mature avec une structure double brin. Le microARN

mature interagit avec la protéine Argonaute pour former un complexe RISC (RNA in-

duced silencing complex). Le complexe RISC guide ensuite le microARN vers la région

3’ non codante (3’UTR) de l’ARNm. Ce complexe RISC est responsable de l’activité

“silencing” des microARN. En effet, cet appariement sur un site cible de l’ARNm (en

anglais : microRNA responsive element ou MRE) conduit au clivage de l’ARNm cible

et donc réprime la traduction de la protéine correspondante (Leung and Sharp, 2010),

(Hartmann et al., 2013).

Le facteur de transcription P53 est capable de réguler la transcription des microARN

en réponse aux dommages à l’ADN. Récemment, des rapports de plusieurs laboratoires

parviennent à la même conclusion : les membres de la famille des miR-34 sont des cibles

directes de p53 (Bommer et al., 2007), (Chang et al., 2007), (He et al., 2007), (Raver-

Shapira et al., 2007). En effet, en réponse aux dommages à l’ADN, p53 semble capable

d’induire la transcription des gènes responsables de la synthèse de miR-34a, miR-34b

et miR-34c. La famille miR-34 est impliquée dans la régulation de l’apoptose, l’arrêt

du cycle cellulaire et la sénescence (Hermeking, 2007). Le facteur Myc est aussi connu

pour augmenter l’expression d’un groupe de six microARN : miR-17-5p, miR-18, miR-

19, miR-20, miR-92 et miR-106 (O’Donnell et al., 2005). La capacité intrinsèque des

2. www.miRBase.org
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micro ARN à agir comme des régulateurs négatifs de la transcription est susceptible

d’influencer des voies de signalisation entraînant une altération des processus cellulaires

y compris ceux en réponse aux radiations ionisantes (Joly-tonetti and Lamartine, 2012),

(Metheetrairut and Slack, 2013).

De nombreuses études ont démontré que le niveau de transcription des microARN

pouvait être modifié (augmentation ou diminution de la synthèse) en réponse à diffé-

rentes doses de radiations ionisantes et dans des types cellulaires variés (Templin et al.,

2011), (Chaudhry et al., 2012), (Metheetrairut and Slack, 2013). À titre d’exemple de ré-

cents travaux ont démontré que le microARN let-7 a une expression modulée en réponse

à l’irradiation dans divers types cellulaires (Chaudhry et al., 2010), (Chaudhry et al.,

2012). Le micro ARN let-7 influence la survie cellulaire en régulant négativement l’ex-

pression des gènes Cdc25a, K-RAS, MYC (Büssing et al., 2008), (Chaudhry et al., 2012).

Chaudry et ses collaborateurs (Chaudhry et al., 2012) ont révélés une augmentation

de l’expression du microARN let-7, miR-21 , miR-15a et miR-143 en réponse à une

dose de 100 mGy de radiations ionisantes. Cette étude a aussi révélé que les microARN

miR-17-3p, miR-17-5p, miR-142-3p, miR-142-5p, miR-18a, miR-19a et miR-19b étaient

aussi induits en réponse à une irradiation à faible dose (100 mGy) et impliqués dans la

régulation du gène c-MYC (Chaudhry et al., 2012).

Une récente étude a révélé des modifications dans l’expression des microARN dans les

cellules sanguines en provenance de patients traités par radiothérapie (Templin et al.,

2011). Cette dernière étude a montré qu’un ensemble de microARN était induit en

réponse à l’irradiation et que parmi les gènes réprimés, certains étaient la cible des mi-

croARN induits (Templin et al., 2011). Ces études montrent le potentiel des micro ARN

dans la compréhension de l’altération globale de l’expression des gènes en réponse à l’ir-

radiation.
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1.6.2 Historique de mesure du transcriptome

Mesurer l’expression d’un gène consiste à mesurer l’abondance de l’ARNm produit à

partir de ce gène à un instant donné. Plusieurs techniques d’analyse du transcriptome

se sont développées pour permettre d’analyser l’activité transcriptionelle des gènes d’un

organisme. Elles peuvent se classer selon trois approches fondées sur :

– la migration électrophorétique

– l’hybridation

– le séquençage

Les techniques fondées sur l’hybridation sont apparues dans les années 70. Le principe

d’hybridation stipule que deux fragments d’acide nucléique complémentaires peuvent

s’associer et se dissocier de façon spécifique et réversible. Le principe fondateur de ces

techniques repose sur la détection de séquences d’ADN par hybridation d’un brin com-

plémentaire marqué et donc observable. La technique de “southern Blot” développée en

1975 par E.M Southern a ensuite été adaptée à l’étude des ARNm (northern), parallé-

lisée et miniaturisée pour aboutir à la technologie des biopuces dans les années 90. Ces

technologies de criblage à haut débit se sont révélées être des outils particulièrement

performants pour déterminer l’expression de plusieurs milliers de gènes en simultanée

(DeRisi, 1997).

Dans ce travail nous avons exclusivement évalué le transcriptome en utilisant des

puces à oligonucléotide. Une puce à oligonucléotide est constituée de plusieurs centaines

ou milliers de sondes nucléotidiques déposées ou synthétisées sur un support solide de

quelques centimètres carrés, chaque sonde étant spécifique d’un ARNm. Le taux d’hy-

bridation est quantifié pour chaque sonde de la puce. Il est proportionnel à l’abondance

relative de l’espèce d’ARNm concerné dans l’échantillon de départ et donne donc une

mesure du niveau d’expression du gène correspondant. Cette technologie repose sur la

combinaison de plusieurs domaines, ce qui nécessite le regroupement de compétences

multidisciplinaires pour une utilisation pertinente. Parmi ces domaines en question on
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distingue la :

– Biologie : pose le problème biologique sous forme de question.

– Chimie : Les procédés d’hybridations spécifiques relèvent du domaine de la chimie.

– Microtechnologie : est un domaine utilisé pour la miniaturisation des dépôts

d’oligonucléotides sur les lames de verres et leur lecture.

– Bio-informatique : développe des méthodologies statistiques adaptées pour l’étude

de l’immense quantité de données générées par ces approches.

Les publications traitant de l’analyse des données issues des puces à ADN/oligonucléotides

ont augmenté considérablement depuis la fin des années 90 et ceci dans différents do-

maines (Figure 1.6.3).

Figure 1.6.3: L’analyse des données de biopuce dans la littérature scientifique
de 1998 à nos jours (source : PubMed). Croissance du nombre d’ar-
ticles référencés dans PubMed sous le terme “Microarray Analysis” (requête
réalisée en mars 2013).

En effet, les technologies exploitant l’information contenue dans le transcriptome ont

été utilisées avec succès dans la classification de tumeurs (Golub et al., 1999), (Nguyen
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and Rocke, 2002) et sont parfois utilisées en routine dans le diagnostique de certaines

maladies (Devauchelle et al., 2004), (Nzeusseu Toukap et al., 2007). D’ailleurs, étudier

le transcriptome se révèle particulièrement intéressant car il est possible de le considérer

comme un trait phénotypique à part entière.

1.6.3 Effets des radiations ionisantes sur la transcription des

gènes

Avant l’arrivée des approches à haut-débit, l’induction de la transcription de gènes a

été décrite en 1980 chez Escherichia coli, en réponse à la Mitomycine C et aux radiations

UV (Kenyon and Walker, 1980) et en 1990 en réponse aux radiations ionisantes (Wo-

loschak et al., 1990). Depuis, de nombreuses publications ont vu le jour, concernant les

modifications d’expressions géniques induites par des radiations de différentes natures

sur des cellules de mammifères.

Les approches “-omiques” récemment développées pour permettre l’analyse globale

du niveau d’expression des gènes en réponse à un stimulus, se révèlent être des outils

prometteurs, pour progresser dans la compréhension des effets moléculaires des rayonne-

ments ionisants. La majorité des études se sont concentrées sur l’étude des modifications

du transcriptome à des doses relativement élevées. Toutes ces études de transcriptome

mettent en évidence un ensemble de gènes communs radio-induits caractéristiques de la

réponse à l’irradiation (Amundson et al., 2000), (Amundson et al., 2001), (Mori et al.,

2004), (Amundson et al., 2005), (Mori et al., 2005), (Chaudhry, 2008), (Gruel et al.,

2008). Ces gènes radio-induits sont pour la plupart régulés par le facteur de transcrip-

tion P53 et codent pour des protéines impliquées dans l’apoptose, l’arrêt du cycle ou

la réparation des dommages. La liste de ces gènes est illustrée dans le diagramme de

Venn en Figure 1.6.4. Les niveaux de régulation de l’expression de ces gènes et de leurs

protéines sont très divers et complexes et dépendent du type cellulaire, de la dose d’ir-

radiation, du temps d’exposition.
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Figure 1.6.4: Gènes participant au contrôle de la réponse cellulaire à l’irra-
diation et fréquemment décrits dans la littérature.

Quand ce projet de thèse a débuté, en 2009, quelques études démontrant des altéra-

tions de l’expression génique, suite à une exposition cellulaire aux faibles doses étaient

disponibles sans toutefois en élucider les origines et les conséquences de ces modulations

(Amundson et al., 1999a), (Amundson et al., 2003), (Coleman et al., 2005), (Franco

et al., 2005), (Fujimori et al., 2005), (Gruel et al., 2008), (Sokolov et al., 2006), (Warters

et al., 2009).

Depuis, le nombre de publication a légèrement augmenté, mettant à disposition plus

d’éléments pour aider à une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires mis

en jeu dans la réponse aux faibles doses (Wyrobek et al., 2011), (Ray et al., 2012), (Knops

et al., 2012), (Manning et al., 2013), (Tableau 1.6.1). Les fibroblastes et les cellules du

sang périphérique irradiés in vivo ou in vitro représentent l’un des types cellulaires les
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plus étudiés dans la réponse à l’irradiation. Toutes ces études menées aux faibles doses

ont montré une altération de l’expression des gènes codant pour des protéines impliquées

dans le métabolisme et la signalisation intercellulaire (Tableau 1.6.1).

Les études comparatives mettent en évidence une différence quantitative et qualitative

entre les profils d’expression des gènes modulés à faible et fortes doses de radiations

ionisantes (Ding et al., 2005), (Ray et al., 2012). Ces études semblent confirmer une

réponse concernant les processus impliqués dans le métabolisme pour les faibles doses et

une réponse axée sur la réparation des dommages à l’ADN, le cycle cellulaire et la mort

cellulaire, pour les doses fortes (Ding et al., 2005), (Ray et al., 2012).
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TABLEAU 1.6.1: Les revues scientifiques abordant l’aspect modulation d’ex-
pression aux faibles doses de radiations ionisantes dans les
cellules humaines.

Parallèlement à cela, des données d’expression de gènes provenant d’exposition acci-

dentelle ou professionnelle sont disponibles notamment sur des lymphocytes provenant

de prélèvements de travailleurs du nucléaire (Fachin et al., 2009), de cellules de peau de

personnes irradiées (Berglund et al., 2008) ou de cellules mononuclées provenant d’in-

dividus sains exposés aux conséquences de l’accident de Tchernobyl (Albanese et al.,

2007). Toutes ces études ont mis en évidences des gènes dont l’expression était modifiée

potentiellement suite à une exposition in-vivo aux radiations ionisantes : gènes codant
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pour des cytokines et des récepteurs impliqués dans les phénomènes de mort cellulaire

(Albanese et al., 2007), gènes de réparation ADN et régulation du cycle cellulaire (Fa-

chin et al., 2009) et enfin gènes impliqués dans la réponse inflammatoire (Berglund et al.,

2008).

1.6.3.1 Les facteurs de transcription activés en réponse aux radiations

ionisantes

Toutes les modifications d’expression génique répertoriées à ce jour, sont susceptibles

d’être causées par l’activateur de régulateurs de transcription comme les facteurs de

transcription. Nous avons vu lors des précédents chapitres que l’activation des facteurs

de transcription pouvait être à l’origine des modifications du transcriptome (Criswell

et al., 2003), (Mori and Desaintes, 2004) et contribuait aux processus de réponse cellu-

laire comme la réparation des dommages ou l’arrêt du cycle cellulaire. Divers facteurs

de transcription ont été identifiés comme activés suite à une exposition cellulaire aux

rayonnements ionisants de cellules normales ou tumorales (Criswell et al., 2003). Ces

différents facteurs sont présentés dans le Tableau 1.6.2.

-page 63-



1.6.3. Effets des radiations ionisantes sur la transcription des gènes

Facteurs de
transcription

Types cellulaires utilisés Gamme
de doses
(Gy)

Cinétique
d’induc-
tion
(h)

Références

p53 Cellules de différents cancers
lymphocytiques et épithéliaux

0.2–20 2–4 (Lu and Lane, 1993)
(Zhan et al., 1993)

NF-kB
(p65/p50)

Cellules de différents cancers
lymphocytiques et épithéliaux

0.5–20 0.5–4 (Brach et al., 1991)
(Brach et al., 1993)

SP1 Cellules de mélanomes et
carcinome (tête et cou)

0.1–10 2–10 (Sahijdak et al., 1994)
(Yang et al., 2000)

EGR-1 Cellules normales et cellules de
cancers lymphocytiques et

épithéliaux

4–20 0.3–4 (Datta et al., 1993)
(Venkatasubbarao,

1996)
AP-1 Kératinocytes et cellules de cancers

lymphocytiques et épithéliaux
2–20 1–5 (Hallahan et al., 1993)

(Sahijdak et al., 1994)

Oct-1/
NF-Y

Cellules de mélanomes et carcinome
(tête et cou) et cellules de cancers
lymphocytiques et épithéliaux

5–20 4-8 (Meighan-Mantha
et al., 1999)

Gata-3 Kératinocytes 0.01 Gy 3-72 (Bonin et al., 2009)

TABLEAU 1.6.2: Facteurs de transcription activés en réponse aux radiations
ionisante. De nombreuses études ont pu mettre en évidence l’acti-
vation de facteurs de transcriptions, dans différentes conditions expé-
rimentales en réponse aux radiations ionisantes (adapté de (Criswell
et al., 2003) et mis à jour).

Activation du facteur de transcription P53. La protéine p53 est produite à de

faibles niveaux dans les cellules non stressées (Prives and Hall, 1999), mais se retrouve

rapidement stabilisée par différents types de stress cellulaires (Lu and Lane, 1993). La

phosphorylation par ATM de MDM2 est susceptible d’être une étape clé dans la stabi-

lisation de P53 (Ashcroft and Vousden, 1999), (Cheng and Chen, 2010). En réponse à

une exposition de cellules de mammifères aux radiations ionisantes, l’activation du fac-

teur de transcription P53 a été décrite (Enoch and Norbury, 1995), (Suzuki et al., 2001)

et les principales études décrivent son activation pour des doses allant de 0.1 à 20 Gy

(Zhan et al., 1993), (Suzuki et al., 2001). Activée dans le noyau cette protéine se lie sous

une forme tétramérique à un élément de réponse présent sur les promoteurs de gènes

cibles au niveau d’un enhancer ou d’un promoteur proximal. Le nombre de gènes poten-
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tiellement transactivés par P53 est évalué à environ 400 (El-Deiry, 1998), (Qian et al.,

2002). Les protéines codées par les gènes cibles de P53 sont impliquées pour la plupart

dans la réparation de l’ADN (PCNA, DDB2 et XPC), la progression du cycle cellulaire

(CDKN1A, GADD45a) et l’apoptose (BAX, BBC3, TFNRSF10b) (Amundson et al.,

2000, 2001), (Beckerman and Prives, 2010). Le facteur de transcription P53 possèdent

d’autres cibles, Jen et Cheung présentent de nouvelles cibles moléculaires du facteur de

transcription P53 en réponse aux radiations ionisantes (Jen and Cheung, 2005). L’im-

plication du facteur de transcription P53 aux faibles doses reste à élucider, il semblerait

d’après une étude que l’activation du facteur P53 ne soit plus détectable par Western

Blot en dessous de100 mGy (Suzuki et al., 2001).

Activation du facteur de transcription NF-kB . NF-kB est un facteur de trans-

cription qui existe sous sa forme latente en association avec sa protéine inhibitrice IkB.

De nombreuses voies de signalisation sont connues pour causer la dégradation de cette

protéine inhibitrice entrainant le relargage de la forme libre de NF-kB. La forme active

de NF-kB peut ainsi migrer dans le noyau et réguler au niveau de la transcription l’ex-

pression des gènes cibles. Les gènes cibles de NF-kB sont connus pour jouer un rôle dans

divers processus cellulaire comme l’apoptose, la prolifération, l’adhésion cellulaire, la mi-

gration, les processus inflammatoires et la réponse immune adaptative. NF-kB est l’un

des facteurs de transcription activés en réponse aux UV et radiations ionisantes (Brach

et al., 1991), (Brach et al., 1993). La dose minimale de radiations ionisantes nécessaire

à l’activation de NF-kB varie d’un type cellulaire à l’autre. Dans la lignée cellulaire de

lymphoblastes humain, la dose 0.5 Gy est suffisante pour entrainer l’activation du fac-

teur de transcription alors qu’une dose de 20 Gy dans les fibroblastes humains diploïdes

n’est pas suffisante.

La fixation du complexe de transcription AP-1 sur les promoteurs des gènes

cibles est induite par des dommages à l’ADN . Jun et Fos sont les composants de ce

complexe protéique. L’activation d’AP1 a été reportée pour des doses fortes comprises
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entre 2 et 20 Gy (Hallahan et al., 1993), (Sahijdak et al., 1994).

Le gène EGR1 et le facteur de transcription EGR1 sont activés en réponse aux ra-

diations ionisantes. L’activation du facteur de transcription EGR1 a été mis en évidence

dans des cellules de mélanome humaine à 5 et 20 Gy dès 30 minutes post-irradiation

(Venkatasubbarao, 1996). Une autre étude a mis en évidence l’activation du promoteur

EGR1 en réponse à une dose de 4 Gy de radiation ionisantes dans des cellules de gliome

(Meyer et al., 2002). Il a été également observé une modulation de l’expression du gène

EGR1 par divers équipes (Hallahan et al., 1991), (Datta et al., 1992), (Datta et al.,

1993). Ainsi Datta et al ont mesuré un induction du gène EGR1 en réponse a une expo-

sition à 20 Gy de rayonnements ionisants de cellules humaines normales et cancéreuses

(Datta et al., 1993). D’après Criswell et al, la dose minimale de rayonnement ionisant

nécessaire pour cette induction semble être de 4 Gy (Criswell et al., 2003).

Des études ont démontré l’activation du facteur de transcription POU2F1 (Oct-

1) en réponse à des dommages à l’ADN. L’augmentation de l’expression du niveau de

la protéine POU2F1 quelques heures après l’irradiation a été observée . Cependant, les

gènes cibles de cette activation dépendante des rayonnements ionisants ne sont pas ca-

ractérisés. Le facteur POU2F1 est stabilisé et son activité est modifiée par la protéine

DNA-PK en réponse aux cassures doubles brin (Schild-Poulter et al., 2007).

Le facteur de transcription NFY se fixe sur un élément de réponse CCAAT situé

sur le promoteur de gènes cibles. NFY a été décrit comme activé en réponse à l’irradia-

tion de cellules endothéliales (Bertagna and Jahroudi, 2001).

Quelques études ont montré une augmentation de l’activité du facteur de transcrip-

tion SP1 en réponse à des doses d’irradiation comprises entre 0.1 et 10 Gy. Le facteur

SP1 est un facteur de transcription ubiquitaire exprimé dans les cellules de mammifères

et ayant une forte affinité pour les séquences riches en GC. Il régule des gènes dont les
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protéines semblent impliquées dans divers processus cellulaires, y compris la régulation

du cycle cellulaire, le modelage de la chromatine.

Le facteur de transcription GATA3 fait partie de la famille des facteurs de trans-

cription GATA. Ce facteur joue un rôle crucial dans le développement des lymphocytes

T mais également dans les processus biologiques des cellules endothéliales. Une étude ré-

cente a mis en évidence un enrichissement en séquences consensus GATA correspondant

aux sites de liaison GATA1 et GATA3 par analyse bioinformatique des séquences promo-

trices spécifiques de gènes modulés en réponse à de faibles doses de radiations ionisantes

(Bonin et al., 2009). L’activation du facteur de transcription GATA-3 a été confirmée

par des expérimentations in-vitro. C’est la première fois qu’un facteur de transcription

est décrit en état d’activation en réponse à de très faibles doses (10 mGy) de radiations

ionisantes (Bonin et al., 2009).
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Deuxième partie

Matériel et méthode

« Attendre d’en savoir assez

pour agir en toute lumière, c’est

se condamner à l’inaction. »"

(Citations de Jean

Rostand,Inquiétudes d’un

biologiste,1967)
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CHAPITRE 2.1

TRAITEMENT DES ÉCHANTILLONS BIOLOGIQUES

2.1.1 Collecte des échantillons biologiques et irradiation ex-vivo

Les échantillons de sang périphériques ont été prélevés sur cinq volontaires de sexe

masculin. Cette collecte de sang a été effectuée par l’établissement Français du Sang

(EFS), conformément à la loi française n°2004-800 concernant la bioéthique. Une nu-

mération de la formule sanguine a été effectuée sur chaque échantillon de sang avec un

système hématologie ADVIA (Bayer HealthCare).

Un anticoagulant, l’héparine, a été ajouté à une concentration de 34 unités par milli-

litre de sang. Pour l’adaptation des cellules, les échantillons sanguins ont été dilués au

1 :10 dans milieu nutritif IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium), puis incubés

pendant une nuit dans un incubateur à 37° en atmosphère humide et 5% de CO2. Les

échantillons de sang sont ensuite exposés ex-vivo à une source de Cobalt-60 émettant des

rayonnements gamma à un débit dose 0.05 Gy.min -1. Les irradiations ont été effectuées

à l’irradiateur ICO4000 situé à l’IRSN de Fontenay aux Roses. Les doses auxquelles ont

été exposées les cellules sont 5, 10, 25, 50, 100 et 500 mGy. Ensuite, les échantillons ir-

radiés ainsi que ceux de la condition contrôle (0 mGy) sont incubés à 37 degrés pendant

150, 300, 450 et 600 minutes dans une atmosphère humide contenant 5% de CO2.
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2.1.2. Purification lymphocytaire

2.1.2 Purification lymphocytaire

Le RosetteSep™ CD4+ (Stem Cells Technologies) permet d’isoler les cellules T CD4+

par sélection négative. Les lymphocytes T CD4+ sont purifiés conformément aux ins-

tructions du fabricant (Stem Cells Technologies). La sélection négative repose sur l’utili-

sation d’un complexe d’anticorps tétramérique spécifique des lymphocytes T CD8+, des

cellules “natural killer”, des lymphocytes B et des érythrocytes. Le complexe d’anticorps

est ajouté au sang total à une concentration de 50 µl/ml de sang. Le mélange est ensuite

incubé à température ambiante pendant 20 minutes. Durant cette incubation les anti-

corps se fixent aux cellules indésirables qui vont se fixer aux globules rouges formant un

complexe appelé immunorosette. Après centrifugation en gradient de densité (1.077g.l-1

Ficoll-paque PLUS), pendant 20 minutes à 1200×g, les cellules T CD4 + purifiées sont

présentes sous forme d’une population fortement enrichie à l’interface entre le plasma

et le milieu de densité de flottaison. L’anneau contenant les lymphocytes T CD4+ est

collecté (Figure 2.1.1).
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Figure 2.1.1: Procédure pour la sélection négative des lymphocytes T CD4+

Cette sélection négative a pour avantage de permettre une récupération de lympho-

cytes T CD4+ exemptés de tout contact avec d’éventuels anticorps. La vérification des

taux d’enrichissement en lymphocytes T CD4+ est réalisée par cytométrie en flux (cy-

tomètre FACSort Becton Dickinson). Un triple marquage anti-CD4-R-Phycoerythrin

(R-PE), anti-CD3-Tricolor (Trico) et anti-CD8-Fluorescein (FITC) est réalisé à partir

d’un aliquot de chaque échantillon de cellules triées.

2.1.3 Extraction des ARN

L’extraction des ARN cellulaires est réalisée par la méthode Phénol (Qiazol)/Chloroforme

combinée à une purification sur colonne d’affinité (Kit miRNeasy Qiagen). L’extraction

des ARN totaux provenant des lymphocytes T CD4+ est réalisée en suivant les instruc-

tions du fabricant. Les ARN extraits sont élués dans de l’eau sans RNAses.
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La concentration d’ARN est estimée par dosage spectrophotométrique Nanodrop ND-

100 (NanoDrop Technologies). La valeur de la densité optique à 260 nm permet le dosage

des acides nucléiques et celle à 280 nm celui des protéines présentes dans l’échantillon

analysé. Il est admis que le rapport de la DO 260/280, pour une extraction d’acide

nucléique d’une bonne qualité doit être supérieur à 1.8, pour des ARN en suspension

dans l’eau. Une mesure de la Densité Optique à 230 nm est également réalisée pour

détecter une éventuelle trace d‘isothiocyanate de guanidium, un inhibiteur d’enzymes.

Un contrôle qualitatif des ARN totaux est réalisé par migration électrophorétique des

échantillons d’ARN extraits sur des puces RNA nano LabChip (LabTech) avec le Bio-

Analyser 2100 (Agilent Technologies).

La valeur numérique du RIN (RNA Integrity Number) calculé à partir du profil élec-

trophorétique de chaque échantillon permet d’estimer le taux d’ARNm dégradé. Un

échantillon d’ARN est considéré comme de bonne qualité lorsque son RIN est supé-

rieur à 7. Les ARN totaux présentant des concentrations optimales et des scores de RIN

optimaux sont conservés à -80°C et utilisés pour la suite des expérimentations.
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CHAPITRE 2.2

ANALYSE SUR PUCE À OLIGONUCLÉOTIDES

Une des sources de biais expérimental important liée aux biopuces concerne “l’effet de

lot”. Ainsi, un ensemble d’échantillons ayant été traité dans une même session d’hybrida-

tion par exemple, peuvent présenter des similitudes de signaux. Cet effet peut entrainer

des biais dans l’interprétation des données si les échantillons d’une même condition sont

traités dans un même lot. La méthodologie utilisée pour s’en affranchir a été le tirage

aléatoire à chaque étape du protocole (amplification, marquage, hybridation) des échan-

tillons traités simultanément.

2.2.1 Amplification et marquage des ARN

Des ARN exogènes appelés “ARN spikes “ sont ajoutés à des concentrations connues

dans chaque échantillon. Il s’agit d’une série d’ARN synthétiques n’ayant aucune simi-

larité de séquence avec le génome humain. La présence sur les puces de spots de sondes

correspondant à ces spikes permettent l’analyse de leurs signaux d’intensité d’hybrida-

tion respectifs, mis en relation avec leur concentration de départ. Chaque “spike-in” est

déposé 10 fois sur chaque puce. Ces dépôts multiples ont pour objectif de contrôler la

qualité des hybridations.
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2.2.1. Amplification et marquage des ARN

Une amplification linéaire des ARNm a été réalisée selon le protocole “Low Input

Quick Amp Labelling” (Agilent Biotechnologies). La Figure 2.2.1 illustre la procédure

d’amplification et de marquage.

Figure 2.2.1: Procédure d’amplification et de marquage des ARN messagers.

L’amplification se déroule en deux étapes. La première étape est la production d’ADN

complémentaires en réalisant une transcription inverse (RT) utilisant des amorces spé-

cifiques des ARNm (oligo-dT) et en y incorporant un site promoteur pour une T7 ARN

polymérase. Le premier brin d’ADN est alors utilisé comme matrice pour synthétiser

le second brin. La deuxième étape est une transcription in-vitro à partir de la matrice

double brin. Elle permet la néo-synthèse d’ARN complémentaire (ARNa) par l’ARN
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polymérase du phage T7. L’utilisation du fluorochrome cyanine 3 associée à la cytosine

(Cya3-CTP) permet le marquage des ARNa lors de l’étape d’amplification.

2.2.2 Purification des ARN amplifiés

La purification des ARN amplifiés et marqués à la cyanine 3 (ARNa-Cy3) est réalisée

sur mini colonnes QIAGEN RNeasy mini spin columns, selon les instructions du fabricant

(QIAGEN). Les ARNa purifiés sont élués dans de l’eau sans RNAse. La concentration

des ARNa et l’incorporation de la cyanine 3 est déterminée par spectrophotométrie

(NanoDrop ND-1000). Le calcul de l’activité spécifique en cyanine 3 permet de quantifier

l’incorporation de la cyanine 3 dans les ARNa grâce à la mesure de l’absorbance de

l’échantillon à 550 nm. L’efficacité du marquage est vérifiée en se référant à la valeur

minimale de 9 pmol de cyanine 3/µg d’ARN donnée par le fabricant. La qualité est

contrôlée par migration électrophorétique des échantillons des ARN extraits sur des

puces RNA nano LabChip (Agilent Technologies) avec le Bio-Analyser 2100 (Agilent

Technologies).

2.2.3 Hybridation des échantillons

L’hybridation des ARNa-cy3 sur les sondes oligonucléotides de la puce est réalisée

par rotation mécanique à 60 °C pendant 17 heures, conformément aux instructions du

fabricant (Agilent Technologies). Une quantité de 1.65µg d’ ARNa-cya3 est nécessaire

pour l’étape d’hybridation. Chaque puce pangénomique est composée de 44000 dépôts

d’oligonucléotides de 60 mers visant à mesurer l’expression de 27,958 ARNm représen-

tatifs du génome humain. Un lavage des lames est réalisé après l’hybridation.
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2.2.4 Visualisation des images et extraction des signaux de

fluorescence

Les images de fluorescences sont obtenues à l’aide d’un scanner de fluorescence (Agilent

G2565CA) à haute résolution (5µm). Ce scanner est muni d’un laser excitant la cyanine

3 à 532 nm, et d’un microscope confocal couplé à un photomultiplicateur permettant

de capter les photons émis par le fluorochrome. La Figure 2.2.2 illustre une puce à oli-

gonucléotide hybridée. Une visualisation directe de première intention de l’image d’hy-

bridation est réalisée et peut permettre le repérage d’éventuelles traces de poussières

entrainant l’exploitation difficile de la puce. La figure 2.2.2 représente une hybridation

optimale de puce. Chaque zone hybridée (spot) correspond à l’hybridation d’un ARNa

en particulier avec des coordonnées précises (ligne, colonne).

Figure 2.2.2: Visualisation des images en log-intensité des lames hybridées en
fausses couleurs.
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2.2.5. Soumission dans la base de donnée GEO (Gene Expression Omnibus )

Le logiciel Feature extraction (Agilent Technologies) est utilisé pour extraire les inten-

sités de chaque spot, à partir des images issues de la lecture des puces hybridées. Pour

cela, le logiciel fait correspondre une grille de dépôt théorique avec l’image. Cela per-

met d’établir une correspondance entre la position du spot, les informations concernant

l’oligonucléotide correspondant ainsi que les mesures liées à la fluorescence résultante de

l’hybridation. Feature extraction procède à l’annotation des signaux d’hybridations en

fonction de leur significativité comparée au bruit de fond de leur homogénéité et de leur

saturation. L’ensemble des données brutes d’intensités extrait de chaque hybridation est

regroupé dans un fichier de résultat généré par le logiciel Feature Extraction, accompa-

gné d’un rapport concernant les contrôles qualités internes à chaque hybridation.

2.2.5 Soumission dans la base de donnée GEO (Gene Expression

Omnibus )

La banque de donnée GEO (Gene Expression Omnibus ) a été initiée dans les années

2000. Cette base de données publiques est hébergée par le site NCBI 1 et est dédiée à la

mise en ligne des données issues des expériences de transcriptome faisant l’objet d’ar-

ticles publiés (Edgar et al., 2002). Les données d’expériences à haut débit sont soumises

puis référencées en décrivant la source biologique de l’expérience, le protocole expéri-

mental suivi ainsi que les résultats des données d’expression. En janvier 2013, la base

de données GEO contenait 11 017 plateformes différentes ainsi que 35 629 séries d’ex-

périence regroupant un total de 871 434 expériences. Les données d’expression de cette

thèse ont été soumises avec le numéro d’accession GSE43151 2.

1. http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
2. données mis à disponibilité en 2013
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CHAPITRE 2.3

ANALYSE DES DONNÉES D’EXPRESSION

2.3.1 Présentation du langage R

Les technologies à haut débit ont la particularité de générer un volume de données

important. L’analyse de ces données complexes nécessite un ensemble de méthodologies

adaptées pour en extraire l’information biologique répondant aux questions posées. L’ex-

ploitation des données d’expression a été réalisée à l’aide du langage de programmation

R 1. Logiciel libre depuis 1995, R est un environnement de calcul statistique et de gestion

graphique.

Ce logiciel permet l’exécution de commandes sous forme de programmes (scripts).

Cette fonctionnalité permet aux développeurs de créer des librairies additionnelles de

fonctions. Les librairies peuvent être utilisées et téléchargées sous forme de “packages”.

L’ensemble des “packages” utilisés dans le cadre de l’analyse de puces est téléchargé

sur la suite Bioconductor 2(Gentleman et al., 2004). Le “package” Agi4x44PreProcess

contient un ensemble de fonctions dédiées à l’analyse des données issues des biopuces de

société Agilent. Dans cette étude le “package” d’annotation utilisé a été "hgug4112a.db.

1. http ://www.r-project.org/. R a été installé en version 2.13
2. http ://www.bioconductor.org/packages/release/BiocViews.html#___Software
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2.3.2. Normalisation des données

Le script utilisé pour exploiter les données est présenté en annexe A.

2.3.2 Normalisation des données

La normalisation est une étape primordiale lors de l’analyse des données de puces.

Elle va permettre de se prémunir des biais expérimentaux susceptibles de générer des

différences dans la distribution des intensités mesurées entre les puces. Par conséquent,

ces biais pourraient en absence de normalisation avoir un impact sur l’interprétation

du signal biologique étudié. Une normalisation inter-puce par quantile a été réalisée. La

normalisation par la méthode des quantiles est un standard pour normaliser entre elles

les puces issues d’une hybridation mono-couleur (Bolstad, 2001). Chaque quantile de

la distribution des intensités de fluorescence de chaque puce est normalisé par rapport

à la distribution des intensités moyennes calculées sur l’ensemble des puces (Figure 2.3.1).

Figure 2.3.1: Effet de la normalisation par quantiles sur les distributions des
intensités de fluorescence.

2.3.3 Filtrage

Ensuite une étape de filtrage est réalisée sur les données normalisées à l’aide du lan-

gage de programmation R (Team, 2009). L’étape de filtrage a pour objectif l’élimination

des spots contrôles et les spots non conformes qui seraient trop proches du bruit de fond

-page 79-
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ou ayant une fluorescence non uniforme sur la base des annotations réalisées par Feature

Extraction. Dans cette étude, nous avons choisi d’éliminer de l’analyse les spots non

détectés dans 75% des réplicats. Finalement, un total de 16 696 sondes a été sélectionné

après l’étape de filtrage.

Un coefficient de variation (CV) correspondant au rapport de l’écart-type σ sur la

moyenne du signal mesuré (intensité de fluorescence), est calculé pour 999 sondes répli-

quées 9 fois (Equation 2.3.1), il est exprimé en pourcentage :

CVs,p =

√∑ r
(Is,p,r − Ī s,p)

9

Īs,p
(2.3.1)

s : numéro de la sonde répliquée de 1 à 999 pour la puce p

p : numéro de la puce de 1 à 121

r : numéro de réplicat de 1 à 9 pour la sonde s de la puce p

I : intensité d’hybridation

Ī :intensité moyenne calculée sur les 9 réplicats de la sonde s de la puce p

2.3.4 Analyse de l’expression différentielle des gènes

Le but de cette analyse de l’expression différentielle des gènes est de déterminer les

gènes différentiellement exprimés entre une condition irradiée et non irradiée. Deux pa-

ramètres sont associés à chaque sonde hybridée la valeur des ratio d’intensité 3 (voir

équation 2.3.2) et la P.valeur donnant la significativité statistique. En pratique, l’ana-

lyse de l’expression différentielle des gènes se déroule en quatre étapes principales :

– Étape 1 : le calcul du log ratio D S, Ci, T (équation 2.3.2 ) pour chaque sonde, chaque

3. souvent sous forme logarithmique, dite « log-ratio », représentant le différentiel d’expression
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2.3.4. Analyse de l’expression différentielle des gènes

dose et chaque temps est effectué, afin d’évaluer le niveau de modulation :

D S,Ci,T = Log2(

∑l
j=1

Ij S,Ci,T

l
) − Log2 (

∑k
m=1

Im S,Co,T

k
) (2.3.2)

S : numéro de la sonde de 1 à 16696

Ci : condition irrradiée : 5 mGy à 500 mGy

Co : condition non irradiée : 0 mGy

T : temps post irradiation : 150 à 600 minutes

l : nombre de réplicats pour la condition irradiée Ci et le temps T

k :nombre de réplicats pour la condition non irradiée Co et le temps T.

I : intensité d’hybridation pour le réplicat de 1 à l ou 1 à k de la condition Ci ou Co

respectivement et du temps T.

– Étape 2 : une statistique t modérée pour analyser la significativité de la modulation

comme avec hypothèse HO : D S,Ci, T = 0

– Étape 3 : une correction de la P.valeur est appliquée en raison de la problématique

des tests multiples.

Dans notre étude, le package limma a été utilisé pour calculer ces différentiels d’expres-

sion d’intérêts pour chaque gène analysé à partir d’une matrice de contraste et évaluer

la significativité statistique des modulations d’expression (Smyth, 2005, 2004).

2.3.4.1 Problématique des tests multiples

Une seule puce teste des dizaines de milliers de transcrits simultanément. Ainsi, autant

de tests statistiques doivent être réalisés pour déterminer la significativité des modula-

tions observées. Cette situation de test multiple induit mécaniquement un risque plus

élevé de faux positifs lors de l’utilisation de seuil sur la P.valeur classique.
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2.3.4. Analyse de l’expression différentielle des gènes

Les faux positifs correspondent aux gènes considérés à tort comme étant différentielle-

ment exprimés. Par exemple, si l’on tolère 5 % d’erreur (P.valeur < 0.05) dans l’évalua-

tion statistique de 10 000 hypothèses. H0 : Log Intensité I - Log Intensité NI = 0. On aura

mécaniquement un risque de conclure à une modulation significative pour 500 tests (5%

de 10 000 tests) uniquement en raison du taux d’erreur toléré. Pour ce prémunir de ce

risque de faux positifs, la combinaison de deux méthodes ont été utilisées dans ce travail.

2.3.4.1.1 Correction de la P.valeur

La mesure de risque la plus couramment utilisée en Biologie dans la problématique

des tests multiples est le False Discovery Rate (FDR). La correction utilisée dans ce

travail est celle de Benjamini & Hochber (BH) (Benjamini, Y. and Hochber, 1995). Les

FDR permet l’estimation du taux de faux positifs parmi les hypothèses rejetées. Dans ce

cas, la P.valeur corrigée ne correspond plus au taux d’erreur tolérée sur l’ensemble des

tests effectués mais au taux de faux positifs tolérés parmi les gènes sélectionnés comme

différentiellement exprimés. Ainsi, contrôler le FDR revient à contrôler le nombre de

faux positifs.

2.3.4.1.2 Filtre sur l’amplitude de la modulation

On procède à la fixation d’un seuil minimum arbitraire, à partir duquel le gène est

considéré comme différentiellement exprimé entre la condition irradiée et non irradiée.

La valeur du seuil arbitraire dans cette étude a été fixée à une variation d’au moins 1.5

fois entre les deux conditions (| log ratio | ≥ 0.585). Ce seuil signifie qu’ un gène donné

doit avoir une amplitude de variation d’au moins 1.5 fois pour être considéré comme

différentiellement modulé.
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2.3.5. corrélation de Spearman

2.3.5 corrélation de Spearman

Les coefficients de corrélation de Spearman ont été utilisés comme mesure de la simi-

larité des données entre les conditions expérimentales. Ce coefficient permet de mettre

en évidence une similarité de « forme » entre deux profils d’expression, sans pour autant

tenir compte des différences d’amplitude. Le calcul des scores de corrélation a été réalisé

sous R.

2.3.6 Regroupement de profils similaires

La méthode de classification hiérarchique ont été utilisées dans ce travail pour iden-

tifier les gènes présentant un profil d’expression similaire. Cette approche consiste à

prendre en compte l’ensemble des gènes de manière à les séparer en groupes distincts en

fonction de la similarité de leur profil sans que la connaissance de classes existantes ne

vienne interférer dans le résultat.

Dans ce rapport, toutes les classifications hiérarchiques ont été réalisés avec la méthode

des distances euclidiennes à l’aide du “package” gplot. Elle consiste à mesurer la distance

entre deux gènes X = (x1, x2, x3...xn) et Y = (y1, y2, y3 ...yn) dans un espace à n

dimension (correspondant au nombre de conditions). La formule peut s’écrire ainsi :

Dans cette méthode de classification, chaque profil commence dans son propre “cluster”

ou groupe. Une matrice de distance euclidienne est alors calculée entre tous ces “clusters”

initiaux. Les deux “clusters” présentant la plus faible distance sont alors fusionnés. La

matrice de distance est alors mis à jour en prenant en compte cette fusion par la méthode

de regroupement du “voisin le plus éloigné” (complete linkage). Cette procédure est

recommencée de manière itérative jusqu’à ce qu’il n’y ait plus qu’un unique “cluster”

résultat de la fusion de tous les profils (Saei and Omidi, 2011). La Figure 2.3.2 illustre
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2.3.6. Regroupement de profils similaires

schématiquement une classification hiérarchique basée sur les distances euclidiennes.

Figure 2.3.2: Schéma d’une classification hiérarchique basée sur les distances
euclidienne (Saei and Omidi, 2011).

Le résultat de cette classification peut se visualiser graphiquement. A travers la com-

binaison d’un dendogramme codant la distance calculée entre les profils et leur hiérar-

chisation et d’une représentation “carte thermique” codant les niveaux de modulations

constituant chaque profil et éventuellement la significativité statistique correspondante

(Eisen et al., 1998). La fonction heatmap2 du “package” gplot a permis de réaliser les

représentations graphiques en carte thermique, associées à la classification hiérarchique

des données.
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2.3.6. Regroupement de profils similaires

Figure 2.3.3: Principe de la classification hiérarchique. La classification hiérar-
chique peut être associée à une colorisation des valeurs d’expression issues
des données brutes d’intensité.
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CHAPITRE 2.4

INTERPRÉTATION BIOLOGIQUE DES DONNÉES DE

PUCE À OLIGONUCLÉOTIDE

L’une des plus grandes difficultés de l’analyse des données de modification du trans-

criptome est d’exploiter convenablement les listes de gènes candidats. Le plus souvent ces

listes de gènes sont assez conséquentes. Diverses bases de données et logiciels d’analyse

de liste de gènes ont été développés ces dernières années afin d’identifier les fonctions

biologiques et autres annotations plus ou moins spécifiques de la liste soumise. Ces an-

notations des données aident pour formuler des hypothèses ou faire une interprétation

biologique des résultats.

2.4.1 Bases de données permettant d’annoter les gènes

2.4.1.1 La base de données KEGG

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 1 est une base de donnée qui in-

formatise les connaissances en génétique, biochimie, biologie moléculaire et cellulaire en

les organisant en voie biochimique et voie d’interaction moléculaire (Ogata et al., 1999).

Dans notre étude nous avons utilisé le composant principal de KEGG qui est la base

1. http ://www.genome.jp/kegg/
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2.4.2. Outils analytiques analysant les annotations

de donnée “Pathway” qui rassemble la plupart des voies métaboliques connues à ce jour.

Les voies métaboliques sont proposées sous forme d’image annotée. La liste complète

des voies cataloguées par KEGG est disponible en ligne.

2.4.2 Outils analytiques analysant les annotations

2.4.2.1 Logiciel web ToppGene

La Suite ToppGene 2est un portail en ligne pour l’étude fonctionnelle de liste de gènes

d’intérêt, la hiérarchisation de gènes candidats en utilisant soit des annotations fonction-

nelles ou l’analyse de réseau, ou les deux, mais aussi d’identification et la priorisation de

nouveaux gènes candidats de maladie (Chen et al., 2009) (Figure 2.4.1). Le site internet

de la suite ToppGene, est gratuit et ouvert à tous les utilisateurs. Dans cette étude nous

avons principalement utilisé ToppFun pour l’annotation fonctionnelle des listes de gènes,

les calculs d’enrichissement de séquences consensus dans les promoteurs et d’enrichisse-

ment des motifs de liaison des microARN.

La distribution hypergéométrique est utilisée pour déterminer si oui ou non une

annotation fonctionnelle, une séquence consensus de régulateurs d’expression est sur-

représentée dans une liste d’intérêt. Une distribution hypergéométrique fait référence aux

probabilités associées avec le nombre de succès dans une expérience hypergéométrique.

Une expérience hypergéométrique présente les caractéristiques suivantes : M éléments

sont des succès dans une taille de population N.

A titre d’exemple, prenons une liste composée de 10 gènes et supposons que 5 gènes

annotés sur les 10 sont des succès pour une fonction. A présent, si on choisit par tirage

aléatoire un sous-ensemble de 10 gènes dans l’ensemble du génome, quelle sera la proba-

bilité d’obtenir le même succès ? Une fois cette probabilité déterminée, l’objectif est de

2. (http://toppgene.cchmc.org/)
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2.4.2. Outils analytiques analysant les annotations

savoir si ces deux probabilités sont significativement différentes. Le test de distribution

hypergéométrique est utilisé comme méthode standard pour déterminer la significativité

statistique (P valeur) de l’enrichissement d’une annotation dans notre liste de gène.

Figure 2.4.1: Représentation schématique de la méthodologie de travail des
différentes applications de la suite ToppGene.
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Troisième partie

Résultat-Discussion

« Mais l’homme ne se borne pas

à voir il pense et veut connaître

la signification des phénomènes

dont l’observation lui a révélé

l’existence. »"

(Introduction à la médecine

expérimentale, 1966)
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CHAPITRE 3.1

STRATÉGIE EXPÉRIMENTALE

Cette étude a été réalisée ex-vivo à partir de sang total périphérique humain. Les

cellules sanguines peuvent être obtenues simplement grâce à un mode de prélèvement non

invasif. Des échantillons différents provenant de plusieurs donneurs peuvent être recueillis

facilement afin de prendre en compte la variabilité inter-individuelle dans l’étude de la

réponse cellulaire. L’irradiation de ce type d’échantillon est relativement simple. Ces

cellules et plus particulièrement les lymphocytes sont en temps normal à l’état quiescent.

Ceci permet l’étude de la réponse à un stress génotoxique dans une population cellulaire

homogène en terme de cycle cellulaire : au stade G0. Les irradiations sont effectuées

sur le sang total afin de maintenir un environnement cellulaire au complet. Les doses

étudiées, sont comprises entre 5 mGy et 500 mGy :

– la dose de 500 mGy correspond aux premiers effets cellulaires détectable c’est à

dire le début du syndrome hématopoïétique

– la dose de 100 mGy correspond à la dose à partir de laquelle l’épidémiologie

démontre un risque accru de cancer radio induit

– les doses de 25 mGy et 50 mGy correspondent à l’ordre de grandeur de la limite

de dose maximale autorisée par an en France pour les travailleurs du nucléaire

– les doses de 5 et 10 mGy représentent l’ordre de grandeur des doses absorbées

lors de scanner pour la réalisation de diagnostics médicaux.
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Figure 3.1.1: Schéma du protocole expérimental.

L’étude de la réponse à l’irradiation s’est faite dans les dix premières heures après

l’exposition aux rayons gamma (source de cobalt 60). Nous supposons que si une ré-

ponse moléculaire existe, nous devrions pouvoir l’identifier dans les dix premières heures

suivant l’irradiation. Ce choix a été également fait afin minimiser les effets potentiels

d’une incubation ex vivo prolongée des échantillons de sang. Le choix des lymphocyte T

CD4+ a été motivé par plusieurs raisons. Déjà, il semble raisonnable de supposer que la

réponse moléculaire aux faibles doses doit être étudiée sur un type cellulaire homogène.

En effet, la réponse transcriptomique à l’irradiation semble pouvoir dépendre du type

cellulaire (Amundson et al., 2001). De plus, une étude réalisée au laboratoire de dosimé-

trie biologique a pu démontrée que le sous type lymphocytaire T CD4+ avait une réponse

particulièrement importante en terme de modifications d’expression génique suite à une

exposition à une dose de 50 mGy de radiations ionisantes (Gruel et al., 2008). Afin de

minimiser le risque d’interférence entre une signalisation induite par la fixation d’un an-

ticorps anti-CD4 sur son épitope et une potentielle réponse des cellules à l’irradiation, un

tri négatif a été réalisé après exposition du sang (Mori et al., 2005). Enfin, l’étude de la

réponse moléculaire a été réalisée sur cinq individus et exclusivement à l’aide des puces

à oligonucléotides. La Figure 3.1.1 illustre schématiquement le protocole expérimental.

-page 91-



CHAPITRE 3.2

RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES À L’ÉTUDE DU

TRANSCRIPTOME

Baser des interprétations et formuler des hypothèses sur des données biologiques is-

sues d’échantillon de qualité optimale se révèlent cruciales (Lay et al., 2006). L’expres-

sion globale des gènes s’avère très sensible aux variations des conditions expérimentales

(température, mélange cellulaire, ...) (Fan et al., 2002), (Mori et al., 2005) ce qui peut

potentiellement entrainer des biais dans l’interprétation des résultats. Nous avons cher-

ché à identifier et minimiser les différents biais expérimentaux. Pour cela, les contrôles

de la qualité des échantillons constituent la première phase de l’analyse des données

d’expression dans cette thèse. Une attention particulière a donc été portée sur toutes

les étapes du protocole expérimental (qualité des enrichissements cellulaires, qualité des

ARN totaux et amplifiés, qualité des hybridations...).

3.2.1 Numération de la formule sanguine des échantillons

Dans un premier temps, une numération de la formule sanguine sur les cinq indivi-

dus a été réalisée. Connaitre la proportion des cellules sanguines de chaque échantillon

biologique permet de s’affranchir d’éventuel échantillon présentant une anomalie comme

par exemple une lymphopénie.
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3.2.2. Taux d’enrichissement cellulaires

Figure 3.2.1: Proportion mesurée des différents types cellulaires pour chaque
individu.

Les numérations de la formule sanguine sur les cinq individus utilisés dans ce tra-

vail n’ont présenté aucune anomalie lymphocytaire après comparaison avec les valeurs

moyennes attendues (Figure 3.2.1).

3.2.2 Taux d’enrichissement cellulaires

L’analyse du transcriptome étant basée sur les lymphocytes T CD4+, leur isolement

a été une étape particulièrement importante dans cette étude. Dans notre cas, une sé-

lection négative des lymphocytes T CD4+ a été privilégiée. La variation de composition

cellulaire des échantillons et leur contamination par des types cellulaires non désirés est

un paramètre à contrôler. Pour cela nous avons vérifié les taux d’enrichissement cellulaire

en lymphocyte T CD4+ à la suite de la sélection négative. Cette mesure a été réalisée

en cytométrie en flux (voir Matériel et méthode). La Figure 3.2.1 est représentative de

la composition cellulaire obtenue pour la majorité des échantillons avant et après la

sélection négative des lymphocytes T CD4+.
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3.2.2. Taux d’enrichissement cellulaires

Figure 3.2.2: Résultat du passage des cellules triées et non triées en cytomé-
trie en flux. A proportion des cellules à phénotype [CD3+ CD4+] avant
l’enrichissement, B proportion des cellules à phénotype [CD3+ CD8+] avant
l’enrichissement. C proportion des cellules à phénotype [CD3+ CD4+] après
l’enrichissement, D proportion des cellules à phénotype [CD3+ CD8+] après
l’enrichissement.

Le seuil d’enrichissement minimal pour les cellules à phénotype [CD3+/CD4+] a été

fixé à 80%. Deux échantillons en dessous de cette valeur ont été écartés. Les valeurs

moyennes d’enrichissement obtenues sont reportées dans le Tableau 3.2.1. Ces valeurs
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3.2.3. Contrôle qualitatif et quantitatif des échantillons

valident le bon déroulement de la procédure de sélection négative et permet de s’assurer

que la composition cellulaire est similaire pour l’ensemble des conditions étudiées.

TABLEAU 3.2.1: Valeurs d’enrichissement en lymphocytes TCD4+. (* : échan-
tillons écartés)

3.2.3 Contrôle qualitatif et quantitatif des échantillons

La quantité et la qualité des ARN totaux extraits des lysats cellulaires enrichis en

lymphocytes T CD4+ ont été vérifiées. Les résultats pour les 138 extractions réalisées

sont en moyenne (± écart type) de 903 ng (± 428) d’ARN totaux. Rappelons que tout le

travail dans cette thèse a été effectué sur des cellules triées, la quantité d’ARN extraite

est donc assez faible (< 1 µg en moyenne). Concernant les valeurs de RIN, elles se

révèlent être supérieures à 7 pour l’ensemble des ARN extraits. Nous n’avons constaté
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3.2.3. Contrôle qualitatif et quantitatif des échantillons

aucune dégradation des échantillons d’ARN. Un profil type de migration des ARN est

présenté dans la Figure 3.2.3A. Ce profil est représentatif des profils des 138 extractions

d’ARN. Trois échantillons sur 138 ont été écartés de l’analyse car ils ne possédaient pas

une quantité suffisante d’ARN pour réaliser une amplification.

Figure 3.2.3: Profils type de migration d’ARN pour un individu à un temps et
à une dose (5 mGy, 150 min post irradiation). Ils ont été obtenus par
migration électrophorétique avec un intercalant fluorescent (RNA 6000 Nano ,
BioAnalyser , Agilent). A) ARN totaux et B) ARNm amplifiés

Les résultats pour les 135 amplifications réalisées sont en moyenne de 4.4 µg (± 1.09)

d’ARN amplifié (ARNa). Ce résultat est très satisfaisant sur l’ensemble des conditions

car la quantité minimale d’ARN amplifiés et marqués, selon les instructions du fabri-

quant, doit être de 1.65 µg pour l’hybridation sur biopuce. Les échantillons d’ARNa pré-

sentent en moyenne une activité spécifique pour la Cyanine3 de 13.1 pmol/µg d’ARNa (±

2.31) pour les 135 échantillons amplifiés. Cette activité varie quelque peu entre les échan-

tillons, il y aura donc potentiellement une variation dans l’intensité globale des puces

après hybridation. Ce point technique, entre autres, rend indispensable la normalisation

des données lors de l’analyse (Bolstad, 2001). La forme du profil électrophorétique pré-

sentée en Figure 3.2.3B indique que l’intégrité des ARN amplifiés est conservée et ceci
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3.2.4. Contrôles de la qualité des hybridations

pour tous les échantillons amplifiés. Les rendements détaillés des extractions des ARN

totaux et ARNa sont présentés dans l’annexe B .

3.2.4 Contrôles de la qualité des hybridations

3.2.4.1 Linéarité du signal des ARN exogènes

Un contrôle de la qualité des hybridations a été réalisé sur les 135 puces afin d’éva-

luer la linéarité du signal fluorescent avec la concentration des ARNa-Cy3. Pour cela,

une analyse par régression linéaire est réalisée pour chaque puce à partir des intensités

d’hybridation des ARN exogènes (ou spike-in) et de leurs concentrations de départ.

Figure 3.2.4: Corrélation entre les concentrations connues des ARN exogènes
et les intensités d’hybridation

La Figure 3.2.4 illustre le résultat d’une régression linéaire obtenue pour une hybri-

dation. La valeur moyenne des coefficients de régression obtenue pour l’ensemble des

hybridations dans nos conditions est de 0.99.

3.2.4.2 Uniformité du signal d’hybridation avant normalisation

Nous nous attendons à observer une hybridation homogène pour chaque puce hybridée

et une distribution similaire des intensités d’hybridation entre toutes les puces. La Figure

3.2.5 illustre une puce avec une répartition homogène des différents niveaux d’intensité

-page 97-



3.2.4. Contrôles de la qualité des hybridations

d’hybridation a) et une puce avec une colocalisation anormale des signaux extrêmes et

donc à écarter b).

Figure 3.2.5: Distribution spatiale des signaux d’hybridation. La biopuce a)
illustre une répartition acceptable des signaux et la biopuce b) un cas avec
une distribution non homogène des signaux (effet de zone). Les intensités les
plus fortes sont représentées en gris et les intensités plus faibles en vert.

Dans un deuxième temps, une comparaison de la distribution des intensités entre

toutes les puces hybridées a été réalisée, dans le but d’écarter les puces présentant une

distribution trop déviante (Figure 3.2.6).
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3.2.4. Contrôles de la qualité des hybridations

Figure 3.2.6: Intensités brutes de l’ensemble des hybridations. Visualisation gra-
phique en boite à moustache des intensités brutes des hybridations. Chaque
boite correspond à une hybridation parmi les 121.

A cette étape, 14 puces sur les 135 ont été écartées de l’analyse.

3.2.4.3 Analyse des signaux d’hybridation après normalisation

Les données brutes d’intensité sont normalisées par la méthode des quantiles (Bol-

stad, 2001). La dernière étape des contrôles consiste à analyser la reproductibilité des

hybridations pour des oligonucléotides identiques déposés plusieurs fois sur chaque puce.

Le résultat présenté à la Figure 3.2.7 atteste de la bonne qualité des 121 hybridations.

En effet, la valeur des coefficients de variation pour l’ensemble des oligonucléotides est

inférieure à 5%. Aucune puce n’a été écartée de l’analyse après ce contrôle qualité.
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3.2.4. Contrôles de la qualité des hybridations

Figure 3.2.7: Coefficients de variations des sondes contrôles répliquées. Re-
présentation graphique en boite à moustache des coefficients de variation
(CV) des intensités des signaux d’hybridation des sondes répliquées. Une
boite représente une condition expérimentale.
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3.2.5. Classification hiérarchique des conditions expérimentales

3.2.5 Classification hiérarchique des conditions expérimentales

Une analyse a été faite de manière à hiérarchiser les paramètres expérimentaux pou-

vant impacter les niveaux d’expression des 16696 gènes obtenus après filtrage des signaux

abbérants. Cette méthode a pour objectif de regrouper les conditions présentant les pro-

fils d’expression les plus similaires pour l’ensemble des 16696 gènes retenus. Le résultat

de cette classification illustré en Figure 3.2.8 a permis de mettre en évidence une ten-

dance au regroupement des échantillons provenant du même individu. L’explication la

plus plausible des regroupements observés résulte du fait que la composition de chaque

échantillon d’ARN hybridé marque l’empreinte génétique de chaque individu. A ce ni-

veau d’analyse, nous remarquons que les doses d’irradiation auxquelles les échantillons

ont été exposées (5 à 500 mGy) ne semble pas avoir d’impact particulier sur la classifi-

cation des échantillons à l’échelle globale des 16696 ARNm différents dont l’expression

est testée.
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3.2.6. Discussion des résultats

Figure 3.2.8: Classification hiérarchique à partir des 16696 intensités de fluo-
rescence obtenues pour toutes les conditions. Ce regroupement est
généré, à l’aide de la fonction Hierclus de « R », à partir des données normalisées
et filtrées. Chaque couleur correspond à un individu.

3.2.6 Discussion des résultats

Dans la première partie de cette étude nous avons mis l’accent sur l’aspect qualitatif

des échantillons à partir desquels nous réaliserons l’analyse de la réponse transcripto-

mique induite par de faibles doses de radiations ionisantes. Dans le domaine des biopuces,
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3.2.6. Discussion des résultats

cette étape est particulièrement cruciale pour l’obtention de mesures exploitables pour

leur interprétation biologique (Lay et al., 2006). Ce travail d’analyse préliminaire a per-

mis d’écarter les potentiels artéfacts expérimentaux pouvant biaiser le signal biologique.

Ces contrôles minutieux accompagnés d’une bonne traçabilité des échantillons tout au

long de ces étapes a permis, d’obtenir 121 hybridations répondant aux critères optimaux

sur les 140 initiaux 1. soit une conservation de 86 % des échantillons initiaux (Figure

3.2.9). L’ensemble des données est disponible dans la base de données GEO avec le

numéro d’accession GSE43151.

1. Ici (7 doses*4 temps) → 28 échantillons* 5 réplicats biologiques → 140 échantillons
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3.2.6. Discussion des résultats

Figure 3.2.9: Organigramme des principaux contrôles qualités. Représentation
des principales étapes de contrôle qualitatif et quantitatif ayant entrainé une
sélection des échantillons possédant des conditions optimales pour l’analyse
du transcriptome en réponse à l’irradiation. La quantité (n) retenue des échan-
tillons à la fin de chaque contrôle est indiquée après chaque étape du processus.
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CHAPITRE 3.3

VUE D’ENSEMBLE DE LA RÉPONSE AUX FAIBLES

DOSES

3.3.1 Quantification de l’expression des gènes modulés

Dresser une vue d’ensemble des modulations permet de déterminer les tendances ma-

jeures des réponses transcriptionnelles des cellules soumises aux faibles doses de rayonne-

ments ionisants. La sélection des gènes ayant leur expression modulée significativement

est réalisée par un test statistique t modéré corrigé par la méthode de BH pour les tests

multiples, (Ho : log2 (ratio)=0, p≤0.05) ainsi qu’un filtre sur l’amplitude de la modula-

tion d’expression à 1.5 fois. Cette sélection est réalisée pour chacune des 24 conditions

étudiées. La quantité des gènes modulés oscille entre 184 et 918 (Tableau 3.3.1). Le

nombre total de gènes modulés dans au moins une des 24 conditions est de 2745.
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

TABLEAU 3.3.1: Présentation des 24 listes de gènes. La première colonne présente
les 24 conditions. La deuxième colonne représente la quantité de gènes mo-
dulés (induits et réprimés) dans chaque condition. La troisième colonne fait
l’état du nombre de gènes induits (rouge) et réprimés (noir) à au moins un
des temps. Enfin la dernière colonne correspond au nombre total de gènes
modulés dans au moins une des 24 conditions.
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

3.3.1.1 Quantification du nombre de gènes modulés pour chaque dose

La fusion des quatre listes (T150, T300, T450 est T600) de temps pour chaque dose a

été effectuée comme le montre la Figure 3.3.1. Les résultats de cette fusion sont présentés

dans la Figure 3.3.2. Pour chaque dose le nombre de gènes modulés dans les dix premières

heures qui suivent l’irradiation oscille entre 1091 à 25 mGy et 1441 à 500 mGy.

Figure 3.3.1: Réalisation des listes d’union de gènes. A chaque dose d, on retient
par sélection tous les gènes modulés à au moins un des quatre temps,
dans une liste d’union U.

La dose la plus faible (5mGy) n’est pas celle présentant le moins de gènes modulés.

Ce sont les doses comprises entre 10 et 50 mGy qui montrent la plus faible quantité de

modulations (Figure 3.3.2). En revanche, c’est pour la dose la plus forte (500 mGy) que

nous avons observé le plus de gènes modulés.
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

Figure 3.3.2: Quantification des gènes modulés en réponse aux radiations io-
nisantes. Cette quantification est basée sur l’union des listes de temps.

Jen et Cheung en 2003, ont comparé le nombre de modulation d’expression génique

mesuré à une forte dose (3 Gy) et une très forte dose (10 Gy) dans une lignée lympho-

blastique pendant les 24 premières heures suivant l’irradiation (Jen and Cheung, 2003).

Une augmentation du nombre de gènes modulés avec la dose a été mise en évidence.

Plus récemment, Knops et al en utilisant des doses faibles (20 mGy), moyenne (500,

1000 mGy) et fortes (2000, 4000 mGy) dans un modèle d’irradiation ex-vivo de sang

total, ont observé également la même tendance (Knops et al., 2012). Dans notre étude,

cette augmentation semble également mise en évidence entre les doses faibles (25, 50 et

100) et la dose moyenne de 500 mGy. Il est intéressant de souligner qu’à des doses très

faibles (<25 mGy) ce comportement ne semble pas être observé.

3.3.1.2 Quantification des gènes modulés pour chaque temps

L’observation graphique du nombre de gènes modulés par temps pour chaque dose

(Figure 3.3.3) permet de mettre en évidence une variation temporelle du nombre des

modulations. En effet, à 5 mGy, une diminution de la quantité de gènes modulés s’observe

au fur et à mesure que le temps après irradiation augmente. Le phénomène inverse

est constaté à 10 mGy. A la dose 25 mGy et 50 mGy une quantité de gènes modulés

(induits ou réprimés) relativement stable est observée durant les dix premières heures

après l’irradiation.
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

Figure 3.3.3: Nombre de gènes modulés significativement en réponse aux
rayonnements ionisants. La quantité de gènes modulés à 5 mGy (A),
10 mGy (B), 25 mGy (C), 50 mGy (D), 100 mGy (E), 500 mGy (F) sont re-
présentés sous forme d’histogramme. Un code couleur est utilisé, illustrant en
rouge les inductions géniques et en vert les répressions géniques.

Pour la réponse transcriptionelle à 100 et 500 mGy un phénomène en trois phases est

observé (Figure 3.3.3). La première phase a lieu au temps 150 minutes, avec une quantité

de gènes modulés importante. La deuxième phase est observée au temps 300 ou 450

minutes, elle est marquée par une forte diminution du nombre des gènes modulés suivi

de la dernière phase avec une ré-augmentation à 450 ou 600 minutes après l’irradiation.
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

Aucun effet temporel de la sorte n’a été décrit dans la littérature en terme de quantité

de gènes modulés. Knops et al ont étudiés des temps d’irradiation plus tardifs (6 h , 24

h, et 48 h) et de manière générale, ils observent une augmentation du nombre de gènes

modulés à partir de 6 h pour des doses de 500 mGy et 4 000 mGy (Knops et al., 2012).

3.3.1.3 Matrice d’intersection des gènes modulés

L’étude comparative des listes de gènes modulés permet de connaitre la proportion

de gènes en commun entre deux conditions (Figure 3.3.4). Cette analyse permet de

savoir si nous sommes confrontés à une réponse spécifique de chaque dose avec un faible

chevauchement dans la nature des gènes entre deux doses ou bien à une réponse commune

avec un degré de similitude important entre les listes de gènes. Pour étudier cela nous

avons construit une matrice d’intersection des listes de gènes modulés (Figure 3.3.4).

Figure 3.3.4: Principe de base de l’étude comparative des gènes en commun
entre deux doses.

Les pourcentages représentent la proportion de gènes en commun sur l’ensemble des

gènes comparés entre deux doses. A titre d’exemple, si l’on compare les gènes induits à

100 mGy (liste composée de 931 gènes) avec les gènes induits à 500 mGy (liste composée

de 864 gènes) nous retrouvons une quantité de gènes en commun représentant 31.31%

des gènes issus de la fusion des deux listes. La figure 3.3.5, nous montre une quantité
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

de gènes induits en commun entre deux doses comprise entre 31% et 64%. La dose de

500 mGy partage le moins de gènes en commun avec les autres doses. Ceci indique

une relative spécificité de la réponse à cette dose. En revanche le degrés de similitude

augmente entre les réponses observées aux doses comprises entre 5 mGy et 50 mGy. La

figure 3.3.6, illustre un phénomène semblable pour les répressions géniques.

Figure 3.3.5: Matrice d’intersection des inductions géniques. Représentation ma-
tricielle du pourcentage de gènes en commun entre deux doses d .
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

Figure 3.3.6: Matrice d’intersection des répressions géniques. Représentation ma-
tricielle du pourcentage de gènes en commun entre deux doses d .

3.3.1.4 Analyse des scores de corrélation

L’analyse des similitudes entre les doses a aussi été réalisée avec une autre approche

mathématique en employant les scores de corrélation. Pour chaque temps après irradia-

tion, chacune des doses a été associée à son ensemble spécifique de 2745 valeurs d’ex-

pression correspondant à la liste globale des gènes choisis comme modulés à au moins

une dose et un temps après l’irradiation (Tableau 3.3.1). Cette association a été définie

comme «profil de dose» pour un temps post-irradiation donné. Les scores de corrélation

de Spearman ont ensuite été calculés pour chaque combinaison de deux profils de doses

en utilisant le logiciel R.
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

Figure 3.3.7: Scores de corrélation de Spearman. Les graphiques A, B, C, D, E et F
représentent les scores de corrélation de Spearman lorsque les profils de chacune
des doses (5, 10, 25, 50, 100 et 500 mGy respectivement) avec les autres doses.
Les différents niveaux de gris de la courbe codent les temps après irradiation.

Les scores de corrélation entre les doses les plus faibles (5, 10 et 25 mGy) sont plus

importants que lorsque ces faibles doses sont comparées aux doses les plus élevées (50,

100 et 500 mGy). En outre, les scores de corrélation les plus faibles ont été générale-

ment observés lors des comparaisons avec 500 mGy (Fig 3.3.7). Toutes ces tendances

sont particulièrement marquées pour le dernier temps après irradiation (600 min). Cette
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3.3.1. Quantification de l’expression des gènes modulés

analyse des scores de corrélation montre la même tendance que celle obtenue avec les

matrices d’intersection. L’utilisation de ces deux approches analytiques différentes per-

met de renforcer l’hypothèse d’une réponse différentielle entre 500 mGy et les autres

doses testées.
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CHAPITRE 3.4

ÉTUDE DES PROFILS DE MODULATION EN FONCTION

DE LA DOSE D’IRRADIATION

L’objectif de ce chapitre est de classifier les différents profils de modulation génique

obtenus en réponse à l’irradiation. Pour cela, la liste de 2745 gènes significativement

modulés au moins dans une des 24 conditions expérimentales testées a été utilisée.

3.4.1 Identification de profils d’expression d’intérêt

Une représentation graphique des profils d’expression des 2745 gènes a été dressée

sous forme de carte thermique associée à une classification hiérarchique des gènes en

fonction de la similarité des profils (annexe C). Nous avons également ajouté à cette

représentation la notion de significativité de chaque modulation à l’aide d’un système de

symboles (U pour induits et D pour réprimés) codant si une modulation donnée avait

comme caractéristiques : |log ratio| > 0.585 et P. valeur FDR < 0.05. Nous avons basé

notre sélection sur deux critères : la forme du profil et l’observation de modulations

significatives pour plusieurs temps de la même dose.

La stratégie adoptée a permis l’identification de groupes de gènes présentant deux

types de profils remarquables :
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3.4.2. Classification des gènes appartenant aux profils de type I

– Le premier type de profil identifié concerne des gènes présentant un effet dose

prononcé : plus la dose augmente et plus la modulation est importante. Ainsi, cinq

zones contenant des groupes de gènes avec un tel profil (zones 1 à 5 de l’annexe

C1) ont été identifiées. Au total, 68 gènes présentant ce type de profil ont pu être

sélectionnés.

– Le deuxième type de profil identifié concerne des gènes présentant une modula-

tion d’expression plus ou moins constante dans une majorité des conditions testées.

Le niveau de modulation des gènes reste le même quelle que soit la dose. Cinq zones

ont été identifiées avec un tel profil (zones 6 à 10 de l’annexe C2). Au total, 302

gènes présentant ce type de profil ont pu être sélectionnés.

Cette sélection a permis l’identification d’un total de 370 gènes sur l’ensemble des 2745

profils initiaux. Il est intéressant de souligner que la quantité de gènes ayant un niveau

de modulation indépendant de la dose est quatre fois plus grand que le nombre de gènes

dont la modulation varie avec la dose.

3.4.2 Classification des gènes appartenant aux profils de type I

Une nouvelle classification hiérarchique, basée cette fois sur les gènes appartenant aux

profils de type I (68 gènes) a été effectuée. Cette classification met en évidence trois

groupes distincts de gènes. Chaque groupe présente un seuil de dose différent à partir

duquel des modulations significatives sont mesurées. Sa représentation graphique est

proposée en Figure 3.4.1, une représentation avec une meilleure visibilité est disponible

en annexe C1.

Dans cette classification, les groupes 1, 2, 3 rassemblent respectivement un total de 43,

18 et 7 gènes à partir duquel des modulations significatives sont mesurées : les gènes du

groupe 1 présentent une induction significative principalement à partir 500 mGy, ceux du

groupe 2 présentent une légère induction à partir de100 mGy et ceux du groupe 3 voient
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3.4.2. Classification des gènes appartenant aux profils de type I

Figure 3.4.1: Expression et classification hiérarchique des gènes appartenant
aux profils de type I. Les profils d’expression des gènes des groupes 1, 2 et 3
présentent un effet dépendant de la dose d’irradiation. La valeur du logarithme
en base 2 du rapport d’expression (condition vs référence) de chaque gène dans
chaque condition est indiquée par un code de couleurs.
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3.4.3. Classification des gènes appartenant aux profils de type II

leur expression augmenter à partir de 50 mGy. Les profils moyens des gènes provenant

respectivement des groupes 1, 2 et 3 ont été dressés et sont présentés en Figure 3.4.2. Les

profils d’expression de chaque gène prenant en compte la variabilité inter-individuelle

est présenté en annexe D.

Figure 3.4.2: Profils moyens des gènes provenant des groupes 1, 2 et 3. Varia-
tion moyenne des gènes issus du groupe 1 (bleu), groupe 2 (rouge), et groupe
3 (vert) en fonction du temps et de la dose d’irradiation.

3.4.3 Classification des gènes appartenant aux profils de type II

La classification des gènes appartenant au profil de type II a permis de mettre en

évidence quatre autres groupes de gènes présentant chacun un profil particulier. Ces

groupes 4, 5, 6 et 7 rassemblent respectivement 199, 35 et 21 et 47 gènes Figure 3.4.3,

Figure 3.4.4 et Figure 3.4.5. Une représentation avec une meilleure visibilité est dispo-

nible en annexe C2.

-page 118-



3.4.3. Classification des gènes appartenant aux profils de type II

Figure 3.4.3: Expression et classification hiérarchique des gènes appartenant
aux profils de type II. Les profils d’expression des gènes des groupes 4,
5, et 7 présentent un effet indépendant de la dose d’irradiation. La valeur du
logarithme en base 2 du rapport d’expression (condition vs référence) de chaque
gène dans chaque condition est indiquée par un code de couleurs.
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3.4.3. Classification des gènes appartenant aux profils de type II

Figure 3.4.4: Expression et classification hiérarchique des gènes appartenant
aux profils de type II (suite).
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3.4.3. Classification des gènes appartenant aux profils de type II

Figure 3.4.5: Expression et classification hiérarchique des gènes appartenant
aux profils de type II (suite).

Les profils d’expression moyen de chaque groupe sont présentés dans la Figure 3.4.6.
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3.4.3. Classification des gènes appartenant aux profils de type II

Le groupe 4 se compose de 199 gènes induits à toutes les doses testées. Leur niveau

d’induction ne dépend pas de la dose. Les gènes du groupe 5 ont un profil d’expression

assez particulier. En effet, les 35 gènes de ce groupe ont un niveau d’induction constant

de 5 mGy à 100 mGy, puis leur expression diminue légèrement à la dose la plus forte

(500 mGy). Les 21 gènes du groupe 6 ont un profil similaire à ceux du groupe 5 sauf

que l’on observe une absence de modulation à 500mGy. Le groupe 7 rassemble 47 gènes

présentant une répression génique après exposition aux radiations ionisantes à des doses

comprises entre 5 et 500 mGy. Les profils d’expression de chaque gène prenant en compte

la variabilité inter-individuelle est présenté en annexe D.

Figure 3.4.6: Profils moyens des gènes provenant des groupes 4, 5, 6 et 7.
Variation moyenne des gènes issus du groupe 4 (bleu), groupe 5 (rouge), groupe
6 (vert) et groupe 7 (violet) en fonction du temps et de la dose d’irradiation.
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3.4.4 Discussion sur la classification des gènes

Le traitement des données est un point critique dans l’analyse des approches à haut

débit et sur ce point les méthodes de classification sont des outils essentiels dans l’exploi-

tation des données. Ces dernières permettent de constituer des groupes de gènes sur des

critères de distances ou de corrélations calculés entre les profils de modulations. Dans

notre étude, un profil de modulation comporte toutes les valeurs d’expression mesurées

dans les 24 conditions pour un gène donné. Ainsi, les gènes présents dans un même

groupe ont un comportement similaire en fonction du temps et de la dose d’irradiation.

Cette classification semble donc être un bon point de départ pour étudier les fonctions

et régulateurs impliqués dans la réponse à une exposition à différents niveaux de faibles

doses de rayonnements ionisants.

-page 123-



CHAPITRE 3.5

INTERPRÉTATION BIOLOGIQUE DES PROFILS DE

MODULATION D’EXPRESSION

L’objectif de ce chapitre est de pouvoir donner une interprétation biologique aux

modifications du transcriptome par l’identification des processus biologiques et des ré-

gulateurs d’expression susceptibles d’être impliqués dans la réponse cellulaire suite à une

exposition à de faibles doses.

3.5.1 Analyse des fonctions biologiques

3.5.1.1 Gènes différentiellement modulés en fonction de la dose.

Cette analyse fonctionnelle vise à mettre en évidence des processus biologiques dans

lesquels seraient impliqués les gènes identifiés. Elle est réalisée avec l’outil ToppGene

qui fait référence à des bases de données d’annotation fonctionnelle : Gene Ontology

et Entrez Gene entre autres. L’outil ToppGene calcule un score d’enrichissement pour

une annotation dans notre liste de gène d’intérêt par rapport à la fréquence de cette

annotation dans le génome entier (voir matériel et méthode). Nous avons ainsi voulu

connaitre les fonctions cellulaires enrichies significativement (P valeur < 0.05) dans les

sous-ensembles des gènes identifiés dans le chapitre précédent.
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3.5.1. Analyse des fonctions biologiques

3.5.1.1.1 Sur-expression à partir de 50 mGy

Le Tableau 3.5.1 liste les fonctions biologiques significativement enrichies dans le

groupe 3. Il semble que les activations des processus de régulation de l’apoptose (P

valeur = 2.01.10-7) et de la réponse aux dommages ADN (P valeur = 1.47.10-4) soient

détectables dès 50 mGy.

TABLEAU 3.5.1: Processus biologiques du groupe 3

Dans le groupe 3, le gène FDXR a été observé comme ayant la modulation génique

la plus sensible, significative dès 25 mGy mais il n’a pas pu être associée à une fonction

cellulaire significativement enrichie dans ce groupe. FDXR a déjà été décrit comme étant

induit en réponse aux rayonnements ionisants à de faibles et fortes doses. Une récente

étude a mis en évidence par RT-PCR l’induction du gène FDXR dans un modèle de

lymphocytes en culture et un modèle utilisant du sang total, 2h et 24h après irradia-

tion à des doses de 2 et 4 Gy (Kabacik et al., 2011). Dans le même sens, l’analyse du

transcriptome des cellules du sang périphérique 6h et 24h après irradiation à 0.5, 2, 5

et 8 Gy avec la méthode des puces à ADN a permis à Paul et al (Paul and Amundson,

2008) de mesurer une induction de FDXR dès 500 mGy. Manning et al ont aussi étudié

les modulations de FDXR en réponse aux radiations ionisantes dans un modèle d’irra-

diation de sang total (Manning et al., 2013). Ils ont analysé la réponse des cellules à 2h

et 24 h après irradiation à des doses faibles de 5, 10, 20, 50, 75 et 100 mGy par PCR

quantitative. Ils observent une modulation significative de FDXR à partir de 50 mGy.
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3.5.1. Analyse des fonctions biologiques

Le gène FDXR code pour une flavoprotéine mitochondriale qui initie le transport des

électrons pour les cytochromes recevant du NADPH.

3.5.1.1.2 Sur-expression à partir de 100 mGy

Le Tableau 3.5.2 liste les trois catégories fonctionnelles significativement enrichies dans

le groupe 2.

TABLEAU 3.5.2: Processus biologiques du groupe 2

Il semble que les activations des processus de réponse aux dommages à l’ADN (P

valeur = 1.12.10-9) de régulation des processus apoptotiques (P valeur = 9.09.10-6) et

de progression du cycle cellulaire (P valeur = 3.26.10-4) soient détectables dès 100 mGy.

C’est dans ce groupe que l’on trouve une majorité de gènes (70 %) déjà décrits dans

la littérature comme étant modulés en réponse aux radiations ionisantes. Les gènes

GADD45A (Papathanasiou et al., 1991), RPS27L (Kabacik et al., 2010), PCNA (Shan

et al., 2003), XPC (Wiebalk et al., 2007), ASCC3 (Rashi-Elkeles et al., 2011), POLH

(Rashi-Elkeles et al., 2011), ZMAT3 (Rashi-Elkeles et al., 2011), CD70 (Turtoi et al.,

2010) et CCNG1 (Manning et al., 2013) sont en effet déjà largement décrits dans la

littérature comme induits en réponse aux radiations ionisantes.

3.5.1.1.3 Sur-expression à partir de 500 mGy

Le Tableau 3.5.3 présente les fonctions cellulaires significativement enrichies dans le

groupe 1.
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3.5.1. Analyse des fonctions biologiques

TABLEAU 3.5.3: Processus biologiques du groupe 1

Il semble que les activations de ces processus soient détectables à 500mGy. Cepen-

dant à cette dose, on observe une modulation de l’ensemble des gènes appartenant aux

autres groupes (exception faite des gènes du groupe 6) et donc une implication de l’en-

semble des processus biologiques décrits pour ces autres groupes. La seule catégorie

fonctionnelle spécifique de cet ensemble de gènes est celle du catabolisme cellulaire.

Une proportion de 14 % du groupe 1, soit six gènes (MDM2, DCP1B, GPX1, PLK3,

FBX022, RPS19), codent pour des protéines impliquées dans cette fonction. Les pro-

téines MDM2 et FBOX22 sont impliquées dans des mécanismes liés au protéasome. La

protéine MDM2 est une protéine à activité de protéine ubiquitine ligase E3. Elle assure

la médiation de l’ubiquitination de la protéine TP53 conduisant à sa dégradation par

le protéasome (Michael and Oren, 2003). Le gène MDM2 est connu pour être induit en

réponse à l’irradiation (Perry, 2004). FBOX22 est aussi une protéine à activité de pro-

téine ubiquitine ligase (Tan et al., 2011). Une récente étude a étudié les modulations de

différents gènes dont FBOX22 dans un modèle de lymphocytes en culture et de sang, 2 h

et 24 h après irradiation à 2 et 4 Gy (Kabacik et al., 2011). Cette étude a mis en évidence

une induction du gène FBOX22 dès 2 Gy d’irradiation par puce à ADN (Kabacik et al.,

2011).

3.5.1.1.4 Synthèse

L’étude fonctionnelle de ces trois groupes a permis d’identifier des processus biolo-

giques qui sont clairement connus comme étant caractéristiques de la réponse à l’irra-
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3.5.1. Analyse des fonctions biologiques

diation : apoptose, cycle cellulaire, réparation des dommages à l’ADN (Figure 3.5.1).

D’après la littérature, l’activation de ces processus nécessite la présence de la protéine

P53 (Fei and El-Deiry, 2003). En réponse aux dommages à l’ADN la protéine P53 met

en place une régulation transcriptionnelle de gènes cibles codant pour des protéines im-

pliquées dans la phase effectrice de ces différents processus (Figure 3.5.2). En fait, 51%,

83% et 86% des gènes inclus respectivement dans les groupes 1, 2 et 3 sont connus pour

avoir un régulation dépendante de p53.

Figure 3.5.1: Réseau d’interaction des processus biologiques propres à chaque
groupe.

Un autre point commun unissant les résultats de l’analyse fonctionnelle des gènes des

groupes 1, 2 et 3 concerne les processus liés à la régulation de la mort cellulaire. Plus

particulièrement, six gènes co-régulés codent pour des protéines impliquées dans la fa-

mille des facteurs de nécrose tumorale (TNF) (Figure 3.5.2). L’annotation dans KEGG

pour cette voie de signalisation est significativement enrichie parmi la liste regroupant

les gènes des groupes 1, 2 et 3. Les lymphocytes T CD4+ dits auxiliaires, ont une fonc-

tion régulatrice d’amplification des réponses immunitaires en sécrétant de nombreux
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3.5.1. Analyse des fonctions biologiques

médiateurs appelés cytokines. Ces cytokines sont des substances solubles libérées par les

lymphocytes T, elles agissent en tant que médiateurs pour agir à distance sur les autres

cellules environnantes. On distingue différentes grandes familles de cytokines dont la

famille du facteur de nécrose tumorale ou mort cellulaire (TNF), chaque famille de cyto-

kines se fixe sur des récepteurs membranaires spécifiques. Les TNFR sont des récepteurs

spécialisés dans l’induction de la mort cellulaire programmée (Nagata, 1997). Une fois

stimulés, ces récepteurs induisent l’activation de caspases (Longthorne and Williams,

1997). Une récente étude a montrée dans un modèle murin que la moelle osseuse ir-

radiée à 4Gy , produit des cytokines pro-inflammatoires apoptotiques FasL et TNF-a

capable d’induire l’apoptose in vitro des cellules non irradiées de la moelle osseuse par

effet bystander (Burr et al., 2010), (Rastogi et al., 2012), (Lorimore et al., 2013).
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Figure 3.5.2: Potentielles voie de signalisation modulées en réponse aux
faibles doses. (Source : Kegg)
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3.5.1. Analyse des fonctions biologiques

3.5.1.2 Gènes modulés de manière similaire pour l’ensemble des doses

3.5.1.2.1 Sur-expression

Les catégories fonctionnelles enrichies dans le groupe 4 qui nous semblent pertinentes

dans cette analyse sont présentées dans le Tableau 3.5.4.

TABLEAU 3.5.4: Processus biologiques du groupe 4

Parmi celles-ci, on peut noter la présence de gènes liés à la structure de la chromatine.

On peut également noter dans ce groupe la présence de 10 gènes d’histones (9 codant

pour l’histone H1 et 1 pour l’histone H2). Le lien qui unie généralement la structure de

la chromatine aux rayonnements ionisants est l’endommagement de la molécule d’ADN

(Karagiannis and El-Osta, 2007). Notre étude montre que l’amplitude de modulation

des gènes impliqués dans le remodelage de la chromatine est similaire pour l’ensemble

des doses. Ainsi, l’observation d’une modulation significative pour ces gènes à une dose

inférieure à 25 mGy semble indiquer une certaine indépendance entre le processus identi-

fié et les dommages à l’ADN. Le deuxième processus remarquable concerne les fonctions

biologiques liés à la mitochondrie : respiration cellulaire et production d’ATP. La Figure

3.5.3 illustre les liens des complexes enzymatiques impliqués dans la phosphorylation

oxidative et les protéines pour lesquelles nous avons observé une modulation d’expres-
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sion.

Figure 3.5.3: Phosphorylation oxydative. La phosphorylation oxidative est un méca-
nisme nécessaire à la synthèse d’énergie sous forme d’ATP dans les mitochon-
dries. Les complexes I à IV de la phosphorylation oxidative sont composées
d’enzymes. Les enzymes représentant les complexes I, II, III, IV et V sont res-
pectivement l’enzyme NDH deshydrogenase, succinate déshydrogénase, Cyt c
oxydoréductase, cytochrome oxydase, ATPsynthase. Une proportion de 2.5 %
des gènes des profils de type II est impliquée dans la phosphorylation oxydative
(P valeur = 1.10-2). Les gènes annotés d’une étoile rouge soient : ATP6V0E2,
CYTB, ATP6 COX3, ND1, ND2, ND3 et ND5 représentent les transcrits mo-
dulés en réponse à l’irradiation.

Les effets des rayonnements ionisants sur l’activité des mitochondries ont déjà été dé-

montrés à des doses élevées (2 ou 4 Gy) à travers l’observation de la dérégulation des

gènes mitochondriaux (Gong et al., 1998). Gong et al. ont démontré que cette dérégu-

lation de l’expression s’accompagne d’une augmentation des niveaux de l’adénosine tri-
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phosphate (ATP) et du potentiel membranaire mitochondriale après irradiation, tandis

que la masse mitochondriale et les niveaux d’ADN mitochondrial ne sont pas affectés.

Nos observations semblent fournir de nouvelles information sur un potentiel effet des

faibles et très faibles doses sur la régulation des gènes nécessaires pour les processus

mitochondriaux. Il serait intéressant de réaliser des expérimentations dans notre modèle

afin de corréler ces modulations d’expression et l’activité mitochondriale pour confirmer

que ces deux processus sont bien liés. Aucune annotation fonctionnelle n’a été significa-

tivement identifiée dans la liste des gènes du groupe 5 et 6.

3.5.1.2.2 Répression

Les catégories fonctionnelles enrichies dans le groupe 7 sont répertoriées dans le Ta-

bleau 3.5.5. Quelque soit la dose, nos résultats semblent indiquer une régulation négative

de l’expression des gènes dont les protéines sont impliquées dans les processus de bio-

synthèse des macromolécules et de réponse aux protéines topologiquement incorrectes.

Aucune régulation négative de ces processus n’a été décrit à ce jour dans la réponse aux

radiations ionisantes.

TABLEAU 3.5.5: Processus biologiques du groupe 7

3.5.1.3 Discussion sur l’analyse fonctionnelle

Au final, des fonctions spécifiques ont pu être associées aux deux grands types de

profils mis en évidence au chapitre précédent (Figure 3.5.4). Les fonctions biologiques

comme la régulation de la mort cellulaire, la réponse aux dommages l’ADN et la ré-
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gulation du cycle cellulaire sont des processus qui semblent être activés à partir d’un

certain seuil d’exposition aux radiations ionisantes. De plus, l’amplitude de ces réponses

augmente avec la dose. Si l’on considère que le nombre de cassures double-brin à l’ADN

induite par Gy de rayonnement g est compris entre 20 et 40 par cellule (Rothkamm and

Löbrich, 2003), à 5 mGy, nous pouvons nous attendre à observer une cassure dans une

ou deux cellules sur dix. Ainsi, l’absence de gènes modulés liés à P53 observé dans notre

étude à 5 mGy, semble indiquer que le niveau des dommages n’est pas suffisant pour

activer une réponse cellulaire dépendante des cassures double-brin. Cette hypothèse est

supportée également par la littérature et plus particulièrement par les observations de

Suzuki et al (Suzuki et al., 2001) qui n’a pas observé de phosphorylation ou d’accumu-

lation de p53 à des doses inférieures à 100 mGy.

D’autre part, les processus mis en évidence à toutes les doses incluant la plus faible

dose testée de 5 mGy, sont des fonctions liées à la régulation de la fonction mitochon-

driale et l’organisation de la structure de l’ADN. De façon remarquable, l’amplitude de

l’activation de ces processus semble être la même quelque soit la dose testée.
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Figure 3.5.4: Synthèse des principaux processus biologiques modulés en ré-
ponse aux faibles doses.

Les études fonctionnelles basent leur analyse sur l’hypothèse que la modulation de

l’expression d’un gène implique l’augmentation de l’activité des protéines pour laquelle

il code. Or l’activation des produits des gènes modulés n’a pas été explorée dans cette

étude. L’interprétation fonctionnelle sur les gènes modulés doit donc être considérée

avec juste mesure. De plus, elle n’est basée que sur les fonctions connues à ce jour et

annotées dans les bases de données. Néanmoins, ces approches fonctionnelles se basant
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uniquement sur les fonctions connues et annotées restent de bons outils d’interprétation

pour générer des hypothèses biologique. Mise à jour régulièrement, les bases de données

d’annotation évoluent et dans un futur proche de nouvelles fonctions et annotations

pourraient permettre d’identifier à partir de nos données, de nouveaux processus mis en

jeu dans la réponse aux faibles doses.

3.5.2 Régulateurs de l’expression des gènes

Afin de pouvoir aborder la question de la régulation transcriptionelle des différentes

listes de gènes co-exprimés, nous avons étudié l’enrichissement d’une annotation de sites

consensus de fixation de facteur de transcription pour chaque groupe. Le but étant de

formuler des hypothèses sur les acteurs moléculaires potentiellement impliqués dans les

modulations d’expression observées en réponse à l’irradiation.

L’outil bio-informatique ToppGene est utilisé pour cette analyse in-silico. Il fait appel

dans ce cas à une base de donnée d’annotation GSEA/MSig 1 composée de 615 motifs

spécifiques de site de fixation de facteur de transcription annotés dans les régions pro-

motrices [-2kb ; 2kb] de 9770 gènes humains. Le test de distribution hypergéométrie est

utilisé comme méthode standard pour déterminer la significativité statistique (P valeur)

de l’enrichissement fonctionnelle dans une liste de gènes d’intérêt.

3.5.2.1 Analyse des groupes de gènes surrexprimé différentiellement avec la

dose

Le Tableau 3.5.6 liste les sites consensus significativement enrichie dans les groupes

1, 2 et 3. Parmi les facteurs de transcription potentiellement impliqués, on remarque la

présence de P53, GATA et EGR1 et E2F.

Des séquences consensus V$P53_02 et V$P53_DECAMER_Q2 sont trouvées anno-

tées significativement dans 19 % des promoteurs géniques du groupe 1 (Tableau 3.5.6 ).

1. http ://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb
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Ce résultat était attendu car beaucoup de gènes du groupe 1 sont connus comme étant

des cibles du facteur de transcription P53. L’activation du facteur de transcription P53

est largement connu en réponse à une exposition aux radiations ionisantes, et les princi-

pales études décrivent son activation pour des doses allant de 0.1 à 20 Gy (Zhan et al.,

1993), (Suzuki et al., 2001).

Trois gènes possédant un site de fixation du facteur de transcription EGR1 ont été
identifiés. L’activation du facteur de transcription EGR1 est connu en réponse à l’irra-
diation et a été mis en évidence dans des cellules de mélanome humaine à 5 et 20 Gy dès
30 minutes post-irradiation (Venkatasubbarao, 1996). Une autre étude a mis en évidence
l’activation du promoteur EGR1 en réponse à une dose de 4 Gy de radiation ionisantes
dans des cellules de gliome (Meyer et al., 2002).

Le facteur de transcription GATA-1 est aussi susceptible d’intervenir dans la réponse

à l’irradiation. Ce facteur de transcription a attiré notre attention car il fait partie de

la famille des facteurs GATA (Ko and Engel, 1993). Or, dans cette famille le facteur

GATA-3 a été décrit activé en réponse à l’irradiation dans des kératinocytes à 100 mGy

(Bonin et al., 2009). Cependant, à ce jour aucune étude ne décrit une implication de

GATA-1 dans la réponse à l’irradiation.

Des facteurs de transcription E2F sont aussi susceptibles d’intervenir en réponse à

l’irradiation. Ces facteurs de transcription jouent un rôle crucial dans le contrôle du

cycle cellulaire. Le gène codant pour le facteur de transcription E2F-1 a été décrit activé

en réponse à l’irradiation à 5 Gy dans divers lignées cellulaires (Blattner et al., 1999).

Les autres facteurs de transcription listés dans le Tableau 3.5.6 ne sont à ce jour pas

décrit comme étant impliqués dans la réponse à l’irradiation.
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TABLEAU 3.5.6: Séquences consensus de facteur de transcription enrichies par
la liste des gènes du groupe 1, 2 et 3

3.5.2.2 Analyse des groupes de gènes modulés de manière similaire pour

l’ensemble des doses.

3.5.2.2.1 Surexpressions

Le Tableau 3.5.7 présente les sites consensus significativement enrichis dans le groupe

4.
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TABLEAU 3.5.7: Séquences consensus de facteur de transcription enrichies dans la liste
des gènes du groupe 4.

Parmi l’ensemble des facteurs de transcription mis en évidence on remarque la présence

de deux classes de facteur de transcription :

– NRF1, NRF2
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– Elk-1

La première classe de facteurs de transcription (NRF1, NRF2) est connue pour être

impliquée dans le contrôle nucléaire de la respiration mitochondriale, la biosynthèse de

l’hème, la transcription de l’ADN mitochnodriale et la réplication. Cela semble concor-

dant avec la présence de 20 gènes correspondant à des protéines liées directement à la

fonction mitochondriale parmi les 199 gènes présents dans le groupe 4.

La seconde classe de facteur de transcription (Elk-1) identifié est liée aux facteurs

ETS. La famille des facteurs ETS a été définie par la présence dans ces protéines d’un

domaine ETS conservé. Ces facteurs peuvent agir comme des activateurs ou des répres-

seurs de transcription (Sharrocks, 2001). Le facteur de transcription Elk-1 est l’un des

membres de la famille des facteurs ETS et est une cible de la voie des MAPK (Edmunds

and Mahadevan, 2004). Une étude a observé par une approche protéomique, que Elk-1,

MAP2K1, MAP2K2, MAPK1, MAPK3, seraient des candidats potentiels pour des bio-

marqueurs en matière d’exposition à des doses en dessous de 100 mGy (Marchetti et al.,

2006). Plus précisément Suzuki et al (Suzuki et al., 2001) montrent que des doses com-

prises entre 50 mGy et 20 mGy sont capable d’induire la phosphorylation de MAPK3 et

MAPK1 (alias respectifs de ERK1 et ERK2) aussi efficacement que des doses élevées,

alors que le niveau de la protéine p53 n’a pas été modifié à des doses inférieures à 500

mGy. Ces observations semblent être en accord avec nos résultats.

Le Tableau 3.5.8 montre les facteurs identifiés pour les groupes 5 et 6. Cependant,

aucun n’est connu pour être activé par les radiations ionisantes.
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TABLEAU 3.5.8: Séquences consensus de facteur de transcription enrichies par
la liste des gènes du groupe 5 et 6.

3.5.2.2.2 Répressions

Le Tableau 3.5.9 liste les séquences consensus identifiées pour le groupe 7. Parmi les

facteurs de transcription correspondants, on peut souligner la présence de Elk1 venant

appuyer les observations déjà réalisées lors de l’analyse du groupe 4 sur l’implication

des MAPK dans la réponse aux faibles doses de radiations ionisantes. On peut noter

également l’annotation de sites consensus spécifiques du facteur Myc (Tableau 3.5.9).

L’activation de Myc donne lieu à de nombreux effets biologiques comme la proliféra-

tion cellulaire et l’apoptose (Dang, 1999). L’activation de Myc est connue en réponse à

l’irradiation (Sheen and Dickson, 2002).
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TABLEAU 3.5.9: Séquences consensus de facteur de transcription enrichies par
la liste des gènes du groupe 7.

Nous avons cherché des annotations de microARN au niveau des 47 gènes réprimés

constituant le groupe des répressions. ToppGene fait appel à une base d’annotation des

microARN, Msig 2 , composée de 221 motifs de fixation de micro ARN. Cette base de

donnée propose des sites de fixation au niveau des régions 3’ UTR des gènes susceptibles

de se lier avec des micro ARN. Des annotations de séquences consensus pour la fixa-

tion de micro ARN sont enrichies dans la liste des 47 gènes du groupe 7 (Figure 3.5.5).

Ces micro ARN (miR374, miR382, miR412 et miR607) susceptibles d’intervenir dans la

répression des gènes du groupe 7 ne sont pas connus en réponse à l’irradiation et leur

2. http ://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb

-page 142-



3.5.2. Régulateurs de l’expression des gènes

implication reste à être confirmée.

Les micro ARN sont des régulateurs capable de provoquer la dégradation d’ARNm en

réponse à un stress. Le micro ARN le plus étudié en réponse aux dommages à l’ADN est

miR-34a dont l’induction est dépendante du facteur de transcription P53 (Chang et al.,

2007). Ce micro ARN est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire et l’apoptose

après des dommages à l’ADN. Les micro ARN de la famille let-7 sont également connus

pour être induits en réponse aux radiations ionisantes (Chaudhry et al., 2012). Chaudry

et al ont pu mettre en évidence une induction de micro ARN de la famille let-7 à 100

mGy dans des fibroblastes. Cependant, parmi les études qui ont identifié les microARN

en réponse aux radiations, peu ont identifié les gènes cibles et les mécanismes de réponse

(Chaudhry et al., 2012).

Figure 3.5.5: Matrice de synthèse des annotations de micro ARN enrichies
avec leur gènes annotés (groupe 7).

3.5.2.3 Analyse des régulateurs sur l’ensemble des 2745 gènes et synthèse

Dans une première étape, nous avons réalisée une analyse des annotations de sites

de fixation de facteurs de transcription sur les gènes contenus dans les sept groupes de

profils isolés au Chapitre 4. Cette approche avait pour objectif d’identifier de potentiels

régulateurs spécifiques des profils d’expression identifiés. Elle a permis ainsi d’identifier
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pour le groupe 4, l’intervention de régulateurs liés à la fonction mitochondriale et de ré-

gulateurs cibles de la voie des MAP kinases. Cependant, compte tenu du faible nombre

de gènes dans certains groupes et d’annotations loin d’être exhaustives dans la base de

donnée GSEA/MSIG 3 , la puissance statistique de l’analyse groupe par groupe s’est

révélée limitée. C’est dans le but d’enrichir cette étude, que nous avons réalisé l’analyse

in silico des sites de liaison de facteur de transcription sur l’ensemble des 2745 gènes

identifiés comme modulés dans au moins une des 24 conditions étudiées. Un total de

50 sites consensus ont été identifiés (Tableau 3.5.6). Parmi eux, les deux même catégo-

ries de régulateur se démarquent mais cette fois avec beaucoup plus de significativité

statistique. Ainsi, le site consensus SCGGAAGY_V$ELK1_02 correspond au facteur

de transcription Elk-1 et est annoté dans un total de 171 gènes avec un score d’enri-

chissement de 4.81 .10-8 . Si l’on cumule l’ensemble des annotations trouvées pour des

facteurs de transcription de la famille Ets, on en identifie 295 susceptibles d’être modulés

par cette famille en réponse à de faibles doses de radiations ionisantes. Le constat est

le même lorsque que l’on étudie les annotations pour le facteur NRF1, NRF2/GABPA

et GABPB qui régule la transcription de gènes impliqués dans les processus liés à la

mitochondrie. Un total de 246 gènes a été identifié dans notre étude comme présentant

un site de fixation pour l’un de ces facteurs de transcription. Cette analyse globale de la

réponse aux faibles doses de radiations ionisantes mesurée dans ce travail semble confir-

mer l’implication de ces deux types de régulateurs. Elle permet de renforcer la nécessité

de confirmer, d’explorer leur implication et leur rôle dans cette réponse cellulaire.

3. http ://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb
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Figure 3.5.6: Séquences consensus enrichies sur les 2745 gènes modulés.
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CHAPITRE 3.6

RECHERCHE D’UN GROUPE DE GÈNES POUR LA

DISCRIMINATION D’ÉCHANTILLONS IRRADIÉS AUX

FAIBLES DOSES

A partir de notre modèle cellulaire, nous avons dans les chapitres précédents iden-

tifié et caractérisé les modulations d’expression génique en fonction de la dose et du

temps post-irradiation. Ces principaux résultats ont été utilisée dans le but d’émettre

des hypothèses sur les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la réponse de cel-

lules exposées à de faibles doses de rayonnement ionisant. L’objectif de ce chapitre est

d’identifier un groupe de gènes permettant avec leur niveau d’expression de classer les

conditions expérimentales en fonction de la dose et/ou du temps post-irradiation.

3.6.1 Classification hiérarchique des échantillons basée sur

l’expression des 370 gènes modulés

Une classification hiérarchique basée sur les niveaux d’expression mesurés pour 370

gènes (fusion des 7 groupes) a été réalisée. Ces classifications reposent sur les niveaux de

dissimilarité de ces 370 profils d’expression sur l’ensemble des conditions testées. Quand

deux conditions présentent des niveaux d’expression proches sur l’ensemble des 370 gènes
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modulés

elles sont regroupées dans la même branches. La Figure (3.6.1) présente le résultat de

cette classification. Elle met en évidence deux niveaux de dissimilarité.

Le premier niveau de dissimilarité (1) permet de distinguer pour l’ensemble des doses,

temps et individus testés, les échantillons irradiés des échantillons non irradiés. Le

deuxième niveau (2) permet de discriminer relativement la dose de 500 mGy de l’en-

semble des autres doses. Il n’est pas possible de dissocier les échantillons irradiés en

dessous de 100 mGy sur la base de l’expression des 370 gènes d’intérêt. En revanche,

cette liste semble très efficace pour distinguer une condition irradiée d’une condition non

irradiée dans les dix premières heures qui suivent l’irradiation.
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Figure 3.6.1: Regroupement hiérarchique à partir des intensités de fluores-
cence des 370 gènes sélectionnés. Il est généré, à l’aide de la fonction
Hierclus de « R », à partir des données normalisées et filtrées. Chaque couleur
correspond à une dose d’irradiation. Les conditions en rouge correspondent aux
conditions 500/100mGy, en orange 50/25mGy, en bleu 10mGy et en vert 5 et
0mGy.
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3.6.2 Classification hiérarchique des échantillons basée sur

l’expression des gènes des groupes 1, 2 et 3

Dans le but de discriminer plus précisément les échantillons irradiés entre eux, une

classification basée sur les profils de type I a été évaluée. En effet, ces gènes possèdent un

profil dépendant de la dose d’irradiation avec différents seuils d’activation mais aussi une

variabilité inter-individuelle faible. Le résultat de cette classification sur la base de ces 68

gènes est présenté en Figure 3.6.2 . On distingue trois principaux niveaux de dissimilarité.

Le premier niveau (1) permet de distinguer clairement les échantillons irradiés à 500 mGy

de tous les autres. Les deuxième et troisième niveaux (2) et (3) sont moins performants

en termes de discrimination. Cependant, on peut noter une discrimination correcte des

échantillons irradiés à 100 mGy à partir de 7h30 après exposition au niveau (2) et des

échantillons à 100 mGy de 2h30 à 5h au niveau (3). Avec cette sous sélection de 68 gènes,

on est en revanche incapable de distinguer les échantillons non irradiés des échantillons

irradiés.
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Figure 3.6.2: Regroupement hiérarchique à partir des intensités de fluores-
cence des gènes des groupes 1, 2 et 3. Il est généré, à l’aide de la
fonction Hierclus de « R », à partir des données normalisées et filtrées. Chaque
couleur correspond à une dose d’irradiation. Les conditions en rouge corres-
pondent aux conditions 500/100mGy, en orange 50/25mGy, en bleu 10mGy et
en vert 5 et 0mGy.
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3.6.3 Classification hiérarchique des échantillons basée sur

l’expression des gènes des groupes 3

En raison du faible niveau de dose nécessaire pour induire une modulation significa-

tive des gènes du groupe 3, ce dernier a été évalué pour sa capacité à discriminer les

échantillons irradiés à très faibles doses. Le résultat de cette classification est présenté

en Figure 3.6.3. La classification basée sur l’expression de ce sous-ensemble a mis en

évidence deux niveaux de dissimilarité. Le premier permet de distinguer les échantillons

irradiés à 500 mGy et 100 mGy à partir de 7h30 de l’ensemble des autres conditions

et avec une bonne précision. Le deuxième niveau de discrimination permet d’isoler les

échantillons ayant reçu une dose de 25 mGy et plus de tous les échantillons ayant reçu

une dose nulle ou inférieure.
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Figure 3.6.3: Regroupement hiérarchique à partir des intensités de fluores-
cence des gènes du groupe 3. Il est généré, à l’aide de la fonction Hierclus
de « R », à partir des données normalisées et filtrées. Chaque couleur correspond
à une dose d’irradiation. Les conditions en rouge correspondent aux conditions
500/100mGy, en orange 50/25mGy, en bleu 10mGy et en vert 5 et 0mGy.
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3.6.4 Discussion

En se basant sur les différentes classes de profils d’expression identifiés il a été possible

dans nos données de différencier des échantillons en fonction de leur dose d’irradiation.

Chaque groupe de gènes possède des spécificités en terme de capacité de regroupement

des échantillons en fonction de la dose d’irradiation (Tableau 3.6.1). Cette figure montre

bien qu’on pourrait construire une méthodologie analytique qui jouerait sur les trois

groupements de gènes et les résultats obtenus avec chacun pour déduire les doses d’ex-

position.

TABLEAU 3.6.1: Récapitulatif du potentiel de discrimination de dose des dif-
férentes listes de gènes.

Ces résultats mettent en exergue le potentiel de ces divers candidats en termes de bio-

marqueurs d’exposition à l’irradiation. Cependant, ils sont à considérer avec précaution,

car le travail dont ils découlent a été réalisée sur seulement cinq individu. Rappelons aussi

que cette étude a été réalisée exclusivement sur un modèle cellulaire trié et dans les 10

h suivant l’irradiation ex-vivo de sang total. Ces limitations expérimentales entrainent

bien évidement une extrapolation difficile de l’utilisation de ces groupes de gènes à des

fins de dosimétrie biologique.

Certaines études ont déjà émis l’hypothèse d’utilisation de tels biomarqeurs en dosi-

métrie biologique (Amundson et al., 2000), (Grace et al., 2005), (Knops et al., 2012),
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(Manning et al., 2013). Elles ont proposé certains gènes cibles du facteur P53 comme de

bon candidats en termes de biomarqeurs moléculaires de l’irradiation. Amundson et al

ont mis en évidence un ensemble de gènes induits (DDB2, XPC, PCNA, WAF1) dans

les lymphocytes humains jusqu’à trois jours après irradiation à des doses de 200 mGy

et 2 Gy (Amundson et al., 2000). Grace et al ont mis en évidence des changements

d’expression quantifiables et reproductibles des gènes CDKN1A, BAX, GADD45A et

DDB2 au sein de sang total 24h et 48h après une irradiation ex-vivo à 250 mGy et 3

Gy (Grace et al., 2005). Ces mêmes biomarqeurs moléculaires ont été identifiés récem-

ment par Kabacik et al en analysant le transcriptome de lymphocytes 2 h et 24 h après

une irradiation à 2 et 4 Gy (Kabacik et al., 2011). Une récente étude menée sur des

lymphocytes humain, après 6, 24 et 48 h après différentes doses d’expositions comprises

entre 20 mGy et 4 Gy, a identifié une signature de 9 gènes dont FDXR qui pourrait

se révéler pertinente pour discriminer une exposition aux doses inférieures à 100 mGy

(Knops et al., 2012). Manning et ses collaborateurs ont eux évalué par PCR quantitative

13 biomarqueurs dont CCNG1, DDB2 et FDXR. Leur étude est celle qui se rapproche la

plus de nos conditions expérimentales puisqu’ils ont utilisé un modèle de sang total 2h

et 24 h après une irradiation ex vivo à des doses comprises entre 5 et 100 mGy (Manning

et al., 2013).

L’identification de biomarqueurs pourrait avoir aussi un intérêt pour des études épi-

démiologiques moléculaire incorporant les notions de biomarqueurs et tests biologiques

dans le suivi des cohortes. En effet, l’évaluation des risques sanitaires aux faibles doses

reste compliquée en raison de l’impossibilité, dans certain cas, de réaliser une évaluation

dosimétrique robuste des expositions potentielles (Pernot et al., 2012). L’identification

de biomarqueurs appropriés pour une utilisation dans les études de population à risque

pourrait permettre d’améliorer les données épidémiologiques concernant l’exposition aux

faibles doses et donc l’étude de leurs effets à long terme.
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3.6.4. Discussion

Notre étude à mis en évidence une liste de 370 gènes dont les profils d’expression

pourraient être capable de discriminer une "non irradiation" d’une irradiation à une

dose comprise entre 5 et 50 mGy. A ce jour, aucune des autres études ne semblent être

capable de mettre en évidence une telle sensibilité, car elles se basent toutes sur des

gènes induits suite aux dommages à l’ADN (i.e. cible de p53). Or, nous avons constaté

dans notre analyse fonctionnelle que ce type de réponse n’était plus détectable aux doses

inférieures à 50 mGy. Ce résultat est très encourageant pour la recherche de biomarqueurs

pertinents pouvant mettre en évidence une irradiation à des doses inférieures à 100 mGy.

-page 155-



Quatrième partie

Conclusion générale et perspectives

« Les gènes, comme les

diamants, sont éternels, mais

pas tout à fait de la même façon

que ces derniers. »"

(Richard Dawkins, Le gène

égoïste, 1976)
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Depuis l’optimisation des méthodes d’étude des données à haut débit, le potentiel du

transcriptome a été largement exploité dans la recherche scientifique afin de décrypter

la réponse moléculaire d’une cellule. Même si l’analyse du transcriptome ne s’avère pas

suffisante pour obtenir une image de la cellule, puisque la transcription d’un gène ne

reflète pas obligatoirement sa traduction et encore moins l’activation fonctionnelle de la

protéine correspondante, elle en reste cependant un bon indicateur de l’état d’une cellule

à un instant donné. De manière générale, l’analyse de l’abondance relative des transcrits

de l’ensemble du génome humain, a permis d’obtenir une vision dynamique et globale de

la réponse moléculaire à l’irradiation. Notons qu’il s’avère difficile de passer de la carac-

térisation d’un groupe de gènes à l’explication d’un processus biologique complexe. Au

vue des résultats obtenus, seules des hypothèses sur d’éventuels mécanismes biologiques

peuvent être formulées. Ainsi, les hypothèses qui découlent de ce type d’étude peuvent

alors faire l’objet de vérification puis de validation par des approches expérimentales

plus classiques.

Une partie des hypothèses émises a pu être confirmée en les confrontant aux systèmes

de régulation activés en réponses à l’irradiation déjà bien caractérisés dans la littéra-

ture. Ces hypothèses concernent l’ensemble des processus (réparation des dommages,

mort cellulaire, cycle cellulaire) dont la régulation dépend du facteur de transcription

157



Conclusion générale-perspectives

P53 et dont le niveau d’activation dépend lui même du taux de dommages généré par

l’irradiation dans les cellules. Nous avons pu mettre en évidence à travers la mesure diffé-

rentiel de l’expression des gènes que de tels processus semblaient ne pas être activés pour

un taux de dommage induit inférieur à une cassure double brin par cellule (entre 50 et

100 mGy). L’autre partie des hypothèses que nous avons formulées à partir de nos résul-

tats concerne l’implication possible du métabolisme mitochondrial ainsi que l’activation

de la voie des MAPKinase dans la réponse aux très faibles doses d’irradiation gamma

(Figure 4.6.4). Le rôle de l’ATP, produit de la chaîne respiratoire mitochondrial comme

messager secondaire inter-cellulaire a déjà été démontré dans la littérature en réponse

à une exposition à de faibles doses de rayonnements ionisants (Kojima et al., 2011).

Son action sur des récepteurs extra cellulaire de type P2Y pourrait être à l’origine de

l’activation de la voie des MAPKinases (Tsukimoto et al., 2010), (Kojima et al., 2011).

L’implication réelle de ces mécanismes identifiés grâce à l’analyse de nos résultats et de

la littérature devront faire l’objet de validation par des approches ciblées. Ainsi il se-

rait particulièrement intéressant de mesurer le potentiel membranaire des mitochondries

après irradiation à très faibles doses ainsi que les concentrations intra et extra cellulaire

d’ATP et leur variation au cours du temps. De manière complémentaire, la mesure de

l’activation de la voie des MAPKinase et des facteurs de transcription à domaine ETS

semble être pertinente dans la caractérisation de cette réponse.

Il pourrait également être intéressant de combiner d’autres approches "omiques" à

cette étude comme la protéomique ou la métabolique ce qui permettrait de mieux ca-

ractériser les différents réseaux biologiques et leurs interconnexions et ainsi compléter la

connaissance au niveau des mécanismes moléculaires mis en jeu aux faibles doses. Ces

approches peuvent être utiles pour mettre en évidence d’éventuel biomarqueurs d’expo-

sition ou bien générer de nouvelles connaissances d’un point de vue mécanistique.

La réponse transcriptionnelle entraine l’activation de facteurs de transcription ca-

pables d’interagir afin de réguler l’expression des gènes. Nos résultats démontrent que
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l’analyse de la réponse transcritionnelle induite ne doit pas se limiter à émettre des

hypothèses sur les conséquences de ces modulations d’expression mais doit également

s’intéresser à leurs causes. En effet, à ce jour l’origine moléculaire des processus d’in-

stabilité génomique ou d’effet bystander pour ne citer qu’eux, restent mal élucidé et les

études haut débit comme celle-ci pourraient permettre d’identifier un ou plusieurs sen-

seurs moléculaires à l’origine d’un ou plusieurs de ces effets cellulaires mis en évidence

à faible dose.
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Figure 4.6.4: Mécanisme hypothétique moléculaire en réponse aux faibles doses basés
sur l’interprétation des données du transcriptome
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  aim  of  the  present  study  is  to analyse  by  microarray  techniques  how  gene  expression  is  modulated
after  exposure  to  low  and  very  low  doses  of  ionizing  radiation,  to evaluate  if the pattern  of gene expression
shows  dose  dependence,  and  to search  for putative  regulatory  mechanisms  behind  the  observed  gene-
expression  modifications.

For  this,  whole  blood  samples  from  five  healthy  donors  were  exposed  in  six  doses  between  5  and
500  mGy.  Total  RNA  extraction  from  CD4+ lymphocytes  was  done  at four  different  post-irradiation  times.
After  mRNA  amplification,  aRNAs  were  hybridized  on  DNA microarrays.

The results  indicated  that  up-regulation  was  twice  than  down-regulation.  Surprisingly,  the  number
of  modulated  genes  does  not  seem  to  change  drastically  with  dose,  even  at  the  lowest  dose  of 5 mGy.
Clustering  analysis  revealed  seven  gene  expression  clusters  with  different  dose dependence  profiles.
The  functional  analysis  showed  that  the  genes  which  increased  their  expression  with  the dose  were
related  to  p53  pathway  and  DNA damage  response.  This  could  be observed  from  25  mGy,  but became
very  clear  at doses  equal  or  greater  than  100  mGy.  On  the other  hand,  genes  with  a  constant  modulation
of  their  expression  in all the tested  doses  were  related  to cellular  respiration,  ATP  metabolic  process
and  chromatin  organization.  These  latter  molecular  mechanisms  seem  to be triggered  at  very low  doses
(5–25  mGy).  In silico  promoter  analysis  seems  to confirm  the  implication  of transcription  factors  related
to  the pathways  mentioned  above.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Medical exposures are the largest human-made source of expo-
sure to ionizing radiation. In this sense, diagnostic procedures using
X-ray technologies have resulted in a marked increase in collective
dose [1]. Health impact of this increase is difficult to assess and a
better understanding of molecular and cellular consequences of
low-dose exposures could help on this issue. As many environmen-
tal stimuli, radiation exposure can produce activation of several
signalling pathways and leads to complex patterns of gene modula-
tions [2–4]. Main studied pathways are those activated in response
to DNA damage. Ionizing radiation plays an important role in induc-
tion of DNA damage [5,6] and especially one of the most deleterious
damage for the stability of the genetic material of the cell: double-
strand breaks (DSB). At doses above 100 mGy  of gamma  rays, p53
transcription factor is known to be activated and this activation has
been described to depend on DNA damage [7–9]. However, DNA

∗ Corresponding author at: Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire
(IRSN), Dosimétrie Biologique (PRP-HOM/SRBE/LDB), BP 17, 92262 Fontenay aux
Roses cedex, France. Tel.: +33 1 58 35 98 98; fax: +33 1 58 35 84 67.

E-mail address: gaetan.gruel@irsn.fr (G. Gruel).

damage is less frequent at low doses of gamma radiation and the
distinction between exposed and non-exposed cells becomes more
difficult due to the low number of DSB induced. In fact, the detec-
tion of gamma-H2Ax foci in cell nuclei was shown to be sensitive to
low doses [10], and below 30–50 mGy  of gamma-rays less than one
DSB per cell seems to be produced. Thus, below that level of dose,
the ratio of cells with no signalized DSB increase in a population
of exposed cells. Accordingly, the number of DSB per cell seems
to become insufficient to activate DNA repair-related signalling
pathways and phosphorylation or accumulation of p53 at doses
below 100 mGy  of gamma-rays does not seem to be observed at
the scale of a cell population [11]. Nevertheless, studies performed
at low doses showed the involvement of mechanisms not directly
related with DNA-repair pathways as the bystander effect [12–15].
The corresponding molecular mechanisms seem to involve mainly
membrane receptors for interleukins and growth factors, GAP
junctions, MAPK pathways and cyclooxygenase-2 signalling path-
way. However, it is difficult to get an overview of the links between
the different molecular mechanisms identified as involved in the
effects of irradiation at low doses below 100 mGy. High-throughput
approaches are ideal tools to understand the possible interactions
between different pathways involved in the cellular response.
These approaches combined with relevant experimental design

1568-7864/$ – see front matter ©  2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.dnarep.2013.04.021
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are very efficient to understand and formulate assumptions about
how the involved pathways are coordinated [16–18].

Our goal is to better understand the mechanism of gene regu-
lation recruited at low and very low doses using oligonucleotide
microarray bioassays. This biotechnology allows studying simul-
taneously the expression level of thousands of genes to obtain a
quantitative differential activity and, combined with bioinformat-
ics tools, to propose putative regulatory mechanisms behind the
changes of expression level of genes. To achieve this goal, we used
a model of ex vivo irradiations of human whole blood. More specif-
ically, we study the gene expression levels in the lymphocyte CD4+

sub-population after gamma  rays exposure of whole blood with
doses between 5 and 500 mGy.

2. Materials and methods

2.1. Blood samples

Venous peripheral blood samples, roughly 400 ml  each, were
collected from five healthy male donors. The blood collection was
performed by “Etablissement Franç ais du Sang” in accordance with
the French law no. 2004-800 regarding bioethics. All blood sam-
ples tested negative for Human immunodeficiency virus-1, Human
immunodeficiency virus-2, Hepatitis C virus and Hepatitis B virus.
A complete blood count was made on each whole blood sample
with a Hematology System ADVIA (Bayer HealthCare). All sam-
ples complied with standard lymphocyte proportion of 16–45%.
Heparin was added to whole blood samples at a final concen-
tration of 34 U ml−1. Then, blood dilution was performed at 1:10
with Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, Life Technolo-
gies). After a series of preliminary tests (data not shown), IMDM
showed the best performance in terms of conservation of the initial
characteristics of blood samples as conservation of the morphol-
ogy and the proportions of different cell types during the first
48 h post blood sampling and dilution. Due to the composition
of IMDM,  anticoagulants with a mechanism of action based on
the chelation of calcium ions (such as EDTA or citrate) cannot be
used. The resulting mix  was then divided into 7 culture flasks of
300 cm2 (Becton Dickinson), one for each studied dose (see below).
Finally, blood samples were incubated overnight at 37 ◦C in a 5% CO2
atmosphere.

2.2. Ex vivo irradiation

Whole blood exposures were performed with a 60Co source at a
low dose rate (50 mGy  min−1) at the ICO-4000 facility at Fontenay-
aux-Roses (France). Exposures were performed independently on
blood samples of each donor. The kerma rate was determined using
a Physikalisch-Technische Werkstätten (PTW) ionization chamber
irradiated in the same conditions used for the samples. Uncertainty
regarding the kerma rate was 4%. Exposures to doses 5, 10, 25, 50,
100 and 500 mGy  and sham irradiated condition were done. After
ex vivo irradiation, blood samples were incubated at 37 ◦C for 150,
300, 450 and 600 min  in a 5% CO2 atmosphere.

2.3. Cell sorting and flow cytometry

Rosette SepTM CD4 cell enrichment cocktail consists of using
tetrameric antibody complexes with specific antibodies directed
against CD8, CD16, CD19, CD36, and CD56 according to the man-
ufacturer’s instructions (Stem cell Technologies). Addition of this
antibody cocktail to whole blood (50 �l ml−1 of blood) results
in cross-linking of unwanted cells with multiple RBCs to form
immunorosettes that pellet by centrifugation. A density medium
(Ficoll-Paque PLUS, Sigma–Aldrich) was used to collect CD4+ T

Table 1
List of conditions tested: doses, times post-irradiation, numbers of biological repli-
cate and means of CD4 T cell enrichment. Ex vivo, irradiation was performed with a
source of cobalt-60 at a low dose rate (0.05 Gray min−1).

Doses (mGy) Time post-irradiation
(min)

Biological
replicate

Mean of TCD4+

enrichment

0

150 n = 4 91.7 ± 3.56%
300  n = 5 95.6 ± 3.57%
450 n = 5 89.4 ± 5.87%
600  n = 4 94.9 ± 2.27%

5

150  n = 4 90.1 ± 4.35%
300  n = 4 94.6 ± 2.11%
450 n = 5 95.0 ± 2.33%
600  n = 3 94.9 ± 1.73%

10

150  n = 4 93.0 ± 4.35%
300  n = 5 95.0 ± 2.11%
450 n = 5 95.0 ± 2.33%
600  n = 4 94.9 ± 1.73%

25

150  n = 5 90.2 ± 6.48%
300  n = 4 91.6 ± 8.92%
450 n = 5 91.1 ± 10.28%
600  n = 4 93.9 ± 3.59%

50

150  n = 5 91.9 ± 5.57%
300  n = 3 92.8 ± 5.41%
450 n = 5 94.1 ± 4.37%
600  n = 4 94.5 ± 2.74%

100

150  n = 4 89.4 ± 9.00%
300  n = 5 93.5 ± 3.69%
450 n = 5 92.5 ± 6.67%
600  n = 4 92.4 ± 3.03%

500

150  n = 4 92.1 ± 4.94%
300  n = 4 93.3 ± 5.81%
450 n = 4 92.7 ± 5.83%
600  n = 4 95.1 ± 2.37%

lymphocytes. Flow cytometry analysis was performed to vali-
date the purity of the cell enrichment procedure. Pellets were
re-suspended in PBS buffer and fluorescent antibody labelling
was performed on a small aliquot with anti-CD4-R-Phycoerythrin
(R-PE), anti-CD3-Tricolor (Trico), anti-CD8-Fluorescein (FITC) (Cal-
tag Laboratories-Life Technologies). After incubation for 10 min,
cells were washed and immediately analysed with a cytometer
FACSort (Becton Dickinson). Enrichment percentage value of the
[CD3+/CD4+] phenotype was at least 80% for each sample as shown
in Table 1.

2.4. RNA extraction

Total RNA was  extracted from CD4+ T lymphocytes using RNeasy
Mini columns from RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to man-
ufacturer’s instructions. Quality and quantity of extracted total
RNA were checked using a NanoDrop® ND-1000 spectrophotome-
ter (NanoDrop Technologies). The integrity of total RNA samples
was assessed with microfluidic capillary electrophoresis using the
Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies) on RNA 6000
NanoChip. The RIN (RNA integrity number) for assigning integrity
values to RNA measurements was calculated for all RNA samples.
All RIN values were greater than the recommended value of 7 for
gene expression assays. The mean value was  8.49 (min: 7.3 and
max: 9.6).

2.5. RNA amplification and microarray hybridization

A sample (0.2 �g) of the isolated total RNA was  converted into
Cy3-aRNA using Low RNA input linear amplification kit (Agilent
Technologies). Agilent RNA Spike-In was  used as positive con-
trol. These exogenous RNA derived from the Adenovirus E1A were
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added to each total RNA samples with a known concentration. Ver-
ification of the aRNA quantity and Cyanine-3 incorporation was
assessed using a NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer (Nano-
Drop Technologies). Integrity of aRNA was controlled with the
same process than total RNA except for the computation of RIN.
Gene expression analysis was performed using the whole human
genome 4× 44k DNA microarray v.2 (Agilent Technologies) that
contains oligonucleotides probes designed against 27,958 human
mRNA. The amount of amplified RNA needed per labelling reac-
tion was 1.65 �g. The purified Cy3-labelled aRNA was fragmented
and hybridized on the 4×44k array with a rotation speed of 10 rpm
at 65 ◦C for 17 h. Arrays were washed and immediately scanned
with a microarray scanner (Agilent technologies, G2565AA). DNA
microarray feature intensities were measured using Agilent Feature
Extraction software 7.5. Quality controls of hybridizations were
assessed for each hybridized array. Hybridizations not in accor-
dance with quality criteria defined by Agilent Technologies were
eliminated or repeated if possible. Of the 140 initial samples (7
doses, 4 times, 5 donors), 121 samples passed all quality controls
(total RNA, aRNA and microarrays) and were used in the analysis.
The final number of donors analysed at the different conditions is
indicated in Table 1.

2.6. Normalization and filtering

Data of all of the 121 microarrays were normalized, filtered
and analysed with R software [19]. The mean signal intensity for
each spot was calculated and a log base 2 transformation was per-
formed. The normalization step in the analysis of gene expression
data was used to remove systematic biases. An average distribu-
tion was set derived from the quintiles of each array and quintiles
intensities distributions were fitted as similar as possible across
all arrays [20]. Agilent Feature Extraction Software flagged unde-
tected spot and bad features allowing their exclusion from the
analysis. The basic filtering criteria consisted of removing a probe
when it was undetected in at least 75% of the replicates. A total
of 19,246 probes were selected after filtering step. All microarray
data have been submitted to the public functional genomics data
repository Gene Expression Omnibus [21,22] under the accession
number GSE43151.

2.7. Statistical analysis of gene expression

Identification of differentially expressed genes was performed
with the Limma  package [23,24] available on BioConductor [25]. For
each gene in the set of all arrays a linear model was  fitted [23,26].
First, a design matrix was built to indicate which RNA samples
have been applied to each array. Second, matrix of contrast was
designed to assess differentials of expression between each of the
tested doses and the corresponding unirradiated condition for each
post-irradiation time. The statistic used for significance analysis is
the moderated t-statistic, which is computed for each probe and
for each contrast. This has the same interpretation as an ordinary
t-statistic except that the standard errors have been moderated
across probes using a simple Bayesian model [23]. Moderated t-
statistics lead to p-values in the same way that ordinary t-statistics
do except that the degrees of freedom are increased, reflecting the
greater reliability associated with the smoothed standard errors
[27]. To reduce the risk of false-positive, p-values were adjusted for
multiple testing issues using Benjamini and Hochberg’s method to
control the false discovery rate (FDR) [28]. A gene was considered
differentially expressed when the corresponding adjusted p-value
was less than 0.05 and the fold change greater than 1.5. Thus, a set of
24 lists of significantly modulated genes was obtained: one list for
each combination of dose and time (6 doses and 4 post-irradiation
times). These 24 lists were merged in different ways depending

on the objectives of the further analysis: global overview (quan-
titative and comparative) or detailed analysis (clustering analysis,
functional analysis and in silico promoter analysis). When the 24
lists were all merged together, the resulting number of genes mod-
ulated at least at one dose and one time was  2745. Clustering was
performed with gplots package [29] using Euclidian distance and
complete agglomeration method.

2.8. Computation of correlation scores

For each post-irradiation time, each dose was associated with
its specific set of 2745 values of fold-change corresponding to the
global list of modulated genes. This association was defined as “dose
profile” for a given post-irradiation time. Spearman’s correlation
scores were then computed for each combination of two  “dose
profiles” using R software. A total of 15 correlations scores were
performed for each post-irradiation time.

2.9. In silico analysis of gene promoters and gene functions

Microarray bioinformatic tools and online databases were used
to perform data analysis.

The main tool used was  the web server ToppGene
(http://toppgene.cchmc.org) [30]. ToppFun application of the
ToppGene suite portal was  used to detect relevant gene function
among our gene lists and to find putative transcription factor
binding sites (TFBS) in the promoter regions of the modulated
genes.

3. Results

3.1. Overview of the modulations: quantitative and comparative
analysis

Gene expression modifications have been investigated in CD4+

T lymphocytes in response to a range of low doses of ionizing radi-
ation. In order to reveal gene alteration, a quantitative analysis
considering both time post-irradiation and doses has been per-
formed. Criteria of 1.5-fold change in transcript level and a 5%
cut-off on corrected p-values were used to identify differentially
expressed genes as described in material and methods. For each of
the 6 doses, the lists of selected genes obtained for the 4 different
post-irradiation times were merged. This allowed to study the total
number of modulated genes for each studied dose (Fig. 1), to com-
pare the similarities among modulated gene lists (Fig. 2), and also
to analyse the Spearman’s correlation scores computed between
each dose at each post-irradiation time (sFig. 1).

Supplementary material related to this article found, in the
online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.dnarep.2013.04.021.

The number of modulated genes did not seem to change dras-
tically with dose, even at the lowest dose of 5 mGy  (Fig. 1A).
The results indicated that modulations of gene expression con-
cerned about one thousand genes at each dose and 2 times more
up-regulations than down-regulations. The greatest number was
seen at the highest dose of 500 mGy. At this dose, 864 genes were
selected as up-regulated and 577 as down-regulated at least in one
of the tested post-irradiation times. To evaluate the kinetic of the
gene expression in the response to radiation stress, the analysis of
variations in the number of modulated genes in function of time for
each dose was  performed (Fig. 1B–G). Even if the number of mod-
ulated genes during the first 10 h was broadly the same regardless
of the dose, the kinetic variations of the number of modulations
were not the same for each tested dose. Clear time patterns could
be highlighted especially for the lowest and the highest doses.
For 5 mGy, the number of modulated genes decreased significantly
when post irradiation times increased (Fig. 1B). For 500 mGy and
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Fig. 1. Number of modulated genes in lymphocytes T CD4+ in response to low or very low doses of gamma  rays. Up-regulated genes correspond to dark grey part of the
histogram bar and down-regulated genes to the light part of the histogram bar. (A) Number of genes significantly modulated at each tested doses whatever the post irradiation
times.  (B) Number of modulated genes for each post-irradiation time at 5 mGy. (C) Number of modulated genes for each post-irradiation time at 10 mGy. (D) Number of
modulated genes for each post-irradiation time at 25 mGy. (E) Number of modulated genes for each post-irradiation time at 50 mGy. (E) Number of modulated genes for each
post-irradiation time at 100 mGy. (F) Number of modulated genes for each post-irradiation time at 500 mGy.

even 100 mGy, a decline in the number of modulated genes can be
observed at 300 and/or 450 min  but it is followed by a renewed
increase in the number of significant modulations at the later time.

To further investigate the nature of the measured responses,
a comparative analysis was performed to evaluate the level of

overlap among modulated gene lists obtained for each dose (Fig. 2).
The intersection matrix indicates the percentage of commonly
up-regulated genes (Fig. 2A) or down-regulated genes (Fig. 2B)
between two  different doses. This comparison showed that over-
lap level accounts from around 31 to 64% for up-regulated genes
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Fig. 2. Comparative analysis performed to evaluate the level of overlap among modulated gene lists obtained for each dose. (A) The intersection matrix indicates the
percentage of commonly up-regulated genes between two  different doses. (B) The intersection matrix indicates the percentage of commonly down-regulated genes between
two  different doses.

and from around 25 to 50% for down-regulated genes. The overlap
increased when the dose decreased. A maximum of 64% of over-
lap between dose 25 and 10 mGy  was measured for up-regulated
genes (Fig. 2A). The same trend was observed for repression. Inter-
estingly, the dose of 500 mGy  has the lowest overlap with all the
other doses. In fact, a mean of 33% of modulated genes at 500 mGy
were shared with the others doses.

The analysis of the correlation scores computed between each
pair of doses for each post-irradiation time (sFig. 1) showed the
same trend. The correlation scores among the lowest doses (5, 10
and 25 mGy) were greater than when these low doses were com-
pared to the highest doses (50, 100 and 500 mGy). In addition,
the lowest correlation scores were generally observed when mak-
ing comparisons with 500 mGy. All these trends were particularly
marked for the latest post-irradiation time (600 min).

3.2. Clustering analysis

To investigate the overall cellular functions potentially involved
in the response to the whole range of studied doses, the 24 lists of
modulated genes (one for each combination of time and dose) were
merged to provide a selection of genes of putative interest across
all experimental conditions (i.e. at least significantly modulated at
one dose and one time). This overall gene list, composed of 2745
genes, was then studied in detail using the fold change and statisti-
cal significance measured for each gene in each of the 24 conditions.
This was done using a clustering of gene expression profiles com-
bined with dedicated graphical representation (sFig. 2). Clustering

methods allowed grouping genes according to Euclidian distance
calculated between expression profiles. In the present study, a pro-
file of a gene consisted of all the fold changes measured in the 24
conditions studied. Genes within the same cluster could therefore
have a common behaviour as a function of time and/or dose. sFig.
2 allowed us to easily select interesting profiles due to the com-
bination of a clustering tree and a graphical representation of the
data using a colour code for fold change and a system of symbols for
the significance of the modulation (fold change greater than 1.5 and
corrected p-value less than 0.05). The selection of profiles of interest
was based on the identification in sFig. 2 of gene clusters showing
a juxtaposition of different temporal conditions or/and dose condi-
tions with a significant modulation of expression (FDR < 0.05). We
assumed that this kind of measures across experimental conditions
for the same gene gave more statistical strength to the putative
biological meaning of its modulation and then decreased the risk
to include false positive modulations for the functional analysis or
in silico promoter analysis. Thereby, we focused on two types of
profiles among the huge classification tree shown in sFig. 2.

Supplementary material related to this article found, in the
online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.dnarep.2013.04.021.

The first type of profile was related to genes with a clear dose
effect: the higher the dose, the greater the significance of the mod-
ulation. Five areas in sFig. 2 were identified as containing clusters
of genes with such profile (areas 1–5 in sFig. 2). Genes belong-
ing to these five areas were grouped into a new list and a new
clustering of the corresponding profiles was  performed (sFig.3A).
From the result of this new clustering, three clusters were identified
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and respectively named cluster 1, cluster 2 and cluster 3 (sFig. 3A).
Genes inside cluster 1 were measured, as induced only at the dose
of 500 mGy  and preferentially at 600 min. Genes of cluster 2 were
selected as induced from the dose of 100 mGy  and showed a dose
effect response as their induction level was higher at 500 mGy  than
at 100 mGy. Genes in cluster 3 were measured as induced from the
dose of 25 mGy  (and even 10 mGy  for FDXR) and these inductions
increased up to the highest tested dose (500 mGy).

Supplementary material related to this article found, in the
online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.dnarep.2013.04.021.

The second type of profiles identified in sFig. 2 was  related to
genes that showed modulations of expression in about all tested
doses. The level of modulation of these genes remained the same
whatever the tested dose with a significant modulation for several
consecutive times for the same dose (see U or D symbols in sFig.
2). Five areas in sFig. 2 have been identified as containing clusters
of genes with such profile (areas 6–10 in sFig. 2). Genes belonging
to these five areas were grouped into a new list and a new cluster-
ing of the corresponding profiles was performed (sFig. 3B). From
the result of this new clustering, four clusters were identified and
respectively named cluster 4, cluster 5, cluster 6 and cluster 7 (sFig.
3B). Cluster 4 included genes with an induction of their expression

measured in about all the tested doses. Interestingly for this pat-
tern no dose effect was observed. The level of induction of these
genes remained the same whatever the tested dose. Genes inside
cluster 5 had the same characteristics than those in the cluster 4
except a slight decrease of the induction level at 500 mGy. Clus-
ter 6 was  a sub-version of the cluster 5. In fact the decrease of the
induction level observed at 500 mGy  for genes in cluster 5 became
an absence of modulation for genes in cluster 6. Indeed for this
cluster, no significant modulation was measured at 500 mGy  specif-
ically (sFig. 3B). The last cluster, the seventh, concerned repression
of gene expression levels for all the tested doses. No dose effect
could be identified for down-regulations.

For one gene of each of the seven clusters, Fig. 3 shows the fold
change measured for each individual (between 3 and 5 biologi-
cal replicates) and the corresponding mean profile. These seven
gene profiles were chosen according to two  criteria: to be a rep-
resentative profile of the average profile of the cluster to which
it belongs, and to correspond to a protein involved in at least
one function highlighted in Section 3.3. Supplemental figures sFig.
4–10 show the profiles of all the genes included in clusters 1, 2,
3, 4, 5, 6 and 7 respectively. For the great majority of the probes
inside clusters 1–3, measurements performed for each biological

Fig. 3. Fold change measured for each of the biological replicates. The seven gene profiles were chosen according to two criteria: to be a representative profile of the average
profile  of the cluster to which it belongs, and to correspond to a protein involved in at least one function highlighted. Square, circle, triangle, cross type 1 and cross type 2
correspond to individual 1, 2, 3, 4 and 5 respectively. Bold black line corresponds to the mean profile calculated across all available individuals. Y axis shows the fold change
between the level of expression measured in the irradiated condition and the level of expression measured in the corresponding sham-irradiated condition. Inv means
invariant and corresponds to a fold change of 1. (A) Expressions profiles of MDM2  belonging to cluster 1. (B) Expressions profiles of XPC belonging to cluster 2. (C) Expressions
profiles of FDXR belonging to cluster 3. (D) Expressions profiles of ND2 belonging to cluster 4. (E) Expressions profiles of MEX3D belonging to cluster 5. (F) Expressions profiles
of  C12ORF7 belonging to cluster 6. (G) Expressions profiles of TFAM belonging to cluster 7.
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Fig. 3. (Continued ).

replicate stayed close to the calculated mean modulations (sFig.
3A, 3B and 3C, and sFig. 4–6). This demonstrated the reproducibility
of measurements made after 5 independent sessions of irradiation
on 5 different blood samples corresponding to 5 different donors. It
could be noted that the variability among inter-individual measure-
ments increased for clusters 4–7 even if the corresponding mean
modulations remained significant (sFig. 3D, 3E, 3F and 3G, and sFig.
7–10).

Supplementary material related to this article found, in the
online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.dnarep.2013.04.021.

3.3. Functional analysis

Based on the gene content of each of these seven clusters, a
functional analysis was performed. A majority of proteins corre-
sponding to the genes included in clusters 1–3 were known to be
direct p53 effectors (NCI-Nature curated data of Pathway Interac-
tion Database). Although the expression of genes included in these
three clusters began to be induced at different dose thresholds
(500 mGy  for cluster 1, 100 mGy  for cluster 2 and 10/25 mGy  for
cluster 3, see sFig. 3A), it appeared that functional categories linked
to each of these clusters could overlap. In fact, enrichment in genes
associated with the regulation of cell death process could be high-
lighted in the 3 clusters (GO: 0010941, p = 1.16E-02, p = 1.28E-05

and p = 2.29E-04 for clusters 1, 2 and 3 respectively). Addition-
ally, genes included in clusters 1 and 2, but not cluster 3, could be
associated with cell cycle process (GO: 0022402, p = 3.85E-02 and
p = 3.26E-04 for clusters 1 and 2 respectively). Clusters 2 and 3, but
not cluster 1, could be linked to the response to DNA damage stim-
ulus (GO: 0006974, p = 1.12E-09 and p = 1.47E-04 for clusters 2 and
3 respectively). However, specificities of each cluster could also be
highlighted. Indeed, cluster 1 was specifically enriched with genes
associated with the cellular macromolecule catabolic process (GO:
0044265, p = 5.28E-03) and cluster 3 with the response to radia-
tion (GO: 0009314, p = 1.40E-05) and ion transport (GO: 0006811,
p = 1.94E-03).

In contrast, no overlap of functional categories was found for
cluster showing modulations of expression measured in about
all the tested doses (i.e. clusters 4–7 in sFig. 3B). Cluster 4 had
a significant enrichment in genes associated with the biological
process of cellular respiration (GO: 0045333, p = 2.34E-05) and
oxidation-reduction (GO: 0055114, p = 2.59E-03). It could be noted
that this cluster included 5 of the 13 mitochondrial genes necessary
for the energy production by oxidative phosphorylation (OXPHOS
process) and 20 genes whose corresponding proteins were com-
ponents of the mitochondria (GO: 0044429 mitochondrial part,
p = 3.16E-05). Additionally, enrichment of gene linked to biolog-
ical processes as mitochondrial ATP synthesis coupled electron
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transport (GO: 0042773, p = 2.16E-05), chromatin modification
(GO: 0016568, p = 1.48E-03) and vesicle-mediated transport (GO:
0016192, p = 2.12E-02) was found in this cluster. No statistically
significant association with a specific function could be done
for clusters 5 and 6. Finally, the cluster of repressions (cluster
7) could be associated with regulation of biosynthetic process
(GO: 0009891 and GO: 0009890, p = 4.09E-04 and p = 1.77E-02
respectively) and the response to topologically incorrect protein
(GO: 0035966, p = 2.43E-05).

3.4. In silico promoter analysis

In order to identify potential regulators involved in the
modulations of expression measured, transcription factor bind-
ing sites (TFBS) in the promoter regions of the modulated genes
were searched. Transcription factor binding sites were identi-
fied using ToppFun application of the ToppGene suite portal.
We performed this analysis on each of the seven clusters iden-
tified above. Binding sites for p53 transcription factors were
found to be significantly enriched in the promoter regions of
genes inside cluster 1 (p = 8.88E-04 for V$P53 02 and p = 9.88E-
04 for V$P53 DECAMER Q2). This was expected as many of these
genes were known to be p53 targets. More interestingly, bind-
ing sites for NRF1 (nuclear respiratory factor 1), NRF2/GABPA (GA
binding protein transcription factor, alpha subunit) and ESRRA
(oestrogen-related receptor alpha) were found to be significantly
enriched in promoters of genes belonging to cluster 4 (p = 8.84E-
03, p = 3.70E-02 and p = 2.57E-02 for RCGCANGCGY V$NRF1 Q6,
V$NRF2 01 and TGACCTY V$ERR1 Q2 respectively). These tran-
scription factors were known to be involved in nuclear control
of mitochondrial function as respiration, heme biosynthesis, and
mitochondrial DNA transcription and replication. Additionally,
binding sites for ELK1 were also found in promoter regions of the
genes of this cluster (p = 3.26E-03 for SCGGAAGY V$ELK1 02). This
transcription factor was a member of the Ets family of transcription
factors and a nuclear target for the ras-raf-MAPK signalling cascade.

In a second step, we performed this analysis of transcription
factor binding sites on our initial set of 2745 genes selected to be
modulated at least one dose and one time. This aimed to iden-
tify putative regulators for the modulations of gene expression
observed without sub-selection of genes. This also allowed us to
conduct this analysis with greater statistical power due to the larger
number of promoters studied. A total of 46 different transcription
factor binding sites were identified (Table 2). Among them two cat-
egories already highlighted in cluster analysis were found, but this
time with much greater statistical significance. In fact binding sites
for nuclear respiratory factor (NRF1 and NRF2/GABPA) were found
in the promoter of a total of 240 modulated genes. Binding sites for
Ets family were identified in the promoters of a total of 301 modu-
lated genes. Thus these 2 categories of transcription factors binding
sites were found in the promoters of more than 15% of the selected
modulated genes.

4. Discussion

The aim of the present study was to identify putative molecular
sensors that might be implied in the response of CD4+ lympho-
cyte subpopulation to an exposure to low or very low doses of
ionizing radiation in a context of whole blood. To propose poten-
tial new molecular players of this response, a study of changes in
the transcriptome of cells during the first 10 h after irradiation was
performed. Six different doses were studied ranging from 5 mGy  to
500 mGy  and measurements were performed using blood samples
from five different donors and exposed during five independent
irradiation sessions.

Table 2
In silico identification of transcription factor binding sites among the 2745 gene
set. A total of 46 different consensus sequences was found as significantly enriched
(p  < 0.05) in the list of genes selected to be modulated at least at one dose and one
time.

No. Transcription factor binding site ID p-Value Number of genes
annotated with
TFBS in list of
modulated genes

1 SCGGAAGY V$ELK1 02 3.85E−08 171
2 RCGCANGCGY V$NRF1 Q6 4.66E−06 127
3  KRCTCNNNNMANAGC UNKNOWN 6.03E−06 22
4  MGGAAGTG V$GABP B 8.79E−05 106
5 V$ELK1 02 6.33E−04 41
6  V$TEL2 Q6 6.74E−04 39
7  TGCGCANK UNKNOWN 9.46E−04 77
8 GGAANCGGAANY UNKNOWN 2.31E−03 22
9  RYTTCCTG V$ETS2 B 2.65E−03 144

10  V$CETS1P54 01 3.34E−03 41
11  GTGACGY V$E4F1 Q6 4.25E−03 87
12  V$AP1 Q6 4.30E−03 43
13  TTTNNANAGCYR UNKNOWN 4.53E−03 27
14  V$NRF2 01 4.89E−03 39
15  V$AP1 Q4 01 5.56E−03 43
16  CGGAARNGGCNG UNKNOWN 5.75E−03 11
17  CRGAARNNNNCGA UNKNOWN 7.22E−03 11
18 V$NRF1 Q6 8.62E−03 36
19  ACTAYRNNNCCCR UNKNOWN 8.73E−03 58
20  V$P53 DECAMER Q2 9.40E−03 41
21  V$GABP B 1.12E−02 36
22  V$EGR3 01 1.26E−02 15
23  GGGTGGRR V$PAX4 03 1.30E−02 167
24  V$AP1 Q6 01 1.52E−02 40
25 V$ZIC2 01 1.72E−02 38
26  V$P300 01 2.26E−02 36
27  GCGSCMNTTT UNKNOWN 2.31E−02 13
28  GATTGGY V$NFY Q6 01 2.59E−02 141
29  V$IK3 01 2.62E−02 33
30 V$E2F1 Q6 01 2.68E−02 35
31  CCGNMNNTNACG UNKNOWN 2.79E−02 14
32  V$MAF Q6 2.94E−02 39
33  V$AP1 Q2 2.95E−02 41
34  V$MZF1 02 3.09E−02 35
35  WCAANNNYCAG UNKNOWN 3.31E−02 35
36  V$NFMUE1 Q6 3.54E−02 35
37  V$E2F Q2 3.70E−02 25
38  V$NFAT Q4 01 3.92E−02 38
39  ATCMNTCCGY UNKNOWN 3.99E−02 10
40 V$E2F1 Q4 4.17E−02 34
41  V$CP2 01 4.31E−02 37
42  STTTCRNTTT V$IRF Q6 4.53E−02 29
43  V$MTF1 Q4 4.58E−02 37
44  V$ELK1 01 4.60E−02 35
45  V$MAZR 01 4.60E−02 33
46  V$MYOD 01 4.74E−02 36

The choice of the cellular model was motivated by several rea-
sons: lymphocytes are easily obtainable human primary cells; it is
possible to collect samples from several donors fairly easily to study
inter-individual variations of the response; and their ex vivo irradia-
tion is quite simple. In addition, this cell type is naturally quiescent
in absence of stimulation and thus allows the study of response
to genotoxic stress in a homogeneous cell population in terms of
cell cycle. The selection of a lymphocyte subtype allows analysis
of a more consistent cellular stress response. Indeed it seems rea-
sonable to assume that the response to be studied will be more
homogeneous if the cell types within the analysed population have
little or no difference. All these aspects are essential especially in
the study of low-intensity stress such as the low doses of ionizing
radiation used in the present study.

It is well known that ionizing radiation induces gene expression
modulations. Several studies have described the existence of gene
modification after an ex vivo irradiation of mammalian cell, at doses
as low as 10 mGy  [17,18,31–33]. Transcriptomic approaches using
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oligonucleotide microarrays have been accepted as a relevant tool
to observe global gene expression in response to a particular stimu-
lus provided that appropriate analytical methodology was applied.
Several proceedings were implemented in the present study to con-
trol and prevent, as much as possible, the statistical effect due to
the contrast between the number of biological replicates and the
high number of statistical hypothesis tested in parallel. The main
risk of this issue was the increase of the rate of false positives or
false negatives in the selection of statistically significant modu-
lated genes. To control this risk, a combination of two strategies
was used. The first strategy was a correction of p-values (FDR) in
order to reduce the risk of false positive without greatly increas-
ing the risk of false negative. This allowed us to select an initial list
of 2745 probes corresponding to all the genes significantly modu-
lated in at least one condition (one dose and one time). The second
strategy was to identify within the general clustering tree of 2745
probes (sFig. 2) clusters of genes showing a juxtaposition of differ-
ent temporal or/and dose conditions with a significant modulation
of expression (FDR < 0.05). We  assumed that this kind of measures
across experimental conditions for the same gene gave more statis-
tical strength to the putative biological meaning of its modulation
and then decreased the risk to include false positive modulation
for the functional analysis or in silico promoter analysis. From our
knowledge, the present study of global transcriptional profiling was
the first one that combined a kinetic analysis of the response (150,
300, 450 and 600 min) on a dose range including very low-dose
exposures (5, 10, 25, 50, 100 and 500 mGy). This particular design
allowed us to focus only on genes with a robust response across
experimental conditions and to exclude those with significant but
erratic modulations. In a recent work of Manning et al. [34], the
expression of eight genes included in our selection (MDM2  and
SESN1 from cluster 1, GADD45A and CCNG1 from cluster 2 and
PHPT1, DDB2, FDXR and BBC3 from cluster 3) was measured by
multiplex quantitative RT-PCR. The cell type (whole human blood)
and irradiation conditions (250 kVp X-ray with doses ranging from
5 to 4000 mGy) were close to those used in our study and their
measurements were very close to our results. This seems to con-
firm that the analytical strategy that we used to treat our microarray
data was adequate.

Seven clusters of genes with different kinds of patterns of dose
response were then identified. They could be separated into two
groups. The first one (clusters 1–3) involved genes with a clear
dose effect: the higher the dose, the greater the significance of the
modulation. Any gene of this group had a significant modulation
of expression at 5 mGy, and only 1 on 68 (FDXR) had significant
modulations starting at 10 mGy. The second one (clusters 4–7) cor-
responded to genes with modulations of expression measured in
about all the tested doses. For this group, the level of modula-
tion of these genes remained the same whatever the tested dose
with a significant modulation for several consecutive times for
the same dose. In the same way that these two  groups involved
genes with different dose effect behaviours, functions and mecha-
nisms associated with each of these goups seemed very different.
In fact 51%, 83% and 86% of genes included in clusters 1, 2 and 3
respectively are known or suspected to have a regulation of their
expression dependent on p53. We  did not identify any known
links between p53-dependent response and genes in clusters 4–7.
Considering that the mean number of DSB induced per Gy of cobalt-
60 is between 20 and 40 DSB per cell [10,35,36], with 5 mGy, we can
expect 1 DSB in one or two cells on 10. The absence of p53 related
genes modulated at 5 mGy, seems to indicate that the level of dam-
age is not sufficient to activate a cellular response dependent on
DSB. This was also supported by the literature and more specifi-
cally by the observations of Suzuki et al., which did not observed
phosphorylation or accumulation of p53 at doses below 100 mGy
of gamma-rays [11]. However, genes belonging to clusters 4–7 had

significant modulation at 5 mGy  and represented more than 80%
of the genes selected. In the light of the results of the present
study, it appears that regulatory mechanisms could be activated
even at doses as low as 5 mGy. More likely, the sensors involved
are activated by mechanisms other than the detection of DSB. The
results presented here demonstrate that a large part of the response
remains to explore to find potential regulators of the gene network
after exposure to very low doses of IR. In this sense, new hypothe-
ses seem to emerge from the analysis of cluster 4. Unexpectedly,
this cluster contains genes with induction starting at the lowest
tested dose of 5 mGy  and levels of modulation which remain con-
stant regardless of the dose. Analysis of the promoter regions of
genes of this cluster highlighted enrichment in binding sites for
two classes of transcription factors.

The first class of transcription factors was known to be involved
in nuclear control of mitochondrial function as respiration, heme
biosynthesis, and mitochondrial DNA transcription and replication.
Consistently, among a total of 199 genes in cluster 4, 20 genes cor-
responded to proteins that were directly related to mitochondrial
function. If we  consider the whole list of 2745 modulated genes,
this number increases up to 124, including 10 of the 13 mito-
chondrial genes necessary for the OXPHOS process and involved
in adenosine triphosphate (ATP) generation. The effects of ionizing
radiation on mitochondrial activities have been already shown at
higher doses (2 or 4 Gy) through the observation of mitochondrial
genes deregulations after exposure [37]. Gong et al. also demon-
strated that adenosine triphosphate levels and the mitochondrial
membrane potential were increased significantly after irradiation,
while mitochondrial mass and mitochondrial DNA levels remained
unaffected. Our observations seem to provide new evidences for
an effect of low and very low doses of �-irradiation on the regula-
tion of gene needed for mitochondrial processes. More generally,
the induction of the mitochondrial genes has been mainly observed
in correlation with an increase of energy production by oxidative
phosphorylation of the cells [37]. Nishimaki et al. [38] and Tsuki-
moto et al. [39] showed that �-rays (0.1–1 Gy) could induce ATP
release from the exposed cells. They concluded that release of extra-
cellular nucleotides, such as ATP, from cells could activate MAPK3
and MAPK1 (alias ERK1 and ERK2 respectively) and regulate the
expression of intracellular antioxidants through activation of P2
receptors.

Interestingly, the second class of transcription factors found in
the present study is related to ETS factors (ELK1, TEL2 and ETS2).
The ETS transcription factor family was defined by the conserved
ETS domain. ELK1, a member of the ETS factor family, is a target of
the MAPK pathway. A study has found by a proteomic approach,
that ELK1, MAP2K1, MAP2K2, MAPK1, MAPK3, would be relevant
candidate biomarkers for exposure at doses below 100 mGy [40].
More specifically Suzuki et al. [11] had shown that doses of 20 mGy
and 50 mGy  induced phosphorylation of MAPK3 and MAPK1 (alias
ERK1 and ERK2 respectively) as efficiently as higher doses of X-
rays, whereas the p53 protein level was not changed by doses
below 500 mGy. These observations seem to be consistent with our
results. Indeed, the large number of potential ELK1, ELF1, and TEL2
target genes found differentially regulated at low doses of ionizing
radiation, could indicate the potential involvement of MAPK path-
way in the gene regulatory network involved. Future work would
investigate if phosphorylation of MAPK, increase of the mitochon-
drial activity and increase of the extracellular level of ATP can be
detected after doses as low as 5 mGy.

The results presented here are based on robust statistical anal-
ysis of modulations of gene expressions measured during the first
10 h following exposure to dose ranging from 5 mGy  to 500 mGy
using blood samples from five different donors. The analysis con-
firmed, in our model, the involvement of signalling pathways
partly related transcription factor p53 response from 25 mGy. This
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involvement became very clear at doses equal or greater than
100 mGy. Interestingly, an activation of gene regulation start-
ing at the lowest tested dose of 5 mGy, with modulation levels
which remains constant regardless of the dose, has also been high-
lighted. The detailed analysis of this response at very low doses
(<25 mGy) uncovers molecular players such as MAPK, mitochondria
and energy production that seem to act together. Thus in the light of
all these results it seems of major interest to further investigate the
possible links between these different mechanisms and their roles
in the network of molecular interactions involved in response to
very low doses of ionizing radiation.
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