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ASPECTS MOLÉCULAIRES DE LA RADIOTHÉRAPIE PAR FAIBLES DOSES : 
CANCER, MALADIE D’ALZHEIMER, INFLAMMATION 

 
RÉSUMÉ 
Aujourd’hui, la radiothérapie la plus courante est basée sur des doses de l’ordre de 2 Gy par séance, 
qui visent à détruire les cellules tumorales. La radiothérapie par faibles doses (ou LDRT pour low-
dose radiation therapy ; < 1 Gy/séance) a quant à elle un effet tantôt destructeur en oncologie, tantôt 
protecteur pour certaines pathologies inflammatoires ou neurodégénératives comme la maladie 
d’Alzheimer. Si certaines hypothèses cellulaires ont été formulées, il n’existait cependant pas, à ce 
jour, d’interprétation moléculaire pour expliquer les différents modes d’action de la LDRT. 
L’unité Inserm U1296 a développé un modèle moléculaire de réponse individuelle aux radiations basé 
sur le transit cyto-nucléaire de la protéine ATM : le modèle RIANS (pour radiation-induced ATM 
nucleoshuttling). Après irradiation, les dimères cytoplasmiques d’ATM se monomérisent et diffusent 
dans le noyau ; les monomères d’ATM reconnaissent alors les cassures double-brin de l’ADN et 
déclenchent leur réparation. Tout retard de RIANS peut entrainer radiosensibilité (mort cellulaire), 
radiosusceptibilité (cancer radio-induit) ou radiodégénérescence (vieillissement accéléré). Le modèle 
RIANS permet également de mieux comprendre des phénomènes spécifiques aux faibles doses tels 
que l’hormésis et l’hypersensibilité aux faibles doses (HRS). 
Le but de cette thèse était donc de caractériser, via le rôle central de la protéine ATM, les mécanismes 
d’action de la radiothérapie par faibles doses pour trois grandes entités nosologiques : le cancer, la 
maladie d’Alzheimer, et les maladies inflammatoires :  
 dans le cas du traitement du cancer, nous avons montré l’importance du phénomène HRS dans 

la radiothérapie hypo-fractionnée de type stéréotaxique. En effet, en dépit des modèles actuels 
basés sur la dose totale, il apparait qu’une séance de radiothérapie stéréotaxique délivre des mini-
faisceaux de faibles doses, éligibles au phénomène HRS. Ainsi, pour des tumeurs HRS, l’efficacité 
anti-tumorale de la radiothérapie stéréotaxique résiderait dans la supra-additivité de faibles 
doses, entraînant des effets équivalents à de très fortes doses. 

 dans le cas de la maladie d’Alzheimer, nous avons mis en évidence une agglutination de la protéine 
ATM autour du noyau cellulaire, faisant de cette couronne périnucléaire d’ATM un marqueur de 
vieillissement accéléré. Une irradiation par faibles doses permettrait de monomériser les dimères 
d’ATM, conduisant à la fois  à une désagrégation des couronnes périnucléaires et un 
rétablissement du RIANS, produisant alors un effet hormétique bénéfique propre à ralentir la 
progression de la maladie. 

 dans le cas des maladies inflammatoires, des investigations encore en cours suggèrent que les 
faibles doses apporteraient des monomères d’ATM supplémentaires dans le cytoplasme, 
responsables d’une activation de certaines cytokines anti-inflammatoires et une inhibition de 
certaines cytokines pro-inflammatoires. 

 
Ce travail a permis de : i) confirmer la validité du modèle RIANS ; ii) établir l’état de l’art de la 
radiothérapie par faibles doses en pratique clinique ; iii) guider le radiothérapeute dans le choix de la 
technique d’irradiation ; iv) proposer une nouvelle approche diagnostique et thérapeutique de la 
maladie d’Alzheimer ; et v) apporter des premiers éléments de réflexion sur le plan moléculaire 
concernant l’effet anti-inflammatoire de la radiothérapie par faibles doses. 
 
MOTS CLEFS 
Faibles doses ; radiothérapie ; LDRT ; radiosensibilité ; cancer ; maladie d’Alzheimer ; inflammation 
; HRS ; hormésis ; protéine ATM. 
 
LABORATOIRE 
Inserm U1296, "Radiations : Défense, Santé, Environnement", Centre Léon Bérard, 28 rue Laennec, 
69008 Lyon, France.  
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MOLECULAR ASPECTS OF LOW-DOSE RADIATION THERAPY IN 
CANCER, ALZHEIMER’S DISEASE, AND INFLAMMATION 

 
ABSTRACT 
Today, the most common radiotherapy is based on doses of the order of 2 Gy per session, which 
aim to destroy tumor cells. Low-dose radiation therapy (LDRT ; < 1 Gy/session) has an effect 
that is sometimes destructive in oncology, sometimes protective for certain inflammatory or 
neurodegenerative pathologies such as Alzheimer's disease. Although certain cellular hypotheses 
have been emitted, there has not yet been any molecular interpretation to explain the LDRT 
different modes of action. 
U1296 Inserm unit has developed a molecular model of individual response to radiation based 
on the radiation-induced ATM nucleoshuttling (the RIANS model). After irradiation, cytoplasmic 
ATM dimers monomerize and diffuse into the nucleus; ATM monomers then recognize DNA 
double-strand breaks and trigger their repair. Any delay in the RIANS can lead to radiosensitivity 
(cell death), radiosusceptibility (radiation-induced cancer) or radiodegeneration (accelerated 
aging). The RIANS model also provides a better understanding of low-dose specific phenomena 
such as hormesis and low-dose hypersensitivity (HRS). 
The aim of this thesis was therefore to characterize, using the central role of ATM protein, the 
mechanisms of action of low-dose radiotherapy for three major nosological entities: cancer, 
Alzheimer's disease, and inflammatory diseases: 
 in the case of cancer treatment, we have shown the importance of the HRS phenomenon in 

hypo-fractionated radiotherapy of the stereotactic type. Indeed, despite current models 
based on the total dose, it appears that a session of stereotactic radiotherapy may deliver 
mini-beams of low doses, eligible for the HRS phenomenon. Thus, for HRS tumours, the anti-
tumor efficacy of stereotactic radiotherapy would reside in the supra-additivity of low doses, 
and HRS phenomenon, leading to equivalent effects observed at very high doses. 

 in the case of Alzheimer's disease, we have demonstrated an agglutination of the ATM protein 
around the cell nucleus, making this perinuclear crown of ATM a marker of accelerated aging. 
Irradiation at low doses would make it possible to monomerize the ATM dimers, leading to 
both disintegration of the perinuclear crowns and restoration of the RIANS, thus producing a 
beneficial hormetic effect able to slow the progression of the disease. 

 in the case of inflammatory diseases, preliminary investigations (still in progress) showed 
that low doses would provide additional ATM monomers in the cytoplasm, responsible for 
activation of some anti-inflammatory cytokines, and inhibition of others pro-inflammatory 
cytokines. 

 
These works: i) confirm the validity of the RIANS model at low doses; ii) establish the state of 
the art of low-dose radiotherapy in clinical practice; iii) guide the radiotherapist in choosing the 
most relevant irradiation technique; iv) propose a new diagnostic and therapeutic approach to 
Alzheimer's disease; and v) provide first elements of explanation about the molecular 
mechanisms of low-dose radiotherapy anti-inflammatory effect. 
 
KEY WORDS 
Low-dose; radiation therapy; LDRT; radiosensitivity; cancer; Alzheimer’s disease; inflammation; 
HRS; hormesis; ATM protein. 
 
LABORATORY 
Inserm U1296 Unit, "Radiation: Defense, Health and Environment", Centre Léon Bérard, 28 rue 
Laennec, 69008 Lyon, France. 
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ÉPIGRAPHES  

« Il est de toute première importance pour nous, radiothérapeutes, de connaître les dangers des 
rayons X, et les accidents qu’ils peuvent provoquer. Nous avons entre les mains un agent 
thérapeutique de premier ordre qui est loin d’avoir dit son dernier mot. Apprenons à nous en servir 
dans les limites permises et utiles. Publions nous-mêmes nos succès, publions nos échecs et nos 
accidents. Faisons-les connaître à tous nos collègues. En présence de certaines hostilités 
systématiques, c’est par notre franchise, par les progrès de nos méthodes que nous nous imposerons 
à nos adversaires, que nous rendrons service à l’humanité souffrante. » 
 

Fabien Arcelin 
Arch Electr Med, 1911 

 
 
 
« Et pourtant il saute aux yeux que le hasard fut autrefois le plus grand de tous les inventeurs ou 
observateurs, l’inspirateur bienveillant de ces ancêtres inventifs, et que la plus insignifiante des 
inventions faite aujourd’hui réclame plus d’esprit, de discipline et d’imagination scientifique qu’il 
n’y en eut autrefois pendant des périodes entières. » 
 

Friedrich Nietzsche 
Aurore, 1881 

 
 
 
« Don Pélage : Pour tant de travail et de souffrance, quelle sera la récompense que vous lui réservez ? 
Le Roi : Mon fils, ce sera la seule qu’il attende et qui soit digne de lui : l’ingratitude. » 
 

Paul Claudel 
Le Soulier de Satin, 1929 

 
 
 
« Quand tu aimes il faut partir 
Ne larmoie pas en souriant 
Ne te niche pas entre deux seins 
Respire marche pars va-t’en » 

Blaise Cendrars 
Feuilles de route, 1924 

 
 
 
 « You never know what’s gonna happen » 

Keith Richards 
Live at Waldbühne, 2022 
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LISTE DES ABRÉVIATIONS 

 

Par soucis de simplification, les acronymes des protéines ne sont volontairement pas 
explicités dans cette liste. 

 

 3D-CRT : 3-dimensional conformal radiotherapy (cf. RC3D) 

 ADL : basic activities of daily living (actes de la vie courante) 

 ALARA : as low as reasonably achievable (aussi bas que raisonnablement possible) 

 AT : ataxie-télangiectasie 

 BER : base excision repair (réparation par excision de base) 

 BT : brachytherapy (curiethérapie) 

 C : carbone 

 CDB : cassures double-brin de l’ADN (cf. DSB) 

 CHUV : Centre Hospitalier Universitaire Vaudois, Lausanne, Suisse 

 CIPR : Commission Internationale de Radioprotection 

 CK : CyberKnife® (Accuray, USA) 

 COPERNIC : COllection Pour la rEcherche sur la Radiosensibilité au NIveau Clinique 

 COVID-19 : maladie à coronavirus 2019 

 CPNPC : cancer pulmonaire non à petites cellules 

 CSB : cassures simple-brin de l’ADN (cf. SSB) 

 CT : computed tomography (tomodensitométrie) 

 CTCAE : Common Terminology Criteria for Adverse Effects 

 CYRANO : CYtokine RAdiation and NucleOshuttling (transit cyto-nucléaire radio-induit 

de cytokine) 

 DB : dommage de base de l’ADN 

 DSB : DNA double strand break (cf. CDB) 

 ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay (technique d'immuno-adsorption par enzyme 

liée) 

 ERATOSTHENE : Effet des techniques émergentes de RAdioThérapie Oncologique Sur 

la THEorie du transit cyto-nucléaire de la protéiNE ATM 

 FD : faible dose 
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 FDD : faible débit de dose 

 FFF : flattening filter free (sans filtre égalisateur) 

 FiO2 : fraction d'oxygène inspiré 

 G0 : stade quiescent de non-division cellulaire 

 G1 : phase de croissance cellulaire et d’activités métaboliques normales 

 G2 : phase préparant la mitose 

 GTV : gross tumor volume (volume tumoral macroscopique) 

 Gy : Gray [J/kg-1] 

 H : hydrogène 

 HDC : highly-damaged cell (cellule hyper-lésée) 

 HDRT : high-dose radiation therapy (radiothérapie par forte dose) 

 HRS : hypersensitivity to low dose (hyper-radiosensibilité aux faibles doses) 

 IF : immunofluorescence 

 IGRT : image-guided radiation therapy (radiothérapie guidée par l’image) 

 IMPT : intensity modulated proton therapy (protonthérapie avec modulation d’intensité) 

 IMRT : intensity modulated radiotherapy (cf. RCMI) 

 IRM : imagerie par résonnance magnétique 

 IRR : induced radioresistance (radiorésistance induite) 

 LD : low dose (faible dose) 

 LDRT : low-dose radiation therapy (radiothérapie par faibles doses) 

 LENT : Late Effects in Normal Tissues 

 LINAC : linear accelerator (accélérateur linéaire [de particules]) 

 LMDS : localized multiple damage sites (dommages multiples hautement localisés) 

 LNH : lymphome non-hodgkinien 

 LNT : Linear No-Threshold model (modèle linéaire sans seuil) 

 LQ : linéaire-quadratique 

 M : phase de mitose 

 MA : maladie d’Alzheimer 

 MLC : collimateur multi-lames 

 MLD : mean lung dose (dose moyenne aux poumons) 

 MMSE : Mini-Mental State Examination 
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 MR : mismatch repair (réparation des mésappariements) 

 N : azote 

 NER : nucleotide excision repair (réparation par excision de nucléotide) 

 NHEJ : non-homologous end-joining (réparation par suture) 

 NLT : Non-Linear Threshold model (modèle non-linéaire avec seuil) 

 O : oxygène 

 OMS : Organisation mondiale de la santé (cf. WHO) 

 OTAN : Organisation du Traité de l’Atlantique-Nord 

 PDR : pulsed dose rate (bas débit pulsé) 

 PLA : proximity ligation assay (test de ligation de proximité) 

 PSPT : passive scattering proton therapy (protonthérapie à diffusion passive) 

 PTV : planning target volume (volume cible prévisionnel) 

 RA : réponse adaptative 

 RC3D : radiothérapie conformationnelle en trois dimensions (cf. 3D-CRT) 

 RCMI : radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité (cf. IMRT) 

 RCT : radio-chimiothérapie 

 RH : recombinaison homologue 

 RI : radiations ionisantes 

 RIANS : radiation-induced ATM nucleoshuttling (transit cyto-nucléaire radio-induit de la 

protéine ATM) 

 RILA : radiation-induced lymphocyte apoptosis (test d’apoptose lymphocytaire radio-

induite) 

 RT : radiothérapie 

 RT2D : radiothérapie en deux dimensions 

 RTE : radiothérapie externe 

 RTOG : Radiation Therapy Oncology Group 

 S : phase de la réplication de l’ADN 

 SAFI : rapport SatO2/FiO2. 

 SARS-CoV-2 : syndrome respiratoire aigu sévère à coronavirus 2 

 SatO2 : saturation oxymétrique de pouls 

 SBRT : stereotactic body radiation therapy (radiothérapie stéréotaxique) 
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 SF2 : fraction survivante à 2 Gy 

 SFRO : Société Française de Radiothérapie Oncologique 

 SIA : syndrome d’irradiation aiguë 

 SIB : severe impairment battery 

 SNP : polymorphismes nucléotidiques simples 

 SRS : stereotactic radio-surgery (radiochirurgie) 

 SSB : DNA single strand-break (cf. CSB) 

 TAG MAAL : modèle du Transit d’ATM Généralisé à la MAldie d’ALzheimer 

 TBI : total body irradiation (irradiation corporelle totale) 

 TEL : transfert d’énergie linéique 

 UV : ultra-violet 

 V5 : volume recevant au moins 5 Gy 

 V20 : volume recevant au moins 20 Gy 

 VMAT : volumetric modulated arc therapy (modulation d'intensité volumétrique par arc-

thérapie) 

 WHO : World Health Organization (cf. OMS) 

 ZOPRA : association zolédronate-pravastatine 

  



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1

15

I. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. LA RADIOTHÉRAPIE EN PRATIQUE CLINIQUE
I.1.1. Bases de la radiothérapie

   I.1.1.1. Prolégomènes

Suite à la découverte des rayons X par le physicien allemand Wilhelm Conrad 

Röntgen en Novembre 1895 (1) puis celle de la radioactivité par le physicien français Henri 

Becquerel en Février 1896 (2, 3), les radiations ionisantes ont rapidement suscité l’intérêt de 

médecins pionniers. Parmi eux, Victor Despeignes, originaire de Lyon, diagnostiqua chez 

son voisin une tumeur gastrique alors qu’il exerçait comme médecin de canton aux Echelles. 

Inspiré par de récentes expériences d’irradiation de cobayes par "rayons de Röntgen" (4), 

Despeignes décida d’utiliser un tube de Crookes (tube à rayons X) sur l’abdomen de son 

patient, deux fois par jour, du 4 au 22 Juillet 1896. À neuf jours de traitement, le médecin « 

constate une amélioration sensible permettant quelque espoir là où il y en n’avait plus » (5). Un 

siècle plus tard, la radiothérapie s’est imposée comme un traitement incontournable non 

seulement en oncologie mais également pour diverses pathologies non malignes (6).

La radiothérapie utilise des radiations dites "ionisantes" (RI), dont l’énergie est 

suffisante (⩾⩾ 13.6 eV) pour arracher au moins un électron à une molécule d’eau, – composant 

principal du corps humain (7). Les RI comprennent les particules chargées (électrons e-, 

protons H+, particules alpha 4He2+, ions lourds tels que les ions Carbone), les particules non-

chargées (neutrons), et certains rayonnements comme les photons X et les photons gamma. 

Notons que les ondes électromagnétiques de longueur d’onde plus élevée telles que les UVA, 

les UVB, la lumière visible, la lumière infrarouge, les micro-ondes et les ondes radio ont une 

énergie inférieure à 13.6 eV, et ne sont donc pas ionisantes (Fig. 1).

Figure 1. Rayonnements particulaires et ondulatoires. Les rayonnements ionisants sont encadrés en rouge.
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Les RI peuvent être d’origine soit naturelle : cosmique, radioactivité tellurique 

(Uranium, Radon), interne (eau et aliments ingérés), soit artificielle : industrie et accidents 

nucléaires, domaine médical (imagerie diagnostique, radiologie interventionnelle, 

radiothérapie). Les RI employées en radiothérapie (RT) proviennent de sources radioactives 

(e.g. Iridium 192), ou d’accélérateurs de particules (e.g. Linac, synchrotron, cyclotron), et 

sont délivrées depuis l’intérieur ou l’extérieur du patient. Les deux modalités de RT les plus 

fréquentes sont la radiothérapie externe à l’aide d’un accélérateur linéaire (Linac) de 

particules (8), et la curiethérapie qui consiste à introduire des sources radioactives à 

l’intérieur du patient (endocavitaire ou interstitielle) (9). Plus rarement, des sources 

radioactives peuvent être utilisées depuis l’extérieur du patient (plésio-curiethérapie, 

appareil Gamme-Knife). La radiothérapie interne vectorisée utilise quant à elle des 

radiopharmaceutiques administrés par voie intraveineuse ou per os. 

En radiothérapie externe, le contexte clinique, la nature ou encore la profondeur de 

la cible déterminent le choix des RI utilisés. Dans la plupart des cas, les patients sont traités 

à l’aide de photons, dont la pénétrance dans la matière croît avec l’énergie ; les électrons 

sont quant à eux plutôt réservés pour des lésions superficielles (Fig. 2). 

À ce jour, les hadrons (protons et ions carbone) sont les particules à haut transfert linéique 

d’énergie (TEL) les plus largement utilisées en radiothérapie. L'énergie perdue par les 

particules chargées est inversement proportionnelle au carré de leur vitesse, de sorte qu’à 

leur arrivée dans les tissus, les hadrons pénètrent si rapidement que peu d'ionisations sont 

produites. Puis, après une certaine distance parcourue, les particules perdent toute leur 

énergie et leur vitesse, produisant une forte densité d'ionisations appelée pic de Bragg. 

Après le pic de Bragg, l'énergie du faisceau chute drastiquement, n’entraînant quasiment 

aucune interaction avec la matière et épargnant les tissus situés au-delà de la cible (10) (Fig. 

2). 

L’effet biologique des RI est détaillé ci-après (cf. § I.2). Brièvement : les RI 

endommagent l’ADN des cellules traversées par l’intermédiaire d’une radiolyse de l’eau 

entraînant la formation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), – famille des radicaux libres, 

– à fort pouvoir oxydant. En cas de mauvaise ou de non-réparation, les lésions de l’ADN 

peuvent conduire à la mort cellulaire radiobiologique (mort physique de la cellule ou arrêt 

du cycle cellulaire). 
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Figure 2. Courbes de rendement en profondeur des rayonnements ionisants.
Le pic de Bragg correspond à un dépôt d’énergie maximal en fin de parcours.

   I.1.1.2. Fonctionnement d’un accélérateur linéaire (Linac) d’électrons

Comme évoqué précédemment, la radiothérapie est dans la grande majorité des cas 

délivrée par voie externe, à l’aide de machines de traitement.

Un accélérateur de particules est un appareil utilisant des particules chargées 

électriquement : électrons, protons, ou ions lourds. Soumises à un champ magnétique, ces 

particules sont accélérées selon une trajectoire qui peut être soit : linéaire dans un Linac 

(linear accelerator), circulaire dans un synchrotron, ou en spirale dans un cyclotron. Il en 

résulte un faisceau de particules ou de photons pouvant être orienté vers le patient. En 

radiothérapie, les machines les plus communément employées sont des accélérateurs 

linéaires d’électrons, générant un faisceau d’électrons ou de photons X, dont la structure est 

représentée par la Figure 3, et son fonctionnement décrit ci-après (11).
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Figure 3. Fonctionnement d’un accélérateur linéaire (Linac) d’électrons (12). 

 

 

Un accélérateur linéaire (Linac) d’électrons dispose d’un canon à électrons (electron 

gun) au sein duquel des électrons sont émis par effet thermoïonique, après chauffage d’un 

filament en matériau conducteur. Les électrons sont ensuite injectés dans une succession de 

cavités vides (section accélératrice ou accelerating waveguide) en direction d’une anode, tout 

en étant soumis à un champ magnétique élevé produit par un klystron ou un magnétron. 

L’énergie potentielle du champ magnétique est transmise aux électrons sous forme 

d’énergie cinétique (accélération) selon la loi de Coulomb. Ainsi, l’intensité du champ 

magnétique appliquée aux électrons détermine l’énergie maximale du faisceau en sortie de 

Linac. 

 

À la sortie de la section accélératrice, le faisceau d’électrons intègre la tête du Linac 

où un aimant le déflecte à 270°, en direction du patient. Un collimateur primaire définit 

ensuite la taille maximale du faisceau en fonction de la zone cible. 

Le Linac s’utilise en mode "électrons" ou en mode "photons". Une lésion superficielle pourra 

être traitée grâce au faisceau d’électrons. En cas de lésion plus profonde, nécessitant une 

plus grande pénétrance des RI dans la matière, on privilégiera un faisceau de photons. Pour 

obtenir un faisceau de photons, le faisceau d’électrons frappe d’abord une cible 
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(classiquement en tungstène et placée sur une plaque escamotable), entraînant un 

rayonnement de freinage "Bremsstrahlung" à l’origine de photons X (Fig. 4).

Figure 4. Production de photons X par rayonnement de freinage "Bremsstrahlung" (13).

Le faisceau ainsi généré par l’impact des électrons contient des photons d’énergie 

variable (⩽ Eélectrons incidents). Cette hétérogénéité du faisceau est corrigeable grâce à un filtre 

égalisateur (flattening filter) ; à une énergie de photons souhaitée correspond un filtre précis 

(classiquement : 6 MV). Un faisceau de photons non filtré est dit "FFF" pour flattening filter 

free (classiquement : maximum 10 FFF). À noter qu’un faisceau d’électrons est quant à lui 

déjà suffisamment homogène, sans qu’il ne requière d’être homogénéisé par quelconque 

filtre.

Le faisceau d’électrons/photons poursuit sa course dans la tête du Linac, traversant 

successivement des chambres d'ionisation contrôlant l'intensité et l'homogénéité du 

faisceau, puis un collimateur secondaire qui ressert le faisceau sur la région à traiter. Un 

ensemble de lames (mâchoires supérieure et inférieure, collimateur multilames MLC) 

permet ensuite de conformer au maximum le faisceau au plus près de la forme de la cible.

Enfin, si le Linac est utilisé en mode électrons, le faisceau de particules traverse un 

applicateur, placé à proximité immédiate du patient, qui canalise le champ d’électrons dans 

les limites de la zone cible.
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   I.1.1.3. Techniques de radiothérapie externe 

Radiothérapie en 2 dimensions (RT2D) 

Au fil des décennies, la radiothérapie a bénéficié de nombreuses avancées techniques 

et technologiques (14). Jusqu’au milieu du XXème siècle, les champs d’irradiation étaient 

orientés vers la tumeur sur la base de repères cliniques voire radiographiques (en deux 

dimensions). Les faisceaux étaient conformés de manière rudimentaire à l’aide de caches 

fixes, – en matériau à numéro atomique élevé, souvent en plomb, – placés entre la source de 

rayonnement et le patient. Malgré des résultats encourageants, cette radiothérapie dite 

RT2D présentait cependant plusieurs limites : i) irradiation de volumes identiques chez des 

patients aux tumeurs de tailles et de formes variables, ii) dose homogène sur des tissus de 

densités hétérogènes, iii) méconnaissance de la dose reçue par les organes à risque, iv) 

limitée à 2 ou 4 faisceaux (14). 

 

 
Figure 5. Distribution de dose d’un faisceau de radiothérapie en deux dimensions (RT2D) (15). 

 

 

Radiothérapie conformationnelle en trois dimensions (RC3D) 

En 1972, l’ingénieur britannique Godfrey Hounsfield met au point le premier scanner 

médical (CT-scan), offrant à la fois la possibilité de déterminer précisémment la forme de la 

tumeur en trois dimensions, et de calculer la densité des tissus traversés par les rayons. 

Concomitamment, d’autres avancées techniques telles que le MLC et les filtres placés dans 

la tête de l’irradiateur (cf. § I.1.1.2) ont permis de conformer efficacement la géométrie du 
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faisceau à la forme de la tumeur. Désormais, grâce à la radiothérapie conformationnelle en 

trois dimensions (RC3D), les organes à risque se trouvent davantage épargnés qu’en RT2D 

(16), autorisant ainsi l’augmentation de la dose délivrée à la tumeur (17). 

 

 
Figure 6. Distribution de dose d’un faisceau de radiothérapie 

conformationnelle en trois dimensions (RC3D) avec filtre en coin (15). 
 

 

Radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité (IMRT) 

Si la conformation géométrique du faisceau représenta une avancée majeure en 

radiothérapie, la révolution informatique des années 1990 améliora à son tour efficacité et 

sécurité des traitements. En effet, les ordinateurs de dosimétrie (ou TPS pour treatment 

planning system) déterminent désormais la balistique des faisceaux à partir de contraintes 

imposées par le radiothérapeute (couverture minimale de la cible, doses moyennes et 

maximales aux organes à risques). Il s’agit ainsi d’une planification dite "inverse", en 

opposition à une planification directe où la dosimétrie ne pouvait qu’être constatée après 

simulation manuelle des faisceaux. De plus, le pilotage dynamique du MLC permet de faire 

varier la forme du faisceau au cours de l’irradiation. Cette technique de radiothérapie, dite 

conformationnelle avec modulation d’intensité (RCMI ou IMRT pour intensity-modulated 

radiation therapy), a permis, – par rapport à la RC3D, – de réduire considérablement les effets 

secondaires radio-induits sans transiger sur le contrôle local de la maladie et la survie 

globale des patients (18, 19). 
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Figure 7. Distribution de dose d’un faisceau de radiothérapie 
conformationnelle avec modulation d’intensité (IMRT) (15). 

 

 

Enfin, l’IMRT peut être délivrée de manière statique ou dynamique. 

L’IMRT statique délivre la dose de manière discontinue en plusieurs faisceaux ; chaque 

faisceau a une intensité soit constante ("step and shoot"), soit modulée ("sliding window") 

au cours de l’irradiation. 

En IMRT dynamique, la dose est délivrée de manière continue en un faisceau rotatif : soit 

selon un arc plan (VMAT pour volumetric modulated arc therapy), soit hélicoïdal avec 

translation concomitante de la table de traitement (TomoTherapy®) (20). Contrairement en 

arc-thérapie, la rotation en Tomothérapie n’est pas réglementairement limitée, permettant 

des traitements plus rapides. 
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Figure 8. Distribution de dose selon la technique de radiothérapie (21). 3D-CRT = 3-dimensional conformal 
radiotherapy (radiothérapie conformationnelle en trois dimensions); IMRT = intensity modulated 
radiotherapy (radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité); VMAT = volumetric modulated 
arc therapy (modulation d'intensité volumétrique par arc-thérapie); PSPT = passive scattering proton 
therapy (protonthérapie à diffusion passive); IMPT = intensity modulated proton therapy (protonthérapie 
avec modulation d’intensité); BT = brachytherapy (curiethérapie). 
 

 

Radiothérapie stéréotaxique 

La radiothérapie stéréotaxique a vu le jour en 1967 avec l’appareil Gamma Knife® 

(Elekta AB, Stockholm, Suède), mis au point par le neurochirurgien suédois Lars Leksel. Un 

cadre en métal permet au préalable le repérage lésionnel en trois dimensions ("volume" = 

stereo en latin), puis les photons γ émis par l’isotope radioactif Cobalt 60 sont dirigés vers 

la/les lésion(s) intracrânienne(s) ; on parle de radiochirurgie (ou SRS pour stereotactic 

radiosurgery) (22). 

La technique de radiothérapie stéréotaxique a depuis été déclinée aux Linac et leurs photons 

X, et étendue au traitement de lésions extra-crâniennes (SBRT pour Stereotactic Body 

Radiation Therapy). Spécialement conçu pour la radiothérapie stéréotaxique, le CyberKnife® 

(Accuray, USA) correspond à un Linac monté sur une tête robotique, permettant un 

déplacement dans tous les plans de l’espace autour du patient (23). 

Au total, la radiothérapie stéréotaxique est une technique de traitement délivrant une 

multitude de microfaisceaux de manière centripète vers la tumeur, selon une balistique en 

3D (24). Notons au passage que chaque microfaisceau est en lui-même porteur d’une faible 

dose. En pratique, le terme de stéréotaxie peut également faire référence à une irradiation par 
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forte dose par séance. Nous verrons plus loin les conséquences de cette confusion 

sémantique (cf. § II). 

 

Radiothérapie guidée par l’image (IGRT) 

Enfin, avant chaque irradiation, le repositionnement du patient sur la table de 

traitement peut être contrôlé par radiographie, scanner, voire IRM ; on parle alors de 

radiothérapie guidée par l’image (IGRT) (25, 26). 

 

Radiothérapie FLASH 

Plébiscité depuis 2014 (27), l’effet FLASH correspond à la préservation des tissus 

sains lors d’une irradiation à l’efficacité anti-tumorale conservée (28). Bien qu’indépendant 

de la particule employée (29), l’effet FLASH est pour l’heure cliniquement restreint à l’usage 

d’électrons (30) du fait de limitations principalement techniques (31). Nécessitant des débits 

de dose ultra-élevés de l’ordre de 40 Gy/s (vs 1 Gy/min ou 100 UM/min en RT 

conventionnelle), la radiothérapie FLASH nous éloigne cependant du sujet de cette thèse. 

 

Choix de la technique de radiothérapie externe (RTE) 

Chaque avancée technologique ne se traduit pas systématiquement par un bénéfice 

pour le patient. En effet, une meilleure conformation de la dose peut ne pas réduire la 

radiotoxicité, comme dans le cas d’un traitement adjuvant du sein (32) ou encore d’une 

radiothérapie exclusive de la prostate (33). De plus, l’usage du CyberKnife pour irradier un 

grand volume, tel qu’un sein par exemple, rallongerait considérablement le temps passé sur 

la table de traitement par rapport au VMAT. Aussi la technique de RTE est-elle 

minutieusement choisie selon l’indication thérapeutique et les caractéristiques cliniques du 

patient. 

 

 

I.1.2. Applications en oncologie 

   I.1.2.1. Radiothérapie standard, hypofractionnée, et stéréotaxique 

Au milieu du XIXème siècle, le développement de l’anesthésie générale par W. Morton 

(34) et de l’asepsie par I.P. Semmelweis (35) permet des avancées majeures en chirurgie. La 

cancérologie connaît alors les premières laryngectomie totale (1873), gastrectomie totale 
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(1881), mastectomie radicale (1894), hystérectomie radicale (1898), ou encore prostatectomie 

radicale (1904). Néanmoins, l’inopérabilité du patient (selon ses comorbidités), la non-

résécabilité de la tumeur (risque de marges positives), et le stade avancé du cancer 

(métastases à distance) peuvent dans de nombreux cas compromettre le succès oncologique 

d’une chirurgie d’exérèse. À cette même période, l’avènement de la radiothérapie apporte 

également son lot de succès (5). De nos jours, les stratégies de traitements oncologiques sont 

volontiers multimodales, afin d’améliorer le contrôle de la maladie et la survie du patient. 

À ce titre, on estime qu’environ 60 à 70% des malades atteints de cancer bénéficient d’un 

traitement par radiothérapie (36). 

En oncologie, les stratégies de traitement curatif privilégient la radiothérapie : 

 associée à la chirurgie : soit en néo-adjuvant afin de réduire la masse tumorale avant 

l’opération, comme dans le cas du cancer de l’œsophage (37) ; soit en adjuvant dans 

le but de détruire les cellules tumorales résiduelles présentes dans le lit de 

tumorectomie, comme dans le cas d’un cancer du sein (38, 39), de l’endomètre (40), 

d’un glioblastome (41), d’un méningiome (42), ou encore d’un sarcome (43). 

 associée à une chimiothérapie : soit séquentielle comme dans certains cas de cancers 

du rectum (44), de pancréas (45) ou de lymphomes de Hodgkin (46) ; soit 

concomitante, – avec une molécule radiosensibilisante, – particulièrement dans le 

cadre d’un cancer de la sphère ORL (47), de l’œsophage (48), du col utérin (49), de la 

vessie (50), du canal anal (51), d’un cancer pulmonaire à petites cellules de stade 

précoce (52), ou d’un cancer pulmonaire non-à-petites cellules de stade localement 

avancé (53). 

 de manière exclusive, notamment dans des cas de cancers prostatiques (54) ou 

pulmonaires non-à-petites cellules (55) de stades précoces. 

 dans le cas particulier d’une irradiation corporelle totale (ou TBI pour total body 

irradiation) myéloablative, pour le traitement des leucémies aiguës (lymphoblastique 

ou myéloblastique), avec un double objectif : i) tumoricide, notamment dans les 

zones "sanctuaires" difficilement accessibles par la chimiothérapie telles que les 

testicules ou le cerveau en raison de la barrière hémato-encéphalique ; ii) immuno-

modulateur, afin de prévenir le rejet de greffe de cellules souches hématopoïétiques 

(GSCH) de moelle osseuse (56). Notons que le syndrome hématopoïétique est l’une 
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des premières manifestations du syndrome d’irradiation aiguë (SIA), pour des doses 

de l’ordre de 4 Gy corps entier (57). 

 

Une radiothérapie curative peut également s’accompagner d’une irradiation 

prophylactique : 

 des aires ganglionnaires de drainage de la tumeur, très fréquente en sénologie (58) 

ou pour les cancers prostatiques (59). 

 de l’encéphale en totalité, recommandée par exemple pour les patients en réponse 

complète après traitement d’un cancer pulmonaire à petites cellules (60). 

 

Enfin, une prise en charge palliative peut proposer une radiothérapie : 

 antalgique, par exemple en cas de tumeur pancréatique (61) ou de métastases 

osseuses (62). 

 de contrôle local pour des patients oligométastatiques au niveau intra- (63) ou extra-

crânien (64). 

 en urgence : à visée hémostatique, en cas de syndrome de compression de la veine 

cave supérieure, d’engagement cérébral, ou plus fréquemment de compression 

médullaire (65). 

 

Les doses curatives de RI utilisées en oncologie sont généralement trop élevées pour 

être délivrées en une seule séance, au risque d’exposer le patient à des toxicités majeures. 

Nonobstant cette limite biologique, les mécanismes de réparation des dommages radio-

induits de l’ADN sont généralement plus permissifs dans les cellules tumorales que dans 

les cellules saines (66, 67), avec une part relative de la réparation par recombinaison plus 

élevée (68). Ainsi, le fractionnement d’une forte dose totale anti-tumorale (de l’ordre de 50–

80 Gy) en faibles doses par séance anti-toxiques (classiquement de 2 Gy/séance) permet 

d’observer un effet différentiel entre populations cellulaires saines et tumorales (69, 70), 

schématisé dans la Figure 9. 
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Figure 9. Effet différentiel du fractionnement en radiothérapie.

Cependant, comme nous l’avons vu précédemment (cf. § I.1.1.3), le perfectionnement des 

techniques de radiothérapie permet aujourd’hui de conformer la dose le plus exclusivement 

possible à la tumeur, tout en épargnant au maximum les tissus sains alentours (20). Une 

telle balistique de traitement, hautement précise, autorise désormais à augmenter la dose 

par séance selon des schémas : volontiers hypo-fractionnés (2–3 Gy/fraction), comme pour 

certaines tumeurs prostatiques (71, 72) ou mammaires (73, 74) ; voire stéréotaxiques (⩾ 4 

Gy/ séance), comme en cas de SBRT pulmonaire (55), hépatique (75), ou de radiochirurgie 

de métastases cérébrales (63, 76). Outre une amélioration du contrôle local (77) et de la 

survie globale (78) pour certains cancers, l’augmentation de la dose par séance permet 

également de réduire l’étalement (intervalle de temps entre la première et la dernière séance 

de RT), réduisant ainsi pour les patients l’inconfort lié au temps passé en milieu médical.

   I.1.2.2. Radiothérapie par faibles doses par fraction (⩽⩽ 1 Gy/séance)

À l’opposé des doses utilisées en stéréotaxie, l’usage de faibles doses (⩽ 1 Gy/

séance) est parfois suffisant pour obtenir un résultat clinique. Aux balbutiements de la 

radiothérapie, de 1896 aux années 1930s, les applications médicales des rayons X étaient 

nécessairement limitées par des contraintes technologiques. Les tubes à rayons X étaient 

fragiles et ne délivraient pas de fortes doses (< 1 Gy) ni de haute énergie (< 100 kV). À titre 

d'exemple, la reconstitution de la première RT anti-cancéreuse documentée a révélé que la 

dose délivrée à la tumeur était inférieure à 0.8 Gy/séance. On sait aujourd'hui que l'efficacité 
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de ce traitement historique ne pouvait être obtenue que sur un lymphome gastrique, 

probablement hyper-radiosensible aux faibles doses (5, 79, 80). 

Si les lymphomes sont de nos jours traités avec des doses généralement supérieures 

(entre 1 et 2 Gy/ séance), ils n’en restent pas moins connus pour être radiosensibles (81). 

Aussi la radiothérapie par faibles doses, ou LDRT pour low-dose radiation therapy, a-t-elle été 

évaluée chez des patients atteints de lymphome non-hodgkinien (LNH). Dans une cohorte 

des années 1970, l’irradiation corporelle totale (TBI) de 68 patients atteints de LNH à la dose 

totale moyenne de 1.78 et dose médiane de 0.1 Gy/séance, a permis d’atteindre une survie 

sans récidive de 32% et 27% respectivement à 5 et 10 ans (82). Une décennie plus tard, un 

excellent taux de rémission a été mis en évidence chez des patients atteints de LNH ayant 

reçu deux cures de LD-TBI (0.75 Gy en 5 séances) avec chimiothérapie concomitante, suivies 

un mois plus tard d'une RT incluant la totalité des aires ganglionnaires atteintes (involved-

field) (83). 

 

Plus récemment, la LDRT a également montré un intérêt clinique pour traiter des 

stades métastatiques de cancer. En 2004, une étude a examiné le devenir de 36 nodules 

tumoraux métastatiques après irradiation normo-fractionnée (1.5 Gy/j sur 12 jours) ou 

ultra-fractionnée (0.5 Gy x3/j sur 12 jours). Le suivi a révélé que, pour une même dose totale, 

le schéma ultra-fractionné permettait de retarder la progression des nodules de manière 

significative (84). Une étude de phase II a par ailleurs démontré, chez 38.9% des patients 

atteints de présentaient une réponse complète des métastases de cancer colorectal traitées 

par deux séances quotidiennes de LDRT (20 cGy toutes les 6 h) sur chacun des 12 cycles de 

chimiothérapie concomitants (85). Combinée à l'immunothérapie, la LDRT de 1 Gy/séance 

a également entraîné une réponse complète des métastases hépatiques et ganglionnaires 

chez une patiente âgée atteinte d'un mélanome vaginal (86). Dans un autre essai de phase 

II, 74 patients atteints d'un cancer métastatique (cancer du poumon non à petites cellules, n 

= 38 ; mélanome, n = 21) ont subi un traitement de RT à forte dose (HDRT : 20 à 70 Gy au 

total ; 3 à 12.5 Gy par séance) associée ou non à la LDRT (1–10 Gy au total ; 0.5–2 Gy par 

séance). Le suivi a montré que l'ajout de LDRT à HDRT renforçait la réponse de contrôle de 

la maladie à 4 mois (47 % dans HDRT+LDRT contre 37 % dans HDRT seul ; p = 0.38) et 

augmentait la réponse globale (26 % dans HDRT+LDRT contre 13 % dans le HDRT seul ; p 

= 0.27). Ce schéma semblait également sûr, avec seulement trois patients (4.1%) souffrant de 
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toxicité de grade 3 ou plus. Cependant, il faut mentionner que les patients inclus dans 

l’étude avaient reçu une immunothérapie (87). 

 

Enfin, il est à noter que les schémas hyperfractionnés couramment utilisés en 

radiothérapie oncologique concernent des doses variant de 1.1 Gy/séance, – comme pour 

les carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou (88), – à 1.5 Gy/séance, – cancer du poumon 

à petites cellules limité (52), – et ne rentrent donc pas à proprement parler dans le spectre 

de la LDRT. Le Tableau 1 résume les tentatives cliniques et les résultats de la LDRT en 

oncologie. Soulignons cependant que les données disponibles sont basées sur un nombre 

relativement faible de patients. 

 
Tableau 1. État de l’art de la radiothérapie par faibles doses (LDRT) en Oncologie. CPNPC = cancer 
pulmonaire non à petites cellules. RCT = radio-chimiothérapie. LNH = lymphome non-Hodgkinien. TBI = 
irradiation corporelle totale (total body irradiation). IF = aires ganglionnaires atteintes (involved-field). RT 
= radiothérapie. HD = haute dose. LD = faible dose (low dose). 

 Cible Design de 
l’étude Schéma d’irradiation Réponse Référence 

Hémato-
oncologie      

68 patients 
atteints de LNH 
(90% stade III 

et IV) 

Corps entier Rétrospective LD-TBI : 0.1 Gy par séance 
en moyenne (1.78 Gy total) 

Survie sans récidive: 32% à 5 
ans, 27% à 10 ans (82) 

26 patients 
atteints de LNH 
(stade III et IV) 

Corps entier 

Prospective, 
non 

randomizée 
(étude pilote) 

Chimiothérapie et 2 séances 
de LD-TBI : 5 x 0.15 Gy par 

séance (séparées de 2 
semaines), 

suivi 1 mois plus tard par IF-
RT (20 x 2 Gy par séance) 

Rémission complete chez 92.3% 
(24/26) patients après LD-TBI et 

avant IF-RT; 

Rémission complete chez 96.2% 
(25/26) patients après IF-RT 

(83) 

Métastases à 
distance      

8 patients avec 
des nodules 
tumoraux 

Métastases Randomisée 

RT normo-fractionnée : 
12 x 1.5 Gy par séance 

ou RT ultra-fractionnée : 0.5 
Gy/4h sur 12j 

Augmentation significative du 
délai avant repousse pour les 
nodules traités par RT ultra-

fractionnée 

(84) 

18 patients avec 
métastases de 

cancer colorectal 
Métastases Phase II 

0.2 Gy par séance toutes les 
6h (à chaque cycle de 

chimiothérapie) 

Réponse clinique ou 
pathologique complète chez 

38.9% (7/18) patients 
(85) 

Patiente de 73 
ans avec 

métastase 
vaginale de 
mélanome, 

en progression 
sous 

immunothérapie 

Métastase Case report 

LDRT : 
5 x 1 Gy par séance 

(métastases hépatiques); 
6 x 1 Gy par séance 

(adénopathie inguinale) 

Réponse clinique et 
radiographique complète (86) 

74 patients avec 
cancer 

métastatique 
(CPNPC, n=38; 

mélanome, 
n=21) en 

progression sous 
immunothérapie 

Métastases Phase II 

HDRT seule : 
3–12.5 Gy par séance 

(20–70 Gy total) 
 

ou HDRT 
+ LDRT : 0.5–2 Gy par 
séance (1–10 Gy total) 

Contrôle de la maladie à 4 mois : 
47% après HDRT + LDRT vs. 

37% après HDRT seule 
(p=0.38); 

Réponse globale : 26% après 
HDRT + LDRT vs. 13% après 

HDRT (p=0.27) 

(87) 
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I.1.3. Applications en neurologie 

   I.1.3.1. Radiochirurgie non-oncologique 

Parallèlement aux indications neuro-oncologiques, dont certaines ont été 

précédemment décrites (cf. § I.1.2.1), les RI peuvent également être utilisées à l’encontre de 

pathologies intracrâniennes non malignes (89). Il peut s’agir de malformations artério-

veineuses cérébrales (MAV) (90), de tumeurs bénignes telles que les méningiomes (91, 92) 

et les schwannomes vestibulaires (93), ou encore de pathologies résistantes aux traitements 

médicamenteux comme la névralgie du nerf trijumeau (94, 95), l’épilepsie (96) ou la 

dépression (97, 98). 

Les tremblements liés à la maladie de Parkinson peuvent également être éligibles à une 

thalamotomie focale par radiochirurgie (99, 100). De manière intéressante, des expériences 

menées dans les années 1980 ont montré que les cellules de patients souffrant de maladie 

de Parkinson présentent une radiosensibilité accrue (101, 102), également observée pour les 

cellules de patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Par syllogisme, se pose alors la 

question de la place de la radiothérapie dans le traitement de la démence d'Alzheimer. 

 

   I.1.3.2. Radiothérapie de la maladie d’Alzheimer 

La maladie d'Alzheimer (MA) représente la première cause de démence à travers le 

monde, considérée par l'Organisation mondiale de la santé (OMS) comme une priorité 

mondiale de santé publique (103). La plupart du temps, seul un diagnostic probabiliste peut 

être posé sur la base d'arguments cliniques (âge, amnésie hippocampique, antécédents 

familiaux de MA) (104), étayés par des critères biologiques après ponction lombaire 

(augmentation de la protéine pTau et diminution du peptide Aβ1-42 dans le liquide 

céphalo-rachidien) (105), et imagerie cérébrale (atrophie cortico-sous-corticale, atrophie 

hippocampique, absence d'autre cause de démence) (106). Le diagnostic définitif de la MA 

repose sur la mise en évidence histologique de dépôts extracellulaires de peptide amyloïde-

Aβ42 (plaques séniles) dans les tissus de soutien du système nerveux central (107), et 

d'enchevêtrements neurofibrillaires intracellulaires de protéine Tau hyperphosphorylée 

(108). Si la dégénérescence neurofibrillaire et les plaques séniles peuvent être retrouvées 

dans d'autres pathologies, leur association est en revanche pathognomonique de la MA. La 

neuroinflammation est également un signe fréquemment rencontré dans la pathogenèse de 

la MA (109-111). 
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Sur le plan thérapeutique, certains médicaments préventifs présentent des résultats 

controversés (112, 113). Aucun traitement curatif n’est à ce jour disponible (114), bien que la 

radiothérapie par faibles doses (LDRT) apparaisse comme une piste prometteuse, émanant 

aussi bien d’études in vivo (115-117) que de case reports cliniques (118-121). 

 

Depuis les années 1980, quelques études ont montré que les fibroblastes et 

lymphocytes de patients atteints de MA sont radiosensibles et pourraient présenter des 

dysfonctionnements dans les systèmes de réparation des cassures double-brin de l'ADN 

(101, 102, 122, 123). Ainsi, de nombreuses expérimentations ont été menées sur modèles 

murins, objectivant des améliorations des performances cognitives pour des doses totales 

de l’ordre de 10 à 20 Gy en séances de 2 Gy (115-117). Chez l’humain, des doses de 2 

Gy/séance répétées 5 à 10 fois ont alors été appliquées dans le cadre d’un essai clinique sur 

une petite cohorte de cinq patients, objectivant des progrès cognitifs chez trois d’entre eux 

(124). D’autres études évaluant des doses similaires sont en cours en Suisse (NCT03352258, 

Hôpitaux Universitaires de Genève), aux États-Unis (NCT02359864, William Beaumont 

Hospitals) et en Corée du Sud (NCT04203121, Hôpital Universitaire Kyung Hee). 

 

Parallèlement, depuis 2016, Cuttler et al. ont publié deux case reports décrivant une 

amélioration temporaire des performances cognitives de patients atteints de MA après avoir 

réalisé des scanners (CT) cérébraux itératifs, d’environ 40–50 mGy sur 10 secondes chacun 

(118-121). Le premier case report présente une femme de 81 ans atteinte de MA évoluant 

depuis 10 ans, vivant en maison de retraite depuis plusieurs mois, et qu’un 

neuropsychologue décrit en Mai 2015 comme  étant « presque totalement non communicante », 

« complètement non réactive », « refusant fréquemment ses médicaments », « presque immobile » et 

qui « n'a pas tenté de se lever de son fauteuil roulant depuis des mois » (119). En Juillet, son 

médecin lui prescrit deux CT cérébraux (dose totale de 82 mGy) pour exclure toute 

modification anatomique, et sur demande insistante du conjoint de la patiente pour selon 

lui « stimuler les systèmes neuroprotecteurs ». Étonnamment, la patiente aurait dans les jours 

suivants présenté une franche amélioration sur le plan de la cognition, de la parole, du 

mouvement et de l’appétit (sans toutefois de scores quantitatifs), si bien qu'elle a réalisé trois 

autres CT en trois mois : un 3ème (39 mGy) deux semaines après le précédent, un 4ème (47 

mGy) deux semaines plus tard, et un 5ème (39 mGy) six semaines plus tard en Octobre. 
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Devant des performances cognitives en continuelle amélioration, un 6ème CT cérébral (40 

mGy) est réalisé cinq mois après le précédent, un 7ème (40 mGy) quatre mois plus tard, et un 

8ème (40 mGy) à nouveau quatre mois après. Dès lors, son état général commence à décliner, 

de sorte que les CT cérébraux suivants sont réalisés plus précocement : un 9ème (40 mGy) 47 

jours après le précédent, puis les 10ème et 11ème (80 mGy) 41 jours plus tard en Janvier 2017. 

Au total, la patiente a reçu environ 0.45 Gy sur l’encéphale en totalité, à travers 11 CT étalés 

sur 18 mois. Elle est finalement décédée le 18 Mai 2018, 16 mois après le dernier CT (119-

121). 

Les mêmes auteurs ont rapporté un autre cas d'un homme de 73 ans diagnostiqué de la MA 

en Janvier 2015, ayant également bénéficié de CT cérébraux, associés cette fois à une 

évaluation clinique régulière par Mini-Mental State Examination (MMSE) (118). Il est à noter 

qu'un score MMSE inférieur ou égal à 23/30 signe généralement la présence de troubles 

cognitifs (125). Avec un score MMSE initial de 22/30 en Février 2016, le patient a réalisé un 

1er CT (46 mGy) en Avril 2016. Trois semaines après, son MMSE augmente timidement à 

24/30. Il a réalisé un 2ème CT deux mois après le premier, et son MMSE a continué de 

progresser à 26/30 lors de l'évaluation de Septembre 2016. Les 3ème et 4ème CT ont précédé 

un autre score MMSE à 26/30 en Février 2017, qui a néanmoins diminué à 25/30 en Mars 

puis 24/30 en Avril. Deux CT supplémentaires (5ème et 6ème) ont été réalisés jusqu'en Octobre 

2017. Le patient a ensuite progressivement décliné son état général, et est finalement décédé 

le 7 Septembre 2020, à l’âge de 77 ans. 

 

Dans la continuité de ces deux case reports (118-121), Cuttler et al. ont alors entrepris 

une étude clinique mono-bras chez quatre patients (âge : 81–90 ans) atteints de MA sévère 

mais stable (126). Les patients ont reçu deux CT cérébraux à la fois au cours d’une même 

séance de traitement (80 mGy au total), puis un 3ème (40 mGy) deux semaines après, et un 

4ème et dernier (40 mGy) deux semaines après. Trois des quatre patients ont montré de 

légères améliorations cognitivo-comportementales sur des mesures quantitatives, 

notamment : un score Severe Impairment Battery (SIB) passant de 21% à 31% chez un des 

patients ; activités de base de la vie quotidienne (ADL) de 26.7% à 30% chez un autre patient. 

Bien que ces brèves améliorations post-CT n'aient produit aucun bénéfice à long terme pour 

les patients, elles pourraient refléter un effet biologique significatif des faibles doses de RI 

sur la MA. 
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Le Tableau 2 décrit les différentes tentatives cliniques de LDRT "anti-Alzheimer", à 

doses scanographique (fondée sur les case reports) ou radiothérapeutique (émanant d’études 

in vivo). Notons enfin que des explications mécanistiques de LDRT anti-MA émergent au 

niveau cellulaire sur des modèles animaux, mais qu’il n'existe toujours pas de rationnel 

moléculaire chez les patients. 

 
Tableau 2. État de l’art de la radiothérapie par faibles doses (LDRT) pour la maladie d’Alzheimer (MA). 
MMSE = mini-mental state examination. SIB = severe impairment battery. ADL = basic activities of daily 
living. 

 Cible Design de 
l’étude 

Schéma 
d’irradiation Réponse Référence 

Doses 
scanographiques      

Patiente MA 
de 81 ans Cerveau Case report 5 x 40 mGy/CT 

sur 3 mois 
Amélioration cognitive permettant 

un arrêt des soins de support (119-121) 

Patient MA 
de 73 ans Cerveau Case report 6 x 45–50 mGy/CT 

sur 18 mois 
Augmentation du score MMSE de 

22/30 à 26/30 (118) 

4 patients MA Cerveau Simple bras 
(étude pilote) 

4 x 40 mGy/CT 
sur 1 mois 

Discrètes améliorations cognitivo-
comportementales basées sur des 

scores quantitatifs (SIB, ADLs) 
(126) 

Doses de 
radiothérapie      

30 patients MA Cerveau 
Phase I 

(étude pilote 
simple bras) 

5 x 2 Gy par 
séance 

10 x 2 Gy par 
séance 

Suspendue pour limitations 
budgétaire et en personnel 

NCT02359864 
(William Beaumont 

Hospitals, MI, 
USA) 

5 patients MA Cerveau 
Phase IIa 

(étude pilote 
simple bras) 

5 x 2 Gy par 
séance 

10 x 2 Gy par 
séance 

Performances cognitives (score 
MMSE) à un an : améliorées chez 
3 patients, stables chez 1 patient 

(124) 

20 patients MA Cerveau 

Randomisée, 
monocentrique, 

prospective 
(étude pilote) 

5 x 2 Gy par 
séance Recrutement en cours depuis 2017 

NCT03352258 
(Hôpitaux 

Universitaires de 
Genève, Suisse) 

10 patients MA Cerveau 
Randomisée, 

monocentrique, 
prospective 

3 x 1.8 Gy par 
séance 

5 x 1.8 Gy par 
séance 

Recrutement en cours depuis 2019 

NCT04203121 
(Kyung Hee 

University Hospital 
de Gangdong, 
Corée du Sud) 

 

 

I.1.4. Effet anti-inflammatoire 

Lors de la première tentative RT en 1896, Victor Despeignes décrivit chez son patient 

une diminution de la douleur, probablement liée à la décompression de la tumeur contre 

les tissus avoisinants (5, 6). À l’instar de leur efficacité anticancéreuse, les rayons X peuvent 

en effet être utilisés à visée symptomatique, dans une large gamme de pathologies souvent 

médiées par l’inflammation (127). 

En réponse à un stress (traumatisme, corps étranger, cellule cancéreuse,…), les 

cellules du système immunitaire (mastocytes, macrophages, cellules dendritiques,…) 



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1 
 

 
 

34 
 

sécrètent divers médiateurs de l’inflammation. Parmi eux, les cytokines pro-inflammatoires 

stimulent l’expression de molécules d’adhésion (prostaglandines, leucotriènes,…) au 

niveau des cellules endothéliales (128). En résultent plusieurs phénomènes vasculaires : 

 une vasodilatation (afflux de sang chaud au site d’agression) entraînant chaleur et 

rougeur locales, 

 une augmentation de la perméabilité vasculaire : l’exsudation du plasma vers la 

matrice interstitielle se traduit cliniquement par un œdème, tandis que la stimulation 

(mécanique par pression, ou chimique via l’arrivée des cytokines) des nocicepteurs 

engendre une douleur (129), 

 une diapédèse leucocytaire. 

 

Grâce à cette première phase vasculaire s’engage ensuite la réparation des tissus lésés, qui 

conclut normalement la réponse inflammatoire. À l’inverse, une inflammation chronique 

entretient les quatre signes cardinaux pré-cités, dits "de Celse", à savoir : œdème, chaleur, 

rougeur et douleur (130). La cascade d’évènements moléculaires survenant au cours d’une 

réaction inflammatoire offre ainsi de nombreuses cibles thérapeutiques. On citera par 

exemple la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), enzyme stimulée par l’interleukine 1 (IL-1) (131), 

catalysant la production de prostaglandine H2 (PGH2), et inhibée par l’acide 

acétylsalicylique (Aspirine) (132) ; ou encore le TNFα dont le taux sérique est diminué par 

les anticorps monoclonaux anti-TNFα tels que l’infliximab ou l’étanercept, largement 

utilisés à l’encontre de maladies inflammatoires chroniques (polyarthrite rhumatoïde, 

spondylarthrite ankylosante, psoriasis sévère et sa forme rhumatismale, rectocolite 

hémorragique, maladie de Crohn,…) (133). 

 

Parallèlement à ces traitements médicamenteux, plusieurs études ont montré que la 

radiothérapie par faibles doses (LDRT) pouvait être employée à visée symptomatique, et 

notamment antalgique, dans diverses maladies rhumatologiques (134). Historiquement, des 

pionniers de la RT comme Sokolow (1897), Stenbeck (1899), Albers-Schönberg (1900), 

Stembo (1900) et Moser (1903) ont décrit une réduction significative de la douleur après RT 

contre l'arthrite aiguë (135-139). Après les années 1930, un certain nombre de protocoles de 

RT anti-inflammatoire ont prospéré, tout en limitant la dose totale au vu du risque de 

cancers radio-induits et/ou de séquelles à long terme (140). La RT contre la spondylarthrite 
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ankylosante est ainsi devenue une routine entre les années 1930 et 1950 (141). Actuellement, 

les douleurs ostéo-articulaires inflammatoires telles que la synovite, l’épicondylite latérale 

du coude (tennis elbow), un conflit sous-acromial, la bursite trochantérienne, la fasciite 

plantaire et l'arthrose (bien que l'arthrose ne soit pas toujours associée à une inflammation), 

peuvent être soulagées par une dose totale d’environ 3–6 Gy, délivrée en 0.5 à 1 Gy par 

séance (142). Dans une étude prospective, Micke et al. ont décrit un effet antalgique de la 

LDRT (6 Gy délivrés en 0.5–1 Gy par séance) chez 166 patients atteints de troubles 

articulaires dégénératifs (143). Une étude plus récente est parvenue à la même conclusion 

après avoir irradié 196 patients souffrant d'arthrose douloureuse de la cheville et du pied, 

selon un schéma LDRT (3–6 Gy délivrés en 0.5–1 Gy par séance) (144). À l'inverse, trois 

essais cliniques contrôlés et randomisés ont invalidé ce bénéfice supposé de la LDRT chez 

les patients souffrant d'arthrose de la main et de gonarthrose (145-147). D’autres études 

prospectives se poursuivent malgré tout à travers le monde, permettant notamment de 

comprendre le comportement de biomarqueurs de l’inflammation en réponse à la LDRT 

(NCT02653079, University of Erlangen-Nürnberg Medical School, Allemagne, avec son 

analyse intermédiaire (148)). 

 

Plus récemment, une autre application importante de LDRT a émergé avec la 

pandémie de coronavirus 2019 (COVID-19). Selon le tableau de bord COVID-19 de l'OMS, 

le syndrome respiratoire aigu sévère à coronavirus 2 (SARS-CoV-2) est responsable de près 

de 7 millions de décès dans le monde au 8 Septembre 2023 (149). D’un point de vue 

physiopathologique, l'inflammation pulmonaire semble occuper un rôle majeur dans les 

symptômes et la mortalité liés au COVID-19 (150-152). 

Depuis le début de la pandémie, de nombreux auteurs ont évalué l'utilisation de la LDRT 

chez les patients COVID-19, probablement inspirés par les propriétés anti-inflammatoires 

des rayons X à partir des données ci-dessus et/ou par des observations empiriques après 

des examens de tomodensitométrie (150, 153). Dans deux essais prospectifs, une dose 

unique de 0.5 à 1 Gy aux poumons entiers a produit une amélioration clinique significative 

(rapport saturation oxymétrique de pouls [SatO2] / fraction d'oxygène inspiré [FiO2]) et ce, 

sans radiotoxicité (154, 155). Dans un essai de phase II, Ganesan et al. ont rapporté certains 

bénéfices pulmonaires (le rapport SatO2/FiO2 s'est significativement amélioré et l'apport 

d'oxygène a diminué de manière significative) chez 88 % des patients COVID-19 après un 
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LDRT délivré en une seule séance de 0.5 Gy aux poumons entiers bilatéraux (156). Ces 

résultats étaient en accord avec ceux publiés par Rodríguez-Tomàs et al., chez 30 patients 

soumis au même schéma LDRT unique de 0.5 Gy (157), mais pas avec ceux d’un essai 

randomisé délivrant 1 Gy chez 20 patients (158). Deux essais cliniques randomisés en cours 

évaluent actuellement d'autres schémas de traitement : 1.5 Gy en dose unique 

(NCT04433949, Emory University, USA, avec son analyse intermédiaire (159)), et 0.35 Gy ou 

1 Gy en dose unique (NCT04466683, Ohio State University Comprehensive Cancer Center, 

USA). 

Dans un état des lieux récent, en insistant à nouveau sur la faible quantité de données 

disponibles (nombre de patients traités, variété des traitements, diversité des paramètres 

moléculaires et cellulaires utilisés), Rödel et al (2020) ont souligné l'importance d'un délai 

approprié d'irradiation avec le fractionnement de dose et la succession des différentes 

étapes observées lors d'une infection au COVID-19. Par conséquent, même si la LDRT 

semble être efficace contre l'inflammation après une infection au COVID-19, une 

surveillance stricte et un traitement adapté à la phase de la maladie basé sur des marqueurs 

objectifs comme l'IL-6 et les D-dimères dans le sérum sont nécessaires (160). 

 

De manière plus anecdotique, l’orbitopathie rencontrée dans la maladie de Basedow 

(ou Graves' disease dans le monde anglophone) et répondant généralement au sélénium et 

aux anti-inflammatoires stéroïdiens (corticothérapie), peut également être traitée par 

radiothérapie (161). Le fractionnement le plus souvent utilisé de 10 x 2 Gy/séance semble 

pouvoir être délivré en toute sécurité (162) et permettre une bonne réponse dans 60% des 

cas (161). D’autres schémas utilisant la LDRT ont égalemnent été proposés, tels que 1 

Gy/séance hebdomadaire sur 10 ou 20 semaines, avec la même efficacité (163). 

 

Au total, les tentatives et résultats de la LDRT dans les pathologies liées à 

l'inflammation (rhumatologie, COVID-19 et orbitopathie basedowienne) sont présentés 

dans le Tableau 3. 

 

 
Tableau 3. État de l’art de la radiothérapie par faibles doses (LDRT) pour les pathologies médiées par 
l’inflammation. COVID-19 = coronavirus SARS-CoV-2. SAFI = SatO2/FiO2. 

 Cible Design de 
l’étude 

Schéma 
d’irradiation Réponse Référence 
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Rhumatologie      
166 patients souffrant de 

troubles squelettiques 
douloureux (calcanéodynie, 
n=51; achillodynie, n=8; 

gonarthrose, n=80; bursite 
trochantérienne, n=27) 

Ostéo- 
articulaire Prospective 

0.5–1 Gy par 
séance (6 Gy 

total) 

Bonne réponse chez 37.3% (62/166) 
patients au décours immédiat de la RT; 
et chez 49.5% (54/109) patients après 
un suivi median de 29 mois (p=0.001) 

(143) 

196 patients souffrant 
d’arthrose de cheville/pied 

Articula-
tions Prospective 

0.5–1 Gy par 
séance (3–6 Gy 

total) sur 3 
semaines 

Amélioration subjective de 80-100% 
chez 37% (71/196) patients (144) 

125 patients souffrant de 
douleurs rhumatismales 

Articula-
tions Prospective 0.5 Gy en 

séance unique 
Amélioration significative des douleurs 

rhumatismales 

NCT02653079 
(University of 

Erlangen-Nürnberg 
Medical School, 

Allemagne) (148) 

56 patients souffrant 
d’arthrose de genou/main 

Articula-
tions 

Randomisée, 
contrôlée 

contre placebo 

6 x 1 Gy par 
séance 

 
ou placebo 

Pas de bénéfice significatif de la LDRT (147) 

55 patients souffrant de 
gonarthrose 

Articula-
tions 

Randomisée, 
double 

aveugle, 
contrôlée 

contre placebo 

6 x 1 Gy par 
séance 

 
ou placebo 

Pas de bénéfice significatif de la LDRT (145) 

56 patients souffrant 
d’arthrose de mains 

Articula-
tions 

Randomisée, 
aveugle, 
contrôlée 

contre placebo 

6 x 1 Gy par 
séance 

 
ou placebo 

Pas de bénéfice significatif de la LDRT (146) 

COVID-19      

36 patients COVID-19 Poumons 
bilatéraux Prospective 1 x 0.5 Gy par 

séance 

Amélioration de l’index SAFI de 255 
mmHg à : 283 mmHg à 24h, et 381 

mmHg à une semaine 
(154) 

41 patients COVID-19 Poumons 
bilatéraux 

Prospective 
phase I-II 

1 x 1 Gy par 
séance 

Amélioration significative de l’index 
SAFI à J+3 et J+7 (p<0.01) (155) 

25 patients COVID-19 Poumons 
bilatéraux Phase II 1 x 0.5 Gy par 

séance 

Amélioration significative de l’index 
SAFI entre pré-RT et post-RT J+2 
(p<0.05), J+3 (p<0.001) et J+7 

(p<0.001); 
Diminution significative de 

l’oxygénothérapie entre pré-RT et post-
RT J+2 (p<0.05), J+3 (p<0.001), et 

J+7 (p<0.001) 

(156) 

30 patients COVID-19 Poumons 
bilatéraux 

Multicentrique, 
prospective, 
observation-

nelle 

1 x 0.5 Gy par 
séance 

Amélioration significative de l’index 
SAFI; 

Diminution de l’oxygénothérapie 
(157) 

20 patients COVID-19 Poumons 
bilatéraux 

Randomisée, 
double-aveugle 

1 x 1 Gy par 
séance 

 
ou placebo 

Diminution significative du nombre de 
lymphocytes après LDRT (p<0.01) ; 
Pas d’amélioration significative de la 

survie globale à J+28 post-RT (p=0.69) 
dans les deux bras 

(158) 

100 patients COVID-19 Poumons 
bilatéraux 

Phase II, 
randomisée 

1 x 0.35 Gy par 
séance 

ou 1 x 1 Gy par 
séance 

ou placebo 

Recrutement en cours depuis 2020 

NCT04466683 
(Ohio State 
University 

Comprehensive 
Cancer Center, 

USA) 

52 patients COVID-19 Poumons 
bilatéraux 

Phase III, 
randomisée 

1 x 1.5 Gy par 
séance 

 
ou placebo 

Recrutement en cours depuis 2020 
NCT04433949 

(Emory University, 
USA) (159) 

Maladie de Basedow      

65 patients euthyroïdiens, 
atteints d’une orbitopathie 

basedowienne 

Orbites 
bilatéraux 

Randomisée, 
simple-aveugle 

20 x 1 Gy/f 
hebdomadaire 
ou 10 x 1 Gy/j 
ou 10 x 2 Gy/j 

Meilleure réponse clinique (diminution 
du diamètre oculaire, de la pression 

intra-oculaire et des douleurs oculaires) 
avec le schéma sur 20 semaines 

(163) 
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Au total, la LDRT a montré son efficacité dans trois grands domaines 

nosologiques : en oncologie, à l’encontre de certaines maladies neurodégénératives, et en 

rhumatologie. L’élaboration des protocoles de LDRT reste néanmoins souvent 

empirique, de sorte qu’il apparait aujourd’hui indispensable de rationaliser les 

observations cliniques afin de sécuriser voire optimiser l’application de la LDRT en 

routine.  
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I.2. BASES DE RADIOBIOLOGIE 
 

Conformément à la politique de notre Unité de Recherche de délivrer un message clair et 
univoque pour les aspects essentiels de la réponse aux RI, certains chapitres de radiobiologie 
générale de ce manuscrit (partie I.2) pourront être communs à d’autres thèses de doctorat déjà 
soutenues dans notre laboratoire. 

 

 

La radiobiologie est l’étude des effets biologiques des RI, couvrant tous les aspects 

physiques, chimiques, moléculaires, cellulaires, tissulaires et même réglementaires de la 

réponse aux rayonnements. Cette partie s’efforce de retracer l’essentiel des connaissances 

sur les événements radio-induits qui surviennent dans une cellule. 

L’une des approches les plus didactiques pour l’aborder est de suivre l’ordre chronologique 

des événements qui surviennent immédiatement après une irradiation : d’abord physiques, 

puis chimiques, puis biologiques, et enfin cliniques. 

 

I.2.1. Radiobiologie cellulaire 

   I.2.1.1. Des dépôts d’énergie aux dommages de l’ADN 

Echelles temporelles et spatiales en radiobiologie 

Comme nous l’avons vu précédemment, les RI se caractérisent par l’énergie qu’elles 

délivrent à la matière irradiée (cf. § I.1.1.1). Toutefois, la nature des phénomènes radio-

induits dépend également de l’espace (échelle des molécules, de la cellule, du tissu/organe, 

de l’individu) et du temps (période qui suit l’irradiation). Ces deux notions sont étroitement 

liées lors de la réponse biologique à une irradiation. En effet, comme on l’a déjà dit plus 

haut, les phénomènes radio-induits, qui sont généralement d’abord physiques, puis chimiques 

puis biologiques, évoluent respectivement sur une échelle nanoscopique (atomes, molécules), 

microscopique (cellules) et macroscopique (tissus/organes, individus, populations). Les 

premiers événements radio-induits se déroulent selon un ordre bien établi : de 10-18 à 10-12 s 

après irradiation, on observe les événements d’origine physique. Pendant cette période, 

l’irradiation entraîne la formation de microdépôts d’énergie aléatoirement répartis dans la 

matière. Puis, de 10-12 à 1 s, les événements deviennent chimiques : les ionisations induites 

dans la matière par les microdépôts d’énergie entraînent des changements moléculaires à 

travers le phénomène dit de radiolyse de l’eau, l’eau étant le principal constituant de la 
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matière vivante. Comme évoqué plus haut, la radiolyse de l’eau aboutit à la formation de 

certaines espèces chimiques radicalaires généralement à fort pouvoir oxydant (ex : radicaux 

hydroxyles OH°, superoxydes O2-) mais à durée de vie relativement limitée (cf. § I.1.1.1). 

Ensuite, perdurent des produits de radiolyse plus stables comme notamment le peroxyde 

d’hydrogène H2O2 (ou eau oxygénée), capable de casser l’ADN (164). Les dommages radio-

induits de l’ADN appartiennent à la phase biochimique de la réponse aux RI. L’étape 

biologique proprement dite commence quand les processus de signalisation et de réparation 

des dommages radio-induits de l’ADN s’activent et font apparaître un facteur individuel : 

« nous ne sommes pas égaux face aux radiations ». Ainsi, les phénomènes physico-chimiques 

sont communs à tous les individus, voire à toutes les espèces alors que les phénomènes 

biologiques naissent avec les diversités inter-individuelles et une certaine complexité des 

mécanismes. Les phénomènes physico-chimiques sont plus homogènes et régis 

généralement par des lois de proportionnalité avec la dose alors que les relations entre la 

dose et les effets biologiques sont généralement non linéairement liées à la dose et de plus 

en plus multi-paramétriques. Étudions en détails les phases physiques, chimiques et 

biologiques de la réponse aux radiations. 

 

Évènements physiques radio-induits (de 10-18 à 10-12 s) 

Les trois effets principaux de l’interaction rayonnement-matière sont : l’effet 

photoélectrique, la diffusion Compton et la création de paires (Fig. 10). L’effet Compton 

prédomine pour les numéros atomiques des principaux composants organiques (C, H, O, 

N) de la matière vivante. De plus, l’effet Compton est le mode principal d’interaction pour 

des photons d’énergies comprises entre 1 et 5 MeV. Pour des énergies plus basses, l’effet 

Compton domine aussi pour les matériaux légers (eau, composants organiques) (165). Un 

tel effet libérant à la fois un photon de recul et un électron produit excitations et ionisations 

dans le milieu irradié : c’est pourquoi l’irradiation se résume généralement dans la matière 

vivante à des dépôts d’énergies tellement variées que leur spectre peut être considéré 

comme large et continu plutôt que discret et quantique. L’effet Compton est ainsi 

principalement responsable de la diversité des événements radio-induits sur la matière 

vivante. 
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Figure 10. Importance relative des effets d’interaction rayonnement-matière en fonction de l’énergie. 
D’après (165). La zone grisée correspond aux numéros atomiques des principaux composants organiques 
C, H, O, N. 
 

 

À l’échelle nanoscopique, c’est-à-dire à l’échelle de l’ADN, l’énergie n’est pas délivrée 

de façon homogène mais stochastique, variant dans le volume irradié en nombre et en densité 

d'énergie sous la forme de microdépôts d’énergie. Toutefois, alors que la notion de dose 

absorbée est définie en Joules par kilogramme (unité : le Gray [Gy]), cette définition montre 

ses limites pour apprécier un effet biologique aux plus petites échelles car le Joule par kg est 

une unité bien trop grande (166). Bien que la microdosimétrie et la nanodosimétrie ne soient 

pas le sujet de cet ouvrage, approfondissons néanmoins la notion de microdépôts d’énergie. 

Dans les années 1980, l’algorithme de Monte-Carlo a permis de simuler des trajets de 

particules dans des volumes de l’ordre du nanomètre (167). À partir de ces études, les 

structures tridimensionnelles d’un nombre de trajets statistiquement représentatifs ont été 

analysées avec des dimensions inférieures à 1 nm (168). Certaines simulations de Monte-

Carlo suggérèrent notamment qu’une forte concentration d’ionisations pouvait créer 

plusieurs types de dommages de l’ADN appelés dommages multiples hautement localisés 

(localized multiple damage sites, LMDS) (164). Dans les années 80-90, alors que les LMDS 

furent le sujet de très nombreuses publications, l’existence des LMDS commença à être 

controversée, notamment pour des doses faibles et des rayonnements de faible énergie. En 

effet, en 1987, Ito montra que la probabilité que 2 radicaux hydroxyles radio-induits 



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1 
 

 
 

42 
 

surviennent sur des brins adjacents de l’ADN est très faible et requiert des doses de l’ordre 

du MGy (c’est-à-dire des doses 1 million de fois plus élevées que celles utilisées en 

radiothérapie !). Autrement dit, une CDB radio-induite ne peut pas être le résultat de 2 cassures 

simple-brin (CSB) produites l’une après l’autre (169, 170). Ainsi, plus de 98% des cassures 

double-brin de l’ADN (CDB) seraient causées par une peroxydation instantanée des 2 brins. 

L’hypothèse de l’existence des LMDS ne résista pas non plus à ces calculs : la probabilité de 

formation de plusieurs types de dommages physiquement induits au même endroit est 

infime à des doses d’irradiation "raisonnables". En revanche, on peut imaginer que des 

dommages de l’ADN, notamment des cassures, puissent être créées pendant la réparation de 

certains dommages radio-induits. Les LMDS trouveraient alors une réalité mais à des temps 

(biochimiques) bien plus tardifs que ce que la physique aurait pu produire. 

 

Les simulations de microdépôts d’énergie dans une cible cylindrique de 2nm de 

diamètre et de longueur, aléatoirement positionnée dans de l’eau uniformément 

irradiée montrent que (Fig. 11) : 

 la fréquence d’un impact particulaire sur une cible unique est extrêmement faible (10-

6 Gy-1) : ainsi, comme on l’a dit plus haut, la probabilité de superposition de 2 trajets 

est donc négligeable, sauf pour des doses supérieures à 105 Gy. 

 le nombre total de segments d’ADN touchés est très élevé (plus de 10000 par Gy), 

avec une forte prédominance pour les petits dépôts, chacun correspondant à 

seulement quelques excitations ou ionisations. 

 le nombre des dépôts de densités d’énergie supérieures à 100 eV.nm-3 correspond au 

nombre initial de CDB généralement observé (169) ; ce sont des événements rares. 

 les dépôts les plus importants sont effectués par des radiations de haut TEL mais la 

diversité des dommages de l’ADN sur un même site est limitée (171). 
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Figure 11. Représentation schématique de la trajectoire des radiations de 

faible (ex : rayons X) et haut TEL (ex : ions lourds). Inspiré de (172). 
 

 

Évènements chimiques et enzymatiques (de 10-12 à 1 s) 

- Effets directs et indirects 

L’une des grandes controverses de la radiobiologie est l’usage des termes "effets 

directs" et "effets indirects" pour décrire, soit la formation immédiate ou différée de 

dommages de l’ADN, soit l’influence des molécules d’oxygène dans la formation d’espèces 

radicalaires. La plupart des "radiobiologistes-physiciens" considèrent comme "directs" (= 

spontanés) les dommages induits par une particule primaire, et "indirects" (= différés dans 

le temps) les dommages induits par une particule secondaire (c’est-à-dire résultant de 

l’interaction entre la matière et la particule primaire). La plupart des "radiobiologistes-

chimistes" considèrent les 2 types d’événements décrits précédemment comme spontanés. 

Alors qu’ils définissent comme "directs" les dommages produits par l’impact direct des 

particules primaires ou secondaires, ils désignent par "indirects" les dommages produits par 

la formation d’un radical oxydant lui-même issu de l’impact d’une particule. La confusion 

liée à l’usage de ces termes est d’autant plus grande que les théories de l’impact de l’oxygène 

sur la formation des dommages de l’ADN ont été basées sur des expériences réalisées dans 

des conditions bien peu physiologiques (gaz sous haute pression ou usage d’antioxydants 

à dose toxique) (173). On notera enfin que les physiciens introduisent plutôt la notion de 

temps alors que les chimistes considèrent l’origine chimique de l’événement.  
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Dans un ouvrage collectif publié en 1991 par l’Organisation du Traité de l’Atlantique-Nord 

(OTAN), certains spécialistes proposaient déjà de proscrire l’usage des termes d’effets 

"directs" ou "indirects" car ceux-ci mêlent les descriptions d’événements physiques et 

chimiques complémentaires et non exclusives (174). Ainsi, dans ce manuscrit, nous avons 

délibérément choisi d’éviter l’utilisation de ces termes, d’autant plus qu’on sait désormais 

que les CDB ne peuvent être causées par des mécanismes "en deux temps" (169, 170).

- La radiolyse de l’eau

Les molécules d’eau représentent plus des deux tiers du poids du corps humain. La 

décomposition de l’eau par les RI est donc à considérer avec attention pour une meilleure 

compréhension des phénomènes radio-induits. Comme on l’a dit plus haut, l’ionisation 

d’une molécule d’eau nécessite environ 13 eV (175-178).

                          [1]

Elle aboutit rapidement à la formation de deux ions radicaux très instables qui donnent 

ensuite naissance à des radicaux neutres stables. L’ion H2O+° dont la durée de vie est de 10-

10s, subit une réaction ion-molécule bien connue en spectroscopie de masse :

             [2]

La formation de l’ion (H3O+) entraîne une acidification du milieu. Le radical OH°, un 

oxydant très puissant, possède une grande réactivité chimique sur toutes les molécules 

avoisinantes (oxygène ou organique). Rappelons que le point "°" signifie qu’un électron n’est 

pas apparié sur la molécule. L’électron formé perd progressivement son énergie cinétique 

initiale dans d’autres ionisations ou dans des excitations. Lorsqu’il est ralenti en deçà du 

premier potentiel d’excitation de l’eau ( 6.6 eV), les électrons primaires et secondaires 

produisent des électrons de sous-excitation jusqu'à ce qu’ils deviennent thermalisés

( 0.02 eV). Les électrons thermiques se stabilisent dans le milieu et forment des électrons 

aqueux et réducteurs très puissants. Ainsi, le résultat des collisions décrites dans la Figure 
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12, est la présence presque exclusive de e-aq, OH°, H°, et de H3O+ dans l’eau qui proviennent 

de la radiolyse (175-178). 
 

 
Figure 12. Les différentes étapes de la radiolyse de l’eau. 

 

 

Les différents dommages radio-induits de l’ADN 

- L’ADN et ses différents degrés de compaction 

L’ADN est l’un des constituants essentiels des organismes vivants, représentant plus 

d’un dixième du poids sec des cellules. Un noyau cellulaire humain moyen d’environ 30 μm 

de diamètre contient 3 mètres d’ADN. Toutefois, l’ADN n’est pas organisé de la même façon 

selon la phase du cycle cellulaire. Ainsi, en mitose (phase M), l’ADN est sous forme 

chromosomique, le plus haut degré de compaction alors qu’en phase de synthèse (S), l’ADN 

est sous la forme d’une double hélice telle qu’elle a été décrite par Watson et Crick : celle-ci 

constitue le degré de compaction le moins élevé. Au cours du cycle cellulaire, la double-

hélice s’enroule sur des protéines cylindriques appelés histones pour former le "collier de 

perles" ou modèle solénoïdal. Puis, l’ADN s’enroule encore sur lui-même pour former un 

"scoubidou". Une fois tenu par des protéines d’attachement de la matrice nucléaire (Matrix 

attachment region (MAR) proteins), l’ADN est formé de boucles qui occupent le maximum 

d’espace dans le noyau. 

C’est ce degré de compaction que l’on retrouve dans les cellules quiescentes (en phase 

G0/G1), c’est-à-dire dans la très grande majorité des cellules de notre corps (à l’exception 

de l’épithélium intestinal). Il est à d’ailleurs à noter que même pour les enfants, la majorité des 

cellules sont en phase G0/G1 : c’est seulement lors du développement embryonnaire (passage 

embryon/fœtus) que cette proportion devient minoritaire au profit des cellules en synthèse 

ou en mitose. De même, à l’éventuelle exception de certaines métastases, la quasi-totalité 
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des tumeurs, même proliférantes, contiennent une majorité de cellules en G0/G1. Ainsi, en 

dehors de l’intestin, le modèle le plus représentatif pour étudier la réponse aux radiations 

reste bien les cellules quiescentes. Suivant le degré de compaction (et donc la phase du cycle 

cellulaire), l’endommagement pour une même dose de radiation n’est pas le même et donc 

la réponse aux radiations dépend de la phase du cycle cellulaire (Fig. 13) (cf. § I.2.1.3). 
 

 
Figure 13. Les différents degrés de compaction de l’ADN, les dimensions moyennes 
et la phase dans du cycle cellulaire dans laquelle on les rencontre le plus souvent. 

 

 

- Dépôts d’energie et sévérité des dommages 

Lors de leur développement, les cellules font face à des dommages de l'ADN qu'elles 

peuvent créer elles-mêmes. C'est le cas notamment des cassures de l'ADN en phase S, des 

cassures chromosomiques lors de la mitose ainsi que de certaines cassures spécifiques lors 

de la production des immunoglobulines (recombinaison V(D)J) (179). De plus, certains 

agents physiques ou chimiques, dits génotoxiques (UV, RI, drogues chimiothérapiques) sont 

à l’origine de plusieurs types de dommages de l’ADN. Comme on l’a vu plus haut, les RI 

produisent de larges spectres de dépôts d’énergie. Par les excitations et les ionisations qu’ils 

induisent dans la matière, les microdépôts d’énergie sont donc la cause de la formation 
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d’une grande diversité de radicaux libres, eux-mêmes à l’origine de la formation d’une 

grande diversité de lésions de l’ADN (180, 181). 

Les principaux dommages de l’ADN induits par les RI sont les dommages de bases (DB), 

les cassures simple-brin (CSB) et les cassures double-brin (CDB). La présence de ces 

dommages radio-induits peut avoir des conséquences très différentes selon leur nature 

(182) : 

 il se produit environ 1000 à 10000 DB par Gy pour une irradiation X ou gamma (183). 

Leur réparation est rapide et généralement exécutée en moins de quelques minutes. 

Le mode de réparation prédomine selon la nature du DB : les adduits sont réparés 

par excision-resynthèse (ou NER pour nucleotide excision repair), les mésappariements 

par mismatch repair (MR), et les alkylations par réversion directe (DR) (184). 

 les CSB représentent environ 1000 dommages par Gy pour une irradiation X ou 

gamma (183). Leur réparation est exécutée en quelques dizaines de minutes par des 

processus d’excision-resynthèse (ou BER pour base esxcision repair) et de 

recombinaison (184). 

 les CDB  sont plus rares, de l’ordre de 40 par Gy pour une irradiation X ou gamma 

(183). Les CDB non réparées peuvent conduire, dans certains cas, à la perte définitive 

de l’information génétique contenue dans la zone altérée (185), et potentiellement à 

la mort radiobiologique de la cellule (cf. § I.2.1.4). 
 

À partir des études évoquées précédemment (169, 170), un parallèle a été établi entre 

la nature biochimique des lésions radio-induites de l’ADN et les microdépôts d’énergie. Les 

DB (1000 à 10000 par Gy) sont avec les CSB (1000 par Gy), les évènements biochimiques 

radio-induits les plus fréquents : on estime à 1-10 eV.nm-3 l’énergie nécessaire pour créer un 

DB et 10-100 eV.nm-3 pour une CSB. Les pontages ADN-protéines (150 par Gy) et surtout 

les CDB (40 par Gy par cellule humaine diploïde de type fibroblastique) sont des 

évènements plus rares (185). Pour créer une seule CDB, il faut plus de 100 eV.nm-3 environ. 

Ainsi, la nature biochimique des lésions de l’ADN dépend de la densité d’énergie des 

microdépôts induits par les RI (186) (Fig. 14). 
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Figure 14. Les différents types de dommages radio-induits et leurs caractéristiques 

physiques, biochimiques et biologiques (cours de N. Foray). 
 

 

Alors que les RI produisent un large spectre de dommages de l’ADN de réparabilité 

différente, la nature des mécanismes de réparation et le rythme avec lequel ils sont réparés 

font que de nombreux autres dommages sont créés après l’irradiation pendant la réparation, 

comme on l’a dit plus haut. En particulier, les DB, excisés après reconnaissance par la voie 

d’excision-resynthèse, se transforment en CSB : quelques minutes après la fin de 

l’irradiation, un nombre non négligeable de CSB apparait dans les cellules. Si un trop grand 

nombre de CSB est produit et qu’elles sont opposées à moins de 40 paires de bases de 

distance, alors une CDB peut être formée (187). 

 

- La phase d’induction des CDB 

L’induction des CDB par les RI est considérée comme spontanée à l’échelle des temps 

biologiques. Leur nombre est limité par la taille du génome (cible = noyau) et par l’énergie 

nécessaire pour induire au moins une CDB. Le nombre de CDB radio-induites ne dépend 

pas de la radiosensibilité individuelle. Le nombre de CDB physiquement induites par les 

rayons X (ou gamma) immédiatement après l’irradiation (donc sans effet de réparation), est 

linéairement dépendant de la dose avec une valeur d’environ 40 (37  5) CDB par Gy par 

fibroblaste diploïde humain quiescent et non-transformé (188, 189). Ce taux d’induction de 

CDB dépend de la taille du noyau, de la condensation de la chromatine, du TEL des 
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radiations utilisées et des conditions biochimiques dans lesquelles a été faite la mesure (190). 

Par exemple, le nombre de CDB par Gy est réduit à quelques CDB pour 100 Gy dans les 

levures et les bactéries et à 20 CDB par Gy pour des lymphocytes humains, ce qui 

correspond à une loi globalement proportionnelle au volume de la cellule quelle que soit 

l’espèce. 

 

   I.2.1.2. Reconnaissance et quantification des CDB 

Reconnaissance des CDB 

La phase de reconnaissance des CDB : pendant cette phase, le nombre de CDB 

reconnues par les systèmes de réparation augmente jusqu'à atteindre une valeur maximale 

à un rythme, une valeur et un temps post-irradiation qui dépendent de plusieurs paramètres 

tels que la dose et le facteur individuel. 

L’oxydation qui crée les dommages de l’ADN induits par les RI déclenche une cascade de 

phosphorylations liées de façon causale entre elles et ordonnées temporellement. Ces 

phosphorylations jouent un rôle primordial dans la reconnaissance des dommages, leur 

réparation, le retard du cycle, le déclenchement de la mort cellulaire, ainsi que dans le 

maintien de la stabilité génomique (191). Pour rappel, les réactions de phosphorylation, qui 

correspondent à l’adjonction d'un groupement phosphate (PO32-) de l’ATP à une autre 

molécule, sont catalysées par des phosphotransférases, dont les protéines kinases. 

Dans les années 2000, les observations sur des mutations successives de protéines substrats 

de phosphorylation des protéines ATM et ATR ont permis d’établir une hiérarchie 

temporelle et fonctionnelle entre les phosphorylations : si un substrat en amont n’est pas 

phosphorylé, le substrat qui aurait dû être phosphorylé en aval immédiatement après lui ne 

le sera pas et cette absence de phosphorylation aura une conséquence fonctionnelle précise. 

Ainsi, en mutant un des substrats, ou en empêchant sa phosphorylation, on peut vérifier sa 

place dans la hiérarchie fonctionnelle et ordonnée des phosphorylations radio-induites (191) 

(Fig. 15). 
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Figure 15. Hiérarchie des évènements après un stress génotoxique 

dépendant d’ATM ou d’ATR (Cours de N. Foray). 
 

 

Les protéines kinases ATM et ATR jouent un rôle essentiel dans la reconnaissance et 

dans les phosphorylations radio-induites (192, 193). Ces kinases sont activées 

différemment : ATM réagit au stress oxydatif qui provoque l’induction des CDB, alors 

qu’ATR s’active en réponse à d’autres formes de dommages de l’ADN tels que ceux 

observés dans les fourches de réplications bloquées (192, 194). 

 

Lors de l'activation des sérine-thréonine kinases ATM ou ATR (193, 195), des résidus 

SQ (sérine + glutamine) ou TQ (thréonine + glutamine) sont phosphorylés (pour la kinase 

DNA-PK ce sont les résidus SQE/TQE, E étant l’acide glutamique). Or, il se trouve que le 

variant X de l’histone H2A, un des principaux supports de l’ADN, porte de tels résidus (196-

198). La phosphorylation de ces résidus par les sérine-théronine kinases fait partie des 

événements les plus précoces qui suivent la formation physique des CDB. Ainsi, l’utilisation 

d’un anticorps spécifique de la forme phosphorylée de l’histone H2AX (γH2AX), montre la 

présence de nombreux foci dans le noyau des cellules irradiées. Il existe une étroite 

corrélation entre le nombre de foci γH2AX et le nombre de CDB induites après irradiation 

(199, 200). Une corrélation directe a été observée entre le nombre de foci et le nombre de CDB 

produites par la désintégration de 125I incorporé dans l’ADN de cellules, démontrant que 

chaque focus représente une cassure et que chaque CDB forme un focus (201). 
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Il est aussi important de noter que la phosphorylation de H2AX est étroitement liée à la 

reconnaissance des CDB qui seront réparées par un mode très spécifique : la réparation par 

suture. Comme la suture est le mode de réparation très majoritaire chez les mammifères et 

les cellules quiescentes (état très majoritaire des cellules humaines), il est logique d’observer 

avec les foci γH2AX la totalité des CDB radio-induites. Il faut donc aborder aussi la notion 

de réparation des dommages de l’ADN pour mieux comprendre la forme de la relation 

dose-effet. 

 

Techniques de quantification des CDB  

Plusieurs méthodes ont été développées depuis les années 70 dans le but de 

quantifier le nombre de CDB. Jusque dans les années 2000, les CDB étant "des trous dans 

l’ADN", les techniques eurent toutes en commun le fait de ne jamais mesurer directement 

les CDB, mais plutôt des fragments d’ADN à travers leurs propriétés mécaniques et 

électrophorétiques ou par le degré de relaxation de la chromatine que ces cassures peuvent 

produire. Le calibrage (c’est-à-dire la déduction du nombre réel de CDB à partir des données 

expérimentales) se faisait généralement grâce à de l’ADN marqué radioactivement avec de 

l’125I. En effet, chacune des cascades Auger produites donne une énergie suffisante pour 

former une seule CDB (202-204). Toutefois, le point faible de la plupart de ces méthodes est 

le fait de nécessiter des doses importantes (plusieurs dizaines de Gy) pour obtenir un grand 

nombre de fragments pour pouvoir mesurer un signal, alors qu’il suffit de quelques Gy pour 

induire la létalité cellulaire (205). La connaissance du lien entre la dose et l’effet apparait 

donc cruciale. 

 

L’immunofluorescence est la technique la plus utilisée actuellement. Elle est basée 

sur l’hybridation de sondes fluorescentes avec des anticorps dirigés contre des protéines 

d’intérêt. C’est notamment le cas pour les protéines impliquées dans la reconnaissance et la 

réparation des CDB, comme on le verra pour pATM (formes phosphorylées de la protéine 

ATM) et γH2AX (formes phosphorylées du variant H2AX de l’histone H2A) qui se 

relocalisent de façon ponctuelle en formant des foci lumineux sur les sites de ces cassures 

(Fig. 16) (200). Alors que la plupart des foci nucléaires sont quantifiables pour des doses de 

l’ordre du Gy, la limite de cette technique se trouve à la fois dans la difficulté du comptage 

des foci pour des doses élevées mais aussi dans les artéfacts de la fluorescence. De plus, des 
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artéfacts spécifiques ont été observés dans le cas de la co-immunofluorescence : quand deux 

couleurs sont utilisées, on observe souvent une superposition des foci qui suggère une co-

localisation des protéines. Pourtant, une telle superposition est principalement causée par 

les chevauchements des spectres d’émissions et d’excitation des marqueurs de protéines 

utilisés. Cet artéfact de co-immunofluorescence appelé en anglais bleed-through est à l’origine 

de nombreuses fausses interprétations (206). 

 

 
Figure 16. Exemple d’immunofluorescence par marquage avec un anticorps anti-γH2AX. 

Chaque foci reflète un site de CDB (données du laboratoire). 
 

 

   I.2.1.3. Réparation des CDB 

Pendant la phase de réparation des CDB, le nombre de CDB diminue jusqu'à une 

valeur résiduelle, à un rythme qui dépend de plusieurs paramètres tels que la dose et le 

facteur individuel. 

Pour les mammifères, il existe deux modes de réparation des CDB : 

 la recombinaison, majoritaire au cours des phases S, G2 et M du cycle cellulaire, 

 la suture ou (NHEJ : non-homologous end-joining), prédominante pendant la phase G1. 

 

Les cellules de mammifères sont en grande majorité dans la phase G0/G1. Ainsi, la 

prédominance de la réparation par suture, principalement active en G0/G1, en fait une 

spécificité des mammifères. Par ailleurs, cette dualité de voies de réparation peut être 

illustrée par "le modèle dit de la chaussette" : « comme le raccommodage des chaussettes, 2 

techniques sont possibles pour réparer l’ADN : la suture, qui consiste à rapprocher les brins cassés et 

les liguer ; et le rapiéçage (ou recombinaison) qui consiste à insérer un brin coupé dans le trou formé 

par la première cassure. Ce mode de réparation produit donc 2 autres cassures. C’est donc un mode 

de réparation qui casse » (207). Le modèle de la chaussette permet de mieux comprendre les 
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conséquences cliniques de non-réparation ou de mauvaise réparation suivant le mode de 

réparation choisi (Fig. 17). 
 

 
Figure 17. Représentation du "modèle de la chaussette". Une CDB est soit suturée (sans échange de 
brins), soit "rapiécée" (recombinée, avec échange de brins). Les conséquences cliniques des défauts ou 
des manques de contrôle des 2 modes de réparation sont précisées. La recombinaison s’accompagne 
souvent de l’induction d’autres cassures, elles-mêmes subissant la recombinaison (phénomène d’hyper-
recombinaison) (207). 

 

 

La réparation par recombinaison homologue 

La réparation par recombinaison consiste à remplacer la séquence endommagée par 

une séquence d’ADN prise "au hasard". En fait, dans le cas de la mitose, au moment où des 

régions chromosomiques sont bien définies, ou dans le cas des petits génomes, cette 

séquence peut être identique et homologue (RH, recombinaison homologue) (208). Dans le cas 

inverse (non-homologue), on parle alors de recombinaison illégitime ou non-homologue 

(209). La reconnaissance des CDB réparées par recombinaison est assurée par les anneaux 

heptamériques Rad52 qui coulissent le long de l'ADN. Une fois l'anneau proche de la 

cassure, la protéine Rad51 est recrutée et forme un nucléofilament qui rapproche les brins 

homologues (ou non-homologues) près du site de réparation. La formation de ce 

nucléofilament met en jeu une multitude de protéines comme les protéines RPA (Replication 
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Protein A), XRCC2 et XRCC3 ainsi que les protéines BRCA1 et BRCA2 (Fig. 18). Cependant, 

les étapes exactes suivant la reconnaissance des CDB par Rad52-Rad51 sont encore 

méconnues dans les cellules humaines (210). 

 

Alors que l'absence de toute recombinaison homologue est létale chez les 

mammifères (non-viabilité), il a été montré qu’un manque de contrôle de la recombinaison 

pouvait contribuer à une forte instabilité génétique : c'est l'hyper-recombinaison (211, 212). 

Par ailleurs, la surexpression de Rad51 a été observée dans de nombreuses cellules 

tumorales induisant un fort taux de recombinaison. Les aberrations chromosomiques 

typiques d'un manque de contrôle de la recombinaison sont les translocations, souvent 

associées à différents types de cancer (192). 

 

La réparation par suture NHEJ 

Pour les cellules de mammifères, la réparation par suture (non-homologous end-

joining [NHEJ]) est le principal système de réparation des CDB. La protéine Ku80 s’associe 

à la protéine Ku70 (213), et cet hétérodimère coulisse le long de l’ADN. Au niveau de la 

cassure, il recrute la protéine DNA-PKcs. Ces trois protéines forment le complexe DNA-PK, 

qui a une fonction de kinase essentielle dans le processus de réparation NHEJ : cette kinase 

phosphoryle certaines protéines histones. Les protéines de réparation (Ligase 4 et XRCC4) 

sont ensuite recrutées pour liguer les deux extrémités de l’ADN (Fig. 18). Les erreurs 

chromosomiques typiques d'un défaut de suture NHEJ sont généralement des délétions qui 

peuvent être associées à une forte radiosensibilité et une immunodéficience sévère (214). Ce 

modèle très populaire oublie de façon surprenante la protéine ATM alors que celle-ci est 

requise dès les premières minutes de l’irradiation. D’ailleurs, la mutation de DNA-PK 

n’entraîne un changement de rythme de réparation qu’à partir de la première heure alors 

que la mutation d’ATM concerne tous les temps de la cinétique de réparation (190, 215). 

 

Le paradigme actuel de la réparation des CDB 

Une fois ces principes généraux énoncés, il faut évoquer les aspects historiques liés à 

ces 2 modes de réparation. En effet, prône aujourd’hui une vision duale qui oppose la 

recombinaison homologue de la suture non-homologue. Pour expliquer ce paradigme, un 

rappel sémantique s’impose. La recombinaison est le premier mode de réparation qui a été 
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mis en évidence, très probablement parce que les données sur les bactéries et les levures 

étaient plus abondantes que celles issues des cellules humaines et que les micro-organismes 

se prêtaient mieux aux manipulations génétiques. 

Pour ces micro-organismes caractérisés par un petit génome et toujours en prolifération 

intense (donc avec une phase G2/M prépondérante), la recombinaison est plutôt homologue 

et possède une forte probabilité d’être fidèle car les séquences échangées seront moins 

variées (190, 216). 

Dans les années 1980, quand la réparation par suture fut mise en évidence, la recombinaison 

homologue était si présente dans les esprits que le terme suture fut affublé de l’adjectif non-

homologue. Pourtant la notion d’homologie des brins n’a pas de sens en G0/G1 (que 

signifierait "suture homologue" ?). Cette dualité recombinaison homologue/suture non-

homologue constitua alors le seul paradigme possible pendant des années (217). 
 

 
Figure 18. Principales voies de réparation des CDB (Cours de N. Foray). 
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Toutefois, la NHEJ tout comme la RH ne pouvaient expliquer la propagation des 

erreurs et la transformation cellulaire liée à une mauvaise réparation si ces deux modes 

étaient considérés comme fidèles. En effet, une telle vision excluait l’existence d’un troisième 

mode de réparation, une recombinaison qui s’effectuerait au hasard, ou du moins avec un 

échange de brins d’une grande variété, tout-à-fait possible en G0/G1 par l’action de 

nucléases. Notre modèle a intégré cette remarque importante (190, 216, 218) et nous y 

reviendrons dans les chapitres suivants. 
 

Rôle de la protéine ATM dans la réponse aux dommages de l’ADN 

Le rôle de ATM a été mis en évidence à partir de 1995, année de la découverte de la 

mutation du gène ATM causant l’ataxie télangiectasique (AT), syndrome associé à une 

hyper-radiosensibilité et une forte prédisposition au cancer (219). ATM est présente sous 

forme de dimères dont les monomères se phosphorylent mutuellement. On parle 

d’autophosphorylation alors que ce terme est impropre et devrait être remplacé par trans-

phosphorylation. L’induction des CDB a été reliée à la dissociation des dimères d’ATM sous 

forme de monomères (220). C’est également ainsi que la protéine ATM serait activée. En 

particulier, ATM phosphoryle la protéine NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome) qui fait 

partie du complexe MNR (Mre11/NBS/Rad50) présent au niveau des sites de dommages. 

La phosphorylation de NBS stabiliserait le complexe MNR et permettrait le recrutement de 

molécules ATM supplémentaires au niveau du dommage (221). Le complexe MNR 

augmenterait ainsi l’activité kinase d’ATM "par rétro-contrôle" (feed-back) (222). ATM ainsi 

suractivée interviendrait au niveau des points de contrôle du cycle cellulaire, en 

phosphorylant un grand nombre de substrats, comme les protéines de checkpoint Chk1 

et/ou Chk2 (Checkpoint kinase 1 ou 2) et la protéine p53. De nombreux modèles d’action 

d’ATM comme celui-ci ont déjà été établis. Toutefois, ceux-ci sont généralement basés sur 

des cellules transformées, sans réelle recherche d’un lien quantitatif avec la dose de 

radiation en particulier ou de stress génotoxique en général. Ils ont également été établis à 

partir d’immunoblots effectués sur des extraits protéiques "totaux" c’est-à-dire mêlant 

cytoplasme et noyau et dans des conditions de stress souvent irréalistes (217). Nous nous 

proposons donc dans cet ouvrage de ne retenir que les conclusions dépourvues, dans la 
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mesure du possible, de tout artéfact technique ou de conditions expérimentales qui 

correspondent à la réalité clinique. 

 

En 2015, il existait un consensus ou plutôt un paradigme concernant la localisation 

de la protéine ATM : celui de la considérer comme nucléaire, simplement parce que le rôle 

de cette kinase est majeur dans la réparation des CDB de l’ADN et plus généralement dans 

la réponse au stress génotoxique (223, 224). Ce paradigme faisait écho à celui qui considérait 

que la radiosensibilité trouvait ses causes dans les défauts de réparation de l’ADN. Pourtant, 

aucune publication sur des extraits uniquement nucléaires ou des observations par 

immunofluorescence ne venait consolider ce paradigme. En d’autres termes, sans preuve 

expérimentale, la plupart des chercheurs considéraient la localisation cytoplasmique de 

ATM en immunofluorescence comme non-spécifique ou artéfactuelle (Fig. 19). Quelques 

études avaient pourtant montré qu’ATM se trouvait majoritairement dans le cytoplasme de 

certaines cellules, notamment dans les cellules de cervelet humain et des souris Purkinje 

(225, 226). Mais ces travaux étaient peu cités. De plus, chez les patients souffrant d'AT, 

certains traits sont liés à des fonctions cytoplasmiques : le niveau élevé de facteurs de 

croissance (227), l'insulino-résistance (228), la modification du cytosquelette (229), le déficit 

de l'immunité humorale (230), les modifications de la régulation des canaux K+ (231). Là 

encore, jamais ces observations cliniques ne venaient troubler l’hypothèse "nucléaire" 

d’ATM. D’ailleurs, si des formes d’ATM sont cytoplasmiques, il faut aborder la possibilité 

que celles-ci puissent passer dans le noyau, en réponse ou non à un stress. Ainsi, certaines 

études se focalisèrent sur un mode de transport actif impliquant des séquences de 

localisations nucléaires (site NLS pour Nuclear Localization Sites) portés par ATM, et qui 

seraient responsables du transit cyto-nucléaire de la kinase (232). Là encore, il n’existait 

aucun consensus sur un éventuel passage de ATM du cytoplasme au noyau et encore moins 

sur son mode d’action : en fait, les NLS s’avérèrent de piètres indices pour les 

radiobiologistes car ils restent intacts après irradiation, suggérant que la notion de transit 

cyto-nucléaire radio-induit doit impliquer d’autres processus actifs.  
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Figure 19. Images d’immunofluorescence avec un anticorps anti-pATM sur des fibroblastes cutanés. On 
observe notamment une partie importante de marquage cytoplasmique (Données du laboratoire). 
   I.2.1.4. Mort ou survie cellulaires 

Prédominance des CDB dans la létalité cellulaire 

En dépit du fait que les CDB sont les dommages radio-induits de l’ADN les plus 

rares, elles sont les événements-clés de la létalité cellulaire. Ce lien privilégié entre CDB non-

réparées et mort cellulaire peut être illustré par au moins trois arguments : 

 chez les bactéries comme chez les levures, une CDB résiduelle est létale (203). Par 

exemple, la souche rad 54-3 qui répare les CDB à 23°C est radiorésistante quand elle 

est irradiée à cette température. A l'inverse, incapable de réparer les CDB à 36°C, cette 

souche devient alors 100 fois plus radiosensible (185). 

 dans la période 1980-2000, une déficience de réparation des CDB a été observée pour 

plusieurs lignées cellulaires humaines. Ce fut le cas des lignées ATM-/- (233, 234), de 

la lignée fibroblastique 180BR qui provient d'un patient leucémique radiosensible 

LIG4-/- (235), des lignées tumorales DNA-PK-/- M059J (236), BRCA1-/-HCC1937 et 

BRCA2-/- Capan-1 (237) : les taux de CDB résiduelles à 24 h sont de l'ordre de 40% 

alors qu'ils ne sont plus mesurables chez les témoins. Ces quatre lignées déficientes 

pour la réparation des CDB sont hyper-radiosensibles (survie à 2 Gy de l’ordre de 1 

à 5%). Enfin, en 2008, une étude systématique de 8 syndromes humains 

radiosensibles majeurs a montré qu'il existe une relation entre le taux de CDB non 

réparées et la radiosensibilité (189) : les syndromes génétiques liés à un défaut de 

réparation des CDB étant systématiquement associés à une radiosensibilité (238). 
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 une CDB non réparée conduit à une cassure chromosomique puis à un micronoyau 

si celle-ci n’est pas réparable. Or, il existe une relation quantitative entre les cassures 

chromosomiques et micronoyaux et la létalité cellulaire (239). 

 

À la fin du XIXème siècle, la plupart des types de morts cellulaires était connue, grâce 

aux pionniers, qui patiemment décrivirent avec force détails ce qu’ils observaient au 

microscope (240, 241). Ainsi, on ne parlait pas de "la" mort cellulaire mais bien "des" morts 

cellulaires. Avec l’usage des rayons X, s’est posée la question des spécificités de chaque type 

de morts et de leur contribution relative à la mort globale en fonction de la dose de radiation. 

Comme on le verra plus loin, il existait peu de points communs entre ces morts à l’exception 

d’une notion fondamentale : l’arrêt de prolifération, ou plutôt l’arrêt de la clonogénicité, 

c’est-à-dire la capacité à donner des cellules-filles. La mort radiobiologique d’une cellule fut 

donc définie par convention par la perte définitive de sa capacité de division. Ainsi, une cellule 

rendue stérile par l’irradiation est considérée comme morte. Cette définition entraîne des 

conséquences importantes : 

 on oublie souvent qu’une cellule "condamnée à mort" peut, avant sa disparition 

physique, continuer à métaboliser et notamment à réparer les dommages induits dans 

l’ADN (190). Par exemple, après des doses 4 à 20 fois supérieures à la dose létale 

moyenne, les cellules sont mortes (stérilisées) mais réparent leur ADN (188). En effet, 

la notion de mort est définie à l’échelle de la cellule, alors que la réparation, qui peut 

s’effectuer dans un tube à essai contenant, eau, sels, protéines et ADN, est une notion 

moléculaire (la mort "moléculaire" refléterait ici la destruction des protéines et de 

l’ADN). 

 cette définition convient bien à la radiothérapie anti-cancéreuse qui tente de stopper 

définitivement la prolifération de la tumeur, sans pour autant exiger une disparition 

physique immédiate. En effet, une tumeur, contrainte dans son volume pendant un 

certain temps, peut montrer des signes de destruction et disparaitre. A l’inverse, des 

cellules mortes peuvent poursuivre quelques cycles cellulaires et stopper ensuite 

définitivement leur croissance : c’est le cas des clones abortifs qui montrent l’aspect de 

petites colonies. Il a fallu définir la notion de "colonie". Par convention, on considère 

qu’une colonie est le résultat d’au moins 50 cellules filles, c’est-à-dire qu’elle a été 

produite par au moins 5 doublements (25 = 32 ; 26 = 64) (178).  
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La perte de capacité de division est la conséquence de plusieurs types de réponses 

aux RI. En effet, trois types de morts radio-induites définies fonctionnellement ont été 

répertoriés : la mort mitotique, la mort par sénescence et la mort apoptotique : 

 La mort mitotique : Le fragment chromosomique issu d’une cassure de l’ADN est 

soumis aux mêmes phénomènes d’aspiration que les chromosomes entiers. 

Cependant, si le fragment ne porte pas de centromère (il est dit acentrique), il est 

expulsé du noyau sous la forme d’un micronoyau (c’est l’exonucléose). Il peut rester 

dans le cytoplasme un certain temps, voire pendant un ou deux cycles et subir, 

comme le noyau principal, les condensations/décondensations de la chromatine 

suivant les phases du cycle. L’exocytose du micronoyau est la dernière étape de ce 

phénomène appelé mort mitotique. La mort mitotique est considérée comme le type 

de mort radio-induite le plus répandu. Le nombre de micronoyaux augmente 

linéairement avec la dose. Il a été corrélé à l'effet létal des radiations ionisantes (205, 

242) (Fig. 20). 

 L’apoptose : L’apoptose est une mort dite programmée déclenchée par une CDB non 

réparée (243). Elle se traduit par une libération d’endonucléases qui digèrent 

massivement l’ADN (244, 245). L’apoptose requiert généralement une protéine p53 

fonctionnelle (246). Contrairement à la mort mitotique, l’apoptose se produit le plus 

souvent en interphase (G1, G2) (Fig. 20). 

 La sénescence : Plus récemment encore, l’arrêt irréversible en G1 a été décrit lui aussi 

comme une cause de mort radiobiologique (247). L’arrêt irréversible en G1 est 

également associé à une CDB non réparée et dépend de p53 mais surtout de p21 (248). 

A l’inverse de l’apoptose, il est abondant chez les fibroblastes témoins (en moyenne, 

67% de cellules sont définitivement arrêtées avec une dose de 4 Gy) et il est 

compatible avec une existence prolongée de la cellule (on la compare souvent à une 

forme de vieillissement, la sénescence) (Fig. 20). 

 

On peut ajouter à cette liste un quatrième type de mort, l’intercinèse, qui décrit la 

disparition physique quasi-immédiate de la cellule après des doses de radiations de 

plusieurs milliers de Gy, doses à partir desquelles l’effet thermique des radiations devient 

dominant. D’autres termes de mort cellulaire (comme l’oncose ou la pyknose) ont été définis 
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après observation au microscope et correspondent plutôt à des états particuliers des morts 

précédentes, notamment au niveau des tissus plutôt qu'au niveau de cellules individuelles. 

L’autophagie (249) ainsi que l’ontose (250) sont également citées mais la fréquence de ces 

types de mort pour des doses de radiations "raisonnables" semble bien inférieure aux trois 

types de morts précitées. 

 

 
Figure 20. Représentation schématique de la contribution relative des différents types de mort cellulaire 
dans une population de cellules non-lymphocytaires et en croissance exponentielle après irradiation. La 

mort par sénescence serait majoritaire si les cellules étaient irradiées en quiescence. 

 

 

Le test de clonogénicité : technique de référence en radiobiologie 

La définition de la mort cellulaire est à la base du test de référence de la 

radiobiologie : la méthode des colonies ou test clonogénique. Ce test consiste à irradier un 

nombre connu de cellules puis à en quantifier les colonies issues des cellules filles (en 

respectant la définition des colonies expliquée plus haut) (251). Plus les colonies sont 

nombreuses, plus la cellule est radiorésistante. Les courbes de survie sont représentées dans 

un graphe semi-logarithmique et illustre la relation dose (abscisse linéaire) - survie 

(ordonnée logarithmique) (Fig. 21). 

 



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1

62

Figure 21. Représentation schématique de la survie clonogénique en fonction de la dose de radiation en 
utilisant l’échelle semi-logarithmique ou linéaire. La courbe en pointillés représente une lignée 

radiosensible, la courbe en traits représente une lignée radiorésistante.

En 1956, Puck et Marcus proposèrent d’utiliser le test in vitro des colonies pour 

quantifier la radiosensibilité. Les premiers tests clonogéniques in vivo furent proposés par 

H.B. Hewitt et C.W. Wilson (252). Comme on le verra dans les prochains chapitres, chaque 

lignée cellulaire est caractérisée par une seule réponse propre ou radiosensibilité intrinsèque

(253).

La relation entre la survie clonogénique S et la dose D de radiation est l’une des formules 

mathématiques les plus importantes de la radiobiologie. Depuis les années 1970, elle est 

décrite comme l’exponentielle négative d’un polynôme du second degré par la formule 

suivante :

                                                  S(D) = exp(-αD-βD2)                       [3]

où α et β sont des variables d’ajustement.

Un rapport α/β élevé (> 5 Gy) signe classiquement une sensibilité à une forte dose totale et 

serait vecteur d’effets radio-induits précoces, tandis qu’un rapport α/β faible (0.5–5 Gy) 

traduit plutôt une sensibilité à une forte dose par séance et favorable à une radiotoxicité 

tardive (176, 254) ; le tout expliquant l’effet différentiel précédemment décrit (cf. § I.1.2.1).
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Ce modèle dit linéaire-quadratique (LQ) a fait l’objet d’intenses recherches dans le but 

d’apporter une interprétation biologique aux paramètres α et β. Jusqu’en 2016, aucune 

théorie n’a pu convaincre la communauté scientifique (255-257).   

La méthode des colonies, bien que contraignante, chronophage, et nécessitant un savoir-

faire en culture cellulaire, est restée à ce jour la méthode de référence de mesure de la 

radiosensibilité cellulaire. Pourtant, l’inconvénient d’attendre 7 à 17 jours que les colonies 

se forment a incité certains scientifiques à développer d’autres tests : les tests d’exclusion, 

de non-exclusion ou tests dits de viabilité cellulaire. Certaines drogues, comme le MTT 

(bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium), possèdent la propriété 

d’incorporer le cytoplasme ou le noyau si la cellule métabolise ou ne métabolise plus au sens 

électrique (mitochondrial) du terme (258). Ainsi, dans le cadre d’un test d’exclusion, si les 

cellules sont colorées, elles sont considérées comme "non viables donc mortes". L’avantage 

de cette technique est que la coloration est immédiate. Il faut toutefois insister sur la 

confusion qu’il peut y avoir entre la notion de non-viabilité et celle de mort cellulaire. En 

effet, comme on le verra plus loin avec la sénescence, une cellule irréversiblement arrêtée en 

G0/G1 est considérée comme morte mais les tests de non-viabilité resteront négatifs dans 

ce cas : les tests de non-viabilité peuvent donc sous-estimer la mort radiobiologique. 

 

I.2.2. Radiobiologie clinique : de la mort cellulaire à l’individu irradié 

   I.2.2.1. La radiosensibilité individuelle 

Radiosensibilité : histoire d’un mot 

À l’exception de Victor Despeignes en Juillet 1896 et de quelques tentatives isolées de 

radiothérapie (5), les rayons X furent surtout utilisés au début du XXème siècle pour la 

radiographie voire pour la radio-épilation (259, 260). C’est probablement surtout cette 

dernière approche inattendue qui a documenté directement ou indirectement les réactions 

tissulaires radio-induites que l’on appelait alors "brûlures radiques". La fréquence de ces 

événements tissulaires ont conduit les radiobiologistes à faire l’hypothèse de la nocivité des 

rayons X et de la sensibilité des tissus aux rayons X (261, 262). Toutefois, l’origine du mot 

"radiosensibilité" remonte probablement à la naissance du terme "radioactivité" inventé par 

les Curie à la même période. Il faut en effet rappeler certaines études pionnières : 

 la communication de 1901 où Pierre Curie relate l’expérience qu’il a faite sur lui-

même avec une fiole contenant du baryum radifère déposée sur son avant-bras (263) ; 
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 les travaux de Louis Tribondeau et Jean Bergonié à Bordeaux en 1906 (264) 

aboutissant à la loi dite de Tribondeau et Bergonié (265), qui s’avéra fausse (215) ; 

 les travaux que mena Claudius Regaud à Lyon de 1906 à 1911 et qui posèrent les 

bases de la radiobiologie (241). En 1908, Regaud écrit « C’est la chromatine nucléaire qui 

est la partie la plus sensible des cellules » (Fig. 22). 

Ainsi, alors que l’on parle volontiers au début du XXème siècle de la notion de 

"sensibilité aux rayons", le premier usage du mot "radiosensibilité" se perd dans la décade 

1900-1910. Dans le corpus de la Bibliothèque Nationale de France, la première occurrence 

de "radiosensibilité" est observée paradoxalement en Mars 1910 sur la traduction d’une 

communication du médecin allemand Joseph Wetterer sur la radiothérapie des néoplasmes 

sous-cutanés, communication présentée lors du Congrès International de Physiologie à 

Paris (266). Il a été difficile de trouver des études contenant "Strahlenempfindlichkeit", 

traduction allemande du terme "radiosensibilité" dans cette même période. En fait, ces 

occurrences, qu’elles soient françaises ou allemandes apparaissent dans des citations, sans 

doute apocryphes, des communications de la décade 1900-1910 mais datant des années 

1920-30 et donc ne peuvent constituer une preuve d’usage de cette époque pionnière. 

 

 
Figure 22. Notes manuscrites de Claudius Regaud (Archives Fonds Regaud de l’Institut Curie). 

 

 

Radiosensibilité : dermites, cancer ou cataractes ? 

Comment définir aujourd’hui le terme radiosensibilité. Il apparaît en effet qu’à 

chaque fois que l’on retrouve ce terme, une signification différente apparaisse. Ainsi, quand 

on parle de radiosensibilité de la peau, on parle généralement de dermites. Mais quand on 

parle de radiosensibilité du sein, c’est le cancer radio-induit du sein dont on veut parler. 

Enfin, quand on parle de la radiosensibilité de l’œil, c’est aux cataractes que l’on pense. Or, 

biologiquement, des dermites, un cancer du sein ou une cataracte sont des notions très 

différentes (238). 
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Reyenons qu’une analyse syntaxique plus fine, menée dans notre Unité de Recherche par 

Manon Britel, suggère plusieurs périodes dans l’utilisation et le sens du terme 

"radiosensibilité". Depuis la découverte des rayons X jusqu’en 1929-30, date du premier 

congrès international de radiologie, le terme "radiosensibilité" désigne plutôt la survenue 

des réactions tissulaires après irradiation. Après 1924, date du premier Congrès de 

Radiologie, la confusion existe entre l’acception historique et le risque de cancer radio-

induit, probablement liée à l’usage du terme anglophone "radiosensitivity". D’ailleurs, cette 

confusion existe toujours puisque les phrases citées dans les documents de la Commission 

Internationale de Radioprotection (CIPR) comme « Les enfants sont plus radiosensibles que les 

adultes » ou « le sein est l’organe le plus radiosensible » où la signification de la radiosensibilité 

est plutôt relative au risque de cancer radio-induit qu’à la survenue de réactions tissulaires. 

Une telle confusion pose le problème de la compréhension du lien possible entre 

radiosensibilité et prédisposition au cancer. Ce lien est complexe : les syndromes 

caractérisés par une grande radiosensibilité, comme l’ataxie télangiectasique, sont associés 

à de fortes prédispositions au cancer. En revanche, certains syndromes, comme le syndrome 

de Li-Fraumeni, causé par des mutations hétérozygotes de p53, sont également associés à 

une forte prédisposition au cancer mais sans qu’il y ait de radiosensibilité tissulaire 

significative (238) : dans ce cas précis, on n’interdira donc pas la radiothérapie mais on 

limitera le champ d’irradiation pour atteindre le moins de tissus sains possibles. 

Afin de mettre fin à la confusion entre les différentes acceptions du terme "radiosensibilité" 

(risque de réactions tissulaires radio-induites ou risque de cancers radio-induits ou 

phénomènes de vieillissement radio-induit), nous avons été à l’initiative de la proposition 

suivante (267) (Fig. 23) : 

 conserver la définition historique de "radiosensibilité" en le définissant comme la 

capacité ou la prédisposition à montrer des réactions tissulaires après irradiation ou 

toutes conséquences cliniques d’une irradiation liées directement à la mort cellulaire; 

 proposer le terme "radiosusceptibilité" pour désigner la capacité ou la 

prédisposition à montrer des cancers radio-induits, ou toutes conséquences cliniques 

d’une irradiation liées directement à la transformation cellulaire; 

 proposer le terme "radiodégénérescence" pour désigner la capacité ou la 

prédisposition à montrer une maladie neurodégénérative ou toutes conséquences 

cliniques d’une irradiation liées directement à un vieillissement cellulaire accéléré. 
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Figure 23. Les 3 conséquences cliniques majeures d’une irradiation (267). 

 
 

Ainsi, à chaque type de conséquences cliniques d’une irradiation, on peut associer 

une définition claire en relation avec la réponse biologique aux radiations. Mais une telle 

vision révèle des faits importants : 

 d’une part, on s’aperçoit que certains organes ou tissus montrent des risques 

spécifiques pour au moins l’une des 3 notions prédéfinies. Par exemple, le cristallin 

est plutôt associé au vieillissement accéléré avec les cataractes (pas de cancer du 

cristallin ?) alors que la rétine est plutôt associée au cancer (rétinoblastome, pas de 

vieillissement de la rétine ?). De même, alors que le cancer du muscle cardiaque est 

extrêmement rare, on peut observer des phénomènes de vieillissement du système 

cardio-vasculaire. En revanche, pour la peau, on peut à la fois observer du 

vieillissement et des cancers (ex : mélanomes). 

 d’autre part, au niveau des individus, il semble que radiodégénérescence et 

radiosusceptibilité s’excluent mutuellement pour un organe donné mais peuvent 

ensemble caractériser un individu. Par exemple, le syndrome de Rothmund-

Thomson est caractérisé par des cataractes juvéniles mais aussi des ostéosarcomes. 

Et ce syndrome est associé à une radiosensibilité modérée mais significative. On peut 

donc parler de syndrome radiosensible associé, suivant les organes, à la 

radiosusceptibilité ou bien à la radiodégénérescence (267). Les exemples donnés plus 

haut montrent que le syndrome de Li-Fraumeni n’est pas associé à une 

radiosensibilité significative mais plutôt caractérisé par une très forte 
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radiosusceptibilité. Les mutations homozygotes du gène ATM qui causent l’ataxie 

telangiectasique conduisent à une très forte radiosensibilité (la plus élevée chez 

l’homme), à une forte radiosusceptibilité (prédisposition aux lymphomes et aux 

leucémies) mais aussi à une radiodégénérescence (destruction des cellules de 

Purkinje) (267). 

 

Radiosensibilité : son existence et son impact 

La réponse interindividuelle de la population générale à une dose standardisée de RI 

est aujourd’hui décrite par certains auteurs influents comme une courbe gaussienne, 

caractérisée par une valeur moyenne et sa déviation standard. Toutefois, aucun essai 

systématique n’a étayé une telle représentation (268) (Fig. 24). D’ailleurs, la représentation 

de la Figure 24A implique l’existence d’individus hyper-radiorésistants en nombre 

équivalent à celui des individus hyper-radiosensibles et que, toujours suivant cette 

hypothèse, le tableau clinique le plus probable est une radiosensibilité intermédiaire. Cette 

théorie "symétrique" ne va pas dans le sens dans le consensus adopté par la CIPR depuis 

plusieurs décennies (radiorésistance uniforme de la population). Cette théorie ne va pas non 

plus dans le sens du faisceau d’hypothèses suivant : si la cellule meurt car elle n’a pas réparé 

un nombre suffisant de dommages de l’ADN, la mort peut intervenir pour n’importe quel 

nombre de dommages pour peu que celui-ci soit au-dessus d’un certain seuil. En revanche, 

ces situations ne peuvent ne pas être équiprobables : il serait plausible que présenter un 

nombre faible de dommages non-réparés soit plus fréquent que de montrer un taux élevé 

de dommages non-réparés. Ainsi, plus la radiosensibilité serait marquée, plus elle serait rare. 

Cette hypothèse va également dans le sens de l’épidémiologie génétique : des syndromes 

comme l’ataxie telangiectasique liée à l’hyper-radiosensibilité ont une incidence de 1/100 

000 dans la population alors que les mutations de BRCA1 ou BRCA2 liés à une 

radiosensibilité tissulaire beaucoup plus faible ont une incidence de 1/500 à 1/1000 (261). 

Concernant la radiorésistance, quand tous les dommages de l’ADN sont réparés en-dessous 

du seuil évoqué plus haut, la cellule ne peut réparer plus et donc ne peut survivre plus. 

Ainsi, même si on peut imaginer une radiorésistance extrême et une radiosensibilité 

extrême, un nombre-seuil de quelques dommages de l’ADN par cellule impliquerait 

nécessairement une hyper-radiorésistance "butoir" mais une plus grande variété dans les 

niveaux de radiosensibilité. Si « plus la radiosensibilité est marquée, plus elle est rare » est une 
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assertion vraie, on devrait obtenir alors une représentation semi-gaussienne de la 

radiosensibilité dans la population générale, telle que la Figure 24B le montre. La sous-

population des hyper-radiosensibles ataxiques qui présente une discontinuité dans la 

représentation que propose Burnet et al. en 1998, s’intégrerait alors dans la représentation 

asymétrique que nous proposons : la population serait alors globalement radiorésistante, 

c’est-à-dire sans réaction tissulaire, ce qui corroborerait les données épidémiologiques (262) 

et suggérerait l’existence non négligeable d’une sous-population à la radiosensibilité 

significative mais modérée. Enfin, cette hypothèse obéirait au continuum des réponses aux 

radiations qu’on observe chaque jour et qui est attendu par les mathématiciens- statisticiens. 

 

 
Figure 24. (A) Répartition de la radiosensibilité individuelle au sein de la population générale d’après 
(268). Les doses maximales recommandées sur les patients souffrants de réactions tissulaires prescrites 
sont calquées sur les 5% de patients radiosensibles, sujets à des réactions inhabituellement sévères. (B) 
Répartition de la radiosensibilité individuelle au sein de la population générale d’après notre théorie. En 
considérant une hyper-radiorésistance "butoir" et une population plutôt radiorésistante, plus la 
radiosensibilité est élevée, plus elle est rare.  
 

 

Quantification de la radiosensibilité au niveau clinique 

La radiothérapie peut produire des effets secondaires qui s’expriment au niveau 

tissulaire sous plusieurs formes suivant l’organe irradié, la dose, le rapport dose-volume et 

l’individu : saignements, dermites, rectites, troubles neurologiques, etc… (269). Alors que la 

communauté scientifique considère que les réactions tissulaires radio-induites pourraient 

être le résultat de cassures de l’ADN non-réparées, les mécanismes qui sous-tendent ce lien 

ne sont pas encore consensuels (270). En parallèle, une réflexion générale sur les causes 

inhérentes de la nature précoce ou tardive des réactions post-radiothérapiques a été engagée 

depuis au moins 20 ans. En particulier, il est proposé que les effets précoces puissent avoir 

une nature inflammatoire, dues au changement de la perméabilité des cellules et à la 

libération de médiateurs inflammatoires. Ils peuvent aussi être causés par la perte des 
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cellules (ex : inflammation des muqueuses) (271, 272). Les réactions tardives pourraient, 

quant à elles, avoir 2 causes : soit une blessure directe du tissu cible (ex: occlusions 

vasculaires induisant une nécrose profonde), ce sont des effets dits "génériques" (273) ; soit 

des réactions précoces assez sévères (infection chronique, problèmes intestinaux causés par 

des ulcères sévères), ils sont alors des effets dits "conséquentiels" ou indirects (273). 

 

Une telle classification est basée sur des critères temporels (réactions précoces avant 

3-6 mois post-traitement ; tardifs après 3-6 mois) et sur des modalités de radiothérapie 

standard. Toutefois, aucun mécanisme biologique particulier ne vient étayer cette 

catégorisation avec la limite des 3-6 mois. De plus, on peut imaginer qu’une réaction tardive 

chez un patient plutôt radiorésistant devienne plutôt précoce chez un patient radiosensible. 

De même, des doses plus fortes, moins espacées ou un traitement réalisé avec des protons 

plutôt qu’avec des rayons gamma pourrait changer la nature des réactions tissulaires. Des 

investigations plus poussées s’avèrent donc nécessaires pour élucider le caractère tardif ou 

précoce de ces événements. 

Une dernière réflexion concernant l’usage de certains termes doit être également 

menée. En effet, les anglophones parlent de "acute" (pour aigu) et "late" (pour tardif). En 

toute rigueur, c’est le terme "early" (pour précoce) qui devrait être choisi pour désigner les 

réactions précoces. Ainsi, le double sens de "acute" (aigu ou précoce ?) est à l’origine d’une 

certaine confusion. 

À ce jour, et dans le cas de la radiothérapie, seule l’expérience du clinicien permet de 

prendre des actions concernant les réactions radio-induites, sans être pour autant basées sur 

des critères biologiques et moléculaires. Plusieurs échelles de grades de sévérité de ces 

réactions ont donc été développées, notamment à partir de 1979 avec l’échelle WHO (World 

Health Organization), suivies de CTCAE (Common Terminology Criteria for Adverse 

Effects) dès 1983, RTOG (Radiation Therapy Oncology Group) dès 1984, LENT (Late Effects 

in Normal Tissues) dès 1995 et leurs évolutions plus récentes. Aujourd’hui, les échelles 

CTCAE et RTOG dominent (269, 274, 275). Ces échelles s’efforcent de proposer des grades 

de sévérité valables quel que soit l’endroit du corps où est reçue la dose de radiation et quel 

que soit le type de tissu réagissant. Ainsi, de fait, ces échelles de sévérités permirent avec la 

cotation d’un grade (généralement allant de 0 : pas de réaction à 5 : décès du patient) de 

gommer toute spécificité tissulaire puisque qu’une réaction d’un grade donné sur un tissu 
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précis correspond en gravité à une autre réaction sur d’autres tissus. Bien que 

nécessairement subjective, ces classifications limitent les artéfacts et les erreurs entre 

observateurs. En effet, en pratique, elle laisse au moins 3 grades (2, 3 et 4 ; le grade 1 restant 

assez subjectif en pratique) pour quantifier la gravité de réactions tissulaires ce qui laisse 

une assez grande latitude dans les descriptions des plaies (ex : rougeurs, érythème, 

érythème exsudatif, nécrose, ...). De plus, un classement par plus de 2 catégories permet 

d’exclure en analyse mathématique les phénomènes binaires de "tout-ou-rien". Quant aux 

grades extrêmes 0 et 5 (pas de réactions notables ou décès), les erreurs d’observation sont 

évidemment impossibles. Ainsi, sans a priori des aspects mécanistiques et 

phénoménologiques en amont des réactions tissulaires, et indépendamment du caractère 

précoce ou tardif des réactions tissulaires radio-induites, les échelles de sévérité sont des 

outils précieux pour quantifier la réponse clinique des tissus sains après irradiation. 

En 1981, Fertil et Malaise ont montré que la radiocurabilité des tumeurs (quantifiée 

par le contrôle local) pouvait être prédite par la survie clonogénique à 2 Gy (surviving 

fraction at 2 Gy ; SF2) (253) ou encore la ܦഥ qui représente l’intégrale de S(D) (aire sous la 

courbe) (276). 

 

Maladies génétiques et radiosensibilité 

On compte aujourd’hui plus d’une trentaine de syndromes génétiques associés à une 

radiosensibilité significative. Soit ces maladies ont été identifiées après des effets délétères 

observés après radiothérapie, c’est le cas spectaculaire des enfants ataxiques dans les années 

1970 (277), du patient porteur d’une mutation de la ligase IV (235, 278) et de certains patients 

atteints du syndrome de Nimègue (151). En revanche, dans la plus grande majorité des cas 

après 1970, la radiosensibilité a été observée en effectuant des courbes de survie.  On peut 

même penser que c’est en réponse aux nombreux cas cliniques répertoriés dans les années 

70 par les radiothérapeutes qu’un engouement général des radiobiologistes s’est porté sur 

tout type de syndromes à tester, sans véritables raisons autres que certaines anomalies 

cytogénétiques (279, 280). A la fin des années 90, Deschavanne et Fertil ont pu dresser une 

longue liste de syndromes génétiques associés à des SF2 inférieures à 50% environ (67). Le 

Tableau 4 montre que parmi tous ces syndromes, la très grande majorité est causée par des 

mutations de gènes impliqués dans la réparation des CDB. Cette conclusion va bien dans le 

sens d’une implication forte de ce type de dommages de l’ADN dans la létalité cellulaire.  
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Pourtant, la liste du Tableau 4 comporte des surprises : pourquoi la progeria, se place 

dans les 3 premières hyper-radiosensibilités humaines alors que la lamine A n’est pas une 

protéine de réparation ? De même, pourquoi la neurofibromine (NF1) induit-elle une forte 

radiosensibilité alors que cette protéine se trouve dans le cytoplasme (217, 218) ? 

 

 

 

 

 
Tableau 4. Principales maladies génétiques associées à une radiosensibilité. 

Syndrome 
 

Gène muté SF2 (%) Grade CTCAE 
attendu 

Ataxie télangiectasie (homoz. classiques) ATM 1-5 5 
Syndrome Ligase IV LIG4 2-6 5 
Syndrome de Nimègue NBS1 5-9 5 
Syndromes progeroïdes Lamin A 8-20 5 
Ataxie télangiectasie (homoz. variants) ATM 10-15 4-5 
Syndrome d’Usher Gènes USH 15-20 4-5 
Syndrome de Cockayne Gènes CS 15-20 4-5 
Xeroderma Pigmentosum Gènes XP 15-30 3-5 
Syndrome ATLD MRE11 15-30 2-4 
Chorée de Huntington HTT 18-30 2-4 
Neurofibromatose type 1 NF1 18-30 2-4 
Syndrome de Gardner APC ? 20-30 2-4 
Syndrome de Turcot hMSH2 ? 20-30 2-4 
Anémie de Fanconi Gènes FANC 20-40 1-4 
Mutations hétéroz. BRCA2 BRCA2 20-40 1-4 
Radiorésistance  >50 0 

 

 

   I.2.2.2. La radiosusceptibilité 

Ce manuscrit n’a pas la vocation de décrire en détails les mécanismes de la 

cancérogénèse. Cependant, il faut retenir 4 points importants : 

 la plupart des modèles mécanistiques de cancérogénèse sont basés sur une mauvaise 

réparation des CDB : la majorité des maladies génétiques associées à un risque de 

cancer devraient donc liées à des dysfonctionnements de réparation et de 

signalisation des CDB (267) ; 
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 comme les RI produisent des CDB, les maladies associées à un haut risque de cancer 

sont par définition aussi associées à un haut risque de cancer radio-induit (267) ; 

 quand on recense les syndromes associés à une radiosensibilité, on remarque que 

plus la radiosensibilité est forte, plus le risque de cancer est élevé, à l’exception des 

maladies neurodégénératives, consolidant le principe que les notions de 

radiosusceptibilité et de radiodégénérescence pourraient être mutuellement 

exclusives, pour un tissu donné (Fig. 25) ; 

 plus la dose est forte, plus le risque de cancer augmente, puisqu’il y a plus de CDB 

par cellule. Toutefois, plus la dose est forte, plus le nombre de CDB non-réparées 

peut également augmenter. Il en est donc de même pour la létalité cellulaire radio-

induite. Or, la létalité cellulaire l’emporte toujours vis-à-vis de la transformation : une 

cellule morte ne fait pas de cancer. Ainsi, pour chaque condition d’irradiation et statut 

individuel, il existe une dose-seuil où le risque de cancer radio-induit diminue face à 

la létalité radio-induite. C’est donc normalement aux doses faibles que le risque de 

cancer radio-induit sera le plus observable. 

 

La Figure 25A montre les syndromes majeurs associés à la radiosensibilité en fonction de 

leur fréquence et de la SF2 correspondante. On voit bien que plus la radiosensibilité est 

élevée, plus les syndromes sont rares comme on l’a dit plus haut. En revanche, si on les 

recense en fonction du niveau de risque de cancer, on voit que la relation mathématique ne 

change pas mais ne concerne plus les maladies neurodégénératives (Fig. 25B). 

 

 
Figure 25. Principaux syndromes génétiques associés à une radiosensibilité (A) et/ou une prédisposition 
au cancer (B) en fonction de leur fréquence. On remarquera que seuls les syndromes associés au 
vieillissement accéléré (ex : LMNA-/- ou Neurodégén.) n’obéissent pas à la même relation mathématique. 
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Les modèles de risque de cancers radio-induits 

Malgré des décennies de recherche sur les effets biologiques et cliniques des RI, il 

subsiste de nombreuses incertitudes quant à la quantification du risque de cancer radio-

induit et plus particulièrement pour les faibles doses (définies comme étant inférieures à 100 

mGy) (281). En plus d’un intérêt scientifique, cette question soulève des interrogations dans 

la société, notamment à cause de la place prise par l’exposition médicale aux RI dans notre 

quotidien. La tâche des épidémiologistes n’a pas été facile car, en plus du caractère 

nécessairement rare des événements radio-induits après faibles doses, s’ajoute le caractère 

stochastique de la carcinogénèse. Ainsi, l’approche privilégiée des épidémiologistes depuis 

les années 50 est d’avoir considéré de très grandes cohortes d’individus irradiés pour 

augmenter les chances d’observer un nombre significatif de cas de cancer radio-induit. 

Toutefois, jusqu’à présent, ces études se sont effectuées sans tenir compte du facteur 

individuel qui complexifierait les modèles mathématiques par un excès de risque pour une 

sous-population spécifique. Encore aujourd’hui, 2 modèles mathématiques de risque 

s’imposent, sous la forme de 2 relations dose-effet : le modèle linéaire sans seuil (Linear No-

Threshold model : LNT) et le modèle non-linéaire avec seuil (Non-Linear Threshold model : 

NLT) (Fig. 26). Le modèle linéaire sans seuil (Linear No-Threshold model : LNT) est basé 

sur l’hypothèse que le risque de cancer radio-induit est strictement proportionnel à la dose 

et n’est nul qu’en l’absence d’irradiation : c’est la forme mathématique du principe de 

précaution. Le LNT a été adopté par la CIPR à la fin des années 1950 et au début des années 

1960 (282) à la fois pour des questions pratiques de simplification, pour des raisons de 

prudence face au manque de modèles mécanistiques de réponse aux radiations et de 

carcinogénèse mais surtout pour des raisons historiques liées à la personnalité de Hermann 

Müller et son discours de réception pour son prix Nobel de Physiologie et de Médecine en 

1946 (283, 284). L’utilisation de ce modèle est toujours préconisée (285, 286). Soutenant un 

risque radio-induit non-négligeable même pour les très faibles doses, le modèle LNT est 

également à l’origine du principe de radioprotection ALARA ("As Low As Reasonably 

Achievable", "aussi bas que raisonnablement possible"). 
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En analysant les retombées des bombes d’Hiroshima et Nagasaki qui restent encore 

à ce jour associées aux cohortes les plus documentées des effets des radiations, il apparut 

que l’incidence des cancers induits par des faibles doses pouvait être surestimée par le 

modèle LNT. Un deuxième modèle avec seuil fut donc proposé (Non Linear Threshold 

model : NLT) sur la base d’un risque toujours proportionnel à la dose mais seulement à 

partir d’un certain seuil de dose. En-deçà du seuil, le risque est considéré comme 

négligeable. C’est à partir du développement du modèle LNT qu’une controverse sur le 

risque lié aux faibles doses émergea. En effet, alors que les données de Hiroshima 

montraient un seuil (très consensuel) de risque à 100 mSv pour les leucémies et à 200 mSv 

pour les cancers solides radio-induits, tout l’enjeu des discussions résidait dans la 

mesurabilité et la significativité des risques associées à des doses inférieures à ces seuils. Il 

existe notamment des données épidémiologiques montrant une augmentation du risque de 

cancer à partir de doses situées entre 10 mSv et 50 mSv délivrées en une irradiation unique 

et de doses de l’ordre de 50 à 100 mSv délivrées en plusieurs fois ou sur une longue période 

(287, 288) mais les querelles techniques des épidémiologistes sont toujours à la base des 

controverses actuelles. 

En plus de ces deux modèles, d’autres phénomènes spécifiques aux faibles doses 

rendent l’évaluation des risques encore plus complexe. En particulier, l’hypothèse de 

l’hormésis soutient que l’exposition à des doses inférieures à 100 mSv pourrait diminuer le 

risque de cancer, soutenant donc un effet bénéfique des radiations (289, 290). A l’inverse, le 

phénomène d’hypersensibilité aux faibles doses suggère un effet plus délétère pour une fenêtre 

de doses centrée sur 100-200 mSv (291). Ces deux hypothèses créent ainsi des discontinuités 

notables dans la relation dose-effet, mettant à mal la validité des modèles NLT et LNT. 

Toutefois, la communauté scientifique semble encore négliger ces deux phénomènes, 

d’autant plus qu’ils sont plutôt documentés par des expériences in vitro que des données 

épidémiologiques. On peut même affirmer aujourd’hui que la controverse entre les pro-

NLT et les pro-LNT ne s’est pas encore alimentée des connaissances de ces deux effets 

spécifiques des faibles doses (Fig. 26) : le débat entre pro-NLT et pro-LNT reste 

essentiellement une querelle d’épidémiologistes. 

 



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1 
 

 
 

75 
 

 
Figure 26. Schéma des différents modèles de risque aux expositions aux faibles doses d’irradiation. 

 
 

Pourtant, de façon intéressante, l’importance du facteur individuel et l’existence de 

ces phénomènes radiobiologiques spécifiques aux faibles doses remettent en cause la 

linéarité de la description du risque dans la gamme de doses faibles dans laquelle se trouve 

le radiodiagnostic (292). Nous verrons plus loin comment le modèle du transit cyto-

nucléaire d’ATM a permis de mieux comprendre l’hormésis et l’hypersensibilité aux faibles 

doses. 

Au niveau épidémiologique, deux scénarios d’exposition à de faibles doses de radiations 

concernent directement les cancers radio-induits : 

 L’explosion atomique ou les accidents nucléaires (293) 

 Les expositions médicales et notamment, en premier lieu, celles dues aux examens 

scanographiques (294). 

 

Nécessité de la prise en compte du facteur individuel 

Le fait qu’un enfant subisse un scanner pour diagnostiquer un cancer et plusieurs 

autres pour suivre son évolution avant ou après une thérapie pourrait d’abord être une 

conséquence d’une prédisposition individuelle. Celle-ci primerait sur le recul que l’on a sur 

la vie entière pour détecter un cancer.  

La différence des effets de l'exposition aux RI en fonction de l’âge est une question complexe. 

Les modèles publiés et appliqués à presque tous les types de tumeurs qui supposent un 

risque relatif accru de cancérogenèse radio-induite chez les enfants par rapport aux adultes 
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sont des généralisations, sans soutien scientifique documenté (281). Cette brève revue de la 

littérature suggère plutôt l’importance des caractéristiques de l'exposition, de l'âge au 

moment de l'exposition, de la dose absorbée dans certains tissus, de l'âge au moment de 

l'évaluation et des effets radiobiologiques spécifiques des faibles doses dépendant fortement 

du facteur individuel. Actuellement, il n'existe pas de projections satisfaisantes du risque 

sur toute la vie pour des sites tumoraux particuliers après une exposition à un jeune âge. 

Les estimations actuellement utilisées ne tiennent pas suffisamment compte des variations 

connues et des travaux supplémentaires sont nécessaires, comme le conclut l’UNSCEAR 

(281). En effet, son comité scientifique reconnaît la nécessité de poursuivre les recherches 

pour déterminer l'ampleur et l'expression des effets et des risques liés à l'exposition pendant 

l'enfance par rapport à l'âge adulte. En revanche, les études à long terme qui suivront 

l'exposition des enfants seront confrontées à d'importantes difficultés en raison de l'absence 

de liens entre les dossiers médicaux, d'obstacles administratifs et politiques et de 

considérations éthiques et de protection de la vie privée. Ce sont d’importants défis 

qu’attendent les épidémiologistes. Pour les radiobiologistes, ils doivent aujourd’hui faire 

progresser les connaissances sur les effets spécifiques des faibles doses qui concernent les 

scanners et mettre en œuvre des méthodologies rigoureuses pour évaluer l’importance du 

facteur individuel qui est quasiment négligé par les épidémiologistes depuis 50 ans dans les 

descriptions mathématiques du risque. 

 

   I.2.2.3. La radiodégénérescence 

Des trois notions précitées, radiosensibilité, radiosusceptibilité et 

radiodégénérescence, c’est la dernière qui est la moins documentée.  En effet, alors que l’on 

commence à mieux connaître les mécanismes moléculaires aboutissant à la mort cellulaire, 

avec des biomarqueurs de la réparation et de la signalisation des CDB suffisamment 

spécifiques, alors qu’on perçoit mieux que le processus de transformation cellulaire est lié à 

une mauvaise réparation des CDB, les processus de vieillissement cellulaire et ses 

biomarqueurs spécifiques manquent d’un consensus et d’une validation scientifique. Ce qui 

rend nécessairement ce chapitre très incomplet. Pourtant, une des conséquences cliniques 

d’un vieillissement accéléré est bien connue du grand public : les cataractes. 

Ces effets radio-induits spécifiques sont connus depuis plus d’un siècle et ils 

apparaissent à des doses faibles (272, 295-299) mais qui restent du même ordre que pour la 
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radiosusceptibilité : de l’ordre de 0.1 Gy. Il faut également noter que les effets de 

radiodégénérescence peuvent s’observer après une répétition de doses sublétales 

(exposition chronique) voire une exposition continue à faible débit de doses du moment que 

l’on n’atteint pas des doses létales. L’un des exemples les plus représentatifs est la cohorte 

des astronautes soumis à environ 0.4 mSv par jour de mission (environ 146 mSv/an, c’est-

à-dire 2 fois la radioactivité naturelle la plus élevée sur terre (Ramsar, Iran, environ 

70 mSv/an) et qui montrent des cataractes pour plus de 80 % d’entre eux (300). 

Les premières observations des cataractes radio-induites ont été enregistrées en 

même temps que celles des brûlures radiques et des cancers radio-induits, c’est-à-dire 

quelques mois après la découverte des rayons X (301, 302). La Commission Internationale 

de Protection Radiologique (CIPR) recommanda en 1955 une première dose-seuil (303) qui 

n’a cessé de diminuer (272, 304). Elle est fixée aujourd’hui à 0.5 Gy. Cette dose produirait 

une opacité du cristallin chez 1 % des personnes exposées moins de 20 ans après l’exposition 

(272). De façon intéressante, alors que les cellules composant la lentille de l’œil croissent 

naturellement, il n’a pas été observé chez les humains de cas de tumeurs correspondant à 

ce tissu particulier (305, 306), suggérant que la mauvaise réparation n’est pas permise pour 

ce type de cellules. C’est exactement l’inverse pour la rétine où l’on observe des 

rétinoblastomes (307). 

Les mécanismes de la cataractogenèse radio-induite sont encore peu connus. 

Toutefois, des études chez la souris montrent que les homologues de certains gènes humains 

déjà cités plus haut seraient impliqués. C’est le notamment le cas de ATM, BRCA1, PTCH1, 

suggérant une fois encore le rôle majeur de la réparation et de la signalisation des cassures 

de l’ADN (308-314). Enfin, il a été trouvé une augmentation significative de cataractes radio-

induites chez les porteurs de mutation hétérozygotes d’ATM parmi les survivants 

d’Hiroshima (315). En dépit de certaines controverses, la cataractogenèse est considérée 

comme issue de mécanismes différents de la létalité cellulaire, les cellules épithéliales de la 

lentille montrant la même radiosensibilité que les fibroblastes (316, 317). Cette dernière 

conclusion pourrait cependant être remise en cause par de nouvelles données obtenues sur 

des cellules humaines dans notre laboratoire (cf. § I.3). Il a été suggéré que les cataractes 

radio-induites pouvaient être expliquées par une mauvaise différenciation cellulaire, une 

mauvaise réponse au stress oxydant et/ou un raccourcissement des télomères bien 

qu’aucun biomarqueur prédictif ne soit consensuel. Le seul modèle a minima qui fasse 
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consensus est que l’opacité du cristallin soit liée à une vitesse trop lente pour éliminer les 

déchets cellulaires causés par la sénescence. Évidemment, de nouvelles investigations sont 

nécessaires pour mieux construire un modèle de cataractogenèse qui soit cohérent (318-321). 

 

Il existe d’autres modèles de vieillissement cellulaire, le système cardiovasculaire 

étant le plus cité après les cataractes. Cependant, les progrès de l’exploration spatiale ont 

montré que le système osseux était lui aussi radiosensible et radiodégénérescent :  

 Les données épidémiologiques des patientes atteintes d'un cancer du sein ont montré 

que plus de 50% des femmes sont à risque de crise cardiaque pendant 10 ans après la 

radiothérapie (322-325). De tels exemples suggèrent que le système cardiovasculaire 

peut être affecté mécaniquement par les radiations et sensible aux faibles doses. À ce 

jour, il n'y a aucune preuve de maladie cardiovasculaire chez les astronautes qui 

serait causée par une exposition aux radiations spatiales à travers des missions 

longues (326, 327). D’ailleurs, la contribution de la microgravité doit être séparée de 

la contribution du rayonnement dans le processus de vieillissement potentiel du 

système cardiovasculaire qui manque aussi de biomarqueurs (328). 

 La perte de masse osseuse des astronautes, en particulier dans les os porteurs, est une 

observation courante effectuée après chaque mission spatiale, pouvant entraîner des 

conséquences sur le système immunitaire. On a émis l'hypothèse que la perte de 

masse osseuse était similaire à l'ostéoporose (329-332). Bien que les mécanismes 

inhérents à cette perte aient été basés sur des données de modèles animaux, il semble 

qu'une fonction ostéoblastique réduite entraîne une diminution de la formation 

osseuse tandis que la résorption osseuse est inchangée ou augmentée. La perte de 

masse osseuse a longtemps été attribuée à la microgravité (332). Cependant, alors que 

les voies moléculaires et cellulaires par lesquelles la microgravité peut agir sur les 

signaux biochimiques sont encore inconnues, certaines données émergentes 

suggèrent que les RI peuvent également affecter les os (333). Fait intéressant, en 

caractérisant radiobiologiquement certains syndromes génétiques associés à une 

dysmorphie faciale, les ostéoblastes se sont révélés plus radiosensibles que les 

fibroblastes de peau, pour un même donneur, ce qui peut suggérer que la 

contribution des radiations spatiales à la perte de masse osseuse des astronautes a 

effectivement été sous-estimée (334) : des études complémentaires sont donc 
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nécessaires pour documenter la radiodégénérescence osseuse en réponse à un faible 

débit de dose.  
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I.3. APPORT MOLÉCULAIRE DU LABORATOIRE INSERM U1296 
I.3.1. Justification des choix de notre approche  

   I.3.1.1. Choix des tests fonctionnels de la réparation des CDB 

Depuis les années 1990, trois grandes approches étaient adoptées pour déterminer les 

bases moléculaires de la radiosensibilité (267) : 

 L’approche génomique, qui consiste à déterminer, par la connaissance des séquences 

des gènes, certaines mutations qui seraient la cause de la radiosensibilité. C’est le cas 

de la recherche des polymorphismes nucléotidiques simples (SNP). 

 L’approche protéomique, qui consiste à déterminer, par la connaissance de l’expression 

des gènes, des protéines dont la régulation conditionnerait la réponse aux RI. 

 L’approche fonctionnelle, qui consiste à déterminer, par la connaissance des fonctions 

de gènes si et comment le rôle biologique de certaines protéines peut être impliqué dans 

la radiosensibilité. 

 

Dans les années 2000, les données de littérature de plus en plus nombreuses montraient 

que les CDB sont les dommages de l'ADN les mieux corrélés à la létalité cellulaire et à la 

toxicité, – si elles ne sont pas réparées, – et à l'instabilité génomique et au risque de cancer, – 

si elles sont mal réparées (267). A l’origine établie pour les CDB radio-induites, une telle 

conclusion semblait être valable aussi pour tous les agents cassants de l’ADN. Dès lors, une 

évaluation du risque toxique et cancérogène basée sur la quantification des CDB et des 

fonctionnalités de leur voie de réparation apparaissait donc comme logique. Outre les 

conclusions de la littérature, ces constats se basaient sur trois constats essentiels : 

 La très grande majorité des syndromes associés à une radiosensibilité significative 

sont causés par la mutation de de protéines impliquées dans la réparation et la 

signalisation des CDB directement ou indirectement (335). 

 Les CDB sont à l’origine des cassures chromosomiques, événement cytogénétique 

dont l’implication dans la létalité ou la transformation cellulaire fait consensus (336). 

 De tous les dommages radio-induits de l’ADN, les CDB sont les seules dont 

l’induction et/ou le rythme de réparation est modulé, comme la radiosensibilité, par 

l’oxygénation, l’hyperthermie, ou le transfert linéique d’énergie (336). 
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En dépit de ces arguments, la popularité des expériences de génomique ou de 

protéomique (notamment expliquée par leur rapidité et leur simplicité) a occulté l’intérêt des 

tests fonctionnels concernant les CDB dans la détection de la radiosensibilité. D’ailleurs, ces 

derniers devenaient de moins en moins accessibles car leur mise en place fait souvent appel 

à un "savoir-faire" technique important. En parallèle, en ne suivant toujours aucune logique, 

les tests apoptotiques à partir de lymphocytes devenaient également populaires en dépit 

d’artéfacts techniques qui ne se révélèrent que très récemment (267). Bien que très 

documentée, l’approche de notre laboratoire, délibérément basée sur des tests fonctionnels 

de la réparation et de la signalisation des CDB ne pouvait apparaitre que comme une 

démarche à contre-courant. 

 

   I.3.1.2. Choix des modèles cellulaires 

Les données radiobiologiques (non-épidémiologiques) qui constituent la base des règles 

de radioprotection sont issues de modèles animaux. Les modèles moléculaires mécanistiques 

de la réparation des dommages radio-induits, du contrôle du cycle ou de la mort cellulaire 

sont essentiellement étayés par des données issues de modèle animaux et le développement 

des recherches depuis ces 20 dernières années n’a pas démenti ce constat. Pourtant, l’usage 

de de modèles animaux en radiobiologie peut être facilement contesté par au moins deux 

arguments :  

 L’homologie de séquence et encore moins l’homologie fonctionnelle des gènes des espèces 

animales sont loin d’être vérifiée avec les gènes humains correspondants. D’ailleurs, 

l’homologie des gènes entre espèces est généralement basée sur une simple affirmation 

d’un groupe d’auteurs sur l’existence de certains domaines en commun voire identique. 

L’exemple représentatif est le gène brca1 du rongeur qui n’a que 58% d’identité avec le 

gène humain BRCA1. La mutation de brca1 chez le rongeur ne conduit à aucune 

prédisposition au cancer du sein alors que chez l’homme, les mutations hétérozygotes 

BRCA1+/- augmentent d’un facteur 6 à 10 le risque de cancer du sein (267). 

 La taille du noyau des modèles animaux est généralement inférieure à la taille d’un 

noyau humain. Par voie de conséquence, la cible étant plus petite, les animaux sont plus 

radiorésistants que l’homme (ex : la dose létale moyenne est de 15 Gy chez le rat alors 

qu’elle est de 4,5 Gy chez l’homme). Ainsi, toutes les courbes effet-dose et les valeurs de 
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seuil sont différentes suivant les espèces et le passage de l’une à l’autre ne suit pas une 

loi forcément linéaire (337). 

 

Ainsi, en dépit des difficultés pratiques de culture cellulaire, le laboratoire d’accueil a 

délibérément choisi de n’utiliser que des cellules humaines non-transformées. En revanche, 

le choix pouvait se porter sur les lymphocytes ou les fibroblastes de peau. Outre le test de 

clonogénicité (cf. § I.2.1.4), deux autres méthodes fonctionnelles peuvent permettre de 

prédire la radiosensibilité individuelle : le test d’apoptose lymphocytaire radio-induite (ou 

RILA pour radiation-induced lymphocyte apoptosis) développé par Mahmut Özsahin et David 

Azria (338), ainsi que la vitesse de transit cyto-nucléaire radio-induit de la protéine ATM (ou 

RIANS pour radiation induced ATM nucleoshuttling) émanant de notre unité (339) et que nous 

décrirons plus loin (cf. § I.3.2.2) (340). 

Là encore, cette démarche qui a beaucoup de contraintes, est à contre-courant de la 

pratique d’autres laboratoires qui favorisent l’utilisation de lignées transformées ou animales 

qui poussent très rapidement mais sans s’assurer des artéfacts causés par les facteurs évoqués 

(267). 

 

I.3.2. Genèse du modèle du transit cyto-nucléaire d’ATM 

   I.3.2.1. Pourquoi ATM ? 

En 2016, en réunissant des fibroblastes de peau de patients ayant montré des 

complications après radiothérapie (collection COPERNIC), nous avions appliqué la 

technique d’immunofluorescence γH2AX et pATM sur les fibroblastes COPERNIC irradiés 

à 2 Gy. Une fois obtenues, les données radiobiologiques avaient été confrontées aux grades 

de sévérité CTCAE ou RTOG notés par deux médecins indépendants (339). La mise en 

commun des données radiobiologiques et cliniques s’était donc effectuée sans aucun a priori. 

L’étude du nombre de foci γH2AX résiduels, mesuré 24 h après 2 Gy avait permis de 

distinguer 4 groupes définis arbitrairement en fonction de la réponse aux RI : les témoins 

radiorésistants (groupe I), le cas hyper-radiosensible du syndrome LIG4 (groupe IIIb), les 

cas hyper-radiosensibles du syndrome AT (groupe IIIa) et tous les autres cas, c’est-à-dire les 

patients du groupe II. 

Les cinétiques d’apparition/disparition des foci γH2AX des cellules de patients souffrant 

de radiosensibilité de groupe II montrèrent des valeurs numériques à 10 min et à 1 h plus 
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basses que celles des témoins radiorésistants (Fig. 27). Une première interprétation de ces 

données pouvait être que le nombre de CDB radio-induites était plus faible dans les lignées 

plus radiosensibles que dans les lignées radiorésistantes. Mais de très nombreuses données 

obtenues avec d’autres techniques avaient montré que le taux d’induction de CDB par Gy 

était indépendant de la radiosensibilité mais dépendant plutôt de la géométrie de la cible 

et du type cellulaire : environ 40 CDB par Gy de rayons X pour des fibroblastes humains 

ou environ 25 CDB par Gy de rayons X pour des lymphocytes humains (cf. § I.2.1.1 et (339)). 

 

 
Figure 27. Cinétiques d’apparition/disparition de foci γH2AX en fonction du temps post-irradiation pour 
les lignées COPERNIC. Les barres d’erreur ont été omises. Le panneau de droite montre les points à 10 
min post-irradiation pour les mêmes lignées. La ligne en pointillés repère l’incidence de 80 CDB pour 2 
Gy, valeur attendue d’après la littérature. D’après (339). 

 
 

La phosphorylation γH2AX est ATM-dépendante : un nombre plus faible de foci 

γH2AX doit donc être interprété comme une baisse de l’activité nucléaire de la protéine 

ATM. Si l’on considère que la phosphorylation γH2AX est le signe d’une reconnaissance 

des CDB avant réparation par suture, les CDB seraient alors moins reconnues dans les cellules 

radiosensibles. Nous avions abouti à la même conclusion avec les foci pATM (Fig.28). 
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Figure 28. Cinétiques d’apparition/disparition de foci pATM en fonction du temps post-irradiation pour les 
lignées COPERNIC. Les barres d’erreur ont été omises. Inspiré de (339). 
 

 

Des immunoprécipitations et des immunoblots ATM et pATM furent réalisés sur des 

extraits cytoplasmiques, nucléaires et totaux de lignées COPERNIC : les quantités des 

formes cytoplasmiques d’ATM ou de pATM ne varièrent pas significativement quel que soit 

le temps de réparation et que les cellules soient irradiées ou non, suggérant une forte 

abondance de ATM dans le cytoplasme. A l’inverse, les quantités des formes nucléaires de 

pATM varièrent significativement en fonction du temps, principalement pour 10 min et 1 h.  

Toutes ces données suggérèrent que la protéine ATM passe du cytoplasme au noyau très 

précocement après l’irradiation. Le nombre de foci pATM reflétant logiquement l’activité 

kinase dans le noyau, nous avons fait alors l’hypothèse que le maximum du nombre de foci 

pATM entre les données 10 min et 1 h (pATMmax) refléterait le mieux l’activité kinase 

précoce d’ATM dans le noyau. La corrélation entre pATMmax et les grades de sévérité 

CTCAE et RTOG observés sur les patients correspondants aux fibroblastes apparut 

significative et discrimina 5 catégories de cellules : groupe I, groupe II, groupe IIIa, groupe 

IIIb (ANOVA p<0.0001) (Fig. 29). Nous avons vérifié la significativité de cette relation en 

réduisant l’analyse aux patients souffrant de tumeurs au sein, de prostate, du système 
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nerveux de l’enfant ou du système oto-rhino-laryngologique pédiatriques. Pour chacune de 

ces sous-classes, la corrélation apparut significative et caractérisée par les mêmes 

paramètres numériques. Idem pour les réactions précoces et tardives et, là encore, la même 

corrélation quantitative resta valable (339). 

 

 
Figure 29. Relation entre pATMmax et le grade CTCAE pour les lignées COPERNIC. Les carrés blancs 
représentent les moyennes numériques pour chaque grade. Notons que la lignée 180BR (LIG4-/-), seul cas 
mondial de groupe IIIb n’obéit pas à la relation mais est aisément détectable par le nombre de foci γH2AX 
résiduels. Inspiré de (339). 
 

 

   I.3.2.2. Les principes généraux du modèle du transit cyto-nucléaire d’ATM 

Comme nous l’avons montré depuis 2014 dans une littérature assez abondante qu’a 

produit l’Unité, le modèle mécanistique proposé, pour rester cohérent avec les données 

radiobiologiques décrites plushaut, est basé sur les étapes moléculaires suivantes de la 

réponse au stress des cellules quiescentes de mammifères: i) le stress oxydatif radio-induit 

entraîne à la fois l'induction de CDB dans le noyau et la monomérisation des dimères ATM 

cytoplasmiques; ii) les monomères ATM résultants diffusent du cytoplasme au noyau; iii) 

les monomères ATM phosphorylent les histones H2AX, ce qui produit des foci γH2AX 
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nucléaires au niveau des sites de CDB (facilement visibles et quantifiables par 

immunofluorescence) et contribuent à la reconnaissance des CDB par la voie de suture non 

homologue (NHEJ), prédominante chez les cellules humaines quiescentes; iv) une 

réparation complète de CDB produit la trans-autophosphorylation des protéines ATM 

(pATM) qui forment des dimères ATM dans le noyau, reflétés par des foci pATM au niveau 

des sites CDB, encore une fois facilement visibles et quantifiables par immunofluorescence 

(218). 

Un retard de transit cyto-nucléaire radio-induit de la protéine ATM (ou RIANS pour 

radiation-induced ATM nucleoshuttling) peut être causé par une surexpression cytoplasmique 

de certaines protéines-substrats de phosphorylation d'ATM (les protéines X) (218, 335). Les 

protéines X séquestrent les monomères ATM dans le cytoplasme. En conséquence, soit les 

CDB non reconnues restent non réparées et participent à la mort cellulaire, soit les CDB sont 

mal réparées par des voies de type recombinaison sujettes aux erreurs et participent à la 

transformation cellulaire et au cancer (218, 335). 
 

Le modèle RIANS a permis de définir trois groupes de radiosensibilité (Fig. 30) (339) :  

 Groupe I : individus radiorésistants à faible risque de cancer ; RIANS rapide (10 min 

après 2 Gy). Il représente 75-85% des individus (Fig. 30A). 

 Groupe II : individus affectés par une radiosensibilité modérée mais significative ; à 

haut risque de cancer. RIANS retardé (>10 min après 2 Gy). Il représente 5-20% des 

individus (Fig. 30B). 

 Groupe III : individus affectés par une hyper-radiosensibilité d’origine généralement 

génétique (syndromes généralement pédiatriques) avec des réactions fatales après 

radiothérapie. Il représente moins de 1% des individus (Fig. 30C). 
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Figure 30. Représentation graphique des 3 groupes de radiosensibilité définis par le modèle RIANS. 

 

 

   I.3.2.3. Protéines cytoplasmiques et radiosensibilité 

Comme on l’a dit plus haut, certains syndromes génétiques associés à une 

radiosensibilité significative ont la particularité d’être causés par la mutation d’une protéine 

cytoplasmique ou qui reste dans le cytoplasme après irradiation. C’est notamment le cas de 

la chorée de Huntington (341), de la tubéreuse de Bourneville (342), de certaines mutations 

de Xeroderma Pigmentosum D (343), du rétinoblastome (307), du syndrome de Maccune-

Albright (344) ou du syndrome PROS (334). La grande majorité de ces syndromes de groupe 

II sont causés par des mutations hétérozygotes et montrent une radiosensibilité dite 

"modérée". Toutefois, n’oublions pas que l’ataxie telangiectasique, maladie typique du 

groupe III est causée par les mutations homozygotes de la protéine ATM, elle aussi 

majoritairement cytoplasmique (218). Pour la première fois en radiobiologie, une 

explication compatible avec le rôle crucial de la réparation de l’ADN dans la létalité 

cellulaire après irradiation pouvait être proposée pour expliquer comment une protéine 

cytoplasmique pouvait influer sur la létalité cellulaire. En effet, le modèle du transit d’ATM 

est basé sur la diffusion des monomères radio-induits d’ATM du cytoplasme à travers le 

noyau des cellules irradiés. L’étape de monomérisation d’ATM, étape biochimique, reste 

identique à un type cellulaire donné, quelle que soit la radiosensibilité des lignées. En 

quelque sorte, cette étape sert de dosimètre biologique avec un rendement sigmoïdal, 

comme on le verra dans le chapitre suivant. À l’inverse, l’étape de diffusion fait toute la 
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différence entre individus, avec la présence ou non de protéines X, substrats de 

phosphorylation d’ATM, qui sont liées directement ou indirectement à la maladie. Ainsi, 

dans la très grande majorité des cas, les protéines X sont celles, mutées, qui causent la 

maladie. Mutées à l’état hétérozygote, elles sont très généralement surexprimées à l’état 

spontané et/ou dès les premières minutes de l’irradiation et séquestrent les monomères 

d’ATM dans le cytoplasme. Le flux des monomères d’ATM qui arrivent dans le noyau est 

donc réduit, ce qui se traduit par une reconnaissance partielle des CDB et donc une 

réparation par suture qui ne concerne pas toutes les CDB. Selon que les CDB non-reconnues 

sont mal-réparées ou tolérées, la radiosusceptibilité ou bien la radiodégénérescence s’associe 

à la radiosensibilité (218). 

 

   I.3.2.4. La notion de reconnaissance des CDB  

Les techniques anciennes de mesure des CDB nécessitaient des doses de plusieurs 

dizaines de Gy, ne permettaient pas facilement les investigations pour les temps précoces 

après l’irradiation et rendaient difficiles la quantification des dommages cellule par cellule 

(188, 205). La technique de l’immunofluorescence γH2AX allait faire disparaître ces 

contraintes. L’une des conséquences rapides de ce changement fut la comparaison des 

courbes de réparation des CDB obtenues par la technique d’électrophorèse en champs 

pulsés (PFGE) et par immunofluorescence. L’article princeps de Rothkamm et Löbrich (200) 

ne montrait que des cinétiques de réparation des CDB issues des fibroblastes radiorésistants 

(groupe I) et des fibroblastes hyper-radiosensibles (groupe III) mutés pour la ligase IV 

(lignée 180BR) : le hasard fit que l’allure des courbes de réparation pour chacune de ces 

lignées ne changeait pas avec la technique (immunofluorescence ou PFGE) car les lignées 

testées montraient toutes une reconnaissance des CDB normale. Rappelons également que 

les lignées issues de patients AT ne montrent pas de foci γH2AX (234). Il apparut dès 2003 

dans notre laboratoire que les cellules de radiosensibilité intermédiaire étaient caractérisées 

non seulement par un taux de CDB plus faible que les 40 CDB induites par Gy attendues 

immédiatement après irradiation mais aussi par des allures de courbes se rapprochant de la 

fonction Gamma (montée croissante du nombre de foci aux temps précoces et maximum 

atteint après 10 min post-irradiation) plutôt que des exponentielles biphasiques 

décroissantes (189). Très peu de radiobiologistes s’intéressèrent à cette question. 
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Après analyse, l’existence de deux parties (montante et descendante) de la cinétique 

des foci γH2AX s’avéra commune aux cinétiques de foci formés par d’autres protéines (215). 

La partie descendante de la cinétique de foci γH2AX (donc de la disparition des foci) fut 

logiquement interprétée comme le résultat de la réparation des CDB. C’était également 

l’explication commune (consensuelle) qui avait été avancée pour décrire les cinétiques de 

réparation obtenues avec les autres techniques (189). A l’inverse, la partie ascendante de la 

cinétique des foci, illustrait la phosphorylation progressive des sites de CDB. Ainsi, comme 

il était plausible que la phosphorylation des histones H2AX formant les foci γH2AX n’était 

pas un phénomène aussi immédiat que la formation (physique) des CDB, ce processus 

pouvait s’étendre sur quelques minutes et devenir, dans certains cas, incomplet : la notion 

de reconnaissance de dommages par le système biologique, si indispensable pour 

comprendre le passage de la physique à la biologie, pouvait donc être avancée. De facto, 

observer une grande variété dans les rythmes d’augmentation du nombre de foci dans les 

premières minutes suivant l’irradiation suggérait l’existence de taux de reconnaissance de 

CDB dépendant des lignées cellulaires et donc des individus. Comme ces différences, 

mesurables à des temps post-irradiation précoces, ne conditionnaient pas forcément la 

valeur des taux de CDB non-réparées à 24 h, il fallait en conclure que la reconnaissance et la 

réparation des dommages étaient quasiment indépendantes, ce qui signifiait qu’il fallait au moins 

deux biomarqueurs pour prédire la radiosensibilité (189). La formule de Bodgi fut alors 

proposée logiquement comme le produit de 3 phénomènes indépendants : l’induction 

physique des CDB, la reconnaissance des CDB et la réparation des CDB. L’induction était 

déjà documentée et sa linéarité avec la dose était restée consensuelle (190). La description 

fidèle des processus cinétiques de la réparation était le résultat de plusieurs publications qui 

aboutirent à une expression multiphasique des courbes (186, 344, 345). La description 

cinétique de la reconnaissance s’en inspira et la formule complète devint la formule de Bodgi 

(215). 

Une conséquence immédiate de l’importance de l’étape de reconnaissance des CDB 

dans la survie cellulaire fut que la réparation seule, ne suffisait plus à prédire toute la 

radiosensibilité. Ainsi, en distinguant mieux les spécificités apportées par les différentes 

techniques de détection des CDB et l’observation sur la gamme de temps (10min–24h post-

irradiation), le dogme d’une radiosensibilité prédite uniquement par les défauts de réparation 
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s’effondrait. L’observation clinique et l’étude des syndromes génétiques allaient consolider 

cette conclusion. 

 

   I.3.2.5. La cellule : un dosimètre de haute précision 

Comme il l’a déjà été dit tout au long de cet ouvrage, le paradigme communément 

admis pour expliquer la réponse aux radiations était basé sur la prédominance des 

événements induits dans le noyau cellulaire et sur le fait que la protéine ATM était 

considérée comme essentiellement nucléaire. Toutefois, comme nous l’avons déjà vu, cette 

affirmation ne pouvait expliquer la radiosensibilité des syndromes causés par des mutations 

de protéines cytoplasmiques ni les observations sur des formes cytoplasmiques d’ATM (cf. 

§ I.2.1.3) (239, 346, 347). Plus tard, viendra l’argument que le traitement de statines et de 

bisphosphonates (ZOPRA) accélérant le transit cyto-nucléaire d’ATM, augmente la 

radiorésistance (341, 348). 

En plus de l’importance du transit d’ATM lui-même dans notre modèle, il faut 

insister sur le fait que la réaction de monomérisation, proportionnelle à la dose comme une 

réaction biochimique, sert de véritable dosimètre de précision à la cellule en fournissant un 

nombre donné de monomères d’ATM dans le cytoplasme. D’ailleurs, un tel dosimètre 

fonctionne à la fois : 

 "en spontané", en rendant compte du stress oxydatif présent dans le cytoplasme et en 

le transformant en nombre de monomères d’ATM 

 "en radio-induit", en rendant compte du stress oxydatif radio-induit dans le 

cytoplasme et en le transformant en nombre de monomères ATM que ce soit après 

une irradiation par rayonnement (X ou gamma ; répartition homogène des 

microdépôts d’énergie) mais aussi après une irradiation particulaire (ex : protons, 

neutrons, électrons, ions) en cumulant tous les monomères d’ATM créés dans les 

impacts présents sur le cytoplasme : c’est une véritable dose équivalente (telle qu’on 

la connait dans le système Sievert) qui est fournie par la cellule. 

 

À ce titre, notons encore deux éléments importants : 

 Le nombre de protéines ATM dans le cytoplasme étant bien plus grand que le 

nombre de CDB dans le noyau fait que ce "dosimètre cellulaire" est très précis et offre 

des scénarios très variés : en effet, pour les conditions hormétiques, un flux 
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significatif de monomères ATM peut subsister avec des doses qui ne créent plus de 

CDB. C’est le cas pour les doses inférieures à 25 mGy. Pour les CSB, c’est le cas de 

doses inférieures à 1 mGy. La précision du dosimètre "cellule" est donc bien 

supérieure aux doses limites de 0.1 Gy pour la mesurabilité de nombreuses 

techniques radiobiologiques (cytogénétique, immunofluorescence, …) 

 Le volume du cytoplasme des fibroblastes est grand et peut être considéré comme un 

grand "réservoir" d’ATM mais surtout être une cible significative pour "capter" 

rayonnement et particules à des doses suffisamment faibles. Il est plus que probable 

que ces propriétés se retrouvent essentiellement dans la réponse spécifique des tissus 

aux radiations : des quantités plus faibles d’ATM et un plus petit cytoplasme 

n’offrent pas le même "rendement" de dosimétrie pour les autres tissus. C’est le cas 

notamment des lymphocytes, dotés d’un gros noyau mais d’un tout petit cytoplasme. 

 

   I.3.2.6. Importance des protéines X  

Après avoir été monomérisés en fonction de la dose, les monomères ATM peuvent 

être captés par les protéines X, souvent surexprimées dans le cytoplasme spontanément 

mais encore plus après irradiation comme c’est notamment le cas des protéines p53 ou de 

RB1 (307) (Fig. 31). L’abondance et la nature des protéines X peuvent être considérées 

comme les premiers facteurs individuels de la réponse aux radiations. 

Divers syndromes sont associés à une radiosensibilité modérée alors qu’ils ne sont 

pas causés par des mutations de protéines de réparation, comme c’est le cas des syndromes 

progeroïdes (348), de la maladie de Bruton (349), de la neurofibromatose (350), de la chorée 

de Huntington (341) ou du syndrome d’Usher (67). Une étude récente de notre laboratoire 

sur la chorée de Huntington suggère que la protéine huntingtine mutée séquestre ATM dans 

le cytoplasme, ce qui limite la reconnaissance et la réparation des CDB dans le noyau. Ainsi, 

la huntingtine, comme les autres protéines cytoplasmiques dont la mutation causerait les 

syndromes précités, pourraient appartenir aux protéines appelées X : après irradiation, ces 

protéines cytoplasmiques mutées deviennent des substrats des monomères d’ATM, en 

compétition avec la redimérisation d’ATM. En conséquence, les complexes X-ATM et ATM-

ATM empêcheraient la diffusion des monomères ATM vers le noyau. 

Il est intéressant de noter que, tout au long des 10 ans d’analyses de la radiosensibilité 

de plus de 300 patients, notre laboratoire a observé que les fibroblastes d’une grande 
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majorité de patients subissant des réactions tissulaires radio-induites montrent un retard du 

transit cyto-nucléaire d’ATM sans pour autant souffrir de syndromes génétiques bien 

caractérisés ou de mutations de protéines nucléaires (collection COPERNIC). Il est donc 

possible que la majorité des patients du groupe II, c’est-à-dire ceux qui sont à risque en 

radiothérapie, puissent souffrir de mutations de protéines X qui s’accompagneraient d’une 

surexpression dans le cytoplasme. Une telle abondance de protéines X suffirait alors à 

bloquer les monomères ATM. Elle suffirait aussi à expliquer les taux élevés (5 à 20%) de 

patients qui sont avérés radiosensibles à la suite d’une radiothérapie sans pour autant 

montrer un tableau clinique spécifique avant le traitement comme ce pourrait être le cas 

pour des maladies de la réparation de l’ADN. Cette question, qui bouleverse alors la 

stratégie de dépistage des patients radiosensibles était suffisamment importante pour faire 

l’objet d’un tome entier (207). 

Un second aspect de la séquestration des monomères d’ATM par les protéines X est 

la permissivité du processus. En effet, dans le cadre des cellules de groupe II, le transit d’ATM 

n’est jamais totalement bloqué. En revanche, plus les protéines X sont abondantes dans le 

cytoplasme, moins les monomères ATM diffusables dans le noyau seront nombreux (Fig. 

31). Cela dépend du facteur individuel mais aussi cela explique aussi l’importance du 

facteur tissu/organe car l’abondance des protéines X dans le cytoplasme peut aussi 

dépendre de la nature du tissu/organe, indépendamment du facteur individuel. Plus 

récemment encore, des données encore préliminaires du laboratoire nous ont permis de 

distinguer l’action de protéines X réparties de façon aléatoire/homogène dans le cytoplasme 

et les protéines X plus proches, voire liées à la membrane nucléaire. Une captation des 

monomères d’ATM par la première catégorie pourrait permettre une "certaine diffusion 

résiduelle" des monomères dans le noyau. A l’inverse, la seconde catégorie pourrait former 

progressivement un encombrement stérique autour de la membrane nucléaire qui pourrait 

constituer "un mur quasiment infranchissable". Rappelons en effet qu’une trop grande 

concentration de monomères ATM favorise la redimérisation et donc augmenterait le 

nombre de complexes ATM-ATM au détriment des complexes X-ATM. De façon 

intéressante, ces deux scénarios sont également transposables dans les cinétiques de la 

formation de foci MRE11. MRE11 est une protéine nucléase dont la suractivité a été associée 

à l’hyper-recombinaison, elle-même reliée à la radiosusceptibilité et la susceptibilité au 

cancer spontané. L’activité nucléasique cesserait après phosphorylation de MRE11 par les 
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monomères ATM arrivés dans le noyau. Cette étape conduit à la formation des foci 

nucléaires MRE11 (189). Pour les syndromes associés à la radiosusceptibilité, un excès de 

foci MRE11 apparaît dans la première heure après irradiation alors que le nombre de foci 

MRE11 augmente progressivement avec le temps post-irradiation dans les syndromes 

plutôt associés à la radiodégénérescence (maximum atteint à 24h post-irradiation) (335). On 

pourrait alors relier la première catégorie des protéines X décrites avec la première catégorie 

décrite des cinétiques de foci MRE11 et la deuxième catégorie des protéines X, plutôt 

proches de la membrane nucléaire, avec une accumulation progressive à long terme du 

nombre de foci MRE11. Ce serait alors la première fois que radiosensibilité, 

radiosusceptibilité et radiodégénérescence seraient reliées par le modèle du transit d’ATM. 

Toutefois, de très nombreuses expériences restent à effectuer pour consolider cette 

hypothèse (335). 

 

 
Figure 31. Représentation schématique des différentes réactions physiques, chimiques, biochimiques et 
biologiques qui s’effectuent dans le cytoplasme après irradiation.  
 

 

   I.3.2.7. Le modèle RIANS et le modèle LQ 

Afin de convaincre la communauté scientifique de la pertinence du modèle RIANS, 

il fallait encore proposer une interprétation biologique des paramètres α et β du modèle LQ 

(cf. équation [3] dans § I.2.1.4). Même si ce n’est pas directement le sujet de cette thèse (nous 

renvoyons le lecteur à la publication Bodgi et Foray de 2016 où le modèle RIANS a été 
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entièrement mathématisé (66), voici les éléments essentiels à retenir. Le modèle LQ peut être 

considéré comme une expression de la probabilité de Poisson de fournir un nombre de Nlet 

(D) de CDB létales pour une dose D. L’équation [3] devient : 

 

                              S(D) = exp(-αD-βD2) = exp(- Nlet (D))              [4] 

 

Or, dans le cadre du modèle RIANS, deux types de CDB peuvent être définis : 

 le type α, qui réunit toutes les CDB reconnues par ATM gérées par suture mais non-

réparables. Nous avons démontré que leur nombre Nα est proportionnel à la dose 

soit : Nα = αD (66)              [5a] 

 le type β, qui réunit toutes les CDB non reconnues par ATM et non réparées par 

suture. Nous avons démontré que leur nombre Nβ est proportionnel au carré de la 

dose soit : Nβ = βD2 (66)   [5b] 

Ainsi le nombre de CDB participant à l’effet létal, Nlet (D), peut être exprimé ainsi, et permet 

de retrouver l’équation [3] et [4] : 

 

Nlet (D) = Nα + Nβ = αD + βD2                        [6] 

 

Ainsi le rapport α/β désigne la capacité de la cellule à mobiliser ATM pour reconnaitre les 

CDB à une dose D (66). 

 

I.3.3. Le modèle RIANS et les effets des faibles doses 

Trois effets radiobiologiques ont été décrits spécifiquement aux faibles doses : ce sont 

l’hormésis, la réponse adaptative et l’hypersensibilité aux faibles doses.  Au cours de ces 

dernières années, nous avons proposé une interprétation biologique de ces trois 

phénomènes sur la base du modèle RIANS. 

 

   I.3.3.1. L’hyper-radiosensibilité aux faibles doses 

Décrite pour la première fois par Lambin et al (351) et Marples and Joiner (352), 

l'hyper-radiosensibilité aux faibles doses (hypersensitivity to low dose, HRS) entraine, pour 

une seule dose dHRS située entre 1 et 800 mGy, une réduction significative de la survie 

clonogénique et aboutit ainsi à un effet biologique équivalent à une dose beaucoup plus 
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forte (353). La dose à laquelle on observe l’effet HRS le plus important sera nommée dHRSmax. 

A des doses supérieures à dHRSmax, la survie augmente progressivement et ce phénomène 

est appelé radiorésistance induite (ou IRR pour induced radioresistance) car de nombreux 

auteurs ont suggéré que cette remontée de la courbe était due à une activation des processus 

biologiques aboutissant à la radiorésistance. Pour décrire le phénomène HRS/IRR, Mike 

Joiner a proposé une modification empirique du modèle LQ pour ajuster les données 

expérimentales (352, 354) :

                                         [7]

Joiner a ainsi considéré que le paramètre α du modèle LQ n’est pas constant mais varie en 

fonction de la dose D. Le paramètre αs représente la pente initiale de la courbe de survie 

pour les très faibles doses ; αr représente la courbe initiale de la courbe de survie décrite par 

le modèle LQ, donc extrapolée à des fortes doses, dc est la dose qui induit le changement 

entre HRS et IRR, et β la composante quadratique du modèle LQ (Fig. 32).

Figure 32. Représentation graphique du phénomène d’hypersensibilité aux faibles doses (HRS) et du 
modèle LQ modifié pour le décrire.

Joiner a suggéré que ce phénomène pouvait être dû au changement de la conformation de 

la chromatine. Le même groupe de recherche a également suggéré qu’il proviendrait d’un 

défaut des arrêts du cycle G2-M ATM-dépendants. Enfin, d’autres études suggèrent que le 
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phénomène dépendrait de la réparation des CDB mais sans donner de modèle mécanistique 

précis (355, 356). 

L’hypersensibilité aux faibles doses n’est pas limitée à une diminution de survie cellulaire 

mais est également associée à une augmentation des CDB non réparées et une augmentation 

du nombre de micronoyaux. Ce phénomène ne concerne pas uniquement les voies de mort 

cellulaire et de radiosensibilité. En effet, ce phénomène a également été observé à travers un 

excès de mutations HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase) entre 1 et 500 

mGy (357) (Fig. 33). 

 

 
Figure 33. Illustration schématique de l'hypersensibilité aux faibles doses (HRS) par la différence entre 
radiosensibilité et radiosusceptibilité. La survie cellulaire (A) et les cassures double-brin (DSB) non réparées 
(B) sont les paramètres les plus pertinents pour quantifier la radiosensibilité (risque de réactions tissulaires 
attribuables à la mort cellulaire). Le taux des mutations de l'hypoxanthine-guanine phosphoribosyle 
transférase (HPRT) (C) est l'un des paramètres les plus pertinents pour quantifier la radiosusceptibilité 
(risque de cancer radio-induit). Il convient de noter qu’il n’existe pas encore de paramètre consensuel pour 
quantifier la transformation cellulaire. 
 

 

La HRS ne peut pas tuer spécifiquement les cellules tumorigènes, comme certains 

auteurs le suggéraient pour expliquer les aspects bénéfiques des radiations (358) : ce 

phénomène peut produire un excès de transformation cellulaire (radiosusceptibilité) et/ou 

un excès de mort cellulaire (radiosensibilité) (357) (Fig. 33). De plus, l'ampleur maximale de 

la HRS observée dans les cellules humaines est généralement limitée à 25 % de survie 

cellulaire : même si la HRS tuait spécifiquement les cellules tumorigènes, son action serait 
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limitée à une minorité de cellules irradiées (353, 359). L'ampleur maximale de la HRS a été 

observée à une dose de dHRSmax entre 0.1 et 0.8 Gy (la dHRSmax la plus fréquente est 0.2 Gy) 

correspondant à un effet biologique équivalent à une dose 5 à 10 fois plus élevée. De plus, 

dHRSmax peut également varier en fonction du débit de dose (353, 359). La HRS a été 

généralement observée dans des cellules présentant une radiosensibilité intermédiaire et 

pas dans des cellules radiorésistantes, ni dans des cellules hyperradiosensibles (66, 359).  

Que dit le modèle RIANS ? Si la dose est faible, moins de CDB et moins de 

monomères ATM seront produits. Pour les cellules de groupe I (RIANS rapide), le nombre 

de monomères ATM reste encore très important pour reconnaitre le peu de CDB induites 

par les faibles doses : la courbe de survie ne change pas. En revanche pour les cellules de 

groupe II (RIANS retardé par les protéines X), le nombre de monomères ATM qui diffusent 

dans le noyau peut être tellement réduit que plus de 2 CDB ne sont pas reconnues (donc 

seront non réparées) ; la courbe de survie baisse alors brutalement. Si une plus forte dose 

est émise, le nombre de monomères ATM qui diffusent dans le noyau permettra une 

meilleure reconnaissance. Nous avons modélisé ces scénarios et montré que le modèle 

RIANS pouvait expliquer le phénomène HRS et aboutir à la formule [7] vue précédemment 

(66) (Fig. 34). 

 

 
Figure 34. Illustration schématique du phénomène HRS par le modèle du transit d’ATM. A des doses 
proches de dHRSmax, le faible nombre de monomères d’ATM est séquestré par les protéines X dans les cellules 
de groupe II. Le peu de CDB induites sont alors non reconnues et non réparées. La courbe de survie baisse 
brutalement. En augmentant la dose, le nombre de monomères d’ATM augmente et certains peuvent passer 
dans le noyau pour reconnaître les CDB en dépit d’un nombre un peu plus élevé que précédemment. 
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   I.3.3.2. L’hormésis et la réponse adaptative 

Le jargon scientifique est souvent source de confusion, notamment lorsque l'emploi 

actuel d'un terme spécifique ne correspond pas nécessairement à sa définition historique, 

ou lorsqu'il est utilisé dans un domaine de recherche différent de celui dont il a été défini. 

Les termes "réponse adaptative" et "hormésis" sont des exemples typiques de cette 

confusion. Nous avons publié deux publications distinctes sur le sujet (360, 361) : 

 La réponse adaptative (RA), est un terme ancien largement utilisé au XIXème siècle 

en biologie évolutionnaire pour évoquer une adaptation d'un organisme à long terme 

(pendant quelques générations). Progressivement, la notion de temps nécessaire à 

l'adaptation a disparu et la définition suivante de la RA est maintenant proposée : la 

RA est "un processus d'adaptation qui permet de survivre dans des conditions 

défavorables" (362). En 1984, Olivieri et al. ont introduit pour la première fois ce 

terme pour décrire un phénomène radiobiologique survenant après deux doses 

successives (363) : la première dose, appelée "priming dose" (dRA), précède une 

certaine période de temps (ΔtRA), puis une dose plus élevée appelée "challenging 

dose" (DRA). Le phénomène de RA se produit lorsque l'effet de dRA + △tRA + DRA est 

inférieur à celui de DRA (Fig. 35). La dose DRA produit systématiquement des effets 

délétères et/ou mortels. La dose dRA est généralement interprétée comme un 

stimulus des défenses cellulaires pour répondre à DRA (364, 365). Cependant, la 

nature de ces défenses n'avait toujours pas été identifiée jusqu’à présent. 

 L’hormésis (du grec ancien, stimulus), est plus récent et moins fréquemment utilisé 

que la RA. Le terme "hormésis" a été introduit pour la première fois en 1943 par 

Southam et Ehrlich qui ont découvert que les extraits d'écorce de cèdre rouge 

stimulaient la croissance de certains champignons à de faibles concentrations et 

étaient toxiques à de fortes concentrations (366). T.D. Luckey a introduit pour la 

première fois le terme "hormésis" en radiobiologie dans les années 1980 pour décrire 

un phénomène dépendant de la dose sous la forme d’une fonction mathématique en 

forme de J ou de U, impliquant que l'hormésis est une fonction continue de la dose 

(ou débit de dose). Il y existerait donc une dose-seuil en-deçà de laquelle l'exposition 

au stress est "positive" et au-dessus de laquelle le stress est "nuisible" (367, 368). La 

nature non linéaire du phénomène hormésis a été un aspect important du débat sur 

le modèle linéaire sans seuil (369, 370). La notion d'effet stimulant a été 
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progressivement remplacée par la notion d'effet bénéfique, par opposition à l'effet 

toxique observé à fortes doses.

Paradoxalement, la définition de l'hormésis en radiobiologie, suggère l'existence 

d'une première dose (le "stimulus") alors que le terme d’hormésis n'était pas utilisé comme 

se produisant après une succession de doses. Réciproquement, la définition de la réponse 

adaptative suggère une adaptation à long terme alors que le temps entre les doses dRA et 

DRA est court (quelques heures). En revanche, si les données RA sont tracées en fonction de 

la priming dose dAR, une courbe en J apparaît (Fig. 35), ce qui démontre que la RA pourrait 

être considérée comme un phénomène hormétique. Cependant, l'inverse n'est pas vrai : 

toutes les données d'hormésis ne peuvent être décrites comme un phénomène RA car elles 

sont principalement obtenues à partir d'une dose unique (361). Par conséquent, ces 

définitions, fondées sur des données historiques et correspondant à des protocoles 

expérimentaux spécifiques, suggèrent que la RA peut conduire à une réduction du risque 

lié à une dose élevée (DRA) par une autre dose plus faible (dRA), tandis que l'hormésis décrit 

des effets biologiques bénéfiques sans induction d'une autre dose. De plus, l'hormésis et la 

RA ne se produisent pas nécessairement dans la même gamme de doses : la dose DRA est 

généralement équivalente à quelques Gy, tandis que l'hormésis est observé à des doses 

beaucoup plus faibles allant du mGy au cGy, tout comme la dose dRA (290).

Figure 35. Différences entre l'hormésis et le phénomène de réponse adaptative. A : l'hormésis est définie 
comme une fonction continue de la dose avec laquelle un effet stimulant (bénéfique ?) se produit à des 
doses sous-inhibitrices. L'hormésis est l'effet d'une dose unique ou d'un débit de dose (on peut l'observer 
lors d'une exposition chronique aux rayonnements). B : la réponse adaptative (RA) est définie comme un 
effet infra-additif observé après la succession d'une première faible dose (priming dose) dRA et d'une plus 
forte dose (challenging dose) DRA, séparées par une période △tRA. (L’effet de dRA + △tRA + DRA < DRA).
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Réponse adaptative 

En résumé, depuis les années 1980 jusqu'à aujourd'hui, la RA a été observée avec le 

scénario dRA + ΔtRA + DRA et avec les valeurs suivantes : (0.001-0.5 Gy) pour les dRA, entre 1 

et 48 h pour le ΔtRA et entre 0.1 et 6 Gy pour le DRA. A l'exception notable des travaux du 

groupe d'Olivieri qui ont utilisé la thymidine tritiée (363), dans la grande majorité des cas 

(> 83 %) dRA est délivrée en moins d'une minute (c’est-à-dire à des débits de dose allant de 

1 mGy.min-1 à 1 Gy.min-1). La DRA est généralement délivrée en moins de 5 min à environ 1 

Gy.min-1. 

Quand on fait la revue des protocoles concernant la RA, il est important de constater 

que la priming dose dRA est, dans plus de 90 % des études, inférieure à 0.05 Gy mais 

supérieure à 0.001 Gy. Comme on l’a vu plus haut, le stress oxydatif causé par 1 Gy de 

rayons X ou γ induit simultanément environ 10 000 dommages de base (DB), 1000 cassures 

simple-brin d'ADN (CSB), et 40 cassures double-brin d'ADN (CDB) par cellule diploïde 

humaine. Ces taux d'induction de dommages de l'ADN ne dépendent pas de la 

radiosensibilité des cellules (267). Par conséquent, la priming dose dRA induit généralement 

moins de 500 DB, 50 CSB, et 2 CDB par cellule. Ces chiffres correspondent à un stress 

oxydatif significativement plus faible que celui induit par les dommages spontanés de l'ADN 

habituellement observés dans les cellules radiorésistantes humaines (267). Par conséquent, 

de tels dommages de l'ADN ne peuvent affecter de façon significative la survie cellulaire ni 

l'instabilité génomique. En revanche, dans les cellules radiosensibles, le stress oxydatif dû à 

l'instabilité génomique spontanée cause une quantité faible mais significative de dommages 

de l'ADN, plus importante que celle observée dans les cellules radiorésistantes. Ainsi, 

seulement dans les cellules radiosensibles, le stress oxydatif spontané ajouté à celui causé 

par la dose initiale dRA peut entraîner une quantité significative de dommages de l'ADN. Si 

un certain niveau de stress oxydatif est requis pour la survenue d'un phénomène RA, il 

devrait se produire préférentiellement dans les cellules radiosensibles. 

Rappelons que les périodes moyennes de réparation sont d’environ 5 à 10 min pour 

les DB, 10 à 20 min pour les CSB et 50 à 60 min pour les CDB. L'examen des protocoles de 

RA révèle que le ΔtRA est fortement dépendant des valeurs dRA et DRA et qu'il est 

généralement supérieur à 1 h mais inférieur à 24 h (361). Dans les cellules radiorésistantes, 

24 h post-irradiation correspond à une réparation complète de tous les dommages de l'ADN 

induits par le dRA. En revanche, dans les cellules radiosensibles, il est possible que certaines 
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CDB restent non réparées ou mal réparées après dRA + ΔtRA. Les protéines de réparation et 

de signalisation de l'ADN peuvent donc encore être activées pendant et après dRA + ΔtRA. 

Par conséquent, comme on l'a supposé plus tôt et comme le suggère la littérature, la RA 

devrait être beaucoup moins fréquente dans les cellules radiorésistantes puisque dRA + ΔtRA 

ne produit pas d'effet biologique significatif avant l'exposition au DRA (361). 

Dans la grande majorité des cas, le DRA est supérieur à 0.5 Gy et fréquemment de 2 

Gy, ce qui correspond à une dose élevée (la dose de 2 Gy est généralement celle administrée 

par séance de radiothérapie). Comme défini par notre laboratoire, une dose de 2 Gy génère 

une fraction de survie à 2 Gy (SF2) variant respectivement de 1 à 10 %, de 10 à 60 % et de 60 

à 80 % pour les cellules humaines respectivement hyper-radiosensibles (groupe III), 

modérément radiosensibles (groupe II) et radiorésistantes (groupe I) (67, 189, 207). Lorsque 

l'on examine la littérature, on n’observe pas de RA dans les cellules dont la SF2 est inférieure 

à 10 % et supérieure à 60 %, ce qui confirme que la RA est plus souvent observée dans les 

cellules montrant une radiosensibilité intermédiaire. Cette conclusion est également en 

accord avec le fait que la radiorésistance est une "notion bornée" : les cellules ne peuvent 

pas réparer plus de dommages de l'ADN lorsque la réparation de l'ADN est déjà complète 

et que le SF2 ne dépasse pas 80 % dans les cellules humaines (67, 189, 207). Inversement, 

dans les cellules hyper-radiosensibles, la quantité de mort cellulaire ou de mutations est si 

élevée (l'effet du dRA + ΔtRA est déjà délétère) que les conséquences biologiques d'une 

exposition au DRA sont, de toutes façons, irréversibles.  

Dans toutes les publications concernant la RA citées ci-dessus, deux remarques peuvent être 

faites : 

 Dans le cas des expériences publiées avec des lymphocytes circulants, tous les 

donneurs n’étaient pas nécessairement RA positifs et donc le rapport entre les 

donneurs positifs et négatifs peut varier selon les études. Aucune explication 

génétique n'a été fournie. 

 Dans les cellules humaines RA positives hormis les lymphocytes circulants 

répertoriés, plus de 50% sont des lignées cellulaires tumorales, 30% sont des cellules 

immortalisées ou transformées et plus de 75 % sont connues pour être radiosensibles. 

Ces remarques confirment la conclusion selon laquelle l'apparition de la RA est favorisée 

lorsque les cellules présentent un niveau anormalement élevé d'instabilité génomique et/ou 

de radiosensibilité. ΔtRA est déjà délétère (371). Tous ces exemples suggèrent que la RA se 
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produit préférentiellement dans les cellules présentant une radiosensibilité intermédiaire 

(donc de type groupe II et donc évoquant un retard de transit d’ATM. La RA peut cependant 

se produire dans les cas de cellules radiorésistantes, mais à des doses non pertinentes sur le 

plan biologique (372). 

 

Hormésis 

Il existe très peu de données concernant l’hormésis sur les cellules humaines. La large 

majorité de la littérature est composée de critiques de données, de commentaires ou de 

lettres (361). Les articles contenant des données originales représentent seulement un tiers 

de l’ensemble des publications et seulement 25% d’entre elles concernent les cellules 

humaines (369, 370, 373-390). Notre analyse documentaire est conforme à la conclusion 

selon laquelle les données sur les animaux/plantes/micro-organismes représentent la 

grande majorité des rapports accumulés sur les effets des expériences à faibles doses et à 

faibles débits de dose (361). Le taux de croissance, le développement de la croissance, la 

reproduction, l'immunité, l'incidence du cancer et la durée de vie ont d'abord été considérés 

par T.D. Luckey comme les principaux paramètres utilisés dans ces données. 

Parmi les données humaines sur l'hormésis, les expériences in vitro concernent 

principalement des cellules transformées ou tumorales, ce qui pose la question de la 

spécificité du phénomène vis-à-vis du type cellulaire. En effet, même si les cellules 

transformées, immortalisées ou tumorales sont faciles à amplifier in vitro grâce à leur 

capacité de croissance en culture, elles ne reflètent pas toutes les spécificités de la réponse 

au rayonnement des tissus sains. 

Parmi les données "macroscopiques" sur l'hormésis, les études épidémiologiques 

concernent généralement l'incidence du cancer ou la mortalité par cancer des survivants de 

la bombe A, ce qui soulève le paradoxe que l'hormésis peut stimuler la croissance cellulaire 

dans les expériences in vitro tout en consistant à réduire l'incidence du cancer lorsque les 

données épidémiologiques sont considérées. Ces conclusions seront discutées ci-après. 

Il existe deux types d'études in vitro sur l'hormésis dans les cellules humaines : celles qui 

concernent les effets à faible dose (FD) ou à faible débit de dose (FDD) et celles qui 

concernent les protocoles de RA. En ce qui concerne les études FD et FDD, une analyse 

rapide des données de la littérature montre que les protocoles expérimentaux varient 

considérablement d'un groupe de recherche à l'autre et qu'il n'existe même pas de consensus 
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clair quant à la gamme de doses où l’hormésis est observé. En effet, de 1980 à 2018, les FDD 

étudiées variaient de 0.1 mGy.min-1 à 0.5 Gy.min-1 (en fait, cette dernière valeur ne peut être 

considérée comme un débit de dose "faible"). En revanche, les doses les plus fréquentes 

observées dans l'hormésis se situent entre 20 et 75 mGy (360). Par exemple, en utilisant une 

lignée fibroblastique pulmonaire humaine d’origine embryonnaire, Velegzhaninov et al. 

(2018) ont montré qu'une dose unique de 30 à 50 mGy entraînait une diminution de la 

sénescence (391). 

Bien que la prolifération cellulaire ou la clonogénicité soient les critères d'évaluation 

les plus fréquemment utilisés dans les expériences in vitro sur l'hormésis dans les cellules 

humaines, l'analyse de la littérature suggère que l'hormésis est généralement observé dans 

des cellules normales mais pas dans les cellules tumorales. Il est intéressant de noter que 

l'hormésis est considéré comme un phénomène "bénéfique" lorsqu'une prolifération 

cellulaire accrue est observée alors que le manque de contrôle de la croissance doit être 

considéré comme négatif, quel que soit le type de cellules. De plus, les lignées cellulaires 

dans lesquelles l'hormésis a été observé se sont révélées plutôt radiorésistantes. À l’inverse, 

il convient de rappeler que la RA a surtout été observée dans des cellules radiosensibles, ce 

qui représente une différence importante entre l'hormésis et la RA (360, 361). Aucun 

mécanisme consensuel n'est proposé pour expliquer l'hormésis dans les expériences in vitro. 

Les expériences ex vivo sur l'hormésis chez l'homme impliquent différents protocoles 

expérimentaux. Elles consistent généralement à prélever du plasma sanguin ou des cellules 

sur des individus exposés entre 1 et 15 mSv/an. Cependant, la nature de l'exposition diffère 

radicalement dans cette série de données : résidents de bâtiments contaminés au cobalt 60 

ou vivant à proximité d'une centrale nucléaire, travailleurs exposés, patients atteints d'une 

maladie neurodégénérative ou habitants des zones à fort rayonnement naturel (361). 

Comme pour les expériences in vitro, il n'y avait pas encore de consensus sur un modèle 

mécanistique pour expliquer ce phénomène. 

L'exemple le plus célèbre d’une mise en évidence de l'hormésis dans les études 

épidémiologiques est la diminution du risque de leucémie et/ou de la mortalité chez les 

survivants de la bombe atomique (392, 393). Les données d'Hiroshima suggèrent que le taux 

de mortalité par leucémie pour 100 000 personnes, déterminé sur une période de 35 ans, 

diminue significativement autour d'une exposition de 75 mGy (394). Cependant, cette 

conclusion fait encore l'objet de controverses et de débats (395, 396). Il est intéressant de 
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noter que d'autres rapports ont également montré que l'incidence du cancer ou la mortalité 

par cancer diminue lorsque l'exposition se situe entre 20 et 75 mGy, notamment lorsque les 

cancers des ovaires, du côlon ou du sein sont considérés (385, 392). 

En ce qui concerne les données des FDD, seuls trois rapports font état d'une incidence 

plus faible du cancer. Tous ces rapports concernent des zones surélevées (en altitude) aux 

États-Unis. Dans ces études, ces zones surélevées ont été considérées comme étant associées 

à une radioactivité naturelle plus élevée (376, 377). Toutefois, les coefficients de corrélation 

étaient faibles et le lien direct entre l'altitude et radioactivité naturelle peut être une source 

d'artéfacts. En outre, une analyse rigoureuse de la signification statistique des différences 

observées entre les valeurs de radioactivité naturelle n'a pas été effectuée dans ces études. 

Une étude similaire a été menée en Pologne entre 0.5 et 4.6 mSv/an et présente des données 

plus convaincantes : pour la première fois, l'effet hormésis a été quantifié avec le débit de 

dose et défini comme une diminution de 1.17 %/mSv/an de tous les décès par cancer (373). 

Cependant, cet effet n'est pas statistiquement significatif pour les cancers du poumon, 

probablement à cause du tabagisme qui représente un facteur de confusion majeur (373). Il 

est intéressant de noter que ces données quantitatives ne sont pas compatibles avec un 

phénomène d'hormésis qui serait observé dans des zones de radioactivité naturelle plus 

élevées : en fait, si nous appliquions la règle de diminution de 1.17%/mSv/an pour tous les 

décès par cancer, une diminution de plus de 70 % des décès par cancer serait prévue à 

Ramsar (Iran), la zone la plus radioactive du monde (70 mSv/an), ce qui n'a jamais été 

observé et aurait été très facile à mettre en évidence. Par conséquent, toutes ces données 

suggèrent que si l'hormésis est causée par la radioactivité naturelle, elle pourrait ne 

concerner que des zones à faible rayonnement naturel, ce qui contredit certaines hypothèses 

et surtout la croyance d’un effet bénéfique liée aux plus hauts rayonnements naturels. En 

d'autres termes, l’hormésis devrait concerner des zones de radioactivité naturelle inférieure 

à 2.5 mSv/an, ce qui correspond à la radioactivité naturelle moyenne au niveau mondial et 

peut expliquer pourquoi l'effet hormésis ne peut être mesuré facilement (360). 

 

En plus des données épidémiologiques, il existe des études cliniques sur l'hormésis, 

mais, une fois encore, celles-ci ne représentent qu’un nombre très réduit de cas. Les deux 

rapports référencés concernent un patient atteint de polyarthrite rhumatoïde traité par 

source chaude au radon et trois autres patients atteints respectivement de cancer de la 
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prostate, de cancer de la prostate avec métastases osseuses et de colite ulcéreuse et soumis 

à un traitement répété à faible dose. En raison du faible nombre de cas et du fait qu'ils ne 

présentent pas d'arguments quantifiés, ces deux rapports ne peuvent être rigoureusement 

considérés comme une preuve significative de l'existence de l'hormésis chez l'homme (360). 

D'après les données publiées sur les faibles doses, quelle que soit leur forme (in vitro, ex vivo, 

épidémiologique ou données sur la réponse adaptative), l'hormésis a été observé dans des 

cellules humaines à des doses spécifiques allant de 20 à 75 mGy administrées à un débit de 

dose supérieur à 0.1 mGy/min). En ce qui concerne les données FDD publiées, la plupart 

des études chez l'humain ont révélé un phénomène hormétique à un débit de dose 

spécifique variant entre 0.4 et 15 mSv/an. Toutefois, il faut souligner que la robustesse 

statistique des données FD et FDD est inégale (360) : 

 la même gamme de doses a été obtenue dans des conditions différentes et 

indépendantes (données in vitro, ex vivo, épidémiologiques ou RA) dans des études 

portant sur différentes lignées cellulaires et sous-populations avec différents 

paramètres cellulaires ou épidémiologiques. 

 la gamme des débits de dose n’est étayée que par quelques études épidémiologiques, 

fondées sur des risques calculés et dans lesquelles un certain nombre de facteurs 

confondants (altitude, rayonnement naturel, tabagisme, etc.) n'ont pas été pris en 

compte.  
 

Dans les fibroblastes humains, une gamme de 20–75 mGy correspond à 200–750 DB, 

20–75 CSB et 0.8–3 CDB par fibroblaste, et beaucoup moins par lymphocyte. Ainsi, à des 

doses inférieures à 25 mGy, on ne s'attend pas à ce qu'il y ait de CDB radio-induite. Aux 

doses inférieures à 1 mGy, on ne s'attend à aucune CSB radio-induite. Toutes ces valeurs 

sont du même ordre que les dommages spontanés de l'ADN habituellement évalués dans 

les cellules radiorésistantes humaines dans lesquelles on observe généralement 0-2 CDB 

spontanées (339). Inversement, dans les cellules radiosensibles, on peut observer plus de 

dommages de l'ADN spontanés et aussi quelques dommages supplémentaires de l'ADN 

produits pendant la réparation à cause de l’instabilité génomique (267). Par conséquent, ces 

données suggèrent qu'un phénomène d'hormésis se produisant à 20-75 mGy devrait être : 

 observé plutôt dans les cellules radiorésistantes que dans les cellules radiosensibles. 
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 causé par un stress oxydatif qui facilite un processus biochimique ou biologique qui 

n'est pas nocif pour la cellule (c’est-à-dire équivalent à une dose sublétale). D'ailleurs, 

certains auteurs ont proposé le terme "eustress" pour décrire ce stress "positif" (397). 

A notre connaissance, aucun modèle mécanistique reliant les aspects moléculaires, 

cellulaires et cliniques n'avait été proposé jusqu’à présent pour expliquer 

quantitativement le rôle positif d'un tel "eustress" dans les cellules radiorésistantes 

humaines. 

 

Vers un modèle unifié pour les faibles doses ? 

La réponse adaptative : Comme nous l’avons vu plus haut, la RA est observable 

spécifiquement dans les cellules présentant une radiosensibilité intermédiaire. Dans le cadre 

de la théorie du transit d’ATM, pour des cellules radiorésistantes (groupe I), le flux d’ATM 

est amplement suffisant pour que le bénéfice de dRA + ΔtRA avant la délivrance de DRA 

soit significatif. En conséquence, le phénomène RA n’est pas mesurable pour des cellules 

radiorésistantes. Pour les cellules hyperradiosensibles (groupe III), l’effet de dRA + ΔtRA 

est déjà délétère et donc s’ajoute à celui de DRA : la RA n’est pas observée non plus. Dans 

le cas de cellules modérément radiosensibles (groupe II) soumises à une dRA comprise entre 

0.001 et 0.5 Gy, la diffusion des monomères d’ATM est environ 2 fois moins importante que 

dans les cellules radiorésistantes. Par exemple, environ 40 000 et 20 000 monomères d’ATM 

passent respectivement la membrane nucléaire après 0.2 Gy suivi de 6 h (dRA +ΔtRA) pour 

les cellules radiorésistantes et modérément radiosensibles. Toutefois, une dose de 2 Gy 

(DRA) produit en 10 min, pour le même type de cellules respectivement, environ 30 000 et 

16 000 monomères d’ATM (201). Pendant ΔtRA les monomères d’ATM produits par dRA 

peuvent perdre leur activité en se "redimérisant". Pourtant, même si environ 20 % de 

monomères d’ATM apportés par dRA restent actifs pendant ΔtRA (soit environ 4 000 

monomères dans notre cas), cet apport représente environ 25 % (4 000 sur 16 000) des 

monomères d’ATM actifs supplémentaires pour répondre à DRA. Dans ce cas précis, un 

ΔtAR trop court ne permettrait pas un flux suffisant ; un ΔtAR trop long aboutirait à des 

monomères inactifs. Ainsi, dans les cellules radiosensibles de groupe II, dAR +ΔtAR 

pourrait donc produire une stimulation de la reconnaissance des DSB par un apport 

supplémentaire de monomères d’ATM. L’occurrence et l’ampleur du phénomène RA 

dépendrait donc fortement de la radiosensibilité des cellules irradiées (Fig. 36). 
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Figure 36. Modèle du transit d’ATM et réponse adaptative : A la suite d’une exposition à une dose dRA des 
monomères d’ATM diffusent dans le noyau. Après une période de temps ΔtRA , un excès de monomères 
d’ATM subsiste dans le noyau. Si les cellules sont exposées à une forte dose DRA, de nombreux monomères 
d’ATM sont produits auxquels s’ajoute l’excès de monomères produits par dRA+ΔtRA qui contribuent à réduire 
l’effet de DRA. L’effet dRA+ΔtRA+DRA est donc dans ce cas inférieur à l’effet produit par la dose DRA seule. 

 

 

Le phénomène RA (c’est-à-dire la réduction de l’effet biologique d’une forte dose de 

radiation par une dose plus faible), n’est donc pas un artéfact techniquement mais il est 

observable mais dans des conditions expérimentales spécifiques : 

 Un scénario d’exposition de type dRA + ΔtRA + DRA doit être appliqué, avec dRA 

comprise entre 0.001 et 0.5 Gy, ΔtRA entre 2 et 24h et DRA entre 0.1 et 5 Gy. 
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 Ce phénomène peut être observé sur de nombreux types cellulaires mais les cellules 

doivent être caractérisées par une certaine radiosensibilité ou une certaine 

radiosusceptibilité (groupe II) : la RA n’est pas mesurable sur les cellules 

radiorésistantes ni sur les cellules hyper-radiosensibles. Elle dépend donc fortement 

du statut génétique. 

 Le bénéfice de ce phénomène pour l’homme reste très limité, voire inexistant, 

d’autant plus que la première condition rend ce scénario d’exposition réalisable quasi 

exclusivement en laboratoire. Toutefois, en clinique, il faudrait vérifier si un scanner 

de positionnement suivi d’une dose de radiothérapie peut conduire à la 

radioprotection de la tumeur. 

 Tout comme pour le phénomène HRS, la théorie du transit d’ATM apporte 

aujourd’hui une explication moléculaire à ce phénomène. 

 Contrairement aux hypothèses historiques et bien que la dose d’amorçage fasse 

penser à une vaccination, ce phénomène n’a rien à voir avec les lois de 

l’immunologie. 

 Après bien des dérives sémantiques et des interprétations erronées, l’existence de la 

RA, basée sur la succession d’une dose faible et d’une dose forte (qui est souvent elle-

même toxique ou mutagène) et qui n’est observée que sur des cellules radiosensibles 

ou transformées, ne constitue pas une preuve que les faibles doses soient bénéfiques 
 

L’hormésis : Comme on l’a vu plus haut, le phénomène d'hormésis, déclenché par 

une dose unique dhorm appartenant à la gamme de dose 20–75 mGy, est observé 

préférentiellement dans les cellules radiorésistantes. La reconnaissance et la réparation des 

CDB radio-induites est complète pour des doses inférieures ou égales à 2 Gy dans ces 

cellules (339). Cependant, elles peuvent présenter une instabilité génomique faible mais 

significative avec des taux de CSB spontanées dues aux espèces réactives de l’oxygène ou à 

une activité de nucléase (398). Cette activité de nucléase spontanément élevée contribue au 

vieillissement et à l'instabilité génomique en augmentant les dommages de l'ADN (398, 399). 

Dans la gamme de doses où est observé l’hormésis, le nombre de CSB radio-induites ne 

dépasse normalement pas 75 CSB par cellule, ce qui, en plus, n'est statistiquement pas 

suffisant pour créer une CDB supplémentaire ; rappelons qu’une CDB ne peut être le 

résultat de 2 CDB sauf si celles-ci sont suffisamment proche (moins de 50 bp) ou si la 
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deuxième CSB est une conséquence anormale de la réparation de la première (cf. § I.2.1.1). 

En revanche, même s’il y a peu ou pas de CDB induites, un flux de plusieurs milliers de 

monomères d’ATM diffusent très vite dans le noyau (360). Cet apport de monomères 

d’ATM, sans influer sur l’efficacité de la reconnaissance des CDB induites par une dose dhorm 

pourrait en revanche permettre aux cellules de réparer des dommages spontanés (CDB ou 

CSB). Ainsi, cette "détoxification" des cellules permettrait de réduire les éventuels risques 

de cancer ou de vieillissement liés à ces dommages spontanés, évidemment à condition que 

ceux-ci soient associés à un risque clinique particulier. Cet effet ne pourrait pas se produire 

dans les cellules radiosensibles, notamment celles issues d’individus prédisposés au cancer, 

puisqu’au contraire, dhorm produirait directement ou indirectement des CDB liées à l’hyper-

recombinaison en plus des dommages spontanés qui peuvent être plus nombreux pour ce 

type de cellules instables génomiquement que pour les cellules radiorésistantes. L’apport 

des monomères d’ATM n’arriverait pas à compenser les dommages supplémentaires 

induits par dhorm. Tout comme HRS et RA, le phénomène d’hormésis aurait donc lui aussi 

un sens au niveau moléculaire (Fig. 37). 

 

Dans le cadre du modèle de transit d’ATM, dans la mesure où les paramètres choisis 

dépendent de l'activité de la kinase ATM dans le noyau, les conséquences biologiques de 

l'hormésis peuvent être d'une grande diversité. En effet, la protéine ATM s'est révélée être 

en amont d’une cascade de phosphorylation de ses substrats en obéissant à une hiérarchie 

fonctionnelle et temporelle : phosphorylation des substrats ATM impliqués dans la 

reconnaissance des dommages de l'ADN, puis dans la réparation de ces dommages, puis 

dans le contrôle du cycle cellulaire et enfin dans les voies de mort cellulaire (400). Il est 

intéressant de noter que toutes les étapes de la réponse moléculaire et cellulaire aux 

radiations sont connues pour être facilitées par une activité kinase nucléaire élevée d’ATM, 

ce qui rend notre modèle cohérent avec le phénomène d'hormésis. Les conséquences d'une 

forte activité d'ATM peuvent également être observées à l'échelle cellulaire en aval des 

étapes de reconnaissance et de réparation des CDB. C'est notamment le cas des 

caractéristiques cliniques qui se produisent à l'échelle des tissus, comme les réactions 

immunitaires et inflammatoires (400). Cependant, des données expérimentales 

supplémentaires relatives à ATM sont nécessaires pour établir un lien quantitatif et 

qualitatif entre l'événement cellulaire et les réactions tissulaires. 
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Ainsi, l'hormésis peut contribuer à réduire la mort cellulaire spontanée, l'instabilité 

génomique et le vieillissement des cellules radiorésistantes. Toutefois, les conséquences 

d’un phénomène hormétique peuvent montrer des ampleurs différentes suivant les échelles 

moléculaires, cellulaires, tissulaires ou cliniques considérées. Par exemple, la 

reconnaissance et la réparation des CDB et des chromosomes sont des notions "limitées" : 

lorsque toutes les lésions sont reconnues ou réparées, une dose d'hormésis ne peut pas 

contribuer à en reconnaître ou à en réparer davantage. Par conséquent, si la reconnaissance 

ou la réparation des CDB et des lésions chromosomiques sont considérés comme paramètres 

de mesure de l’hormésis, la réponse à la dose peut présenter un seuil voire n’être pas 

mesurable à l’échelle moléculaire ou cellulaire mais être observé à une échelle plus grande. 

 

 
Figure 37. Modèle du transit d’ATM (ou RIANS pour radiation induced ATM nucleo-shuttling) et hormésis. 
Une dose comprise entre 20 et 75 mGy produit un grand nombre de monomères d’ATM mais pas de CDB. 
Dans les cellules radiorésistantes, les monomères d’ATM peuvent déclencher la réparation des CDB 
spontanées, ce qui peut diminuer le risque de cancer ou de vieillissement accéléré. 
 

 

Pour la première fois, un modèle mécanistique unifié de réponse aux RI permet 

d’expliquer à la fois les phénomènes d’hypersensibilité aux faibles doses (HRS), de 

réponse adaptative (RA) et d’hormésis, ainsi que les phénomènes habituellement 

observés à des doses utilisées en radiothérapie. Ainsi, à partir de cet outil unique qu’est 

le RIANS, nous allons pouvoir investiguer les spécificités des effets produits par des 

répétitions de faibles doses utilisées en radiothérapie LDRT et en comparer les bénéfices 

avec les modalités plus classiques impliquant de plus fortes doses. 
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II. BUTS DE LA THÈSE 
 

Rappels contextuels 

Si l’on organisait un sondage parmi les radiobiologistes et les radiothérapeutes, la 

notion de "faibles doses" de radiation s’associerait aisément à celle d’effets cliniques faibles 

voire négligeables. D’ailleurs, la définition-même de faibles doses de radiation ne fait pas 

consensus puisqu’à travers les traitements de radiothérapie hyperfractionnés on peut 

considérer la dose totale (cumulée) comme une forte dose, et la dose par séance 

(généralement 2 Gy) comme faible. Or, les radiologues ne souscriraient probablement pas à 

cette définition, accordant l’adjectif "faibles" à des doses délivrées par des scanners de 

nouvelle génération (de l’ordre du mGy) ou des radiographies dentaires (de l’ordre du 

nGy). Si l’on prend la toxicité tissulaire comme référentiel, une dose peut être considérée 

comme faible lorsqu’elle n’entraîne aucune toxicité significative au niveau tissulaire, 

autrement dit lorsqu’elle reste inférieure à 0.5 Gy. Une telle définition suggère cependant 

plusieurs remarques :  

 Tout d’abord, c’est bien la toxicité radio-induite (radiosensibilité) qui est prise en 

compte dans cette définition : le seuil de dose choisi ne concerne pas le risque de 

cancer radio-induit (radiosusceptibilité) ni celui du vieillissement accéléré radio-

induit (radiodégénérescence) ; 

 Le fait que l’échelle tissulaire soit choisie comme référence n’implique pas pour 

autant l’absence d’événements au niveau cellulaire et moléculaire ; 

 Une telle définition n’interdit donc pas non plus que des effets contradictoires 

("délétères" ou "bénéfiques") puissent survenir à des doses inférieures à 0.5 Gy ; 

 Cette définition s’applique-t-elle vraiment à tous les individus, ou seulement aux cas 

radiorésistants ? Des événements de toxicité pourraient-ils être observés à des doses 

plus faibles que 0.5 Gy chez des individus radiosensibles ? 

 

L’un des exemples les plus représentatifs d’effets radiobiologiques contradictoires est 

donné par l’hormésis et l’hyper-radiosensibilité aux faibles doses (HRS). Ces deux 

phénomènes ont été suspectés d’artéfacts techniques et restent encore non-consensuels. Il 

faut admettre que le groupe de radiobiologistes et de médecins mené par T.D. Luckey fit 
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une telle promotion de l’hormésis et de ses bénéfices aux USA à la fin des années 70, que 

certains radiobiologistes américains demandent aujourd’hui à réhausser les seuils 

d’exposition pour le grand public. L’un de leurs principaux arguments réside dans les 

risques négatifs de cancers observés chez certains survivants d’Hiroshima qui ont reçu des 

doses inférieures à 75 mGy (290). En parallèle, le phénomène HRS mis en évidence tant in 

vivo qu’in vitro par Mike Joiner, Brian Marples et Philippe Lambin apparaissait encore plus 

contre-intuitif aux yeux des radiothérapeutes : comment l’effet de 0.2 Gy peut-il être 

équivalent à celui observé après 1 ou 2 Gy ? Hormésis et HRS étaient d’autant plus mal 

acceptés par la communauté qu’aucune interprétation biologique de ces deux phénomènes 

n’était disponible. Le domaine des faibles doses devint pour certains de plus en plus obscur, 

voire de mauvaise réputation, d’autant plus que plusieurs groupes accumulaient les 

bénéfices thérapeutiques ou palliatifs associés à des doses inférieures à 0.5 Gy en les 

attribuant respectivement au phénomène HRS ou à l’hormésis. 

 

Deux actions de recherche parallèles issues de notre Unité, et notamment de la thèse 

de Clément Devic (2016-2020), ont pu contribuer à changer notre vision des faibles doses : 

 Une lecture approfondie de la littérature a permis de montrer que les deux 

phénomènes, HRS et hormésis, ne survenaient pas aux mêmes doses (autour de 0.2 

Gy pour HRS ; autour de 20 mGy pour l’hormésis) et surtout, n’étaient pas observés 

sur des cellules de même radiosensibilité (radiosensibilité intermédiaire pour HRS ; 

radiorésistance pour l’hormésis). 

 Une interprétation biologique issue du modèle RIANS fut proposée pour ces deux 

effets radiobiologiques : pour HRS, le flux d’ATM est retardé par les protéines X et 

n’est pas suffisant pour reconnaître et réparer le peu de CDB radio-induites ; pour 

l’hormésis, les faibles doses ne produisent pas de CDB mais apportent un flux 

important de monomères ATM qui reconnaissent les CDB spontanées, contribuant à 

réduire tout risque lié à ces CDB. 

 

Problématiques 

Sans être véritablement exhaustifs, nous savons désormais qu’une grande diversité 

de pathologies comme le cancer, les maladies neurodégénératives ou encore certaines 
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maladies inflammatoires ont été et continuent d’être traitées par radiothérapie par faibles 

doses (ou LDRT pour low-dose radiation therapy) (cf. § I.1) : 

 en Oncologie, l’hyper-fractionnement de faibles doses initié par Joiner et Marples a 

montré une efficacité certaine. De manière intéressante, les nouvelles modalités de 

radiothérapie qui décomposent chaque séance de traitement en une multitude de 

faisceaux intra-séance (24), impliquent peut-être elles aussi des faibles doses, et donc 

un potentiel phénomène HRS "caché". 

 en Neurologie, l’utilisation récente de faibles doses "scanographiques" pour traiter les 

patients souffrant de maladie d’Alzheimer ne repose après tout sur aucun fondement 

moléculaire (126). 

 en Rhumathologie, l’usage séculaire des faibles doses à visée antalgique voire anti-

inflammatoire demeure aujourd’hui encore tout-à-fait empirique (134). 

 

Buts proprements dits 

Les buts de cette thèse étaient donc de documenter et mieux comprendre l’intérêt 

des faibles doses de RI : i) en radiothérapie oncologique ; ii) en prévention de maladies 

neurodégénératives ; iii) à visée antalgique/anti-inflammatoire. 

 

Plan de thèse 

Pour atteindre ces objectifs, cette thèse s’est décomposée en quatre parties (Fig. 38) : 

 Introduction, état de l’Art, et validation des outils : afin de mieux appréhender les 

possibles mécanismes d’action de la LDRT, un premier volet de radiobiologie 

fondamentale s’est attaché à renforcer l’usage de la protéine ATM et des 

biomarqueurs RIANS dans ma prédiction de la toxicité post-RT, en les comparant 

aux techniques et paramètres plus anciens (Article 1 publié, 1er auteur). Nous nous 

devions ensuite de préciser les causes moléculaires et les conséquences cliniques d’un 

dysfonctionnement de l’activité d’ATM au sein du modèle RIANS (Revue A publiée, 

co-auteur). Puis, afin de mieux évaluer l’importance des spécificités en dose, temps 

et espace des différentes modalités de la RT, il nous fallait confronter le modèle 

RIANS aux différentes modalités de RT et en particulier à la notion de répétitions de 

faibles doses (Revue B en préparation). Enfin, il nous fallait dresser l’état de l’art des 

hypothèses mécanistiques de la LDRT (Revue C publiée, 1er auteur). Au terme de 
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cette première partie, nous étions alors en mesure d’appliquer le modèle RIANS à 

chacune des trois grandes entités nosologiques identifiées : cancer, maladie 

d’Alzheimer, et inflammation.

LDRT oncologique : dans un premier temps, l’Article 2 (publié, 1er auteur) a permis de 

choisir un appareil de radiothérapie stéréotaxique (ou SBRT pour stereotactic body 

radiation therapy) pour nos expériences d’irradiation cellulaire. Puis, l’hypothèse 

qu’une séance de SBRT puisse être propice à la survenue d’un effet HRS a été mise 

en évidence dans l’Article 3 (publié, 1er auteur).

LDRT "anti-Alzheimer" : ce troisième chapitre des résultats visait à fournir une 

explication moléculaire à la radiosensibilité observée chez les patients atteints de 

maladie d’Alzheimer, afin de justifier l’usage de la LDRT "anti-Alzheimer" (Article 4

publié, co-2ème auteur).

LDRT anti-inflammatoire : enfin, le quatrième et dernier chapitre a tenté de 

comprendre les mécanismes moléculaires de l’effet anti-inflammatoire de la LDRT ; 

l’accent ayant été mis sur le rôle des cytokines (données préliminaires).

À long terme, cette thèse visait à rationaliser l’action et l’utilisation des faibles doses de

RI dans la pratique médicale, en utilisant le modèle RIANS.

Figure 38. Plan de thèse et de publications.
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III. RÉSULTATS 
 

III.1. INTRODUCTION, ÉTAT DE L’ART, ET VALIDATION DES OUTILS 
Comme nous l’avons vu en Introduction, une grande diversité de pathologies comme 

le cancer, la maladie d’Alzheimer ou encore certaines maladies inflammatoires sont 

susceptibles d’être traitées par radiothérapie par faibles doses (ou LDRT pour low-dose 

radiation therapy) (cf. § I.1). Par ailleurs, le modèle de transit cyto-nucléaire radio-induit de 

la protéine ATM (ou RIANS pour radiation-induced ATM nucleoshuttling) propose une 

explication moléculaire à la réponse individuelle aux RI (cf. § I.3). 

Afin de mieux appréhender les possibles mécanismes d’action de la LDRT, cette première 

partie visait à renforcer l’usage de la protéine ATM et des biomarqueurs RIANS dans la 

prédiction de la toxicité post-RT, en les comparant aux techniques et paramètres 

radiobiologiques plus anciens (Article 1), à préciser les causes moléculaires et les 

conséquences cliniques d’un dysfonctionnement de l’activité d’ATM au sein du modèle 

RIANS (Revue A), confronter le modèle RIANS aux différentes modalités de RT et en 

particulier à la notion de répétitions de faibles doses (Revue B), et dresser l’état de l’art des 

hypothèses mécanistiques de la LDRT (Revue C). 

 

III.1.1. Article 1 – Choix de la protéine ATM comme biomarqueur radiobiologique 
 

Le Reun E, et al. Quantitative correlations between radiosensitivity biomarkers show that 
the ATM protein kinase is strongly involved in the radiotoxicities observed after 
radiotherapy. International Journal of Molecular Sciences. 2022 Sep 9;23(18):10434. doi: 
10.3390/ijms231810434. (401) 

 

   III.1.1.1. Contexte 

La protéine ATM est une sérine-thréonine kinase impliquée dans la réparation des 

cassures double-brin de l’ADN (CDB) (192), dont le gène a été identifié dès 1995 (402) et 

dont la mutation homozygote est responsable de l’ataxie télangiectasie, syndrome génétique 

rare associé à la plus forte radiosensibilité connue chez l’homme (267). La réponse 

individuelle aux radiations, et plus précisément la réparation des CDB radio-induites, peut 

être appréhendée en clinique par l’échelle des Common Terminology Criteria for Adverse Events 

(CTCAE), ainsi que par divers biomarqueurs cellulaires et moléculaires, dont le marquage 



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1 
 

 
 

116 
 

d’ATM par immunofluorescence. Cependant, aucun de ces biomarqueurs n’a, à ce jour, 

montré de supériorité pour prédire la survenue et la gravité des radiotoxicités. Le but de 

cette étude était de comparer la protéine ATM aux autres biomarqueurs de radiosensibilité 

au sein d’une même cohorte (collection de 200 lignées fibroblastiques) et dans les mêmes 

conditions d'irradiation. 

 

   III.1.1.2. Matériels & Méthodes 

Nous avons utilisé 200 lignées fibroblastiques non transformées, issues de patients 

atteints de cancer ayant été traités par radiothérapie et dont les grades de sévérité CTCAE 

étaient connus. Les cellules ont été irradiées à 2 Gy de rayons X. Des corrélations ont ensuite 

été réalisées entre les grades CTCAE et les principaux biomarqueurs prédictifs de 

radiotoxicité, à la fois cellulaires (survie cellulaire à 2 Gy (SF2), nombre de micronoyaux) et 

moléculaires (CDB reconnues et non-réparées détectées par immunofluorescence des 

protéines γH2AX et pATM). 

 

   III.1.1.3. Résumé des résultats 

Les différents biomarqueurs de réponse aux radiations présentent des 

intercorrélations mathématiques qui peuvent facilement s’exprimer sous la forme de 

formules empiriques ou de solution d’équations différentielles. La Figure 39 expose 

notamment les corrélations qui lient ATM avec les grades CTCAE et la SF2. On voit par 

exemple que la SF2 diminue linéairement quand le grade CTCAE augmente. Comme ces 

deux paramètres prennent des valeurs bornées (ex: SF2max, SF2min, CTCAE=0, CTCAE=5), 

on peut alors établir une formule mathématique linéaire en faisant correspondre la SF2 la 

plus élevée (radioresistance) à la valeur 0 de CTCAE et la SF2 la moins élevée (hyper-

radiosensibilité) à la valuer 5 de CTCAE. EN procédant de même pour le paramètre 

pATMmax (valeur maximale du nombre de foci pATM précoces post-irradiation), on en 

déduit que SF2 et pATMmax sont également reliés de façon linéaire, ce qui permet de passer 

directement de la radiosensibilité cellulair eà la radiosensibilité moléculaire. 
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Figure 39. Intercorrélations entre différents biomarqueurs de radiosensibilité. (a) Grades de sévérité 
CTCAE et survie cellulaire à 2 Gy (SF2). (b) Grades de sévérité CTCAE et nombre de foci pATM 10min ou 
1h post-irradiation. (c) Survie cellulaire à 2 Gy (SF2) et nombre de foci pATM 10min ou 1h post-irradiation.
CTCAE = Common Terminology Criteria for Adverse Events. 

Au même titre que la sévérité clinique (grades CTCAE) et la mortalité cellulaire (SF2), 

nous avons appliqué la même approche aux micronoyaux et aux foci γH2AX. Il faut 

cependant rappeler les éléments suivants : les foci γH2AX qui n’apparaissent que si ATM 

phosphoryle H2AX sur le site de la CDB ne révèlent que les CDB qui sont reconnues et 

éventuellement réparées par suture NHEJ. Par exemple, dans les cellule sde groupe I, toutes 

les CDB étant reconnues et réparées par suture, à chaque CDB correspond un signal γH2AX. 

À l’inverse dans les cellules de groupe II, une certaine sous-population de CDB ne sont soit 

pas reconnues par aucun mode de réparation, soit reconnues par un mode de réparation 

différent de NHEJ (ex: la recominaison non-homologue MRE11-dépendante). Ainsi, nous 

avons défini (66) les CDB de type α reconnues par la voie de réparation par suture NHEJ et 

les CDB de type β qui sont soit reconnues par un autre mode de réparation que NHEJ soit 

pas reconnues du tout (Fig. 40). En revanche, ces deux types de CDB peuvent ne pas être 

réparées et devenir létales. Ainsi, une certaine sous-population de CDB type et une autre 

sous-population de CDB de type participent indépendamment à l’effet létal des RI. En 

consequence, les foci γH2AX ne sont pas représentatifs des CDB de type-β et leur prédiction 

de la radiosensibilité est donc moins bonne pour les radiosensibilités intermédiaires (groupe 

II) et hyper-radiosensibilités (groupe III): la relation entre le nombre de foci γH2AX restant 

après 24 h post-irradiation et les grades CTCAE, la SF2 ou pATMmax est donc différentielle. 

De même, les micronoyaux peuvent êtr ela consequence de certaines CDB non-réparées 

quell que soit leur type α ou β. Là encore, la prédiction de la radiosensibilité avec le nombre 

de micronoyaux est complexe et ne dépend pas linéairement du grade CTCAE, SF2 ou de 

pATMmax (Fig. 40).
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Comparé à la SF2, technique radiobiologique de référence mais considérablement 

chronophage (267), la détection des CDB par immunofluoresence de foci pATM est quant à 

elle plus simple d'utilisation et applicable en pratique courante de laboratoire. 

 

 
Figure 40. Représentation schématique des conséquences moléculaires, cytogénétiques, cellulaires et 
cliniques d’une irradiation, et domaine de validité des principaux paramètres de radiosensibilité. 

 

 

   III.1.1.4. Discussion & Conclusion 

Au cœur du modèle RIANS, la protéine ATM apparaît comme un biomarqueur 

radiobiologique à la fois fiable et disponible en routine et lié à la SF2 ou au grade CTCAE 

de façon simple. Cet article permet pour la première fois à notre connaissance de relier entre 

eux et sur tout le spectre de la radiosensibilité humaine les paramètres les plus usuels de la 

prediction de la radiosensibilité. Grâce à ce travail qui réunit une collection de 200 lignées 

humaines de différentes radiosensbilité, nous pouvons aujourd’hui dresser des abaques de 

correspondances entre les paramètres radiobiologiques majeures, de l’échelle clinique, 

cellulaire et moléculaire. 
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III.1.2. Revue A – Causes et conséquences d’un retard de RIANS 
 

El Nachef L, Berthel E, Ferlazzo ML, Le Reun E, et al. Cancer and Radiosensitivity 
Syndromes: Is Impaired Nuclear ATM Kinase Activity the Primum Movens? Cancers 
(Basel). 2022 Dec 13;14(24):6141. doi: 10.3390/cancers14246141. (403) 

 

   III.1.2.1. Contexte 

L’Article 1 a montré que la protéine ATM occupe une place centrale dans la réponse 

aux radiations (401). Nous savons par ailleurs que la LDRT peut être utilisée à l’encontre de 

certains cancers (82, 84) (cf. § I.1.2.2). De manière intéressante, de nombreux syndromes 

associent à la fois radiosensibilité individuelle et risque de cancer, sans qu’aucun lien de 

causalité ne puisse à ce jour relier ces deux notions. Afin de mieux comprendre le 

mécanisme d’action moléculaire de la LDRT, la présente revue avait donc pour but d’étudier 

les causes et les conséquences d’un dysfonctionnement de l’activité d’ATM dans différents 

syndromes associant radiosensibilité et risque de cancer. 

 

   III.1.2.2. Résumé des résultats 

Les syndromes génétiques associant radiosensibilité individuelle et risque de cancer 

peuvent être répartis en trois catégories (Fig. 41), selon que la mutation princeps porte sur 

un gène impliqué dans : 

 la reconnaissance et la réparation des dommages de l’ADN ; ces syndromes 

présentent une radiosensibilité modérée (SF2 = 30–60%) : syndrome Artemis, xeroderma 

pigmentosum, voire extrême (SF2 = 10–30%) : ataxie-télangiectasie, syndrome ligase IV. 

 l’arrêt du cycle cellulaire ; ces syndromes syndromes présentent une radiosensibilité 

modérée (SF2 = 30–60%) : syndrome PROS, cancer du sein BRAC1/BRCA2, anémie de 

Fanconi, rétinoblastome, syndrome de Li-Fraumeni. 

 d’autres fonctions biologiques ; ces syndromes syndromes présentent une 

radiosensibilité modérée (SF2 = 30–60%) : neurofibromatose de types 1 et 2, sclérose 

tubéreuse de Bourneville. 

 

La théorie de la cancérogenèse, telle que décrite par Weinberg (404), propose deux 

conditions pour la formation d’une tumeur : une première phase d’initiation tumorale 

(cellule contenant des CDB mal-réparées), puis une phase de promotion tumorale 
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(poursuite du cycle cellulaire). Par conséquent, la mutation d’un gène codant pour une 

protéine impliquée dans la réparation de l’ADN serait nécessaire mais non suffisante à la 

formation de cancer, puisque manquerait alors l’étape suivante de dérèglement du cycle 

cellulaire. De manière analogue, la mutation d’un gène codant pour une protéine impliquée 

dans la régulation du cycle cellulaire serait nécessaire mais non suffisante à la formation de 

cancer, puisque manquerait la formation préalable de cellule mutante. À plus forte raison 

enfin, la mutation d’un gène codant pour une protéine impliquée ni dans la réparation 

d’ADN ni dans le contrôle du cycle cellulaire ne pourrait a priori pas expliquer une 

quelconque cancérogenèse. 

 

Cependant, de manière intéressante, les gènes mutés dans chacune des trois 

catégories pré-citées codent tous pour des protéines possédant des sites SQ/TQ (405), 

autrement dit pour de potentiels substrats d’ATM (Fig. 41). En outre, la mutation de ces 

protéines entraîne leur surexpression dans le cytoplasme (LIG4 (406), p53 (407), MRE11 

(408), PI3KCA (334), CHK2 (409), BRCA1 (410), NF1 (411), hamartine (342), …), où se trouve 

également ATM (346). Or, comme nous l’avons vu en Introduction (cf. § I.3.2.6), tout substrat 

d’ATM présent dans le cytoplasme peut jouer le rôle de protéine X, susceptible de séquestrer 

ATM dans le cytoplasme, entraîner un retard de RIANS, et in fine un défaut de 

phosphorylation des protéines cibles d’ATM dans le noyau, telles que : 

 l’histone H2AX, initiant la reconnaissance des CDB par la voie de la suture NHEJ 

 la protéine MRE11, entraînant l’inhibition de la voie de réparation par 

recombinaison, volontiers non-homologue en phases G0/G1 

 ou encore la protéine CHK2, contribuant à l’arrêt du cycle cellulaire. 
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Figure 41. Représentation schématique du rôle central de la protéine kinase ATM en tant que partenaire 
de protéines substrats dont les mutations provoquent des syndromes associant radiosensibilité et risque 
de cancer. Trois catégories peuvent être définies selon le rôle de la protéine mutée : (1) reconnaissance et 
réparation des dommages de l’ADN ; (2) arrêt du cycle cellulaire ; (3) autres fonctions biologiques. 

 

 

Au total, comme l’indique la Figure 42, les protéines mutées dans les syndromes 

associant une radiosensibilité et un risque de cancer doivent être considérées comme des 

protéines X, pouvant engendrer : 

 un défaut de phosphorylation d’H2AX de tous les sites de CDB, responsable d’une 

mauvaise reconnaissance des CDB par suture NHEJ. 

 un défaut de phosphorylation de MRE11, responsable d’une hyper-recombinaison 

pourvoyeuse de CDB mal-réparées en G0/G1. 

 un défaut de phosphorylation de CHK2, lèvant l’arrêt du cycle cellulaire au profit 

d’une amplification cellulaire. 

 



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1

122

Figure 42. Représentation schématique du modèle RANS en cas de : radiorésistance (a) ; ou de syndrome 
associant radiosensibilité et risque de cancer lié à la mutation d’un gène codant pour une protéine impliquée 
dans : la réparation de l’ADN (b), le contrôle du cycle cellulaire (c), une fonction biologique autre que la 
réparation de l’ADN ou la régulation du cycle cellulaire (d).

   III.1.2.3. Discussion & Conclusion

Cette revue a permis d’une part de recenser différentes protéines X à l’origine d’un 

retard de RIANS, et d’autre part de comprendre en quoi le retard de RIANS pouvait 

engendrer à la fois radiosensibilité et risque de cancer. Ces notions ont par ailleurs fait l’objet 

d’un article de vulgarisation scientifique (412). Cette revue permet aujourd’hui de 

considérer le modèle RIANS comme expliquant les bases de la cancérogenèse (spontanée et 

radio-induite). Les données radiobiologiques issues des maladies génétiques associées à un 

haut risque de cancer, étudiées au laboratoire, sont désormais analysées sous ce prisme.
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III.1.3. Revue B – Modèle RIANS face à la répétition de faibles doses 
 

The strategies of anti-tumor radiotherapy and their corresponding radiobiological 
outcomes: some questions of time, energy, and space. Revue en préparation. (413) 

 

   III.1.3.1. Contexte 

Bénéficiant constamment d’avancées technologiques, la radiothérapie peut être 

délivrée selon de multiples modalités selon la nature des rayonnements, la dose de 

prescription, la balistique de traitement, ou encore le fractionnement (facteur temporel) (14) 

(cf. § I.1.1.3). De longue date, les rayonnements ionisants sont par ailleurs soupçonnés de 

provoquer des effets à distance de la zone ciblée (facteur spatial) (414). Cette revue avait 

pour objectif d’évaluer l’impact d’une variation des paramètres temporo-spatiaux sur le 

plan radiobiologique. 

 

   III.1.3.2. Résumé des résultats 

Facteur temporel 

À la suite d’une irradiation génotoxique, les mécanismes de réparation de l’ADN 

nécessitent une décondensation de la chromatine. Si une deuxième irradiation survient 

avant que les lésions de l’ADN ne soient réparées, alors l’accessibilité accrue à la chromatine 

peut produire davantage de dommages de l’ADN que lors de la première irradiation (415). 

En pratique, si l’intervalle de temps entre deux doses (Δt) est inférieur à une seconde (e.g. 2 

unités-moniteur d’un faisceau de VMAT), aucun mécanisme de réparation n’a encore eu le 

temps de s’activer et l’effet biologique des deux doses successives est purement additif. De 

même, un simple effet additif est observé pour un Δt au-delà de 24h, dans la mesure où 

toutes les lésions de l’ADN ont eu le temps d’être réparées entre les deux irradiations (415). 

En revanche, en cas de retard de RIANS, un effet supra-additif peut se produire sur les 

dommages de base si Δt > 1s, sur les cassures simple-brin si Δt ≈ 1min, et sur les cassures 

double-brin si Δt ≈ 1h (415) (Fig. 43). Si des délais aussi courts ne sont généralement pas 

utilisés entre deux séances de radiothérapie (sauf cas exceptionnel de radiothérapie 

bifractionnée), ils peuvent en revanche séparer deux faisceaux d’irradiation au cours d’une 

même séance. 
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Parallèlement aux dommages de l’ADN, les mécanismes d’arrêt du cycle cellulaire 

tels que la phosphorylation de CHK1, CHK2 et p53 sont quant à eux plus lents, – de l’ordre 

de plusieurs heures à quelques jours, – et s’activent donc alors que la plupart des dommages 

de l’ADN sont déjà réparés (267). 

 

 
Figure 43. Illustration schématique des effets de répétition de doses. Δt = intervalle de temps entre deux 
doses. D = dose supérieure à 1 Gy. d = dose inférieure à 1 Gy. BD = dommage de base (base dammage). 
SSB = cassure simple-brin (single strand-break). DSB = cassure double-brin (double strand-break). 

 

 

Facteur spatial 

Les conséquences des RI peuvent s'étendre en dehors de la zone ciblée, tant au niveau 

cellulaire (effet bystander) que tissulaire (effet abscopal). L’effet bystander a été 

abondamment mis en évidence dans des cellules non-irradiées situées à proximité 

immédiate de cellules irradiées (259, 416-418). Le risque d’effet bystander sur les tissus sains 

peut être évité en conformant au mieux le faisceau d’irradiation à la tumeur, sans "déborder" 

sur les organes sains avoisinants. Les techniques modernes de radiothérapie telles que 

l’IMRT ou la SBRT permettent ainsi des balistiques de haute précision. 

L’effet abscopal, du latin ab scopum signifiant "à distance de la cible", se produit quant à lui 

à l’échelle tissulaire (419), comme par exemple la régression d’une métastase après 

irradiation de la tumeur primaire (414, 420). Le système immunitaire semble jouer un rôle 

important dans la survenue de l’effet abscopal en mobilisant les lymphocytes T cytotoxiques 

CD8+ (421), notamment après adjonction d’anticorps tels que l’Ipilimumab (422). À ce jour, 

aucune explication moléculaire n’a cependant été formulée pour chacun de ces deux effets 

à distance. 
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   III.1.3.3. Discussion & Conclusion

Cette revue a permis de comprendre, sur le plan moléculaire, certains effets du 

fractionnement en radiothérapie. En particulier, la répétition de doses au sein d’une même 

séance de traitement peut entraîner un effet biologique supra-additif sur une cellule 

souffrant d’un retard de RIANS (groupe II). À plus forte raison, une séance de RT favorable 

à la répétition d’effets HRS pourrait entraîner un effet HRS supra-additif sur une cellule 

HRS+ (Fig. 44) ; l’hypothèse d’un tel phénomène en SBRT sera investiguée dans l’Article 3.

La compréhension moléculaire de l’effet bystander et son implication dans le phénomène 

HRS ont quant à elles fait l’objet d’une autre publication, sans lien direct avec cette thèse 

(423).

Figure 44. Répétition de doses au sein d’une séance de radiothérapie externe. La stéréotaxie de type "step 
and shoot" offre des conditions propices à un effet HRS supra-additif. HRS = hyper-radiosensibilité aux
faibles doses. RC3D = radiothérapie conformationnelle en trois dimensions (3-dimensional conformal 
radiotherapy). IMRT = radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité (intensity modulated 
radiation therapy). VMAT = arc-thérapie volumétrique avec modulation d’intensité (volumetric modulated 
arc-therapy). Tomo = TomoTherapy® hélicoïdale.
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III.1.4. Revue C – Hypothèses mécanistiques de la radiothérapie par faibles doses 
 

Le Reun E, Foray N. Low-Dose Radiation Therapy (LDRT) against Cancer and 
Inflammatory or Degenerative Diseases: Three Parallel Stories with a Common Molecular 
Mechanism Involving the Nucleoshuttling of the ATM Protein? Cancers (Basel). 2023 Feb 
26;15(5):1482. doi: 10.3390/cancers15051482. (424) 

 

   III.1.4.1. Contexte 

La radiothérapie est aujourd’hui principalement employée en oncologie, avec des 

doses de l’ordre de 2 Gy par séance permettant de détruire les cellules tumorales tout en 

préservant les tissus sains. La radiothérapie par faibles doses (ou LDRT pour low-dose 

radiation therapy), généralement < 1 Gy/séance, peut elle aussi être utilisée à l’encontre de 

cancers (82, 84), mais également avoir un effet protecteur pour certaines pathologies 

inflammatoires (134) et/ou neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer (124) (cf. 

§ I.1). Si certaines hypothèses cellulaires ont été formulées, il n’existait cependant pas, à ce 

jour, d’interprétation moléculaire pour expliquer les différents modes d’action de la LDRT. 

Le but de cette revue était, pour chacune des trois grandes entités nosologiques identifiées, 

– cancer, maladie d’Alzheimer, inflammation, – de répertorier de manière systématique les 

différentes hypothèses cellulaires de la LDRT, puis d’en proposer une explication 

moléculaire via le modèle RIANS. 

 

   III.1.4.2. Résumé des résultats 

Radiothérapie par faibles doses (LDRT) en oncologie 

En oncologie, une irradiation par faibles doses entraîne, en dépit des prédictions du 

modèle linéaire-quadratique (LQ), une diminution de survie de certaines lignées cellulaires 

tumorales, aussi bien sur des modèles murins (425, 426) que chez l’homme : cancer 

colorectal (351), carcinome de la vessie (427), glioblastome (428). Ce phénomène de 

surmortalité cellulaire appelé hyper-radiosensibilité aux faibles doses ou HRS (cf. § I.3.3.1) 

(359), s’est imposé depuis les années 1980 comme la principale explication cellulaire de 

l’efficacité de la LDRT contre certaines tumeurs. 

Sur le plan moléculaire, le modèle RIANS nous apprend que les cellules du groupe II 

présentent une reconnaissance incomplète des cassures double-brin (CDB) de l’ADN, 

possiblement en raison d’une surexpression de protéines X (cf. § I.3.2.2) séquestrant une 

grande quantité de monomères ATM dans le cytoplasme (66). Ainsi, une LDRT (0.1–0.8 
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Gy/séance) appliquée à de telles cellules radiosensibles entraînerait la formation de 

complexes X-ATM, entraînant un retard de RIANS. Comme nous l’avons vu dans la Revue 

A, un retard de RIANS entraînerait alors un défaut de phosphorylation des protéines de 

réparation de l’ADN (403), conduisant à l’effet HRS (Fig. 45e). 

 

Radiothérapie par faibles doses (LDRT) et maladie d’Alzheimer 

Concernant la maladie d’Alzheimer (MA), l’irradiation holocrânienne de quelques 

patients a suggéré une amélioration de leurs performances cognitives (118, 119, 124, 126). 

Au niveau cellulaire, divers auteurs ont étudié l’impact de la LDRT sur la dégénérescence 

neurofibrillaire (protéine Tau) et les plaques séniles (peptide amyloïde-Aβ42), deux 

marqueurs pathognomoniques de MA. Dans les faits, l’amélioration cognitive consécutive 

à l’irradiation encéphalique de modèles murins peut s’associer (117, 429) ou non (116) à une 

réduction des plaques amyloïdes-Aβ42 ; de manière toute aussi inconséquente, la 

diminution radio-induite des plaques amyloïdes-Aβ42 s’accompagne (430) ou non (115) 

d’une moindre coloration de la protéine Tau. Aussi, plaques séniles et neurofibrilles Tau 

n’apparaissent-elles pas tant comme des cibles étiologiques tangibles, mais plutôt comme 

des conséquences inconstantes de la MA (431). De manière intéressante, la LDRT semble 

par ailleurs diminuer la production de cytokines neuro-inflammatoires (429, 432). 

La MA est une maladie neurodégénérative dont les cellules de patients atteints présentent 

une radiosensibilité (101, 102), au même titre que la chorée de Huntington (341), la sclérose 

tubéreuse de Bourneville (342), certaines formes de xeroderma pigmentosum D (343) et la 

neurofibromatose de type 1 (411). Ces quatre pathologies appartiennent chacune au groupe 

II de radiosensibilité, dont le retard de RIANS s’explique par de fortes concentrations 

cytoplasmiques de protéines X substrats d’ATM (huntingtine, tubérine, XPD et 

neurofibromine [NF1], respectivement) (341-343, 411). De manière analogue, il est donc 

possible que les cellules de patients MA surexpriment également une protéine X dans le 

cytoplasme, responsable de la séquestration d’ATM en dehors du noyau. Par manque de 

diffusion cytonucléaire de monomères ATM, les CDB induites par un stress génotoxique 

permanent seraient ainsi moins bien reconnues et moins bien réparées, conduisant à une 

dégénerescence neuronale précoce. À dose hormétique (20–75 mGy) (cf. § I.3.3.2), la LDRT 

favoriserait à l’inverse la monomérisation des dimères ATM et la dissociation des complexes 
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X-ATM, donc la diffusion de la protéine ATM vers le noyau, et enfin la reconnaissance et la 

réparation des CDB (Fig. 45d).

Radiothérapie par faibles doses (LDRT) et pathologies liées à l’inflammation

La LDRT semble par ailleurs avoir un effet protecteur pour diverses maladies telles 

que le COVID-19 ou en rhumatologie, qui ont en commun une physiopathologie liée à 

l’hyper-inflammation (433-435) (cf. § I.1.3). L’analyse de la littérature suggère qu’une LDRT 

entraîne à la fois une inhibition des voies pro-inflammatoires : diminution des lymphocytes 

T CD8+ (144, 155, 158), des leucocytes adhérents (436-438), de la protéine C-réactive (CRP) 

et du TGF-β1 (155, 157), ainsi qu’une stimulation des voies anti-inflammatoires : 

augmentation des lymphocytes T CD4+, des interleukines IL-4 et IL-6 (144).

D’un point de vue moléculaire, certaines cytokines pro- ou anti-inflammatoires détiennent 

des domaines SQ/TQ préférentiellement phosphorylés par la protéine ATM (405), faisant 

d’elles de potentielles protéines X. Ainsi, il est possible que la LDRT réduise le stress 

génotoxique lié à l’inflammation en produisant des monomères d’ATM propres à activer 

des cytokines anti-inflammatoires et/ou inactiver des cytokines pro-inflammatoires par 

phosphorylation.

Figure 45. Réponse cellulaire après irradiation par fortes et faibles doses expliquée par le modèle RIANS. 
(a) Radiorésistance (groupe I). (b) Radiosensibilité modérée (groupe II). (c) Hyper-radiosensibilité (groupe 
III). (d) Phénomène hormésis (préférentiellement observé dans les cellules du groupe I) : à très faible 
dose (< 25 mGy), certains monomères ATM peuvent contribuer à la reconnaissance et à la réparation des 
CDB spontanées (étoile verte), la quantité de CDB radio-induites étant négligeable. (e) Hyper-
radiosensibilité à faible dose (HRS) (préférentiellement observée dans les cellules du groupe II) : à faibles 
doses (0.1–0.5 Gy), le flux de monomères ATM peut être réduit par les interactions avec des protéines X, 
ne permettant pas la reconnaissance des quelques CDB radio-induites (étoile rouge).
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   III.1.4.3. Discussion & Conclusion 

L’étude de la littérature nous enseigne qu’une grande variété de pathologies comme 

le cancer, la maladie d’Alzheimer ou encore certaines maladies inflammatoires sont 

susceptibles d’être traitées par radiothérapie par faibles doses (LDRT). La LDRT présente 

différentes hypothèses mécanistiques cellulaires, qui trouvent dans le modèle RIANS un 

dénominateur moléculaire commun. La LDRT pourrait en effet stimuler le RIANS 

(hormésis) ou le retarder (HRS), prévenir la formation de complexes X-ATM dans le 

cytoplasme (maladie d’Alzheimer) ou la favoriser (HRS, cytokines de l’inflammation). 
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III.2. LDRT ONCOLOGIQUE 
D’après la Revue C, la LDRT anti-tumorale s’expliquerait à l’échelle cellulaire par le 

phénomène d’hypersensibilité aux faibles doses (HRS), et à l’échelle moléculaire par un 

retard de transit cyto-nucléaire radio-induit de la protéine ATM (ou RIANS pour radiation-

induced ATM nucleoshuttling) (424). 

Comme nous l’avons vu en Introduction, une séance de radiothérapie stéréotaxique (ou 

SBRT pour stereotactic body radiation therapy) délivre une multitude de microfaisceaux de 

faibles doses (24) (cf. § I.1.1.3). À ce titre, une séance de SBRT pourrait être propice à la 

survenue d’un effet HRS. Les expériences nécessaires à la validation de cette hypothèse 

(Article 3) requéraient une machine d’irradiation, que l’Article 2 se donnait préalablement 

pour objectif de choisir en s’appuyant sur l’exemple de la SBRT pulmonaire. 

 

III.2.1. Article 2 – Choix du CyberKnife® comme outil expérimental 
 

Le Reun E, et al. Lung stereotactic radiation therapy: intercomparison of irradiation 
devices in terms of outcome and predictive factors. Cancer Radiothérapie. 2023 
Feb;27(1):31-41. doi: 10.1016/j.canrad.2022.05.003. (439) 

 

   III.2.1.1. Contexte 

Le cancer du poumon représente la première cause de décès par cancer (440). 

L’apparition de la SBRT pulmonaire a permis de réduire le nombre de patients jusqu’alors 

non-traités (patients inopérables, patients opérables refusant la chirurgie, tumeurs non-

résécables) (441, 442) et ce, aussi bien pour des tumeurs primitives (55, 443-445) que pour 

des lésions pulmonaires oligométastatiques (446). 

Le service de Radio-Oncologie du Centre Hospitalier Universitaire de Lausanne (CHUV) en 

Suisse est un des rares centres au monde disposant de trois appareils différents capables de 

réaliser une SBRT pulmonaire : un CyberKnife® (Accuray, USA), accélérateur linéaire de 

particules à tête et bras robotisés totalement dévolu à la stéréotaxie ; une TomoTherapy® 

hélicoïdale (Accuray, USA), accélérateur de particules couplé à un scanner ; ainsi qu’un 

Synergy® (Elekta, Suède), machine d'arc-thérapie volumétrique avec modulation d’intensité 

(ou VMAT pour volumetric modulated arc-therapy). 
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Pour la première fois de manière monocentrique (447), cette étude a comparé les résultats 

cliniques et dosimétriques de la SBRT pulmonaire selon ces trois différents appareils de 

traitement.

  III.2.1.2. Matériels & Méthodes

Nous avons analysé de manière rétrospective les données cliniques, radiologiques et 

dosimétriques des patients traités par SBRT pulmonaire entre 2016 et 2020 au CHUV de 

Lausanne, sur trois machines différentes : CyberKnife®, TomoTherapy® et Synergy®

(VMAT) (Fig. 46).

L’analyse statistique des résultats a utilisé le test Chi-2 pour les proportions, le test-T pour 

les comparaisons de moyennes, la méthode de Kaplan-Meier pour la survie, et enfin le test 

du Log-rank et la régression de Cox pour les comparaisons entre groupes.

Figure 46. Appareils de radiothérapie permettant de traiter en conditions stéréotaxiques. A : CyberKnife®

(Accuray, USA). B : TomoTherapy® (Accuray, USA). C : Synergy® (Elekta, Suède).

  III.2.1.3. Résumé des résultats

Statistiques descriptives

Nous avons identifié 111 patients d’âge médian de 71.4 ans (32.5–91.6), 

majoritairement des hommes (65.8%) fumeurs (64.9%), dont 4.5% d’entre eux étaient 

opérables et avaient refusé l’alternative chirurgicale. Un total de 142 tumeurs pulmonaires 

ont été traitées, équitablement primitives (51.4%) ou métastatiques (48.6%), à l’aide des 

appareils CyberKnife® (59.9%), TomoTherapy® (2.1%) ou VMAT (38.0%).

La plupart des traitements ont délivré une dose de 55 Gy (34–60) en 5 séances (1–8), sur des 

volumes cibles prévisionnels (PTV) médians de 8.1 cm3 (1.3–190.4). La dosimétrie médiane 

aux poumons retrouvait une dose moyenne (MLD) de 3.7 Gy (0.2–22.3), un volume recevant 
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au moins 5 Gy (V5) de 17.2% (2.1–93.6), et un volume recevant au moins 20 Gy (V20) de 

2.4% (0.2–17).

Radiologiquement, 9.2% des lésions avaient disparu au CT-scanner thoracique de suivi et 

plus de la moitié étaient contrôlées (53.5%), tandis que 33.8% montraient une réponse 

partielle et une minorité progressaient (0.7%).

CyberKnife® versus autres techniques de SBRT

Comparé aux deux autres machines de radiothérapie, le CyberKnife® a traité des 

volumes tumoraux macroscopiques (GTV) semblables (2.1 vs 1.4 cm3, p=0.84), tout en 

réduisant significativement les PTV (12.3 vs 21.9 cm3, p=0.013), MLD (2.6 vs 4.1 cm3, 

p<0.0001), V5 (13.5 vs 19.9 cm3, p=0.002) et V20 (2.3 vs 5.4 cm3, p<0.0001). Le taux de contrôle 

local à 2 ans était de 96.2% (90.8–100) avec le CyberKnife® et 98.2% (94.4–100) en 

TomoTherapy® ou VMAT, sans différence significative entre les différentes techniques 

(p=0.68) (Fig. 47).

Enfin, l'incidence de la radiotoxicité augmentait au-delà d’une V5 > 17.2% (77.4 vs 56%, 

p=0.021), indépendamment de l’appareil employé (p=0.56) (Fig. 48).

Figure 47. Contrôle local selon la machine de radiothérapie employée. SBRT = radiothérapie stéréotaxique 
(stereotactic body radiation therapy). VMAT = arc-thérapie volumétrique avec modulation d’intensité 
(volumetric modulated arc-therapy).



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1 
 

 
 

133 
 

 
Figure 48. Facteurs prédictifs de radiotoxicité. PTV = volume cible prévisionnel (planning target volume). 
V5 = volume (pulmonaire) recevant au moins 5 Gy. V20 = volume (pulmonaire) recevant au moins 20 Gy. 
MLD = dose moyenne aux poumons (mean lung dose). 

 

 

   III.2.1.4. Discussion & Conclusion 

Le CyberKnife® permet d’atteindre une excellente efficacité clinique en SBRT 

pulmonaire (96.2% de contrôle local à 2 ans), tout en réduisant la dose diffusée aux poumons 

par rapport aux autres appareils de traitement. L'utilisation du CyberKnife® semble donc 

particulièrement intéressante pour diminuer le risque de pneumopathie radique en cas de 

ré-irradiation (448, 449), et prévenir le risque de cancer secondaire (450). 

En conclusion, l’usage du CyberKnife® apparaît tout à fait pertinent pour nos expériences 

de radiobiologie appliquée à la clinique, mises en œuvre dans l’article suivant. 
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III.2.2. Article 3 – Phénomène HRS en radiothérapie stéréotaxique par CyberKnife®

Le Reun E, et al. Influence of the hypersensitivity to low dose phenomenon on the tumor 
response to hypofractionated stereotactic body radiation therapy. Cancers (Basel). 2023 
Aug 5;15(15):3979. doi: 10.3390/cancers15153979. (451)

   III.2.2.1. Contexte

D’après la Revue C, la LDRT anti-tumorale s’expliquerait à l’échelle cellulaire par le

phénomène d’hypersensibilité aux faibles doses (HRS), et à l’échelle moléculaire par un 

retard de transit cyto-nucléaire radio-induit de la protéine ATM (ou RIANS pour radiation-

induced ATM nucleoshuttling) (424).

Par ailleurs, une séance de radiothérapie stéréotaxique (ou SBRT pour stereotactic body 

radiation therapy) délivre une multitude de microfaisceaux de faibles doses (24) (cf. § I.1.1.3).

Précisément, l’appareil CyberKnife® (439) délivre quelques Gy/séance en environ 95–200 

microfaisceaux (452). À ce titre, une séance de SBRT pourrait être propice à la survenue d’un 

effet HRS (Fig. 49). Le but du présent article était donc de confirmer la possibilité d’un effet 

HRS en SBRT et, le cas échéant, de l’expliquer par un retard de RIANS.

Figure 49. Courbe de survie d’une cellule hyper-radiosensible aux faibles doses (HRS) après : (A) 
répétition de dose > 1 Gy, ou (B) répétition de faible dose < 1 Gy.

  III.2.2.2. Matériels & Méthodes

Nous avons cultivé à confluence 8 lignées cellulaires, réparties en trois catégories :

4 lignées tumorales HRS+ : Ln229 (glioblastome), U87 (glioblastome), A549 

(adénocarcinome pulmonaire), HT29 (adénocarcinome colorectal).
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 2 lignées tumorales témoins HRS- : U373 (glioblastome), SNU475 (carcinome 

hépatocellulaire). 

 1 lignée de tissu sain HRS+ : 13HNG (fibroblaste cutané). 

 1 lignée de tissu sain témoin HRS- : AG1521 (fibroblaste cutané). 

 

Les lignées cellulaires ont été irradiées à l’aide de trois appareils : i) un irradiateur orthovolté 

standard à débit de dose de 4 Gy/min, avec des doses croissantes de 0–3 Gy ; ii) le 

CyberKnife® (Accuray, USA) du Centre Léon Bérard de Lyon ; et iii) le CyberKnife® 

(Accuray, USA) du CHUV de Lausanne (439), selon quatre fractionnements différents : 

 dose unique de 0.2 Gy (1x0.2Gy) 

 dose unique de 2 Gy (1x2Gy) 

 répétition de dix doses de 0.2 Gy séparées entre elles de 2 min d’interruption 

(10x0.2Gy), conduisant à une séance de traitement d’environ 20 min 

 dose de 2 Gy délivrée aléatoirement selon l’algorithme du CyberKnife® (2Gy 

"Cyber"). 

 

Les cellules ont ensuite fait l’objet de tests de survie clonogénique, tandis que les cassures 

double-brin d’ADN (CDB) ont été identifiées à différents temps post-irradiation (t0, 1h, 4h, 

24h) par immunofluorescence (FITC) des foci γH2AX, à l’aide d’un microscope à 

fluorescence Olympus® (Olympus, France). 

 

   III.2.2.3. Résumé des résultats 

Caractérisation du statut HRS 

Après irradiation standard, le statut HRS des différentes lignées cellulaires (tumeurs 

et tissus sains) a pu être déterminé par deux techniques. Tout d’abord sur le plan cellulaire, 

les courbes de survie clonogénique ont objectivé une surmortalité dans les doses faibles 

(autour de 0.2 Gy), non conforme au modèle linéaire quadratique (LQ) classique, pour 

certaines lignées identifiées comme étant HRS+ (Fig. 50). Sur le plan moléculaire, certaines 

lignées présentaient plus de CDB (foci γH2AX) à 24h post-iradiation de 0.2 Gy que de 2 Gy, 

traduisant un statut HRS+ (Fig. 51). Au total, nous avons ainsi confirmé le statut HRS+ des 

lignées tumorales (Ln229, U87, A549, HT29) et saine (13HNG), ainsi que le statut HRS- des 

lignées témoins tumorales (U373 et SNU475) et saine (AG1521). 



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1 
 

 
 

136 
 

 
Figure 50. Courbes de survie clonogénique de 3 des 6 lignées tumorales étudiées, après irradiation X 
orthovoltée standard. Chaque point représente la moyenne (± SEM) de chaque triplicata d’expériences. 
Les données de survie ont été ajustées au modèle LQ et à sa variante HRS. 

 

 

 
Figure 51. Cinétique des foci γH2AX pour 3 des 6 lignées tumorales étudiées, après irradiation orthovoltée 
standard X de 2 Gy (A) et 0.2 Gy (B). Chaque point représente la moyenne (± SEM) de chaque triplicata 
d’expériences. 

 

 

Phénomène HRS post-SBRT par CyberKnife®, expliqué par le modèle RIANS 

Une fois le statut HRS confirmé, les lignées HRS+ (tumeurs et tissus sains) ont été 

irradiées au CyberKnife® selon les quatre fractionnements pré-cités. Les résultats sont 

présentés dans les Figures 52 et 53 : 
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les cellules HRS+ présentaient plus de CDB (foci γH2AX) à 24h post-irradiation de 

1x0.2Gy que de 1x2Gy. Ces résultats montrent que la radiothérapie stéréotaxique par 

CyberKnife® offre des conditions propices à la survenue d’un effet HRS chez les 

cellules HRS+.

les cellules HRS+ présentaient plus de CDB (foci γH2AX) à 24h post-irradiation de 

10x0.2Gy que de 1x2Gy. Ces résultats suggèrent un possible effet supra-additif en cas 

de répétitions de faibles doses entrecoupées d’un intervalle de temps (Δt = 2 min).

après irradiation de 1x2Gy, on observait plus de CDB (foci γH2AX) à 24h dans les 

cellules HRS+ que dans les cellules HRS-. Ces résultats montrent que les cellules 

HRS+ appartiennent au groupe II de radiosensibilité, et expriment donc un retard de 

RIANS.

24h après irradiation 1x0.2Gy et 10x0.2Gy, les cellules Ln229 (glioblastome HRS+) 

apparaissaient hyper-lésées (foci γH2AX indénombrables), contrairement aux 

cellules U373 (glioblastome HRS-) pour lesquelles le nombre de foci γH2AX par 

noyau restait inférieur à 15. Ces résultats montrent que le statut HRS ne dépend pas 

du type histologique.

Figure 52. Cinétique des foci γH2AX radio-induits pour 2 des 6 lignées tumorales étudiées, selon différents 
fractionnements stéréotaxiques délivrés par Cyberknife®. Chaque point représente la moyenne (± SEM) de 
chaque triplicata d’expériences.
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Figure 53. Diagrammes en barres des foci γH2AX de 5 des 8 lignées étudiées, 24h post-irradiation au 
Cyberknife®, en distinguant quatre catégories cellulaires : aucun focus γH2AX, moins de 15 foci γH2AX, 
plus de 15 foci γH2AX, et cellules hyper-lésées (ou HDC pour highly-damaged cells) avec multitude de foci 
indénombrables. Le cartouche correspond à un exemple représentatif de foci γH2AX au sein du noyau 
cellulaire coloré au DAPI (bleu). 

 

 

   III.2.2.4. Discussion & Conclusion 

En conclusion, une séance de radiothérapie stéréotaxique par CyberKnife® peut, au 

même titre qu’une séance de RT3D utilisant de nombreux faisceaux, être considérée comme 

une succession de LDRT intra-séance, offrant des conditions propices à la survenue d’un 

effet HRS, et dont l’efficacité est exacerbée en cas de tumeur du groupe II HRS+. 

Le phénomène HRS, qui ne dépend ni du type histologique ni de l’intégrité du tissu, peut 

s’expliquer par un retard de transit cyto-nucléaire radio-induit de la protéine ATM (RIANS). 

Afin de potentialiser l’efficacité anti-tumorale et limiter les risques de radiotoxicité ou de 

second cancer, une SBRT par CyberKnife® s’avérerait donc optimale sur une tumeur HRS+ 

entourée de tissus sains HRS-, autrement dit chez des patients du groupe I (radiorésistants). 

Le statut HRS pourrait être vérifié par un test prédictif basé sur des biomarqueurs de 

CDB post-irradiation à 2 Gy et 0.2 Gy. Concernant la tumeur, un tel test pourrait se faire sur 

matériel de biopsie ou de pièce opératoire, théoriquement disponible avant tout traitement 

de RT. Concernant les tissus sains, le statut HRS pourrait s’évaluer à partir de biopsies 

cutanées.  
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III.3. DIAGNOSTIC PRÉCOCE DE LA MALADIE D’ALZHEIMER ET 

PERSPECTIVES DE LDRT (Article 4) 
 

Berthel E, Pujo-Menjouet L#, Le Reun E#, et al. Toward an Early Diagnosis for Alzheimer’s 
Disease Based on the Perinuclear Localization of the ATM Protein. Cells. 2023 Jun 
29;12(13):17-47. doi: 10.3390/cells12131747. (453) 

 

III.3.1. Contexte 

Première cause de démence à travers le monde (103), la maladie d'Alzheimer (MA) 

accuse une physiopathologie encore mal connue, faisant ainsi l’objet d’un diagnostic 

souvent probabiliste et rarement de certitude (104). 

Depuis les années 1980, quelques études ont montré que les cellules de patients MA étaient 

radiosensibles et présentaient des dysfonctionnements dans les systèmes de réparation des 

cassures double-brin de l'ADN (CDB) (101, 102, 122, 123) et ce, au même titre que d’autres 

maladies neurodégénératives telles que la chorée de Huntington (341), la sclérose tubéreuse 

de Bourneville (342), certaines formes de xeroderma pigmentosum D (343) et la 

neurofibromatose de type 1 (411). Ces quatre dernières pathologies appartiennent chacune 

au groupe II de radiosensibilité, expliqué par un retard de transit cyto-nucléaire radio-induit 

de la protéine ATM (RIANS) lié à la présence cytoplasmiques de protéines X substrats 

d’ATM (huntingtine, tubérine, XPD et neurofibromine [NF1], respectivement) (341-343, 

411). De manière analogue, il est donc possible que les cellules de patients MA surexpriment 

aussi dans le cytoplasme une protéine X, responsable de la séquestration d’ATM en dehors 

du noyau. 

Cet article visait donc à expliquer la radiosensibilité des patients MA sur le plan moléculaire 

via le modèle RIANS, ouvrant le cas échéant la voie vers une LDRT "anti-Alzheimer". 

 

III.3.2. Matériels et Méthodes 

Nous avons utilisé 10 lignées fibroblastiques cutanées de patients atteints de MA, et 

5 lignées fibroblastiques cutanées témoins. Le traitement ZOPRA désigne une association 

de zolédronate et pravastatine. Les cellules ont été irradiées par photons X de 6 MeV à la 

dose de 2 Gy, à l’aide d’un appareil de radiothérapie du Centre Léon Bérard de Lyon. La 

survie cellulaire intrinsèque a été quantifiée par test de clonogénicité à 2 Gy (fraction 

survivante à 2 Gy ou SF2). Les protéines ATM et APOE ont été identifiées et quantifiées par 
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immunofluorescence, immunoblot et test de ligation de proximité (ou PLA pour proximity 

ligation assay). Les analyses statistiques ont été réalisées soit par le logiciel PRISM (GraphPad 

Software, San Diego, USA), soit en utilisant Kaleidagraph v4 (Synergy Software, Reading, 

PA, USA). Des tests ANOVA ont été effectués pour une analyse point par point.

III.3.3. Résumé des résultats

Radiosensibilité des fibroblastes MA liée à un retard de RIANS

Dans l'ensemble, nos résultats suggèrent que la MA est associée à une radiosensibilité 

cellulaire significative mais modérée (Fig. 54A). Après irradiation X de 2 Gy, on observe des 

taux de foci γH2AX et pATM anormalement bas, et des taux de micronoyaux et foci MRE11 

anormalement élevés (Fig. 54B), le tout étant cohérent avec le retard de RIANS 

principalement observé à 10min post-irradiation (Fig. 54C).

Figure 54. Réponse aux radiations des fibroblastes de patients atteints de maladie d’Alzheimer. (A) 
Fraction survivante à 2 Gy X (SF2). (B) Photos représentatives d’immunofluorescence de micronoyaux à 
24h post-irradiation 2 Gy X. (C) Histogrammes montrant le nombre de foci pATM nucléaires par cellule 
évalués avant irradiation ou à 10 min, 1h, 4h et 24h post-irradiation 2 Gy X.

Radioprotection partielle des fibroblastes MA après traitement ZOPRA

Dans le cadre du modèle RIANS, il a été montré que l’abondance de monomères 

ATM dans le noyau améliorait la radiorésistance (218). Par ailleurs, l'association de

bisphosphonates et de statines, en particulier zolédronate/pravastatine (ZOPRA), est 

connue pour son effet radioprotecteur (341-343). Appliqué à 10 lignées cellulaires de 

fibroblastes AD, le traitement ZOPRA a contribué à augmenter le nombre de foci γH2AX et 

pATM à 10min post-irradiation (Fig. 55). Toutefois, l’application du traitement ZOPRA n'a 

pas été convaincante et son effet ne s’est pas avéré significatif alors que celui-ci est 

généralement appliqué avec succès à tous les autres syndromes testés au laboratoire depuis 
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10 ans. Dans l'ensemble, ces résultats suggèrent que le traitement ZOPRA peut, en 

favorisant le RIANS, radioprotéger les fibroblastes MA. 

 

 
Figure 55. Images représentatives d'immunofluorescence de foci pATM nucléaires dans des fibroblastes 
de patients atteints de maladie d’Alzheimer, à 10min post-irradiation 2 Gy X, avec ou sans traitement 
ZOPRA préalable. 

 

 

Couronnes périnucléaires de pATM spécifiques aux cellules MA : présentes spontanément, et 

disparaissant après irradiation 

De manière tout à fait inattendue, les fibroblastes MA présentaient spontanément 

(sans irradiation préalable) une coloration spécifique pATM répartie en périphérie du 

noyau (Fig. 56). De manière plus précise, nous avons identifié deux types de couronnes 

pATM spontanées en immunofluorescence, en proportions variables selon les lignées 

cellulaires MA étudiées (Fig 57A) : soit une fine couronne périnucléaire avec présence de 

foci nucléaire, soit une épaisse couronne périnucléaire sans foci nucléaire. À notre 

connaissance, ces "couronnes" périnucléaires d’ATM phosphorylé n’avaient pas été décrites 

dans la MA ni dans aucun autre syndrome. Cette caractéristique histologique pourrait ainsi 

constituer un élément diagnostique fort, qui plus est du vivant des patients. La 

séquestration cytoplasmique d’ATM pourrait ainsi expliquer le retard de RIANS objectivé 

précédemment. 
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Par ailleurs, on constate une disparition des couronnes périnucléaires pATM 10 min 

après une irradiation de 2 Gy des lignées cellulaires MA (Fig 57B). Ces données suggèrent 

elles-aussi un effet protecteur de la radiothérapie, qui sera discuté ci-après (cf. § III.3.4).

Figure 56. Images d'immunofluorescence représentatives de la localisation périnucléaire de la protéine 
pATM dans des fibroblastes de patients atteints de maladie d’Alzheimer.

Figure 57. (A) Proportions relatives des 4 motifs spécifiques de marquage pATM observés en 
immunofluorescence dans 7 lignées cellulaires de maladie d’Alzheimer (MA). (B) Proportions relatives des
4 motifs spécifiques de marquage pATM observés en immunofluorescence dans 4 lignées cellulaires de MA, 
avant ou après irradiation (2 Gy + 10 min).
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Interaction protéique ATM-APOE spécifique aux cellules MA

Dans le cadre du modèle RIANS, les monomères d’ATM peuvent être séquestrés 

dans le cytoplasme par des substrats protéiques d’ATM surexprimés, appelés "protéines X"

(218). Nous avons donc recherché une protéine X qui serait à la fois surexprimée dans le 

cytoplasme et substrat de phosphorylation d'ATM dans les fibroblastes AD. Parmi les 

candidats potentiels, nous avons rapidement éliminé les protéines Tau et le peptide 

amyloïde-Aβ42 car ils ne présentaient pas de coloration périnucléaire évidente. Nos

expériences sur la protéine APOE, activement étudiée dans la MA (454), ont en revanche 

montré une surexpression cytoplasmique et une localisation périnucléaire spontanées dans 

les fibroblastes AD testés, ainsi qu’une interaction spécifique avec ATM après test de 

ligation de proximité (ou PLA pour proximity ligation assay) (Fig. 58).

Au total, il est donc vraisemblable qu’en plus de la couronne périnucléaire de 

dimères pATM décrite précédemment, il existe une deuxième couronne périnucléaire, plus 

interne que la précédente, et constituée quant à elle de complexes ATM-APOE. Cette 

hypothèse expliquerait ainsi les deux types de marquages périnucléaires pATM observés 

en immunofluorescence que nous avons précédemment décrits (Fig. 59).

Figure 58. Test de ligation de proximité (PLA) réalisé avec des anticorps anti-ATM et anti-APOE sur cellules 
non-irradiées de patients atteints de maladie d’Alzheimer. Histogrammes montrant les points PLA, marqués 
par immunofluorescence, qui représentent l'interaction ATM-APOE détectée.
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Figure 59. Modèle mécanistique de formation des couronnes périnucléaires pATM dans les fibroblastes de 
patients atteints de maladie d’Alzheimer (MA).
(A) Dans une cellule de patient contrôle, des dimères pATM et la protéine APOE sont présents dans le 
cytoplasme. (B) Conformément au modèle RIANS, un stress environnemental oxydant entraîne des 
cassures double-brin de l’ADN (CDB) ainsi que la monomérisation des dimères pATM cytoplasmiques ; les 
monomères d’ATM diffusent alors dans le noyau pour activer la reconnaissance des CDB via la 
phosphorylation d’H2AX, et la réparation des CDB par suture NHEJ. (C) Dans le cas de la maladie 
d’Alzheimer, la surexpression d'APOE (substrat de phosphorylation de l'ATM) entraîne la formation 
préférentielle de complexes ATM-APOE agglutinés autour du noyau ("petite couronne" sur le versant 
externe de la membrane nucléaire), au détriment d’une diffusion cytonucléaire d’ATM. (D) À un stade plus 
avancé de MA, les monomères ATM qui ne peuvent pas diffuser dans le noyau se réassocient en formant 
des dimères pATM facilement visible par immunofluorescence sous forme de couronnes pATM périnucléaires
("grande couronne"), plus externe que la couronne de complexes ATM-APOE.

III.3.4. Discussion & Conclusion

Mises en évidence pour la première fois, les couronnes périnucléaires de complexes 

protéiques ATM-APOE apparaissent comme un biomarqueur spécifique du vieillissement 

accéléré observé dans la MA. Ces complexes séquestrent la protéine ATM en dehors du 

noyau, entraînant ainsi un retard de RIANS lui-même responsable d’une vulnérabilité au 

stress génotoxique, qu’il soit exogène (par exemple radique, expliquant la radiosensibilité 

de groupe II) ou endogène (stress oxydatif chronique). En résulte une accumulation 

progressive des CDB non-reconnues, conduisant in fine vers la mort radiobiologique par 

sénescence. Le cerveau étant l’un des organes qui expriment le moins de protéine ATM 
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(455), on comprend alors que les symptômes neurodégénératifs puissent être au premier 

plan de la MA. 

Sur le plan thérapeutique, rappelons que l'exposition aux radiations contribue à la 

monomérisation d’ATM et la dissociation des complexes ATM-APOE, permettant par la 

suite à certains monomères ATM de reconnaître les CDB. La RT apparaît ainsi comme une 

piste prometteuse pour le traitement de la MA. Reste alors à déterminer la dose préventive 

et/ou curative optimale. 

Les doses classiquement utilisées en RT oncologique, de l’ordre de 2 Gy/séance, ont montré 

des résultats encourageants sur modèles murins de MA (115-117), sans toutefois 

d’amélioration probante chez l’homme (124). D’autres études cliniques évaluent 

actuellement des doses similaires en Suisse (NCT03352258, Hôpitaux Universitaires de 

Genève), aux États-Unis (NCT02359864, William Beaumont Hospitals) et en Corée du Sud 

(NCT04203121, Hôpital Universitaire Kyung Hee). Notons cependant que, même chez la 

souris, – mammifère pourtant moins radiosensible que l’homme (ex : la dose létale moyenne 

est de 15 Gy chez le rat contre 4,5 Gy chez l’homme) (456), – des améliorations cognitives 

ont été objectivées en réduisant la dose d'un fractionnement standard (5×2 Gy) à un schéma 

de LDRT (5×0.6 Gy) (429). 

Ainsi, chez l’homme, une LDRT à dose hormétique (faible dose non génotoxique entre 20–

75 mGy) (360) pourrait permettre une dissociation des couronnes périnucléaires, sans 

engendrer quelconque CDB supplémentaire. Indépendamment de nos conclusions, Cuttler 

et al. ont depuis 2016 publié deux case reports (118-121) et une étude clinique (126) dans 

lesquels l’irradiation holocrânienne à dose "scanographique" (40 mGy) suggère justement 

une amélioration des performances cognitives. 

Enfin, comme nous l’avons explicité dans cet article, une éventuelle LDRT "anti-Alzheimer" 

pourrait s’associer à un traitement par biphosphonates/statines (ZOPRA), dans le but de 

faciliter le flux d’ATM vers les CDB. 
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III.4. LDRT ANTI-INFLAMMATOIRE (données préliminaires) 
 

Rôle des cytokines dans les mécanismes moléculaires de la LDRT anti-inflammatoire. 
Données préliminaires. 

 

III.4.1. Contexte 

Lors de la soumission de la revue C (424), un des relecteurs a particulièrement 

apprécié le chapitre sur l’inflammation et les hypothèses faites concernant l’implication 

potentielle de la protéine ATM dans la régulation des cytokines. Au commencement de cette 

thèse, il n’était a priori pas prévu de réaliser des expériences sur la réponse individuelle 

inflammatoire à l’irradiation au niveau tissulaire. Les nouveaux développements du modèle 

RIANS au sein du laboratoire et les commentaires positifs du relecteur nous ont donc 

encouragés à aller plus loin et établir un véritable modèle unifié de l’inflammation radio-

induite avec le transit de la protéine ATM. Aussi ce chapitre est-il destiné à initier et 

structurer un projet visant à mieux comprendre la réponse inflammatoire radio-induite, et 

surtout à justifier l’usage de la LDRT pour traiter certaines douleurs ostéo-articulaires. Ce 

projet ne pouvant matériellement aboutir, d’ici la date de soutenance de la thèse, à une 

somme ordonnée de résultats et une publication soumise, nous présentons dans un premier 

temps le rationnel scientifique, l’énumération de plusieurs hypothèses, et la description de 

quelques expériences préliminaires. À ce stade, nous avons donc délibérément choisi de 

ne pas associer ce thème à la discussion générale en fin de manuscrit. 

 

III.4.2. Rationnel scientifique 

Au moment de l’envoi de ce manuscrit, les questions posées ci-dessus se sont 

structurées sous la forme d’un projet baptisé CYRANO. L’implication des cytokines pro- ou 

anti-inflammatoires interroge le rôle d’ATM dans la réponse tissulaire inflammatoire. La 

plupart des cytokines sont en effet des protéines X potentielles (405), et présentent une 

surexpression radio-induite dans le cytoplasme de cellules irradiées puis dans le milieu 

extra-cellulaire (cf. § III.4.2). 

 

Cytokines et ATM intra-cytoplasmiques 

La principale observation ayant motivé le projet CYRANO est qu’au moins 6 

cytokines principales de la réponse à l’inflammation (IL-1b, IL-6, TNF-  pour les cytokines 
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pro-inflammatoires et IL1-ra, IL-13 et TGF-  pour les cytokines anti-inflammatoires) sont 

des protéines cytoplasmiques portant des domaines SQ/TQ (405). De telles propriétés en 

font des protéines X potentielles, substrats d’ATM. Ainsi, connues pour leur induction post-

stress (457), autrement dit une surexpression radio-induite généralement liée à la dose de 

radiation, ces cytokines pourraient s’associer avec et être phosphorylées par ATM. 

Cependant, la plupart des surexpressions radio-induites de cytokines qui sont décrites dans 

la littérature sont observées au moins 4h, voire plus de 24h après la dose. À ces temps post-

irradiation, le flux de monomères ATM n’est pas nul mais reste réduit. Toutefois, plus la 

dose est élevée, plus les monomères ATM seront encore disponibles.  Ainsi, plus la dose est 

élevée et plus la cytokine est surexprimée précocement, plus la probabilité d’observer des 

complexes ATM-cytokines et des cytokines phosphorylées est élevée.  

 

Cytokines et ATM extra-cellulaires 

L’étude de la littérature permet de connaître le comportement post-radique des 

cytokines pro- et anti-inflammatoires en dehors du cytoplasme. Dans le sérum de modèles 

murins arthrosiques, une étude a montré qu’une irradiation de l’ordre de 0.5–1 Gy entraîne 

une diminution de l’interleukine IL-17A pro-inflammatoire, ainsi qu’une augmentation des 

IL-4 et IL-6 anti-inflammatoires (144). Toujours chez la souris, Arenas et al. ont quant à eux 

mis en évidence une augmentation du TGF-β1 anti-inflammatoire après irradiation de 0.1–

0.7 Gy (436, 437). Chez l’humain, des cellules endothéliales recevant 0.5–1 Gy montrent une 

diminution du TNFα pro-inflammatoire et une augmentation des interleukines IL-6, IL-10 

et du TGF-β1 anti-inflammatoires (458, 459). Une étude clinique a par ailleurs observé une 

augmentation du TGF-β1 24h après LDRT pan-pulmonaire en séance unique de 0.5 Gy, chez 

30 patients atteints de COVID-19 (157). Le Tableau 5 résume le comportement des cytokines 

pro- et anti-inflammatoires après LDRT. 
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Tableau 5. Comportement cytokinique après radiothérapie par faibles doses (LDRT). IL = interleukine. 
TNF = facteur de nécrose tumorale (tumor necrosis factor). TGF = facteur de croissance transformant 
(transforming growth factor). 

Population Schéma d’irradiation Comportement cytokinique Référence 
Modèles murins    

Sérum arthrosique 0.5–1 Gy 

Augmentation de l’IL-4 
Augmentation de l’IL-6 

 
Diminution de l’IL-17A 

(144) 

Abdomen 0.3 Gy Augmentation du TGF-β1 (436) 

Corps entier de modèles 
d’inflammation chronique 

0.1 Gy 
0.3 Gy 
0.6 Gy 

Augmentation du TGF-β1 (437) 

Cellules humaines    

Cellules endothéliales 5 x 1.0 Gy 
5 x 0.5 Gy 

Augmentation de l’IL-10 
Augmentation du TGF-β1 

 
Diminution du TNFα 

(458) 

Cellules endothéliales 0.3–0.7 Gy Augmentation de l’IL-6 
Augmentation du TGF-β1 (459) 

Clinique    
30 patients atteints de 

COVID-19 0.5 Gy (poumons bilatéraux) Augmentation du TGF-β1 à 24h post-LDRT (157) 

 

 

III.4.3. Hypothèses 

Les cytokines étant généralement émises par les cellules dans le milieu 

extracellulaire, se pose alors la question suivante : existe-t-il une relation entre la quantité 

de cytokines surexprimées dans le cytoplasme et le déclenchement de l’émission de cytokine 

à l’extérieur de la cellule ? Le cas échéant, cela signifie que l’émission de cytokine dans le 

milieu extracellulaire dépend également de la dose de radiation et pourrait concerner des 

cytokines phosphorylées par ATM à condition que l’état de phosphorylation ne soit pas 

perdu par le passage à travers la membrane cellulaire. Notons que l‘irradiation fragilise les 

membranes cellulaires et augmente leur perméabilité (460). D’ailleurs, l’irradiation a 

justement aussi été utilisée pour la transfection de plasmides dans les cellules. Mais, encore 

une fois, l’émission de cytokines en dehors de la cellule s’effectuerait plusieurs heures après 

l’irradiation et, de toute façon, quelques heures après leur surexpression dans le cytoplasme. 

Ainsi, il est plus probable que ce soit grâce à leur petite taille que les cytokines puissent 

passer la barrière cellulaire plutôt que grâce à l’irradiation directement.  

Quel serait le rôle de la protéine ATM dans le cytoplasme avant que les cytokines soient 

sécrétées ? On peut concevoir un système compétitif basé sur le principe suivant : toute 

complexation des cytokines avec ATM empêcherait alors le passage de la cytokine en dehors 

de la membrane nucléaire. Ainsi, imaginons deux cytokines A et B, A étant plus abondante 

dans le cytoplasme à un instant t que B. À affinité égale, la complexation de ATM avec A 

serait plus probable qu’avec B, ce qui augmenterait alors d’autant la compétition entre les 
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cytokines A non complexées et les cytokines B pour l’excrétion au-delà de la membrane 

cellulaire.  

En ce qui concerne les propriétés pro- ou anti-inflammatoires des cytokines, sont-elles liées 

à leur affinité pour ATM dans le cytoplasme ? En dehors de la question de la 

phosphorylation, il apparait que la plupart des cytokines, une fois secrétées, interagissent 

avec des partenaires spécifiques d’une façon qui ne dépend pas forcément de la protéine 

ATM à l’extérieur des cellules irradiées (macrophages, interleukines, membranes 

cellulaires), laissant ainsi la place à une grande diversité des cas avec une spécificité 

d’abondance relative des cytokines pro- ou -anti-inflammatoires pour chaque tissu. 

Investigant les faibles doses, le projet CYRANO permettra de mieux comprendre l’intérêt 

de la LDRT pour déclencher certains processus antalgiques et anti-inflammatoires. La 

cytométrie de flux permettra de mesurer le taux de cytokines exprimées dans le cytoplasme 

après irradiation, tandis que le taux de cytokines sécrétées à l’extérieur des cellules après 

irradiation sera mesuré par technique ELISA. 

 

III.4.4. Résultats préliminaires et ébauche d’un premier modèle 

Les tous premiers résultats montrent que les cytokines IL-1 et IL-6 sont bien 

surexprimées dans les cellules à partir de 4h pour les plus fortes doses testées (4 et 8 Gy) 

mais apparaissent également en quantité mesurable (pour IL-1) 24h après 0.2 Gy (Fig. 60A). 

En parallèle, les tests ELISA révèlent que les premières excrétions extracellulaires 

surviennent plus tardivement (plutôt 48 à 72h après l’irradiation) mais restent toujours 

observées dès 0.2 Gy. Notons ici l’importance du nombre de cellules irradiées pour que les 

excrétions soient à la fois précoces et significatives (Fig. 60B). 

Il apparait donc ici que, même à faibles doses, des cytokines peuvent être émises par les 

cellules irradiées et donc influer sur les processus de réponse inflammatoire et à la douleur. 

Par ailleurs, une faible dose libérant, comme on l’a vu, des monomères ATM, il faudra 

préciser l’influence de la phosphorylation des cytokines dans le cytoplasme, ainsi que le rôle 

qu’elle peut jouer dans leur activation et leur émission extracellulaire. 
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Figure 60. Réponse cytokinique radio-induite. (A) Cytokines intra-cellulaires mesurées par cytométrie de 
flux, et exprimées en % de cellules positives. (B) Cytokines extra-cellulaires mesurées par test ELISA sur 
surnageant de milieu de culture (données du laboratoire recueillies par Jallas AC, Trigon V et Granzotto A).
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IV. DISCUSSION GÉNÉRALE 
 

IV.1. INTRODUCTION, ÉTAT DE L’ART, ET VALIDATION DES OUTILS 
Cette première partie de résultats a notamment permis de dresser l’inventaire des 

différentes pathologies susceptibles d’être traitées par radiothérapie par faibles doses 

(LDRT), dont trois grandes entités nosologiques se distinguent : cancer, maladie 

d’Alzheimer, et maladies inflammatoires (424). 

Dans le but d’explorer les mécanismes moléculaires de la LDRT dans ces différentes 

indications, nous avons dans un premier temps approfondi la compréhension du modèle 

RIANS. L’Article 1 a ainsi permis de mettre en évidence la pertinence de la protéine ATM 

en radiobiologie, par comparaison avec d’autres biomarqueurs plus classiques (401). La 

Revue A a quant à elle montré qu’à la suite d’un stress génotoxique, et en particulier une 

irradiation, des protéines X peuvent séquestrer ATM dans le cytoplasme, conduisant à un 

retard de transit cyto-nucléaire d’ATM (RIANS), et potentiellement à une radiosensibilité et 

un risque de cancer (403). 

Forts de ces notions de radiobiologie fondamentale, nous avons ensuite référencé les 

différentes hypothèses mécanistiques cellulaires et moléculaires de la LDRT. Il ressort que 

l’usage de faibles doses de RI peut retarder le RIANS, entraînant un phénomène HRS anti-

tumoral, dissocier des complexes X-ATM dans le cytoplasme, comme dans le cas de 

maladies neurodégénératives (424). 

Nous avons par ailleurs montré, grâce à la Revue B, que la répétition de faibles doses au 

sein d’une même séance de traitement peut entraîner un effet biologique supra-additif sur 

une cellule souffrant d’un retard de RIANS (groupe II) (413). À plus forte raison, une séance 

de RT favorable à la répétition d’effets HRS pourrait entraîner un effet HRS supra-additif 

sur une cellule HRS+ ; l’hypothèse d’un tel phénomène en SBRT ouvrait le champ de la 

partie suivante. 

 

IV.2. LA LDRT ONCOLOGIQUE 
Le modèle RIANS, base scientifique de nombreux projets et de travaux de thèse issus 

de l’Unité 1296, s’est développé autour de plusieurs principes simples :  
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 La monomérisation radio-induite de la protéine ATM est un phénomène 

biochimique (indépendant de la radiosensibilité des cellules) à ce point dépendant 

de la dose que le nombre de monomères cytoplasmiques devrait refléter la somme 

de tous les stress génotoxiques (endogènes et exogènes) infligés à la cellule à un 

instant t. En d’autres termes, dans le cadre du modèle RIANS, on peut considérer que 

chaque cellule est dotée d’un "dosimètre" très précis qui s’exprime sous la forme d’un 

flux de monomères d’ATM vers le noyau. D’après Bodgi et Foray, si on considère 

que 107 monomères sont produits par Gy (66), on comprend mieux comment le 

modèle RIANS pourrait rester valide pour des doses de l’ordre du μGy, car le 

moindre monomère ATM qui passe la membrane nucléaire peut reconnaître une 

cassure de l’ADN, notamment une CDB. 

 Le rapport entre le nombre de CDB radio-induites NCDB et le nombre de monomères 

NATMdiff qui diffusent effectivement dans le noyau est crucial : en effet, si les 

monomères viennent en masse dans le noyau (NATMdiff >> NCDB), la probabilité que 

toutes les CDB (généralement 40 CDB par Gy par cellule) soient reconnues par ATM 

puis réparées par la suture NHEJ est très grande. Toutefois, dans le cas des faibles 

doses c’est-à-dire où NATMdiff  et NCDB sont faibles, la séquestration des monomères 

ATM par les protéines X dans le cytoplasme, avant leur diffusion dans le noyau, peut 

conditionner la réponse finale. En effet, dans le cas des conditions d’hormésis (dose 

inférieure à 25 mGy), NCDB est proche de zéro mais le flux de monomères d’ATM (de 

2.5 103 à 105) dans le noyau, en l’absence de protéines X (groupe I ; radiorésistance) 

reste significatif. Ce flux non négligeable de monomères ATM pourrait ainsi 

permettre la reconnaissance de CDB spontanées. À l’inverse, dans le cas de cellules 

de groupe II, où les protéines X sont nombreuses, NATMdiff diminue rapidement et la 

probabilité de reconnaissance des CDB diminue également. Ainsi, pour des cellules 

de groupe II, quelques CDB non reconnues peuvent suffire à provoquer une létalité 

cellulaire comme on peut l’observer dans les plus fortes doses : c’est le cas du 

phénomène HRS. 

 

Ainsi, le modèle RIANS a permis de réconcilier en un modèle mécanistique unique 

des phénomènes aussi antagonistes et contre-intuitifs que HRS et hormésis. Dans le cadre 

de la LDRT, ces deux phénomènes radiobiologiques jouent un grand rôle. En particulier, 
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HRS, historiquement à la base de la radiothérapie anti-cancéreuse par faibles doses, 

imaginée par Mike Joiner, Brian Marples et Philippe Lambin après la découverte du 

phénomène HRS, permet d’obtenir une létalité cellulaire des tumeurs avec des faibles doses 

comprises entre 0.1 et 0.5 Gy quand celles-ci sont délivrées à fort débit de dose (de l’ordre 

du Gy/min).  Le phénomène HRS peut être répété/amplifié en répétant les faibles doses, 

produisant des effets biologiques équivalents à ceux obtenus à des doses 5 à 10 fois plus 

fortes. Toutefois, toujours dans le cadre du modèle RIANS, les faibles doses répétées doivent 

être séparées par des intervalles de temps qui ne permettent pas l’accumulation de trop de 

monomères d’ATM diffusés dans le noyau. En effet, trop de monomères d’ATM 

contribueraient à reconnaitre plus de CDB, ce qui diminuerait l’effet HRS. En considérant 

l’activité moyenne des protéines en général (et de ATM en particulier), on peut considérer 

qu’un intervalle de 24 h entre deux doses interdit toute accumulation des monomères ATM 

actifs dans le noyau. Le phénomène final devient additif, c’est-à-dire que si une dose de 0.2 

Gy est équivalente à 2 Gy, n séances de LDRT séparées de 24 h pourraient aboutir à une 

dose cumulée équivalente à 2n Gy au lieu de 0.2 n Gy. On peut même considérer qu’une 

LDRT journalière bi-fractionnée (se rapprochant des conditions historiques appliquées par 

Victor Despeignes !) pourrait également éviter une accumulation de monomères ATM actifs 

avec un intervalle entre les doses d’une douzaine d’heures. Seule l’expérience consolidera 

cette hypothèse. 

En considérant les mêmes conditions mais cette fois avec des intervalles de temps de 

l’ordre de la minute, le nombre de monomères ATM actifs dans le noyau pourrait aboutir 

en 10 min à ce que fournit une dose de 2 Gy spontanément. Le bénéfice et l’intérêt de la 

LDRT diminuerait alors drastiquement. Pourtant, nous avons bien montré dans l’Article 3 

que le statut HRS positif des tumeurs assurait des effets synergiques dans le cas de la SBRT 

en général et du Cyberknife en particulier (451). Il y a en effet une différence majeure entre 

la répétition des faibles doses quand celles-ci sont délivrées uniformément dans un volume 

tumoral donné et la répétition des faibles doses quand celles-ci sont délivrées par des 

minifaisceaux centripètes qui n’impactent à chaque fois, qu’un volume infinitésimal de la 

tumeur. En effet, dans le premier cas, on peut considérer que toutes les cellules subissent les 

mêmes faibles doses pendant la période du traitement. Toujours dans ce cas, si un faisceau 

les traverse n fois, la dose cumulée sera facilement équivalente à n x 0.2 Gy avec le risque 

d’accumulation de monomères actifs d’ATM comme on l’a dit plus haut. A l’inverse, dans 
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le cadre de la SBRT, les zones impactées par les faisceaux ne sont pas forcément les mêmes 

et nous avons montré que, même si une séance d’environ 20 min est faite d’une centaine de 

faisceaux centripètes, les mêmes régions de la tumeur ne subissent pas 100 fois la dose 

délivrée par chaque minifaisceau. La conséquence immédiate de cette effet géométrique est 

que l’intervalle de temps entre deux mini-faisceaux qui impactent la même région tumorale 

est supérieur à l’intervalle de temps moyen entre 2 faisceaux (environ 1 faisceaux toutes les 

10 secondes).  Dans l’Article 3, on voit que la répétition de 10 faisceaux sur un temps de 

séance de 20 min (soit 1 faisceau toutes les 2 minutes) mime assez bien le traitement délivré 

par le Cyberknife, probablement équivalent à la répétition de 15 à 20 faisceaux sur la même 

zone d’intérêt (451). L’intervalle de temps entre des faisceaux impactant la même région de 

plus de 2 minutes pourrait ainsi suffire à ne pas saturer le noyau de monomères ATM actifs. 

D’ailleurs, dans des conditions optimales de répétitions de doses HRS, on observe 

des cellules multilésées (ou HDC pour highly-damaged cell) qui impliquent la survenue de 

deux phénomènes conjoints. En effet, les cellules multilésées sont la conséquence d’un excès 

de CDB induites, non pas par l’irradiation (on ne parle ici que de faibles doses) mais bien 

par la cellule elle-même. Ce phénomène biologique bien documenté est l’hyper-

recombinaison, où la suture devient minoritaire et la recombinaison, stimulée par une 

activité nucléasique intense, est créatrice de CSB et de CDB.  En particulier, l’activité de la 

nucléase MRE11, si celle-ci n’est pas phosphorylée par ATM, peut en effet être responsable 

de la formation d’un grand nombre de cassures de l’ADN. Ce phénomène d’hyper-

recombinaison est également la preuve indirecte de la présence insuffisante de monomères 

ATM actifs dans le noyau, c’est-à-dire la conséquence immédiate de la survenue du 

phénomène HRS. Ainsi, l’observation de HDC devient à la fois une conséquence et un 

biomarqueur spécifique du phénomène HRS. Le nombre de HDC pourrait même permettre 

la quantification du phénomène HRS. Notons cependant que, dans les HDC, toutes les 

cassures de l’ADN ne sont pas forcément létales mais au moins majoritairement mal 

réparées. Toutefois, vu leur nombre (plusieurs centaines de CDB par noyau cellulaire), il 

suffit de quelques-unes pour que les HDC soient des cellules condamnées. Ce phénomène 

est d’autant plus spectaculaire que l’on y observe un nombre de cassures de l’ADN 

équivalent à des doses de plusieurs dizaines de Gy ! preuve supplémentaire du pouvoir 

supra-additif de la répétition des faibles doses dans des conditions favorables à HRS.  



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1 
 

 
 

155 
 

Fait intéressant, on rencontre aussi les HDC sur des cellules épithéliales de sein de 

patientes à haut risque familial de cancer de sein (mutations hétérozygotes des gènes BRCA1 

ou BRCA2), c’est-à-dire des patientes de groupe II et donc probablement HRS-positives, 

après deux séances de mammographie (2 mGy + 3 min + 2 mGy). Des observations 

similaires ont été faites dans le cadre d’exposition au scanner et rapportées dans la thèse de 

Clément Devic. Au vu des doses encore plus faibles, la synergie n’en est que plus 

spectaculaire.   

Ainsi, l’Article 3 et toutes les observations effectuées dans le cadre de l’Unité 

montrent ainsi qu’une répétition de faibles doses sur des cellules HRS-positives peut aboutir 

à la formation d’un effet létal important, contrairement à toutes les prédictions de la 

dosimétrie physique (451). Cet effet, surtout s’il est synergique peut s’exprimer par une 

exacerbation des nucléases, notamment MRE11, favorisé par un retard massif des 

monomères ATM séquestrés dans le cytoplasme par les protéines X. Il donne alors lieu à la 

formation rapide et massive de cassures de l’ADN dans les noyaux, aboutissant aux HDC. 

HRS et HDC peuvent être considérées comme des preuves éclatantes de la non-linéarité des 

effets biologique avec la dose.  

Sans reprendre la discussion de l’Article 3, une question pratique vient à l’esprit des 

radiothérapeutes et des radiobiologistes : comment prédire rapidement le statut HRS d’une 

tumeur afin de bénéficier de tous les effets supra-additifs associés à la SBRT ? Tout d’abord, 

la séquestration cytoplasmique massive des monomères ATM qui produit le phénomène 

HRS créée-t-elle une concentration telle que des monomères se réassocient en dimères pour 

former une couronne ou une zone hautement concentrée en ATM ? L’observation attentive 

des cellules par immunofluorescence pendant le phénomène nous montrent que non. 

D’ailleurs, ces observations s’effectuent sur des faibles doses, c’est-à-dire dans des 

conditions où peu de dimères d’ATM pourraient être monomérisés et peu de complexes 

ATM-protéines X sont formés. De plus, nous sommes ici dans le cadre de tumeurs et de 

tissus plutôt prédisposés au cancer. 

Or la Revue A nous apprend clairement que, contrairement aux protéines X associées 

aux syndromes de vieillissement accéléré qui sont plutôt périnucléaires, les protéines X des 

syndromes associés au cancer sont plutôt dispersées aléatoirement dans le cytoplasme, ce 

qui réduite d’autant les chances de voir des concentrations locales détectables par 

immunofluorescence (403). Ainsi le statut HRS ne peut être défini que par une double 
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exposition à 0.2 Gy (à fort débit de dose) et à 1 ou 2 Gy pour constater l’équivalence des 

effets biologiques. Comme nous l’avons également dit dans l’Article 3, le statut HRS des 

tumeurs (et des tissus sains) nécessitent donc une accessibilité à un prélèvement, ce qui 

complexifie tout test prédictif spécifique dans le cadre d’un diagnostic in vitro (451). Une 

autre piste de recherche pour prédire HRS serait celle qui nous mènerait vers une 

compréhension plus moléculaire du phénomène avec la détermination des protéines X qui 

pourraient, par leur surabondance dans le cytoplasme, réduire drastiquement le flux de 

monomères ATM rentrant dans le noyau. D’ailleurs, il est fort probable que, pour avoir un 

effet de séquestration "drastique", qu’une telle surabondance de protéines X soit également 

exacerbée par l’irradiation (comme par exemple les protéines chaperonnes HSP déjà 

cytoplasmiques et dont l’expression augmente avec le stress génotoxique). Là encore, de 

nombreuses séries d’expériences seront nécessaires pour atteindre ce but. 

La possibilité d’un phénomène HRS "caché" dans certaines modalités de la 

radiothérapie concernerait également les tissus sains. En effet, à fort débit de dose (de l’ordre 

du Gy/min), des doses allant de 0.1 à 0.5 Gy peuvent concerner les tissus sains, qui, 

rappelons-le une fois encore, peuvent aussi être HRS-positifs. Ainsi, tout en respectant les 

règles communément admises sur les tissus/organes à risques, la dosimétrie étant bien 

documentée, des faibles doses pourraient donc produire des effets équivalents à ceux 

provoqués par des doses 5 à 10 fois plus élevés. La prédiction du phénomène HRS pour les 

tissus sains souffrirait d’ailleurs moins des limites évoquées plus haut pour l’accessibilité 

des prélèvements car un simple punch dermatologique suffirait pour établir qu’une lignée 

fibroblastique de peau, représentant l’ensemble des tissus sains de l’organisme, soit HRS-

positive.  

En dehors des faibles doses reçues sur des tissus sains HRS-positifs, on doit recenser 

toutes les conditions où, lors d’expositions médicales aux radiations ionisantes, les 

conditions d’occurrence d’HRS sont réunies. Pour ce faire, il faut avoir à l’esprit les données 

de la publication de Thomas et al. issue de notre laboratoire et décrivant l’influence du débit 

de dose sur le phénomène HRS pour des tumeurs de colon de rat HRS-positives et négatives 

(359) : les gammes de doses pour lesquelles le phénomène HRS est maximal correspondent 

à des durées d’exposition d’une vingtaine de secondes au plus. Par exemple, la dose à 

laquelle le phénomène HRS est maximal est environ de 0.2 Gy pour des débits supérieurs à 

0.6 Gy/min. Comme le suggèrent des données préliminaires du laboratoire, la loi entre la 
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dose à laquelle le phénomène HRS est maximal, le débit de dose et le temps d’exposition 

pourrait être un peu différente pour les cellules humaines et, comme on l’a dit dans l’Article 

3, la valeur du débit de dose des mini-faisceaux délivrés par la SBRT sera une donnée 

cruciale (451). En effet, suivant les modalités, les mini-faisceaux peuvent délivrer des doses 

de l’ordre du mGy au cGy et des débits du mGy/s au cGy/min : toutes les conditions ne 

seront pas idéales pour la survenue d’un phénomène HRS. Base des calculs de modélisation 

future, une courbe reliant la dose à laquelle le phénomène HRS est maximal, le débit de dose 

et le temps d’exposition devra être documentée pour les tumeurs humaines HRS-positives, 

ce qui demandera de nouvelles expériences à réaliser à des débits de dose variés à tester. 

En radiothérapie oncologique, un traitement qui consiste en une répétition de faibles 

doses (LDRT) évoque la technique de curiethérapie par bas débit pulsé (ou PDR pour pulsed 

dose rate). À l’occasion d’un semestre d’interne dans le service de curiethérapie de Gustave 

Roussy (Villejuif) en 2022, j’ai mené une étude rétrospective sur la plus grande cohorte 

mondiale d’enfants atteints de rhabdomyosarcomes vésico-prostatiques traités par 

curiethérapie PDR. Les résultats intermédiaires ont fait l’objet d’une communication orale 

au 33ème congrès de la Société Française de Radiothérapie Oncologique (SFRO) le 28 

Septembre 2022 (cf. § VII (461)), et un article connexe est actuellement en préparation (462). 

 

IV.3. LA LDRT DANS LES MALADIES NEURODÉGÉNÉRATIVES 
Contrairement à la SBRT, qui requiert une augmentation de la létalité et donc un 

phénomène HRS, le traitement par radiothérapie de la maladie d’Alzheimer et des maladies 

neurodégénératives n’est pas basé sur la recherche d’un phénomène HRS. En effet, si l’on 

se base sur l’Article 4 montrant que les couronnes périnucléaires d’ATM sont des 

biomarqueurs du vieillissement accéléré et résultent d’un long processus d’agglutination 

d’ATM contre une protéine X proche ou constitutive de la membrane nucléaire (comme l’est 

APOE pour la maladie d’Alzheimer) (453), alors le but d’une radiothérapie serait de détruire 

ces couronnes pour permettre à des monomères ATM actifs de traverser la membrane 

nucléaire et de reconnaitre et réparer les cassures de l’ADN accumulées dans le noyau qui 

menace l’intégrité de la cellule. Ainsi, une irradiation aurait pour double conséquence de 

dissocier les monomères ATM de la couronne entre eux et de produire un flux significatif 

de monomères actifs dans le noyau. La cible ne serait pas la peau mais bien le cerveau et 

plus exactement l’hippocampe pour la maladie d’Alzheimer. Cependant, comment 
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optimiser une telle thérapie, quelque peu contre-intuitive tout comme l’était la LDRT dans 

le domaine oncologique ? Si le but est de débarrasser chaque cellule de leur couronne, 

encore faut-il que cet effet soit permanent ou plutôt le plus durable possible, afin d’éviter 

un hyper-fractionnement qui mette en danger l’intégrité de l’organe-cible. On comprend 

bien qu’une dose forte (par exemple 2 Gy) pourrait être très efficace pour "détruire" la 

couronne périnucléaire d’ATM mais le nombre de CDB créées dans les cellules pourrait être 

toxique et la somme de monomères ATM actifs produits se redimérisant alimenterait 

formant une couronne produirait l’effet inverse de celui recherché. D’ailleurs, l’Article 4 

montre qu’après une dose de 2 Gy, les premières couronnes se reforment en moyenne 24 h 

après l’irradiation (453). En effet, il est fort probable que l’irradiation, même si elle contribue 

à monomériser les dimères d’ATM, ne produise pas assez de distance entre chaque 

monomère ATM, autrement dit, n’arrive pas à les "diluer" pour interdire toute 

redimérisation qui reste de plus en plus probable que la concentration de protéines ATM 

est élevée autour du noyau. Ainsi, l’ajout de drogues anti-oxydantes et/ou pro-épiskéviques 

immédiatement après l’irradiation pourrait retarder une réassociation des monomères 

ATM. D’ailleurs, comme le but principal de la thérapie est que les cellules portant les 

couronnes puissent réparer toutes les cassures accumulées pendant un long processus, il 

faudra déterminer si une première destruction de la couronne pendant 24 h suffit à réparer 

l’essentiel des cassures. À la fois pour préserver les tissus sains mais aussi pour éviter tout 

sur-risque, la Revue C nous apprend que les deux types de traitements radiothérapiques 

actuellement testés (série d’exposition au scanner, ou simple fractionnement avec 2 Gy) sont 

basés sur plusieurs séances (424). Cependant, alors que des études évaluant des 

fractionnements classiques de RT sont en cours (NCT03352258, Hôpitaux Universitaires de 

Genève ; NCT02359864, William Beaumont Hospitals ; NCT04203121, Hôpital Universitaire 

Kyung Hee), on sait aujourd’hui que la succession d’exposition au scanner ne suffit pas à 

obtenir un résultat stable et durable. Ainsi, quelle dose idéale devrait être appliquée sur les 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer et quelle méthodologie rigoureuse utiliser pour 

la déterminer ? Autrement dit, quel pourrait être le rationnel d’une étude clinique visant à 

retarder l’évolution d’une maladie neurodégénérative en général ? et de la maladie 

d’Alzheimer en particulier ? 

Évidemment, une étude systématique basée sur l’exposition des cellules des patients 

à une gamme de dose de radiation allant de 20 mGy (scanner) à 2 Gy doit être à la base des 



Thèse de Doctorat en Radiobiologie                                      Université Claude Bernard Lyon 1 
 

 
 

159 
 

investigations. Toutefois, peut-on aboutir à la dose idéale par le calcul ? On sait qu’il y a 

environ 1000 pores sur la membrane nucléaire des cellules humaines non-sanguines pour 

un diamètre moyen de 10 à 15 μm, c’est-à-dire une surface de 300 à 600 μm2. En considérant 

que la taille des protéines d’environ 0.01 μm soit une surface moyenne occupée de 10-4 μm2, 

il faut donc environ 3 à 6 106 monomères d’ATM pour couvrir la totalité (en plusieurs 

couches ?) de la membrane nucléaire. Si on considère que 107 monomères d’ATM sont 

produits par Gy, il suffirait donc de 0.3 à 0.6 Gy pour dissocier l’essentiel des monomères 

de la couronne périnucléaire. De façon intéressante, on aboutit au même ordre de grandeur 

pour faire disparaitre les couronnes périnucléaires sur d’autres tissus (ex : épithelium de 

cristallin ; thèse de Joëlle Al-Choboq). Ces calculs devront cependant être plus documentés 

par l’expérience.  Toutefois, si ces calculs sont confirmés, ils valideraient que :  

 la LDRT serait effectivement un traitement adapté aux maladies neurodégénératives, 

 la dose idéale par séance pour faire disparaitre les couronnes périnucléaires se situe 

entre le radiodiagnostic (scanner) et la radiothérapie anti-cancéreuse (séance de 

l’ordre du Gy). 

 

En revanche, comme le montre l’Article 4, la maladie d’Alzheimer est une maladie 

associée à une radiosensibilité de groupe II (453), c’est-à-dire que, potentiellement, les 

cellules des patients souffrant d’Alzheimer peuvent montrer un phénomène HRS pour des 

doses comprises entre 0.1 et 0.8 Gy à des débits de doses élevés (de l’ordre du Gy/min). 

Ainsi, le statut HRS-positif pourrait augmenter le risque de réactions tissulaires. C’est 

pourquoi il serait impératif de documenter la réponse des fibroblastes issus de patients 

atteints de la maladie d’Alzheimer pour des doses comprises entre 0.1 et 0.8 Gy à des débits 

de doses élevés (de l’ordre du Gy/min). Il faut noter cependant que des phénomènes HRS 

n’ont jamais été encore observés sur des cellules issues de maladies neurodégénératives. 

Cette remarque est peut-être liée à la localisation périnucléaire spécifique des protéines X 

de maladies neurodégénératives. Cette hypothèse devra donc être aussi testée.  

Comme nous l’avons dit plus haut, il faudra associer à la LDRT un traitement anti-

oxydant et/ou pro-épiskéviques. Une fois les monomères séparés, quelle est la meilleure 

stratégie chimique pour stimuler la réparation des cassures ? La publication la plus récente 

du laboratoire montre que les drogues pro-épiskéviques (statines et bisphosphonates) 

apparaissent toujours plus efficaces que les drogues antioxydantes  (423). Ainsi, le traitement 
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ZOPRA appliqué imméditement après l’irradiation (ou 12 à 24 h avant l’irradiation poru 

être actif) pour permettre à de nombreux monomères d’ATM de traverser la membrane 

nucléaire et de reconnaitre et réparer les cassures de l’ADN. Toutefois, il faudra également 

tester l’association de drogues antioxydantes et pro-épiskéviques car le montant des 

cassures de l’ADN dans chaque noyau de cellules portant des couronnes reste inconnu à ce 

jour. Là encore des études préliminaires seront nécessaires pour mieux documenter les bras 

d’une future étude clinique. 

Les couronnes périnucléaires ATM peuvent-elles être utiles pour le diagnostic 

d’autres maladies neurodégénératives ? Théoriquement, chaque maladie est caractérisée 

par une ou plusieurs protéines X spécifiques. Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, la 

protéine APOE serait une protéine X majeure. Ainsi, dans la première couche interne, la 

couronne périnucléaire est formée essentiellement de complexes ATM-protéines X. La 

couronne périnucléaire ATM peut donc être détectée avec un anticorps dirigé contre la 

protéine APOE (APOE), ce que nous avons montré dans l’Article 4 (453). Notons cependant 

qu’en immunofluorescence, le signal APOE sera plus faible que le signal pATM puisque le 

nombre de dimères ATM dans la couronne est plus élevé que ceux des complexes ATM-

protéine X. Potentiellement, la même remarque devrait être appliquée aux autres maladies 

neurodégénératives caractérisées par une couronne. De même, comme les couronnes sont 

essentiellement composées de dimères ATM, il serait logique que les mêmes traitements 

évoqués plus haut restent valables pour les autres maladies neurodégénératives. L’organe 

cible restera spécifique de chaque maladie. Une étude systématique sera donc nécessaire 

pour envisager une LDRT pour toute maladie associée à un vieillissement accéléré. 
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V. CONCLUSIONS & PERSPECTIVES 
 

Ce travail de thèse a permis de proposer les premières bases moléculaires de la 

radiothérapie par faibles doses (LDRT), en l’inscrivant dans le modèle RIANS. Selon 

l’objectif clinique, l’usage d’une faible dose de RI peut permettre la réalisation de (Fig. 61) : 

 une LDRT anti-tumorale sur tumeur groupe II HRS+ : qui accentuerait le retard de 

RIANS et favoriserait la formation de complexes cytoplasmiques X-ATM, le tout 

conduisant à un effet HRS. 

 une LDRT anti-Alzheimer sur cerveau de patient groupe II : qui stimulerait la 

dissociation des complexes cytoplasmiques ATM-APOE pour faciliter le RIANS, le 

tout conduisant à un effet hormétique. 

 une LDRT anti-inflammatoire sur tissu inflammé (à l’état d’hypothèse au moment de 

la soumission de ce manuscrit) : qui favoriserait l’apport de cytokines anti-

inflammatoires, et/ou qui inhiberait les cytokines pro-inflammatoires, via des 

monomères d’ATM radio-induits. 

 

De manière intéressante, la radiothérapie par faibles doses (LDRT) satisfait déjà, – et 

probablement plus que toute autre modalité de radiothérapie, – au principe de 

radioprotection ALARA ("As Low As Reasonably Achievable"), facilitant d’autant la 

sécurisation de son transfert en routine clinique. 
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Figure 61. Conséquences moléculaire, cellulaire et clinique d’une irradiation par faibles doses.
Groupes I et II = groupes de radiosensibilité. LDRT = radiothérapie par faibles doses (low-dose radiation 
therapy). CDB = cassure double-brin de l’ADN. CSB = cassure simple-brin de l’ADN. RIANS = transit cyto-
nucléaire radio-induit de la protéine ATM (radiation-induced ATM nucleoshuttling). HRS = hypersensibilité 
aux faibles doses. HDC = cellule hyper-lésée (highly-damaged cell).
NB1 : en phases G0/G1, l’hyper-recombinaison est non-homologue et pourvoyeuse de CDB mal-réparées.
NB2: La LDRT peut, selon la dose, stimuler (hormésis) ou retarder (HRS) le RIANS, favoriser (HRS, 
cytokines de l’inflammation) ou prévenir (Alzheimer) la formation de complexes cytoplasmiques ATM-X.
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Abstract: Tissue overreactions (OR), whether called adverse effects, radiotoxicity, or radiosensitiv-
ity reactions, may occur during or after anti-cancer radiotherapy (RT). They represent a medical,
economic, and societal issue and raise the question of individual response to radiation. To predict
and prevent them are among the major tasks of radiobiologists. To this aim, radiobiologists have
developed a number of predictive assays involving different cellular models and endpoints. To date,
while no consensus has been reached to consider one assay as the best predictor of the OR occurrence
and severity, radiation oncologists have proposed consensual scales to quantify OR in six different
grades of severity, whatever the organ/tissue concerned and their early/late features. This is notably
the case with the Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE). Few radiobiological
studies have used the CTCAE scale as a clinical endpoint to evaluate the statistical robustness of
the molecular and cellular predictive assays in the largest range of human radiosensitivity. Here, by
using 200 untransformed skin fibroblast cell lines derived from RT-treated cancer patients eliciting
OR in the six CTCAE grades range, correlations between CTCAE grades and the major molecular and
cellular endpoints proposed to predict OR (namely, cell survival at 2 Gy (SF2), yields of micronuclei,
recognized and unrepaired DSBs assessed by immunofluorescence with γH2AX and pATM markers)
were examined. To our knowledge, this was the first time that the major radiosensitivity endpoints
were compared together with the same cohort and irradiation conditions. Both SF2 and the maximal
number of pATM foci reached after 2 Gy appear to be the best predictors of the OR, whatever the
CTCAE grades range. All these major radiosensitivity endpoints are mathematically linked in a single
mechanistic model of individual response to radiation in which the ATM kinase plays a major role.

Keywords: radiosensitivity; radiotherapy; DNA double-strand breaks; ATM; overreactions; predictive
assays

1. Introduction

Among cancer patients treated with radiation therapy (RT), about 5 to 20% may elicit
tissue overreactions (OR) (also called adverse effects, radiotoxicity, or radiosensitivity
reactions) occurring during or after the treatment. Such ORs can limit the application of the
scheduled treatment and increase morbidity: ORs represent therefore a significant medical,
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economic, and societal issue [1–10]. One of the major tasks of radiobiologists is to better
understand, predict, and prevent them [11]. However, the diversity of the predictive assays
proposed, the number of different experimental protocols, cohorts, and cellular models, the
biases linked to the extrapolation of data from animal models, and the lack of a systematic
biomathematical approach that would justify and consolidate each step of the prediction
process have not helped radiobiologists to reach a consensus about the predictive assay to
be applied in routine [3,11,12].

First, the existence of ORs, which is likely to be specific to each individual, has long
been debated: since ORs may be similar to the tissue reactions expected after a dose
excess, ORs have been suggested to be caused by dosimetry errors. However, the RT
accident in Epinal (France) demonstrated that the same dose excess may produce a large
spectrum of OR severities among treated patients, likely reflecting individual responses
to RT [13,14]. This last statement must be modulated by the considerable progress in the
quantification of the physical dose of ionizing radiation (IR) in the irradiated tissue area.
In addition, a number of genetic diseases associated with significant radiosensitivity have
highlighted the impact of individual predisposition in the final outcome of RT-treated
patients, independently of any dosimetry error [3,15].

In order to establish the requirements for a relevant and robust prediction of ORs, let
us survey the major features of the post-RT ORs based on clinical observations:

- Spectrum of OR severities: ORs show a large and continuous spectrum of severities,
from non-hazardous effects on irradiated healthy tissues to fatal reactions. Hence,
any relevant predictive assay should reflect this spectrum with constant statistical
robustness. In other terms, the power of OR prediction of the predictive assays should
be independent of the OR severity [3].

- Dose–response: The higher the dose, the more severe and the earlier the OR. Such
observations suggest that predictive assays should also be consistent with the dose–
response relationships observed both in vivo and in vitro [5].

- Early/late OR prediction: The early or late occurrence of ORs does not condition their
severities. In other terms, both early and late ORs may show a large spectrum of
severities, from non-hazardous effects on irradiated healthy tissues to fatal reactions.
Hence, the power of the OR prediction of the predictive assays should be independent
of the early or late nature of ORs [6,16,17].

- Tissue representativeness: ORs potentially concern all the irradiated organs/tissues of
the body. Hence, the molecular and cellular models chosen for the predictive assay
should be representative enough to account for ORs occurring in all the tissues of the
human body [3].

- OR severity scales endpoint: In practice, OR occurrence and severity are generally es-
timated with the local experience of each oncologist and each medical staff of each
radiotherapy department. To alleviate the subjectivity of such approaches, some
grading severity scales have been proposed to characterize post-RT ORs for each irra-
diated organ/tissue of the body. This is notably the case of the Common Terminology
Criteria for Adverse Events (CTCAE) [16,17] and the Radiation Therapy Oncology
Group (RTOG) [6] scales, which are the most extensively used. These two scales
consist of classifying OR severity into six grades (from grade 0: no event, to grade
5: death). Hence, to establish a statistically robust correlation between the clinical
features of ORs and molecular and/or cellular assays, the OR severity scales should
be systematically used as clinical endpoints to quantify the individual response of
each treated patient to RT [6,16,17].

Several approaches have been chosen by radiobiologists to develop predictive as-
says [3,11]. Among them, the genomic approach based on the determination of DNA
sequences whether through single nucleotide polymorphisms (SNPs) or genome-wide
association studies (GWAS) cannot reach the above dose–response requirement since DNA
sequences, whatever their form, cannot predict the dose–response specific to each tissue
and individual since it does not change after irradiation [18,19]. Hence, one SNP cannot be
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associated with a unique dose–response of a given healthy tissue for a given RT schedule.
Conversely, a genomic approach consisting of a systematic analysis of all the mutations
of all the genes potentially involved in radiotoxicity is interesting, particularly if some
mutations are found in common with patients with the same nature and occurrence of
OR [3]. However, even if the genotype/phenotype relationships are well known for one
specific gene, such an approach would not reach the above dose–response requirement
because many other mutated genes can interplay to provide a specific dose–response
observed in each patient. Lastly, a genomic approach that would consist of quantifying
the dose-dependent expression of one given gene involved in the individual response
to IR is very promising, but further investigations are still needed to better understand
the interplay with the radiation-induced expression of other genes involved in the final
outcome [20,21].

Unlike the genomic approach, the functional approach privileges the assessment of
biological functions essential for a normal individual response to IR, independently of the
knowledge of the DNA sequence or the genes involved [3]. Such a “blind” approach reaches
all the above requirements but does not directly provide a diagnosis of the mutations of
the gene(s) that cause(s) ORs. The data accumulated all along the history of radiobiology
converge to propose the clonogenic cell survival assay as the gold standard for predicting
individual response to IR. The clonogenic cell survival assay is considered as belonging to
the functional approach since it is based on the assessment of the whole radiation-induced
(RI) cell death, independently of its nature (mitotic death, senescence, or apoptosis) [22–27].
Unfortunately, the clonogenic cell survival assay is too time-consuming to ensure a routine
prediction of ORs. The same conclusions were reached with predictive assays based on
cytogenetics endpoints, similarly to the micronuclei and the chromosome breaks assays
that have been also found correlated to cell survival [3,28,29]. Lastly, since cell survival,
micronuclei, and chromosome breaks were found to be correlated with unrepaired DNA
double-strand breaks (DSBs), the yield of unrepaired DSBs may be of interest to predicting
ORs [30–35]. However, according to the technique applied, there are numerous DSB
endpoints proposed in the literature [36–40]. This is notably the case of immunofluorescence
against the phosphorylated forms of the variant X of the H2AX histone (γH2AX) [38,41]
and the phosphorylated forms of the ATM protein (pATM) [42] that both form nuclear
foci at the DSB sites. Unfortunately, low yields of unrepaired DSBs were not accurate in
predicting moderate radiosensitivity [40,43].

ATM kinase, whose mutations cause ataxia telangiectasia, the human syndrome
associated with the highest radiosensitivity, is upstream of the major DSB repair and
signaling pathways [44–46]. Since 2003, our group has accumulated hundreds of skin
fibroblasts from RT-treated patients eliciting a large range of OR severities, the COPERNIC
collection [35]. From the COPERNIC collection, we have provided experimental and
theoretical clues showing that the radiation-induced (RI) nucleoshuttling of ATM (RIANS)
is a statistically robust and reliable predictor of OR [43,47,48]. Lastly, it is noteworthy that
the RIANS model is also at the basis of a novel resolution of the linear quadratic (LQ)
model, the general formula that aims to link cell survival and radiation dose and whose
biological interpretation has remained unsolved since the 1970s [49,50].

Here, with 200 COPERNIC skin fibroblast cell lines deriving from OR patients, inter-
correlations between CTCAE grades, cell survival, micronuclei, and yields of recognized
and unrepaired DSBs from γH2AX and pATM data were examined. A general, coherent,
and multi-parametric analysis of the prediction of post-RT OR is proposed from quantitative
correlations between the above radiosensitivity endpoints.

2. Results

2.1. Clonogenic Cell Survival vs. CTCAE Grades

Since a dose of 2 Gy X-rays generally represents the current dose applied per standard
radiotherapy session, the survival fraction at 2 Gy (SF2) has been used to quantify radiosen-
sitivity [22,24]. Here, the clonogenic cell survival assay was not systematically applied to all
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the cell lines of the COPERNIC collection but to a representative subset of 36 COPERNIC
cell lines (including 10, 1, 6, 6, 6, and 7 cell lines derived from patients with CTCAE grade
0, 1, 2, 3, and 6 reactions, respectively (Figure 1A)). It must be stressed that, in practice, the
clinical criteria of CTCAE grade 1 still remain subjective and some grade 1 ORs may be
preferentially and provisionally graded to 0 or 2 CTCAE grade. No significant correlation
was observed between the clonogenicity (plating efficiency) and the corresponding CTCAE
grades, suggesting that the proliferation capacity is not a predictor of OR. The SF2 data
were plotted against the corresponding CTCAE grades. The SF2 data from the patients
who were apparently healthy or did not show ORs were not found significantly different
(p > 0.8), and the corresponding SF2 values were in agreement with the most radioresistant
cells in the literature (average SF2 value: 62.1 ± 1.4%; CTCAE grade 0). The SF2 values
corresponding to patients who succumbed to RT (here, ATM- and LIG4-mutated patients)
were also found consistent with published data (average SF2 value: 3.3 ± 0.5%; CTCAE
grade 5). Hence, to obey the mathematical constraints, these bounded values suggested
either a linear or a sigmoidal law between SF2 data and CTCAE grades. By plotting all
the SF2 data available, the best data fit chosen among the current mathematical laws was
found to be a linear law (Table 1):

SF2 (%) = 61.55 − 11.72 × grade; r2 = 0.98. (1)

Table 1. Fitting parameters for the relationships between the radiosensitivity endpoints.

Endpoints
Concerned

Fitting
Function

Adjusted a1 Value * Adjusted a2 Value * Adjusted r2 SSE ** RMS ***

SF2 = f(grade) f(x) = a*x + a2 −11.72 (−12.3, −11.15) 61.55 (59.77, 63.32) 0.9805 329.9 3.162
SF2 = f(MN24h) f(x) = a*exp(b*x) 68.55 (62.39, 74.72) −0.1142 (−0.1363, −0.09208) 0.8839 1966 7.719
SF2 = f(H2AX24h) f(x) = a*exp(b*x) 62.56 (57.25, 67.87) −0.2168 (−0.261, −0.1726) 0.8685 2228 8.217
pATMmax = f(grade) f(x) = a1*x + a2 −6.786 (−7.356, −6.215) 41.72 (39.99, 43.45) 0.7399 3912 4.514
SF2 = f(pATMmax) f(x) = a1*x 1.422 (1.322, 1.523) NA 0.8794 1971 7.848

* with 95% confidence bounds; ** SSE: sum squared error; *** RMSE: root mean square error; NA: non-applicable.
See also Materials and Methods.

Whatever the variation of grade 1 data, a sigmoidal law between SF2 and CTCAE
grades was not possible. Altogether, our data suggest that decreasing every 11.72% cell
survival increment leads to a decrease in one additional CTCAE grade (Figure 1A). It must
be stressed here that such a conclusion was reached in the largest OR severity range possible.
Altogether, these data consolidate the power of the OR prediction of the clonogenic cell
survival assay. Interestingly, by calculating the average SF2 corresponding to each grade
data (grade 0: 62.1 ± 1.4%; grade 1: 51.0%; grade 2: 37.2 ± 3.8%; grade 3: 23.0 ± 1.4%;
grade 4: 17.8 ± 0.6%), some similarities appeared with the SF2 values associated with some
well-characterized genetic diseases and the database of our research group [15]. These
diseases are mentioned in Figure 1B. Such findings strengthened the fact that ORs and
the radiosensitivity of genetic origin reflect the same large and continuous spectrum of
responses to IR. Reciprocally, the CTCAE grades showed the relevant values that can be
found in the case of the IR exposure of the patients suffering from the indicated genetic
diseases associated with radiosensitivity (Figure 1B).

It is noteworthy that no fibroblast cell line of the COPERNIC collection elicited apop-
totic death, whether irradiated or not. Since the COPERNIC fibroblasts cover the largest
OR severity range possible, the absence of apoptosis suggests that this specific cellular
death cannot explain radiotoxicity observed in fibroblasts, which represents the majority of
human tissues.
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Figure 1. Clonogenic cell survival vs. CTCAE grades. (A) The SF2 data from 36 COPERNIC cell lines
were plotted against the corresponding CTCAE grade values (closed circles). Each point corresponds
to the mean ± standard error of the mean (SEM) of three independent triplicates, at least. The best data
fit was obtained with the linear law: SF2 (%) = 61.55 − 11.72 × grade; r2 = 0.98 (dotted line). (B) The
average SF2 values (±SEM) of the data shown in Fig1A were plotted against the corresponding
CTCAE grade (open squares). The dotted line is the reproduction of the data fit shown in (A). An
arbitrary 25% relative error was applied to the SF2 and grade values. The resulting 25% confidence
circle zones were built in grey. They schematically reproduce the average SF2 values observed from
fibroblasts deriving from patients suffering from the indicated syndromes (AT: ataxia telangiectasia,
homozygous mutations of ATM; LIG4: homozygous mutations of LIG4; NBS: Nijmegen’s syndrome,
homozygous mutations of NBS1; XPD, xeroderma pigmentosum D, homozygous mutations of XPD;
BLM, Bloom’s syndrome, homozygous mutations of BLM; FANC, Fanconi anemia, homozygous
mutations of FANC; NF1, neurofibromatosis type 1, heterozygous mutations of neurofibromin; CS,
Cockayne’s syndrome, homozygous mutations of CS; LFS: Li-Fraumeni’s syndrome, heterozygous
mutations of p53; ATH, heterozygous mutations of ATM. The syndromes data were obtained from
our lab and published elsewhere [3,15].

2.2. Number of Micronuclei vs. CTCAE Grades and SF2-Micronuclei Relationships

Micronuclei lead to irreversibly damaged chromosomal fragments causing mitotic
death [51]. Micronuclei have been shown to be quantitatively correlated with cellular
radiosensitivity when assessed by the clonogenic cell survival assay [28,52–54]. How-
ever, to our knowledge, such cytogenetic endpoints have not yet been tested in a large
spectrum of CTCAE grades, with the notable exception of our previous report gathering
117 COPERNIC cell lines [43]. Here, micronuclei were scored before or 24 h after irradiation
in 200 COPERNIC cells. With regard to spontaneous micronuclei, no significant correlation
was found with the CTCAE grades (Figure 2A). Conversely, when 24 h data were plotted
against the CTCAE grades, a tendency appeared suggesting that the higher the number of
micronuclei assessed at 24 h post-irradiation, the larger the CTCAE grade. However, the
prediction of the CTCAE grades from the residual micronuclei was not reliable, with the
notable exception of grades 0 and 5 ORs (Figure 2B). In addition, Table 2 showed that the
number of micronuclei assessed 24 h post-irradiation cannot discriminate grade 2 from
grade 3 and grade 3 from grade 4 ORs at a high degree of significance. The mathematical
law that would link the number of micronuclei assessed at 24 h post-irradiation to CTCAE
grades appeared complex. Further analysis will be discussed in the next chapters.

Since a correlation between SF2 and micronuclei has been previously established, we
investigated the link between these two endpoints by plotting SF2 data against micronuclei
assessed at 24 h post-irradiation. Among the current mathematical laws, an exponential
law appeared to provide the best fit to link SF2 and the number of micronuclei assessed
24 h post-irradiation (MN24h) (Figure 3A) (Table 1):

SF2 (%) = 62.2 exp (−0.107 × MN24h); r2 = 0.939 (2)
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Such a mathematical law is relevant whatever the CTCAE grade and appeared also
relevant for fitting data from cell lines provided from genetic syndromes associated with
radiosensitivity (published data, [3,15,30,43]), supporting again the fact that radiosensitivity
from genetic syndromes obeys the same mathematical laws as radiotoxicity observed in
cells from RT-treated patients (Figure 3B).

Figure 2. Micronuclei vs. CTCAE grades. The number of spontaneous micronuclei per 100 cells
(A) or micronuclei assessed 24 h post-irradiation per 100 cells (B) from 200 COPERNIC cell lines
were plotted against the corresponding CTCAE grade values (closed circles). Each point corresponds
to the mean ± standard error of the mean (SEM) of three independent triplicates, at least. The
points corresponding to the ATM- (open circles) and the LIG4- (open triangles) mutated cell lines
are indicated.

Table 2. Discrimination power of the major molecular radiosensitivity endpoints *.

Compared CTCAE
Grades

p Values for MN24h
p Values for

H2AX24h

p Values for
pATMmax

2,3 and 4 0.045 0.0115 8.55 × 10−30

2 and 3 0.140 0.018 4.15 × 10−6

3 and 4 0.055 0.017 6.51 × 10−20

2 and 4 0.030 0.81 2.09 × 10−24

* quantified by one-way ANOVA test. See also Section 4.

Figure 3. SF2 vs. micronuclei. (A) The SF2 data from 36 COPERNIC cell lines were plotted against the
corresponding number of micronuclei per 100 cells assessed 24 h post-irradiation (closed circles). Each
point corresponds to the mean ± standard error of the mean (SEM) of three independent triplicates,
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at least. The best data fit was obtained with the linear law: SF2 (%) = 62.2 exp (−0.107 MN24h);
r2 = 0.939 (dotted line). The points corresponding to the ATM- (open circles) and the LIG4- (open
triangles) mutated cell lines are indicated. (B) The SF2 values (±SEM) and the corresponding
numbers of micronuclei per 100 cells assessed 24 h post-irradiation (±SEM) from fibroblasts deriving
from patients suffering from the indicated syndromes (open squares) (AT: ataxia telangiectasia,
homozygous mutations of ATM; LIG4: homozygous mutations of LIG4; NBS: Nijmegen’s syndrome,
homozygous mutations of NBS1; XPD, xeroderma pigmentosum D, homozygous mutations of XPD;
USH, Usher’s syndrome, homozygous mutations of USH; TSC, tuberous sclerosis, heterozygous
mutation of TSC; Bloom’s syndrome, homozygous mutations of BLM; NF1, neurofibromatosis type 1,
heterozygous mutations of neurofibromin; ATH, heterozygous mutations of ATM. The dotted line is
the reproduction of the data fit shown in (A). The syndromes data were obtained from our lab and
published elsewhere [3,15,30,43].

2.3. Number of H2AX Foci vs. CTCAE Grades and SF2-Micronuclei-γH2AX Foci Relationships

As evoked above, one of the most current ways of assessing DSBs is the immunofluo-
rescence assay performed with the anti-γH2AX antibody [38,41,55–58]. However, while
IR “physically” induces about 40 DSBs per Gy in all the human fibroblasts, whatever their
radiosensitivity, the number of γH2AX foci assessed early (10 min) after irradiation may de-
pend on their radiosensitivity [43]. The nuclear γH2AX foci have been associated with the
DSBs recognized by the ATM-dependent non-homologous end-joining (NHEJ), the most
predominant DSB repair and signaling pathways in human quiescent cells [38,41,55–58]. In
human radioresistant quiescent fibroblast cell lines, about 40 nuclear γH2AX foci per Gy
per cell have been currently scored early after irradiation. This value was found similar
to those deduced from other techniques assessing DSBs, which strongly supports that the
anti-γH2AX immunofluorescence permits to detect the great majority of RI DSBs as far
as the NHEJ pathway is predominant in the cells tested [3]. However, in radiosensitive
cells, the amount of DSBs recognized by NHEJ was shown to be lower than the number of
DSBs “physically” induced by IR [42,43], suggesting an impairment in the DSB recognition
by NHEJ in these cells [42,43]. We, therefore, examined the number of early and residual
γH2AX foci in the 200 COPERNIC cells. The COPERNIC cells have been exposed to 2 Gy
X-rays followed by 10 min, 1, 4 (not shown), and 24 h for repair. No significant correla-
tion was found between spontaneous γH2AX foci and CTCAE grades, in agreement with
previous data [43]. The number of γH2AX foci assessed 24 h post-irradiation (H2AX24h)
was plotted against the corresponding CTCAE grade (Figure 4). In agreement with the
literature, the radioresistant controls showed the lowest H2AX24h [41]. Cells from ATM-
mutated patients did not show γH2AX foci (since the phosphorylation of H2AX is strongly
ATM-dependent) or, if any, γH2AX foci were found very tiny and dispersed [43,59]. Hence,
the number of γH2AX foci in ATM-mutated cells can be considered either as nil (grey
square in Figure 4) by defining the γH2AX foci as similar to that of the other cell lines or
as non-nil by taking into account the tiny γH2AX foci. In the fibroblast cell line (180BR)
derived from a LIG4-mutated patient who succumbed to RT, the γH2AX foci data were
found to be very specific: while the 180BR cells showed an SF2 value similar to those of the
ATM-mutated cell lines, they elicited a number of early γH2AX foci similar to that observed
in radioresistant controls (which suggests a normal DSB recognition) but with a number
of residual γH2AX foci higher than 30 (which suggests a gross DSB repair defect). These
data were found in agreement with literature that has provided a relevant interpretation
of these specific radiobiological features: in fact, in 180BR cells, the recognition step is
not affected by the LIG4 mutations while the DSB repair step is strongly impaired [60–62].
All the other COPERNIC cell lines that correspond to grades 1–4 showed intermediate
H2AX24h [43]. As for micronuclei, there was a tendency of H2AX24h to increase with the
CTCAE grade. However, unlike with micronuclei, statistical analysis showed that H2AX24h
can discriminate between grades 2 and 3, and 3 and 4 but not between grades 2 and 4
(Table 2). Similarly for micronuclei, the mathematical law that would link γH2AX24h with
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CTCAE grades appeared complex. Further mathematical analysis will be discussed in the
next chapters.

Figure 4. γH2AX foci vs. CTCAE grades. The number of γH2AX foci assessed 24 h post-irradiation
from 200 COPERNIC cell lines were plotted against the corresponding CTCAE grade values (closed
circles). Each point corresponds to the mean ± standard error of the mean (SEM) of three independent
triplicates, at least. The points corresponding to the ATM- (open circles) and the LIG4- (open triangles)
mutated cell lines are indicated. The grey square indicates all the AT data if considering γH2AX foci
in ATM-mutated cells as absent.

Since a correlation between SF2 and unrepaired DSBs has been established already [30],
we investigated the link between these two endpoints by plotting SF2 data against γH2AX24h.
Among the current mathematical laws, an exponential function appeared to provide the
best fit between SF2 and γH2AX24h (Figure 5A) (Table 1):

SF2 (%) = 62.56 exp (−0.216 × γH2AX24h); r2 = 0.87 (3)

Such mathematical law did not change with the pattern of the γH2AX foci defined
from the ATM-mutated cells. These data strongly suggested that the SF2 decreased with
γH2AX24h. However, for the cases showing intermediate radiosensitivity, while the corre-
sponding SF2 values ranged from 7 to 60%, γH2AX24h varied only from 0 to 10%. In other
terms, the intermediate radiosensitivity is poorly predicted by γH2AX24h but provides
higher statistical performance than the micronuclei assay (Table 2). This mathematical
law was found to be relevant to fit data from fibroblasts deriving from genetic syndromes
(Figure 5B). Again, these findings support that radiotoxicity observed after RT and ra-
diosensitivity observed in cells deriving from genetic syndromes obey similar quantitative
links between cellular and molecular endpoints of radiosensitivity.

When plotted against γH2AX24h, MN24h obeyed a linear or else a curvilinear function
depending on whether the data corresponding to the LIG4-mutated cell line has been taken
into account. Further mathematical analysis will be discussed in the next chapters. Such
correlation shows that the γH2AX foci and/or else micronuclei are not relevant to predict
the cases corresponding to the OR with CTCAE grades ranging from 1 to 4 (Figure 5C).
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Figure 5. SF2 vs. γH2AX foci and micronuclei vs. γH2AX foci (A) The SF2 data from 36 COPER-
NIC cell lines were plotted against the corresponding number of γH2AX foci per cell assessed 24 h
post-irradiation (closed circles). Each point corresponds to the mean ± standard error of the mean
(SEM) of three independent triplicates, at least. The best data fit was obtained with the linear law:
SF2 (%) = 62.56 exp (−0.216 H2AX24h); r2 = 0.87 (dotted line). (B) The SF2 values (±SEM) and the
γH2AX foci assessed 24 h post-irradiation (±SEM) from fibroblasts deriving from patients suffering
from the indicated syndromes (open squares) (AT: ataxia telangiectasia, homozygous mutations of
ATM; LIG4: homozygous mutations of LIG4; NBS: Nijmegen’s syndrome, homozygous mutations of
NBS1; XPD, xeroderma pigmentosum D, homozygous mutations of XPD; USH, Usher’s syndrome,
homozygous mutations of USH; TSC, tuberous sclerosis, heterozygous mutation of TSC; Bloom’s
syndrome, homozygous mutations of BLM; NF1, neurofibromatosis type 1, heterozygous mutations
of neurofibromin; ATH, heterozygous mutations of ATM). The dotted line is the reproduction of
the data fit shown in (A). The syndromes data were obtained from our lab and published else-
where [3,15,30,43]. (C) The number of micronuclei assessed 24 h post-irradiation shown in Figure 2A
(from 200 COPERNIC cell lines) was plotted against the corresponding numbers of γH2AX foci per
cell assessed 24 h post-irradiation shown in Figure 4. The points corresponding to the ATM- (open
circles) and the LIG4- (open triangles) mutated cell lines are indicated.

2.4. Number of pATM Foci vs. CTCAE Grades and SF2-Micronuclei-γH2AX Foci vs. pATM
Foci Relationships

As described elsewhere, and as Section 2.3 suggests, the number of RI γH2AX foci
scored 10 min after irradiation in the COPERNIC fibroblasts was found to be system-
atically lower than those of the radioresistant controls [43]. These data do not suggest
that fewer DSBs were physically induced but that fewer DSBs were recognized by the
ATM phosphorylation of H2AX histone at the DSB sites via NHEJ. The RIANS model is
based on the assumption that any delay in the ATM nucleoshuttling is responsible for
radiosensitivity and abnormal individual response [42]. IR triggers the monomerization
of cytoplasmic pATM dimers. ATM monomers diffuse in the nucleus, and re-associate as
dimers at the DSB sites once the DSBs are recognized [42,49]. From our historical data,
an exposure to 2 Gy X-rays generally results in the formation of about 40 pATM foci per
cell at 10 min post-irradiation in radioresistant fibroblast controls. In the ATM-mutated
cells, no pATM foci were observed. The number of pATM foci, therefore, varies from
about 40 to 0 [43]. Such a hypothesis was verified by plotting the pATM foci against the
CTCAE. As already reported in a published paper with 117 COPERNIC cell lines [43], the
200 COPERNIC cells tested here showed a maximal number of pATM foci at 10 min or
else at 1 h after 2 Gy. Hence, the maximal number of pATM foci reached at 10 min or 1 h
post-irradiation, pATMmax, reflects the maximal ATM kinase activity in the nucleus [43].
When plotted against the corresponding CTCAE grades, the number of pATM foci per cell
assessed 10 min (Figure 6A) or 1 h (Figure 6B) post-irradiation decreased by obeying a
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linear law whose correlation coefficient varied and appeared low (r2 = 0.70 and r2 = 0.38,
respectively). Interestingly, the number of pATM foci assessed at 1 h post-irradiation in
radioresistant controls were found systematically lower than the 10 min data values and,
than those of the other COPERNIC cells, suggesting that DSB repair was already efficient
at this post-irradiation time (Figure 6A,B). Furthermore, the dispersion of pATM data
for both conditions appeared too large to discriminate data in the CTCAE grade 2 to 4
range (Figure 6 A,B). Such findings reflect the differences in the kinetics of the nuclear
ATM kinase activity that may exist in human cells. Hence, pATM data assessed either
at 10 min or else 1 h post-irradiation cannot predict CTCAE grades reliably. By contrast,
by plotting pATMmax with the corresponding CTCAE grade data, a linear function of
the grade associated with a good discrimination of CTCAE grades appeared (Figure 6C)
(Table 1):

pATMmax (grade) = 41.72 − 6.78 × grade; r2 = 0.74 (4)

Interestingly, such a mathematical formula suggests that decreasing every 6.78 arly
pATM foci per cell increment leads to a decrease in one additional CTCAE grade (Figure 6C).
Such conclusions did not significantly depend on whether the LIG4-mutated cell data are
integrated or not in the calculations.

Figure 6. γH2AX foci vs. CTCAE grades. The number of pATM foci per cell assessed 10 min (A) or
1 h (B) post-irradiation from 200 COPERNIC cell lines was plotted against the corresponding CTCAE
grade values (closed circles). Each point corresponds to the mean ± standard error of the mean
(SEM) of 3 independent triplicates, at least. (C) The maximal number of pATM foci per cell among
the 10 min and 1h data shown in panels (A,B) was plotted against the corresponding CTCAE grade
values (closed circles). The best data fit was obtained with the linear law: pATMmax (grade) = 41.72
− 6.78 × grade (r2 = 0.74) (dotted line). The points corresponding to the ATM- (open circles) and the
LIG4- (open triangles) mutated cell lines are indicated.

It must be stressed that, among the molecular endpoints tested here, the pATMmax
provided the best discrimination of the CTCAE grades (Table 2).

When SF2 values are plotted against the corresponding pATMmax values, a linear
correlation appeared between the two endpoints (Figure 7A) (Table 1):

SF2 (pATMmax) = 1.422 × pATMmax; r2 = 0.87 (5)

Such a linear correlation was found consistent with the fact that both SF2 and pAT-
Mmax elicited a linear correlation with CTCAE grades. The value of the coefficient of
proportionality will be discussed in the next chapters.

Lastly, by plotting the pATMmax with MN24h or else H2AX24h, it appeared that the
higher the pATMmax, the lower the MN24h, and the lower the H2AX24h, in coherence with
the existence of a linear or a curvilinear law between these last two endpoints (see above
chapters) (Figure 7B,C). Again, these last findings showed that data can be discriminated
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into three distinct categories: the radioresistant cell lines (corresponding to CTCAE grade 0),
the hyper-radiosensitive cell lines (corresponding to CTCAE grade 5), and the cell lines
showing an intermediate radiosensitivity (corresponding to CTCAE grades 1–4). The case
of the unique LIG4-mutated cell lines can be considered as a fourth category.

Figure 7. SF2 vs. pATMmax, pATmax vs. MN24h and pATMmax vs. H2AX24h relationships. (A) The
SF2 data from 36 COPERNIC cell lines were plotted against the corresponding number of γH2AX foci
per cell assessed 24 h post-irradiation (closed circles). Each point corresponds to the mean ± standard
error of the mean (SEM) of three independent triplicates, at least. The best data fit was obtained
with the linear law: SF2 (pATMmax) = 1.422 × pATMmax; r2 = 0.87 (dotted line). (B) The pATMmax
from 200 COPERNIC cells were plotted against the corresponding number of micronuclei assessed
24 h post-irradiation (B) or the corresponding number of micronuclei assessed 24 h post-irradiation
(C) Each point corresponds to the mean ± standard error of the mean (SEM) of three independent
triplicates, at least. The grey square indicates all the AT data if considering γH2AX foci in ATM-
mutated cells as absent. The points corresponding to the ATM- (open circles) and the LIG4- (open
triangles) mutated cell lines are indicated.

2.5. A Global Inter-Correlations System with the Major Radiosensitivity Endpoints

Altogether, our findings confirm the existence of multiple correlations between the
major radiosensitivity endpoints, namely the CTCAE grades, SF2, MN24h, H2AX24h, and
pATMmax. If we define max(SF2), min(SF2), and ΔSF2 as the maximal SF2 reflecting the
highest radioresistance, the highest radiosensitivity observed in human fibroblasts, and the
difference between max(SF2) and min(SF2), respectively:

Formula (1) suggests that:

SF2 (grade) = max(SF2)− ΔSF2
5

grade (6)

Formula (6) suggests a solution of the following differential equation:

dSF2 (grade)
dgrade

= −k0 (7)

in which:
k0 =

ΔSF2
5

(8)

If we define max(MN24h) as the maximal MN24h value:
Formula (2) suggests that:

SF2 (MN24h) = max(SF2)e−k1 MN24h (9)
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in which:
k1 = ln (max(SF2)/min(SF2))/max(MN24h) (10)

Formula (9) is the solution of the following differential equation:

dSF2 (MN24h)

dMN24h
= −k1 SF2 (11)

If we define max(H2AX24h) as the maximal H2AX24h:
Formula (3) suggests that:

SF2 (H2AX24h) = max(SF2)e−k2 H2AX24h (12)

in which:
k2 = ln (max(SF2)/min(SF2))/max(H2AX24h) (13)

Formula (12) is the solution of the following differential equation:

dSF2 (H2AX24h)

dH2AX24h
= −k2 SF2 (14)

If we define max(pATMmax), min(pATMmax), and ΔpATMmax as the highest, the
lowest values taken among the pATMmax, and the difference between max(pATMmax) and
min(pATMmax), respectively (i.e., corresponding to the radioresistant controls), Formula (3)
suggests that:

pATMmax (grade) = max(pATMmax)− ΔpATMmax
5

grade (15)

Formula (15) suggests the following differential equation:

dpATMmax (grade)
dgrade

= −k3 (16)

in which:
k3 =

ΔpATMmax
5

(17)

Formula (5) suggests that:

SF2(pATMmax) = k4 × pATMmax (18)

in which:
k4 = max(SF2)/max(pATMmax) (19)

Formula (18) is the solution of the following differential equation:

dSF2(pATMmax)
dpATmax

= k4 (20)

It is noteworthy that Formulas (6), (9), (12) and (15) provide:

MN24h(grade) = ln
(

1
−k0 grade

)1/k1
(21)

H2AX24h(grade) = ln
(

1
−k0 grade

)1/k2
(22)

MN24h(H2AX24h) =
k2
k1

H2AX24h (23)
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pATMmax(MN24h) =
max(SF2)

k4
e−k1MN24h (24)

pATMmax(H2AX24h) =
max(SF2)

k4
e−k2H2AX24h (25)

Interestingly, all of Formula (11) is in agreement with the shape of the data shown in
Figures 2B, 4, 5C and 7B,C.

Altogether, these formulas suggest the following global system:
⎧⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎨
⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎪⎩

dSF2(grade)
dgrade = −k0

dSF2(MN24h)
dMN24h

= −k1 SF2

dSF2(H2AX24h)
dH2AX24h

= −k2 SF2

d(pATMmax)
dgrade = −k3

dSF2(pATMmax)
dpATMmax = k4

(26)

3. Discussion

3.1. The Prediction of OR, a Clinical, Technological, Economical, and Legal Issue

In RT, the dose delivered to the tumor is often a compromise between two antagonistic
goals: to reach the maximal anti-tumor efficiency and to limit the occurrence and the
severity of OR in the locoregional tissues [6,7]. Indeed, OR can alter the patient quality
of life during the treatment [8] and even up to several years [9,10]. The occurrence of OR
during treatment may also threaten the compliance to RT by not exposing the patient to
the full prescribed dose. Before the end of RT, ORs can modify the anatomy of the organs
surrounding the target (by generating weight loss during a head and neck treatment for
example) and thus lead to a modified dosimetry—inasmuch as tumor volume reduction
can modify target dosimetry [63]. If new RT techniques, such as intensity-modulated RT
(IMRT), stereotactic RT with CyberKnife irradiators, protontherapy, or hadrontherapy, tend
to improve the risk–benefit balance with a better dose conformation to the target volume,
none of them allow for RT without risk for patients [64,65]. Besides, new techniques are
not even always superior to reducing ORs [64,66,67]. Above all, according to recent data, it
is also noteworthy that ORs may be underestimated by clinicians [68].

In parallel, it must be stressed that ORs with CTCAE grades 2–5 represent a significant
but small subset of post-RT events generally evaluated to about 5 to 20% of patients [3].
Furthermore, the CTCAE grade-distribution of ORs may show a semi-gaussian shape with
subsets of CTCAE grades 0, 1, 2, 3, 4, and 5, representing, from previous COPERNIC data
and in agreement with the literature [43], about 65, 17, 10, 5, 2.5, and 0.5% of RT-treated
patients (with a relative error of about 20% each), respectively. Besides, such estimation
strongly depends on whether the CTCAE grade 1 ORs are still considered as tissue reactions
without significant clinical consequence or as radiosensitivity reactions. Furthermore, such
grade distribution strongly depends on the RT modality and the type of tumor to be treated.
The fatal reactions remain very exceptional and are likely due to a genetic predisposition to
hyper-radiosensitivity similarly to for ATM and LIG4 mutations [3,15]. Interestingly, the
frequency of genetic syndromes as a function of the radiosensitivity level (SF2) reported
previously [15] obeys a similar shape to the CTCAE grade distribution of ORs (Figure 8).
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Figure 8. (A) Frequency of the OR as a function of the CTCAE grades. These data were established
from the COPERNIC collection ([43] and N.F. personal communication). (A) A 20% relative error was
applied to all the data. The best data fit was obtained with an exponential law. (B) Prevalence of the
indicated genetic syndromes associated with radiosensitivity as a function of SF2 data [43]. These
data have been published in a previous report in another form. Error bars were built on the basis
of 20% relative error for SF2 and prevalence, respectively. (AT: ataxia telangiectasia, homozygous
mutations of ATM; NBS: Nijmegen’s syndrome, homozygous mutations of NBS1; XPD, xeroderma
pigmentosum D, homozygous mutations of XPD; USH, Usher’s syndrome, homozygous mutations
of USH; TSC, tuberous sclerosis, heterozygous mutation of TSC; NF1, neurofibromatosis type 1,
heterozygous mutations of neurofibromin; LF2, Li-Fraumeni’s syndrome, heterozygous mutations of
p53; ATH, heterozygous mutations of ATM). The best data fit was obtained with an exponential law.

Such a statement strengthens again the fact that the clinical, cellular, and biostatistical
features of the radiotoxicity observed in RT are similar to those of the radiosensitivity
observed with genetic diseases. Another important consequence of such a statement is that
the CTCAE grade distribution may introduce some biases in the analysis of the data from
clinical studies. Indeed, since severe ORs remain exceptional, the prospective studies may
be based on cohorts of RT-treated patients with a majority of radioresistant patients and a
minority of radiosensitive ones. Consequently, in this case, the statistical robustness of any
predictive assay may be overestimated for the lowest grades and underestimated for the
highest ones. Conversely, the retrospective studies can be based on a specific distribution of
the cohorts: hence, the best compromise would be to obtain the same number of cases for
each CTCAE grade to ensure an OR prediction that would not be dependent on the severity
grade of the OR [3]. Further investigations are needed to optimize the methodology and all
these statistical constraints.

3.2. The Diverse Predictive Assays and Their Associated Endpoints

There is a large body of evidence that ORs are the clinical consequences of RI cell
death [3,6,16,17]. The clonogenic survival assay, first developed in 1956 by Puck and
Markus, is the current measurement of RI death in vitro [69,70]. In 1981, a quantitative
correlation between tumor radio responsiveness (quantified in vivo by using tumor local
control as an endpoint) and cellular radiosensitivity (quantified in vitro by using SF2 as an
endpoint) was pointed out for the first time, validating the clonogenic cell survival assay as
the most reliable predictive assay of anti-tumor efficiency of the RT [24]. The clonogenic
cell survival assay has been also applied to a number of non-tumor cellular models, notably
lymphoblasts and fibroblasts [26,27,71]; in 1975, Taylor et al. pointed out, for the first time
with the clonogenic cell survival assay, the extreme radiosensitivity associated with ataxia
telangiectasia (ATM mutations) [45]. After this discovery, a considerable number of studies
have reported the radiobiological characterization of various genetic syndromes which
permits to propose, to date, a complete view of human radiosensitivity [22,52–54,72–76].
Conversely, with regard to the radiobiological characterization of cells provided from OR
patients, there are a few reports about the link between clonogenic cell survival data and
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the CTCAE grade. For example, Pouliliou et al. (2015) investigated SF2 in peripheral blood
lymphocytes from RT-treated patients. However, the corresponding CTCAE grades of this
study were grouped into three categories of grades of early reactions (0, 1, and 2 + 3) [77].
To our knowledge, no report with SF2 has involved the full range of CTCAE grades like our
work published in 2016 [43] and this present study. Lastly, it must be stressed that the range
of SF2 observed in cells from OR patients is similar to that observed in cells from patients
suffering from genetic syndromes, which demonstrates that the two phenomena are similar.
Besides, all the young ATM- or LIG4-mutated patients suffering from hyper-radiosensitivity
and treated with RT succumbed by eliciting CTCAE grade 5 ORs [45,60,78–80]. To date, the
clonogenic cell survival assay as a predictive assay for OR occurrence and severity has been
abandoned because it is based on a long procedure of cell culture: (1) the plating efficiency
of each cell line tested must be determined with precision by seeding a series of numbers of
non-irradiated cells and scoring the resulting colonies that generally appear in 7 to 14 days;
(2) in order to avoid the feeder effects, the concentration of cells giving the highest plating
efficiency is then deduced; (3) a series of numbers of irradiated cells are seeded and the
resulting colonies and fractions of cell survival are calculated. Hence, the clonogenic cell
survival protocol requires some weeks, which means its routine clinical application is very
complex [70].

The clonogenic cell survival accounts for the whole RI cell death and is not specific to
a particular cell death pathway (Figure 9). The major RI cell deaths are mitotic death, senes-
cence, and apoptosis [3]. Mitotic death is predominant in cells that can proliferate, whether
that be fibroblasts or lymphocytes. Micronuclei are one of the current endpoints reflecting
mitotic death and they have been observed when NHEJ or any other DSB repair pathways
(like homologous recombination) were impaired, suggesting that micronuclei do not occur
only when NHEJ is faulty [3,51] (Figure 9). Furthermore, the occurrence of a micronucleus
requires not only unrepaired DNA breaks but, overall, a bypass of G2/M arrest. However,
radiosensitivity may be independent of the G2/M arrest status [15]. For example, the
ratio between unrepaired breaks and micronuclei may drastically differ between cells from
aging syndromes (generally arrested in G0/G1) and cells from cancer syndromes (generally
impaired in G2/M arrest) [15]. Together with clonogenic assays, cytogenetic assays, simi-
larly to the micronuclei assay, were initially based on the staining techniques like Giemsa
and require metaphases and therefore a significant period of time to reach new cell cycle
phases [28]. Hence, the most current protocol for scoring micronuclei is based on the cytoki-
nesis block with cytochalasin B that accelerates the passage in the G2/M phase. However,
this step may introduce bias by mixing the capacity of cells to pass G2/M (and therefore by
artificially increasing the micronuclei production rate) with the dose-dependent ratio be-
tween micronuclei and unrepaired chromosome breaks [28,81–83]. To overcome such bias,
the micronuclei assay protocol applied in the present study did not involve any artificial
block cells in G2/M but followed the same protocol as that applied in γH2AX and pATM
immunofluorescence to better facilitate data inter-comparisons (see materials and methods).
A high number of unrepaired chromosome breaks (and therefore micronuclei) has been
shown to characterize many radiosensitive genetic syndromes [34,83–85]. Conversely, the
great majority of studies failed to confirm the applicability of the micronuclei assay to
predict OR for RT-treated patients [83]. Furthermore, to our knowledge, no report has
investigated the relationships between yields of micronuclei and a large range of CTCAE
grades. This short review is consistent with the fact that the micronuclei assay is unable to
discriminate the CTCAE grades 1 to 4 ORs reliably. The fact that Cornforth and Bedford
demonstrated that one unrepaired chromosome break corresponds to one lethal event for
non-transformed human fibroblasts does not contradict the general tendency observed in
the present study (the higher the number of micronuclei, the higher the radiosensitivity, the more
severe the OR) but illustrates well that the ratio between unrepaired DSB and micronuclei
may differ among the human cell lines according to their radiosensitivity status and their
capacity to bypass the G2/M arrest [15,34].
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Figure 9. Schematic view of the molecular, cytogenetic, cellular, and clinical consequences of exposure
to IR and the validity domain of the major radiosensitivity endpoints. IR induces two types of DSB.
The α-type DSBs are recognized by the NHEJ DSB repair pathway while the β-type DSBs are not [49].
For each type of DSB, there are some subsets of unrepaired DSB [49]. Among them, some may be
unrepairable and contribute to the lethal effect. Some unrepaired DSBs may also provide micronuclei
according to the radiosensitivity status and the capacity of irradiated cells to bypass the G2/M
arrest [15]. The pATM foci biomarker detects the DSBs recognized by NHEJ, and the DSBs non-
recognized by NHEJ or recognized by another DSB repair pathway can be deduced from the induction
rate of DSBs “physically” induced by IR. The γH2AX foci biomarker detects the α-type DSBs only.
Both α- and β-type unrepaired DSBs may provide some micronuclei, but the ratio between unrepaired
DSBs and micronuclei is not necessarily equal to 1. Some subsets of micronuclei can contribute to the
lethal effect. SF2 reflects all the RI cell deaths and therefore reflects the whole cellular response to
IR independently of the DSB repair pathways involved. The dashed line indicates that the link is
different from a one-to-one correlation.

In coherence with the causal links between SF2, micronuclei, and unrepaired DSBs,
there is a plethora of studies aiming to characterize radiosensitivity with DSB repair
assays [3,15,36,37]. In the 1990s, radiobiologists focused on the yield of unrepaired DSBs as a
potential radiosensitivity predictor by using notably pulsed-field gel electrophoresis (PFGE),
comet, and immunofluorescence techniques [12,36]. The major advantage of DSB repair
assays based on the assessment of RI DNA fragmentation like PFGE, elution, or sucrose
sedimentation is that they provide data independent of any specific DSB repair pathway.
Conversely, their major inconvenience is that they require very high doses (often non-
biologically relevant) to allow the DNA breaks to be detectable, which raises the question
of the dose-dependence of the DSB repair rate when assessed by these techniques [3]. By
contrast, the γH2AX immunofluorescence assay requires the same dose range as those
applied in RT, clonogenic cell survival, and micronuclei assays. However, does each nuclear
γH2AX foci correspond to one DSB, whatever the cell lines, their radiosensitivity status,
and the irradiation conditions? As evoked in Section 2.3, the formation of γH2AX foci is
ATM-dependent and represents a major early step of NHEJ. The number of γH2AX foci
assessed per Gy early after irradiation is similar to the number of DSBs induced per Gy
by using PFGE [38,41,55–58]. However, such an observation has been performed with the
radioresistant quiescent human cells and with the LIG4-mutated cell lines that show normal
ATM kinase activity [42,43]. Conversely, in radiosensitive cells that show impaired ATM
kinase activity, the number of early γH2AX foci was shown to be lower than the number of
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DSBs “physically” induced by IR, suggesting an impairment in DSB recognition by NHEJ
in these cells [42,43]. Hence, the γH2AX foci represent a limited subset of all the RI DSBs:
the DSBs recognized by NHEJ only. Consequently, the residual (or persistent) γH2AX foci
observed 24 h post-irradiation do not necessarily represent all the DSBs that contribute to
the RI lethal effect (Figure 9). The RIANS model has integrated two types of RI and lethal
DSBs [49]: (1) the α-type DSBs, recognized by the ATM monomers in the nucleus (therefore
by NHEJ) early after irradiation (presence of γH2AX foci). Some of them may remain
unrepairable and contribute to the RI lethal effect (persistent γH2AX foci). Their number
was demonstrated to be proportional to the dose [49]; (2) the β-type DSB, not recognized
by the ATM monomers in the nucleus (therefore not managed by NHEJ) because of a delay
or an absence of the RIANS. Some of them may remain unrepairable and contribute to the
RI lethal effect. However, these DSBs are not visible by using γH2AX immunofluorescence.
Their number was demonstrated to be proportional to the square of the dose [49]. As a
result, the number of all these lethal DSBs is the same as the linear-quadratic expression
found in the LQ model [49] (Figure 9). Besides, such a definition of α- and β-type DSBs is
also consistent with the radiobiological features of the unique LIG4-mutated 180BR cell line.

How does one explain the pATM data and their prediction power? As evoked in
Sections 2.3 and 2.4, the fact that less early γH2AX foci were observed in the radiosensitive
COPERNIC cells does not suggest that fewer DSBs are induced “physically” in these cells
but, rather than fewer DSBs are recognized by the ATM-dependent phosphorylation of
H2AX, consistently with lower nuclear ATM kinase activity, caused by a delay in the
RIANS [43]. In a previous report, with 117 COPERNIC cell lines, the correlation between
pATMmax, and the CTCAE grade was found to be significant (concordance coefficient:
p = 0.86) [43]. By adding here 83 additional COPERNIC fibroblasts, the statistical robustness
of the correlation between pATMmax and the CTCAE grade was confirmed (Figure 6). To
our knowledge, there is no equivalent of such correlation in the literature with the complete
range of CTCAE grades. Logically, by considering a binary approach, i.e., by gathering
OR of grades 0, 1, and 2 in one category and grades 3, 4, and 5 in another category, the
superiority of pATMmax and SF2 in the prediction of ORs was also found to be enhanced,
in agreement with previous reports [43,47,48] (Table 3). Since our group particularly focuses
on the RIANS model, there is no equivalent of SF2-pATMmax, MN24h-pATMmax, and
γH2AX24h-pATMmax correlation in the literature either. Our findings strongly suggest that,
with SF2, pATMmax appears to be the most powerful predictor of the CTCAE grade ORs.

Table 3. Discrimination power of the major molecular radiosensitivity endpoints in a binary approach *.

p Values for
SF2

p Values for
MN24h

p Values for
H2AX24h

p Values for
pATMmax

1.90 × 10−12 1.52 × 10−6 1.51 × 10−4 9.91 × 10−20

* Patients were divided into two groups, radioresistant (CTCAE scores of 0, 1, and 2) and radiosensitive (CTCAE
scores of 3, 4, and 5). A One-Way ANOVA test was performed to assess the discrimination power of each
molecular endpoint.

The conclusion that both SF2 and pATMmax appear to be the best predictors of
ORs has been reached but not simply because a linear function has been found between
these endpoints and the CTCAE grades. Some correlation coefficients may be higher
with other mathematical laws and other endpoints. The high prediction power of the
pATMmax endpoint is based on the fact that the pATM foci account for all the DSBs
managed by NHEJ and that the number of the DSBs managed by other DSB repair pathways,
if any, can be easily estimated from the well-documented DSB induction rate of about
40 DSBs per Gy per human untransformed fibroblast [42]. Hence, by integrating all the RI
DSBs that may potentially contribute to the lethal effect, independently of any DSB repair
pathway involved or impaired, both SF2 and pATMmax provide a more exact view of the
radiobiological response of human cells. The other endpoints (micronuclei and γH2AX
foci) reflect only a limited subset of the RI DSBs (Figure 9). In addition to this explanation, it
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must be also stressed that both SF2 and pATMmax vary in ranges ([3–62%] and [0–42 pATM
foci], respectively) larger than those of the other endpoints tested. Hence, the different
levels of cellular and molecular response to IR can be better discriminated with SF2 and
pATMmax [3,42].

3.3. The Detection of Radiosensitivity, a Unique Multiparametric System?

The mathematical approach applied in this study consisted in:

- considering that some causal or partially causal link documented by the literature
exists between each of the endpoints tested.

- the nature of such links can be reflected by a specific mathematical link between each
of the endpoints tested.

- the data-fitting analysis was conducted with some current mathematical laws (linear,
curvilinear, exponential, and power functions). Hence, some other (but more complex)
mathematical laws can be tested in further investigations.

- we have considered that the best data fit was the solution of a differential equation
linking two endpoints.

- the k-coefficient, the type, and the order of each differential equation found were hy-
pothesized to reflect the complexity of the link between the two endpoints considered.

The differential equations described in the last sections of the Results chapter may
suggest Michaelis–Menten equations. However, the CTCAE grades, the cell survival (SF2),
the number of micronuclei, and the number of γH2AX and pATM foci do not represent
the same scale (cell, chromosome, DNA, and proteins, respectively) and these endpoints
cannot be considered as interplaying substrates: consequently, the theory of enzymatic
kinetics is not applicable here.

Conversely, the biological features and specificities of each endpoint tested (summa-
rized in Figure 9) and their mathematical constraints may lead to the following interpreta-
tions that illustrate the direct (linear) and indirect or incomplete (non-linear) links between
the endpoints tested (Figure 10):

- the k0 coefficient represents the direct link between the RI cellular death (SF2) and
the clinical OR (grade). It illustrates that any clonogenic cell death corresponds
to an RI tissue event. The mathematical constraints are simple: the k0 coefficient
only depends on the maximal range of the scale (i.e., six grades and therefore five
inter-grade intervals for CTCAE) and the range of SF2 (i.e., ΔSF2) (see Formula (8).
Quantitatively, decreasing every 11.72% cell survival increment leads to a decrease in
one CTCAE grade.

- the k3 coefficient represents the direct link between the maximal nuclear RI ATM
kinase activity (pATMmax) and the clinical OR (grade). It illustrates the fact that
the pATM foci lacking (due to the non-recognition of DSBs by NHEJ or by another
DSB repair pathway) directly represent a subset proportional to the number of lethal
DSBs responsible for an RI tissue event. As for k0, the k3 coefficient only depends
on the maximal range of the scale (i.e., six grades and therefore five inter-grade
intervals for CTCAE) and the range of pATMmax (i.e., ΔpATMmax) (see Formula (17).
Quantitatively, decreasing every 6.78 pATM foci per cell increment leads to a decrease
of one CTCAE grade.

- the k4 coefficient supports that the maximal nuclear ATM kinase activity (pATMmax)
directly conditions cell survival: the higher the pATMmax, the higher the SF2. As
specified above, pATMmax reflects the maximal nuclear RI ATM kinase activity. By
combining Formulas (6) and (15), the k4 coefficient appears to directly depend on k0,
k3, max(SF2), and max(pATMmax). Quantitatively, decreasing every 6.78 early pATM
foci per cell increment leads to a decrease of 11.72% cell survival.

- the k2 coefficient represents the number of DSBs that contribute to the RI lethal event
among the unrepaired DSBs reflected by persistent γH2AX foci (i.e., recognized by
NHEJ) (Figure 9). Since k2 = 0.21, our findings suggest that about one event per five
unrepaired DSBs recognized by NHEJ may be lethal. Such interpretation leads to the
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notion of the tolerance of DSBs: some unrepaired DSBs may be not lethal, which is
in agreement with previous reports and the current observation that some cells can
elicit a significant number of spontaneous DSBs without impacting on their capacity
of repair [30,43]. It is noteworthy that Formula (22), deduced from the other formulas,
fits well when the H2AX24h data are plotted against the CTCAE grades (Figure 4).

- the k1 coefficient represents the number of micronuclei per 100 cells that contribute
to the RI lethal event among all the micronuclei detected. Since k1 = 0.107, our
findings suggest that about 1 per about 10 micronuclei observed per 100 cells is lethal.
As for H2AX24h, such interpretation also leads to the notion that some micronuclei
may not contribute to the RI lethal event, maybe by enhancing the transformation
(misrepair) of the cells [30,43]. It is noteworthy that Formula (21), deduced from
the other formulas, fits well when the MN24h data are plotted against the CTCAE
grades (Figure 3). Interestingly, the link between MN24h and H2AX24h, illustrated by
Formula (23), suggests that there is a constant subset of unrepaired DSBs reflected by
γH2AX foci that leads to the formation of micronuclei. According to Formula (23),
this rate suggests that all the unrepaired DSBs recognized by NHEJ do not lead to the
formation of micronuclei.

 
Figure 10. Schematic view of the link between the major radiosensitivity endpoints with the k
coefficients of the differential equations described at the end of the Results chapter. The dotted,
dashed, and full-line arrows represent complex, exponential, and linear laws, respectively.

Interestingly, the resulting equations system linking the major radiosensitivity end-
points described by Formula (26) may be also relevant for all mammalian cells, especially
for rodent models. Indeed, the k coefficients linking the SF2, MN24h, H2AX24h, and pATM-
max endpoints were shown to depend on their maximal and minimal values. It must be
stressed that the most radioresistant and the most radiosensitive rodent cellular models
show similar bounded values as those observed in humans. For example, SF2 is gener-
ally limited to 1 to 80% in mammalians. This is also the case for the yields of residual
micronuclei and unrepaired DSB yields [40].

4. Materials and Methods

4.1. Fibroblast Cell Lines

All of the experiments were performed with untransformed skin fibroblast cells in the
plateau phase of growth under standard culture conditions described elsewhere [43,54].
Skin biopsies sampling was performed in unirradiated areas (generally under the forearm)
after local anesthesia, similarly to standardized dermatologic punch. All the anonymous
patients were informed and gave signed consent according to the ethics recommendations.
Clinical data on tumor characteristics and therapy regimens were extracted from the
medical records. The OR severity was graded by two independent clinicians according
to the Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) version 4.03. Only
OR patients with consensual clinical grading were included in this study. Both early and
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late reactions were considered. Cancer patients suffered from breast, prostate, nose ear
throat, lymphoma, nervous system (central and peripheral), lung, anal canal, pediatrics,
cervix, sarcoma, skin, testis, bone, rectum, and esophagus cancer. In order to avoid bias, no
tumor type subset represented more than 40% of the collection. There was no correlation
between the CTCAE grade and age, sex, regimen, or total cumulated dose of the treatment.
All the sampling procedures were done in the frame of the experimental protocol of the
“COPERNIC” collection, approved by the national ethical committee in agreement with
the current national regulations about the clinical studies. The resulting fibroblast cell
lines were declared under the numbers DC2008-585, DC2011-1437, and DC2021-3957 to the
Ministry of Research. This study involved 200 COPERNIC fibroblast cell lines, including:

- A total of 117 COPERNIC cell lines already described in a published report. This subset
is composed of 12 radioresistant, 4 ATM-mutated, and 1 LIG4-mutated gifted cell lines
and the 100 first registered cell lines of the COPERNIC collection derived from RT-
treated patients who showed grades 1–4 CTCAE ORs. The Radiobiological Database of
this subset is protected under the reference IDDN.FR.001.510017.000.D.P.2014.000.10300

- A total of 82 additional COPERNIC cell lines. This subset is composed of 2 additional
radioresistant, 2 ATM-mutated cell lines, and 78 cell lines of the COPERNIC collection
derived from RT-treated patients who showed grades 1–4 CTCAE ORs that were
chosen randomly in a subset of 150 available ones. The protection procedure of the
radiobiological database of this subset is in progress.

4.2. X-rays Irradiation

Irradiations were performed with a 6 MeV X-ray medical irradiator (SL 15 Philips)
(dose-rate: 6 Gy·min−1) at the anti-cancer Centre Léon-Bérard (Lyon, France) [43,86]. In
all the experiments, a dose of 2 Gy was chosen because it simulates a current dose per
session in a standard radiotherapy. The dosimetry was certified by radiophysicists of the
Centre Léon-Bérard.

4.3. Clonogenic Cell Survival

The intrinsic cellular radiosensitivity was quantified from clonogenic cell survival data
obtained from standard delayed plating procedures that were described elsewhere [24].
Cells in the plateau phase of growth were irradiated at the indicated doses, incubated for
24 h at 37 ◦C, harvested, counted using hemocytometer, and then diluted to a pre-defined
number of cells to be seeded in Petri dishes. After 15 days at 37 ◦C in a CO2 incubator, the
cells were and stained in crystal violet. Only the colonies with more than 50 cells were
scored. The survival data were fitted to the linear-quadratic (LQ) model that describes the
cell survival S as a function of dose D, as follows: S = e−(αD+βD2), in which α and β are
adjustable parameters to be determined. The intrinsic radiosensitivity was quantified by
calculating the surviving fraction at 2 Gy (SF2) [49].

4.4. Immunofluorescence

The immunofluorescence protocol and nuclear protein foci scoring was described
elsewhere [43,54]. Anti-γH2AXser139 antibody (#05-636; Merck Millipore, Burlington, VT,
USA) was used at 1:800. The monoclonal anti-mouse anti-pATMser1981 (#05-740) from
Merck Millipore was used at 1:100. Incubations with anti-mouse fluorescein (FITC) and
rhodamine (TRITC) secondary antibodies were performed at 1:100 at 37 ◦C for 20 min.
By following the same procedure, micronuclei were scored on the same slides by using
4′,6′Diamidino-2-Phényl-indole (DAPI)-counter staining. Foci and micronuclei were scored
by eye with an Olympus BX51 fluorescence microscope. For each of the three independent
experiments, 100 nuclei were analyzed. The patented procedures of foci scoring have been
detailed elsewhere [26]. It is noteworthy that post-irradiation times indicated in the text
represent an equal period of time of the incubation of cells at 37 ◦C without any genotoxic
stress (i.e., under standard culture conditions). Such a period is currently considered to be
a time for repair [43,54].
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4.5. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed by using Kaleidagraph v4 (Synergy Software, Read-
ing, PA, USA), Graphpad Prism (San Diego, CA, USA) and MATLAB R2020B (MathWork,
Natick, MA, USA). Since each experiment is the result of three independent replicates,
the mean is given with the standard error of the mean (SEM) of the three independent
experiments. The discrimination power of each molecular endpoints was performed with
the one-way ANOVA test.

The mathematical analysis of correlations between the different endpoints was based
on the following procedure: (1) The data fitting analysis was attempted with the current
mathematical laws (linear, curvilinear, exponential, and power functions). The adjustable
parameters and the quality of fit were calculated systematically. If the data fitting is not
acceptable, the link between the two endpoints is considered as “complex” and is thereafter
deduced from the other links established (crossed resolution). (2) The differential equation
whose solution is provided by the best data fit is established. (3) The k-coefficient and all
the bounded values were deduced numerically.

5. Conclusions

By analyzing radiobiological data from 200 skin fibroblast cell lines from RT-treated
patients showing a large spectrum of OR severity grades obtained with the major assays
predicting radiosensitivity, it appears that SF2 and the maximal number of early pATM foci
are the best predictors of all the CTCAE grades while the number of residual micronuclei
and γH2AX foci do not predict well the intermediate grades. These findings are consistent
with the fact that the clonogenic cell survival assay account for all the dead cells, indepen-
dently of the cell death pathway. Similarly, the pATM immunofluorescence permits the
quantification of DSBs unrecognized by the predominant NHEJ pathway, which directly
impact on the RI cell death. Conversely, the residual micronuclei and the γH2AX foci
correspond to a limited subset of lethal DSB. Gathered all in a differential equations system,
these major radiosensitivity endpoints are mathematically linked in a single mechanistic
model of individual response to radiation in which the ATM kinase plays a major role.
Further investigations are needed to better exploit this system in the prediction of the
deleterious effects of any exposure of mammalian cells to IR and, more generally, to any
DSB-inducer agent.
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Simple Summary: A review of the molecular and cellular features of the major cancer syndromes
associated with radiosensitivity revealed the importance of the ATM protein, either as an impaired
kinase in the nucleus or as a complex in the cytoplasm, with the mutated protein responsible for
the syndrome.

Abstract: There are a number of genetic syndromes associated with both high cancer risk and clinical
radiosensitivity. However, the link between these two notions remains unknown. Particularly, some
cancer syndromes are caused by mutations in genes involved in DNA damage signaling and repair.
How are the DNA sequence errors propagated and amplified to cause cell transformation? Con-
versely, some cancer syndromes are caused by mutations in genes involved in cell cycle checkpoint
control. How is misrepaired DNA damage produced? Lastly, certain genes, considered as tumor
suppressors, are not involved in DNA damage signaling and repair or in cell cycle checkpoint control.
The mechanistic model based on radiation-induced nucleoshuttling of the ATM kinase (RIANS), a
major actor of the response to ionizing radiation, may help in providing a unified explanation of the
link between cancer proneness and radiosensitivity. In the frame of this model, a given protein may
ensure its own specific function but may also play additional biological role(s) as an ATM phospho-
rylation substrate in cytoplasm. It appears that the mutated proteins that cause the major cancer
and radiosensitivity syndromes are all ATM phosphorylation substrates, and they generally localize
in the cytoplasm when mutated. The relevance of the RIANS model is discussed by considering
different categories of the cancer syndromes.

Keywords: cancer; genetic syndromes; radiosensitivity; ATM protein

1. Introduction

1.1. The Syndromes Combining Cancer Proneness and Radiosensitivity

To date, radiotherapy (RT) remains as one of the major tools for cancer treatment to
control and eradicate cancer cells. Radiation oncologists have to face a double challenge:
kill the tumor and spare the healthy tissues. After more than one century of anti-cancer RT,
a considerable amount of data has been accumulated to better understand the molecular
mechanisms underlying the cellular response of tumors and healthy tissues to ionizing
radiation (IR) but also to some chemotherapy agents that mimic IR [1–5]. Particularly, in
5 to 20% of RT-treated cancer cases, some adverse tissue reactions, ranging from radiation-
induced (RI) blushes without consequence to fatal reactions, can occur during or after RT,
which oblige clinicians to modify or stop the scheduled treatment [6–8]. The prediction and
prevention of such adverse reactions of exposed tissue, called radiosensitivity reactions or
radiotoxicities, is a big challenge in radiotherapy and in radiobiology [9]. Hence, cancer
proneness can be associated with a large spectrum of RI adverse reactions, therefore defining
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some “syndromes” that link both cancer proneness and radiosensitivity. These particular
syndromes raise the question of the interplay between the cellular transformation process
leading to cancer and an abnormal response to IR leading to tissue injuries [4,5].

1.2. Interplay between DNA Damage Repair and Signaling and Cell Cycle Checkpoint Arrests

While carcinogenesis and the cellular transformation process have been mainly associ-
ated with a lack of control of cell cycle checkpoint arrests enabling cellular proliferation,
radiosensitivity has been generally linked to dysfunctions in chromosomal and DNA dam-
age signaling and repair pathways [9–11]. However, such interplay between cancer and
radiosensitivity remains unclear. For example, some mutations of the LIG4 and XP genes
that cause cancer and radiosensitivity syndromes have been shown to directly impact DNA
damage signaling and repair but not on the cell cycle checkpoint arrest control. Conversely,
some mutations of the p53 or CHK2 genes that cause some other cancer and radiosensitivity
syndromes have been shown to directly impact the cell cycle checkpoint arrest controls but
not DNA damage signaling and repair [4,5]. Lastly, the mutations of NF1 or TSC genes,
whose biological function directly impacts DNA damage signaling and repair and cell cycle
checkpoint arrest controls, have been associated with cancer and radiosensitivity [12,13].
Hence, these examples reveal not only that the molecular bases of cancer proneness remain
to be more documented, but also their link with radiosensitivity is still poorly understood.

1.3. The ATM Protein as the Crossroads of Cancer and Radiosensitivity

IR generally causes three major types of DNA damage: base damage (BD), single-
strand breaks (SSB) and DNA double-strand breaks (DSB). Throughout the natural selection,
cells are equipped with various pathways to manage BD, SSB and DSB specifically [4,14].
Each type of DNA damage triggers a specific ordered succession of enzymatic steps,
frequently operating via a cascade of phosphorylations directed by upstream kinases: DNA
damage is firstly recognized several minutes post-stress, is repaired for a few hours, cell
cycle checkpoint arrests are activated some hours post-stress, and then cellular death is
triggered several hours thereafter together with the initiation of cell transformation or
aging processes (Figure 1) [15]. Any lack or impairment of the most upstream molecular
events occurring immediately after the DNA damage formation results in the most severe
biological effects and may condition the next molecular and cellular steps [15]. Such an
RI cascade of phosphorylations reveals that RI DNA damage formation, recognition and
repair occur systematically before cell cycle checkpoint arrests, suggesting that cells do not
arrest their cycle to repair their DNA damage since the great majority of them are already
recognized and/or repaired [10,16].

Among the RI DNA damage, DSB appears to be the key damage of cell lethality [17,18].
Among the kinases involved in both DSB signaling and repair and cell cycle checkpoint
arrest control, the ATM kinase is considered as a major actor of the response to IR, since it
phosphorylates numerous protein substrates belonging to the RI cascade of phosphoryla-
tions evoked above [15,19]. More recently, we have documented the role of the RI ATM
nucleoshuttling (RIANS) in the individual response to IR and showed that the RIANS
may serve as a reliable marker of radiosensitivity, whatever the nature and the dose of
IR [8,18,20]. Briefly, after exposure to IR, the cytoplasmic ATM dimers dissociate as ATM
monomers and diffuse in the nucleus. Once in the nucleus, ATM monomers phosphorylate
the X variant of the H2A histone protein (γH2AX), which triggers the recognition of the
RI DSB by the non-homologous end-joining (NHEJ) pathway, the most predominant DSB
signaling and repair pathway in humans [8,18,20]. However, the RIANS can be delayed
by the overexpression of some cytoplasmic substrates of ATM (called X-proteins). These
X-proteins hold SQ and TQ domains that are specifically phosphorylated by ATM after
exposure to IR [19]. The X-proteins sequestrate the RI ATM monomers, decrease their flux
in the nucleus and therefore affect the nuclear ATM kinase activity and the number of
DSB recognized by NHEJ [20–22]. Hence, an overexpression of cytoplasmic X-proteins
and a delayed RIANS may cause radiosensitivity because some DSB are not recognized
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or repaired, and cancer because of DSB non-recognized by NHEJ may be misrepaired [4].
In the RIANS model, the mutated protein responsible for each syndrome associated with
delayed RIANS may elicit two impaired functions: one in the nucleus or cytoplasm, as
a single mutated protein, and the other, as an overexpressed cytoplasmic ATM substrate.
These two impaired functions may explain impaired DSB signaling and repair defects on
one hand and lack of cell cycle checkpoint arrest on the other hand [20].

 
Figure 1. Schematic view of the cascades of phosphorylations occurring in response to IR activated
by kinases that trigger DNA damage recognition, repair, cell cycle arrests and cellular death. Inspired
from [15].

The RIANS model has been validated in a subset of cancer and radiosensitivity syn-
dromes [8,13,23,24]. This review aims to better identify and understand the molecular
and cellular features of the major cancer syndromes associated with radiosensitivity by
successively examining the syndromes related to impairments of DNA damage signaling
and repair (category 1), impairments of cell cycle checkpoint arrest control (category 2),
and the other syndromes for which impairments of both DNA damage signaling and repair
and cell cycle checkpoint arrest control are not obvious (category 3) (Figure 2). For each
syndrome described, the potential role of the ATM kinase and the RIANS, the presence of
SQ/TQ domains potentially phosphorylated by ATM, and the cytoplasmic forms of the
mutated proteins will be discussed to provide a novel and unified mechanistic model for
both cancer susceptibility and radiosensitivity (Figure 2).
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Figure 2. Schematic view of the central role of ATM as a kinase and partner for the proteins whose
mutations cause cancer and radiosensitivity syndromes. Three categories can be defined: syndromes
due to some impairments in DNA damage signaling and repair, some impairments in cell cycle
checkpoint control and to other impaired biological functions.

2. Diseases of DNA Damage Repair and Signaling

2.1. Mutations of the ATM and ATR Kinases

The phosphatidylinositol-3 (PI3) kinases are the components of a large family of
enzymes involved in various cellular functions such as cell proliferation, survival and
signaling of DNA damage, through their capacity to phosphorylate their substrates [25].
Among them, the ATM and ATR kinases are the two major actors [15,26,27].

The ATM mutations play a major role in DNA break recognition, repair and sig-
naling but also in the cell cycle checkpoint control. Homozygous ATM mutations cause
ataxia telangiectasia (AT), the human syndrome associated with the highest radiosensitiv-
ity [1,28,29]. AT was described for the first time by Syllaba and Hennen in 1926 and by
Madame Louis Bar in 1941 [30,31]. AT is characterized by cerebellar ataxia with severe
prognosis oculocutaneous telangiectasia, a deficient synthesis of immunoglobulins IgA,
IgE and IgG2 and a strong predisposition to certain cancers, notably leukemias and lym-
phomas [32–34]. AT is also associated with a spontaneous reorganization of chromosomes
(10% of metaphases elicit aberrations on chromosomes 7 and 14) [35]. In the United States
and Great Britain, the incidence of AT is estimated to be about 1/100,000 [36]. AT cell lines
are systematically characterized by hyper-radiosensitivity [28]. Other radiobiological fea-
tures of AT cells include numerous chromosomal aberrations, lack of control of the G1 cycle
and inhibition of DNA synthesis (called radio-resistant synthesis). No hypersensitivity
to UV has been observed in AT patients [32,37–40]. The ATM gene has been cloned and
sequenced in 1995 [29,41]. As evoked above, the ATM kinase preferentially phosphorylates
the SQ/TQ domains in response to IR [19]. Most of the homozygous ATM mutations lead
to complete inactivation of the protein [42]. For example, cells from AT patients either do
not show γH2AX foci or show a small number of tiny γH2AX foci, suggesting an absent or
impaired RIANS [18].
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About 15% of AT patients, with so-called variants, suffer from mutations that lead to a
less severe pathology, less marked clinical signs, and a life expectancy of 50–60 years (vs.
less than 30 years for “classical” AT patients). Such mutations do not concern the kinase
domain of ATM [43,44]. Heterozygous carriers (ATH) represent about 1% of the whole
population and elicit an increased risk of breast cancer [45], although this epidemiological
feature is still debated [46–48]. ATH cells may be not more radiosensitive than cells from
radioresistant, apparently healthy individuals, although such a hypothesis remains to be
confirmed [49–52]. Altogether, this short review shows that homozygous “classical” and
variant ATM mutations are associated with both impaired DNA damage signaling and
repair and a lack of cell cycle checkpoint control.

The ATR kinase also belongs to the PI3K family and elicits an ATM-like structure with
the same affinity for the SQ/TQ domains as ATM. However, ATR is activated by UV, SSB
and BD rather than IR and DSB, such as ATM [15,27,53]. ATR may be more essential than
ATM for cell viability since only punctual mutations of ATR have been observed: such ATR
mutations cause Seckel syndrome (or microcephalic primordial dwarfism (SCKL)) [54–56].
SCKL is associated with severe microcephaly, bird-headed dwarfism, growth and mental
retardation. However, literature data suggest that SCKL is not associated with a strong
radiosensitivity such as that observed in AT cells [56]. Regarding the susceptibility to
cancer, it seems that it is not a major feature of SCKL, although some cases of leukemias
have been reported [56]. Lastly, it has been shown that mutations of the pericentrin
PCNT gene cause a SCKL-like syndrome, suggesting a possible interaction between the
PCNT and ATR proteins. PCNT mutations have been associated with high cancer risk.
However, the level of radiosensitivity potentially associated with PCNT mutations needs
to be documented [57]. Hence, the literature data suggest that further investigations are
needed to better document that SCKL and SCKL-like syndromes can be considered as
cancer and radiosensitivity syndromes.

2.2. Non-Homologous End-Joining Diseases
2.2.1. Mutations of Ku and DNA-PKcs Genes

As said above, the non-homologous end-joining (NHEJ) pathway is the most predomi-
nant DSB repair pathway in G0/G1 mammalian cells [58,59]. Historically, as opposed to
homologous recombination (HR), another DSB repair pathway, the term “non-homologous”
has been added to “end-joining” to give “non-homologous end-joining” [16]. As explained
in another review, this term has produced confusion since the notion of strand homology
has no sense in the G0/G1 phase (what would “homologous” end-joining mean?) [4].

The end-joining consists in a ligation of both broken DNA ends. The Ku80 and Ku70
proteins bind to DNA to form the Ku heterodimer. The Ku heterodimer slides on DNA
and stops at the broken ends: a third protein, DNA-PKcs, is then recruited and the trimeric
complex, named DNA-PK, and acts as a serine-threonine kinase [60]. When activated as
kinases (generally after an oxidative stress), ATM and DNA-PK can phosphorylate certain
protein substrates such as γH2AX, which triggers the formation of nuclear γH2AX foci at
the DSB sites. As evoked above, the formation of nuclear γH2AX foci is considered as the
earliest recognition step of DSB managed by NHEJ [61,62]. After this step, ligase IV (LIG4)
and XRCC4 proteins are recruited at the DSB sites, and broken DNA ends are joined. This
is the ligation step [60]. The biological role of the DNA-PK components (Ku70, Ku80, DNA-
PKcs) is so crucial for cell viability that no human syndrome is caused by their mutations.
However, in rodents, some Ku and DNA-PKs mutants exist, and they are characterized by a
severe defect of DSB repair and hyper-radiosensitivity [63]. In humans, only the glial tumor
line MO59J shows a mutation of DNA-PKs [64,65], and only one patient has been identified
with a DNA-PK mutation that does not concern the kinase domain [66,67]. In some cases of
lupus erythematosus, an autoimmune disease, the expression of Ku proteins is generally
low. However, no systematic link between lupus and radiosensitivity has been established
yet, probably because the Ku protein is so abundant that a decreased expression does not
significantly affect its role in the response to IR [68]. Hence, considering their importance
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in cell viability, no cancer and radiosensitivity syndrome associated with mutations of
the early actors of NHEJ (namely the components of the DNA-PK complex) have been
described yet.

2.2.2. Mutations of the LIG4 and XRCC4 Genes

In 2003, from the case of a patient suffering from a lymphoma who succumbed to its
radio-chemotherapeutic treatment [69,70], O’Driscoll et al. have defined a human syndrome
associated with LIG4 mutations, characterized by high radiosensitivity, immunodeficiency,
strong pancytopenia, growth retardation and dysmorphic facial features [54]. To date, in
addition to this historical case, about forty cases of patients holding LIG4 mutations have
been described [71,72].

As evoked above, the XRCC4 protein forms a complex with LIG4. XRCC4 mutations
may cause microcephalic primordial dwarfism associated with cardiomyopathy but not
with immunodeficiency nor predisposition to any malignancy [73,74]. About 15 cases of
XRCC4 mutations have been reported in humans. The first was described in 2014 [75].

In the frame of the RIANS model, can the LIG4 and XRCC4 proteins serve as X-proteins?
The LIG4 and XRCC4 proteins hold seven and one SQ/TQ domain, respectively, but no
ATM phosphorylated form of these two proteins has been described yet. Some cytoplasmic
forms of LIG4 have been reported in response to specific viral infections [76] and the LIG4
protein has been shown to regulate the nuclear localization of XRCC4 [77,78], suggesting
that XRCC4 may potentially interact with ATM in the cytoplasm in the case of specific
mutations of LIG4. However, considering the limited number of LIG4 and XRCC4 patients,
further experiments are needed to verify such hypotheses.

2.2.3. Mutations of Art, XLF, 53BP1, RAG1 and RAG2 Genes

The Artemis protein, encoded by the Art/DCLRE1C gene, is a DNA exo/endonuclease
that acts with DNA-PK to prepare broken DNA ends for ligation [79,80]. Such a step
is important, not only for DSB repair via NHEJ but also for the V(D)J recombination
process, required for immunoglobulins production. The hypomorphic (homozygous or
compound heterozygous) mutations of Art cause Artemis syndrome, a human severe
combined immunodeficiency associated with a moderate radiosensitivity but a variable
predisposition to lymphoma [81–85]. With 10 SQ/TQ domains, the Artemis protein was
found to be a major ATM phosphorylation substrate in response to IR that may serve as a
regulator of the G2/M cell cycle checkpoint [86]. However, the subcellular localization of
the Artemis protein when mutated needs to be documented.

Another important but non-essential NHEJ protein, XLF/Cernunnos, has been identi-
fied. Similar to Artemis, XLF/Cernunnos also acts downstream DNA-PK [87–89]. Hypo-
morphic (homozygous or compound heterozygous) mutations of this gene cause Cernun-
nos syndrome that is associated with mental retardation, microcephaly, strong lymphope-
nia, and severe immunodeficiency [90]. XLF interacts with XRCC4-LIG4 complex, which
stimulates the LIG4 ligase activity by helping to align broken DNA ends. To date, only
five Cernunnos syndrome patients have been identified. Similar to Artemis, Cernunnos
syndrome is associated with moderate radiosensitivity and a variable predisposition to
lymphoma [87–90]. With four SQ/TQ domains, the XLF/Cernunnos protein was also
found to be an ATM phosphorylation substrate in response to IR [91]. The Akt kinase was
shown to phosphorylate XLF, which triggers its dissociation from the LIG4-XRCC4 complex
and its cytoplasmic relocalization [92]. Further investigations are needed to identify the
role of ATM in the cascade of phosphorylation between Akt, XLF, XRCC4 and LIG4.

The 53BP1 protein has been hypothesized to act as a NHEJ protein, although its role
is still poorly understood. The 53BP1 protein forms nuclear foci after irradiation, such
as many repair proteins cited in this review [93]. The absence of 53BP1 nuclear foci in a
patient who showed strong immunodeficiency, dysmorphic aspects, intellectual difficulties
and radiosensitivity comparable to Artemis syndrome has been reported. This case was at
the origin of the definition of the RIDDLE syndrome (radiosensitivity, immunodeficiency,
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dysmorphic features and learning difficulties). However, further investigations have
documented the molecular features of RIDDLE syndrome that appeared to be caused not
by mutations of 53BP1 but by mutations of the ubiquitin-ligase RNF168 [93–95]. Hence,
while loss of 53BP1 function has been observed in some tumors, no syndrome associated
with 53BP1 mutations has been defined yet [93–95].

Finally, in this list of syndromes associated with NHEJ impairments, Omenn syn-
drome (OS) was found to be caused by mutations of the RAG1 and RAG2 genes but also
by certain mutations of Artemis [96,97]. OS is a severe immunodeficiency syndrome as-
sociated with erythroderma, hepatocellular carcinoma, splenomegaly, lymphadenopathy,
and some alopecia. OS patients have a low or total absence of B lymphocytes. The few
radiobiological studies about OS suggest that the radiosensitivity of OS is similar to that
associated with Artemis and Cernunnos syndromes [98,99]. Phosphorylation of RAG1 or
RAG2 by ATM has been described [100] but the subcellular localization of the mutated
RAG1 and RAG2 proteins needs to be better documented before considering RAG proteins
as potential X-proteins.

2.2.4. NHEJ Impairments: Immunodeficiency Rather Than Radiosensitivity?

Unlike with the early actors of the NHEJ pathway, the mutations of the downstream
NHEJ actors such as Art, XLF, RAG1, RAG2 cause a moderate radiosensitivity rather than
hyper-radiosensitivity, probably because their functions are redundant during the NHEJ
process. When cancer proneness was also reported, all the proteins concerned were found
to be phosphorylation substrates of ATM. Since the NHEJ actors are required for a normal
V(D)J recombination process, unlike for DSB repair, the major clinical features of the NHEJ
impairments described above is severe immunodeficiency rather than severe radiosensitiv-
ity. Furthermore, considering the importance of the role of NHEJ actors in lymphocytes,
the NHEJ impairments are generally associated with a high risk of leukemia/lymphoma
rather than any other cancer type. Most of the mechanistic NHEJ models proposed in the
literature do not integrate ATM kinase, while this protein acts upstream the NHEJ actors
that serve as phosphorylation substrates, and ATM mutations lead to the lack of recognition
of a great majority of RI DSB [4,5,16].

3. Recombination Repair Diseases

3.1. Mutations of the RAD51 and RAD52 Genes

In general, recombination consists in replacing the damaged DNA sequence either
by the identical sequence of the homologous chromosome (homologous recombination,
HR) [101] or by a sequence taken randomly (illegitimate or non-homologous recombina-
tion, NHR), the most frequent ones being the AGCT (AluI) sequences [102–104]. While
a functional HR is required for meiosis and mitosis, and more generally, in proliferating
organisms (e.g., bacteria, yeasts), HR is nearly absent from quiescent cells [101]. Although
many studies suggest that the RAD51-RAD52 multimeric complex is essential for the
recognition of DSB by HR, the subsequent DNA strand exchange process is still poorly
understood. Similar to the Ku heterodimer, the RAD52 protein, as a multimeric ring, was
hypothesized to slide along the DNA and stop at the DSB sites. At the DSB sites, RAD51
may associate with RAD52, and its phosphorylation by tyrosine kinases may activate both
its nuclease function and its change of shape as a filament [101–104]. While the RecA
protein is considered as the human RAD51 homolog and is essential for the exchange of
DNA strands in bacteria, the RecA sequence is however much smaller than that of RAD51
and does not hold any endonuclease site such as RAD51 [105]. Furthermore, resolvases and
the complex process of DNA strand exchange (Holliday junctions) remain misunderstood
in humans [106]. As evoked for the upstream NHEJ proteins, the mutations of the upstream
HR actors lead to the absence of viability, and no corresponding human syndrome exists.
Lastly, yeast strains carrying Rad52 mutations are among the most hyper-radiosensitive
ones, confirming the importance of HR for proliferating organisms and the differences
existing between micro-organisms and mammalians [107].
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3.1.1. The Hyper-Recombination Process—At the Origin of Carcinogenesis?

Many proteins other than RAD51 and RAD52 are involved in the recombination pro-
cess and ensure the stability of the genome via multiprotein complexes. This is particularly
the case of scaffold proteins such as BRCA1, BRCA2, and FANC, whose mutations combine
cancer predisposition and lack of control of the cell cycle checkpoints (the consequences
of their mutations will be discussed in the next chapter). In addition, the mutations of
these proteins cause a lack of control of recombination (also called hyper-recombination).
The hyper-recombination process is responsible for the production of additional and mis-
repaired DNA breaks [108–110]. In other terms, hyper-recombination results in an accu-
mulation of errors and numerous spontaneous breaks, notably through the impairment
of nucleases function [108–110]. Hyper-recombination is a common feature of all the syn-
dromes associated with a high risk of cancer. In the frame of the model of carcinogenesis
proposed by Weinberg, hyper-recombination and the resulting gene mutations may serve
as the endogenous initiation step required for cell transformation and tumorigenesis [111].

3.1.2. Mutations of the RAD50-MRE11-NBS1 Complex

The RAD50, MRE11 and NBS1 proteins form a complex involved during the several
steps of DNA damage response from DNA damage recognition to assembly repair com-
plexes, and mutations of proteins constituting this complex are associated with neurological
syndromes with tumorigenic potential. Furthermore, the MRE11 endonuclease activity was
shown to strongly depend on the integrity of the RAD50-MRE11-NBS1 complex [112–114].

The mutations of NBS1 cause Nijmegen’s syndrome (NBS), first described in the
1980s [115]. NBS was long considered as a variant form of the AT syndrome, but with
a lower radiosensitivity [116,117]. Microcephaly, small stature, mental retardation, high
lymphoma susceptibility and immunodeficiency are the main clinical manifestations of
NBS [115]. NBS patients elicit neither ataxia nor telangiectasia [116]. NBS1-mutated cells
are characterized by chromosomal instability, and their radiosensitivity may be consid-
ered as hyper-radiosensitivity even if it is systematically lower than that observed in AT
cells [4,116–118]. NBS1-mutated cells show a lack of cycle arrest in G1 [116]. Two groups of
complementation V1 (Berlin syndrome) and V2 (Nijmegen’s syndrome) were described
with the same absence of cycle arrest in G1 [119,120]. However, some studies have reported
that there is only one NBS1 gene and that it is located on chromosome 8 [121–123]. The
NBS1 protein (also called nibrin) may serve as a phosphorylation substrate of ATM with
seven SQ/TQ domains [124]. As a scaffold for the RAD50-MRE11-NBS1 complex, in NBS
cells, the NBS1 protein is absent in NBS cells, and MRE11 and RAD50 are cytoplasmic,
suggesting that these two proteins may serve as X-proteins in the case of mutations of the
NBS1 gene [125] (see also below).

Mutations of MRE11 have been initially identified in three patients whose fibroblasts
have been found radiosensitive and deficient in DNA damage repair. The radiosensitivity
associated with mutations of MRE11 is lower than with NBS1 mutations [126]. Historically,
the first identified family with homozygous mutations of MRE11 showed similar clinical
features to AT but with less pronounced intensity. The associated syndrome has been
therefore called Ataxia–Telangiectasia-Like Disorder (ATLD) [126]. After identifying other
families, ATLD is now considered as a neurological syndrome with radiosensitivity compa-
rable to NBS but associated neither with immunodeficiency nor with high susceptibility to
cancer [127–129]. With seven SQ/TQ domains, MRE11 is a phosphorylated substrate of
ATM that is localized in both the cytoplasm and nucleus and provides nuclear foci after
exposure to IR in an ATM-dependent manner. We have shown that cancer syndromes are
generally associated with the formation of MRE11 foci early (some minutes) after irradia-
tion while aging syndromes are generally associated with the formation of late foci (24 h)
after irradiation [5].

Finally, the case of a patient showing a mutation of RAD50 has been described in
2009 with microcephaly, mental retardation, a bird face, and a small stature [130]. This
RAD50-mutated patient developed a malignant lymphoma at the age of 23 without se-
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vere immunodeficiency. The cells from this patient elicited radiosensitivity similar to
those observed with NBS. Such a syndrome has been called Nijmegen Breakage Syndrome
Like-Disorder (NBSLD) [130]. With seven SQ/TQ domains, the RAD50 protein is phos-
phorylated by ATM at Ser-635 that plays an important adaptor role in signaling for cell
cycle control and DNA repair [131,132]. However, in the cells from the single NBSLD case,
the MRE11 protein predominantly appeared cytoplasmic, and the RAD50 protein was
absent [130].

Altogether, this brief review about the mutations of the RAD50-MRE11-NBS1 complex
reveals that all the components of the complex are some ATM phosphorylation substrates,
and the mutation of one component may lead to the cytoplasmic localization of at least
one of the other components of the RAD50-MRE11-NBS1 and to at least the possibility of
sequestrating ATM and preventing rapid RIANS.

3.1.3. Mutations of the Nucleotide and Base Excision Repair Genes

The single-strand annealing (SSA) pathway has been defined only in vitro with very
specific sequences (short DNA sequences in which some reporter genes have been placed
very close (few hundred bases) to each other) [133,134]: in such a limited and specific
DNA sequence system, even a random phenomenon can lead to a faithful repair. Hence,
caution must be taken about any in vivo extrapolation of the SSA phenomenon since
coding sequences are generally much more spaced and the genome is much longer than the
sequences used for the investigations about SSA. Lastly, few proteins have been considered
specific to SSA, which relativizes again the existence of such a repair pathway in vivo,
especially in response to IR [4].

It has been shown that ligase III, PARP, XRCC1 are the major proteins involved in
the base excision resynthesis (BER) [135,136]. However, no genetic syndrome has been
associated with mutations of the BER proteins in humans. Such a situation is similar to
that discussed above with the Ku heterodimer and with the RAD51 and RAD52 proteins:
XRCC1, PARP, ligase III, and DNA polymerase β are proteins required for DNA damage
recognition (here BD recognition). They may be so abundant and essential for survival
that their mutations systematically lead to a loss of viability: the homozygous mutations
of these three genes are lethal at the embryonic state. However, the literature regularly
reports diseases associated with BER defects or impairments, but these are generally either
the syndromes already mentioned whose mutated genes are not directly involved in BER,
or else polymorphisms [136]. Lastly, PARP inhibitors are currently used in the treatments
of BRCA1/2-mutated tumors in which DNA breaks accumulate until cell killing [137].

Unlike SSA and BER, the nucleotide excision resynthesis (NER) pathway involves
many proteins acting from BD recognition to final DNA sequences polymerization, whose
mutations may cause human syndromes associated with cancer, radiosensitivity or even
photosensitivity. Particularly, the mutations of some XP genes involved in the transcription
factor II H (TFIIH) complex, essential for a functional NER, can cause xeroderma pigmen-
tosum syndrome (XP). XP is dispatched in several groups of complementation [138,139].
Some XP proteins are involved in the NER as endonucleases, helicases, or oriented poly-
merases. This is notably the case of XP-A to XP-G XP-G, whose mutations are linked to
photosensitivity, neurodegeneration and/or brain or skin cancer [139–141]. In addition,
some complementation groups such as XPD may be also associated with moderate ra-
diosensitivity, suggesting some role in DSB repair and signaling [23,142]. All the mutations
of XP-A to XP-G genes may cause misrepaired BD, SSB and/or DSB [4]. All the XP-A to
XP-G genes hold SQ/TQ domains and show cytoplasmic forms when mutated, suggesting
that ATM may phosphorylate and interact with them in the cytoplasm. For example, some
specific mutations of XPD were shown to sequestrate ATM in the cytoplasm after exposure
to IR and lead to cancer proneness and radiosensitivity [23].

Often necessary during or after the DNA strands exchange process, the RECQ helicases
are inextricably linked to the maintenance of genome integrity. The RECQ family contains
three proteins identified in humans, including WRN, BLM, RECQL4 [143,144]. Mutations
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of BLM, WRN and RECQL4 cause Bloom (BLM), Werner (WRN) and Rothmund–Thompson
(RTS) syndromes, respectively. The BLM, WRN and RECQL4 proteins show nuclease
domains, which support their involvement in hyper-recombination processes [145–147]. In
addition to growth disorders and accelerated aging, these three syndromes have in common
a strong predisposition to sarcoma. With regard to aging and predisposition to early
senescence, it can be hypothesized that an instable helicase–endonuclease complex would
be responsible of the generation of spontaneous breaks that may promote a senescence
phenomenon [145–147]. All these syndromes are associated with significant but moderate
radiosensitivity [1].

The WRN and BLM proteins hold SQ/TQ domains and have been shown to be phos-
phorylated by ATM [148,149]. The WRN and BLM cells show cytoplasmic forms [150,151].
With regard to RECQL4 cells, we recently pointed out the existence of the SQ/TQ domain,
the cytoplasmic forms of some mutated RECQL4 proteins, and the delay of RIANS.

4. Mutations of Mismatch Repair Genes

Human non-polyposis hereditary colon cancers (HNPCC) syndromes are often
grouped under the name of Lynch syndrome (LS), even though some physicians dis-
tinguish both [152–154]. HNPCC syndromes are caused by mutations of DNA mismatch
repair genes (MMR) [155]. MMR is a DNA damage repair and signaling pathway that
manages erroneous insertions or deletions of bases during DNA replication (S phase)
and recombination (mitosis) [156]. Such a pathway is therefore particularly active in pro-
liferating cells and tissues. By highlighting the biases raised by the extrapolation from
micro-organisms to mammalians evoked above, it is noteworthy that many MMR genes
found in yeasts do not exist in humans. Mutations of the MMR hMLH1, hMSH2, hMSH6
and hPMS2 genes are responsible for many forms of HNPCC [152–155]. HNPCC show a
high susceptibility to colon cancer but also to endometrial, ovarian, stomach, small intes-
tine, liver, upper urinary tract, brain, and skin cancers [153,157]. HNPCC are generally
characterized by chemosensitivity and moderate radiosensitivity. However, some cases of
severe radiosensitivity have been reported but always in the context of Turcot syndrome
(TS), a pathology often associated with the mutation of hMSH2 [158]. Intestinal pathologies
generally associated with mutations of the APC gene may also be associated with MMR
gene mutations: familial recto-colic polyposis and attenuated forms of familial recto-colic
polyposis, Gardner syndrome (GS) and Turcot syndrome [154,158]. The last two syndromes
are associated with other tumors such as osteomas, fibroids, lipomas and thyroid or adrenal
tumors for GS and central nervous system tumors for TS [154,158]. Although polyposis
is generally associated with mutations of the APC gene, mutations of hMSH2 can also
cause TS as mentioned above. Both GS and TS are associated with significant but moderate
radiosensitivity. However, the biological functions of the APC gene are still unknown,
but some studies have reported a role of APC in the regulation of mitosis microtubules,
which cannot explain the radiosensitivity observed in quiescent cells derived from these
syndromes [1,158].

The hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS2 and APC proteins hold SQ/TQ domains, show
cytoplasmic localization when mutated and can interact with ATM [159,160].

5. Diseases of Cell Cycle Checkpoint Control

5.1. A Lack of Control of the Cell Cycle Checkpoint, Another Requirement for Carcinogenesis?

In the frame of the most current models of carcinogenesis, including the initia-
tion/promotion/progression model, one mutation in one cell or even one mutation in
several cells does not necessarily lead to cell transformation and cancer [111]. An amplifica-
tion of the number of cells holding mutations is therefore required to ensure the formation
of a pre-tumor. Such amplification may occur when the cell cycle checkpoints are impaired.
Let us review the major diseases of the cell cycle checkpoint control.
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5.2. Overgrowth Syndromes

The PI3K kinase is composed of an 85 kDa regulatory subunit and a 110 kDa catalytic
subunit. Among the numerous variants of these subunits, the p110α one, called PI3KCA,
has been shown to be involved in the control of cellular proliferation. Some somatic
mosaic mutations of the PI3KCA gene are associated with overgrowth syndromes called
PI3KCA-related overgrowth spectrum (PROS) syndromes [161–165]. Some cases of cancers
have been reported in the PROS patients [164,165]. All these syndromes are associated
with overgrowth malformations in skin, vasculature, bones or brain tissues due to somatic
mosaic heterozygous mutations leading to overactivity of the PI3K kinase [161–165]. ATM
and PI3K kinases have been shown to interact and activate in response to genotoxic
stress [161,166,167]. Recently, we have shown that PROS syndromes are associated with
radiosensitivity and radiosusceptibility: some mutations of the PI3KCA gene lead to the
over-expression of cytoplasmic forms that, as substrates of ATM, result in a delayed
RIANS [161].

Proteus syndrome, which does not belong to the PROS syndromes family, is charac-
terized by tissue overgrowth, and hyperplasia of multiple tissues may also be associated
with high susceptibility to the development of tumors. Proteus syndrome is caused by
somatic activating mutations of the AKT1 gene, which triggers activation of the PI3K-AKT
pathway [168]. The pleckstrin homology domain of AKT binds to the cellular membrane
via its affinity for PI molecules phosphorylated by PI3K, which stimulates cell proliferation
and invasiveness. Cytoplasmic ATM was found to be an upstream activator of AKT1, and
both proteins are involved in a common pathway with PI3K that promotes cell proliferation
when altered or hyperactivated [169,170].

The PTEN protein is a phosphatase responsible of the dephosphorylation of PI
molecules, which inhibits the PI3K-AKT signaling pathway described above [171,172].
In the case of PTEN mutations, the PI3K-AKT signaling pathway is activated, which stimu-
lates cell proliferation and invasiveness [171–175]. Inherited mutations of the PTEN gene
notably cause Cowden disease associated with a high risk of developing breast cancer [176].
The PTEN-mutated cells were found to be sensitive to radiation [177]. ATM is known to
phosphorylate PTEN in the cytoplasm, which triggers its translocation from the cytoplasm
to the nucleus in response to oxidative stress [178].

5.3. Mutations of the CHK1 and CHK2 Genes

Checkpoint kinases 1 and 2, namely CHK1 and CHK2, are serine/threonine kinases
that coordinate cell cycle response to genotoxic stress and are generally activated by the
phosphorylation of both ATM and ATR kinases [15,179,180]

CHK1 is particularly required for G2/M arrest in response to IR [15,180]. However,
while CHK1 gene overexpression (as its non-phosphorylated form) has been reported
in several tumor models, no germline CHK1 mutation has been detected in any cancer
syndrome. Conversely, heritable mutations within the CHK1 C-terminal regulatory domain
have been recently shown to cause female infertility in humans through the blockage of
oocytes in their first mitosis [180].

Unlike CHK1, CHK2 phosphorylated by ATM is required for ensuring G1 arrest in
response to IR [15,179]. Again, unlike CHK1, several CHK2 mutations have been observed in
different types of cancers, including prostate, colon, lung, thyroid and mainly breast cancers.
Hence, to date, CHK2 is considered as a tumor suppressor gene, a phosphorylation substrate
of ATM [181]. Overexpression and cytoplasmic localization of CHK2 was observed in a
large subset of tumors and are associated with genomic instability and high levels of DNA
damage [182,183].

5.4. Mutations of the BRCA1, BRCA2, FANC Genes

While the BRCA1 and BRCA2 proteins have almost the same acronyms, they do
not share identical sequences or domains [184]. The BRCA1 protein is a large protein
(220 kDa), and two major structural domains have been identified: a RING domain in its
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N-terminal region, and a tandem of two BRCT (BRCA1 C-terminal) domains [185,186].
This last domain is found in many proteins involved in DNA damage repair (e.g., LIG4)
and cell cycle checkpoint control (e.g., p53) [187]. Furthermore, BRCA1 holds 13 SQ and
3 TQ domains that are specifically phosphorylated by ATM and ATR kinases [19]. The
phosphorylation of BRCA1 by ATM in response to IR leads to the formation of nuclear
foci [188,189]. Except for the three identified domains, RING, BRCT and the SQ/TQ cluster,
no other functional sites such as kinase, ligase, nuclease, etc., have been identified in the
BRCA1 sequence [190]. The BRCA1 protein is localized both in the nucleus and cytoplasm
and acts as a scaffold protein for a multitude of ATM phosphorylation substrates [188,189].
Homozygous mutations of BRCA1 are not viable in humans. Heterozygous mutations
of BRCA1 lead to inherited breast cancer syndromes but are also seen in about 18% of
ovarian cancers and represent a significant factor of risk for other cancers such as prostate
cancers [191–194]. Mutations in the C-terminal BRCT domains of the BRCA1 protein result
in cytoplasmic mislocalization [195–197].

BRCA2 has a molecular weight of 384 kDa and is a protein larger than BRCA1. BRCA2
contains BRC domains different from the BRCT domains observed in the BRCA1 sequence.
Similar to BRCA1, the BRCA2 protein serves as a scaffold and has many protein partners,
including the ATM kinase [191]. Similar to BRCA1, homozygous mutations of BRCA2 do not
exist in humans since they cause lethality at the embryonic state. Heterozygous mutations
of BRCA2 are the cause of inherited ovarian cancers and male breast cancers [110,190,198].

The BRCA1 and BRCA2 proteins are essential for the action of RAD51 and RAD52
in active HR in the G2/M phase [189]. Interactions between BRCA1 and MRE11 have
also been described, reinforcing the hypothesis that BRCA1 may participate in both HR
and NHR processes [199,200]. Most BRCA1 and BRCA2 mutations confer a moderate
radiosensitivity in G1 comparable to that observed in the case of MRE11 mutations [201].
Some mutations of BRCA1 and BRCA2 are also associated with high chemosensitivities,
particularly to alkylating agents such as cis-platinum [201,202]. However, some studies
about the RI cascade of phosphorylations of ATM substrates show that BRCA1 and BRCA2
should be considered more as cell cycle checkpoint proteins than as DNA repair proteins
since the kinetics of RI phosphorylation of BRCA1/2 proteins are slower than the molecular
events involved in DNA damage recognition and repair [15].

The Fanconi anemia (FA) complementation group (FANC) gathers 14 FANC proteins
that are involved in post-replication repair and in cell cycle checkpoint control [203,204].
Most of them interact with BRCA1/2 proteins and ATM (FANCD2 and BRCA2 are the same
protein) [110,205]. Furthermore, such as the BRCA1/2 proteins, the FANC proteins have no
active domain for ensuring a specific enzymatic function. Mutations of the FANC proteins
cause Fanconi anemia (FA) syndrome that was first described by the Swiss pediatrician
Guido Fanconi in 1927 [206–208]. FA is one of the major hereditary syndromes of spinal
cord failure. It is often associated with congenital malformations (including microcephaly),
growth defects (small size), skin disorders (café-au-lait spots) and generally progresses to
aplasia or leukemia. The predisposition to FA-related cancer is not limited to lymphocytes,
but also extends to breast cancer. Rather characterized by their chemosensitivity, cells
from FA patients show low but significant radiosensitivity [206,209–211]. Although the
FANC proteins hold numerous SQ/TQ domains, the phosphorylation of FANC by ATM
has been described only for FANCD2/BRCA2 [191,209]. In addition, since nearly all the
FANC proteins show cytoplasmic forms, whether mutated or not, mutations of the FANC
gene may lead to a sequestration of ATM by FANC proteins. However, further experiments
are needed to confirm this hypothesis.

5.5. Mutations of the RB1 and P53 Genes

The pRB protein, a product of the RB1 gene, acts as a negative regulator of the cell cycle,
notably by blocking cells in G1 phase through its non-phosphorylated form. In proliferating
cells, the cyclin-dependent kinase complexes phosphorylate pRB, which liberates the E2F
transcription factor and favors the transition to S phase [212,213]. Heterozygous germline
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RB1 mutations cause retinoblastoma syndrome (RB), a rare pediatric disease associated
with tumors in retina cells [214–217]. The pRB protein is also a phosphorylation substrate of
the ATM kinase, and we have shown that skin fibroblasts from RB patients elicit moderate
but significant radiosensitivity associated with delayed RIANS caused by the cytoplasmic
overexpression of some mutated pRB proteins [24].

The p53 protein is the most documented of the human transcription actors and is
involved in the cell cycle checkpoint and in some specific cellular death pathways [218–220].
Again, from studies about the RI cascade of phosphorylations of ATM substrates, p53 cannot
be considered as a DNA damage repair protein since its activation appears later than the
DNA damage recognition and repair step [15]. Similar to the pRB and BRCA1/2 proteins,
p53 is phosphorylated by the ATM kinase in response to IR [15]. While homozygous
mutations of the p53 gene are lethal in the embryonic state, heterozygous mutations of p53
cause Li-Fraumeni syndrome (LFS), associated with predisposition to rhabdomyosarcoma,
but also to multiple cancers such as in muscles, breast, bones, and blood cancers [221,222].
Similarly to pRB, we have shown that skin fibroblasts from LFS patients elicit moderate
but significant radiosensitivity associated with delayed RIANS caused by the cytoplasmic
overexpression of some mutated p53 proteins [222].

6. Cancer Syndromes and the RI ATM Nucleoshuttling Model

Some cancer syndromes may be caused by mutations of genes whose protein products
are directly involved either in DNA repair and signaling or in cell cycle checkpoint control.
Such diseases therefore raise the question of the molecular mechanisms of carcinogenesis.
Let us review the molecular and clinical features of the major ones.

6.1. Mutations of the NF1, NF2, TSC1 and TSC2 Genes

The NF1 gene encodes for the neurofibromin 1 protein, a GTPase-activating protein
involved in neural development. Furthermore, neurofibromin was reported to modulate
the Ras-dependent oncogenic pathways, which may favor abnormal proliferation [223].
However, considering individual specificities, the NF1 gene cannot be considered as di-
rectly involved in cell cycle checkpoint control such as CHK1 or CHK2. The heterozygous
mutations of neurofibromin cause neurofibromatosis type 1 (NF1) syndrome associated
with benign tumors along the peripheral and optic nerves and malignant tumors such as
neurofibrosarcomas, astrocytomas, and rhabdomyosarcomas [224–228]. A study has shown
that the neurofibromin 1 protein was a substrate of ATM kinase and that cells from NF1
patients elicit a moderate but significant radiosensitivity associated with delayed RIANS
caused by the cytoplasmic overexpression of the mutated neurofibromin [13].

The NF2 gene encodes for the neurofibromin 2 protein (also called schwannomin or
moesin–ezrin–radixin (merlin) protein), which is a cytoskeletal protein. Neurofibromin
2 is considered as a scaffold protein linking transmembrane receptors, actors of cell ad-
hesion, small GTPases, mTOR- and PI3K/AKT-dependent pathways proteins [223,229].
Loss of function mutations or deletions in NF2 genes cause neurofibromatosis type 2 (NF2)
syndrome associated with a multiple-tumor-forming disease of the nervous system and
notably schwannomas, meningiomas and ependymomas [229,230]. Even if the clinical
consequences of the mutations of NF2 gene strongly suggest that it is a tumor suppressor
gene, the biological role of the merlin is not documented enough to consider it as directly
involved in DNA damage repair and signaling and/or in the cell cycle checkpoint con-
trol. Preliminary experiments in our lab reveal that fibroblasts from NF2 patients show
a moderate but significant radiosensitivity (N.F., personal communication). Although
the merlin protein holds one TQ domain, no ATM phosphorylation of the merlin protein
has been described yet. Conversely, the merlin protein was shown to be cytoplasmic in
G0/G1 and mitosis but nuclear in S phase, through the mediation of its phosphorylation by
AKT1 in serine 518, hence describing a cell-cycle-dependent nucleoshuttling [231]. Further
experiments are needed to examine whether ATM and merlin proteins interact in cytoplasm
in cells from NF2 patients.
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The TSC1 and TSC2 genes encode for the hamartin [232,233] and the tuberin [232,234]
proteins, respectively, that interact with a very large multiprotein complex called the
tuberous sclerosis complex (TSC). Both proteins are involved in the regulation of cell
growth control and the activity of the target of rapamycin (TOR) complex 1 (TORC1).
However, their direct role in cell proliferation remains to be more documented [235–239].
Heterozygous mutations of either of the two TSC1 and TSC2 genes cause the TSC syn-
drome [240,241]. TSC is associated with high incidence of angiofibroma, astrocytoma, renal
angiomyolipoma and lymphangioleiomyomatosis [232,242]. Recently, it was reported that
fibroblasts from TSC patients show a moderate but significant radiosensitivity and that TSC
and ATM dynamically interact in response to IR. In cells from TSC patients, hamartin was
found overexpressed in cytoplasm and complexed with ATM, therefore causing a delayed
RIANS [12].

6.2. Requirement of Both Impaired DNA Damage and Cell Cycle Checkpoints

Literature data and this review suggest that carcinogenesis and cell transformation
require both misrepaired DNA damage that generates DNA sequence errors and impaired
cell cycle checkpoint control that facilitates cell proliferation and therefore errors propa-
gation. These two steps are consistent with the hypothesis of initiation and promotion
steps proposed by several oncologists [111]. As evoked above, the cancer and radiosensi-
tivity syndromes described in this review may be therefore classified into three categories
(Figure 2):

Category 1: the cancer syndromes caused by mutations of genes directly involved
in DNA damage recognition, repair and signaling pathway. Considering the importance
of DNA damage recognition and repair in cell viability, these syndromes are generally
very rare (prevalence of about 1/100,000), recessive and caused by hypomorphic muta-
tions leading to a partial loss of the function of the gene. However, two subcategories
can be considered according to the importance of the mutated gene and the associated
radiosensitivity quantified by the cell survival at 2 Gy (SF2). Radiosensitivity can be either
extreme (10% < SF2 < 30%) such as LIG4 syndrome or moderate (30% < SF2 < 60%) such as
Artemis syndrome [4,5]. All these gene products are substrates of ATM and may localize
in cytoplasm when mutated. The gene mutations may explain misrepaired DNA damage.
However, how can the resulting sequence errors be propagated through impaired cell
cycle checkpoints?

Category 2: the cancer syndromes caused by mutations of the genes directly involved
in the cell cycle checkpoint control. These syndromes are more frequent than the first
category (prevalence is higher than 1/40,000), are generally dominant and are caused by
heterozygous mutations. One of the most representative examples of such syndromes is
Li-Fraumeni syndrome (heterozygous p53 mutations). Their associated radiosensitivity
is moderate but significant (30% < SF2 < 60%) [4,5]. Again, all these gene products are
substrates of ATM and may localize in the cytoplasm when mutated. The gene mutations
may explain the impairment of the cell cycle checkpoints that lead to the propagation
of errors. However, how can the misrepaired DNA damage be generated with such
gene mutations?

Category 3: the cancer syndromes caused by mutations of genes that are directly
involved either in DNA damage recognition, repair and signaling pathway or in the
cell cycle checkpoint control. The gene mutations that cause these syndromes may be
homozygous, heterozygous or de novo, which explains why their prevalence can be lower
than the syndromes from Category 2. One of the most representative examples of such
syndromes are the PROS syndromes. Their associated radiosensitivity is moderate but
significant (30% < SF2 < 60%) [4,5]. Again, all these gene products are substrates of ATM
and may localize in the cytoplasm when mutated [12,13]. How can the misrepaired DNA
damage be generated and propagated with such gene mutations?

Altogether, these categories raise the question of gene mutations that would lead to
two concomitant but distinct molecular and cellular consequences, one in DNA damage
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recognition and repair and the other in cell cycle checkpoint control. Throughout the RI
ATM nucleoshuttling (RIANS) model that is now very documented [20], let us propose a
mechanistic model to integrate these three categories of syndromes in a unique explanation.

6.3. The ATM Nucleoshuttling Model: A Possible Explanation for Carcinogenesis?

While the upstream action of the ATM protein in the predominant DNA damage
repair and signaling pathways, notably in NHEJ, suggests a nuclear sublocalization, some
authors have reported that ATM is also a cytoplasmic protein [22,243–245]. By analyzing
hundreds of fibroblast cell lines derived from cancer patients eliciting a large spectrum
of post-radiotherapy radiosensitivity, it appears that IR triggers a drastic change in the
subcellular localization of ATM. As evoked above, in quiescent cells, after exposure to IR,
the cytoplasmic ATM dimers dissociate as ATM monomers and diffuse in the nucleus. Once
in the nucleus, ATM monomers phosphorylate H2AX histone protein (γH2AX), which
triggers the activation of NHEJ [20–22]. However, in the nucleus, ATM monomers also
phosphorylate some other ATM substrates such as MRE11 (which limits the nuclease activ-
ity of the RAD50–MRE11–NBS1 complex evoked above) and CHK1 and CHK2 proteins
(which trigger cell cycle arrest in G2/M and G1, respectively) [15,20]. Nevertheless, in
cells that show moderate but significant radiosensitivity, RIANS is delayed by the overex-
pression of cytoplasmic substrates of ATM, which sequestrate the RI ATM monomers in
the cytoplasm. Such a model was confirmed by both immunoblots and proximity ligation
assays [20,21,246]. These ATM substrates, called X-proteins, are generally the proteins mu-
tated specifically in the syndrome considered [5,8,18,20,21] (Figure 3). Hence, the RIANS
model integrates the hypothesis that two distinct biological functions may be impaired as
discussed in Section 1.3. A mutation of an X-protein may lead to: (1) the impairment of its
intrinsic biological function as a single protein, and (2) the impairment of some biological
functions caused by the X-protein as a cytoplasmic ATM substrate.

Figure 3. Schematic representation of the RIANS model in radioresistant cells. A rapid RIANS leads
to the ATM-dependent recognition of all the DSB induced by IR via the NHEJ pathway, their complete
repair, and phosphorylation of the CHK proteins that induce G1/G2 arrest.

Hence, the RIANS model permits to revisit the three categories of cancer syndromes
defined above by providing a relevant unified model.

Category 1: Two subcategories can be considered. In the first one, mutations of
crucial genes directly involved in the DNA damage recognition, repair and signaling
that do not result in an embryonic state (such as ATM and LIG4 mutations) produce
a level of misrepaired DNA breaks and genomic instability that is so high that it also
produces mutations in some other genes involved in the cell cycle checkpoint control.
The spontaneous (p14; q11) chromosome exchanges currently observed in ATM-mutated
cells are a representative example of cytogenetic events that may concern more than one
gene [32,33,247]. In other terms, in this category of cancer syndromes, the initiation and
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promotion steps may occur concomitantly [4,18]. This is notably the case of ATM- and LIG4-
mutations (Figure 4A and Table 1). In the second subcategory, the mutations of less crucial
DNA damage recognition and repair genes may result in high cytoplasmic expression of the
gene products (as X-proteins). Such expression of X-proteins may lead to delayed RIANS,
which limits DSB recognition through incomplete γH2AX phosphorylation and G2/M
and G1 arrests through incomplete CHK1 and CHK2 phosphorylation. Hence, in this
subcategory, the mutated protein, as an impaired contributor of DNA damage recognition
and repair, favors errors formation, while the mutated protein, as an X-protein, delays
the RIANS, which favors their propagation via impaired phosphorylation of cell cycle
checkpoint control proteins. This is notably the case of some XPD mutations (Figure 4B,
Table 1).

Figure 4. Schematic representation of the RIANS model in cells from Category 1 cancer syndromes.
(A) First subcategory: Mutated genes are crucial for DNA damage recognition and repair. In this
case, the genomic instability is so high that some spontaneous mutations may also affect cell cycle
checkpoint control. (B) Second subcategory: Mutated genes are involved in DNA damage recognition
and repair but are not crucial. The encoded proteins are X-proteins. The RIANS is delayed by the cy-
toplasmic overexpression of X-proteins, and few ATM monomers enter in the nucleus. Consequently,
CHK proteins are not phosphorylated, and therefore G1/G2 arrests are impaired.



Cancers 2022, 14, 6141 17 of 30

Table 1. Molecular and cellular features of the major syndromes associated with both cancer and individual radiosensitivity.

Cancer Syndrome
Category

Gene Protein
Involvement

in DNA Repair
Involvement in Cell

Cycle Checkpoint
Syndrome Type of Cancer SF2 (%)

Category 1

ATM ATM X - Ataxia Telangiectasia Leukemia/Lymphoma 1–5

ATR ATR X - Seckel Syndrome Leukemia 40–50

LIG4 DNA Ligase 4 X - LIG4 syndrome Lymphoma 2–6

XRCC4 XRCC4 X - Microcephalic Primordial
Dwarfism - nd

Art/DCLRE1C Artemis X - Artemis Syndrome Lymphoma 30–50

XLF/Cernunnos XLF/Cernunnos X - Cernunnos Syndrome Lymphoma 30–50

RAG1 and RAG2 RAG1 and RAG2 X - Omenn Syndrome Hepatocarcinoma 30–50

NBS NBS1 X - Nijmegen Syndrome Lymphoma 5–9

MRE11 MRE11 X - Ataxia–Telangiectasia-Like
Disorder Diverse 15–30

RAD50 RAD50 X - Nijmegen Breakage
Syndrome-Like Disorder Lymphoma 15

XPA to XPG XP-A to XP-G X - Xeroderma Pigmentosum Brain and/or skin 15–30

BLM/RECQL2 BLM X - Bloom Syndrome Sarcoma 15–40

WRN/RECQL3 WRN X - Werner Syndrome Sarcoma 20–55

RTS/RECQL4 RTS X - Rothmund-Thompson Sarcoma 30–50

MMR
(hMLH1, hMSH2,
hMSH6, hPMS2)

MMR
(MLH1, MSH2, MSH6,

PMS2)
X -

Human Non-Polyposis
Hereditary Colon Cancers

Syndrome or Lynch Syndrome

Colon, endometrial, ovarian,
stomach, small intestine, liver, upper

urinary tract, brain,
and skin cancers

30–50

hMSH2 MSH2 X - Turcot Syndrome Brain
and colon 21–30

APC APC X - Gardner Syndrome and Turcot
Syndrome

Diverse for Gardner
and CNS tumors for Turcot 18–30
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Table 1. Cont.

Cancer Syndrome
Category

Gene Protein
Involvement

in DNA Repair
Involvement in Cell

Cycle Checkpoint
Syndrome Type of Cancer SF2 (%)

Category 2

PI3KCA PI3K - X PROS Syndromes Skin, vasculature,
bones, brain 35–40

AKT1 AKT - X Proteus Syndrome Diverse nd

PTEN PTEN - X Cowden Disease Breast cancer nd

CHK2 CHK2 - X - Prostate, colon,
lung, thyroid, and breast cancer nd

BRCA1 BRCA1 - X Inherited Breast Cancer, Ovarian
Cancer

Inherited breast cancer, ovarian
cancer 30–50

BRCA2 BRCA2 - X
Inherited Ovarian Cancer

and
Male Breast Cancer

Inherited ovarian cancer
and

male breast cancer
20–40

FANC FANC - X Fanconi Anemia Leukemia
and breast cancer 15–40

RB1 pRB - X Retinoblastoma Syndrome Retina cancer 25–35

p53 p53 - X Li-Fraumeni Diverse 20–50

Category 3

NF1 NF1
(neurofibromin 1) - - Neurofibromatosis type 1

Syndrome

Benign optic nerve tumor and
neurofibrosarcomas, astrocytoma

and rhabdomyosarcoma
15–35

NF2 NF2 (schwannomin or
merlin protein) - - Neurofibromatosis type 2

Syndrome
Nervous system and schwannomas,

meningiomas and ependymomas 12–30

TSC1 Hamartin protein - - TSC Syndrome
Angiofibromas, astrocytomas, renal
angiomyolipomas and pulmonary

lymphangioleimyomatosis
15–30

TSC2 Tuberin - - TSC Syndrome
Angiofibromas, astrocytomas, renal
angiomyolipomas and pulmonary

lymphangioleimyomatosis
nd

Nd: not determined.
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Category 2: Mutations of genes directly involved in the cell cycle checkpoint control are
generally heterozygous mutations and are associated with a high expression of cytoplasmic
forms of the protein. This is notably the case of PI3KCa [161], p53 [201,222], or pRB
proteins [24]. These abundant cytoplasmic X-proteins contribute to sequestrate the ATM
monomers and therefore lead to a decrease in the flux of ATM monomers entering in the
nucleus. Consequently, less DSB are recognized by NHEJ, and the number of misrepaired
DSB increases. Hence, in this category, the mutated protein, as an X-protein, delays the
RIANS, which favors error formation, while the mutated protein, as an impaired contributor
to cell cycle checkpoint control, favors their propagation (Figure 5A and Table 1).

 

Figure 5. Schematic representation of the RIANS model in cells from Category 2 and 3 cancer
syndromes. (A). Category 2: Mutated genes are involved in cell cycle checkpoint control. The
encoded proteins are X-proteins. The RIANS is delayed by the high cytoplasmic expression of X-
proteins, and few ATM monomers enter into the nucleus. Consequently, few DSB are recognized by
NHEJ and therefore may be misrepaired. (B). Category 3: Mutated genes are directly involved either
in DNA damage recognition and repair or in the cell cycle checkpoint control. The encoded proteins
are X-proteins. The RIANS is therefore delayed by the cytoplasmic overexpression of X-proteins, and
few ATM monomers may enter into the nucleus. Consequently, few DSB are recognized by NHEJ and
therefore may be misrepaired. Furthermore, CHK proteins are not phosphorylated, and therefore,
G1/G2 arrests are impaired.

Category 3: Mutated genes that are directly involved either in DNA damage recog-
nition and repair or in the cell cycle checkpoint control may also be associated with high
cancer proneness if they are X-proteins. Their heterozygous mutations are responsible
for their high expression in the cytoplasm. Thus, as described above, the resulting se-
questration of RI ATM monomers contributes to reducing the flux of ATM monomers in
the nucleus, to decreasing the DSB recognition by NHEJ and to increasing the number of
misrepaired DSB. In addition, a delayed RIANS may also decrease the phosphorylation
of CHK1 and CHK2 by ATM in the nucleus, which may impair the G2 and G1 arrests,
respectively (Figure 5B, Table 1).

6.4. What Are the Limits of the Validity of the RIANS Model?

All the genes whose mutations that cause cancer and radiosensitivity syndromes
show SQ/TQ domains: they have been identified or considered as phosphorylation ATM
substrates and may present cytoplasmic forms, at least, when mutated, suggesting that
the RIANS model may unify the three categories of syndromes defined above. However,
the validity of our model should be discussed in three specific conditions of irradiation, at
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least: the influence of cell cycle, the effect of linear energy transfer (LET) and the influence
of low dose, which all may act in cancer proneness and radiosensitivity.

In the frame of the RIANS model, all the DNA damage is supposed to be induced in
the G0/G1 phase. In this specific cell cycle phase, the NHEJ repair pathway is predominant.
In these conditions, the propagation of errors is mostly conditioned to the impairment
of G1/S arrest to reach the G2/M phase. By contrast, the RIANS model is not relevant
for the G2/M cells since ATM nucleoshuttling does not exist in this phase. Hence, the
model proposed here may be completed with mechanisms describing the fate of the DNA
damage when induced during the G2/M phase. In this phase, the HR repair pathway
is predominant. More specifically, the role of HR to manage the DNA breaks generated
by IR in the G2/M phase should be integrated into the RIANS model together with the
HR/NHEJ balance that may be dependent on ATM but also on ATM substrates such as
MRE11 or BRCA1 [49].

LET is an important factor influencing both cancer induction and radiosensitivity. The
RIANS model has been shown to be relevant whatever the LET value. Particularly, the
spatial and density distribution of the energy depositions that occur after irradiation is
specific to each particle or rays. Notably, the spatial and density distribution of the energy
deposition conditions the level of oxidative stress that causes RI ATM monomerization in
the cytoplasm and RI DNA breaks in the nucleus. Hence, the ratio between the number of
ATM monomers and that of RI DSB directly depends on the LET value and therefore on the
corresponding clinical consequences [248]. However, further experiments are needed to
verify whether RI cancer risk and radiosensitivity observed clinically may be predicted by
in vitro experiments performed with RIANS biomarkers.

The fact that low doses of IR (namely lower than 0.5 Gy) may cause cancer is an
important question that has been debated for several decades [249]. The RIANS model
has been validated at low doses and provides a biological explanation for hormesis and
hypersensitivity to low doses phenomena [250,251]. Furthermore, the RIANS biomarkers
have already been validated with two scenarios of CT exams [252,253]. The ratio between
the number of ATM monomers and that of RI DSB evoked above with the LET is also an
important feature to predict the risk of low doses. For example, while the number of RI DSB
is directly proportional to the dose, the number of ATM monomers depends on the amount
of X-proteins present in the cytoplasm and therefore on the individual factor. Again, the
model of cancer proneness and radiosensitivity proposed in this review must be verified
and documented in different irradiation conditions involving low doses to better evaluate
the risk of RI cancer and toxicity for each of the genetic syndromes reviewed here.

7. Conclusions

This review aimed to survey the major cancer and radiosensitivity syndromes. One
of the first conclusions is that the proteins whose mutations are responsible for these
syndromes are all phosphorylation substrates of ATM and may present cytoplasmic forms
when mutated. The ATM kinase therefore appears at the crossroads of the molecular and
cellular bases of cancer proneness and radiosensitivity.

The impairment of the ATM-dependent DNA damage recognition, signaling and repair
may cause misrepaired DNA damage that may be either endogenous (e.g., spontaneous
DNA breaks) or exogenous (e.g., from the environment). Their formation can be considered
as an initiation step in carcinogenesis.

The impairment of the ATM-dependent cell cycle checkpoint control: impaired G2/M
and/or G1 arrests may contribute to the propagation of the errors described above. This
step can be considered as a promotion step in carcinogenesis.

While these two requirements involve two different functions that should be both
impaired, our review shows that the major cancer and radiosensitivity syndromes are
caused by one mutation in a single gene. In the frame of the RIANS model, a given protein
may ensure its own intrinsic function but may also play additional biological role(s) as
a cytoplasmic ATM substrate (called X-protein). Hence, whether spontaneously or after
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oxidative stress (such as exposure to IR), the flux of ATM monomers from the cytoplasm
to the nucleus may be delayed by X-proteins, which may cause impairments of both
recognition and repair of DSB via NHEJ and in cell cycle checkpoint control via a limited
phosphorylation of CHK1 and/or CHK2 proteins. Such a model appears relevant for the
three categories of the major cancer and radiosensitivity syndromes. However, further
experiments are needed to better document and consolidate such hypotheses, especially in
specific conditions of irradiation.
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Simple Summary: We reviewed the influence of time, energy and space factors in-14
volved in any anti-cancer radiotherapy approach with regard to the recent advances 15
in radiobiology.16

Abstract: Since the first documented attempt of an anti-cancer radiotherapy (RT) 17

performed by Victor Despeignes in 1896, the time, energy, space and dose appeared 18

to be crucial factors to design the most efficient treatment to kill tumor while sparing 19

healthy tissues. Indeed, time (through dose hypo/hyper-fractionation, dose repetition 20

and dose-rate effects), energy (to reach deep tumors with particles and deliver the 21

maximal dose in tumor) and space (through a more precise tumor targeting and by 22

avoiding abscopal and bystander effects) are still contributing together to develop 23

new RT modalities and personalized treatment. However, these major factors have 24

not been investigated, understood and introduced in the RT planning with the same 25

success all along the history of radiation oncology and biology. Here, we reviewed 26

the impact of time, energy and space factors on the radiobiological events, associated 27

with the current RT modalities by considering the most recent features of the 28

individual response to ionizing radiation. 29

Keywords: radiotherapy; time factor; energy factor; space factor; ionizing radiation;30
radiation 31

1. Introduction32

Less than 6 months after the discovery of X-rays by Roentgen [1], Victor Despeignes 33

described the first documented radiotherapy (RT) attempt against the tumor of his neighbor34
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[2,3] : between the 4th and the 22nd of July, 1896, he applied a daily bi-fractionated exposure 35 

of X-rays, by placing the Crookes tube some centimeters above the tumor [2-6]. The physical 36 

features of this historical RT were necessarily limited by the technical constraints at that 37 

time. As an example, the X-rays were soft and their energy was lower than 40 kV [7,8]. 38 

Furthermore, the design of the treatment obeyed more practical considerations and 39 

intuition than scientific reasoning. As an example, the daily bi-fractionated treatment, 40 

applied early in the morning and late in the evening was probably chosen because it 41 

permitted Despeignes to visit his other patients during the day, like he usually did. In 42 

addition, this treatment schedule may also have been inspired from a protocol applied in 43 

March 1896 on animals suffering tuberculosis at the University of Lyon, France, by the 44 

former Despeignes‘s colleagues [2,9].  45 

Whatever the justification of the design of this first RT attempt, one can reasonably 46 

consider that time (through hypo- or hyper-fractionation of the dose), energy (to reach deep 47 

tumors) and space (for a more precise tumor targeting), are, with the radiation dose, the 48 

major factors characterizing any RT. However, despite more than one century of 49 

technological advances, these major factors have not been investigated, understood and 50 

introduced in the RT planning with the same success all along the history of radiation 51 

oncology and biology [10] : time, energy and space factors still raise a number of biological 52 

and clinical questions [11] (Fig. 1). 53 

 54 

Figure 1: Schematic illustration of the role of time, energy, space and dose factors in RT.  55 
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In parallel with the technological advances in radiation oncology, some new notions 56 

have emerged in radiation biology. In 2016, from one of the largest collection of cells from 57 

patients suffering from a wide spectrum of radiosensitivity [12], we have proposed a 58 

unified mechanistic model of individual response to radiation, relevant for both healthy 59 

tissue and tumor cells. [13]. Particularly, this model is based on the radiation-induced (RI) 60 

of nucleoshuttling of the ATM protein (RIANS), and integrates dose, time, energy and space 61 

factors through the following steps : 1) the oxidative stress due to ionizing radiation (IR) 62 

triggers the monomerization of the ATM dimers, mostly localized in cytoplasm and the 63 

induction of DNA damage, notably DNA double-strand breaks (DSB) , both in a linearly 64 

dose-dependent manner; 2) the ATM monomers diffuse in nucleus, phosphorylate the 65 

H2AX histone variant (γH2AX) which triggers recognition and repair of the RI DSB [13]. 66 

Any delay in the RIANS may cause radiosensitivity (RI adverse tissue reactions), 67 

radiosusceptibility (RI cancers) and/or radiodegeneration (RI accelerated aging) [14,15]. The 68 

RIANS model is one of the rare mechanistic models of radiobiology that provides relevant 69 

biological interpretation of the linear-quadratic (LQ) model that, since the 1970s, 70 

empirically links dose to clonogenic cell survival [16]. Furthermore, the RIANS model has 71 

permitted to better explain some effects specific to low-dose, like the hypersensitivity to 72 

low dose [16], the adaptive response [17] and the hormesis [18] phenomena and the 73 

relationships between linear energy transfer (LET) and relative biological efficiency (RBE) 74 

[19]. More recently, we investigated the mechanisms of bystander effect, that gathers the 75 

radiobiological effects occurring on non-targeted cells situated at the close vicinity of 76 

irradiated cells: the role played by RIANS in the bystander effect was highlighted [20]. 77 

Here, throughout an historical approach, we reviewed the impact of time, energy and 78 

space factors on the radiobiological events, associated with the current RT modalities and 79 

their roles in the bases of the RIANS model.  80 

 81 

 82 

 83 
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2. The time factor in radiobiology and in RT 84 

2.1. Time factor in radiobiology: focus on DNA damage repair and cell proliferation rates 85 

There are two major areas in radiobiology in which the time factor may impact 86 

significantly on tumor killing (Fig. 2):  87 

- DNA damage recognition and repair rate: the individual response to IR is strongly depend-88 

ent on the RI DNA damage recognition and repair [21-23]. A period of time post-irradi-89 

ation permits cells to recover from the RI injuries, whatever healthy tissues or tumors. 90 

One of the major aims of anti-cancer RT strategy is therefore to favour DNA damage 91 

repair in healthy tissues while preventing it in tumors. However, the differences be-92 

tween the RI DNA damage recognition and repair rates in healthy tissues and in tu-93 

mors are not necessarily large, which may explain some failures of some RT approaches 94 

[14](Fig. 2).  95 

- Proliferation rate: Post-irradiation time also permits cells to proliferate. Still to date, 96 

some authors cite the Bergonié and Tribondeau’s law to justify the whole strategy of 97 

RT. Published in 1906, the Bergonié and Tribondeau’s law has long suggested that the 98 

most proliferative tissues were the most radiosensitive. However, a considerable num-99 

ber of data have shown that tumors are not necessarily more radiosensitive than 100 

healthy tissues and that the proliferation rate is not correlated to radiosensitivity [24,25]. 101 

Furthermore, let’s recall that, for a given individual, there is no correlation between the 102 

radiosensitivity of healthy tissues and that of his tumor [14]. In parallel, to increase the 103 

dose to the tumor may ensure a durable cell cycle arrest, which may limit the metastasic 104 

process. However, again, high doses may affect healthy tissues and lead to severe tis-105 

sue reactions post-RT (see next paragraphs) (Fig. 2). 106 

- Tissue reactions and immunoresponses : once cell cycle arrest and cellular death pathways 107 

are triggered, the first cell debris may be observed at the tissue scale. At this step may 108 

begin the immunological response to radiation with pro- and anti- inflammatory cyto-109 

kines. This step is notably particularly important in the frame of the acute radiation 110 

syndrome [26,27] (Fig. 2). 111 
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 112 

Figure 2: Schematic illustration of the time factor in radiobiology 113 

 114 

2.1.1 Time and DNA damage  115 

IR induce a large spectrum of biochemically different DNA damage that are characterized 116 

by specific induction, recognition and repair rates. A dose of 1 Gy of high energy X- or γ-rays 117 

simultaneously produces about 10,000 base damage (BD), 1000 DNA single-strand breaks (SSB) 118 

and 40 DSB per cell. About 50% BD, SSB and DSB are repaired in 5-10 min, 10-20 min and 50-60 119 

min, respectively. The simultaneous production of such various DNA damage by radiation 120 

leads to specific events in a complex choreography (Fig. 2):  121 

- BD are not repaired as such but "excised", i.e. transformed into SSB [28,29]. Normally, this 122 

process takes about a few minutes to a few tens of minutes, according to the genetic status of 123 

irradiated cells. The analysis of the formation of RI SSB reveals 2 waves of SSB production: the 124 

formation of SSB induced immediately post-irradiation and the formation of SSB resulting from 125 

the excision of BD that occurs few minutes post-irradiation after the direct RI production of SSB 126 

[30] (Fig. 2). 127 

- When SSB, whether resulting from the excision-resynthesis process or from a direct ionisa-128 

tion, are too numerous on DNA, some DSB can be created indirectly. Theoretically, one DSB can 129 

be produced if two SSB are present on each strand at a distance lower than 50 bp. However, this 130 

scenario occurs only in two situations : after doses of the order of MGy (i.e. in non-realistic 131 

conditions) [31] or when an hyper-recombination process occurs. The hyper-recombination process 132 

reflects a lack of control of SSB and DSB repair. It can produce large numbers of SSB and DSB 133 

during a very rapid time interval (some minutes). Hyper-recombination has been systematically 134 
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observed in the cells from patients showing genomic instability and strong predisposition to 135 

cancer such as familial predispositions to breast cancer, Fanconi anemia or Bloom syndrome 136 

[15,32,33]. The hyper-recombination may be stimulated by irradiation [14]. Interestingly, by us-137 

ing an alkaline elution technique, some authors have described multiphasic kinetics of DNA 138 

damage repair with the production of direct SSB, the indirect SSB and thereafter the direct and 139 

indirect DSB [30]. 140 

Another consequence of the production SSB is the chromatin decondensation since the presence 141 

of strand breaks can perturb the scaffold organization of DNA. It is noteworthy that such con-142 

tribution to the biological dose does not appear in the measurement of the physical dose. The 143 

extent of the chromatin decondensation is proportional to the number of SSB, and therefore to 144 

the dose. [14,34]. The two waves of SSB induction trigger two successive decondensations post-145 

irradiation. Consequently, when SSB repair is not complete or chromatin is still decondensed, a 146 

second dose of radiation may produce more DNA damage than the first one because of an en-147 

hanced accessibility of radiation to chromatin [34] (Fig. 3): 148 

- If Δt is lower than one second: no significant repair of any type of RI DNA damage can 149 

occur during Δt: the dose repetition effect is negligible and the biological effect is equivalent 150 

to a single dose corresponding to the sum of the two doses [34]. 151 

- If Δt is of the order of second, the functionality of BD repair is crucial and a supra-additive 152 

dose repetition effect may occur in cells from patients deficient in the excision-resynthesis 153 

pathway (i.e. photosensitive or sensitive to chemotherapy drugs inducing BD (eg: inhibi-154 

tors of PARP)) [34]. 155 

- If Δt is of order of minute, the functionality of the repair of SSB is crucial and a supra-156 

additive specific dose repetition effect may occur in cells from patients showing hyper-re-157 

combination, (i.e. predisposed to cancer or sensitive to chemotherapeutic drugs inducing 158 

SSB (eg: bleomycin, cisplatin)) [34]. 159 
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- If Δt is of the order of hour, the functionality of the repair of DSB is crucial and a supra-160 

additive specific dose repetition effect may occur in cells from patients associated with de-161 

fects in repair of the DSB (i.e. suffering from moderate to strong radiosensitivity or sensitive 162 

to chemotherapy drugs inducing DSB (eg: doxorubicin)) [34]. 163 

- If Δt is higher than 24 h, all the types of repairable RI DNA damage are repaired: the dose 164 

repetition effect is generally additive, according to the individual radiosensitivity. Interest-165 

ingly, current RT sessions are generally separated by 24 h or more, for obvious practical 166 

reasons whether the anti-tumor treatment is hypo- or hyperfractionated (Fig. 3). Such su-167 

pra-additivity is valid whatever the cell cycle phase [35]. For example, cells pre-irradiated 168 

in G2 were shown to elicit an excess of DSB after a second dose [36]. This explanation, how-169 

ever, remains closely related to the SSB repair rate and can become very complex because 170 

of its dependence vis-à-vis the dose and the genetic status [37,38]. Applying a second dose 171 

during or between these two decondensations can therefore produce different effects. In 172 

patients whose cells are defective in certain steps of the BD excision-resynthesis repair path-173 

ways, the chromatin remains decondensed longer, thus worsening the severity of the RI 174 

DNA damage induced by the second dose. It should be noted that the genetic statuses cor-175 

responding to a dysfunction of excision-resynthesis are generally associated with photo- or 176 

chemosensitivity but generally not with strong radiosensitivity [14,39]. 177 

- With regard to DSB, as said above, about 50% of the RI DSB are generally repaired in about 178 

1h post-irradiation in radioresistant cells with a completed repair expected at 24 h post-179 

irradiation. By contrast, in radiosensitive cells, whether normal or tumor ones, the repair 180 

half-life of DSB can reach 4-8 h [35,40]. Reports about repeated doses separated by 24 h 181 

showed a linearly-dose-dependent accumulation of unrepaired DSB in radioresistant cells 182 

while the effect, strongly dependent on individual radiosensitivity, may be supra-additive 183 

if the interval is lower than 4 h [39]. 184 

Hence, by considering Δt, the time interval between two doses [39], the major potential dose 185 

repetition effects are summarized in Fig 3. 186 
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 187 

Figure 3: Schematic illustration of the major dose repetition effects. “D” indicates doses higher than 188 

1 Gy and “d” indicates lower doses.  189 

 190 

There are several examples of supra-additive effects observed when Δt is lower than 24 h. Par-191 

ticularly, the “W”effect observed during a pulsed radiotherapy and, even if they belong to the 192 

radiodiagnosis area, it was important to cite the dose repetition effects observed during mam-193 

mography screening conditions :  194 

- Using a linear electron accelerator capable of delivering pulsed irradiation, the Favaudon's 195 

group demonstrated in 1996 a tetraphasic effect (the “W” effect) resulting from the succes-196 

sion of 2 doses of the order of Gy spaced with time intervals of the order of a second to a 197 

minute. The intensity of the effect strongly depends on the cell line. In addition, the status 198 

of PARP and the organization of chromatin may condition the existence or intensity of the 199 

W effect, in accordance with our conclusions mentioned above [41,42]; 200 

- The most current mammographic screening views are based on the repetition of two 201 

face/profile views separated by few minutes. These conditions (namely 2 mGy + 3 min + 2 202 

mGy) applied to human mammary epithelial cells resulted in two phenomena [43] :  203 

 Low and repeated dose (LORD) effect: if Δt is insufficient to allow DNA damage repair 204 

between the two doses, RI DNA breaks induced by the first dose cause chromatin de-205 

condensation and the second dose produces more DNA breaks: consequently, 2 mGy 206 



Cancers 2023, 15, x FOR PEER REVIEW 9 of 33 
 

 

+ 3 min + 2 mGy produces more SSB and DSB than a single dose of 4 mGy. The LORD 207 

effect concerns all the cells whatever their radiosensitivity. 208 

 Low-dose-induced additional breaks (LADI) effect: in cells providing from patients 209 

predisposed to cancer, hyper-recombination process is stimulated by the first and the 210 

second dose and leads to the production of additional DNA strand breaks. As a result, 211 

combined to the LORD effect, cells from patients predisposed to cancer 2 mGy + 3 min 212 

+ 2 mGy produces much more SSB and DSB than a single dose of 4 mGy than in cells 213 

from patients at low risk. 214 

 215 

2.1.2 Time and cell proliferation 216 

Unlike a current belief and misinterpretation about proliferation rate, it must be stressed 217 

that cells do not stop their cell cycle to repair RI DNA damage: as specified above, the time 218 

scales of the RI DNA damage induction and repair processes range between minutes and some 219 

hours while that of cell cycle arrests range between some hours and some days [14]. In fact, the 220 

duration of the cell cycle arrests (notably in G2/M) are generally proportional to the dose and/or 221 

to the yield of unrepaired DNA damage. About 1 h after irradiation, all the BD and SSB and the 222 

majority of DSB are repaired already while the proteins that trigger the cell cycle are not yet 223 

activated [14]. Indeed, flow cytometry experiments do not show significant arrests in G1 or G2 224 

after a few minutes post-irradiation [14]. The phosphorylation of proteins involved in cycle 225 

arrest and then cell death is in fact conditioned by the phosphorylation of the proteins involved 226 

in the DNA damage recognition and repair steps [44] For example, the phosphorylation of the 227 

proteins CHK1, CHK2 or p53 that triggers the arrests in G2 and G1, respectively, is observed a 228 

few hours after the phosphorylation of H2AX [33,44]. 229 

 230 

2.2. The time factor in RT: focus on the hypo-fractionated and FLASH RT 231 

2.2.1 Differences between hypo- and hyper-fractionation 232 

To spare healthy tissues by a fractionation of the total dose is one of the funding ideas of 233 

RT [2]. This idea was notably shared by the pioneer of radiation, Leopold Freund, from Wien, 234 

Austria [45]. During the first decade of the 20th century, numerous anti-cancer RT modalities 235 

were applied to various tumors but the World War I delayed any consensus approach. From 236 
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the 1920s to the 1930s, some other pioneers, in particular the “French school” at Institut Curie 237 

(Paris, France) led by Regaud, Coutard and Del Regato, showed that hypofractionation might 238 

lead to severe tissue reactions: they promoted hyperfractionated treatment delivering the dose 239 

for a longer period of time. They were opposed to the “German school” led by Holzknecht and 240 

Wintz that preferred to apply high doses in a short period of time [7]. Particularly, Coutard 241 

suggested that high doses per fraction should be avoided because they cause severe injuries to 242 

the connective tissues [46]. In other terms, clinicians should protract the treatment duration to 243 

spare healthy tissues while increasing the dose per fraction to kill tumor. Progressively, the 244 

early and late post-radiotherapy tissue reactions were more and more documented and 245 

standard or, at least, current hyper-fractionated treatments were progressively defined for all 246 

the types of tumors. In 1967, Ellis proposed a formula defining the nominal standard dose (NSD)  247 

[47,48]: 248 

                           = . .          (1) 249 

in which N is the number of fractions, T is the time in days between the first and the last session 250 

and D is the total absorbed dose delivered. Many variants derived from this formula[49]. 251 

Unfortunately, while the NSD formula have had a significant influence on clinical practice and 252 

was successful in prediction of isoeffective regimens for early RI tissue reactions, it dramatically 253 

failed in the prediction of severe RI late tissue reactions after large dose per fraction. 254 

Progressively, the use of the α and β parameters of the linear quadratic (LQ) model (Equation 255 

(2)) permitted a better approach to guide clinicians in their choice of the dose fractionation 256 

regimen [50] :  257 

                       S = exp(-αD-βD2)                                 (2) 258 

in which S is cell survival, D the dose and α and β, some adjustable parameters. Generally, α 259 

and β values for human tumors range from 0.1 to 1.5 Gy-1 and from 0.001 to 0.25 Gy-2, 260 

respectively. The highest α-values correspond to the highest radiosensitivity. The highest β-261 

values correspond to the most shouldered survival curves and a moderate radiosensitivity [16]. 262 

The α/β ratio is the dose at which the linear αD and the quadratic βD2 components cause the 263 

same amount of cell killing. Hence, the extended LQ theory said that the higher the α/β ratio is, 264 



Cancers 2023, 15, x FOR PEER REVIEW 11 of 33 
 

 

the more linear the cell survival curve. Tumors with high α/β ratio (>10 Gy) are considered as 265 

early responding and are particularly radiosensitive: anti-tumor radiotherapy can be efficient 266 

with 1.8-2 Gy per fraction but hyper-fractionation should help in sparing healthy tissues. In the 267 

case of tumors with α/β ratio of around 3-5 Gy that are considered as late responding, the dose 268 

per fraction should be increased since they are more radioresistant. This is the case of melanoma, 269 

sarcoma and prostate cancer. 270 

To elaborate new anti-cancer strategies to treat tumors of low α/β ratio has relaunched the 271 

debate about dose hypofractionation with stereotactic technologies that permit to target tumor 272 

more precisely. Particularly, stereotactic body radiation therapy (SBRT) is based on a robotic 273 

system delivering many independent and non-coplanar beams (usually a hundred beams) 274 

converging to the tumor with sub-millimetric accuracy, under continuous X-ray image 275 

guidance [51,52]. During one SBRT session, the targeted tumor is generally exposed to a hyper-276 

fractionation of low doses of the order of cGy. Since some minibeams may overlap the same 277 

regions of the targeted tumor, a SBRT session may finally result in some repeated low doses 278 

separated by some seconds to some minutes (Fig. 3). Interestingly, the hypersensitivity to low 279 

dose (HRS) phenomenon can occur in these conditions of irradiation. Let’s remind that the HRS 280 

phenomenon may result in enhancing the effect of low dose to an effect equivalent to a dose 5 281 

to 10 times larger [16,53,54]. In a study submitted recently, we have shown that SBRT is 282 

particularly more efficient with HRS-positive tumors (Pêtre et al. submitted). In this particular 283 

case, the dose and time factors may converge to a very specific over-kill dose repetition effect 284 

(Fig. 3). 285 

 286 

2.2.2 The FLASH RT  287 

Another way to exploit the time factor in RT is to vary the dose-rate of the treatment. Low-288 

dose rates (lower than some Gy/min) permit concomitant induction and repair of RI DNA 289 

damage and therefore a reduction of the RI cell killing. The great majority of RT approaches 290 

have been performed at dose-rates of about some Gy /min. In parallel with the development of 291 

hypofractionated RT, the time factor has been also exploited by the use of ultrahigh dose-rate 292 
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(>40 Gy/s) RT called FLASH RT. Initially observed with electron accelerators, FLASH RT is now 293 

developed with protons, which raised the question about the energy factor discussed below [55]. 294 

However, while the radiobiological mechanisms of FLASH RT are not fully understood, it has 295 

provided encouraging results “from bench to bedside”. In 1950s-60s, some studies reported that 296 

cells irradiated at ultra-high dose-rate exhibited a better survival compared with conventional 297 

dose-rate, with both X-rays [56,57] and electrons [58]. Extrapolated from non-tumor cells, these 298 

data suggested a potential benefit in anti-tumor RT. However, the FLASH effect was not 299 

explored in malignant tissues and fell into oblivion for almost 50 years. 300 

In 2014, Favaudon et al significantly documented the FLASH effect by irradiating mice lung 301 

tumor and normal cells with electrons. The in vitro results showed that FLASH RT could reach 302 

the same anti-tumor efficiency as conventional RT (≤ 0.03 Gy/s), while decreasing inflammation 303 

and apoptosis in healthy tissues [59]. Later, the FLASH effect was confirmed in vivo, by 304 

protecting neurocognitive functions in mice [60] and by ensuring tumor control in 6 cats with 305 

locally advanced T2/T3N0M0 squamous cell carcinoma of the nasal planum [61]. Finally, in 2019, 306 

Bourhis et al performed the first FLASH RT in a human patient against a T-cell cutaneous 307 

lymphoma. A total dose of 15 Gy delivered in 90 ms led to transient grade 1 local toxicity, with 308 

complete tumor response after 5 months follow-up [62]. Interestingly, proton irradiation 309 

showed similar tumor control in two murine sarcoma models both with ultrahigh or standard 310 

dose rate, and also fewer severe toxicities leading to death or requiring euthanasia in mice, thus 311 

suggesting that FLASH effect may be independent of the particle used [55]. It is also noteworthy 312 

that FLASH RT should not exceed a certain total dose (around 30 Gy), or a minimal field size (8 313 

x 8 cm for instance), in order not to expose the patient to fibrosis and skin necrosis [61]. 314 

 315 

2.3 The time factor in the RIANS model 316 

2.3.1. The flux of ATM monomers 317 

The time factor is a basic feature of the RIANS model since it is introduced for both DSB 318 

recognition and repair times but overall for the time during which the ATM monomers reach 319 

and diffuse in the nucleus [13,16]. In a case of an exposure to a single dose, the presence of 320 
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specific ATM substrates overexpressed in cytoplasm (called X-proteins) may delay the RIANS 321 

and favour radiosensitivity, radiosusceptibility and/or radiodegeneration phenotypes [13,16].  322 

In radioresistant cells (group I; fast RIANS), the RIANS generally takes 10 min after 2 Gy to 323 

recognize all the RI DSB while cells showing moderate radiosensitivity (group II; delayed 324 

RIANS) may elicit an average delay of RIANS up to 1 h for a complete recognition. Hence, in 325 

the case of a dose repetition, if the Δt time interval between two doses is lower than several 326 

minutes, the RI effect can be considered as equivalent to that induced by a single dose equal to 327 

the sum of the two repeated doses, as already expected (see above; Fig. 3,4). Conversely, if the 328 

time interval between the two doses is longer than the half-life of the ATM protein (considered 329 

to be about 24h), the ATM monomers induced by the first dose that have diffused in the nucleus 330 

will not be active to participate to the recognition and repair of the DNA damage induced by 331 

the second one: the repeated dose effect becomes additive, again, in agreement with the above 332 

statements (Fig. 3, 4). In all the intermediate scenarios, with Δt higher than 1 s but lower than 24 333 

h, the ATM monomers induced by the first dose may participate differentially to the ATM-334 

dependent recognition and repair of the RI DNA damage. One of the most representative 335 

examples of the influence of RIANS on the final response after a dose repetition is the adaptive 336 

response phenomenon [17,63]. Indeed, in a d + Δt + D irradiation scenario, we have shown that, 337 

in certain conditions, the ATM monomers induced by d may help in recognizing the DSB 338 

induced by D, then producing a biological effect less deleterious than a single exposure to D [17] 339 

(Fig. 4). Similarly, we recently provided clues that, the succession of minibeams on an HRS-340 

positive tumor may reproduce several HRS phenomena and therefore drastically enhance the 341 

final response to SBRT (Pêtre et al., submitted). 342 

 343 

 344 

 345 

 346 

 347 
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 348 

Figure 4: Schematic illustration of a dose repetition effect in radioresistant (group I; fast RIANS, panel A) 349 

and radiosensitive (group II; delayed RIANS, panel B) cells. Each dose D contributes to produce ATM 350 

monomers (through monomerization of cytoplasmic ATM dimers and DNA damage. In the case of group 351 

II, some ATM-X-protein complexes may be formed, which reduces the final number of ATM monomers 352 

in the nucleus. Theoretical numbers of nuclear ATM monomers has been calculated for the indicated dose 353 

repetition scenarios for both radioresistant (panel C) and radiosensitive (panel D) cells from formulas 354 

developed in [16]. 355 

 356 

2.3.2 The RIANS model and the cell cycle checkpoints 357 

 As shown in previous works, the ATM kinase phosphorylates, in a hierarchical order, a 358 

number of proteins ATM substrates required for normal DNA damage recognition, repair, cell 359 

cycle control and cellular death signalling. The RIANS may condition the extent of recognition, 360 

repair and proliferation steps, strengthening the fact that the activation of the ATM kinase is a 361 

primum movens of the individual response to radiation [33,44]. Particularly, the cell cycle arrests 362 

observed at G1 and G2 have been shown to depend on the activity of the ATM kinase to 363 

phosphorylate CHK2 and CHK1 substrates that are mostly situated in cytoplasm. In other terms, 364 

the extent and the kinetic of the G1 and G2 cell cycle arrests after irradiation directly depend on 365 

the amount of the active ATM monomers, and therefore to the RIANS [33]. 366 
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2.3.3 The RIANS model, the α/β ratio and the dose hypo/hyperfractionation effects 367 

Finally, considering the importance of the α/β ratio in the dose hypo/hyperfractionation 368 

effects, it was necessary to examine whether andhow the RIANS model is linked to the LQ 369 

model. Interestingly, the RIANS model has provided a biological interpretation of the LQ model 370 

[16] : two types of lethal DSB are considered:  371 

- The α-type DSB, that are recognized by the ATM monomers in nucleus (presence of γH2AX 372 

foci; DSB managed by NHEJ) but that remain unrepairable (persistent γH2AX foci). The 373 

number of α-type DSB Nα was demonstrated to be proportional to the dose D with α, the 374 

proportionality coefficient: Nα = α D [16]. 375 

- The β-type DSB, that are not recognized by the ATM monomers in nucleus because of a delay 376 

or an absence of the RIANS (absence of γH2AX foci; DSB non-managed by NHEJ). The num-377 

ber of β-type DSB Nβ was demonstrated to be proportional to the square of the IR dose D 378 

with β, the proportionality coefficient : Nβ= β D2 [16]. 379 

The sum N(D) = Nα(D)+ Nβ(D) represents therefore the number of lethal DSB as a function of 380 

the dose whatever the origin of the lethality of the unrepaired DSB. In the frame of a Poisson 381 

probability, the expression of the clonogenic cell survival S fully corresponds to the formula of 382 

the LQ model (formula (2)). As a consequence, α/βD corresponds to the ratio between number 383 

of the DSB recognized by the ATM monomers (i.e. managed by NHEJ) and those non-384 

recognized by the ATM monomers. In other terms, at D = α/β, the numbers of DSB recognized 385 

by ATM and non-recognized are equal. Hence, the α/β ratio reflects the capacity of cells of 386 

recognizing DSB by the ATM monomers at a given dose D [16]. 387 

 388 

2.3.4 The RIANS model and the first hypotheses about the FLASH RT 389 

Since the RIANS model, and notably the flux of ATM monomers obeys dose- and time 390 

functions, the RIANS model is naturally regulated by the dose-rate. With regard to the ultra-391 

high dose-rate (FLASH RT), it is noteworthy that the RIANS model predicts a complete lack of 392 

DNA damage recognition and repair at high dose. In fact, if the dose is very high, the 393 

concentration of RI ATM monomers in the cytoplasm is so high that the probability of their 394 
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diffusion in the nucleus is lower than the probability of their re-association as ATM dimers [16]. 395 

Hence, no recognition and therefore no repair of DSB are possible in areas targeted by the ultra 396 

high dose rate. However, such effect should be limited in dose and surface by “space” effects 397 

like bystander and abscopal if additional DNA damage cover surrounding healthy tissues. 398 

Further investigations with FLASH radiotherapy are needed to confirm this hypothesis.   399 

 400 

3. The energy factor in radiobiology and in RT 401 

3.1 The energy factor in radiobiology 402 

At the molecular scale, each type of rays and particles induces a specific spectrum of energy 403 

micro-depositions in matter [31,64-67]. The major paradigm of the energy factor in radiobiology 404 

is that the denser the energy micro-deposition, the less repairable the resulting DNA damage. 405 

However, in the particular case of an irradiation with particles, the irradiation is not necessarily 406 

homogenous. Hence, some “hot” spots of ionization can occur, in which a considerable amount 407 

of energy yields different type of RI damage while some non-targeted areas may elicit very few, 408 

if any, RI DNA damage (Fig. 5A,B). Considering such spatial heterogeneity of the impacts, the 409 

specific question raised by an exposure to particles is the relevance of the average number of RI 410 

DNA damage per Gy per cell to predict the actual biological response to radiation.  411 

As said above, rays and particles produce three major types of DNA damage, BD, SSB and 412 

DSB. However, each type of RI DNA damage requires a minimal energy microdeposition to 413 

occur. Hence, 1, 10, and 100 eV/nm3 can cause one BD, one SSB and one DSB, respectively. 414 

Consequently, the relative proportion of BD, SSB, and DSB strongly depends on the total energy 415 

deposed and therefore on each type of radiation. For example, 1 Gy γ-rays simultaneously 416 

produces about 10000 BD, 1000 SSB and 40 DSB per human diploid cells whereas the same dose 417 

of alpha-particles produces less BD and more DSB because of a higher relative proportion of 418 

high-density microdepositions [67-70]. The relative proportion of BD, SSB, and DSB may impact 419 

on the DNA damage reparability. Indeed, one DSB surrounded by several SSB that decondense 420 

chromatin may increase its severity. By contrast, low SSB/DSB ratio is associated with fastly 421 
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repaired DSB [67,69-71]. The precise determination of the induction rate of each type of RI DNA 422 

damage is therefore required to better evaluate the dose response to a given type of radiation.  423 

At the cellular scale, to better quantify the importance of the energy factor, radiobiologists 424 

have used two important parameters: the linear energy transfer (LET) defined as the energy 425 

deposed on the track of a given particle and the relative biological efficiency (RBE) defined as 426 

the ratio of the radiobiological effect due to the given particle by comparison to an effect 427 

produced by X-rays [68,72]. The relationship between RBE and LET generally describes a 428 

pseudo-sigmoidal curve with 1) a plateau indicating no energy effect for the low-LET radiation 429 

up to 1 keV/μm, 2) an increasing part in which RBE increases linearly with LET, 3) a peak 430 

generally reached at around 100 keV/μm, and 4) a rapid decrease for higher LET values 431 

suggesting an “overkill” effect [68]. However, it has been shown that such RBE-LET relationship 432 

is obtained with radioresistant cells and that the shape of the RBE-LET curve may drastically 433 

vary with radiosensitivity but also with the molecular (e.g. number of unrepaired DSB) or 434 

cellular (e.g. cell survival at 2 Gy) endpoint chosen to calculate RBE [19]. 435 

 436 

3.2 The energy factor in RT 437 

To date, protons and carbon ions are the high-LET particles the most extensively used in 438 

RT. Energy lost by charged particles is inversely proportional to the square of their velocity. 439 

Hence, the energy of high-LET particles is generally deposed in the matter with the following 440 

sequence. First, high-LET ions enter tissues so fast that few ionizations are produced. Then, after 441 

a certain distance traveled in the matter, the particles lose all their energy and speed, producing 442 

high density of ionizations known as the Bragg peak. After the Bragg peak, the high-LET ions 443 

beam energy drastically falls down, leading to almost no interactions with the matter, and spar-444 

ing the tissues located behind the target [73]. 445 

Proton and hadron therapy modalities exploit the Bragg peak properties to treat tumors 446 

located very close to critical organs, and/or requiring high curative dose [74]. The current indi-447 

cations for proton therapy concern the ocular, orbital and paraorbital tumors [75], meningiomas 448 

[76,77], tumors of the base of skull [78], paraspinal tumors [79], and sarcomas [80,81]. Other indi-449 

cations are also developing like breast [82] and lung cancers [83-85]. Compared to photons RT, 450 
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hadron therapy aims to reduce the diffused low dose around the tumor, hence representing a 451 

relevant alternative in pediatric patients with a high risk to develop a RI tumor [86,87]. It is 452 

noteworthy that proton therapy is also eligible to new external beam radiation therapy (EBRT 453 

techniques such as intensity-modulated RT [88,89], and possibly FLASH-RT [90]. Implemented 454 

in more than a hundred of centers worldwide, hadron therapy is now flourishing with about 455 

thirty facilities under construction and as many in project, according to the Particle Therapy Co-456 

Operative Group (https://www.ptcog.site/). 457 

 458 

3.3 The energy factor and the RIANS model 459 

While exposure to X- or gamma-rays result in a very homogenous spatial distribution of 460 

energy microdepositions, exposure to high-energy particles may lead to an heterogeneous 461 

dispersion of energy microdepositions as high energy-density spots and unexposed areas 462 

[31,65,67] (Fig. 5A,B). Since the monomerization of cytoplasmic ATM dimers and the formation 463 

of DSB require a minimal amount of ionizations via water radiolysis, the induction rates of RI 464 

ATM monomers and RI DSB strongly depend on LET. However, the total amount of energy 465 

deposed may be sufficient in nucleus to induce DSB but not in cytoplasm to trigger ATM 466 

monomerization. Hence, the exposure of cells to high-LET particles raises two independent 467 

challenges: to mobilize a sufficient amount of ATM monomers to recognize all the RI DSB and 468 

to have DSB sufficiently repairable to avoid deleterious effects.  469 

In a paper published in 2019, we have exposed human cell lines from different RIANS status 470 

to 6 MV photons and 3 and 64 MeV protons [19]. In the case of low-energy (3 MeV) protons 471 

(LET= 7 keV/μm), the great majority of energy is deposed in surface (Fig. 5C, D). Hence, for 472 

fibroblasts in monolayers, the energy microdepositions distribution was found quantitatively 473 

and qualitatively sufficient to produce a minimal flux of ATM monomers to recognize all the 474 

DSB produced in the nucleus. Conversely, the energy microdepositions were so dense that the 475 

induced DSB were unrepairable. The α-type DSB contribution were therefore predominant for 476 

3 MeV protons. Hence, exposure to 3 MeV protons results in very severe DSB but these DSB are 477 

fully recognized by ATM (Fig. 5C,D). In the case of high-energy (65 MeV) protons (LET=10 478 
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keV/μm), the energy microdepositions are so dispersed that the production of ATM monomers 479 

was not sufficiently high to recognize all the induced DSB. However, their energy density at the 480 

impact was sufficient to produce unrepairable DSB like with 3 MeV protons. The β-type DSB 481 

contribution were therefore predominant for 65 MeV protons. Hence, exposure to 65 MeV 482 

protons results in very severe DSB but poorly recognized by ATM (Fig. 5C,D). In the case 6 MV 483 

photons, the LET (about 1 keV/μm) is low and the energy microdepositions are distributed more 484 

homogeneously in cells. Consequently, the flux of ATM monomers is higher than with high-485 

LET particles and all the DSB are recognized. The α-type DSB contribution are therefore 486 

predominant for high-energy photons. In addition, since the energy microdepositions are less 487 

dense than with particles, their reparability is high (Fig. 5C,D). 488 

 489 

Figure 5: Schematic illustration of an irradiation with rays (A) or particles (B) with a homogeneous or 490 

heterogeneous production of ATM monomers, respectively. (C) Kinetics of γH2AX foci in radioresistant 491 

fibroblasts irradiated at 2 Gy 6 MV photons, 3 MeV and 65 MeV protons as shown in [19]. (D Theoretical 492 

numbers of nuclear ATM monomers calculated for 2 Gy 6 MV photons, 3 and 65 MeV protons from the 493 

formulas developed in [16]. 494 

 495 
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4. The space factor in radiobiology and in RT 496 

4.1 The space factor in radiobiology: focus on the abscopal and bystander effects 497 

A very intuitive data interpretation in radiobiology consists in considering that RI effects 498 

are produced in irradiated cells only. However, even at the stone age of radiation applications, 499 

some pioneers made the hypothesis that RI effects may be extended outside the targeted area. 500 

The abscopal (AE) and the bystander (BE) effects are representative examples of such 501 

hypothesis. While AE is a radiobiological effect occurring at the tissue/organ scale, bystander 502 

effect (BE) is a non-targeted cells effect occurring at the subcellular scale. 503 

 504 

4.1.1 The abscopal effect 505 

From the latin expression ab scopum meaning “at distance from the target”, AE is said to 506 

occur if there is a significant clinical response in a tissue that is physically separated from the 507 

region of the body exposed to radiation, (e.g., the regression of a distant metastasis after RT of 508 

the primary tumor). First evidence of the existence of AE was reported by Mole (1953) [91] and 509 

new cases were continuously reported : 46 cases were reported between 1969 and 2014 in a 510 

systematic review published elsewhere [92]. However, the understanding of the mechanisms of 511 

AE in relation to RT is of paramount interest.  512 

For decades, radiation oncologists have explored the role of the immune system in the 513 

development of tumors with the hope to possibly activate the immune system to kill residual 514 

cancer cells. In the context of RT, some light came from the observations of the importance of 515 

an intact immune system (T cell competence) for controlling tumor growth [93]. Although the 516 

role of cytotoxic CD8+ T lymphocytes is clear in AE the induction of AE by RT remains 517 

unpredictable and dependent on the use of additional immunotherapy drugs such as antibodies. 518 

Among such antibodies, Ipilimumab for the treatment of melanomas [94,95]. Large clinical 519 

studies associating RT and Ipilimumab have demonstrated that AE is observed in about 30% of 520 

patients [96]. Thus, the control of the immune checkpoints appears to be required for the AE 521 

occurrence.  522 
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Different RT dose and fractionation schemes have been studied and an optimal amount of 523 

DSB seems necessary to initiate an antitumor immune response [97]. Although dose 524 

hypofractionation seems to initiate AE, the same total dose on the primary tumor does not. 525 

Furthermore, RT induces some immunosuppressive effect related to the dose, which may play 526 

a negative role in AE induction [98]. In addition, inter-individual variation in the 527 

immunosuppressive effect of RT is observed. This makes it challenging to predict optimal 528 

fractionation schemes that will induce an antitumor response [99]. So far there is no common 529 

radiation dose, fractionation scheme or immunotherapeutic strategy established for inducing 530 

AE. Further investigations are therefore needed to document and propose univocal definition 531 

of AE. 532 

 533 

4.1.2 The bystander effect 534 

A plethora of data suggests the existence of biological effects in non-targeted cells situated 535 

in close vicinity of irradiated ones, described as radiation-induced bystander effect (BE) [100-536 

105]. BE has been documented with various endpoints and protocols like cytoplasmic 537 

irradiations [106,107], exposures to particles [105,107-110] and irradiated culture medium 538 

transfers [111,112].  BE was historically observed with alpha-particles [102-105]. Injuries in gap-539 

junctions were proposed to cause BE. However, gap-junctions inhibitors were found inefficient 540 

in medium transfer experiments [112-114]. Lastly, since media rich in phosphates inhibit BE, BE 541 

has been shown to be strongly dependent on calcium, particularly, through the Ca2+ ions release 542 

observed after irradiation of a certain number of cells [20]. Hence, while the chemical, molecular 543 

and cellular features of BE remain to be better documented, a number of reports converge to the 544 

existence of a radiobiological phenomenon that would concern several millimeters far from the 545 

irradiated targets whose equivalence of dose is about 10% of the dose delivered in the target 546 

[20]. A better knowledge of BE is notably required for the optimization of microbeam therapy 547 

(MRT) [115]. 548 

 549 

 550 



Cancers 2023, 15, x FOR PEER REVIEW 22 of 33 
 

 

 551 

4.2 The space factor in radiotherapy: focus on the tumor contouring  552 

A precise tumor targeting that permits to decrease the risk of adverse reactions on healthy 553 

tissue also permits to avoid any AE and BE phenomena. Until the middle of the 20th century, 554 

the radiation fields were oriented towards the tumor on the basis of clinical or even radiographic 555 

markers (in 2 dimensions (2D)). The beams were rudimentarily shaped using fixed shields (of 556 

high atomic number material, often lead) and placed between the radiation source and the 557 

patient. Despite encouraging results, this so-called 2D-RT suffered from: 1) irradiating identical 558 

volumes in patients with tumors of variable sizes and shapes, with the impossibility to make 559 

concave irradiations 2) delivering an homogeneous dose to tissues of heterogeneous densities, 560 

3) inducing critical choices regarding the exposure of the organs at risk; 4) being limited to 2 or 561 

4 beams [116] (Fig. 6). 562 

In 1972, the British engineer Godfrey Hounsfield developed the first medical computed 563 

tomography scanner (CT-scan), offering the possibility of precisely determining the shape of 564 

the tumor in 3 dimensions (3D), and of calculating the density of the tissues crossed by the rays. 565 

Concomitantly, other technical advances such as the multileaf collimator (MLC) and the filters 566 

placed in the head of the irradiator made possible to conform the geometry of the beam to the 567 

shape of the tumor. Now, thanks to three-dimensional conformal radiotherapy (3D-CRT), the 568 

organs at risk are more spared than in 2D-RT [117], thus allowing an increase in the dose 569 

delivered to the tumor [118] (Fig. 6). 570 

If the geometric conformation of the beam represented a major advance in RT, the 571 

computer revolution of the 1990s continued to improve treatments efficiency and safety. Indeed, 572 

dosimetry computers or treatment planning system (TPS) now determine the ballistics of the 573 

beams based on constraints imposed by the radiation oncologist (maximal coverage of the target, 574 

average and minimal doses to the organs at risk. This is therefore called "inverse" planning, as 575 

opposed to direct planning where the dosimetry could only be observed after manual 576 

simulation of the beams. In addition, the dynamic control of the MLC makes it possible to vary 577 

the shape of the beam during irradiation. This intensity-modulated radiation therapy (IMRT) 578 
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technique allowed to considerably reduce the RI side effects without jeopardizing local control 579 

and overall survival in some situations [119]. Finally, IMRT can be delivered statically or 580 

dynamically. In static IMRT, the dose is delivered discontinuously in several beams; each beam 581 

has an intensity that is either constant ("step and shoot") or modulated ("sliding window") 582 

during irradiation. Dynamic IMRT, continuously delivers the dose in a rotating beam: either in 583 

a plane arc (volumetric modulated arc therapy, VMAT), or helicoidal with concomitant of 584 

treatment table translation (TomoTherapy®) [120] (Fig. 6). 585 

In 1967, the Swedish neurosurgeon Lars Leskell developed the Gamma Knife® (Elekta 586 

AB, Stockholm, Sweden), a stereotactic radiosurgery (SRS) device using a radioactive isotope, 587 

Cobalt 60, with sub-millimeter tracking of the intracranial lesion thanks to a stereotactic frame. 588 

The principle of the Gamma Knife lies in the radio-ablation of a small cephalic lesion volume 589 

by a high dose of gamma rays [121]. Although the term “stereotactic” originates from the metal 590 

framework used in neurosurgery, the technique today refers more to high dose irradiation per 591 

fraction. Linear accelerators (linacs) now have the ability to deliver high doses with high 592 

geometric precision. Linacs can also treat both intracranial (SRS as with Gamma Knife) and 593 

extra-cranial (SBRT) lesions. Specially designed for stereotactic radiotherapy, the CyberKnife® 594 

(Accuray Inc., Sunnyvale, CA, USA) corresponds to a Linac mounted on a robotic head, 595 

allowing movements in all spatial planes around the patient [122] (Fig. 6) 596 

Finally, before each irradiation, the repositioning of the patient on treatment table can be 597 

checked by X-ray, scanner, or even MRI; this is called image-guided radiation therapy (IGRT) 598 

[123,124]. However, every technological advance does not automatically translate into a benefit 599 

for the patient. Indeed, better dose conformation may not reduce radiotoxicity, as in the case of 600 

adjuvant breast therapy [125], exclusive radiotherapy of the prostate [126], or else a lung SBRT 601 

[127]. Moreover, the use of the CyberKnife to irradiate a large volume, such as a breast for 602 

example, would considerably lengthen the time spent by the patient on treatment table, 603 

compared to VMAT. Hence, the EBRT technique is carefully chosen according to the therapeutic 604 

indication and the clinical characteristics of the patient. Each EBRT specific spatial beam dose 605 

delivery is shown in Figure 6. 606 
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608

Figure 6. Spatial beam dose delivery according to the EBRT techniques. EBRT = external beam radiation 609

therapy. 3D-CRT = 3-dimensional conformal radiotherapy. CK = CyberKnife. VMAT = volumetric 610

modulated arc therapy.611

612

4.3 The space factor and the RIANS model613

In a previous study, the BE cells specifically showed activated MRE11 nuclease. In the frame 614

of the RIANS model, the ATM kinase diffuses rapidly in the nucleus in response to radiation 615

[13]. Once in the nucleus, the ATM kinase can also phosphorylate the MRE11 protein, which 616

inhibit its nuclease activity [15]. In radiosensitive cells showing, a delayed RIANS may facilitate 617

the activation of the MRE11 nuclease [15]. Hence, as BE cells, the radiosensitive cells with a 618

delayed RIANS may elicit more DNA breaks and produce a more deleterious response. 619

Similarly, with regard to the Ca2+ stress response, the radiosensitive and RIANS-delayed cells 620

appear to be more responsive with higher levels of remaining DSB, suggesting again that BE 621

response may be strongly dependent on RIANS. Further investigations are needed to document 622

such dependence and quantify it.623

Lastly, it is noteworthy that the domain of validity of RIANS model has been limited to the 624

cellular scale and therefore, no biological interpretation is still proposed for the AE with RIANS 625

markers. 626

627
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5. Conclusions 628 

Over the past few decades, RT has been the subject of numerous technological advances 629 

which have made it possible to deliver the dose to the tumor more efficiently, to be more precise 630 

in tumor targeting and to better spare healthy tissues. All these advances have concerned the 631 

time, energy and space factors which today appear, along with the dose, as pillars of RT. 632 

However, the radiobiological effects of dose repetition, dose rate, influence of the LET and 633 

proximity effects such as the bystander and abscopal effects are still misknown and their clinical 634 

applications require further investigations. To date, the RIANS model makes it possible to better 635 

describe the individual response to radiation and to provide biological interpretations of the 636 

various radiobiological effects mentioned through a unified mechanism. This model could help 637 

improve RT modalities by better integrating time, energy and space factors to propose more 638 

anti-cancer treatments. 639 

 640 
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Simple Summary: We reviewed the medical applications of low-dose radiation therapy (LDRT) in
cancer and inflammatory and degenerative diseases by proposing a unified mechanistic model based
on the radiation-induced nucleoshuttling of the ATM kinase to better understand the interest in
low-dose of radiation.

Abstract: Very early after their discovery, X-rays were used in multiple medical applications, such
as treatments against cancer, inflammation and pain. Because of technological constraints, such
applications involved X-ray doses lower than 1 Gy per session. Progressively, notably in oncology,
the dose per session increased. However, the approach of delivering less than 1 Gy per session, now
called low-dose radiation therapy (LDRT), was preserved and is still applied in very specific cases.
More recently, LDRT has also been applied in some trials to protect against lung inflammation after
COVID-19 infection or to treat degenerative syndromes such as Alzheimer’s disease. LDRT illustrates
well the discontinuity of the dose-response curve and the counterintuitive observation that a low
dose may produce a biological effect higher than a certain higher dose. Even if further investigations
are needed to document and optimize LDRT, the apparent paradox of some radiobiological effects
specific to low dose may be explained by the same mechanistic model based on the radiation-induced
nucleoshuttling of the ATM kinase, a protein involved in various stress response pathways.

Keywords: low-dose; radiation therapy; LDRT; radiosensitivity; cancer; inflammation; Alzheimer’s
disease; HRS; hormesis; adaptive response; ATM protein

1. Introduction

1.1. Historical Features of Low-Dose Radiotherapy

Several months after the discovery of X-rays, radiation pioneers performed the first
clinical attempts of radiation therapy (RT) against a plethora of diseases, including tubercu-
losis [1], cancer [2–4], psoriasis, scleroderma, abscesses, and inflammatory and degenerative
disorders [5–7]. However, from 1896 to the 1930s, the medical applications of X-rays were
necessarily limited by technological constraints. For example, the notion of dose was not
defined yet. The X-ray tubes were fragile and did not deliver high doses of high-energy
X-rays but rather low doses (<1 Gy) of soft X-rays (<100 kV). Hence, the first successes in
RT were attributed either to spectacular but isolated effects after a single exposure to a low
dose (and therefore needed to be more documented) or to hyper-fractionated RT of low
doses (raising questions about the biological effects of the fractionation of the dose, on the
one hand, and, on the other hand, the existence of radiobiological phenomena specific to
low doses). As an example, the reconstitution of the first documented RT against cancer
performed by Victor Despeignes in July 1896 revealed that the maximal dose delivered to
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the tumor per session was lower than 0.8 Gy, while the volume of the tumor decreased
significantly [8,9]. Today, we know that the efficiency of this historical treatment could
only be obtained on a very radiosensitive gastric lymphoma eliciting hypersensitivity to
low-dose phenomenon [9]. Some years after, Claudius Regaud succeeded in sterilizing ram
testes without any acute skin reaction with a repeated low dose of soft X-rays, ensuring
the balance between a significant biological effect of low (sublethal) doses without the
deleterious consequences of a too-high cumulative dose [10,11]. The notion of sublethal
dose led to a large number of applications of X-rays to cure diseases.

After the 1930s, RT based either on a total dose or a dose per session lower than
that applied in standard RT to date was progressively applied in the management of
numerous cancers and non-malignant diseases [4,7]. However, the molecular and cellular
mechanisms supporting the capacity of sublethal doses to cure such pathologies remain
to be elucidated, inasmuch as the proposed biological interpretations were indifferently
based on immunologic or inflammatory features and were not convincing [4,7].

From the 1940s, the investigations into the Hiroshima survivors documented some
radiobiological phenomena specific to low doses and generated controversies about the
non-linear threshold (NLT) and the linear non-threshold (LNT) models, suggesting that,
in the first case, a range of a low dose should exist in which the risk of radiation-induced
cancer is either negligible or not measurable and, in the second case, the risk of cancer is
directly proportional to the dose [12]. Particularly, in this period, the hormesis phenomenon
describing the beneficial effect of very low doses (lower than 25 mGy) was reviewed, and
the role of this phenomenon in radiation protection was debated [13,14]. However, again,
the radiobiological interpretation of this phenomenon remained to be elucidated.

In the next decades, notably in the 1980s, two other radiobiological phenomena specific
to low doses were pointed out: the adaptive response (AR), consisting of a protective effect
caused by a “priming” low dose (typically ranging from 1 mGy to 0.5 Gy) delivered after
a period of time (ranging from 2 to 24 h) before a higher “challenging” dose (typically
of the order of some Gy) [15,16], and hyper-radiosensitivity to low doses (HRS), consist-
ing of a deleterious effect generally produced between 0.1 to 0.8 Gy at a high dose rate
(>1 Gy/min) but equivalent to the effect provided by a dose 5 to 10 times higher [17]. Again,
the radiobiological interpretation of these phenomena remained to be elucidated [16,18].

1.2. The Molecular Features of Hormesis, AR, and HRS Phenomena Explained by A Unified Model

The hormesis, AR, and HRS phenomena are likely to be involved in the molecular
and cellular response to RT based on the deliverance of several fractions of Gy per session.
Hence, a better knowledge of these specific radiobiological phenomena is essential for our
understanding of the medical interest of such a specific type of RT. Recently, in the frame
of the model based on the radio-induced nucleoshuttling of the ATM protein (RIANS), a
unified interpretation of the hormesis, AR, and HRS phenomena has been proposed [16,19,20]
(Figure 1). Briefly, in quiescent normal and cancer cells, ATM homodimers are present
in the cytoplasm. Exposure to radiation produces, in a linearly dose-dependent manner,
oxidative stress leading to DNA double-strand breaks (DSB) [21] and the monomerization
of cytoplasmic ATM homodimers [20]. The ATM monomers then diffuse into the nucleus
and mediate DSB recognition and repair via non-homologous end-joining (NHEJ), the
most predominant DSB pathway in mammalians [22,23]. Any delay in the RIANS leads to
unrecognized DSB, which may contribute to the lethal cellular effect (radiosensitivity) via
non-repaired DSB, carcinogenesis (radiosusceptibility) via misrepaired DSB and/or accel-
erated aging (radiodegeneration) via the accumulation of tolerated DSB [23–25]. A delayed
RIANS is generally caused by the formation of cytoplasmic multiprotein complexes be-
tween ATM and ATM substrates called X-proteins. It has been shown that the proteins
phosphorylated by the serine/threonine ATM kinase elicit some SQ or TQ domains [26].
Hence, any cytoplasmic protein holding SQ or TQ can be considered as a potential
X-protein [23,24,27]. Some heterozygous mutations of X-proteins lead to their overex-
pression in the cytoplasm. From the RIANS data, three groups of individual response to
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high doses of ionizing radiation have been defined [23]: group I gathers radioresistant cells
with a fast RIANS (some minutes after 2 Gy) (Figure 1a); group II gathers radiosensitive
cells with a delayed RIANS (some hours after 2 Gy) (Figure 1b); and group III gathers
hyper-radiosensitive cells either with lack of RIANS such as the ATM-mutated cells or with
a normal RIANS but a gross DSB repair such as the LIG4-mutated cells (Figure 1c). From
the bases of the RIANS model, the following interpretations of the hormesis, AR, and HRS
phenomena have been proposed:

• Hormesis: One Gy X-rays generally induce about 40 DSB and 105 to 106 ATM monomers
per human non-transformed cell. Consequently, very few DSB are induced per cell
at doses lower than 1/40 Gy (i.e., 25 mGy). If some spontaneous DSB are present
in cells, exposure to a dose lower than 25 mGy provides some ATM monomers that
may contribute to recognizing and repairing these spontaneous DSB. Hence, if these
spontaneous DSB represent a risk of cancer or aging, a dose lower than 25 mGy may
decrease such a risk. This phenomenon is generally observed in group I cells since
the amount of ATM monomers after irradiation is significant at such low doses by
comparison with group II cells, in which the flux of ATM monomers is reduced, and
in group III cells, in which DSB recognition or repair are impaired [19] (Figure 1d).

• Adaptive response: In the AR scenario, a “priming” (low) dose may produce few DSB but
overall a significant amount of ATM monomers that may contribute to recognizing and
repairing the DSB induced by a “challenging” (high) dose, as far as the time interval
between the two doses preserves the activity of the ATM monomers in the nucleus.
The AR phenomenon is generally observed in group II cells since the contribution of
ATM monomers provided by the priming dose is too low (due to their sequestration
in the cytoplasm by the X-proteins) to recognize all the DSB induced by the priming
dose. Conversely, in group I cells, all the DSB are recognized by the high flux of ATM
monomers that diffuse in the nucleus [19].

• Hypersensitivity to low dose (HRS): As said above, for the priming dose, a low dose
induces few DSB and few ATM monomers. In group II cells, the sequestration of ATM
monomers by overexpressed X-proteins may drastically reduce the number of ATM
monomers that finally diffuse in the nucleus. Consequently, in group II cells, after a
single low dose (whether after the priming dose in the frame of AR scenario or after
an HRS dose), the few DSB induced by the low dose may not all be recognized and
repaired by the few ATM monomers available in the nucleus. The rate of unrepaired
DSB after a low dose (e.g., 0.2 Gy) could produce an effect equivalent to that produced
by a dose 5 to 10 times higher (e.g., 2 Gy) [20]. Again, in group I cells, such conditions
are never reached since there are no ATM–X-protein complexes, and the amount of
ATM monomers is always sufficient [20,23] (Figure 1e).

Throughout the history of RT, some authors have proposed to apply RT based on a
total dose lower than the standard (the most current) treatment plans. Such an approach
that consists of reducing the dose per session or the number of sessions itself may be
described under the general term of low-dose radiation therapy (LDRT). Considering, on
the one hand, the increasing importance of LDRT in the treatment of some cancers and
inflammatory and degenerative diseases and, on the other hand, the emerging interest
in the RIANS model that may provide a unified mechanistic interpretation of the effects
caused by the specific low-dose phenomena, this review aims to establish:

• A state of the art of the application of LDRT in clinical practice;
• A review of the basic mechanisms supporting the application of LDRT;
• A unified RIANS model integrating the radiobiological bases of LDRT.
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Figure 1. High- and low-dose radiation cell response explained by the RIANS model. The RIANS
underpins the efficiency of DSB recognition and repair and the cellular radiosensitivity. At high
doses, (a) a fast RIANS ensures radioresistance (group I) with complete recognition and repair of
radiation-induced DSB (red star), (b) a RIANS delayed by the interaction of ATM with X-proteins
(blue squares) leads to moderate radiosensitivity (group II), and (c) mutated ATM kinase leads to the
lack of DSB recognition, which causes hyper-radiosensitivity (group III). It is noteworthy that group
III hyper-radiosensitivity can also be caused by gross DSB repair, such as in the case of LIG4 mutation.
However, this particular case is not illustrated here. (d) Hormesis effect. At very low-dose (< 25 mGy),
some ATM monomers can contribute to the recognition and repair of spontaneous DSB (green star),
the amount of radiation-induced DSB being negligible. The hormesis effect is preferentially observed
in group I cells. (e) Hypersensitivity to low dose (HRS). At low doses (ideally between 0.1 and 0.5 Gy),
the flux of ATM monomers can be reduced again by the interactions with X-proteins (in group II cells).
A too-low amount of ATM monomers that diffuse in the nucleus does not permit the recognition of
the few DSB induced by radiation (red): the HRS phenomenon is preferentially observed in group
II cells. It is noteworthy that the hyper-radiosensitivity observed at high doses in group III cells
should not be confused with the hyper-radiosensitivity to low-dose (HRS) phenomenon. Lastly, the
AR phenomenon has not been illustrated since its corresponding irradiation scenario does not fall
directly into the scope of this review.

2. LDRT in Oncology

2.1. Clinical Data about LDRT against Cancer

As evoked above, the technological limits of the 1895–1930 period did not facilitate the
application of high doses and high-energy photons. Hence, the first attempts of anti-cancer
RT were performed with single and repeated low doses [2,3,8,9]. LDRT has long been
applied for the treatment of acute leukemia, with myeloablative total body irradiation
(TBI) prior to hematopoietic stem cell transplantation. A TBI of 12 Gy total is commonly
delivered according to different schedules: 2 Gy per session twice daily for 3 days, 3 Gy
per session daily for 4 days, and, considering low doses, 1.5 Gy per session twice daily, or
1.2 Gy per session three times daily for 4 days [28].

Based on the good results of TBI in non-solid tumors, and since lymphomas are known
to be radiosensitive [29], LDRT has then been assessed in patients with non-Hodgkin’s
lymphoma (NHL). In a 1970s cohort, the TBI of 68 patients with NHL, with a median dose
of 0.1 Gy per session and mean total dose of 1.78 Gy, achieved a recurrence-free survival
of 32% and 27%, respectively, at 5 and 10 years [30]. A decade later, Richaud et al. under-
lined the excellent remission rate in NHL patients who received two courses of LD-TBI
(0.75 Gy per 5 sessions) with concomitant chemotherapy followed 1 month later by radical
involved-field RT [31].
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More recently, LDRT exhibited a clinical interest in treating metastatic diseases. In
2004, a study examining 36 metastatic tumor nodules after a 12-day RT revealed that
time to regrowth was longer when using an ultra-fractionated scheme (0.5 Gy every 4 h)
compared to a standard fractionation (1.5 Gy daily) [32]. In a phase II study, Morganti et al.
demonstrated that 38.9% of patients with metastatic colorectal cancer showed a complete
response in lesions treated with two daily LDRT sessions (20 cGy every 6 h) on each of the
12 concomitant chemotherapy cycles [33]. Combined with immunotherapy, LDRT of 1 Gy
per session also resulted in metastasis (liver and inguinal lymph node) complete response
in an elderly patient with vaginal melanoma [34]. In another phase II trial, 74 patients
with metastatic cancer (non-small cell lung cancer, n = 38; melanoma, n = 21) underwent a
treatment of high-dose RT (HDRT: 20–70 Gy total; 3–12.5 Gy per session) associated or not
with LDRT (1–10 Gy total; 0.5–2 Gy per session). Follow-up showed that adding LDRT to
HDRT strengthened the 4-month disease control response (47% in HDRT + LDRT versus
37% in HDRT alone; p = 0.38) and increased the overall response (26% in HDRT + LDRT
versus 13% in HDRT alone; p = 0.27). This scheme also appeared to be safe, with only three
patients (4.1%) suffering from toxicity of grade 3 or more. However, it must be mentioned
that the patients enrolled in the study received immunotherapy [35]. It is noteworthy that
the hyperfractionated schemes commonly used in radiation oncology concern doses from
1.1 Gy per session (head and neck squamous cell carcinomas, [36]) to 1.5 Gy per session
(limited small-cell lung cancer [37]), which is, strictly speaking, actually not in the historical
scope of LDRT.

Table 1 summarizes the clinical attempts and results of LDRT in oncology. However, it
must be stressed that the available data are mostly based on case reports or trials with a
relatively low number of patients.

2.2. Biological Hypotheses about the Anti-Cancer Effect of LDRT

The application of LD-TBI against lymphoma was the result of a long succession
of empirical attempts that was facilitated by the current radiosensitivity of lymphoma.
In a second step, from the 1980s, the HRS phenomenon became the major molecular
basis of LDRT against lymphoma. In fact, HRS has been described in a large subset of
tumor cell lines. Particularly, Joiner and Marples observed an increased radiosensitivity
in murine cells below 1 Gy per session, which was not predicted by the standard linear-
quadratic (LQ) model that is still the current mathematical description of the cellular
radiation response [20,38–40]. In fact, the standard LQ model predicts that clonogenic cell
survival progressively and continuously decreases as far as the radiation dose increases.
Interestingly, survival curves showing the HRS phenomenon elicited a discontinuous
dose-response suggesting an excess of cell death in a specific range of low doses [20,40].
Later, Lambin et al. described excess mortality in human tumor cells after X-irradiation
between 0.05–1 Gy, both in colorectal cancer [17] and bladder carcinoma [41], and, once
again, underestimated by the LQ model. In parallel, one human glioblastoma cell line was
found significantly more sensitive to LDRT (3 sessions of 0.4 Gy) than with a unique session
of 1.2 Gy [42]. Observations showed that, in HRS-positive cells irradiated in the G2 phase,
DSB were normally recognized by ATM phosphorylation of the histone variant H2AX
(γH2AX) [43], but cell cycle arrest was ineffective [44], leading to excess tumor cell death.

In addition to HRS, the immune microenvironment has also been mentioned to explain
the LDRT anti-cancer efficiency. Some studies described an increased infiltration of effector
immune cells (T cells and NK cells) in animal [45,46] and human [33,47] tumors submitted
to LDRT. However, such an explanation has not been documented in a large subset of
tumors, and the causal link between the immune microenvironment and the HRS remains
to be established.
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Table 1. State of the art of low-dose radiation therapy (LDRT) in oncology.

Target Study Design Irradiation Scheme Response Reference

Haemato-oncology

68 patients with NHL
(90% stage III and IV) Whole body Retrospective LD-TBI: midline 0.1 Gy per

session (1.78 Gy total)

Recurrence-free survival:
32% at 5 years, 27% at

10 years
[30]

26 patients with NHL
(stage III and IV) Whole body

Prospective,
non-randomized

(pilot study)

Chemotherapy and 2 courses
of LD-TBI: 5 × 0.15 Gy per

session (separated by
2 weeks),

followed 1 month later by
radical involved-field RT
(20 × 2 Gy per session)

Complete remission in
92.3% (24/26) of patients
after LD-TBI and before

IF-RT;
Complete remission in

96.2% (25/26) of patients
after IF-RT

[31]

Distant metastases

8 patients with
metastatic tumor

nodules
Metastases Randomized

study

Standard fractionated RT:
12 × 1.5 Gy per session
or ultra-fractionated RT:
0.5 Gy/4 h over 12 days

Significantly increased
growth delay in nodules

treated with the
ultra-fractionated RT

scheme

[32]

18 patients with
metastatic colorectal

cancer
Metastases Phase II

0.2 Gy per session every 6 h
interval (on each

chemotherapy cycle)

Clinical or pathological
complete response in 38.9%

(7/18) of patients
[33]

A 73-yr woman with
metastatic vaginal

mucosal melanoma
progressing on

immunotherapy

Metastases Case report

LDRT:
5 × 1 Gy per session (liver

metastasis);
6 × 1 Gy per session (inguinal

lymph node)

Clinical and radiographic
complete response [34]

74 patients with
metastatic cancer
(NSCLC, n = 38;

melanoma, n = 21)
progressing on

immunotherapy
within 6 months

Metastases Phase II

HDRT alone:
3–12.5 Gy per session

(20–70 Gy total)

or HDRT
+ LDRT: 0.5–2 Gy per session

(1–10 Gy total)

4-month disease control
response: 47% in HDRT +
LDRT vs. 37% in HDRT

alone (p = 0.38);
Overall response: 26% in
HDRT + LDRT vs. 13% in

HDRT (p = 0.27)

[35]

NSCLC = small-cell lung cancer. NHL = non-Hodgkin’s lymphoma. TBI = total body irradiation. RT = radiation
therapy. HD = high dose. LD = low dose.

2.3. The HRS Phenomenon and the RIANS Model

As evoked in the Introduction, the number of radiation-induced DSB and ATM
monomers obey a linearly dose-dependent law, whatever the group of radiosensitivity
of cells [20,23]. In the group I (radioresistant) cells, there are always many more ATM
monomers than DSB produced, which facilitates the recognition of all the radiation-induced
DSB by the ATM monomers available in the nucleus after irradiation [20,23]. In group III
(hyper-radiosensitive) cells, the HRS phenomenon does not exist since there are no active
ATM monomers to recognize DSB or no active NHEJ pathway to repair them. Conversely,
in group II cells, the recognition of DSB is incomplete since the overexpressed X-proteins
sequestrate a large amount of ATM monomers in the cytoplasm [20]. In these conditions,
the subset of non-recognized DSB may produce a significant tumor cell-killing effect. The
optimal conditions of LDRT may be simulated in vitro. At a high dose-rate (> 1 Gy/min),
the maximal HRS effect may represent a decrease in cell survival of 25% in the range of
0.1 to 0.8 Gy [48]. Hence, an LDRT consisting of the application of several doses belong-
ing to this dose range may result in a significant tumor cell-killing effect. However, the
benefit of the LDRT is conditioned by the fact that the tumor should either belong to
group III (hyper-radiosensitive) or be HRS-positive and belonging to group II and that
the surrounding healthy tissues should be HRS-negative and group I (radioresistant) to
avoid any adverse reactions or risk of radiation-induced cancer. It is also noteworthy that
the dose range in which HRS is maximal decreases with the dose-rate [48]. Hence, further
investigations are needed to optimize the LDRT protocol (doses and dose-rate) to reach the
maximal tumor cell-killing effect by sparing healthy tissues.
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3. LDRT in Inflammation-Related Pathologies

3.1. Clinical Data about LDRT against Inflammation in Rheumatology

The palliative properties of X-rays have been abundantly documented together with
their anti-cancer efficiency: indeed, reducing tumor volume can be frequently accompanied
by the reduction of pain due to the decompression of the tumor against surrounding
tissues. During the first historical attempt at RT, about 6 months after the discovery of
X-rays, Victor Despeignes described in his X-ray-treated patient a significant reduction of
pain together with the reduction of the tumor [2–4]. However, the analgesic properties of
X-rays have been early described on other diseases than cancer, notably on rheumatology
diseases and particularly arthritis. Indeed, radiation pioneers such as Sokolow (1897),
Stenbeck (1899), Albers-Schönberg (1900), Stembo (1900), and Moser (1903) described a
significant reduction in pain following RT against acute arthritis [5–7,49,50]. As already
evoked in the Introduction, in the first decade of the 20th century, X-ray treatments against
arthritis resulted in single or fractionated X-ray sessions of low doses because of technology
limitations. After the 1930s, a number of anti-inflammatory RT protocols flourished, and
the total dose increased. In parallel with the radium girls [51], the risk of radiation-induced
cancers and/or long-term sequelae suggested that the total dose should be limited [52]. It
is noteworthy that RT against ankylosing spondylitis became a routine from the 1930s up
to the 1950s [53].

To date, the recommended total dose for painful joint disorders, such as synovitis,
elbow syndrome, shoulder syndrome, trochanteric bursitis, plantar fasciitis, and arthrosis
(although osteoarthritis is not always associated with inflammation), is typically set around
3–6 Gy, delivered in 0.5–1 Gy per session [54]. In a prospective study, Micke et al. depicted
a pain relief effect of LDRT (6 Gy delivered in 0.5–1 Gy per session) in 166 elderly patients
with degenerative joint disorders [55]. A more recent study came to the same conclusion
after irradiating 196 patients with painful osteoarthritis of the ankle and foot with a LDRT
scheme (3–6 Gy delivered in 0.5–1 Gy per session) [56]. Conversely, three randomized
sham-controlled clinical trials invalidated this supposed LDRT benefit in patients with
knee and hand osteoarthritis [57–59]. Altogether, this short review suggests that LDRT
against inflammatory bone and joint tissue diseases was an important application of X-rays
very early after the discovery of X-rays. However, the mechanisms by which LDRT can
act on the bone system are still difficult to determine since the response of the regulation
between bone formation by osteoblasts and bone resorption by osteoclasts appears to be
strongly dose-dependent. Low doses were shown to modulate the immune system and
impact bone homeostasis. Furthermore, low doses may stimulate osteoblast proliferation
and/or differentiation while they inhibit the viability of osteoclasts, which may facilitate
the promotion of bone formation and the reduction of bone resorption. Hence, further
investigations are still needed to build a unified model linking the immunological and
molecular features of the bone response to radiation [60].

3.2. Clinical Data about LDRT against Inflammation after COVID-19 Infection

Recently, another important application of LDRT emerged with the coronavirus disease
2019 (COVID-19) pandemic. COVID-19, due to the severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), is responsible for about 6.8 million deaths worldwide as of
3 February 2023 according to the WHO COVID-19 dashboard (https://covid19.who.int/,
accessed on 1 February 2020). Lung inflammation has been mentioned to play a major role
in COVID-19 pathogenesis and its mortality [61–63].

Since the beginning of the coronavirus pandemic, many authors evaluated the use
of LDRT in COVID-19 patients, probably inspired by the anti-inflammatory properties of
X-rays from the above data and/or by empirical observations after CT scan exams [62,64].
In two prospective trials, a single dose of 0.5–1 Gy to whole lungs produced a significant
clinical improvement in terms of pulse oximetric saturation (SatO2)/fraction of inspired
oxygen (FiO2) ratio without radiotoxicity [65,66]. In a phase II trial, Ganesan et al. reported
some pulmonary benefits (the SatO2/FiO2 ratio significantly improved, and the oxygen
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supply decreased significantly) in 88% of COVID-19 patients after LDRT delivered in a
single session of 0.5 Gy to the bilateral whole lungs [67]. These results were in agreement
with those published by Rodríguez-Tomàs et al. in 30 patients submitted to the same single
0.5 Gy LDRT scheme [68], but not with a randomized trial delivering 1 Gy in 20 patients [69].
Two randomized ongoing clinical trials are currently evaluating other dose fractionations:
1.5 Gy versus sham (NCT04433949, Emory University, USA, with its interim analysis [70])
and 0.35 Gy or 1 Gy versus sham (NCT04466683, Ohio State University Comprehensive
Cancer Center, USA). Altogether, the clinical attempts and results of LDRT in inflammation-
related pathologies (rheumatology and COVID-19) are presented in Table 2.

Table 2. State of the art of low-dose radiation therapy (LDRT) in inflammation-related pathologies.

Target Study Design Irradiation Scheme Response Reference
Rheumatology

166 patients with painful
skeletal disorders

(calcaneodynia, n = 51;
achillodynia, n = 8;

gonarthrosis, n = 80; bursitis
trochanterica, n = 27)

Joints/bone Prospective 0.5–1 Gy per session
(6 Gy total)

Good response in 37.3% (62/166)
of patients immediately on

completion of RT
and in 49.5% (54/109) of patients

after a median follow-up of
29 months (p = 0.001)

[55]

196 patients with
ankle/foot osteoarthritis Joints Prospective

0.5–1 Gy per session
(3–6 Gy total)
over 3 weeks

Subjective improvement of
80–100% in 37% (71/196)

of patients
[56]

56 patients with
knee/hand osteoarthritis Joints Randomised,

sham-controlled

LDRT: 6 × 1 Gy per
session
or sham

No significant evidence of
beneficial LDRT effect [57]

55 patients with
knee osteoarthritis Joints

Randomised,
double-blinded,
sham-controlled

LDRT: 6 × 1 Gy per
session
or sham

No significant evidence of
beneficial LDRT effect [58]

56 patients with
hand osteoarthritis Joints Randomised, blinded,

sham-controlled

LDRT: 6 × 1 Gy per
session
or sham

No significant evidence of
beneficial LDRT effect [59]

COVID-19

36 COVID-19 patients Bilateral
whole lungs Prospective 1 × 0.5 Gy per session

SAFI improved from 255 mmHg
to 283 mmHg at 24 h and to 381
mmHg at 1 week, respectively

[65]

41 COVID-19 patients Bilateral
whole lungs Prospective phase I-II 1 × 1 Gy per session SAFI significantly improved on

day +3 and +7 (p < 0.01) [66]

25 COVID-19 patients Bilateral
whole lungs Phase II 1 × 0.5 Gy per session

SAFI significantly improved
between pre-RT and day +2

(p < 0.05), +3 (p < 0.001) and +7
(p < 0.001) post-RT;

oxygen supply significantly
decreased between pre-RT and
day +2 (p < 0.05), +3 (p < 0.001),

and +7 (p < 0.001) post-RT

[67]

30 COVID-19 patients Bilateral
whole lungs

Multicenter,
prospective,

observational
1 × 0.5 Gy per session SAFI significantly improved;

oxygen supply decreased [68]

20 COVID-19 patients Bilateral
whole lungs

Randomized,
double-blinded

1 × 1 Gy per session
or sham

No significant evidence in 15-day
ventilator-free days (p = 1.00) nor

overall survival at 28 days
(p = 0.69) in both arms;

lymphocyte counts significantly
decreased after LDRT (p < 0.01)

[69]

100 COVID-19 patients Bilateral whole
lungs

Phase II,
randomized

LDRT: 1 × 0.35 Gy per
session or 1 × 1 Gy per

session
or sham

Recruiting since 2020

NCT04466683
(Ohio State
University

Comprehensive
Cancer Center,
Columbus, OH,

USA)

52 COVID-19 patients Bilateral
whole lungs

Phase III,
randomized

1 × 1.5 Gy per session
or sham Recruiting since 2020

NCT04433949
(Emory

University
Atlanta, GA,

USA) [70]

RT = radiation therapy. COVID-19 = coronavirus disease 2019. SAFI = pulse oximetric saturation (SatO2)/fraction
of inspired oxygen (FiO2).
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In a recent overview, by insisting again on the low amount of data available (number
of treated patients, variety of the treatments, and the diversity of the molecular and cellular
endpoints used), Rödel et al. (2020) stressed the importance of the appropriate timing of
irradiation with the dose fractionation and the succession of the different steps observed
during a COVID-19 infection. Hence, even if LDRT appears to be efficient against inflam-
mation after COVID-19 infection, strict monitoring and disease phase-adapted treatment
based on objective markers such as IL-6 and D-dimer in serum are required [71].

3.3. Biological Hypotheses about the Anti-Inflammatory Effect of LDRT

It is noteworthy that, although inflammation may follow some steps common to
both arthritis and COVID-19, a molecular model may not necessarily be relevant for
both pathologies. However, hyper-inflammation has been documented both in rheuma-
tology [72,73] and in COVID-19 [74]. On this point, cells involved in the inflammation
process could represent a target for LDRT. In serums of osteoarthritis mice models, Weiss-
mann et al. observed a significant reduction in the pro-inflammatory CD8+ T-cells and
IL-17A and a significant increase in the anti-inflammatory CD4+ T-cells, IL-4, and IL-6
after LDRT (0.5–1 Gy per session) [56]. Rödel et al. and Arenas et al. showed that LDRT
(investigated dose range 0.3–0.7 Gy) significantly reduces the adhesion of peripheral blood
mononuclear cells and the number of adherent leukocytes, both in vitro and in vivo [75–77].
Furthermore, some authors observed a more pronounced production of anti-inflammatory
TGF-β1 in blood [75] and a reduction in lymphocyte counts [69] after LDRT. Interestingly,
Sanmamed et al. described a significant decrease in inflammation biomarkers such as
C-reactive protein and lymphocyte counts after 1 Gy in the lungs [66]. In the same way, a
single dose of 0.5 Gy applied to the lungs induced lower C-reactive protein and TGF-β1
concentrations in COVID-19 patients [68]. X-irradiation between 0.5–1 Gy also exhibited a
significant reduction of CCL20, a chemokine that facilitates the recruitment of polymor-
phonuclear neutrophils toward the inflammation sites and is dependent on TGF-β1 [78].
More recently, in murine models, Meziani et al. (2021) showed that LDRT increases the im-
munosuppressive profile of lung macrophages during viral infection and pneumonia [79].
Jackson et al. showed that LDRT against acute inflammatory lung injury suppresses the
bleomycin-induced accumulation of pulmonary interstitial macrophages [80].

Altogether, this brief review suggests that, for both treatments against arthritis and
COVID-19, LDRT results in a reduction in pro-inflammatory pathways and the stimulation
of anti-inflammatory pathways, even if the specificities and the optimization of each type
of treatment remain to be determined.

3.4. Tissue Inflammation and the RIANS Model

Inflammation involves a myriad of proteins through a complex process of autocrine,
paracrine, and endocrine secretions of cytokines that may serve as pro- or anti-inflammatory
actors. Notably, IL-1b, IL-6, and TNF-α are rather pro-inflammatory cytokines, while the
IL-1 receptor antagonists IL-13 and TGF-β are rather anti-inflammatory cytokines [81].
Interestingly, all these cytokines are expressed in a radiation dose-dependent manner.
Furthermore, these cytokines are cytoplasmic, overexpressed after exposure to radiation,
and hold some SQ/TQ domains, preferentially phosphorylated by the ATM kinase [26].
Altogether, these statements suggest that ATM is strongly involved in the inflammatory
pathways via interactions and phosphorylations of these cytokines that may be therefore
considered as potential X-proteins. Particularly, activation of IL-6 was shown to promote
the proliferation of glioblastoma cells after ionizing radiation in the presence of functional
ATM [82], while activation of TGF-β was shown to consolidate the ATM-CHK2-p53 com-
plex, favoring a progressive senescence death rather than a proliferation of cells that would
increase in the number of propagated DNA damage and therefore the toxicity rate [83].
These two representative examples showed that the ATM kinase is strongly involved in the
fate of irradiated cells via interactions with (and phosphorylations of?) pro-inflammatory
cytokines, which stimulates cell proliferation and therefore amplification and propagation
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of DNA damage, mitotic death, and apoptosis. Conversely, via interactions with (and
phosphorylations of?) anti-inflammatory cytokines, ATM promotes the cell cycle check-
point arrests and senescence death, which limits the amount of unrepaired DNA damage.
Unfortunately, there are still no quantitative evaluations of the expression of cytokines to
be compared with the number of available ATM monomers in a dose range corresponding
to LDRT. However, despite of this lack of data, the RIANS model may predict the influence
of individual factors in the response to low doses since individual X-proteins and cytokines
as radiation-induced X-proteins may contribute together to the sequestration of ATM in
the cytoplasm.

Further investigations are therefore needed to better clarify the role of ATM in the
inflammatory process. However, it is noteworthy that if the HRS phenomenon occurs, it
also affects the expression of cytokines, therefore complexifying the dose-dependence of
the inflammatory process.

Lastly, it is important to note that viral infection is generally associated with the
expression of viral proteins. In the particular case of COVID-19, the Spike protein may hold
between 5 to 13 SQ/TQ domains according to the nature of the associated coronavirus.
Overexpressed in cytoplasm during viral infection, the Spike protein appears to be a
potential X-protein that may sequestrate ATM and drastically reduce the diffusion of
ATM monomers in the nucleus to respond to DNA strand breaks induced by the viral
infection [84]. Hence, the individuals of group II, with a delayed RIANS, may be at risk
of toxicity during infection. Again, further investigations are needed to document the
role of ATM during the viral infection process, but it is likely that the RIANS model may
contribute to understanding the basic mechanisms and to predicting the cases at risk.

4. LDRT in Alzheimer’s Disease (AD)

Alzheimer’s disease (AD) is the world’s leading cause of dementia, considered by the
World Health Organization (WHO) as a global public health priority. Most of the time, only
a probability diagnosis can be made on the basis of clinical arguments (age, hippocampal
amnesia, and family history of AD) [85], supported by biological criteria after lumbar
puncture (increased pTau protein and decreased Aβ1-42 peptide in the cerebrospinal
fluid) [86] and cerebral imaging (cortico-subcortical atrophy, hippocampal atrophy, and
no evidence of other cause of dementia) [87]. Definitive diagnosis of AD is based on the
histological demonstration of extracellular amyloid-Aβ42 peptide deposits (senile plaques)
in the supporting tissue of the central nervous system [88] and intracellular neurofibrillary
tangles of hyperphosphorylated Tau protein [89]. If neurofibrillary degeneration and senile
plaques can be found in other pathologies, their association is pathognomonic of AD.
Neuroinflammation is also a frequent sign encountered in the pathogenesis of AD [90–92].

4.1. LDRT Clinical Trials in AD Patients

Since 2016, Cuttler et al. published two case reports describing patients with AD
whose cognitive performance temporarily improved after iterative low-dose brain com-
puted tomography (CT) scans, about 40–50 mGy each within 10 s [93–95]. The first case
report presents an 81 years-old woman with AD progressing for 10 years, living in hospice
care for several months, «almost totally noncommunicative», «completely nonresponsive»,
«frequently refusing her medications», «almost immobile», and who did «not attempt to
rise from her wheelchair in months», when examined in May 2015 by a neuropsychologist.
In July, her physician prescribed two CT scans of the brain (total dose of 82 mGy) to exclude
any anatomical changes and, according to the patient’s spouse, to «stimulate neuropro-
tective systems». The patient improved so dramatically (cognition, speech, movement,
and appetite) in the following days that she underwent three other CT scans in a 3-month
period: a third (39 mGy) 2 weeks after the previous, a fourth (47 mGy) 2 weeks later, and a
fifth (39 mGy) 6 weeks later in October. Consecutively, her condition improved enough
that she no longer required to stay in hospice care, and she moved to a home for seniors on
November 2015 with a stimulating day program. The patient had a sixth brain CT scan
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(40 mGy) 5 months after the fifth, a seventh (40 mGy) 4 months later, and an eighth
(40 mGy) 4 months later, and as soon as her state began declining, she had additional
brain CT scans earlier, with a ninth (40 mGy) 47 days later, and the last two—the tenth and
eleventh—(80 mGy) 41 days later, in January 2017. Ultimately, she received about 0.45 Gy
over thw whole brain in 11 CT scans in an 18-month period. She finally died on 18 May
2018, 16 months after the last CT [88,89].

The same authors reported another case of a 73-year-old man diagnosed with AD in
January 2015, who benefited from similar brain CT scans but associated with the Mini-
Mental State Examination (MMSE) throughout [95]. It is noteworthy that an MMSE score
of 23/30 or less generally signs the presence of cognitive impairment [96]. The patient
presented an MMSE baseline score of 22/30 in February 2016 and had a primary CT scan
of 46 mGy in April 2016. Three weeks after, his MMSE improved to 24/30. He received
a second CT scan two months after the first, and his MMSE continued to increase to
26/30 when assessed in September. The third and fourth CT scans preceded another
26/30 MMSE score in February 2017, which then started to decrease down to 25/30 in
March and 24/30 in April. Two additional CT scans (a fifth and sixth) were given until
October 2017, when the patient had been considered to enter the moderate or mid-range of
AD. He then progressively declined and finally died on 7 September 2020, at age 77.

Radiation effects on the brain are actively evaluated in vivo. Hence, X-irradiation
(5 × 2 Gy) of the brain seems to be correlated with cognitive improvement in murine
AD models [97–99]. Based on these encouraging LDRT results on animals, some clinical
trials are conducted with such dose schemes. Hence, NCT02359864 (William Beaumont
Hospitals, Royal Oak, MI, USA) and NCT02769000 (Virgina Commonwealth University,
Richmond, VA, USA) attempted 5 × 2 Gy and 10 × 2 Gy fractionations but were suspended
for staffing and budget limitations and interrupted due to COVID-19, respectively. Finally,
the randomized and prospective NCT03352258 (Geneva University Hospital, Geneva,
Switzerland) is currently recruiting, with the aim to treat 10 AD patients at 5 × 2 Gy.
However, since human cells are more radiosensitive than murine cells [100,101], it is
possible that the dose employed in these trials could be reduced to achieve clinical efficiency.
It appears urgent to better explain and justify the drastic differences observed between
the studies implying CT scan and mGy doses and those implying fractions of 2 Gy with
radiotherapy irradiators. Again, the schedule of the dose fractionation should be adapted
to the kinetics of the disease progression.

In continuity with their two questioning case reports [93,95], Cuttler et al. undertook
a single-arm study in four AD patients with severe but stable dementia (age: 81–90 yr,
MMSE baseline score: 0, 0, 0, and 5, respectively) [102]. Patients received two brain CT
scans at once during the same treatment session (80 mGy total), then a third (40 mGy)
two weeks later, and a fourth and last (40 mGy) two more weeks later. Three of the four
patients showed slight cognition and behavior improvements on quantitative measures;
notably, a Severe Impairment Battery (SIB) score improved from 21% to 31% in one patient
and basic activities of daily living (ADL) improved from 26.7% to 30% in another patient.
Although these minor results produced no long-term benefit for patients, some of the brief
improvements observed directly after CT scans could reflect a significant biological effect
of LDRT. Clinical attempts and results of LDRT in AD are depicted in Table 3. Lastly, if
cellular mechanisms of LDRT are emerging in AD models, there is still no molecular model
to explain LDRT effects in human AD patients.

4.2. Biological Hypotheses about the Beneficial Effect of LDRT for AD

In two in vivo murine studies, cognitive alleviation after LDRT was also associated
with a reduction in amyloid-Aβ42 plaques [98,99]. Furthermore, Yang et al. pointed out
that X-rays positive effects on AD (senile plaque control and cognitive improvements)
could be reached even when decreasing the dose in mice from standard fractionation
(5 × 2 Gy) to an LDRT scheme (5 × 0.6 Gy) [99]. The radio-induced reduction of amyloid-
Aβ42 plaques in AD mice appears to be concomitant with the mitigation of neuroinflamma-
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tory cytokine production (CD54, IL-3, CXCL9/10, and CCL2/4) [99,103] and inconsistently
with or without the reduction of Tau protein staining [104,105]. Kim et al. also showed a
similar anti-inflammatory effect after delivering 5 sessions of 1.8 Gy each to mice heads,
associated with decreased synaptic degeneration and neuronal loss [103].

Table 3. State of the art of low-dose radiation therapy (LDRT) in Alzheimer’s disease (AD).

Target Study Design Irradiation Scheme Response Reference

An 81-yr-old
woman with AD Brain Case report 5 × 40 mGy/CT

over 3 months

Clinical cognitive
improvement allowing

discharge from
hospice care

[93]

A 73-yr-old man
with AD Brain Case report 6 × 45–50 mGy/CT

over 18 months
Elevation of MMSE score
from 22/30 up to 26/30 [95]

4 AD patients Brain Single-arm
(pilot study)

4 × 40 mGy/CT
over 1 month

Slight cognition and
behavior improvements

on quantitative measures
(SIB, ADL)

[102]

30 AD patients Brain
Phase I

(single-arm
pilot study)

5 × 2 Gy per session
10 × 2 Gy

per session

Suspended due to staffing
and budget limitations

NCT02359864
(William Beaumont

Hospitals, Royal
Oak, MI, USA)

5 AD patients Brain
Phase IIa

(single-arm
pilot study)

5 × 2 Gy per session
10 × 2 Gy

per session

Interrupted due to
COVID-19

NCT02769000
(Virgina

Commonwealth
University,
Richmond,
VA, USA)

20 AD patients Brain

Randomized,
monocentric,
prospective
(pilot study)

5 × 2 Gy per session Recruiting since 2017

NCT03352258
(Geneva University
Hospital, Geneva,

Switzerland)

MMSE = Mini-Mental State Examination. SIB = severe impairment battery. ADL = basic activities of daily living.

However, Ceyzériat et al. reported that memory performance improvements observed
in AD mice after LDRT could also occur without changes in the amyloid load [97]. Then,
it is possible that senile plaque accumulation would not be a cause but a consequence of
AD [106]. Hence, to date, no molecular mechanism of LDRT’s effect on AD can be identified.

4.3. Degenerative Diseases and the RIANS Model

The RIANS model has already been validated in a subset of neurodegenerative dis-
eases, such as Huntington’s disease, tuberous sclerosis, some forms of xeroderma pigmen-
tosum D and neurofibromatosis type 1, to explain the (group II) radiosensitivity associated
with these syndromes [107–110]. In all these diseases, the X-proteins (huntingtin, tuberin,
XPD, and neurofibromin, respectively) are highly expressed in the cytoplasm in skin fibrob-
lasts of the mutated patients. All these X-proteins interact with ATM, which delays the
RIANS [107–110]. Interestingly, the brain is one of the organs that expresses the least ATM
protein, which may suggest that the biological consequences of delayed RIANS may be
more severe in the brain than in skin cells [111].

Since the 1980s, some studies have shown that fibroblasts and lymphocytes from
patients with AD are radiosensitive and may have dysfunctions in some DSB repair path-
ways [112–114]. Very recently, we have identified one of the potential X-proteins associated
with AD: the APOE protein is overexpressed in a large subset of AD patients and interacts
with ATM by forming perinuclear ATM–pAPOE complexes (Berthel et al., submitted).
These complexes prevent the RIANS and progressively cumulate unrecognized DSB, which
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leads to senescence, death, and accelerated aging (Berthel et al., submitted). Interest-
ingly, exposure to radiation contributes to the dissociation of the ATM dimers and the
ATM–pAPOE complexes, permitting thereafter some ATM monomers to recognize DNA
breaks. However, the determination of the dose to optimize LDRT is in progress (Berthel
et al., submitted).

The reports of Cuttler et al. raise another question: Cuttler et al. proposed LDRT
involving doses ranging from 20 to 75 mGy. This dose range concerns the hormesis
phenomenon [19]. Exposing cells to 20 to 75 mGy may result in producing ATM monomers
and very few additional DNA strand breaks. Considering the pro-inflammatory DSB
induced by permanent genotoxic stress, it is possible that LDRT, via a hormesis-like effect,
promotes the monomerization of the ATM protein, its diffusion to the nucleus, and, finally,
the initiation of DSB repair. Thereby, the RIANS model may explain the anti-inflammatory
effect of LDRT with doses ranging from 20 to 75 mGy (Figure 1d). Further investigations
are needed to consolidate this model and the crucial choice of the total dose and the dose
per session in LDRT that should be efficient against neurodegenerative diseases.

5. Conclusions

LDRT is currently applied in oncology, in inflammation-related pathologies, and in AD,
which illustrates well the discontinuity of the dose-response curve and the counterintuitive
observation that a low dose may produce a biological effect higher than a certain higher
dose. Even if further investigations are needed to document and optimize LDRT, the
apparent paradox of some radiobiological effects specific to low doses may be explained
by the same mechanistic model based on the radiation-induced nucleoshuttling of the
ATM kinase.

6. Patents

The works and the data of the U1296 Inserm Unit regarding Alzheimer’s disease have
been recently protected by a patent deposed in January 2023.
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A b  s  t  r  a  c t

Purpose.  – To  compare  three different  radiotherapy devices  able to  perform pulmonary  stereotactic  radio-

therapy:  CyberKnife® (CK),  Helical  Tomotherapy® (HT),  and  volumetric modulated  arc  therapy  (VMAT).

This  study aims  to  define  the patients’  outcome  in terms of  SBRT  efficacy  and  toxicities  depending of the

device  choice.

Materials and  methods.  – We retrospectively  analyzed  the clinical, radiological,  and  dosimetric data  of

patients  treated with  lung SBRT  between 2016 and  2020  at Lausanne  University  Hospital,  using the Chi2

test  for  proportions,  the  t-test for  means  comparisons,  the  Kaplan-Meier method for  survival, and  the

Log-rank  test  and  Cox-regression  for intergroups  comparisons.

Results.  – We identified  111 patients treated by  either CK (59.9%), VMAT  (38.0%), or  HT  (2.1%).  Compared

to  other  techniques,  CK treated comparable  gross tumor  volume  (GTV; 2.1 vs.  1.4 cm3, P  = 0.84) with

smaller  planning  treatment  volume  (PTV;  12.3  vs.  21.9 cm3, P  = 0.013) and  lower  V5 (13.5  vs.  19.9 cm3,

P  = 0.002).  Local control rates  at 2 years  were not different  whatever  the  irradiation  device, respectively of

96.2%  (range,  90.8–100) and 98.1% (range,  94.4–100),  P  = 0.68. Toxicity  incidence  significantly  increased

with  V5  value  > 17.2%  (56.0  vs. 77.4%, P = 0.021).

Conclusion.  – Compared  to other  SBRT  techniques,  CK  treatments  permitted to treat  comparable  GTV

with  reduced  PTV  and V5. Toxicity  incidence  was less  frequent when  reducing  the  V5. CK is  particularly

attractive  in case of multiple  courses of lung SBRT  or  lung reirradiation.

©  2022  L’Auteur(s). Publié par Elsevier  Masson  SAS  au  nom de  Société  franç aise de  radiothérapie

oncologique  (SFRO). Cet  article est publié en Open  Access  sous licence CC  BY (http://creativecommons.

org/licenses/by/4.0/).
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r  é  s  u  m é

Objectif de l’étude.  –  Comparer  trois différents appareils  capables de  délivrer  une radiothérapie stéréo-

taxique  pulmonaire : le  CyberKnife® (CK),  l’Helical Tomotherapy® (HT) et l’arcthérapie  volumétrique avec

modulation  d’intensité (VMAT).  Cette étude visait à  définir le  devenir  des patients après radiothérapie

stéréotaxique  pulmonaire, en termes d’efficacité  et  de  toxicité, en fonction de  la technique  employée.

Matériel  et méthodes.  – Analyse rétrospective  des données cliniques,  radiologiques  et  dosimétriques des

patients  traités  par  irradiation stéréotaxique  pulmonaire  entre 2016 et  2020  au centre hospitalier uni-

versitaire  de  Lausanne, en utilisant  le  test  Khi2 pour  les  proportions, le  test-t pour les  comparaisons  de

moyennes,  la méthode  Kaplan-Meier  pour  la  survie,  le  test  du Log-rank et  la  régression  de Cox pour  les

comparaisons  entre  groupes.
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Résultats.  – Cent  onze  patients ont  été  traités  soit par  CK (59,9 %),  VMAT  (38,0  %) ou  HT (2,1 %).  Comparé

aux  autres modalités,  le  CK a  traité des volumes  tumoraux macroscopiques (GTV) semblables (2,1  contre

1,4  cm3, p  = 0,84) pour  des volumes  cibles  prévisionnels  (PTV) et des V5  (volumes  recevant  5 Gy)  moindres

(respectivement  : 12,3  contre  21,9 cm3, p  = 0,013 ; et  13,5 contre 19,9  cm3, p = 0,002).  Le taux  de contrôle

local  à 2 ans  était  semblable  indépendamment  de l’appareil,  respectivement  de  96,2 % (90,8–100)  et  98,1 %

(94,4–100),  p = 0,68.  L’incidence  de la toxicité  augmentait  au-delà  d’un  V5 > 17,2  %  (56,0 contre 77,4 %,

p  = 0,021).

Conclusion.  – Comparé  aux  autres modalités  de radiothérapie  stéréotaxique, les  traitements  par  CK  ont

permis,  à  GTV  comparables,  de réduire  les  PTV  et  V5.  L’utilisation  du CK  semble  donc particulièrement

intéressante  en cas de traitements  multiples ou  de réirradiation  stéréotaxiques  pulmonaires.

© 2022  L’Auteur(s). Publié  par  Elsevier  Masson  SAS  au  nom de Société  franç aise de  radiothérapie

oncologique  (SFRO). Cet  article est publié en Open  Access  sous licence CC  BY (http://creativecommons.

org/licenses/by/4.0/).

1. Introduction

Lung cancer is the  most common cause of cancer-related death

[1]. The introduction of pulmonary stereotactic body radiotherapy

(SBRT) for early malignancies has been correlated to a reduction in

the number of patients who remain untreated [2,3]. SBRT is recom-

mended for early stage non-small-cell lung cancer (NSCLC), either

in medically or surgically inoperable patients, or in well-selected

operable patients, according to clinical guidelines [4–7].  In addition,

various SBRT indications for lung oligometastases are well known

[8].

The radiation oncology department of  the Lausanne University

Hospital (CHUV) gathers three different radiotherapy devices able

to treat pulmonary lesions in SBRT conditions: Synergy® (Elekta,

Sweden), Helical Tomotherapy® (Accuray, USA), and CyberKnife®

(Accuray, USA).

Synergy® is a linear accelerator (linac) that uses volumetric

modulated arc treatment (VMAT). The second device, termed

Helical Tomotherapy® (HT), combines a megavoltage compu-

ted tomography (MV-CT) and a miniaturized linac to provide

image-guided radiation therapy. During helicolidal irradiation, the

machine slowly spins around the patient while the table travels

longitudinally. When using Synergy® and HT, an internal target

volume is either determined, on a 4D CT or in obstructed inspiration

owing to a respiratory servo system called Active Breath Control®

(ABC). When using a 4D-CT for planning, the gross tumor volume

(GTV) of each phase is combined into an  internal target volume

(ITV). This method is the most commonly used when irradiation

is done using VMAT or HT. The planning target volume (PTV) cor-

responds to an ITV with a 3-mm margin in this configuration. The

CyberKnife® (CK) is a linear accelerator with a head and a robotic

arm, totally dedicated to SBRT. Several tracking systems allow for

alternative irradiation treatments with this device:

• Synchrony®: respiratory monitoring with placement through

fiducial markers;
• X-sight Spine®: monitoring of the spine associated with a ITV

delineated based on a 4D CT-scanner;
• X-sight Lung® with monitoring of the tumor itself [9,10].

When using the CK tracking method, the GTV is immediately

expanded by 3 mm to the PTV. As a result, CK may  be able to lower

GTV to PTV margins while avoiding ITV-related volume growth.

Within the same radiation oncology department, only a few ins-

titutions have different devices able to perform pulmonary SBRT.

The aim of this study is to determine the patients’ outcomes in

terms of irradiation efficacy and toxicities after lung SBRT, accor-

ding to the different SBRT techniques.

2.  Methods

Between January 2016 and February 2020, we reviewed the

clinical, radiological, and dosimetric data of consenting patients

with primary lung tumors or  pulmonary oligometastases treated by

SBRT at  CHUV. All patients were selected for SBRT after a multidis-

ciplinary thoracic oncological tumor board discussion, and signed

an informed consent form for irradiation. Patients having a lung

tumor treated with a method other than SBRT, such as surgery or

conventional radiotherapy, were not included.

Clinical data such  as the patient’s age, sex, WHO  performance

index, smoking status, comorbidities, previous medical history

including previous irradiation or thoracic surgery, cancer his-

tology, pulmonary location of the tumor (affected lobe, central

or peripheral), and the reason for radio-oncological treatment

rather than the surgical one, were recorded. We  reported toxi-

city data following SBRT according to the  Common Terminology

Criteria for Adverse Events (CTCAE) v 5.0 for respiratory, thora-

cic, and mediastinal disorders; including cough, productive cough,

dyspnea, laryngeal mucositis, oropharyngeal pain, pneumonitis,

pneumothorax, pulmonary edema, pulmonary fibrosis, pulmo-

nary fistula, pulmonary hypertension, sore throat, or wheezing

[11].

The fractionation schedule, GTV, PTV, PTV dose, dose received by

the lungs, i.e., the mean lung dose (MLD), the percent of the volume

of the lung receiving 5  Gy (V5) and 20 Gy (V20), and composite dosi-

metry in the event of multiple courses of  irradiation were all part

of the dosimetric data records.

Radiological data included tumor response after SBRT (stable

disease, complete or partial response to treatment), and any recur-

rence (local, locoregional, or distant metastatic disease) were

described. Local control was  defined as the stability or reduction

of the tumor volume without progression during the follow-up

imaging.

Clinical and radiological data were extracted from the insti-

tutional clinical software Soarian® (Cerner, United States) and

Archimède® (CHUV) software; dosimetric data were recorded from

RayStation® (RaySearch Laboratories, Sweden) and VelocityTM

(Varian Medical Systems, USA) radiotherapy software. Data were

then anonymized by assigning to each patient a neutral identifier

of 4 digits, and the study was  registered on February 24th 2021,

ID 2021-00267, with the authorization of the CER-VD ethics com-

mittee (Switzerland). Statistical analyses were performed using the

JMP® 15 software. We  analyzed descriptive data using the Chi-2 test

for proportions and the T-test for mean comparisons. Survival data

were analyzed by the Kaplan-Meier method, and comparisons bet-

ween groups by the Log-rank test. Confidence intervals (CI) were

computed from standard errors. If p-value was  ≤  0.15 in univariate

analysis, the variable was tested in multivariate analysis through

Cox-regression test.
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Table 1
Descriptive statistics for patients’ demographics, treatment, and outcome.

Patients’ characteristics n = 111

Age: median - minimum - maximum [years] 71.4 32.5 91.6

Gender n = 111

Male 73 (65.8%)

Female 38 (34.2%)

WHO  performance status n = 111

0 34 (30.6%)

1 58 (52.3%)

2 17 (15.3%)

3 1 (<  1%)

4 1 (<  1%)

Smoker n = 111

Yes 72 (64.9%)

No 39 (35.1%)

History of cancer n  = 111

Yes 43 (38.7%)

No 68 (61.3%)

History of thoracic irradiation n = 111

No 85 (76.6%)

Yes 26 (23.4%)

One previous irradiation 23 (88.5%)

Two previous irradiations 3 (11.5%)

1st history n = 26

Total dose: median - minimum - maximum [Gy] 60 8  70

Dose/fraction: median - minimum - maximum [Gy] 2 1.8 30

2nd history n = 3

Total dose: median - minimum - maximum [Gy] 36 25 60

Dose/fraction: median - minimum - maximum [Gy] 6 5  12

History of thoracic surgery n = 111

No 53 (47.7%)

Yes 58 (52.3%)

Wedge resection only 13 (22.4%)

Segmentectomy 5 (8.6%)

Lobectomy 28 (48.3%)

Bilobectomy 6 (10.3%)

Pneumonectomy 4 (6.9%)

Others 2 (3.5%)

Reason for non-operability n  = 111

Surgery refused by patient 5 (4.5%)

Surgically inoperable 24 (21.6%)

Medically inoperable 49 (44.2%)

Systemic disease 33 (29.7%)

Number of metastatic sites n  = 111

1 31 (27.9%)

2 21 (18.9%)

≥ 3 2 (1.8%)

Tumor characteristics n = 111

Primary or metastasis

Primary tumor 57 (51.4%)

Metastasis 54 (48.6%)

Lung 22 (40.7%)

Digestive 14 (25.9%)

ENT 7 (13.0%)

Melanoma 5 (9.3%)

Pleura 1 (1.8%)

Others 5 (9.3%)

Tumor localization (lesions) n = 142

Left lung 64 (45.1%)

Upper left lobe 32 (50.0%)

Lower left lobe 32 (50.0%)

Right lung 74 (52.1%)

Upper lobe 35 (47.3%)

Middle lobe 6 (8.1%)

Lower lobe 29 (39.2%)

Two lobes 4  (5.4%)

Bilateral 4 (2.8%)

Central 32 (22.6%)

Peripheral 105 (73.9%)

Central + peripheral 5 (3.5%)
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Table 1 (Continued)

Histology

Histological proof n = 111

Yes 77 (69.4%)

No 34 (30.6%)

Histological type

NSCLC 3  (2.7%)

Adenocarcinoma 43 (38.7%)

Squamous-cell carcinoma 30  (27.1%)

Adenoidcystic carcinoma 3  (2.7%)

Sarcoma 2  (1.8%)

Melanoma 5  (4.5%)

Hepatocellular carcinoma 1 (0.9%)

Others 24 (21.6%)

TNM score at diagnosis

Tumor classification (T) n = 111

TX 9  (8.1%)

Tis 1  (<1%)

T1 51 (45.9%)

T2 28 (25.2%)

T3 11 (9.9%)

T4 11 (9.9%)

Lymph nodes (N)

NX 8  (7.2%)

N0 75 (67.6%)

N1 13 (11.7%)

N2 11 (9.9%)

N3 4  (3.6%)

Metastasis (M)

MX 8  (7.2%)

M0 75 (67.6%)

M1 28 (25.2%)

Treatment characteristics n = 142

Radiotherapy technique

CyberKnife® 85 (59.9%)

VMAT 54 (38.0%)

Tomotherapy® 3  (2.1%)

SBRT modality

ABC 5  (3.5%)

Fiducials 73 (51.4%)

ITV 48 (33.8%)

Mid-ventilation 2  (1.4%)

X-sight lung® 3  (2.1%)

X-sight spine® 11 (7.8%)

Dosimetry characteristics
PTV volume n = 133

Median - minimum - maximum [cm3] 8.1 1.3 190.4

Dosimetry n = 142

Total dose: median -  minimum - maximum [Gy] 55 34 60

Duration: median - minimum - maximum [days] 11 1  25

Number of fractions: median–minimum–maximum 5  1  8

Current treatment n = 130

MLD: median - minimum - maximum [Gy] 3.7 0.2 22.3

V5: median - minimum - maximum [%] 17.2 2.1 93.6

V20: median - minimum - maximum [%] 2.4 0.2 17

Cumulative dosimetry n = 38

Composite MLD: median -  minimum - maximum [Gy] 7.9 0.9 22.3

Composite V5: median - minimum -  maximum [%] 37.9 4.29 93.6

Outcome n = 111

Toxicity

No 35 (31.5%)

Yes 76 (68.5%)

Acute toxicity

No 48 (43.2%)

Yes 63 (56.8%)

Grade 1 50  (79.3%)

Grade 2 11 (17.5%)

Grade 3 2  (3.2%)

Late toxicity

No 82 (73.9%)

Yes 29 (26.1%)

Grade 1 13 (44.8%)

Grade 2 13 (44.8%)

Grade 3 3  (10.4%)
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Table 1 (Continued)

Best local response n = 142

Tumor progression 1 (0.7%)

Complete response 13 (9.2%)

Partial response 48 (33.8%)

Stable disease 76 (53.5%)

ND 4 (2.8%)

Recurrence n = 111

No 69 (62.2%)

Yes 42 (37.8%)

Local recurrence 3 (7.1%)

Regional recurrence 5 (11.9%)

Distant metastasis 34 (81.0%)

Second primary 10 (9.0%)

Survival n = 111

Alive 78 (70.3%)

Without disease 46 (59.0%)

With disease 32 (41.0%)

Dead 33 (29.7%)

Without disease 12 (36.4%)

With disease 21 (63.6%)

WHO: World Health Organization; ENT: ear-nose-throat; NSCLC: non-small cell lung cancer; TNM: tumor size (T), lymph nodes (N), metastasis (M); PTV: planning target

volume; VMAT: volumetric modulated arc therapy; SBRT: stereotactic body radiation therapy; ABC: active breathing control; ITV: internal target volume; MLD: Mean Lung

Dose; V5: percent lung receiving 5  Gy; V20: percent lung receiving 20  Gy; ND: not documented.

3. Results

3.1. Patients’ and treatment characteristics

We identified 111 patients, mostly smoker (64.9%) men  (65.8%)

in good condition (82.9% PS 0-1) with a  median age of  71.4 years.

Patients presenting primary pulmonary tumors (n = 57) and lung

metastases (n = 54) were found in  equal numbers. Patients, who

were medically inoperable due to comorbidities, were the most

common cause for not selecting for surgery, and instead choosing

SBRT (44.2%). We  treated 142 pulmonary lesions, the majority being

peripheral tumors (73.9%). More than half of  the patients had a his-

tory of thoracic surgery (52.3%), and about a quarter had a history

of thoracic irradiation (23.4%). The prescribed dose ranged from

34–60 Gy over 1–8 fractions with a typical fractionation of 55  Gy in

5 fractions (66.7%), delivered by  CK (59.9%), VMAT (38.0%), or HT

(2.1%). A large majority of patients benefited from a tumor tracking

through fiducials (51.4%), and many of others from an  ITV Plani-

fication with 4D-CT (33.8%). The median MLD  was  3.7 Gy, with a

median V5 at 17.2%. In case of  iterative irradiation, the median

composite MLD  and composite V5 reached 7.9 Gy and 37.9% respec-

tively. Other patients and treatment characteristics are presented

in Table 1. Population of patients and treatment characteristics

depending on the device choice is described in Table 2.

3.2. Local control

Local control (LC) could be  achieved in 138 out of  142 lesions,

and it was 96.8% (92.3–100%, CI 95%) at 2  years and 94.8%

(90.3–100%, CI 95%) at 3 years. LC at 2 and 3  years significantly

decreased with age, from 100% to 93.4% and 88.9%, respectively

when patients were older than 71 years. (P =  0.035), as shown in

Table 3. LC was not influenced by the other treatment charac-

teristics: the choice of radiotherapy device, neither by  the SBRT

modality, nor by the dose/fractionation scheme. We observed 2

mediastinal relapses, corresponding to a loco-regional control rate

of 96.2% at 1 year and 94.4% at 2 years, respectively.

3.3. Survival

Median follow up was 28.7 months (22.7–35.6 months, CI 95%).

Overall survival (OS) rates at 2  and 3  years were respectively 58.5%

(CI 95%, 48.4–68.6%) and 35.7% (CI 95%, 25.2–45.9%), with no dif-

ference regarding both SBRT modalities. Metastasis-free survival

(MFS) and progression-free survival (PFS) significantly decreased

in case of first recurrence at brain (13.5 vs. 5.5 months, P = 0.007 and

0.010, respectively). MFS  and PFS were significantly longer when

treated lesions were primary lung tumors compared to metastases,

while median MFS  was  not reached and PFS nearly doubled. Howe-

ver this last factor was not confirmed after multivariate analysis.

Median survival, significantly decreased in  case of first metastatic

relapse occurred before 13.1 months. Median OS was  37.8 months

when first metastatic relapse occurred before 13.1 months compa-

red to a median OS  of  64.5 months when first metastatic relapse

occurred after 13.1 months (P =  0.035), and remained predictive

after Cox-regression (P <  0.0001). Other predictive factors for sur-

vival (OS,  MFS, and PFS) are depicted in Table 4.

3.4. Toxicity

Patients presented at least one toxicity in 68.5% of  the cases,

mainly grade 1 acute toxicity (n = 50). About three quarter of

patients did not develop any late toxicity (73.9%), and three patients

presented a late grade 3 toxicity (Table 1). Toxicity incidence signi-

ficantly increased beyond the median V5 value of  17.2% (56.0 vs.

77.4%, P =  0.021). Other dosimetric parameters such as PTV or MLD

did not have any impact respectively on acute (P =  0.21; P =  0.24)

or late toxicity (P = 0.29; P =  0.95). Toxicity according to dosimetric

parameters is described in Table 5.

3.5. CK versus other treatment modalities

Population of  patients and treatment characteristics depending

on the device choice is described in Table 2.  Patients’ popula-

tion was  comparable depending on the device choice regarding

age (P = 0.60), gender (P =  0.90), WHO  performance status (P = 0.74),

smoking status (P = 0.98), or TNM score (T, P =  0.66; N, P =  0.38; M,

P =  0.10), primary versus metastasis treatment (P =  0.33), central

versus peripheral location (P =  0.57), and prescribed dose (P = 0.81).

Dosimetric analysis revealed significant differences depending

of the choice of the machine. GTV were comparable between CK and

other modalities (2.1 vs. 1.4 cm3,  P = 0.84). Nevertheless, treatments

with CK resulted in significantly smaller PTV (12.3 vs. 21.9 cm3,

P =  0.013), and were associated with significant dosimetric benefit

with lower MLD  (2.6 vs. 4.1 Gy, P < 0.001), lower V5 (13.5 vs. 19.9%,

P =  0.002) and lower V20 (means at  2.3 vs. 5.4%, P < 0.001). This dosi-

metric benefit was  not associated with a clear clinical benefit after

SBRT.
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Table 2
CyberKnife® versus other techniques: outcome, dosimetry, and toxicity.

CyberKnife® VMAT or Tomotherapy® P-value

Patients characteristics n = 71 n  = 40

Mean age [years] 70.2 69.5 0.6

Gender 0.9

Male 47 (66.2%) 26 (65.0%)

Female 24 (33.8%) 14 (35.0%)

WHO  performance status 0.74

0 20  (28.2%) 14 (35.0%)

1 39 (54.9%) 19 (47.5%)

2 10  (14.1%) 7 (17.5%)

3 1  (1.4%) 0 (0%)

4 1  (1.4%) 0 (0%)

Smoker 0.98

Yes 46 (64.8%) 26 (65.0%)

No 25 (35.2%) 14 (35.0%)

Reason for non-operability 0.2

Surgery refused by patient 4  (5.6%) 1  (2.5%)

Surgically inoperable 17 (24.0%) 7  (17.5%)

Medically inoperable 26 (36.6%) 23 (57.5%)

Systemic disease 24 (33.8%) 9  (22.5%)

Histological proof 0.91

Yes 49 (69.0%) 28 (70.0%)

No 22 (31.0%) 12 (30.0%)

Primary or metastasis 0.33

Primary tumor 34 (47.9%) 23 (57.5%)

Metastasis 37 (52.1%) 17 (42.5%)

History of cancer 0.84

Yes 27 (38.0%) 16 (40.0%)

No 44 (70.0%) 24 (60.0%)

History of thoracic irradiation 0.74

No 53 (74.6%) 31 (77.5%)

Yes 18 (25.4%) 9  (22.5%)

Number of previous irradiations n = 18 n  = 8 0.043*
One 17  (94.4%) 6  (75.0%)
Two 1  (5.6%) 2  (25.0%)

Dose of previous irradiation 0.85

≤ 55 Gy 8  (44.4%) 3  (37.5%)

> 55 Gy 10  (55.6%) 5  (62.5%)

Dose/fraction 0.52

≤ 11 Gy 16 (88.9%) 6  (75.0%)

> 11 Gy 2  (11.1%) 2  (25.0%)

Number of metastatic sites n = 35 n  = 19 0.61

1 19 (54.3%) 12 (63.2%)

2 14 (40.0%) 7  (36.8%)

≥ 3 2  (5.7%) 0 (0%)

TNM score at diagnosis n = 68 n  = 35

Tumor size (T) 0.66

T1 36 (52.9%) 21 (60.0%)

T2 15 (22.1%) 9  (25.7%)

T3 8  (11.8%) 2  (5.7%)

T4 9  (13.2%) 3  (8.6%)

Lymph nodes (N) 0.38

N0 47 (69.1%) 29 (82.8%)

N1 11 (16.2%) 3  (8.6%)

N2 7  (10.3%) 2  (5.7%)

N3 3  (4.4%) 1  (2.9%)

Metastasis (M)  0.1

M0 46 (67.6%) 29 (82.8%)

M1  22 (32.4%) 6  (17.2%)

Anatomical location 0.57

Central 18 (21.2%) 14 (9.9%)

Peripheral 63 (74.1%) 42 (29.6%)

Central + peripheral 4  (4.7%) 1  (1.75%)

SBRT modality n = 85 n  = 57 <0.0001*
ABC 0  (0%) 9  (15.8%)
Fiducials 69  (81.2%) 0  (0.0%)
ITV 0  (0%) 46  (80.7%)
Mid-ventilation 0  (0%) 2  (3.5%)
X-sight lung® 3  (3.5%) 0  (0%)
X-sight spine® 13  (15.2%) 0  (0%)
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Table 2 (Continued)

CyberKnife® VMAT or Tomotherapy® P-value

Dosimetric characteristics n = 81 n = 52

Median prescribed dose [Gy] 55.0 55.0 0.81

Median number of fractions 5  5 0.11

Mean GTV volume [cm3] 2.1 1.4 0.84

Mean PTV volume [cm3] 12.3 21.9 0.013*
Mean GTV/PTV ratio 2.9 4.8 0.0013*
Mean MLD [Gy] 2.6 4.1 <0.0001*
Mean V5 [%] 13.5 19.9 0.002*
Mean V20 [%] 2.3 5.4 <0.0001*

Composite dosimetry n  = 19 n = 19

Mean composite MLD  [Gy] 7.8 7.5 0.849

Mean composite V5 [%] 40.4 35.9 0.513

Survival n = 71 n = 40  0.18

Median OS [months] not reached 64.5

Median MFS  [months] 27.9 48.0

Median PFS [months] 25.9 48.0

Local control n = 82 n = 56 0.68

2-year local control (%)  96.2 (95% CI  = 90.8–100) 98.2 (95% CI = 94.4–100)

3-year local control (%) 93.3 (95% CI  = 85.6–100) 98.2 (95% CI = 94.4–100)

Best local response n = 83 n = 51 0.07

Tumor progression 1 (1.2%) 0 (0%)

Complete response 6  (7.2%) 7 (13.7%)

Partial response 26 (31.4%) 17 (33.3%)

Stable disease 49 (59.0%) 22 (43.1%)

ND 1  (1.2%) 5 (9.8%)

Recurrence
Local recurrence n = 85 n = 57

Yes 3  (3.5%) 1 (1.8%) 0.39

No 82 (96.5%) 56 (98.2%)

Metastatic recurrence n = 78 n = 55

Yes 43  (55.1%) 16 (29.1%) 0.0029*
No 35  (44.9%) 39 (70.9%)

Toxicity n = 71 n = 40

No (%) 29.6 35.0 0.56

Yes (%) 70.4 65.0

Acute toxicity 0.79

No (%) 45.1 42.5

Yes (%) 54.9 57.5 0.98

Grade 1 (%) 45.1 45.0

Grade 2 (%) 9.9 10.0 0.51

Grade 3 (%) 1.3 2.5

Late toxicity 0.26

No (%) 71.8 77.5

Yes (%) 28.2 22.5

Grade 1 (%) 15.5 5.0

Grade 2 (%) 11.3 12.5

Grade 3 (%) 1.4 5.0

CK: CyberKnife®; VMAT: volumetric modulated arc therapy; CI: confidence interval; WHO: World Health Organization; TNM: tumor size (T), lymph nodes (N), metastasis

(M); PTV: planning target volume; SBRT: stereotactic body radiation therapy; ABC: active breathing control; ITV: internal target volume; GTV: gross tumor volume; PTV:

planning target volume; MLD: Mean lung dose; V5: percent lung receiving 5  Gy; V20: percent lung receiving 20 Gy; OS: overall survival; MFS: metastasis-free survival; PFS:

progression-free survival; LC: local control; ND:  not documented; *: statistically significant.

LC rates were comparable between CK and other treatment

modalities, being 96.2% (95% CI: 90.8–100) vs. 98.2% (95% CI:

94.4–100), at 2 years; and 93.3% (95% CI: 85.6–100) vs. 98.2% (95%

CI: 94.4–100) at 3 years, P = 0.68 (Fig. 1). Moreover, OS, PFS, and best

local response were not influenced by  the choice of the machine

neither.

Whereas, LC rates were similar in the two groups, though the

crude metastatic recurrence was more frequent in case of CK treat-

ment (55.1%) than with VMAT (29.1%), P =  0.0029.

There were no significant differences in terms of incidence of

toxicity (P = 0.56), acute toxicity (P =  0.79), late toxicity (P =  0.51), or

in terms of maximal grade of  acute and late toxicity (P =  0.98 and

P = 0.26). Indeed, acute toxicity occurred in  54.9% of  the patients

treated by CK, and in 57.5% of the patients treated by VMAT or other

treatment modality (P =  0.79). Most of patients did not present late

toxicity, as no late toxicity was reported in 71.8% of patients after

CK, and 77.5% of patients after VMAT or  other treatment modality

(P = 0.51).
Fig. 1. Local control depending on the radiotherapy device..
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Table 3
Predictive factors for local control.

Variable 2-year local control (%) 95% CI 3-year local control (%) 95% CI P-value

All (n = 138) 96.8 92.3–100 94.8 90.3–100

Age [years]

≤ 71 (n = 66) 100 100–100 100 100–100 0.035*
> 71 (n = 72) 93.4 85.2–100 88.9 77.6–100

Gender

Women  (n = 45) 97.8 93.3–100 90.8 70.1–100 0.466

Men (n = 93) 96.1 90.5–100 96.1 90.5–100

Radiotherapy technique

CyberKnife® (n = 82) 96.2 90.8–100 93.3 85.6–100 0.893

VMAT (n = 53) 98.1 94.4–100 98.1 94.4–100

Tomotherapy® (n = 3) 100 100–100 100 100–100 0.216

SBRT modality

ABC (n = 4) 80 44.9–100 80 44.9–100

Fiducials (n = 70) 95.3 88.6–100 91.8 82.5–100

ITV (n = 48) 100 100–100 100 100–100

Mid-ventilation (n = 2) 100 100–100 100 100–100

X-sight lung® (n = 3) 100 100–100 100 100–100

X-sight spine® (n = 11) 100 100–100 100 100–100

Dose [Gy]

≤ 50 (n = 10) 100 100–100 100 100–100 0.99

54 (n = 15) 100 100–100 80 44.9–100

55 (n = 92) 96.2 90.8–100 96.2 90.8–100

60 (n = 21) 95.5 86.8–100 95.5 86.8–100

Treatment duration [days]

≤ 11 (n = 48) 100 100–100 95.7 87.4–100 0.553

> 11 (n = 90) 94.9 88.8–100 94.9 88.8–100

History of cancer

No (n = 80) 97.4 93.9–100 93.8 85.7–100 0.519

Yes (n = 58) 96.2 88.8–100 96.2 88.8–100

History of thoracic irradiation

No (n = 90) 96.4 91.3–100 93.4 85.9–100 0.758

Yes (n = 48) 97.9 93.9–100 97.9 93.9–100

History of thoracic surgery

No (n = 69) 96.8 92.4–100 96.8 92.4–100 0.944

Yes (n = 69) 96.9 90.9–100 93.2 84.0–100

Reason of non-operability:

Surgery refused by patient (n = 5) 100 100–100 100 100–100 0.333

Surgically non operable (n = 27) 100 81.4–100 77.1 48.8–100

Medically non operable (n = 70)  98.6 95.9–100 98.6 95.9–100

Systemic disease (n = 36) 96.8 90.6–100 96.8 90.6–100

Primary tumor (n = 74)  95.9 89.9–100 92.3 83.4–100 0.416

Metastasis (n = 64) 98.2 94.7–100 98.2 94.7–100

Tumor localization

Laterality

Left lung (n = 61) 100 100–100 95.5 86.8–100 0.67

Right lung (n = 73) 94.2 87.3–100 94.2 87.3–100

Bilateral (n = 4) 100 100–100 100 100–100 0.443

Central or peripheral

Central (n = 32) 100 100–100 100 100–100

Peripheral (n = 101) 95.5 90.1–100 92.6 85.0–100

Central + peripheral (n = 5)  100 100–100 100 100–100

Histology

Histological proof

No (n = 55) 96.2 88.8–100 96.2 88.8–100 0.519

Yes (n = 83) 97.5 94.0–100 93.7 85.8–100

Histological type 0.837

NSCLC (n = 5) 83.3 53.5–100 83.3 53.5–100

Adenocarcinoma (n = 46) 100 100–100 95 85.5–100

Squamous cell (n = 35) 96.6 90.0–100 96.6 90.0–100

Adenoid cystic carcinoma (n = 4) 100 100–100 100 100–100

Melanoma (n = 5) 100 100–100 100 100–100

Sarcoma (n = 2)  100 100–100 100 100–100

Hepatocellular carcinoma (n = 1) 100 100–100 100 100–100

Mesothelioma (n = 1) 100 100–100 100 100–100

Nerves (n = 1) 100 100–100 100 100–100

ND (n = 38) 92.9 79.4–100 92.9 79.4–100

Number of metastatic sites

0 (n = 1) 100 100–100 100 100–100 0.948

1 (n = 38) 97 91.2–100 97 91.2–100

≥ 2 (n = 26) 100 100–100 100 100–100

PTV volume [cm3]

≤ 8.1 (n = 65) 98 94.0–100 93.7 84.7–100 0.904

> 8.1 (n = 64) 95.6 89.3–100 95.6 89.3–100

CI: confidence interval; VMAT: volumetric modulated arc therapy; SBRT: stereotactic body radiation therapy; ABC: active breathing control; ITV: internal target volume;

NSCLC: non-small cell lung cancer; ND: not documented; PTV: planning target volume.

Missing values (n = 4).
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Table 4
Predictive factors for survival (overall survival [OS], metastasis-free survival [MFS], and progression-free survival [PFS]).

Variable Median OS

[months]

P-value (log-rank/

Cox regression)

Median

MFS  [months]

P-value

(log-rank/

Cox regression)

Median

PFS [months]

P-value (log-rank/

Cox regression)

Age [years]

≤ 71 (n = 54) 64.5 0.95 25.9 0.037*/NS 24.8 0.075/0.02
> 71 (n = 57) 40.1 NR NR

Radiotherapy technique

CyberKnife® (n = 71) NR 0.34 27.9 0.33 25.9 0.18

Other (n = 40) 64.5 48 48

Smoker:

No (n = 39) 41.1 0.46 25.9 0.98 25.9 0.94

Yes (n = 72) 64.5 48 28.8

History of thoracic irradiation:

No (n = 84) 64.5 0.19/NS 45 0.83 68.9 0.76

Yes (n = 27) 29.6 28.4 48.7

Reason of non-operability:

Surgery refused (n = 5) NR 0.82 NR 0.11/NS NR 0.15/NS

Surgically inop (n = 24) 40.1 45 28.8

Medically inop (n = 49) NR 48 48

Systemic disease (n = 33) 41.1 19.3 17.7

MLD  (Gy)

≤3.7 (n = 52) NR 0.15/NS 28.4 0.78 45 0.85

>3.7 (n = 52) 41.1 48 20

Number of metastatic sites:

≤ 2 (n = 32) 31.3 0.753 24.8 0.097/NS 26.2 0.12/NS

> 2 (n = 23) 41.1 13.5 15.4

Time before new metastasis

[months]:

≤ 13.1 (n = 19) 37.8 0.035*/<0.0001 5  < 0.001*/< 0.0001 4.9 <0.001*/<0.0001
> 13.1 (n = 20) 64.5 19.7 19.1

Metastatic recurrence:

Brain (n = 6) 16.4 0.14/NS 5.5 0.007*/NS 5.5 0.010*/0.04
Other (n = 33) 64.5 13.5 13.5

Primary tumor (n = 57) 64.5 0.13/NS NR 0.0034*/NS 48 0.006*/NS
Metastasis (n = 54) 41.1 24.8 20.4
V5 [%]:

≤ 17.2 (n = 52) 64.5 0.78 45 0.91 27 0.59

> 17.2 (n = 52) 41.1 27.8 27.9 27.9

Composite V5 [%]: 0.29 0.64

≤ 37 (n = 9) NR 0.28 24.8 25.7

> 37 (n = 10) 29.6 28.4 NR

PTV volume [cm3]:

≤ 8.1 (n = 52) NR 0.72 27.9 0.22 27 0.3

> 8.1 (n = 52) 41.1 48 48

Variable Relative Risk SD P-value

OS
Time to first metastasis (<  13.1 months) 9.0 0.02 < 0.0001
PFS
Age (median: >71) 1.2 0.37 0.02
Time to first metastasis (<  13.1 months) 2.6 0.06 < 0.0001
Metastatic recurrence at brain 1.2 0.6 0.04

OS: overall survival; MFS: metastasis-free survival; PFS: progression-free survival; Inop: inoperable; MLD: Mean lung dose; V5: percent lung receiving 5  Gy; PTV: planning

target volume; NR: not reached; NS: not significant; SD: standard deviation.

4. Discussion

This retrospective study describes factors associated with

outcome, toxicity, and dosimetric parameters after lung SBRT,

depending on the chosen delivery device.

Claude et al., prospectively analyzed the efficiency and toxicity

of SBRT with CK compared to linear accelerator SBRT treatments for

peripheral early stage NSCLC. A total of 68 patients were treated

using a linac and 38 by  means of CK. Authors have not descri-

bed a significant difference in terms of local control depending

on the employed device; 2-year local control rate was  97.0% (95%

CI: 90.6–99.4%) with linear accelerator vs. 100% with CK, respecti-

vely (P = 0.2839). Neither, acute and late toxicity differed between

the two modalities. However, we can notice that this study did

not report the dosimetric parameters specific to the  device choice.

The paper of Claude et al., represents the unic project that has

confronted these two modalities; however, we can underline that

the treatments were not performed in the same institution (mul-

ticentric study), and this fact could induce bias preventing direct

comparison [12].  Even retrospective, our study represents the first

one directly comparing the outcomes of patients receiving lung

SBRT using three different modalities in the same radiotherapy

department.

There are no strict criteria to choose a priori one technique rather

than another. Our data revealed that dosimetric parameters such

as lung doses are slightly reduced using CyberKnife without clini-

cal benefit on toxicity. However, this dosimetric benefit must be

balanced with general condition of  the patient. Indeed, it is impor-

tant to remember that the CK treatment duration is usually much

longer than with VMAT or Tomotherapy [13]. Therefore, CK treat-

ment might be more suitable for fit patients who  are able to stay

almost 40–60 minutes on the treatment couch.
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Table 5
Predicitive factors for toxicity.

Variable Toxicity (%) P-value Acute toxicity (%) P-value Late toxicity (%)  P-value

Yes No Yes No Yes No

CyberKnife® (n = 71) 70.4 29.6 0.56 54.9 45.1 0.79 28.2 71.8 0.51

Others (n = 40) 65.0 35.0 57.5 42.5 22.5 77.5

PTV volume [cm3]:

≤ 8.1 (n = 52) 65.4 34.6 0.49 50.0 50.0 0.21 21.2 78.8 0.29

> 8.1 (n = 52) 71.7 28.3 62.3 37.7 30.2 69.8

V5 [%]:

≤ 17.2 (n = 52) 56.0 44.0 0.021* 46.0 54.0 0.06 22.0 78.0 0.60

> 17.2 (n = 52) 77.4 22.6 64.2 35.8 26.4 73.6

V20 [%]:

≤ 2.4 (n = 52) 60.4 39.6 0.14 50.9 49.1 0.36 18.9 81.1 0.19

> 2.4 (n = 52) 74.0 26.0 60.0 40.0 30.0 70.0

MLD [Gy]:

≤ 3.7 (n = 52) 61.5 38.5 0.21 50.0 50.0 0.24 25.0 75.0 0.95

> 3.7 (n = 52) 73.1 26.9 61.5 38.5 25.0 75.0

Cumulative MLD  [Gy]:

≤ 7.9 (n = 12) 61.1 38.9 0.14 53.7 46.3 0.60 22.2 77.8 0.54

> 7.9 (n = 8) 74.5 25.5 58.8 41.2 27.5 72.5

PTV: planning target volume; V5: percent lung receiving 5  Gy; V20: percent lung receiving 20  Gy; MLD: Mean lung dose.

In our cohort, about 40% of patients were treated without histo-

logical proof of malignancy, and indication for irradiation was  based

on clinical and radiological criteria and this subset of  patients pre-

sented similar outcomes compared to those with an  histological

proof of malignancy. In this context, several publications already

showed comparable outcomes in patients after empiric SBRT, sup-

porting the hypothesis that patients did have lung cancers [14–16].

Our results revealed excellent local control rates of 96.8% and

94.8% at 2 and 3 years after SBRT. This good loco-regional control

rates were comparable to other studies of lung SBRT, and when

compared to surgical outcomes after video-assisted thoracosco-

pic surgical lobectomy with mediastinal lymph node dissection

[17]. We  have not obtained a significant difference in terms of

local control rate according to the SBRT technique choice. OS

was significantly decreased in case of early metastatic recurrence

(< 13.1 months), and PFS was significantly shorter when the first

identified relapse site was the brain corresponding to the usual cli-

nical factors and influencing the outcome in metastatic patients

[18,19].

In our study, all patients that presented a local relapse were

older than 71 years old. We  identified that oldest patients presen-

ted a significantly lower local control compared to younger ones.

A retrospective study of  219 patients also reported that age signi-

ficantly influenced the local outcome after SBRT [20]. On the other

hand, Watanabe, et al. depicted a preserved local control in a cohort

of 64 patients older than 80 years old, which was 98.4% at 3  years

[21].

Although the crude metastatic recurrence was more frequent

in case of CK treatment than with VMAT, our study showed no

difference in terms of OS, PFS, MFS, or  LC between the two  groups.

Our results also showed an  acceptable rate of moderate-severe

toxicity, which was comparable to the reported data in the litera-

ture [12,22,23]. More than half of our patients presented at least

one toxicity (68.5%), and the most common form was grade 1  acute

toxicity (79.3%). About three quarter (73.9%) of patients have not

developed any late toxicity. Incidence of toxicity was comparable

with the literature [24–27].  In our cohort, several dosimetric para-

meters were analyzed in order to identify predictive factors for

toxicity such as PTV, V5, V20, MLD, and composite MLD. Compared

to other techniques, and even though comparable GTV, CK treat-

ments significantly permitted to decrease PTV, MLD, V5, and V20;

which are dosimetric parameters usually found to be related with

toxicity [28,29]. In our cohort, an  increased V5  value correlated

with a higher incidence of toxicity. Reducing the V5 value could be

particularly interesting in  case of  multiple courses of SBRT lung irra-

diations [29]. Hence, even if we not found a significant difference

regarding toxicity in relation to the delivery device employed, it  can

be appropriate to favor CK irradiation in order to improve dosime-

tric parameters. Indeed, our study showed that cumulative MLD

and cumulative V5 values are approximately doubled in  case of

multiple courses of lung irradiations, and techniques able to spare

healthy lung reducing these dosimetric parameters could be prefer-

red from the first lung SBRT. Moreover, CK could be particularly of

interest in the event of local relapse re-irradiation, situation known

to be at risk of  high rates of  severe toxicity [30,31].

5. Conclusion

Compared to other SBRT modalities, CK technique seems to be

able to treat comparable GTV with reduced PTV, MLD, V5, and V20.

The dosimetric benefit of CK irradiation was  not associated with

a clinical benefit, with comparable outcome in terms of  control

rates and toxicity. This retrospective study, suggests that toxicity

incidence was less frequent when reducing the V5.  Altogether, CK

technique seems particularly suitable in fit patients with multiple

courses of irradiations, or in case of re-irradiations.
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Simple Summary: We demonstrated the possible occurrence of the hypersensitivity to low dose
(HRS) phenomenon in SBRT modality in both tumor and healthy cells. In HRS-positive cells, the
response to SBRT was found exacerbated. Notably, a subset of highly damaged cells can appear and
increase the efficiency of the treatment. Hence, each SBRT session can be viewed as hyperfractionated
dose delivery by means of hundreds of low dose minibeams. To determine the HRS status of tumors
and healthy tissues appears to be useful to increase SBRT efficiency and decrease the risk of adverse
reactions.

Abstract: Stereotactic body radiation therapy (SBRT) has made the hypofractionation of high doses
delivered in a few sessions more acceptable. While the benefits of hypofractionated SBRT have
been attributed to additional vascular, immune effects, or specific cell deaths, a radiobiological and
mechanistic model is still needed. By considering each session of SBRT, the dose is divided into
hundreds of minibeams delivering some fractions of Gy. In such a dose range, the hypersensitivity to
low dose (HRS) phenomenon can occur. HRS produces a biological effect equivalent to that produced
by a dose 5-to-10 times higher. To examine whether HRS could contribute to enhancing radiation
effects under SBRT conditions, we exposed tumor cells of different HRS statuses to SBRT. Four human
HRS-positive and two HRS-negative tumor cell lines were exposed to different dose delivery modes:
a single dose of 0.2 Gy, 2 Gy, 10 × 0.2 Gy, and a single dose of 2 Gy using a non-coplanar isocentric
minibeams irradiation mode were delivered. Anti-γH2AX immunofluorescence, assessing DNA
double-strand breaks (DSB), was applied. In the HRS-positive cells, the DSB produced by 10 × 0.2 Gy
and 2 Gy, delivered by tens of minibeams, appeared to be more severe, and they provided more
highly damaged cells than in the HRS-negative cells, suggesting that more severe DSB are induced
in the “SBRT modes” conditions when HRS occurs in tumor. Each SBRT session can be viewed
as hyperfractionated dose delivery by means of hundreds of low dose minibeams. Under current
SBRT conditions (i.e., low dose per minibeam and not using ultra-high dose-rate), the response of
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HRS-positive tumors to SBRT may be enhanced significantly. Interestingly, similar conclusions were
reached with HRS-positive and HRS-negative untransformed fibroblast cell lines, suggesting that the
HRS phenomenon may also impact the risk of post-RT tissue overreactions.

Keywords: low-dose; radiation therapy; SBRT; LDRT; radiosensitivity; cancer; HRS phenomenon

1. Introduction

Over the last decades, numerous technological advances in radiotherapy (RT)—notably,
via stereotactic approaches—have permitted better tumor targeting and a drastic reduction
in the volume of irradiated healthy tissues. This is, notably, the case of the stereotactic body
radiation therapy (SBRT). Considering the great diversity of SBRT protocols, with various
doses per fraction, number of fractions, dose gradient, etc., it appears more rigorous to de-
scribe SBRT from its physical features, i.e., as a RT modality delivering many non-coplanar
minibeams converging to the tumor with sub-millimetric accuracy, as defined by the In-
ternational Commission on Radiation Units and Measurements (ICRU) [1–6]. Particularly,
hypofractionated SBRT has been shown to improve anti-tumor efficiency and decrease
the volume of irradiated healthy tissues for numerous tumor indications, including spine
metastasis [7–9], prostate cancer [10], liver metastasis [11], as well as lung carcinoma and
metastasis [7,12,13].

In stereotactic approaches, a precise tumor target is reached in each session by hun-
dreds of minibeams delivering subfractions of Gy [14]. For example, during one SBRT
session, the targeted tumor may be exposed to a hyperfractionation of low doses of the
order of cGy. Furthermore, some minibeams may overlap in the same regions of the tar-
geted tumor; hence, in a given tumor region, a session of SBRT results in some repeated
low doses that are separated by some seconds to some minutes (Figure 1).

 
Figure 1. SBRT and the hypersensitivity to low doses phenomenon (HRS). (A) A schematic view
of SBRT centripetal minibeams crossing a spherical tumor. (B) On the left, there is a representative
example of a survival curve showing HRS phenomenon. The HRS parameters defined in Material
and Methods are indicated. On the right, the survival effect of repeated low doses in an HRS-positive
cell at different doses is shown. Red lines indicate the expected fractionation effect.

Interestingly, at the ranges of doses and dose-rates involved during an SBRT session,
the hypersensitivity to low dose (HRS) phenomenon can occur and result in enhancing the
effect of the low dose to an effect that is equivalent to a dose 5 to 10 times greater [15–17].
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Any HRS-positive tumor treated by SBRT could, therefore, elicit a considerable dose
enhancement effect caused by HRS. (Figure 1). At high dose-rate (some Gy/min), the
maximal HRS effect generally ranges from 0.1 to 0.8 Gy. However, the dose at which the
maximal HRS effect occurs has been shown to decrease with dose-rate reaching a maximal
HRS effect in the mGy to cGy range [18]. By using unrepaired DSB as an endpoint, such
dose enhancement may be quantified after one single SBRT session.

The present study aims to investigate the potential influence of the HRS phenomenon
in the response of tumor and normal cells exposed to SBRT, as defined above. In order to
verify such a hypothesis, four HRS-negative and two HRS-positive human tumor cell lines
were exposed to a single dose of 0.2 Gy, 2 Gy, 10 × 0.2 Gy, and a single dose of 2 Gy using a
non-coplanar isocentric minibeams irradiation mode at Centre Léon-Bérard (CLB), Lyon,
France and at Centre Hospitalier Universitaire Vaudois (CHUV), Lausanne, Switzerland.
There were also one HRS-negative and one HRS-positive human untransformed fibroblast
cell lines used to evaluate the influence of the HRS status on the response of healthy tissues
to SBRT. The immunofluorescence against the phosphorylated forms of the variant X of
the H2A histone (γH2AX), a current biomarker of DSB recognized by the non-homologous
end-joining (NHEJ), the most predominant DSB repair pathway in mammalians [19,20],
was applied to each condition to investigate the DSB repair and signaling response.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Lines

There were four HRS-positive and two HRS-negative commercial human tumor cell
lines used in this study. Their major biological and radiobiological features were detailed
in Table 1. All the experiments with tumor cell lines were performed in the log phase of
growth with similar relative distributions in the cell cycle phases (70–80% in G0/G1; 10–15%
in S and 10–20% in G2/M) [21]. In addition, to evaluate the influence of the HRS status on
the response of healthy tissues to SBRT, one HRS-negative (AG1521) and one HRS-positive
(13HNG) human untransformed fibroblast cell line were irradiated in the same conditions
as those used for tumor, to the notable exception that they were irradiated in plateau phase
of growth [22]. While the AG1521 fibroblast cell line is provided from a commercial cell
repository (Table 1), the 13HNG cell line belongs to the COPERNIC collection (N.F.‘s lab),
which has been abundantly documented and composed of radioresistant and radiosensitive
fibroblast cell lines derived from RT-treated patients. The COPERNIC radiobiological
database is protected under the reference IDDN.FR.001.510017.000.D.P.2014.000.10300. All
sampling protocols of the COPERNIC collection were approved by the national ethical
committee in agreement with the current national regulations. The resulting cells were
declared under the numbers DC2008-585, DC2011-1437, and DC2020-3957 to the Ministry of
Research. All the cells used in this study were routinely cultured with Dulbecco’s modified
Eagle’s minimum medium (DMEM) (Gibco-Invitrogen-France, Cergy-Pontoise, France),
which was supplemented with 20% fetal calf serum, penicillin, and streptomycin.

Table 1. Biological features of the tumor and fibroblast cell lines used in this study.

Cell Line Origin HRS Status

HT29

Grade II colon adenocarcinoma
isolated from a primary tumor
from a white Caucasian
female patient

#HTB-38, ATCC a +

A549 lung carcinoma from a white
Caucasian male patient #CCL-185, ATCC a +

U373 MG glioblastoma astrocytoma from a
malignant tumor #08061901, ECACC b −

U87 MG from malignant glioma from a
male patient #HTB-14, ATCC a +
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Table 1. Cont.

Cell Line Origin HRS Status

LN229
from the right frontal
parieto-occipital cortex of a white
female patient with glioblastoma.

#CRL-2611, ATCC a +

SNU475 from an hepatocellular carcinoma #CRL-2236 ATCC a −
AG1521 Skin (foreskin) fibroblast from a

foreskin of a 3 day child
#AG01521, Coriell
Institute Repository c −

13HNG
Skin fibroblast from a cancer
patient showing adverse tissue
after radiotherapy

COPERNIC
Collection +

a American Type Culture Collection (ATCC), (Manassas, VA, USA); b European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC), Health Security Agency, (Salisbury, UK); c Coriell Institute Repository (Camden, NJ, USA).
+ and – mean HRS-positive and -negative status, respectively.

2.2. Irradiation

Irradiations simulating a hyperfractionated RT were performed with a 6 MV X-rays
medical irradiator (SL 15 Philips) (dose-rate: 4 Gy.min−1) at Centre Léon-Bérard (Lyon,
France) [23]. In all the experiments, a dose of 2 Gy was chosen as reference since it
simulates a current dose per RT session. Cells in Petri dishes were exposed in a static
irradiation described elsewhere [23]. Dosimetry was certified by radiophysicists of the
Centre Léon-Bérard. SBRT Irradiations were performed with a CyberKnifeTM treatment
unit (Accuray Inc, Sunnyvale, CA, USA) at Centre Léon Bérard (Lyon, France) or at CHUV
(Lausanne, Switzerland) [24]. First, cells in Petri dishes were exposed with static irradiation:
dishes were positioned on the floor on 10 cm of water equivalent plates, for backscattering
purposes, and under 5 cm of water equivalent plates. A fixed collimator of 60 mm was
used. In these conditions, dose-rate to the cells was estimated to about 1.5 Gy.min−1. Cells
were irradiated by considering three schemes: 2 Gy delivered in one time (“2 Gy”), 0.2 Gy
delivered in one time (“0.2 Gy”), and 2 Gy delivered in 10 subfractions of 0.2 Gy, with a
2 min time interruption between each fraction, leading to a planned delivery time of about
20 min (“10 × 0.2 Gy”). A second setup was considered with a CyberKnifeTM treatment
unit: Petri dishes were positioned inside a homemade phantom containing fiducials that
could be seen by the CyberKnifeTM system, and a CT scan was performed. MultiplanTM

(Accuray Inc., Sunnyvale, CA, USA) treatment planning system was used to create a clinical
plan, and the fixed 20 mm, 35 mm, and 50 mm collimators were chosen. A homogeneous
dose of 2 Gy was planned for the target volume, containing the Petri dishes plus isotropic
extension margins, of 5 mm to account for setup uncertainties. The treatment consisted
of 82 minibeams, including 8, 71, and 3 minibeams provided by fixed 20, 35, and 50 mm
collimators, respectively. The planned delivery time was about 20 min. It will be further
referred to, in this paper, as the (“2 Gy Cyber”) condition.

2.3. Cell Survival

Standard clonogenic assays were used for the assessment of intrinsic radiosensitivity,
as previously described [25,26]. For HRS-negative cells, the linear-quadratic (LQ) model
describes the cell survival S as a function of dose D, as follows:

S(D) = exp(−αD − βD2) (1)

in which α and β are adjustable parameters to be determined.
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For HRS-positive cells, the induced repair model describes the cell survival S as a
function of dose D, similar to the LQ model, but by integrating the HRS phenomenon with
the following modifications on the α parameter, by defining the HRS variant LQ model as
follows:

S(D) = exp(−αres (1 + g exp(−D/Dc))D − βD2) (2)

in which Dc is an adjustable parameter and g is the amount by which α, at the very
low doses (αsen), is larger than α at high doses (αres). Hence, αsen = αres (1 + g) for the
hyperradiosensitive cells [27] (Figure 1). The HRS/IRR ratio can also be used to quantify the
extent of the HRS phenomenon. It is defined as the ratio of high and low doses, providing
the lowest survival values at low doses and corresponding to the maximal HRS effect.

2.4. Immunofluorescence

The immunofluorescence protocol and foci scoring were described elsewhere [23].
Briefly, cells were fixed in 4% (w/v) paraformaldehyde solution for 10 min at room tem-
perature, and they were permeabilized in 0.5% Triton X-100 solution for 5 min at 4 ◦C.
Primary and secondary antibody incubations were performed for 40 and 20 min at 37 ◦C,
respectively. Anti-γH2AXser139 antibody (#05-636; Merck Millipore, Burlington, VT, USA)
was used at a 1:800 ratio. Anti-mouse fluorescein (FITC) secondary antibody was used at a
1:100 ratio. Slides were mounted and counterstained in 4′,6′ Diamidino-2-Phenyl-indole
(DAPI)-stained Vectashield (Abcys, Paris, France), and nuclei were examined with a BX51
Olympus fluorescence microscope. For each of the three independent replicates, 100 nuclei
were analyzed. The foci scoring procedure applied here has received the certification
agreement of CE mark and ISO-13485 quality management system norms. Our foci scoring
procedure also developed some features that are protected in the frame of the patents
(FR3017625 A1 and FR3045071 A1).

2.5. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed by using Kaleidagraph v4 (Synergy Software,
Reading, PA, USA), Graphpad Prism (San Diego, CA, USA), and MATLAB R2020B (Math-
Work, Natick, MA, USA). Each experiment is the result of three independent replicates, so
the mean is given with the standard error of the mean (SEM).

3. Results

3.1. HRS Status of the 6 Tumor Cell Lines Used in This Study

Using a standard orthovoltage irradiator, delivering X-rays at high dose-rate, clono-
genic cell survival assays were applied to the HT29, A549, U373, U87, LN229, and SNU475
cell lines. With regard to cell survival, while the U373 and SNU475 cells were found to be
HRS-negative by obeying the classical LQ model data fitting, the HT29, A549, U87, and
LN229 cells showed a specific hyperradiosensitivity in the range of 0.1 to 0.5 Gy, and they
obeyed the HRS variant LQ model (Figure 2; Table 2). It is noteworthy that the surviving
fractions, at 2 Gy (SF2) of the HRS-positive LN229 and the HRS-negative U373 cells, were
not significantly different (61 ± 3% and 58 ± 6%, respectively; p > 0.8), while the SF2 val-
ues of the LN229 (HRS-positive) and the A549 (HRS-positive) were significantly different
(61 ± 3% and 80 ± 4%, respectively; p < 0.001). These findings suggest that the extent of
HRS phenomenon may be observed independently of the SF2 value. A similar conclusion
can be reached with the cell cycle since all the cell lines have been irradiated in similar
distributions of cell cycle phases. Our results were found to be in agreement with literature
data [28–30] (Figure 2).
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Figure 2. Clonogenic cell survival of the 6 tumor cell lines used in this study. Cell survival data were
plotted as a function of X-ray dose delivered at high dose rate (4 Gy/min) by a standard orthovoltage
irradiator. Each point represents the mean of triplicate experiments ± SEM. Survival data were fitted
to the LQ model and HRS LQ variant model. The HRS-positive cell lines are represented by closed
symbols, while the HRS-negative cell lines are represented by open symbols. The (A) panel represents
the A549, HT29, and U373 data and the (B) panel represents the U87, LN229, and SNU475 data.

Table 2. Numerical values of the adjustable parameters defining the variant LQ model for the tumor
cell lines used here *.

Cell Lines HRS Status αres (Gy−1) g Dc (Gy) HRS/IRR Ratio β (Gy−2) SF2 (%)

U373 − 0.05 0 NA 1 0.029 58 ± 6
SNU475 − 0.05 0 NA 1 0.14 50 ± 4

A549 + 0.273 8.11 0.17 4.5 0.0003 80 ± 4
HT29 + 0.001 12.63 0.15 6 0.003 80 ± 6
U87 + 0.14 12.05 0.13 3.75 0.03 65 ± 6

LN229 + 0.19 7.03 0.15 7.5 0.016 61 ± 3

* Survival data shown in Figure 2 were fitted to S(D) = exp(−αres (1 + g exp(−D/Dc))D − βD2) (Formula (2)). It is
noteworthy that all the data fit provided correlation coefficients larger than 0.98; + and – mean HRS-positive and
-negative status, respectively; NA: non applicable.

3.2. γH2AX Foci Kinetics of the 6 Tumor Cell Lines Used in This Study

The formation of nuclear γH2AX foci reveals the DSB, which is recognized by the non-
homologous end-joining pathway (NHEJ), the most predominant DSB repair and signaling
in mammalians [20]. The early (10 min) γH2AX foci document the recognition step of the
DSB managed by NHEJ, while the residual (24 h) γH2AX foci reflect the DSB repair step [20].
After 2 Gy, the anti-γH2AX immunofluorescence revealed a maximal number of γH2AX
foci reached at 10 min post-irradiation and corresponding to 80 ± 5 and 78 ± 4 γH2AX foci
in the U373 and the HT29 cells (p > 0.2), respectively. Conversely, in the A549 cells, this
number was found to be significantly lower (65 ± 4 γH2AX foci; p < 0.005), suggesting
an impaired DSB recognition, which was in agreement with literature [20] (Figure 3). At
24 h after 2 Gy, the amounts of residual γH2AX foci in the three cell lines tested were
found to be similar (p > 0.2), suggesting that, at 2 Gy, (1) the DSB recognized by H2AX
phosphorylation are repaired similarly, and (2) the differences between cell survival (SF2)
values are likely due to DSB that are not recognized by NHEJ and not revealed by γH2AX
foci [17] (Figure 3). After a single dose of 0.2 Gy, the number of γH2AX foci were about
10 times lower for all the cells. However, the HRS-positive cells elicited a lower number
of γH2AX foci, assessed 10 min post-irradiation, than the HRS-negative cells (p < 0.05),
suggesting a DSB recognition impairment at 0.2 Gy. Furthermore, the HRS-positive cells
elicited a higher number of γH2AX foci 24 h post-irradiation than the HRS-negative cells
(p > 0.001), suggesting a slower DSB repair (Figure 3). Altogether, these findings suggest
that, at 0.2 Gy, unlike the HRS-negative U373 cells, the HRS-positive HT29 and A549 cells
showed a lack of DSB recognition by NHEJ pathway and a larger amount of unrepaired
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DSB, which documents the HRS phenomenon (Figure 3). Similar conclusions were reached
with the HRS-positive U87 and LN229 cells and the HRS-negative SNU475 cells.

Figure 3. Radiation-induced γH2AX foci kinetics of the 6 tumor cell lines used in this study. The
γH2AX foci data were expressed as a number of γH2AX foci per cell, as a function of post-irradiation
time, after a dose of 2 Gy (A,C) and 0.2 Gy (B,D) X-ray delivered at high dose rate (4 Gy/min) by a
standard orthovoltage irradiator. Each point represents the mean of triplicate experiments ± SEM.

Among the most current questions with regard the relevance of the HRS phenomenon
is how a low dose, such as 0.2 Gy, can provide a similar lethal effect to higher doses
such as 2 Gy. In fact, the link between unrecognized/unrepaired DSB and cell survival
is now very clearly documented [20]. Literature data converge to the conclusion that
one to two unrepaired DSB is a lethal event for human fibroblasts [31], and the same
link is true about two to three unrepaired DSB for human tumors since tumors may
tolerate more unrepaired DSB than healthy tissues [14,20,32]. Furthermore, we have
already shown that HRS phenomenon results in the lack of recognition and repair of DSB
by the NHEJ pathway [19,20]. Hence, in order to consolidate the relevance of our data with
regard to these two features, we have plotted the number of residual γH2AX foci with the
corresponding cell survival data at 2 Gy (SF2) and 0.2 Gy (SF0.2) (Figure 4).
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Figure 4. Relationships between the cell survival and the γH2AX data. A. The survival data assessed
at 0.2 (SF0.2) and 2 Gy (SF2), shown in Figure 2, were plotted against the corresponding γH2AX
data assessed at 24 h post-irradiation, shown in Figure 3, and obtained from the indicated human
tumor cell lines. Each point represents the mean of triplicate experiments ± SEM. The dashed and
the dotted lines represent the links between the SF2 and the number of residual γH2AX foci obtained
from 40 human tumor cell lines described in [32], as well as 200 human fibroblast cell lines described
in [20]. (B) The survival data assessed at 0.2 (SF0.2), shown in panel (A), were plotted against the
corresponding percentage of γH2AX data assessed at 24 h post-irradiation (24 h data divided by
10 min data, shown in Figure 3, and obtained from the indicated human tumor cell lines). Each point
represents the mean of triplicate experiments ± SEM. The line represents the formula y = 98.8 − 0.32x
(r = 0.97).

The relationship between the SF2 data, shown in Figure 2, and the corresponding
γH2AX foci assessed at 24 h post-irradiation, shown in Figure 3, was found to be in
agreement with the link between SF2 and the number of unrepaired DSB reflected by
the γH2AX foci described in [32] (Figure 4A). It is also noteworthy that data obtained
with a dose of 0.2 Gy obeyed the same relationship (Figure 4A), supporting, again, that
a very small number of unrepaired DSB can lead to cellular death. Lastly, the clonogenic
cell survival at 0.2 Gy appeared to be inversely proportional to the percentage of DSB
recognized and repaired by the NHEJ (Figure 4B). The formula deduced from the data fits
suggested that cell survival decreased by 1% each time the percentage of DSB recognized
and repaired by NHEJ decreased by one-third (Figure 4B).

3.3. Molecular Response to SBRT of the 6 Tumor Cell Lines Used in This Study

In order to further examine the potential impact of the HRS status in the response to
SBRT, we applied 2 and 0.2 Gy delivered at one time, 2 Gy delivered in 10 subfractions of
0.2 Gy, and 2 Gy delivered in CyberKnife conditions, with minibeams to the 6 tumor cell
lines. The first series was performed with a CyberKnife irradiator of CLB (Lyon, France)
with the HT29, A549, and U373 cells. The second parallel series was performed in the same
conditions with a CyberKnife irradiator of the CHUV (Lausanne, France).

The γH2AX foci kinetics after the “2 Gy” condition were not found to be significantly
different from those obtained with an orthovoltage X-ray irradiator (p > 0.2) (Figure 4).
After the “0.2 Gy” condition, in the two HRS-positive cells, the number of γH2AX foci was
found to be lower at 10 min and higher at 24 h post-irradiation than in the HRS-negative
cells (p < 0.01) (Figure 5). Interestingly, the “10 × 0.2 Gy” condition resulted in a number of
early γH2AX foci, assessed 10 min post-irradiation, similar to that assessed in the “2 Gy”
condition (p > 0.4) (Figure 5). At 24 h post-irradiation, the “10 × 0.2 Gy” condition resulted
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in increasing the amount of residual γH2AX foci reflecting unrepaired DSB in the two
HRS-positive cells by comparison with the “2 Gy” condition (p < 0.02). Conversely, the
“10 × 0.2 Gy” condition did not significantly change the number of residual γH2AX foci
in the HRS-negative cells (p > 0.2). These findings suggest that the severity of DSB only
increases in HRS-positive cells (Figure 5). The “2 Gy Cyber” condition was found to
amplify the differences already noticed with the “0.2 Gy” condition (p < 0.02) again. The
“2 Gy Cyber” and “10 × 0.2 Gy” conditions showed the most severe DSB and the largest
differences between the HRS-negative and positive cells, (Figure 5). Similar conclusions
were reached with the U87, LN229, and SNU475 cell lines.
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Figure 5. Radiation-induced γH2AX foci kinetics of the A549 (HRS-positive) (A), HT29 (HRS-positive)
(B), and U373 (HRS-negative) (C) tumor cell lines irradiated with different SBRT delivery mode. For
each cell line, the γH2AX foci data were expressed as a number of γH2AX foci per cell and a function
of post-irradiation time (top) after a single dose of 2 Gy (2 Gy), 0.2 Gy (0.2 Gy), a series of 10 times
0.2 Gy (10 × 0.2 Gy), and a dose of 2 Gy delivered by CyberKnife (2 Gy Cyber). Each point represents
the mean of triplicate experiments ± SEM.

During our experiments, we observed some cells showing a number of γH2AX foci
higher than 100, i.e., they were difficult to score with precision. Such highly damaged
cells (HDC) appeared to be a specific feature of the HRS-positive cells that was mainly
observed in “10 × 0.2 Gy” and in “2 Gy Cyber” conditions (Figure 6). In order to account
for HDC, we have re-expressed the previous data by considering four categories of cells:
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no γH2AX foci, no more than 15 γH2AX foci, more than 15 γH2AX foci, and HDC. The
24 h data did not show any HDC after a single dose of 2 Gy (Figures 6 and 7). The HDC
were observed in HRS-positive cells in the “0.2 Gy” conditions, and such features increased
in “10 × 0.2 Gy” and “2 Gy Cyber” conditions in the HRS-positive cells only, suggesting a
specific biological dose-enhancement. Conversely, with regards to the HRS-negative cells, a
non-significant amount of HDC was observed. No cell with more than 15 foci was observed
in HRS-negative cells. (Figures 6 and 7). These findings suggest that a considerable amount
of additional DSB may be specifically induced in the HRS-positive cells when the dose is
delivered in the hyper-fractionated SBRT conditions.

 
Figure 6. Representative images of the four categories of cells observed 24 h post-irradiation: cells
showing no γH2AX foci, no more than 15 γH2AX foci, more than 15 γH2AX foci, and HDC. The
γH2AX staining is in green, and the corresponding DAPI counterstaining is in blue.

Figure 7. Stacked bar chart of 24 h γH2AX foci data from the 6 tumor cell lines used this study. The
24 h data obtained from the 6 indicated tumor cell lines were re-expressed by considering four cate-
gories of cells defined in Figure 6. Each point represents the mean of triplicate experiments ± SEM.

3.4. Molecular Response to SBRT of the 13HNG and AG1521 Skin Fibroblast Cell Lines

The HRS phenomenon is not limited to the tumor cell lines; it has also been ob-
served in healthy tissues such as skin fibroblasts [33–37]. Hence, if the SBRT irradiation
would concern the healthy tissues around the tumor, some over-reaction would also be
expected. Hence, in order to examine the influence of the HRS status in the response of
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skin fibroblasts to SBRT, we applied the same irradiation conditions as described above to
two untransformed skin fibroblast cell lines: AG1521 (HRS-positive) and 13HNG (HRS-
negative) (Figure 8). The HDC were only observed in HRS-positive cells in the “0.2 Gy”
and “2 Gy” conditions, and such features increased in “10 × 0.2 Gy” and “2 Gy Cyber”
conditions. Such data confirm again that the positive HRS status may lead to a specific
biological dose-enhancement in SBRT irradiation conditions (Figure 8).

Figure 8. Stacked bar chart of 24 h γH2AX foci data. The 24 h data obtained from the 2 indicated
heathy tissue cell lines were re-expressed by considering four categories of cells defined in Figure 6.
Each point represents the mean of triplicate experiments ± SEM.

3.5. Quantified Relationship between the HRS/IRR Ratio and the Percentage of HDC

The HDC appeared to be a biomarker specific to a repeated HRS phenomenon. In
order to examine whether a quantified link exists between the percentage of HDC and the
HRS/IRR ratio, these two parameters, obtained from the four HRS-positive tumor cells,
were plotted together (Figure 9). Interestingly, the higher the HRS/IRR ratio, the larger the
percentage of HDC. Furthermore, the percentage of HDC increased with the number of
SBRT sessions by obeying a linear function close to a one-to-one correlation. Hence, each
infinitesimal extent of HRS corresponds to about a 1% increase in HDC. The HRS/IRR ratio
is a bounded value, so the percentage of HDC is expected to be a curvilinear function of the
number of SBRT sessions. However, further investigations will be needed to document the
occurrence of the HRS phenomenon in the SBRT sessions and to verify such a hypothesis.

Figure 9. HRS/IRR ratio as a function of percentage of HDC. The HRS/IRR ratios mentioned for the
four HRS-positive tumor cells in Table 2 were plotted against the corresponding percentage of HDC
in the 0.2 Gy, 10 × 0.2 Gy, and 2 Gy Cyber conditions shown in Figure 6. Dotted lines correspond to a
linear function used for data fitting.
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4. Discussion

4.1. From Hypofractionated to Stereotactic RT Modalities

The occurrence of the HRS phenomenon in RT depends on the dose, the dose-rate, and
the HRS status of the irradiated cells. To date, some hypofractionated and/or stereotactic
RT modalities may include conditions in which the HRS phenomenon may occur and may
be repeated. In this study, we have applied particular hypofractionated SBRT conditions
(those of CyberKnife™ RT). Theoretically, as far as the HRS phenomenon can occur and
be repeated, our conclusions may be relevant for any stereotactic delivery of the dose.
Furthermore, our results showed that the HRS phenomenon is independent of the tumor
cell type (glioblastoma, lung adenocarcinoma. . .), and therefore, many SBRT or stereotactic
radiosurgery (SRS) protocols can be concerned by such conditions. Further investigations
are therefore needed to document the occurrence of HRS in other RT modalities.

Historically, hypofractionated RT has long been associated with severe complications,
while hyperfractionated RT, with several sessions of about 2 Gy, was known to reduce
them [38–40]. In the 1930s, the “German School” with Holzknecht and Wintz preferen-
tially applied hypofractionated RT, while the “French school”, represented by the medical
staff of the Curie Institute in Paris with Regaud, Coutard, and Del Regato, promoted
hyperfractionated RT [38–40]. First developed in the 1950s, the stereotactic approach has
significantly improved the tumor targeting, which has revived the old debate about hypo or
else hyperfractionated RT [41]. Particularly, while hypofractionation may concern other RT
modalities, it remains intimately linked to SBRT, and the efficiency of such specific modality
has been often attributed, at least partially, to hypofractionation [42,43]. Some authors have
suggested that long periods between two RT sessions may facilitate immune reactions,
tumor reoxygenation, or repopulation, but these last features have not been correlated
to radiosensitivity in a unified model yet [14,44,45]. Furthermore, immune reactions and
tumor repopulation require a significant cell killing effect. With regards to DNA damage,
if the 24 h repair time is protracted, no significant number of additional DNA damage is
created or repaired, and therefore, no additional cell killing effect is produced [14]. In other
terms, by considering unrepaired DNA breaks, protracting the time between RT sessions
over 24 h should not protect significantly more healthy tissues or kill more tumor cells and,
consequently, should not favor the occurrence of immune reactions and tumor repopula-
tion [14]. In a hypofractionated RT modality (whether SBRT or not), hypofractionation of
the total dose is likely to produce additive, but not supra-additive, effects. Conversely, by
not considering the hypofractionation of high doses delivered during all the treatment but
the hyperfractionation of low doses during each session, a significant dose-enhancement
may be observed if the HRS phenomenon occurs, i.e., if some doses and dose-rates obey
HRS conditions [18]. In addition, by producing an excess of cell lethality, HRS may also
impact on vascular damage and immune response. Hence, our model is compatible with
other hypotheses evoked above.

4.2. HRS Phenomenon and Stereotactic RT

The HRS phenomenon results in a significant reduction in clonogenic cell survival,
increase in chromosome breaks, micronuclei, and unrepaired DSB, but also an increase
in mutation frequency after a single low-dose ranging between 1 and 800 mGy [18,46].
At a dose-rate higher than 1 Gy/min, HRS generally occurs between 1 and 800 mGy.
At 0.1 Gy/min, HRS is expected at few cGy [18]. In 2016, we have provided a relevant
biological interpretation of the HRS phenomenon in the frame of the radiation-induced
ATM nucleoshuttling (RIANS) model [17]. Briefly, in the RIANS model, IR induce DNA
damage (similarly to DSB), but they also induce monomerization of the cytoplasmic ATM
dimers in a dose-dependent manner. The resulting ATM monomers diffuse to the nucleus
to participate in the DSB recognition by NHEJ [47]. The delay of the RIANS was shown to
be correlated with the cell survival and severity grade of post-RT tissue reactions [20,23].
The RIANS is very fast (some minutes after 2 Gy) in radioresistant cells (SF2 > 60%) called
group I cells. It is not functional in hyperradiosensitive cells (SF2 < 10%) called group III
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cells. In cells showing significant but intermediate radiosensitivity (10% < SF2 < 60%),
called group II cells, the RIANS is delayed by the cytoplasmic over-expression of some
proteins called X-proteins [17,47]. At low doses, the number of ATM monomers that diffuse
in the nucleus and the number of DSB induced by IR decrease together but not at the same
rate. Indeed, the number of DSB induced by IR decreases by obeying an induction rate
of about 40 DSB induced per Gy per cell, regardless of the group of radiosensitivity. In
group II cells, because ATM monomers are sequestrated by X-proteins in the cytoplasm,
the number of ATM monomers decreases faster than in group I cells. Consequently, the
ratio of ATM monomers that diffuse in the nucleus per DSB is much lower in group II than
group I cells [17,47]. In a specific mGy dose range, the flux of ATM monomers may not
be sufficient for recognizing the few DSB induced. In the case of non-recognition of some
DSB, the survival rate, the number of unrepaired DSB, micronuclei, or mutations may be
affected significantly. Hence, the HRS-positive cells necessarily belong to the group II, i.e.,
they are characterized by a moderate radiosensitivity and a delayed RIANS. It must be
stressed than such a hypothesis is relevant for both healthy tissues and tumors [17,47].

4.3. Evidence That Each SBRT Session Results in a Repetition of Low Doses

Through the graphical demonstration of Figure 1, there is evidence that each SBRT
session results in a repetition of low doses. Hence, let us consider the cell survival of the
irradiated tumor S(d), at a dose d, delivered by one single minibeam: the resulting cell
survival SSBRT after one SBRT session of ρ repeated doses delivered by ρ minibeams is:

SSBRT = [S(d)]ρ (3)

By using the HT29, A549, and U373 tumor data described above and applying the
Equation (3), let us consider that each minibeam delivered 10 cGy on average: the HRS-
negative cells show a cell survival S(d) of about 0.9999, while the HRS-positive cells show a
cell survival S(d) ranging from 0.98 to 0.93. Hence, by taking a numerical example with
ρ = 10 minibeams overlapping in the same region of the tumor, the resulting cell survival
SSBRT, after one SBRT session for HRS-negative and positive tumors, is 0.999910 = 0.999 and
0.9810 = 0.817 to 0.9110 = 0.39, respectively. Hence, in the HRS-positive cells exposed to one
SBRT session, the final survival rate may reach a survival from 1.2 to 2.5 times lower than
the HRS-negative cells. Altogether, such experimental and calculated data are consistent
with a significant dose enhancement due to the specific occurrence of an HRS phenomenon
repeated several times during each SBRT session.

4.4. The HRS Phenomenon in Stereotactic RT Modalities: Towards New Predictive Assays?

If the HRS-positive cells show an enhanced killing effect, our findings raise two
important questions: (1) What would be the effect on healthy tissues if they are also HRS-
positive? (2) How can we predict whether a tumor/healthy tissue is HRS-positive or
negative? For the first question, it appears obvious that healthy tissues can also be HRS-
positive and that the HRS phenomenon is not a specific feature of tumors, as demonstrated
by the Slonina’s group [33–37]. However, it is important to note that the HRS statuses of
tumor and healthy tissues, as with their radiosensitivity at high doses, are independent.
If healthy tissues are HRS-positive, or even if both healthy tissues and tumors are HRS-
positive, the benefit of a hyperfractionation of low-doses may be reduced. However, it must
be stressed again that, in the particular case of SBRT, the tumor targeting is particularly
precise, and therefore, healthy tissues may be spared more than with any other RT modality.
The benefit of SBRT may be not negligible in this case.

With regards to the second question, the frequency of a positive HRS status in tumors
is still unknown. However, a predictive assay, based on the irradiation of 2 and 0.2 Gy
at high dose rate by taking DSB biomarkers as endpoints, may be informative enough to
verify the HRS status of a given tumor, even if the feasibility of such a specific assay may
be strongly linked to the accessibility of the tumor to perform biopsies. Fortunately, in
radiation oncology, a tumor sample is, in the vast majority of cases, a prerequisite before
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irradiation, whether in the form of a surgical specimen or a biopsy. With regard to healthy
tissues, it is always possible to perform cutaneous biopsies or blood lymphocyte assays to
verify the HRS status.

4.5. Towards a Biology-Guided Radiation Therapy (BGRT)?

In the long term, determining the HRS status of both tumors and healthy tissues, may
improve RT efficiency and increase its safety. Indeed, healthy tissues exhibiting an HRS-
negative radiosensitivity surrounding an HRS-positive tumor would be a good candidate
for a treatment technique favoring discontinuous microbeams, such as CyberKnife™, rather
than volumetric modulated arc therapy (VMAT) or 3D RT modalities that involve a few
beams. In this case, a de-escalation of the dose could even be considered in order to reduce
the risk of radiotoxicity while safely maintaining anti-tumor efficiency. It must be stressed
that such a biomolecular selection of the patients would be entirely compatible with all
current SBRT techniques, allowing for increased treatment precision [48,49].

5. Conclusions

As mentioned in the above paragraph, the practical requirements for the occurrence
of the HRS phenomenon depends on some specific ranges of dose and dose-rate. For
example, some 3D-conformational RT protocols (i.e., several non-coplanar arcs) may also
include such conditions and concern HRS-positive cells. Hence, our approach should be
considered as a first step of investigations about the impact of the HRS phenomenon on
certain modalities of RT. For the first time to our knowledge, it is suggested, here, that the
benefit of the SBRT modalities may not be due to the hypofractionation of the dose through
the whole treatment but, rather, to the hyperfractionation of the low dose delivered by each
minibeam during each session, as well as the occurrence of the HRS phenomenon, in cells
exhibiting HRS positive status. Further experiments are needed to document these findings
in other SBRT modalities and, even, to better evaluate the risk of exposing HRS-positive
healthy tissues and the benefit of treating HRS-positive tumors.
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Abstract: Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative dementia, for which
the molecular origins, genetic predisposition and therapeutic approach are still debated. In the
1980s, cells from AD patients were reported to be sensitive to ionizing radiation. In order to examine
the molecular basis of this radiosensitivity, the ATM-dependent DNA double-strand breaks (DSB)
signaling and repair were investigated by applying an approach based on the radiation-induced
ataxia telangiectasia-mutated (ATM) protein nucleoshuttling (RIANS) model. Early after irradiation,
all ten AD fibroblast cell lines tested showed impaired DSB recognition and delayed RIANS. AD
fibroblasts specifically showed spontaneous perinuclear localization of phosphorylated ATM (pATM)
forms. To our knowledge, such observation has never been reported before, and by considering the
role of the ATM kinase in the stress response, it may introduce a novel interpretation of accelerated
aging. Our data and a mathematical approach through a brand-new model suggest that, in response
to a progressive and cumulative stress, cytoplasmic ATM monomers phosphorylate the APOE protein
(pAPOE) close to the nuclear membrane and aggregate around the nucleus, preventing their entry
in the nucleus and thus the recognition and repair of spontaneous DSB, which contributes to the
aging process. Our findings suggest that pATM and/or pAPOE may serve as biomarkers for an early
reliable diagnosis of AD on any fibroblast sample.

Keywords: Alzheimer’s disease; ATM; APOE; aging; fibroblasts; immunofluorescence; DNA double-
strand breaks; irradiation

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive and devastating neurodegenerative dis-
order with a poor prognosis, and for which no efficient curative treatment is currently
available [1,2]. AD has been shown to result in specific neurobiological events, such as
extracellular deposits of β-amyloid (Aß) plaques [3] and intracellular neurofibrillary tan-
gles consisting in hyper-phosphorylated aggregates of the microtubule-associated tau
protein [4]. Interestingly, cellular radiosensitivity was also reported in lymphocytes derived
from AD patients [5–7]. However, to date, a mechanistic model linking the abnormal
response to ionizing radiation (IR) and the accelerated neurodegeneration/aging observed
in AD patients in response to oxidative stress, whether endogenous or exogenous, is
still needed.
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In 2016, from one of the largest collections of cutaneous fibroblasts derived from
patients suffering from post-radiotherapy radiosensitivity, a unified mechanistic model
of individual responses to IR was proposed [8,9]. This model was based on the radiation-
induced (RI) nucleoshuttling of the ataxia telangiectasia-mutated (ATM) protein (RIANS)
required for signaling and repair of DNA double-strand breaks (DSB), the key DNA damage
in response to IR. The RIANS model has been shown to be the most reliable predictor of ra-
diosensitivity [8,10–14], and to provide a molecular explanation of some low-dose-specific
radiobiological phenomena [9,15–17]. It was also validated in non-radiative oxidative stress,
such as contamination with metals and pesticides [18,19]. In the frame of the RIANS model,
any oxidative stress induces DNA breaks and the monomerization of ATM dimers. Cyto-
plasmic ATM monomers diffuse thereafter in the nucleus and trigger the DSB recognition
and repair via the non-homologous end-joining (NHEJ), the predominant DSB signaling
and repair pathway in quiescent human cells [8,9]. Any delayed RIANS was shown to be
associated with radiosensitivity (RI cell lethality), radio-susceptibility (RI cancers) and/or
radio-degeneration (RI accelerated aging) [17,20]. Delayed RIANS is generally caused
by the sequestration of cytoplasmic ATM monomers by overexpressed ATM substrate
proteins, called X-proteins [17,21]. A number of X-proteins have already been identified in
neurodegenerative/aging or cancer-prone diseases associated with radiosensitivity, there-
fore validating the RIANS model. This is notably the case of Huntington’s disease [22],
tuberous sclerosis complex [23], Xeroderma Pigmentosum D [24], retinoblastoma [25],
neurofibromatosis type I [26] and Rothmund–Thomson syndromes [27]. It is noteworthy
that the occurrence of cytoplasmic forms of ATM, the basis of the RIANS model, has been
initially supported by several other research groups [28–32].

Here, the major steps of the ATM-dependent RI DSB signaling and repair pathway
were investigated in cutaneous fibroblasts derived from 10 AD patients. The AD data
were compared to those obtained from fibroblasts derived from 5 apparently healthy
and radioresistant donors and 11 patients suffering from cancer or neurodegenerative
diseases. During our investigations, a spontaneous perinuclear localization of the ATM
protein was observed specifically in the AD fibroblasts, which prompted us to propose a
mechanistic interpretation of AD deriving from the RIANS model and consolidated by a
biomathematical approach.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Culture

All the experiments were performed with human untransformed cutaneous fibroblasts
that were routinely cultured as monolayers with Gibco modified Eagle’s minimum medium
(DMEM) (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), supplemented with 20% fetal calf serum,
penicillin and streptomycin (Thermo Fisher). All the experiments were performed with cells
in the plateau phase of growth to avoid any cell cycle effect [33]. The genetic and cellular
features of the cutaneous fibroblasts tested are detailed in Table 1. The 10 untransformed
AD fibroblasts were purchased from the Coriell Institute for Medical Research (Camden,
NJ, USA). All the non-AD fibroblasts used in this study were purchased either from
the European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC, UK Health Security
Agency, Salisbury, UK), the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VI, USA),
the Coriell Institute or from the COPERNIC collection of our lab that gathers primary
fibroblasts of different origin and radiosensitivity. The COPERNIC collection was approved
by a regional ethical committee, declared under the numbers DC2011-1437 and 2021-
3957 to the Ministry of Research as required by the French regulations, and was already
described elsewhere [8]. It obeys the French regulations about the anonymous sampling
and the informed consent. Cell authentication and culture quality control were insured by
commercial repositories. With regard to the cell lines isolated from the lab (COPERNIC
collection), the respect of the good practices of the laboratory (GPL) was included in the
declaration of the cell line collection to the French Ministry of Research.
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Table 1. Major characteristics of the fibroblast cell lines used in this study.

Cell Lines Gender
Associated

Disease
Radiation Response

Age
(at Sampling)

APOE Genotype Origin

1BR3 Male Apparently healthy Radioresistant 3 nd ECACC

149BR Male Apparently healthy Radioresistant 51 nd ECACC

HF19 Female Apparently healthy Radioresistant fetus nd ECACC

Hs27 Male Apparently healthy Radioresistant <1 month ε3/ε4 ATCC

MRC5 Male Apparently healthy Radioresistant children ε3/ε4 ECACC

GM03399 Female AT heterozygous
mutation Radioresistant 20 nd Coriell Institute

AT2EM nd nd Hyper-radiosensitive nd nd COPERNIC

AT3BI Male nd Hyper-radiosensitive 4 nd COPERNIC

AT4BI Male nd Hyper-radiosensitive 6 nd COPERNIC

GM05823
(AT5BI) Male

AT Compound
heterozygous

mutation
Hyper-radiosensitive 18 nd Coriell Institute

Rackham 12 Male Neurofibromatosis
type I

Moderately
radiosensitive 23 nd COPERNIC

GM21756 Female Huntington’s disease Moderately
radiosensitive nd nd Coriell Institute

XP26VI nd Xeroderma
Pigmentosum D

Moderately
radiosensitive 15 nd COPERNIC

AG17524 Female Rothmund–Thomson
Syndrome

Moderately
radiosensitive 4 nd Coriell Institute

AG01972 Female Hutchinson–Gilford
syndrome Hyper-radiosensitive 14 nd Coriell Institute

AG06300 Male Werner’s syndrome Hyper-radiosensitive 37 nd Coriell Institute

AG11415 Male AD Moderately
Radiosensitive 55 ε3/ε3 Coriell Institute

AG21158 Female AD Moderately
Radiosensitive 69 ε2/ε3 Coriell Institute

AG06840 Male AD
PSEN1 mutation

Moderately
Radiosensitive 56 ε3/ε3 Coriell Institute

AG06844 Male
AD

Family history
early onset

Moderately
Radiosensitive 59 ε3/ε4 Coriell Institute

AG06848 Female AD
PSEN1 mutation

Moderately
Radiosensitive 56 ε3/ε4 Coriell Institute

AG06869 Female AD Moderately
Radiosensitive 60 ε4/ε4 Coriell Institute

AG07376 Male AD Moderately
Radiosensitive 60 ε3/ε3 Coriell Institute

AG08170 Male
AD

Family history
early onset

Moderately
Radiosensitive 56 ε3/ε4 Coriell Institute

AG08541 Female AD Moderately
Radiosensitive 59 ε3/ε3 Coriell Institute

AG09908 Female AD
PSEN2 mutation

Moderately
Radiosensitive 81 ε3/ε3 Coriell Institute

Nd: not determined; ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures; ATCC: American Type
Culture Collection.

2.2. Treatment with Zoledronate and Pravastatine (ZOPRA)

The combination of zoledronate and pravastatin was called ZOPRA treatment, as
described elsewhere [34], and it was applied to more than ten different genetic diseases
associated with a delayed RIANS [35]. Briefly, cells were incubated with 1 μM of pravastatin
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) in phosphatase-buffered saline solution
(PBS) for 24 h at 37 ◦C. Thereafter, 1 μM of zoledronate (Sigma-Aldrich) in PBS was added
into the culture medium and cells were incubated for 12 h at 37 ◦C. The culture medium
was renewed immediately before irradiation.



Cells 2023, 12, 1747 4 of 21

2.3. Irradiation

All the irradiations were performed on a 6 MeV X-ray clinical irradiator (SL 15 Phillips)
at the Anti-Cancer Centre Léon-Bérard (Lyon, France), at a dose of 2 Gy with a dose rate of
6 Gy min−1. Dosimetry was certified by the Radiophysics Department of Centre Léon-Bérard.

2.4. Clonogenic Cell Survival

The intrinsic cellular radiosensitivity was quantified by using the clonogenic cell
survival assay, for which the protocol was detailed elsewhere [36]. Each survival data point
is the mean of at least 3 replicates with 3 different dilutions tested per dose. The number of
cells seeded ranged from 200 to 10,000 cells per 6 cm-diameter Petri dish [36]. The intrinsic
radiosensitivity was quantified by the surviving fraction at 2 Gy (SF2) [9].

2.5. Phosphospecific APOE Antibodies

Two custom rabbit polyclonal phosphospecific APOE antibodies were developed
against pAPOEser72 and pAPOEthr75 residues at our request by the CliniSciences company
(Nanterre, France) by following standard procedures developed by the manufacturer.

2.6. Immunofluorescence

Immunofluorescence and foci scoring procedures were described elsewhere [8,24,37].
Briefly, the anti-γ-H2AXser139 antibody (clone JBW301; Merck, Millipore, Darmstadt, Ger-
many) was applied at 1:800. Anti-pATMser1981 (clone 10H11.E12; Millipore, Germany) and
anti-MRE11 (#56211; Abcys, Paris, France) were used at 1:100. Cells were counterstained
with 4′,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI), which also permitted to
score the micronuclei in the same conditions. The foci scoring procedure applied here has
received the certification agreement of CE mark and ISO-13485 quality management norms
and developed some features protected in the frame of the patents FR3017625 A1 and
FR3045071 A1. The immunofluorescence data resulted in at least 3 independent replicates
with 100 nuclei analyzed per experiment and per biomarker.

2.7. Micronuclei Assay

During each immunofluorescence experiment, the DAPI counterstaining permitted to
quantify the micronuclei at magnification ×100 [14]. The micronuclei data resulted in at
least 3 independent replicates with 100 nuclei analyzed per experiment and per biomarker.

2.8. Immunoprecipitation and Immunoblotting

Total extracts were obtained from 1 to 2 × 106 cells collected by scraping and rinsed
by centrifugation with cold phosphate-buffered saline (1500 rpm, 200× g, 4 ◦C, 5 min),
then lysed in lysis buffer A (50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.2%
NP40 nonidet and 10% glycerol) supplemented with protease and phosphatase inhibitors
(#78442, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) and maintained in 4 ◦C for 15 min. Total
extracts were finally obtained in the supernatant after centrifugation (1500 rpm, 200× g,
4 ◦C, 5 min). Cytoplasmic extracts were obtained from 1 to 2 × 106 rinsed cells using the
buffer (10 mM Hepes pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCL, 2 mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) pH 8, 0.5 mM dithiothreitol (DTT), 0.2% Nonidet NP40, H2O), supplemented
with protease and phosphatase inhibitors (#78442, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)
and maintained in 4 ◦C for 15 min. Cytoplasmic extracts were finally obtained in the
supernatant after centrifugation (5000 rpm, 800× g, 4 ◦C, 5 min). After this procedure,
nuclear extracts were obtained from the residual pellet lysed in the following buffer (10 mM
Hepes pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 450 mM KCL, 2 mM EDTA, 1 mM ethyl-glycol-bis(β-
aminoethylether-tetraacetic acid) (EGTA) pH 8, 0.5 mM dithiothreitol (DTT), 0.25% glycerol,
H2O), supplemented with protease and phosphatase inhibitors (#78442, Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA) applied for 1 h, at 4 ◦C. Nuclear extracts were finally obtained from
the supernatant after centrifugation (5000 rpm, 800× g, 4 ◦C, 5 min). Protein concentrations
were determined by the Bradford procedure (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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For immunoprecipitations, lysates containing 1.5 mg of protein were pre-cleared by stirring
with 40 μL of Protein G–Sepharose beads (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) for 1 h,
at 4 ◦C. After centrifugation, immunoprecipitation was performed with the pre-cleared
lysate and 2 μg of antibody for 3 h, at 4 ◦C. A 40 μL volume of Protein G–Sepharose was
added and incubated for 30 min at 4 ◦C. After centrifugation, beads were washed three
times with lysis buffer A and proteins were eluted by heating at 95 ◦C for 5 min in SDS
loading buffer and 100 mM of dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich). Proteins were subjected
to SDS-PAGE and blotted onto PVDF membranes (Immobilon-P, Millipore, Burlington,
MA, USA). Membranes were blocked in Tris-buffered saline (TBS) solution containing
0.05% Tween 20 and 5% (w/v) non-fat dried skimmed milk powder and incubated with
primary antibodies. Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (Jackson
ImmunoResearch-Europe, Ely, UK) were used for the detection of immunoreactive proteins
via the ECL kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

2.9. In Situ Proximity Ligation Assay (PLA)

The PLA technology allows the in situ detection of endogenous protein interac-
tions by immunofluorescence microscopy [38]. This technique consists in recognition of
two proteins of interest using secondary antibodies conjugated with DNA strands. When
in close proximity (≤10 nm), these strands form a template for rolling-circle amplification
using fluorescent oligonucleotides. The interaction between the two proteins of interest
is visible as a distinct fluorescent spot. Cells were fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde
for 15 min at room temperature and were permeabilized in 0.5% Triton X-100 solution
(Sigma-Aldrich) for 3 min at 4 ◦C. Cells were then blocked for 2 h at room temperature using
30 μL of blocking solution from the DuolinkTM In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit
(#DUO92102, Sigma-Aldrich) per coverslip. Mixtures of two primary antibodies’ incuba-
tions were performed for 1 h at 37 ◦C (one raised in rabbit, the other one in mouse). The
following antibodies were diluted in the Duolink antibody diluent 1X (#DUO82008-Sigma)
at a ratio of 1:100: mouse monoclonal anti-ATM antibody (#2C1 (1A1); Abcam, Cambridge
UK) and rabbit polyclonal anti-APOE antibody (#SAB2701971; Sigma-Aldrich). PLA probes
(Duolink PLA Probe anti-mouse MINUS and Duolink PLA Probe anti-rabbit PLUS, Olink
AB) were diluted the same as all Duolink reagents. After 1 h of incubation at 37 ◦C with
the PLA probes, cells were washed in buffer A (10 mM Tris/HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl
and 0.05% Tween 20) and treated with the Duolink In Situ Detection Reagents Orange
(Olink AB, Sigma-Aldrich). Cells were incubated with the ligation solution for 30 min at
37 ◦C in the humidified chamber. After washing in buffer A, cells were incubated with
the amplification solution for 100 min at 37 ◦C in darkness in the humidified chamber.
Cells were then washed with wash buffer B (DUO82048-1EA, Sigma-Aldrich), followed
by a quick wash with 1/100 wash buffer B. Samples were mounted with Duolink In Situ
Mounting Medium with DAPI (DUO82040; Sigma-Aldrich). Samples were analyzed under
fluorescent microscopy. Fluorescent signals were viewed under an Olympus BX51 micro-
scope (×100 objective). Analysis and quantification of these samples were performed using
the ImageJ 1.52g software. The PLA data resulted in at least 3 independent replicates with
100 nuclei analyzed per experiment and per biomarker couple.

2.10. Statistical Analysis

All data were obtained with the numbers of independent experiments indicated and
each value was expressed as the mean and standard error of the mean (Poisson’s law).
The statistical analyses were performed either by PRISM software version 9.5.1 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) or by using Kaleidagraph version 4.5.4 (Synergy Software,
Reading, PA, USA). One-way ANOVA tests were performed for point-to-point analysis.

2.11. Mathematical Modeling

A brand-new mathematical model was designed to unify all four patterns (no pATM
crown, no pATM crown with foci, thin pATM crown with foci, thick pATM crown without
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foci) in a single system of nonlinear differential equations, and based on the description
of protein interactions, in six compartments: the ATM dimers in cytoplasm, the ATM
monomers in cytoplasm, the ATM dimers inside the perinuclear crown, the APOE-ATM
complexes, the APOE proteins, and finally, the ATM monomers in the nucleus. Each
interaction from one compartment to another was represented by a term of the equation
(interaction, nucleus passage, monomerization, dimerization, complex formation) with
specific kinetics. Some of these kinetic parameters were protein-dependent (such as k4
depending on AM (that is the APOE-ATM complexes with saturation) and k5 depending
inversely on DA (that is the ATM dimers in the perinuclear crowns)). The simulation
results led to one of the four patterns regarding the values of the parameters and/or
initial conditions.

3. Results

3.1. AD Fibroblasts Show Radiosensitivity Associated with a Delayed RIANS

Cellular radiosensitivity is currently quantified by the clonogenic cell survival frac-
tion at 2 Gy (SF2) [39]. While the average SF2 values from the radioresistant controls
(65.6 ± 1.8%) were in good agreement with the literature [39–41], the AD fibroblasts
tested showed significantly lower SF2 than controls (average SF2 = 40.2 ± 6.6%; p < 0.01)
(Figure 1A). The SF2 values of AD cells suggested a moderate but significant radiosensi-
tivity, quantitatively similar to that of Werner’s syndrome or Huntington’s disease, but
significantly lower than that observed in ataxia telangiectasia (AT), the human syndrome
associated with the highest radiosensitivity (average SF2 = 1.5 ± 0.3%; p < 0.001) [21,39–41]
(Figure 1A). The SF2 values of AD fibroblasts were found in agreement with those from
AD lymphocytes published in the 1980s [5–7].

Figure 1. Cellular radiosensitivity and cytogenetic features of AD fibroblasts. (A) Surviving fraction
at 2 Gy (SF2) of the indicated fibroblast cell lines from the indicated syndromes (WS: Werner’s
syndrome; NF1: neurofibromatosis type 1; HD: Huntington’s disease; RTS: Rothmund–Thomson
syndrome; XPD: Xeroderma Pigmentosum D; HGPS: Hutchinson–Gilford progeroid syndrome; ATH:
ataxia telangiectasia heterozygous; AT ataxia telangiectasia; AD: Alzheimer’s disease). Each bar
represents the mean ± standard error of the mean (SEM) of three replicates, at least. The asterisks are
shown for AD cells vs. controls only. (B) Representative immunofluorescence images of micronuclei
observed 24 h post-irradiation (2 Gy X-rays) in the indicated cells with DAPI staining. The arrows
show isolated micronuclei during exonucleosis. Histogram showing the number of micronuclei per
100 cells assessed before irradiation or 24 h post-irradiation. Each bar represents the mean ± SEM of
three replicates, at least. **, p < 0.01 and ***, p < 0.001.
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Micronuclei are cytogenetic endpoints resulting from the propagation of unrepaired
DSB to G2/M phase and their transformation as chromosome fragments [14]. The yield
of micronuclei has been shown to be quantitatively correlated with cellular radiosensitiv-
ity [14,20]. In the 10 AD fibroblasts tested, the yields of spontaneous and RI micronuclei
were significantly higher than those of radioresistant controls (p < 0.01 and p < 0.05, respec-
tively) (Figure 1B). SF2 and micronuclei data from AD fibroblasts were found consistent
with correlations with 200 different human cell lines, showing a large spectrum of radiosen-
sitivity [14] (Figure S1).

Since the ATM phosphorylation of the X variant of the H2A histone (γH2AX) was
demonstrated to form nuclear foci at the RI DSB sites recognized by NHEJ [42], anti-
γH2AX immunofluorescence was applied to AD fibroblasts. While no difference was
observed at 4 and 24 h post-irradiation, the number of γH2AX foci assessed 10 min and
1 h post-irradiation was found systematically lower in the AD fibroblasts than in the
radioresistant controls (p < 0.01 and p < 0.05, respectively) (Figure 2). These findings
were found similar to those obtained from cells deriving from syndromes associated with
moderate radiosensitivity, cancer proneness or accelerated aging [22–26]. It is noteworthy
that the γH2AX foci were either absent or impaired in AT cells, in agreement with the
literature [8,27]. Again, γH2AX data from AD data obeyed a correlation between γH2AX
and SF2 data established with 200 human fibroblast cell lines [14] (Figure S2).

Figure 2. γH2AX foci data from AD fibroblasts. Representative immunofluorescence images of
nuclear γH2AX foci observed 10 min after irradiation (2 Gy X-rays) in the indicated cells. The DAPI
signal served as nuclear counterstaining. Histogram showing the number of nuclear γH2AX foci per
cell assessed before irradiation or at 10 min, 1 h, 4 h and 24 h post-irradiation. Each bar represents the
mean ± SEM of three replicates, at least. **, p < 0.01 and ***, p < 0.001.

In the frame of the RIANS model, the above data suggest a lack of ATM-dependent RI
DSB recognition by NHEJ [8]. At the end of the repair process, trans-autophosphorylated
ATM (pATM) monomers formed ATM dimers that were revealed by the formation of pATM
foci in the nucleus and by a broader staining in the cytoplasm [17]. It is noted that pATM-
positive signals indicate the presence of ATM dimers, while the anti-ATM antibody cannot
discriminate ATM monomers and dimers [17,32]. By applying anti-pATM immunofluores-
cence, the number of RI pATM foci in AD fibroblasts at 10 min post-irradiation appeared
significantly lower than in the radioresistant controls (p < 0.01) (Figure 3). Such observation
was consolidated by pATM immunoblots of nuclear extracts that showed a lower increase
of the nuclear pATM molecules at 10 min post-irradiation in AD fibroblasts than in the
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radioresistant controls (Figure 3). It is noteworthy that qPCR analysis of ATM synthesis
did not reveal any difference between the radioresistant controls and the AD fibroblasts,
suggesting that the RIANS is independent of the ATM protein synthesis. Besides, the
pATM data observed at 10 min post-irradiation were unlikely due to any change of ATM
expression that may generally occur some hours post-irradiation. Again, these findings
were consistent with the pATM data observed in syndromes associated with moderate ra-
diosensitivity, cancer proneness or accelerated aging [22–26]. Lastly, it must be stressed that
AD data also obeyed a correlation between pATM and SF2 data that has been established
with 200 other human fibroblast cell lines [14] (Figure S3).

Figure 3. pATM foci and immunoblot data from AD fibroblasts. (A) Representative immunofluores-
cence images of nuclear pATM foci observed 10 min after irradiation (2 Gy X-rays) in the indicated
cells. The DAPI signal served as nuclear counterstaining. Histogram showing the number of nuclear
pATM foci per cell assessed before irradiation or at 10 min, 1, 4 and 24 h post-irradiation. Each bar
represents the mean ± SEM of three replicates, at least. ***, p < 0.001. (B) Immunoblots performed
with anti-pATM antibodies in nuclear extracts from cells processed before irradiation or at 10 min
and 1 h post-irradiation (2 Gy X-rays). Topoisomerase I and a-tubulin served as cell fractionation and
loading controls. The corresponding quantified Western blot bands were expressed as arbitrary units.

In our previous reports, a delayed RIANS was generally associated with abnormal
radiation-induced re-localization of nuclear foci formed by the MRE11 nuclease. Particu-
larly, cells from aging syndromes were found characterized by a delayed production of
MRE11 foci, while cells from cancer syndromes generally showed early MRE11 foci [21]. By
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applying anti-MRE11 immunofluorescence, all the AD fibroblasts tested elicited a number
of nuclear MRE11 foci at 24 h post-irradiation, significantly higher than that of the controls
(p < 0.01), again supporting the relationship between late MRE11 foci and aging (Figure 4).

Figure 4. MRE11 foci from AD fibroblasts. Representative immunofluorescence images of nuclear
MRE11 foci observed 24 h after irradiation (2 Gy X-rays) in the indicated cells. The DAPI signal
served as nuclear counterstaining. Histogram showing the number of nuclear MRE11 foci per cell
assessed before irradiation or at 24 h post-irradiation. Each bar represents the mean ± SEM of three
replicates, at least. White arrows indicate the nuclear MRE11 foci.

Altogether, our findings suggested that AD is associated with significant but moderate
cellular radiosensitivity with impaired yields of micronuclei, γH2AX, pATM and MRE11
foci, consistent with a delayed RIANS. It must be stressed here that the radiobiological
features of the 10 AD fibroblast cell lines tested were not found to be dependent on age, gen-
der or the genotype of the corresponding donors (Table 1 and Figure S4). Furthermore, all
the relationships between the different RIANS biomarkers tested obeyed inter-correlations
recently established with 200 fibroblast cell lines, showing a large spectrum of radiosensitiv-
ity [14] (see Supplementary Data), which suggests a strong quantitative relevance between
the data assessed in AD cells.

3.2. Combination of Zoledronate and Pravastatin May Partially Protect Some AD Fibroblasts from IR

In the frame of the RIANS model, it was shown that bringing more ATM monomers
into the nucleus significantly contributed to enhancing the radioresistance [17,35]. A radio-
protective effect with the combination of bisphosphonates and statins, particularly with
zoledronate and pravastatin (ZOPRA), was reported: the ZOPRA treatment accelerated
the diffusion of the ATM monomers across the nuclear membrane in a number of genetic
diseases [22–24,26,35]. Surprisingly, when applied to the 10 AD fibroblast cell lines, the
ZOPRA treatment did not significantly change the yield of RI micronuclei (Figure 5A). It
contributed to increase the number of γH2AX (Figure 5B) and pATM foci assessed 10 min
post-irradiation, but this trend was not significant for all the cell lines tested (Figure 5C).
Regarding the MRE11 foci, the late MRE11 foci disappeared in only 4 of the 10 AD fibroblast
cell lines (Figure 5D). Altogether, these findings suggest that the ZOPRA treatment may
protect, at least partially, some AD fibroblasts from IR, while it has been applied more
successfully in cancer syndromes with similar radiobiological features as AD cells [35]. It
must be stressed that the ZOPRA treatment is not efficient in protecting the ATM-mutated
cells since it cannot overcome the loss of the ATM protein function [35]. Besides, applying
ATM inhibitors in our conditions would not help to understand the specificities of AD cells
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since the activity of ATM kinase is required for the formation of ATM dimers, whether
cytoplasmic or nuclear. The partial action of ZOPRA treatment in AD cells prompted us to
hypothesize that ZOPRA molecules’ diffusion in the nucleus was specifically prevented in
AD cells, and we further investigated the cellular features of AD cells.

Figure 5. Effects of the ZOPRA treatment on AD fibroblasts. (A) Histogram showing the number
of micronuclei per 100 cells in ZOPRA- and non-ZOPRA-treated cells, as indicated. After ZOPRA
treatment, cells were exposed at 2 Gy X-rays, followed by 24 h for repair. The non-ZOPRA-treated.
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cell data are those shown in Figure 1A. Each bar represents the mean ± standard error of the mean
(SEM) of three replicates, at least. (B) Representative immunofluorescence images of nuclear γH2AX
foci observed after or without ZOPRA treatment, followed by 2 Gy X-rays and 10 min for repair. The
DAPI signal served as nuclear counterstaining. Histogram showing the number of nuclear γH2AX
foci per cell observed in ZOPRA-treated cells irradiated at 2 Gy, followed by the indicated times
for repair. Each bar represents the mean ± SEM of three replicates, at least. (C) Representative
immunofluorescence images of nuclear pATM foci observed after or without ZOPRA treatment,
followed by 2 Gy X-rays and 10 min for repair. The DAPI signal served as nuclear counterstaining.
Histogram showing the number of nuclear pATM foci per cell observed in ZOPRA-treated cells
irradiated at 2 Gy, followed by the indicated times for repair. Each bar represents the mean ± SEM
of three replicates, at least. (D) Representative immunofluorescence images of nuclear MRE11 foci
observed after or without ZOPRA treatment, followed by 2 Gy X-rays and 24 h for repair. The DAPI
signal served as nuclear counterstaining. Histogram showing the number of nuclear pATM foci
per cell observed in ZOPRA-treated cells irradiated at 2 Gy, followed by 24 h for repair. Each bar
represents the mean ± SEM of three replicates, at least. White arrows indicate nuclear pATM foci.

3.3. AD Fibroblasts Spontaneously Show Specific Abnormal Perinuclear Localization of the ATM Protein

During the immunofluorescence experiments described above, a strong perinuclear
pATM staining was noticed in non-irradiated AD fibroblasts, suggesting an abnormally
high concentration of ATM dimers around the nuclear membrane. The percentage of cells
with perinuclear pATM crowns varied from 7 to 44 at the lowest passages tested, among
the AD cell lines tested (Figure 6A,B). No correlation was found between the percentage of
cells with perinuclear pATM crowns and the age at the skin sampling gender or known
mutation status of the AD donors, consistent with the fact that these last three endpoints
are not necessarily linked to the AD progress (Figure S4). In contrast, the percentage of cells
with perinuclear pATM crowns in AD cells progressively increased as a function of the cell
culture passage and reached a plateau, suggesting a sigmoidal function of the passage with
a threshold (ranging from passage 7 to 10) and a plateau (ranging from 20% to 40% of cells
with perinuclear pATM crowns) (Figure 6C).

The perinuclear pATM crowns were totally absent in radioresistant controls cultured in
the same passage range, whether irradiated or not (Figure 6B). Again, in the same passage
range, no perinuclear pATM crown was observed in the non-AD fibroblasts derived from
the other genetic syndromes described in Table 1, regardless of their radiosensitivity and
whether they were irradiated or not (Figure 6B). It must be stressed that this statement
is particularly true for fibroblasts from Huntington’s disease (HD), Hutchinson–Gilford
progeroid syndrome (HGPS), Xeroderma Pigmentosum D (XPD), Werner’s syndrome
(WS) and tuberous sclerosis complex syndrome (TSC), suggesting a strong specificity
of this molecular feature for AD among the neurodegenerative or aging diseases tested
(Figure 6B). Lastly, no perinuclear pATM crown was observed in the 200 radiosensitive
skin fibroblasts of the COPERNIC collection derived from non-AD cancer patients treated
by radiotherapy [8].

In each of the non-irradiated AD fibroblast cell lines tested, we identified four different
patterns of pATM staining with different relative proportions, supporting a great hetero-
geneity in the AD fibroblast populations, but also an ordered temporal progression among
the different patterns: (1) Cytoplasmic pATM broad staining without nuclear pATM foci,
reflecting the absence of significant genotoxic stress, as observed in a number of non-AD
fibroblasts and in radioresistant controls. (2) Cytoplasmic pATM broad staining with nu-
clear pATM foci, reflecting the presence of significant genotoxic stress, as observed in some
cases of non-AD fibroblasts showing spontaneous DSB. (3) Perinuclear pATM crowns with
nuclear pATM foci, suggesting that pATM molecules were still able to cross the nuclear
membrane, as observed in AD fibroblasts only. (4) Perinuclear pATM crowns without
pATM foci, suggesting that pATM molecules were unable to cross the nuclear membrane,
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as observed in AD fibroblasts only. The ordered succession of these four patterns suggested
a specific response to stress that may result in an agglutination or a “traffic-jam” of ATM
molecules around the nuclear membrane, preventing the ATM nucleoshuttling and maybe
the diffusion of ZOPRA molecules (Figure 6D).

 

Figure 6. Specific spontaneous perinuclear localization of pATM in AD fibroblasts. (A) Representative
immunofluorescence images of the perinuclear localization of pATM protein in AD cells. The DAPI
signal served as nuclear counterstaining. (B) Histogram showing the percentage of spontaneous.
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perinuclear pATM crowns observed in the indicated non-irradiated cells after an anti-pATM im-
munofluorescence. Each bar represents the mean ± SEM of four replicates, at least. **, p < 0.01.
(C) Percentage of perinuclear pATM crowns as a function of cell culture passage in the indicated AD
cells. Each point represents the mean ± SEM of three replicates. (D) Relative proportions of four
specific patterns of the perinuclear pATM crowns observed in the indicated cells after anti-pATM im-
munofluorescence. The data were obtained during the experiments that served for the quantification
of the pATM crowns in cells (shown in panel B). (E) Relative proportions of four specific patterns of
the perinuclear pATM crowns observed in the indicated cells after anti-pATM immunofluorescence,
assessed before or after irradiation (2 Gy + 10 min).

After irradiation, the number of these perinuclear pATM crowns (patterns 3 and 4)
drastically decreased 10 min after 2 Gy, regardless of the AD fibroblasts tested (Figure 6E).
Since the pATM signals disappeared after irradiation, these findings suggest that the
irradiation triggers the monomerization of ATM dimers, at least transiently.

3.4. AD Fibroblasts Show a Specific Protein Partnership between ATM and APOE Proteins

In the frame of the RIANS model, the ATM dimers dissociated in monomers in
response to the oxidative stress [17], as already suggested [32]. Such monomers may be se-
questrated in the cytoplasm by overexpressed protein ATM substrates, called “X-proteins”:
we have shown that each genetic disease associated with moderate radiosensitivity and
delayed RIANS was characterized by one X-protein, at least [17]. We therefore examined
which X-protein may be specifically both overexpressed in the cytoplasm and phospho-
rylated by ATM in AD fibroblasts. Among the potential X-protein candidates for AD, we
quickly eliminated the β-amyloid peptides and the tau proteins since they did not show
evident perinuclear staining in the 10 AD fibroblasts tested. In contrast, it appeared that the
APOE protein, that is currently documented in AD research [43], showed: (1) Spontaneous
cytoplasmic and perinuclear localization of APOE protein in the 10 AD fibroblasts tested,
similar to fibroblasts provided from some other neurodegenerative or aging syndromes,
when observed with anti-APOE immunofluorescence (Figure 7A). (2) Spontaneous cyto-
plasmic overexpression of APOE and pATM proteins, higher in all the AD fibroblasts tested
than in controls, when observed by immunoblots with cytoplasmic extracts (Figure 7B).
(3) A specific cytoplasmic interaction between ATM and APOE proteins in all the AD
fibroblasts tested when observed with the proximity ligation assay (PLA) (Figure 7C).

Particularly, the PLA revealed dots (or foci) of interaction between ATM and APOE
proteins that were found significantly more numerous in the cytoplasm of AD cells than in
radioresistant controls. In fibroblasts derived from neurodegenerative or aging syndromes
such as Werner’s syndrome, the PLA foci were either absent or much less numerous
(p < 0.001). Lastly, it is noteworthy that such PLA dots were also absent in ATM-mutated
fibroblasts. It is also noteworthy that there is no human syndrome associated with null
expression of APOE to serve as a negative control (Figure 7C).

Interestingly, the in silico analysis of the APOE sequence revealed the presence of two
putative ATM phosphorylation SQ/TQ domains defined elsewhere [44]: the APOEser72

and the APOEthr75. In order to investigate whether these domains were involved in the
interaction between ATM and APOE, we developed phosphospecific antibodies against
both phosphorylated forms. Immunofluorescence analysis clearly showed that both spon-
taneous pAPOE signals were mainly localized in the cytoplasm and were stronger in the
cytoplasm than in the nucleus. Furthermore, the pAPOE signals were also higher in AD
fibroblasts than in controls. However, the conclusions reached with immunoblots were
less clear: while both anti-pAPOEser72 and anti-pAPOEthr75 antibodies revealed significant
cytoplasmic forms of pAPOE, the anti-pAPOEthr75 antibody did not provide reproducible
and clear signals from nuclear extracts, suggesting a potential rarity and/or instability of
the specific pAPOEthr75 in the nucleus (Figure 7D,E).
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Figure 7. ATM and APOE interactions in AD fibroblasts. (A) Representative immunofluorescence
images of the spontaneous APOE subcellular localization in the indicated non-irradiated cells. The
DAPI signal served as nuclear counterstaining. (B) Immunoblots performed with anti-pATM and
anti-APOE antibodies on cytoplasmic extracts from the indicated non-irradiated cells. Alpha-tubulin
served as a cell fractionation and loading control. (C) The proximity ligation assay (PLA) with
anti-ATM and anti-APOE antibodies was performed on the indicated non-irradiated cells. Histogram
showing the PLA dots scored by immunofluorescence microscopy, that represent the detected ATM–
APOE interaction. Each plot represents the mean ± SEM of three replicates. Representative PLA
immunofluorescence images in the indicated non-irradiated cells. The DAPI signal served as nuclear
counterstaining. **, p < 0.01. (D) Representative immunofluorescence images of the spontaneous
pAPOEser72 and pAPOEthr75 subcellular localization in the indicated non-irradiated cells. The DAPI
signal served as nuclear counterstaining. (E) Immunoblots performed with anti-pAPOEser72 and
-pAPOEthr75 antibodies in cytoplasmic or nuclear extracts from the indicated cells. Topoisomerase
I and alpha-tubulin served as loading controls and as cytoplasmic and nuclear cell fractionation
controls, respectively.
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Altogether, these data were consistent with the formation of perinuclear pATM crowns
in non-irradiated AD fibroblasts that may contain specific ATM-phosphorylated forms of
APOE protein.

4. Discussion

The initial goal of this study was to document, at the molecular level, the radiosen-
sitivity of AD fibroblasts that was previously pointed out at the cellular scale [5–7]. To
this aim, we deliberately chose to apply a routine approach based on the RIANS model.
Such approach has been successfully applied to a number of genetic diseases, including
aging syndromes [22–27]. During our investigations, a specific perinuclear localization of
the pATM forms was noticed in all the non-irradiated AD fibroblast cell lines tested. This
feature was not observed in any other fibroblast cell lines derived from the aging, cancer
syndromes or apparently healthy donors tested at the same cell culture passages. In addi-
tion, the percentage of cells with perinuclear pATM crowns increased with the cell culture
passage in AD fibroblasts, suggesting an age-dependent evolution. Such perinuclear pATM
crowns disappeared, transiently at least, after an irradiation. We therefore hypothesized
that these perinuclear crowns might be used as a specific biomarker of AD, for the early
detection of AD, the progression of the disease, and potentially, for its treatment.

As described in Section 1, in the frame of the RIANS model, the RI oxidative stress
causes the formation of ATM monomers from the cytoplasmic ATM dimers. The ATM
monomers diffuse in the nucleus and participate to the recognition of DSB by NHEJ. A
delayed RIANS caused by the sequestration of ATM monomers in the cytoplasm via overex-
pressed cytoplasmic ATM substrates (called X-proteins) provides moderate radiosensitivity
associated with cancer proneness or accelerated aging [17]. Here, four molecular endpoints
(micronuclei, γH2AX, pATM and MRE11) converged to the same conclusions. Altogether,
our data, through the RIANS model, provide the first molecular explanation of the radiosen-
sitivity of cells derived from AD patients, in agreement with the historical observations at
the cellular scale [5–7].

The spontaneous perinuclear localization of pATM forms prompted us to identify
any X-protein candidate that would localize very close to the nuclear membrane in AD
cells. Unlike β-amyloid peptides and tau proteins, the APOE protein reached the three
major requirements: (1) APOE was found implicated in certain forms of AD, although
there is still confusion between the roles of an overexpressed APOE protein in cells and the
APOEε polymorphism status [43]. (2) In silico studies showed that APOE holds putative
ATM phosphorylation SQ/TQ domains [44]. (3) APOE, as an apolipoprotein, was found
to be involved in the protein trafficking through cellular and nuclear membranes and the
regulation to cholesterol [45–47]. Four observations consolidated our hypothesis: (1) APOE
was found spontaneously more expressed in all the AD fibroblasts tested than in the con-
trols (Figure 8B), (2) a partnership between ATM and APOE may occur through SQ/TQ
phosphorylation (Figure 8), (3) PLA data suggested that some ATM-APOE complexes may
be found close to the nuclear membrane (Figure 7C), and (4) the localization of the phos-
phospecific forms of the APOE (pAPOE) was consistent with the ATM–pAPOE interaction
(Figure 7C,D). At this point, it is important to recall that the anti-pATMser1981 antibod-
ies specifically reveal auto-phosphorylated dimers and not ATM monomers [17]. Hence,
the presence of a perinuclear pATM crown revealed by anti-pATM immunofluorescence
suggests a high concentration of ATM dimers close to the nuclear membrane.

What scenario may unify both the high accumulation of ATM dimers and ATM-
pAPOE complexes? A permanent oxidative stress is responsible for the formation of
spontaneous DNA breaks, but also for a continuous monomerization of the ATM dimers,
as already suggested by treating cells with hydrogen peroxide [32]. Hence, some ATM
monomers may be sequestrated in the close vicinity of the nuclear membrane by APOE
proteins, explaining the specific phosphorylated forms of APOE (pAPOE) revealed by
the pAPOEser72 or pAPOEthr75 immunofluorescence and the PLA data (Figure 7). Once
the ATM-pAPOE complexes form, the stress-induced diffusion of ATM monomers may
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progressively cause a highly localized concentration of ATM monomers, leading to ATM
re-dimerization, and therefore producing a pATM perinuclear crown, easily visible with
anti-pATM immunofluorescence. Hence, this model of accretion of ATM monomers strongly
suggests that the perinuclear crowns of pATM are composed of an inner layer formed by
ATM monomers, and that pAPOE forms and an outer layer formed by ATM dimers. In a
cumulative and progressive process, this phenomenon may specifically contribute in AD
cells to an increase of the number of cells with perinuclear pATM crowns and an increase
of the crown “thickness”. Such model is, therefore, consistent with the patterns 1, 2, 3 and
4 described in Figure 8.

Figure 8. (A) Mechanistic model of the formation of the perinuclear pATM crowns in AD fibroblasts.
The environmental stress, amplified by the potential predisposition to DNA damage impairment,
produces oxidative stress, causing DNA strand breaks and monomerization of cytoplasmic ATM.
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dimers, consistent with the RIANS model. In a context in which APOE, an ATM phosphorylation
substrate, is overexpressed, the ATM monomers phosphorylate and preferentially bind to APOE
by forming ATM-APOE complexes, instead of diffusing in the nucleus to recognized DSB, and
trigger their repair by NHEJ. These complexes progressively prevent the ATM nucleoshuttling, which
increases the concentration of ATM monomers around the nucleus. As a result, ATM monomers
re-associate by forming ATM dimers around the nucleus, which prevents recognition of DSB that
accumulate in nucleus. This re-dimerization of ATM monomers is easily visible by immunofluo-
rescence as perinuclear pATM crowns. (B) Mathematical modeling of the formation of perinuclear
pATM crowns. The first equation in Dc represents the variation of ATM dimers, Dc’(t). The first
term on the right side represents the formation of a dimer from two monomers, and the second
term stands for the monomerization of an ATM dimer into two ATM monomers. Similarly, in the
second equation, the right side describes, respectively, the dimerization, the monomerization, the
APOE-ATM complex formation, the passage to the nucleus and the pATM crown, populated by
dimerization in the crown. The third equation describes the formation of the APOE-ATM complex,
and the fourth equation describes the crowding of the crown through dimerization of ATM monomers
in the nucleus neighborhood. The fifth equation represents the passage to the nucleus with a degra-
dation term, and the last equation stands for the loss of the free APOE protein to form a complex with
ATM monomers. Representative examples of the variations of each parameter are shown in blue for
non-AD radioresistant controls and in red for AD cells.

In order to support the above mechanistic model, and notably the occurrence of the
different patterns of the pATM perinuclear crowns shown in Figure 3, we designed a
brand-new mathematical approach consisting of six nonlinear differential equations. Each
equation describes the kinetics of the concentrations of a specific protein form involved
in the mechanistic model: DC and MC, time-dependent functions, reflect the ATM dimers
and the ATM monomers in the cytoplasm, respectively. DA, A and AM, time-dependent
functions, reflect the dimers in the immediate vicinity of the nucleus, the free APOE
monomers and the ATM-pAPOE complexes, respectively (Figure 8). Lastly, MN reflects the
nuclear ATM monomers varying with time. This mathematical approach was applied to
simulate the consequences of a continuous oxidative stress induction with a low (such as
in the controls) or a high cytoplasmic APOE protein level (such as in AD cells) (Figure 8).
The resulting blue kinetics reflecting the control data clearly showed a slow production of
ATM dimers, the absence of ATM-pAPOE complexation and a facilitated diffusion of ATM
monomers in the nucleus (Figure 8). In contrast, in AD cells, the ATM-pAPOE complexation
increased together with the formation of ATM dimers in the close vicinity of the nucleus.
As a result, the function reflecting the ATM monomers in the nucleus rapidly decreased to
zero. By further investigating this mathematical modeling, it was possible to explain the
four perinuclear pATM crown patterns defined above. To this aim, initial A(0) parameter
values were modified.

By considering both biological and mathematical models, the fact that the ZOPRA
treatment did not fully correct the molecular AD phenotype with all four molecular end-
points tested (micronuclei, γH2AX, pATM and MRE11) may be supported by the high
concentration of ATM proteins cumulated in the close vicinity of the nucleus that did not
help the statins and bisphosphonates to diffuse in the nucleus. In contrast, both models
can also explain that a dose of IR, such as that mimicking a standard radiotherapy session,
may cause a massive monomerization of ATM dimers early after irradiation, leading to the
destruction of the perinuclear pATM crowns. Further investigations are, however, required
to evaluate the benefit of a ZOPRA treatment in AD patients after radiotherapy, and to
explore whether radiotherapy may influence the pattern and/or the number of perinuclear
pATM crowns, as suggested in Figure 6D.

The spontaneous perinuclear pATM and pAPOE crowns found specifically in AD
fibroblasts raised several questions about their potential role as specific biomarkers of AD:
can they help in the detection of AD, the estimation of the disease progression and/or the
definition of a possible predisposition to AD? Our experimental findings and the associated
mathematical model were consistent with a progressive acceleration of aging due to non-
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recognized DNA breaks that cumulate in the nucleus throughout life. Such statement is
consistent with numerous studies suggesting that AD results from a cumulative oxidative
stress [48,49]. Can our observations in AD fibroblasts reflect the same biological features
in brain cells, notably in hippocampus cells? The relevance of the RIANS model has been
verified in numerous tissues, including brain astrocytes [50]. Furthermore, cutaneous fi-
broblasts were shown to be the tissue model more representative of the individual response
to IR than the other tissues [8]. Nevertheless, to sample brain cells would raise many
more ethical and practical problems than skin biopsies. While brain cells are character-
ized by a low concentration of ATM protein [51] and most ATM molecules were found
cytoplasmic [28–32]. our findings may be consistent with a slower and less efficient ATM
nucleoshuttling in brain cells, accompanied by a higher sensitivity to DNA breaks, with
more significant clinical consequences than those observed in skin fibroblasts. Further
investigations are needed to verify this hypothesis.

The cumulative nature of the perinuclear pATM and pAPOE crowns’ formation
also raised the question of a correlation between the yield or the pattern of the crowns
and the disease progression. In this study, the clinical data about the progression of the
disease in the 10 AD cell lines were not available. Besides, it must be stressed that post-
mortem human brain data would not be useful to answer this question since they would
not provide the threshold of perinuclear pATM crowns necessary for significant clinical
features. Furthermore, the causes of cellular death and the progression of AD are not
likely to be equally correlated with the perinuclear pATM crowns. Again, further clinical
investigations will help document the AD progression and its associated clinical criteria.

Finally, our findings raised the question of a potential predisposition to AD that would
be based on the existence of a significant amount of perinuclear pATM crowns at the
earliest age. However, our experimental data and the mathematical model suggest that the
environmental stress and the genetic factors may unequally contribute to increase or even
accelerate the formation of perinuclear pATM crowns. Such hypothesis may explain the
heterogeneity of the AD cases, notably vis-à-vis the age at diagnosis.

5. Conclusions

Altogether, our experimental findings and the mathematical model were consistent
with the hypothesis that in the development of AD, there is a progressive accumulation
of ATM-pAPOE and pATM-pATM dimeric complexes around the nuclear membrane in
response to oxidative stress throughout life, facilitated by the predisposition of overex-
pressed APOE protein in the cytoplasm. Such specific subcellular localization of ATM
may prevent the RIANS, i.e., the recognition and repair of DNA strand breaks by the ATM
kinase. Irradiation may make the perinuclear pATM crowns disappear. For the first time, to
our knowledge, the ATM kinase was shown to be involved in the pathology of AD, and its
interaction with APOE may play a major role in aging, which may lead to a new approach
in the understanding of AD. Particularly, with further investigations, our findings may
help in the definition and the detection of individual predisposition to AD, helpful in the
early diagnosis of AD.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https://www.mdpi.com/article/10.3390/cells12131747/s1, Figure S1: Correlation between SF2
and residual micronuclei data. Figure S2: Correlation between SF2 and residual γH2AX foci data.
Figure S3: Correlation between SF2 and pATMmax data. Figure S4: The number of perinuclear pATM
crowns per 100 cells vs. the age at skin sampling.
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Abstract: Radiation-induced bystander effects (RIBE) describe the biological events occurring in
non-targeted cells in the vicinity of irradiated ones. Various experimental procedures have been used
to investigate RIBE. Interestingly, most micro-irradiation experiments have been performed with
alpha particles, whereas most medium transfers have been done with X-rays. With their high fluence,
synchrotron X-rays represent a real opportunity to study RIBE by applying these two approaches
with the same radiation type. The RIBE induced in human fibroblasts by the medium transfer
approach resulted in a generation of DNA double-strand breaks (DSB) occurring from 10 min to
4 h post-irradiation. Such RIBE was found to be dependent on dose and on the number of donor
cells. The RIBE induced with the micro-irradiation approach produced DSB with the same temporal
occurrence. Culture media containing high concentrations of phosphates were found to inhibit RIBE,
while media rich in calcium increased it. The contribution of the RIBE to the biological dose was
evaluated after synchrotron X-rays, media transfer, micro-irradiation, and 6 MeV photon irradiation
mimicking a standard radiotherapy session: the RIBE may represent less than 1%, about 5%, and
about 20% of the initial dose, respectively. However, RIBE may result in beneficial or otherwise
deleterious effects in surrounding tissues according to their radiosensitivity status and their capacity
to release Ca2+ ions in response to radiation.

Keywords: bystander effect; DNA double-strand breaks; calcium; radiosensitivity

1. Introduction

Since more than 100 years, a considerable body of data suggests the existence of bio-
logical effects in non-targeted cells situated in close proximity to irradiated ones [1,2]. Even
if these effects are not necessarily generated by a single cause, and despite the fact that
their molecular bases are not fully identified yet, radiobiologists have currently described
them under the single term of radiation-induced bystander effect (RIBE) [3–6]. RIBE has
been documented with various endpoints like gene mutation induction, DNA damage,
apoptosis, and/or malignant transformation [7–14] and by applying various experimen-
tal procedures like cytoplasmic irradiations [9,15], exposures to alpha-particles [6,16,17],
charged particle microbeams [9,18] and irradiated culture medium transfers [19,20]. To date,
it has been difficult to develop a mechanistic and unified model of RIBE without identifying
the molecular and cellular features that are common to all these experimental procedures.
Medium transfer and micro-irradiation approaches are the most current methodologies
to investigate RIBE. However, most micro-beam experiments have involved heavy ions
or alpha particles, whereas most medium transfer experiments have been performed with
X-rays [9,15]. Hence, in order to avoid any methodological bias and technical artifact, a
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major step to elucidate the RIBE mechanisms would be to apply both medium transfer and
micro-irradiation by using the same type of radiation. Synchrotrons are accelerators of
electrons that, after being decelerated, produce high-flue nced X-rays. Such high-fluence
synchrotron X-rays permit to irradiate cells by micro-tracks at a non-negligible dose rate and
by covering a sufficiently homogenous irradiation. Synchrotron X-rays represent therefore
a real opportunity to investigate RIBE by applying medium transfer and micro-irradiation
approaches using the same type of radiation [21–25].

In parallel to this technical opportunity, it has been demonstrated that radiation-
induced DNA double-strand breaks (DSB), one of the major DNA damages induced by
ionizing radiation, can be determined by the phosphorylation of H2AX histone (γH2AX)
which forms nuclear foci at the DSB sites. These γH2AX foci are easily quantifiable by
immunofluorescence [26]. The presence of γH2AX foci in RIBE cells has already been re-
ported [20,27]. In literature, the formation of late DSB appears to be a major feature of RIBE.
However, it must be stressed that nuclear γH2AX foci reflect a subset of radiation-induced
DSB, those that are recognized by the non-homologous end-joining (NHEJ) pathway, pre-
dominant in mammalian quiescent cells. Hence, some other DSB can be produced by RIBE
but may not be revealed by γH2AX foci; some other biomarkers are therefore needed to
complete the molecular characterization of RIBE to determine whether other DNA repair
pathways than NHEJ are involved in RIBE. The nuclease MRE11 forms nuclear foci after
irradiation and produces a subset of DSB that are not managed by NHEJ [28]. Since the
γH2AX foci/MRE11 foci ratio may condition the individual response to radiation [29],
the nature of the DSB involved in RIBE raises also the question of the influence of the
individual factor in this radiobiological effect.

Lastly, in parallel to the generation of some late DSB and the potential involvement of
the MRE11 nuclease, another current observation described in the literature about RIBE is
the radiation-induced extracellular flux of Ca2+ ions that may propagate among the RIBE
cells [30]. Besides, lindane, an inhibitor of gap-junctions, has been found to inhibit RIBE,
which highlighted the role of intercellular connections in RIBE. However, it is noteworthy
that lindane also disturbs calcium homeostasis [11,31]. Furthermore, the formation of
radiation-induced DSB and the activation of MRE11 nucleases have also been shown to
depend on Ca2+ ions [32,33]. Hence, the amount and the availability of calcium before
irradiation appear to be two key elements for the occurrence and extent of RIBE.

In this study, we attempted to provide a unified mechanistic model of RIBE that would
be independent of the experimental protocol. To achieve this aim, as a first step, both
medium transfer and micro-irradiation approaches were applied with synchrotron 50 keV
X-rays to a human radioresistant fibroblast cell line by using γH2AX foci as molecular
endpoints. As a second step, the role of the MRE11 nuclease in RIBE and the influence of
calcium and its contribution to the total dose were evaluated.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Lines

Four human untransformed cutaneous fibroblasts cell lines were chosen to avoid any
bias linked to genomic stability. Fibroblasts were routinely cultured at 37 ◦C in 5% CO2
humid conditions as monolayers with Dulbecco’s modified Eagle’s minimum medium
(DMEM) (Gibco-Invitrogen-France, Cergy-Pontoise, France), supplemented with 20% fetal
calf serum, penicillin, and streptomycin. In all the experiments, fibroblasts were maintained
in the plateau phase of growth (95–99% in G0/G1) to overcome any cell cycle effect.
The radioresistant 1BR3 cell line was derived from an apparently healthy donor, and its
radiobiological features were published elsewhere [34–36]. The 14CLB and 200CLB cell
lines were originated from a donor who showed an adverse tissue reaction after anti-
cancer radiotherapy and from a donor who showed spontaneous breast cancer treated by
surgery, respectively. Finally, the GM01142 cell line was derived from a donor suffering
from retinoblastoma syndrome and purchased from Coriell Cell Repositories (Camden,
NJ, USA) [37]. These cell lines belong to the “COPERNIC” collection, managed by our
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lab and approved by the regional Ethical Committee. The COPERNIC cell lines were
declared under the numbers DC2008-585, DC2011-1437 and DC2021-3957 to the Ministry
of Research. Our radiobiological database was protected under the reference number
IDDN.FR.001.510017.000.D.P.2014.000.10300 [36].

2.2. Anti-Oxydative and Calcium-Dependent and Independent Drugs

N-acetyl-L-cysteine (NAC) (#A7250), NaCl, 0.9% (physiological serum, #S9888), Na2HPO4
(#342483), and CaCl2 (#C1016) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France). Calcium and magnesium free-phosphate-buffered-saline solution (PBS or PBBwCa;
#14040091) and calcium-free PBS (PBSw/oCa; #14190144) were purchased from Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

2.3. High-Energy Photons Irradiations

High-energy photon irradiations were performed with a 6 MeV photon medical
irradiator (SL 15 Philips) (dose-rate: 6 Gy.min−1) at the anti-cancer Centre Léon-Bérard
(CLB) (Lyon, France). Dosimetry was certified by the radiophysicists of the CLB [35,36].

2.4. Synchrotron Low-Energy X-rays Irradiation

Experiments involving synchrotron X-rays were performed at 50 keV at the biomedical
ID17 beamline of the European Synchrotron Radiation Facility (Grenoble, France). Irradia-
tion features were detailed elsewhere [38–40]. Micro-irradiations were performed with a
set-up made of two 100-μm-wide parallel micro-tracks separated by 300 μm. Dosimetry
was routinely checked by radiochromic films [40].

2.5. Medium Transfer Approach

If another number of cells is not indicated, 106 cells were seeded in 25 cm2 flasks
to reach confluence (Figure S1, Supplementary Materials). After 3 days of incubation,
the confluent donor cells were irradiated in the indicated medium and maintained for
an incubation period of t1 (10 min–4 h) at 37 ◦C. The medium was then removed and
centrifuged for 2 min (1500 rpm, 200× g, 37 ◦C) and the surpernatant was then applied to
unirradiated confluent autologous receptor cells and maintained for an incubation period
of t2 (1–24 h) at 37 ◦C. The immunofluorescence was then processed.

2.6. Free Calcium Quantification

The content of free calcium was determined by atomic absorption spectrometry using
an air-acetylene flame. Confluent cells were scraped, centrifuged for 2 min (1500 rpm,
200× g, 4 ◦C) and the surpernatant was removed. Cells were then washed, and two-fold
diluted in a solution containing 2.5% HCl, 0.65% lanthane oxide, and 0.005% CsCl. Calcium
concentration was obtained after calibration with Ca standards [41].

2.7. Immunofluorescence

The immunofluorescence protocol was described elsewhere [42,43]. Briefly, cells fixed
in paraformaldehyde for 10 min at room temperature and were permeabilized in 0.5%
Triton X-100 solution for 5 min at 4 ◦C. Primary and secondary antibody incubations were
performed for 40 and 20 min at 37 ◦C, respectively. The anti-γH2AXser139 (#05636; Up-
state Biotechnology-Euromedex, Mundolsheim, France) and the anti-MRE11 (#56211; QED
Bioscience, San Diego, CA, USA) antibodies were used at 1:800 and 1:100, respectively.
Incubations with anti-mouse fluorescein (FITC) and rhodamine (TRITC) secondary anti-
bodies were performed at a ratio of 1:100 at 37 ◦C for 20 min. Slides were mounted in 4′,6′
Diamidino-2-Phenyl-indole (DAPI)-stained Vectashield (Abcys, Paris, France). Nuclear foci
were examined with Olympus fluorescence microscope (Olympus France S.A.S, Rungis,
France). Foci scoring procedure applied here has received the certification agreement of
CE mark and ISO-13485 quality management system norms. Our foci scoring procedure
also developed some features that are protected in the frame of the Soleau Envelop and
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patents (FR3017625 A1, FR3045071 A1, EP3108252 A1) [29,36,43,44]. One hundred nuclei
were examined per condition and per experiment to score the standard nuclear γH2AX
and MRE11 foci. The size of γH2AX foci was controlled by the Cells software program
linked to the Olympus microscope. All the foci whose surface was lower than 1 μm2 was
considered as “tiny” foci. The distance from the micro-tracks was determined by moving
the micrometric wheel of the microscope and by verifying the position based on the average
size of cell nuclei.

2.8. Statistical Analysis

Statistical significance between data points was verified with the one-way ANOVA test,
and the statistical significance between two curves was verified with the non-parametric
Friedman test. Statistical analysis was performed by using Kaleidagraph v4 (Synergy
Software, Reading, PA, USA). Data fitting was performed with the indicated
mathematical formulas.

3. Results

3.1. RIBE Induced by a Medium Transfer Approach

The radioresistant 1BR3 fibroblasts were irradiated in the plateau phase of growth
with monochromatic 50 keV synchrotron X-rays in DMEM medium. The DMEM medium
was maintained for t1 post-irradiation. The DMEM medium was thereafter applied to
unirradiated autologous receptor cells for t2. The RIBE DSB revealed by nuclear γH2AX
foci was examined in receptor cells with t1 ranging from 10 min to 4 h and t2 ranging for
1 to 24 h. An incubation of donor cells for ten min (t1) after irradiation followed by an
incubation of receptor cells for 4 h (t2) provided the largest number of γH2AX foci per cell.
This conclusion was reached regardless the initial dose (Figure 1A).

Figure 1. Characterization of the RIBE induced by a medium transfer approach with 50 keV syn-
chrotron X-rays. (A) One million confluent 1BR3 donor fibroblasts were irradiated at the indicated
doses with monochromatic 50 keV synchrotron X-rays in DMEM medium that was kept in the pres-
ence of donor cells for t1 post-irradiation (10 min–4 h), and then applied to unirradiated autologous
receptor cells for t2 (1–24 h). The number of γH2AX foci per cell was plotted as a function of the
t1 and t2 values. Each γH2AX data value represents the mean ± standard error of the mean (SEM)
of three independent replicates. (B) By applying the same methodology, the number of γH2AX
foci per cell was plotted against the number of donor cells irradiated at the indicated doses. Each
γH2AX data value represents the mean ± SEM of three independent replicates. Data were fitted to a
sigmoidal function.
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We examined thereafter whether the number of irradiated donor cells strongly af-
fects the γH2AX data in the optimal medium transfer conditions defined above, namely
t1 = 10 min and t2 = 4 h. A large range of irradiated donor cells (from 102 to 107 cells) was
tested. No significant RIBE was observed with 102 to 104 irradiated cells. The number of
γH2AX foci per cell obeyed a sigmoidal function of the number of irradiated cells with
a threshold found at 104 irradiated cells (Figure 1B). The shape of the sigmoidal curve
changed with the incident dose: the higher the dose, the higher the RIBE extent. In our
conditions, a maximal RIBE was observed at doses higher than 2 Gy and with more than
106 irradiated cells (Figure 1B). Finally, in all these experiments, cells with γH2AX-positive
signals were dispatched heterogeneously among the receptor cells, but the maximal number
of γH2AX foci per cell never exceeded 5 and generally averaged between 1 and 2 γH2AX
foci per cell, which would correspond to a standard exposure ranging between 25 and
50 mGy i.e., less than 1% initial dose [45].

Altogether, our findings suggested that the medium transfer approach with monochro-
matic 50 keV synchrotron X-rays induces RIBE that results in DSB recognized by NHEJ (i.e.,
γH2AX positive) occurring from 10 min post-irradiation and remaining persistent up to
4 h post-irradiation. Such RIBE was found to be dependent on the dose and on the number
of irradiated cells and may be equivalent to a dose of some tens of mGy. It is noteworthy
that no γH2AX foci was observed when transfer medium was irradiated in the absence of
cells, supporting that the occurrence of RIBE requires the presence of donor cells during
irradiation (data not shown). Lastly, it is noteworthy that no apoptotic body was observed
in RIBE fibroblasts.

3.2. RIBE Induced by a Micro-Irradiation Approach

The formation of RIBE DSB was examined in the vicinity of two 100-μm-wide parallel
50 keV synchrotron X-ray micro-tracks separated by 300 μm. Four initial doses were applied
to the radioresistant 1BR3 fibroblasts: 1, 2, 5 and 10 Gy. Ten minutes after exposure to 10 Gy
X-rays, irradiated cells in both micro-tracks were easily identifiable by an intense broad
γH2AX staining in which the γH2AX were not distinguishable. Indeed, by considering
that a dose of 1 Gy X-rays induces about 40 DSB per human diploid non-transformed
fibroblast, 10 × 40 DSB/Gy = 400 DSB were expected in each cell [46]. In our conditions,
each γH2AX foci can be distinguishable in a fibroblast nucleus when their number does not
exceed 100 [46] (Figure 2). In the cells situated at the outer edges of the micro-tracks, some
γH2AX foci may be identifiable (Figure 2). I n the cells situated at more than 10 μm from
the micro-tracks, some γH2AX foci were randomly dispatched in the nuclei, irrespectively
of the orientation of the synchrotron X-rays micro-tracks. Considering the mean-free path
of 50 keV X-rays, the DSB revealed by the γH2AX foci in cells situated at more than
10 μm from the micro-tracks cannot be physically induced by synchrotron X-rays (Figure 2).
Furthermore, since more than 95% cells are in G0/G1 phase (Figure S1), and since irradiated
cells into the micro-tracks represented about 1% of the whole cell population seeded in
the microscope slides, the DSB observed outside from the micro-tracks cannot be due
to cell migration. Hence, our observations supported that the synchrotron X-rays micro-
irradiation set-up applied here can produce a significant RIBE.

The number of γH2AX foci per cell decreased as a function of the distance from the
micro-tracks. The mathematical function that links the number of γH2AX foci and the
distance from the micro-tracks was also found dependent on the post-irradiation time
(Figure 3). Particularly, the γH2AX foci observed in RIBE cells appeared early (10 min)
after irradiation. In our conditions, the maximal number of γH2AX foci was reached at 1 h
post-irradiation. The larger distance from the micro-tracks at which some γH2AX foci were
still observed was reached at 4 h post-irradiation (Figure 3A,B). Similar observations were
made with the other doses tested (data not shown for 1 and 5 Gy).
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Figure 2. Characterization of the RIBE induced by a micro-irradiation approach with 50 keV syn-
chrotron X-rays. Anti-γH2AX immunofluorescence was applied to the radioresistant 1BR3 fibroblasts
irradiated at 10 Gy. Two 100-μm-wide parallel 50 keV synchrotron X-rays micro-tracks separated
by 300 μm were generated (delimited by white dashed lines). Cells were fixed 10 min (A) or
4 h (B) post-irradiation and γH2AX immunofluorescence was applied (10× magnification). In-
serts. Representative examples of γH2AX-positive nuclei situated either inside or at the edge of
the micro-tracks (10 min post-irradiation) (A) or either inside or 200 μm far from the micro-tracks
(B) (100× magnification). The white bars represent 5 μm.

Figure 3. Spatial distribution of γH2AX foci in RIBE cells after a 50 keV synchrotron X-rays micro-
irradiation. Anti-γH2AX immunofluorescence was applied to confluent 1BR3 cells subjected to X-rays
micro-irradiation (10 Gy, A,C panels or 2 Gy, (B,D) panels) and cells were fixed at the indicated
post-irradiation times. The number of γH2AX per RIBE cell was plotted against the distance from
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the micro-tracks. The grey zone represents a half micro-track. The number of γH2AX foci per cell
shown in (A,B) panels was divided by 40 to express the corresponding data in Gy-equivalent ((C,D)
panels). Each data plot represents the mean ± SEM of at least three replicates.

By considering that a dose of 1 Gy X-rays induces about 40 DSB per human diploid non-
transformed fibroblast [46], the numbers of γH2AX foci can be expressed in Gy-equivalent
by dividing them by 40: considering the slope of the curve shown in Figure 3C,D, the RIBE
appeared to be equivalent to about 5.6% of the incident dose (Figure 4A).

Figure 4. Specificities of the RIBE induced after a 50 keV synchrotron X-rays micro-irradiation in
the 1BR3 fibroblasts. (A) Maximal RIBE expressed in Gy-equivalent (Gy-eq) as a function of dose
(Gy) and deduced from the data shown in Figure 3C,D. These data were fitted to a linear formula
(y = −0.00255 + 0.056 x; r = 0.997) (solid line). (B) RIBE DSB repair kinetics. The 10 μm γH2AX data
shown in Figure 3 (2 Gy data) were plotted against the corresponding repair times. The resulting DSB
repair kinetic of RIBE cells (closed squares) was compared with the DSB repair kinetic obtained with
the same cell lines but from a standard (direct) 50 keV X-rays irradiation (open squares). These data
were fitted to the Bodgi’s formula (solid lines) [47]. (C) From data shown in Figure 3, the distance
from the track at which the number of γH2AX foci was found maximal was plotted against the
corresponding post-irradiation time. Data were linked together with a smooth fit (dotted line).

The distance from the micro-track at which the number of γH2AX foci was not nil
whatever the post-irradiation time tested was 10 μm (Figure 3): the repair kinetics of DSB
assessed at such a distance from the micro-track reflects the repair rate of the RIBE DSB
induced at 10 μm from the micro-track. Such repair kinetics were obtained by plotting
the number of γH2AX foci against the corresponding post-irradiation time (Figure 4B).
Interestingly, the resulting DSB repair kinetics appeared significantly different from the
DSB repair kinetics found in the same radioresistant control fibroblasts but after a standard
(direct) irradiation [29] (p < 0.01) (Figure 4B). These findings suggest that the RIBE DSB are
more slowly repairable than those induced by a single irradiation performed in standard
conditions (Figure 4B). Such a statement remains true for 1, 5, and 10 Gy (data not shown).

Lastly, in order to better document the speed of the RIBE after a 50 keV synchrotron
X-rays micro-irradiation, the maximal distance reached by γH2AX foci was plotted against
the corresponding post-irradiation time (Figure 4C). The resulting curve elicited two phases
of appearance/disappearance of the RIBE DSB: an increasing pseudo-linear slope reflecting
the propagation of DSB in the RIBE cells and a decreasing pseudo-exponential phase
reflecting the repair of DSB. In the first phase, the RIBE reached 300 μm from the micro-
tracks in the first 4 h post-irradiation (i.e., with average speed of 75 μm/h). In the second
phase, the RIBE described a decrease in the number of DSB and an inverse progression of
200 μm from 4 to 24 h post-irradiation (i.e., with an average speed of 10 μm/h) (Figure 4C).
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3.3. The “Tiny” γH2AX Foci: A Common Feature of RIBE?

Some γH2AX foci observed in the RIBE cells, whether after a medium transfer or a
micro-irradiation showed a specific pattern: among the “standard” γH2AX foci, some foci
were found to be “tiny” (less than 1 μm2) i.e., significantly smaller than those observed
routinely in non-RIBE conditions (Figure 5A). It must be stressed that these tiny foci were
not included in the foci scoring during the experiments described above (see Materials and
Methods). In our conditions, such a tiny γH2AX foci pattern has also been encountered
when DSB and DNA single-strand breaks (SSB) are present concomitantly, i.e., when
chromatin is relaxed in the presence of DSB (Figure 5A). This is notably the case after high
doses of UV through the base damage conversion into SSB and after a H2O2 treatment
that produces SSB and DSB concomitantly (Figure 5A). Some tiny γH2AX foci may be also
observed 10 min after 2 Gy in human fibroblasts derived from radiosensitive donors, likely
due to the presence of both SSB and DSB (Figure 5A). However, in this case, the tiny γH2AX
foci are generally less persistent than the standard ones and disappear about 2 h after 2 Gy
X-rays, reflecting the short repair half-time of SSB (about 20 min in human fibroblasts)
and the longer repair half-time of DSB (about 1 h in human fibroblasts) [46]. SSB are not
detected directly via the γH2AX signals, but they trigger the chromatin decondensation that
disperses several of the H2AX molecules concentrated around one DSB site: a “standard”
γH2AX focus revealing one DSB becomes a cloud of “tiny” foci revealing some SSB around
(Figure 5A).

Whether with the medium transfer or the micro-irradiation approach, the tiny γH2AX
foci were observed together with standard ones, suggesting a continuous production of
SSB with the presence of DSB during RIBE. Oxidative stress generally activates TFHII
components and nucleases like MRE11 [48]. Activated MRE11 nuclease has been shown to
be responsible for the formation of SSB, whether after X-rays or UV [49]. The ATM kinase
has been shown to phosphorylate MRE11 foci, which triggers the formation of nuclear
MRE11 foci. The MRE11 foci were also found early after exposure to UV [50]. Whether
with the medium transfer or the micro-irradiation approach, MRE11 foci appeared early
after irradiation (10 min) in RIBE cells, and their numbers increased during the first hour
post-irradiation. Thereafter, the number of MRE11 foci in the RIBE cells decreased to
zero at 24 h post-irradiation. Interestingly, the kinetics of MRE11 foci appeared similar
to that of γH2AX foci, with two phases composed of a rapid appearance rate and a slow
disappearance rate (Figures 4 and 5B).

Altogether, our findings support strong analogies between the RIBE generated by the
medium transfer and the micro-irradiation approach. The RIBE signals can be persistent
for 4 h post-irradiation and observable up to 300 μm from the radiation impact.

3.4. Culture Medium Composition and RIBE

All the above experiments were performed in DMEM medium supplemented with
bovine serum. Since RIBE has been found to be strongly dependent on specific chemical
species [51], we examined whether the chemical composition of the DMEM medium im-
pacts RIBE. As a first step, medium transfer was performed with physiological serum (NaCl,
0.9%) and calcium and magnesium free-phosphate-buffered saline solution (PBSw/oCa),
without bovine serum or antibiotics. By applying 1, 2, 5 and 10 Gy synchrotron X-rays with
t1 = 10 min and t2 = 4 h to one million 1BR3 fibroblasts in physiological serum, the number
of γH2AX foci appeared to be similar to that observed with DMEM (Figure 6A,B). Con-
versely, no significant RIBE was observed with PBSw/oCa and with physiological serum
combined with phosphates (Na2HPO4), while PBS with calcium allowed the occurrence of
a significant RIBE (Figure 6A,B). These findings suggested that: (1) physiological serum
(NaCl, 0.9%) is the minimal medium allowing RIBE. Neither bovine serum nor antibiotics
significantly impact upon the RIBE occurrence (data not shown). (2) PBSw/oCa is the
minimal medium preventing RIBE. PBSw/oCa contains more than 1 mM KH2HPO4 and
8 mM Na2HPO4, suggesting that phosphates are more abundant in PBSw/oCa than in any
other medium tested (Table 1). Phosphates are known for their affinity with calcium. By
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using PBS with calcium (PBSwCa; 0.91 mM CaCl2), the number of γH2AX foci per cell
was found to be larger than with PBSw/oCa (p < 0.01) but remained statistically lower
than with DMEM that contains higher calcium concentrations (1.8 mM CaCl2) (p < 0.001)
(Table 1) (Figure 6A).

Figure 5. Tiny γH2AX foci as a specific feature of RIBE cells. (A) Different patterns of γH2AX foci
observed in the radioresistant 1BR3 fibroblasts exposed to 10 mM H2O2 + 1 h, 1 Gy X-rays + 1 h,
and 15 J.m−2 UVC + 1 h (left panel). Representative examples of RIBE nuclei after medium transfer
(2 Gy; t1 = 10 min; t2 = 4 h) and micro-irradiation (10 Gy; 1 h) (right panel). White arrows indicate
tiny foci. Nuclei were counterstained by DAPI. White bars represent 5 μm. (B) Average number of
MRE11 foci per cell as a function of t2 (for the medium transfer approach after 2 Gy) or as a function
of post-irradiation time (for the micro-irradiation approach after 2 Gy). Inserts are representative
MRE11 immunofluorescence images assessed 1 h post-irradiation with DAPI counterstaining. White
bars represent 5 μm.

Table 1. Concentration (mM) of phosphates and calcium in the culture media used here.

NaCl (0.9%) DMEM PBS and PBSw/oCa

NaCl 153 110.34 137.93
KCl 0 5.33 2.67

Na2HPO4 0 0.916 8.06
KH2HPO4 0 0 1.47

Phosphates 0 ~1 ~10

Calcium (CaCl2) 0 1.8 0.9 (for PBS)

RIBE-induced DSBs + + -
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Figure 6. Effect of calcium on the RIBE. One million confluent 1BR3 fibroblasts were irradiated
at the indicated doses with monochromatic 50 keV synchrotron X-rays by applying the medium
transfer approach (t1 = 10 min and t2 = 4 h) with the indicated medium. Each data plot represents
the mean ± SEM of at least three replicates. (B). The data shown in panel (A) were plotted as
function of the initial dose. Each value represents the mean ± SEM of three independent replicates.
(C). Spatial distribution of γH2AX foci in RIBE cells after monochromatic 50 keV synchrotron X-rays
micro-irradiation. The data represented by closed symbols are those shown in the Figure 3B at
10 min and 1 h post-irradiation. Data represented by open symbols correspond to the γH2AX data in
presence of 50 mM NAC. Each data plot represents the mean ± SEM of at least three replicates. In
presence of PBSw/oCa, no γH2AX foci was observed (data not shown). The grey zone represents a
half micro-track.

Interestingly, when a powerful anti-oxidative drug like N-acetylcysteine (NAC) was
applied to receptor cells, less γH2AX foci appeared. Particularly, 50 mM NAC resulted in
5-fold decreased yield of γH2AX foci, suggesting that NAC influences the production of
late DSB by preventing the formation of RIBE-induced reactive oxygen species (ROS) and
DNA damage (Figure 6C). Similarly, when the micro-irradiation approach was applied in
PBSw/oCa, the RIBE did not occur (data not shown), supporting again the dependence of
RIBE vis-à-vis ROS, phosphates and availability of calcium.

3.5. Calcium and RIBE

A number of authors have reported the existence of a radiation-induced release of
intracellular Ca2+ ions between 10 min and 1 h post-irradiation [30,52]. Literature and
our findings prompted us to verify whether RIBE is dependent upon the availability of
free Ca2+ ions. One million 1BR3 fibroblasts were irradiated (10 Gy) in either PBSw/oCa
or physiological serum and the free calcium concentration was determined in irradiated
media 10, 30, 60 and 240 min post-irradiation by using flame atomic absorption spectrome-
try [41] (Figure 7). With the physiological serum, the free Ca2+ ions concentration increased
10 min post-irradiation and remained higher than controls up to 60 min post-irradiation.
Conversely, no significant increase was found when cells were irradiated in PBSw/oCa
(Figure 7). Our findings suggest that the intracellular Ca2+ ions release may diffuse from
irradiated cells into extracellular medium. The presence of phosphates like those con-
taining in PBSw/oCa may contribute to prevent the radiation induced Ca2+ ions release
(Figure 7A,B).
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Figure 7. Calcium and RIBE. (A) Radiation-induced Ca2+ ions release in the radioresistant 1BR3
fibroblasts. One million 1BR3 fibroblasts were irradiated (10 Gy) in either PBSw/oCa (open squares;
smooth fit with dotted line) or physiological serum (closed squares; smooth fit with closed line).
Free Ca2+ ions concentration was determined in media 10, 30, 60, and 240 min post-irradiation.
Each data plot represents the mean ± SEM of at least two replicates. (B) Data shown in panel
(A) were normalised.

3.6. Contribution of RIBE to the Radiation Dose-Effect

Our findings suggest that RIBE represents a contribution to the biological dose that
depends on the irradiation protocol: with monochromatic 50 keV synchrotron X-rays, the
RIBE induced by medium transfer and micro-irradiation represents less than 1% and about
5% of the initial dose, respectively. In order to compare these findings with a more current
irradiation scenario, we evaluated the relative contribution to the dose of the Ca-dependent
events during conditions of irradiation mimicking a standard anti-cancer radiotherapy
session with high-energy photons. To this aim, cells were irradiated with a 6 MeV photons
medical irradiator by applying different drugs pre-treatments promoting or inhibiting the
radiation induced Ca2+ ions release (Figures 8 and 9).

Figure 8. Influence of calcium on the DSB repair kinetics of the radioresistant 1BR3 fibroblasts.
Cells were irradiated (2 Gy) with 6 MeV photons in presence of the indicated media. Each data
plot represents the mean ± standard error of at least three replicates. (A) Kinetics of γH2AX foci.
Data were fitted to the Bodgi’s formula [47]. (B) Histogram representing the γH2AX foci values (as
percentage of foci remaining) assessed 10 min post-irradiation with the indicated media. Each data
plot represents the mean ± SEM of at least three replicates. Asterisk represents p < 0.05.
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Figure 9. Calcium, RIBE and radiosensitivity. Th indicated four fibroblast cell lines with different
radiosensitivity status were irradiated (2 Gy) with 6 MeV photons in presence of the indicated media
(DMEM or PBS) and subjected to anti-γH2AX (A,B) or -MRE11 (D,E) immunofluorescence at the
indicated post-irradiation times. Each data plot represents the mean ± SEM of at least three replicates.
Data were fitted to the Bodgi’s formula [47]. (C) The γH2AX data obtained with DMEM and PBS
shown in panels (A,B) were plotted together with their corresponding error bars (SEM). The dotted
line corresponds to the following formula: y = 0.75x (r = 0.99). (F) The MRE11 data obtained with
DMEM and PBS shown in panels (D,E) from the indicated four fibroblast cell lines were plotted
together with their corresponding error bars (SEM). The dotted line corresponds to the following
formula: y = −1.83 + 0.576 × (r = 0.989).

A dose of 2 Gy high-energy photons delivered to the radioresistant 1BR3 cells in
DMEM produced about 74 ± 6 γH2AX foci per cell at 10 min post-irradiation. In these
conditions, all the γH2AX foci disappeared at 24 h post-irradiation. While the irradiation
in physiological serum did not change these values significantly (data not shown), an
irradiation performed in PBS produced 60 ± 4 γH2AX foci per cell at 10 min post-irradiation
i.e., about 20 γH2AX foci less than with DMEM (p < 0.05) (Figure 8A). By expressing
γH2AX foci data as percentage of γH2AX foci remaining, such value corresponds to about
75–80% γH2AX foci assessed at 10 min with PBS. In other terms, calcium-dependent events
contribute to about 20–25% of the initial dose. Interestingly, by adding CaCl2 to PBS, the
number of γH2AX foci per cell reached that assessed with DMEM (p > 0.2) (Figure 8B).
It is noteworthy that, in all these experiments, the tiny γH2AX foci appeared 10 min
post-irradiation but disappeared thereafter (data not shown).

3.7. Individual Radiosensitivity and RIBE

In the previous experiments, we examined the occurrence and the intensity of RIBE
in the untransformed radioresistant 1BR3 fibroblasts that show a survival fraction at 2 Gy
(SF2) higher than 60% [28]. In these radioresistant cells, the ATM kinase diffuses rapidly
in the nucleus in response to radiation [53]. Once in the nucleus, the ATM kinase can
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phosphorylate the H2AX variant histone to form the γH2AX foci at the sites of DSB that are
recognized by NHEJ [53]. In parallel, the ATM kinase phosphorylates the MRE11 protein,
which triggers the formation of MRE11 foci, reflecting the inhibition of the nuclease activity
of the MRE11 protein [28]. In radiosensitive cells showing a delay in the radiation-induced
ATM nucleo-shuttling (RIANS), some cytoplasmic and overexpressed proteins prevent
the RIANS and form multiprotein complexes with ATM in the cytoplasm. As a result, the
delay in RIANS may facilitate continuous activation of the MRE11 nuclease [28]. In order
to examine the influence of individual radiosensitivity on RIBE, four fibroblast cell lines
showing different radiosensitivity and RIANS status were irradiated (2 Gy high-energy
photons) in DMEM or PBS and submitted to anti-γH2AX and MRE11 immunofluorescence.
Foci data were plotted against the post-irradiation time (Figure 9).

With regard to the γH2AX data, the number of foci decreased faster when irradiation
was made in PBS than in DMEM (Figure 9A), whatever the radiosensitivity. Furthermore,
the γH2AX data assessed 10 min post-irradiation, reflecting the DSB subset recognized by
NHEJ were systematically lower in PBS than in DMEM (p < 0.01) (Figure 9A).

Interestingly, when the corresponding DMEM and PBS data were plotted together,
it appeared that PBS pre-treatment resulted in the disappearance of about 25% γH2AX
foci, whatever the radiosensitivity and the post-irradiation time (Figure 9B). These findings
support that the inhibition of the radiation induced Ca2+ ions release by a culture medium
rich in phosphates results in a significant (25%) decrease of the formation of DSB or
else of the recognition of DSB by NHEJ (Figure 9B). The extent of such a process occurs
independently of the radiosensitivity, likely because it involves chemical reactions common
to all the cells. However, the biological consequences of such RIBE are likely to be dependent
on radiosensitivity.

With regard to the MRE11 data, all the foci kinetics showed their maximum early after
irradiation (10 min or 1 h) when irradiation was performed in DMEM. By contrast, when
irradiation was performed in PBS, the shapes of the MRE11 foci kinetics changed drastically
and became curvilinear, with a maximal value of MRE11 foci reached later after irradiation
(4 or 24 h post-irradiation) (Figure 9C). Interestingly, irradiation of cells performed in PBS
also resulted in about twice fewer foci than those observed with DMEM, independently
of the radiosensitivity. Since MRE11 foci reflect the inactivation of the nuclease activity of
MRE11 by ATM, our findings suggest that the inhibition of the radiation induced Ca2+ ion
release by the PBS results in limiting the generation of DNA breaks by MRE11 nuclease
but delaying its total inactivation. Conversely, the promotion of RIBE amplifies the MRE11
nuclease activity by generating more DNA breaks and earlier.

4. Discussion

4.1. A Unified Model for RIBE?

While RIBE has been abundantly documented in literature, its molecular bases remain
unclear [3–6,20,54]. Historically, in vitro RIBE was initially observed with alpha-particles,
which generated some doubts with regard the biological nature of the RIBE since physi-
cal scattering encountered with high LET-particles can induce energy micro-depositions
far from their initial impact [3–6]. Injuries at gap junctions have been also proposed as
a common cause of RIBE. However, gap junctions inhibitors were shown to reduce the
RIBE generated by alpha particles while they were found inefficient in medium transfer
experiments involving X-rays [11,20,55]. Despite such controversies, a temporal analogy in
the formation of RIBE DSB was suggested with both approaches, namely micro-irradiations
with alpha-particles and medium transfer with X-rays [3,10,55,56]. However, to be relevant,
such an analogy should be observed with the same type of radiation As evoked in the Intro-
duction, thanks to their high fluence, synchrotron X-rays represented a real opportunity to
perform both medium transfer and micro-irradiations approaches with the same radiation
type [21–25].
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4.2. Chemically Induced DNA Breaks as Major Feature of RIBE?

RIBE DSB differ from DSB induced by X-rays by their late occurrence. With both
medium transfer and micro-irradiation approaches RIBE DSB were observed from 10 min to
4 h post-irradiation while the “physically” induced DSB observed after a “direct” irradiation
are generated some microseconds after irradiation [57]. High doses of UV also generate late
DSB after the conversion of base damage to SSB during the excision-resynthesis process
and the conversion of SSB to DSB if base damage and/or SSB are too numerous [58].
Such succession from one DNA damage type to another requires some time and may
explain the occurrence of late DSB. The presence of foci formed by the MRE11 nuclease
that was found to be involved in base damage, SSB, and DSB repair supports such a
hypothesis [59]. However, the most important clue of the concomitant presence of SSB
and DSB is reflected by the “tiny” γH2AX foci that were systematically observed in RIBE
cells. Some tiny γH2AX foci were also observed after UV exposure and treatments to H2O2
and disappeared after treatment with anti-oxidative drugs like NAC. Such observations
strongly suggest that tiny γH2AX foci reflect the presence of some DSB (if not, no γH2AX
signal would appear) and chromatin decondensation due to numerous SSB that disturb
the γH2AX signals. Hence, tiny γH2AX foci in RIBE cells may reveal the existence of a
strong oxidative stress, generating base damage, SSB, and DSB. A number of anti-oxidative
drugs have been used to modulate RIBE [8,55]. This is notably the case for DMSO, catalase,
and superoxide dismutase, that have been shown to inhibit RIBE, whether after micro-
irradiation or medium transfer. In this study, data obtained with NAC suggest that the
occurrence of RIBE is influenced by scavenging oxidative species and that RIBE DSB can be
considered as “chemically” induced DSB [60].

4.3. Dependence of RIBE on Calcium and Phosphates

Differences in RIBE intensity observed between culture media as simple as PBS or
physiological serum are impressive and fully eliminate any potential impact of bovine
serum, antibiotics, or any specific complement present in the culture medium. Former
observations have strongly suggested that extracellular flux of Ca2+ ions is a key event in
RIBE [30]. Calcium plays a central role in cell viability and stress signaling notably with
micromolar intracellular concentrations (a human fibroblast contains about 150 nM Ca2+)
and millimolar concentrations in extracellular medium (DMEM medium contains 1.8 mM
CaCl2) [61–63]. Hence, if all irradiated cells would release their intracellular free Ca2+ ions,
significant RIBE would occur after irradiation of 104 cells, at least, to produce more than
1.8 mM free Ca2+ ions. Although probably overestimated, this calculation is in agreement
with the hypothesis that RIBE is strongly dependent on the number of irradiated cells [64].
Furthermore, the fact that a minimal radiation dose is sufficient to trigger extracellular
Ca2+ ion release may explain why RIBE is not necessarily linearly dose-dependent [27,65].
Altogether, these conclusions invite us to carefully evaluate the irradiated tissue volumes
and the corresponding number of cells irradiated for better quantifying RIBE.

Lastly, the calcium-dependence of RIBE has been generally supported through acti-
vation of signaling pathways leading to apoptosis [61]. To overcome cell cycle effects and
genome instability, we used here confluent non-transformed human fibroblasts. Human fi-
broblasts are generally subjected to mitotic death and senescence rather than apoptosis [35].
Hence, with the cellular model chosen here, apoptosis does not appear as a predominant
feature of RIBE [62,66,67].

4.4. RIBE and Its Contribution to the Radiation Dose: Differences between the Approaches Tested

Our findings show that the contribution of RIBE to the biological dose may depend on
the irradiation conditions (Figure 10).
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Figure 10. Schematic summary of the RIBE according to the irradiation protocol. For medium
transfer, micro-irradiation and “standard” irradiation, all or a subset of cells are concerned by
calcium-dependent events leading to RIBE DSB. For each protocol, the calcium-dependent events
contribute differentially to the total dose and some specific radiobiological phenomena may occur
(hormesis or HRS).

In the case of micro-irradiation, the cells that are directly targeted by irradiation
received also the indirect calcium dependent RIBE. By contrast, cells at the edge of micro-
tracks and further received only the radiation-induced Ca2+ ions release: RIBE likely
obeys a Fick’s diffusion law [68], a function of the time and the distance from the impact.
The RIBE is inasmuch intense as cells are closed to the micro-tracks (Figure 10). Under
these conditions, the RIBE cells received a dose equivalent to the integral of the radiation
induced Ca2+ ions release during the time of the experiment. The dispersion of γH2AX
foci in cells far from the micro-tracks supports the idea that micro-irradiation may be
considered as a series of successively infinitesimal medium transfers from the micro-tracks
through medium (Figure 10). As shown in Figures 3 and 4, the equivalent dose received by
cells situated at 10 μm from the micro-tracks represents 5% of the initial dose (i.e., some
fraction of Gy). Interestingly, this dose may belong to the range of doses generating the
hypersensitivity to low dose phenomenon (HRS) [44,69,70]. At this stage, the RIBE induced
by micro-irradiation may therefore produce deleterious effects in the surrounding tissues,
notably if they are radiosensitive (HRS preferentially occurs in radiosensitive cells) [45]
(Figure 10).

In the case of medium transfer, the receptor cells received only the radiation induced
Ca2+ for a shorter period of emission (t1) than with micro-irradiation. As shown in Figure 1,
the equivalent dose received by receptor cells represents less than 1% of the initial dose
(i.e., in the mGy range if the initial dose is 2 Gy). Interestingly, this dose range belongs to
the doses generating the hormesis phenomenon [45]. At this stage, the RIBE induced by
medium transfer, may therefore produce a beneficial effect in the surrounding tissues, more
particularly if the cells are radioresistant (hormesis preferentially occurs in radioresistant
cells) [45] (Figure 10).

In the case of a standard irradiation (e.g., mimicking radiotherapy), the irradiated
cells received both the direct ionizations and the radiation induced Ca2+ ion release in a
homogenous manner. As shown in Figure 8, the calcium-dependent events may represent
about 20% of the initial dose. Such contribution remains strongly dependent on the calcium
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content/number of the cells or tissues irradiated and on the homogeneity of the irradiation
(particles vs. rays). The fact that the calcium-dependent contribution to the biological
dose represents 20% required further investigations to better relate the assessment of the
physical dose with a better evaluation of the biological one (Figure 10).

5. Conclusions

By applying both medium transfer and micro-irradiations approaches to radioresistant
fibroblasts with 50 keV synchrotron X-rays, our findings suggest a temporal coincidence
with the occurrence of RIBE DSB from 10 min to 4 h post-irradiation. By using different
culture media, RIBE appears to be strongly calcium-dependent and the contribution of such
specific events to the dose have been determined for medium transfer, micro-irradiations
and irradiation mimicking a standard radiotherapy session. Our findings suggest that
the RIBE contribution to the dose differs from the irradiation protocol and may result in
beneficial or otherwise deleterious effects in surrounding tissues. The extent of the RIBE
appears to be dependent on the number of cells irradiated. Further experiments are needed
to ask whether/how the RIBE impacts the response of radiosensitive cells and how the
calcium availability of cells/tissues interplays with this response.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
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image of fibroblasts monolayer taken from light microscopy (X10).
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Résumé  Généralement  que  90  à 95 %  des cancers  sont  non-héréditaires.  Toutefois,  les méca-
nismes  de transformation  cellulaire  qui initient  le  cancer  restent  encore  méconnus  et cette
estimation  reste  donc  mal  documentée.  Il apparaît  aujourd’hui  qu’à la fois  des  cassures  de
l’ADN  mal  réparées  (produites  par  le phénomène  d’hyper-recombinaison)  et  des  défauts  d’arrêts
du  cycle  cellulaire  sont  requises  pour  que  des  cellules  portant  de  nombreuses  mutations
s’amplifient  et aboutissent  à une  masse  critique  de cellules  transformées.  Dans  cet  article,  nous
discutons  du  modèle  du  transit  cytonucléaire  de la protéine  ATM  qui  pourrait  expliquer  cette
double  condition  par  la mutation  de protéines-substrats  qui  pourraient  ne pas  être  directement
impliquées  dans  l’instabilité  génomique  et  la réparation  de l’ADN.
©  2022 Elsevier  Masson  SAS.  Tous  droits  réservés.
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Abstract  It  is  currently  considered  that  90 to 95%  of  cancers  are  non-hereditary.  However,
the  mechanisms  of cellular  transformation  that  initiate  cancer  are  still  unknown  and  this  esti-
mate  therefore  remains  poorly  documented.  To  date,  it  appears  that  both  misrepaired  DNA
breaks  (produced  by  the  hyper-recombination  phenomenon)  and  cell  cycle  arrest  impairments
are  required  for  cells  carrying  numerous  mutations  to  amplify  and  lead  to  a critical  mass  of
transformed  cells.  In  this  article,  we  discussed  about  a model  based  on the  nucleoshuttling
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of  the ATM  protein  that  could  explain  this  double  requirement  by  the mutation  of  substrate
proteins  that  might  not  be directly  involved  in  genomic  instability  and  DNA  damage  repair.
©  2022  Elsevier  Masson  SAS.  All  rights  reserved.

Introduction

Quand  on  tente  de  faire  le  point  de  la  littérature  sur
l’hérédité  des  cancers  du  sein,  la  plupart  des  revues
convergent  vers  la  même  affirmation  : environ  5  à 10  %
des cancers  du  sein  sont  considérés  comme  héréditaires.
Parmi  les  gènes  de  prédisposition  génétique  au  cancer
du sein,  BRCA1,  BRCA2,  PALB2,  CHK2, ATM, BARD1  et
NF1  figurent  en  bonne  place  et  leurs  mutations  (générale-
ment hétérozygotes)  représenteraient  75  % des  cas  supposés
héréditaires  [1,2]. Toutefois,  quel  crédit  donner  aux  estima-
tions actuelles  alors  que  la grande  majorité  des  chercheurs
conviennent  que  tous  les  gènes  de  prédisposition  au  cancer
ne sont  pas  encore  connus  ?

Réciproquement,  les  mêmes  revues  affirment  que  « 90  à
95 %  des  cancers  du  sein  sont  non-héréditaires,  peut-être
liés à  l’environnement  ? » [2,3]. Cette  dernière  partie  de
l’affirmation  pose  une  autre  question  fondamentale  : qu’est-
ce qu’un  environnement  cancérogène  ?  Peut-il  suffire  à
provoquer  un  cancer  ? En  d’autres  termes,  quelle  est  la
véritable  contribution  de  la prédisposition  génétique  et  de
l’effet  de  l’environnement  dans  la  formation  des  cancers
du  sein  ?  L’environnement  peut-il  suffire  sans  prédisposi-
tion  génétique  pour  provoquer  un cancer ?  Inversement,  la
prédisposition  génétique,  par nature  endogène,  peut-elle
produire  à  elle-seule  des  cancers  sans  une  action  exogène  ?
Partons  donc  à la  recherche  des  caractéristiques  communes
des  cancers  et  tentons  de  donner  quelques  éléments  de
réponse  à  toutes  ces  questions.

Cassures double-brin de l’ADN : un point
commun à tous les cancers ?

Si  on  liste  tous  les  syndromes  de  cancer  héréditaires  connus,
quelle  que  soit  la localisation  de  la  tumeur,  on  s’aperçoit
qu’ils ont  en  commun  le phénomène  d’hyper-recombinaison
[4,5].  Alors  que  la vie  biologique  peut  s’interpréter  comme
une  lutte  continuelle  contre  le stress  oxydant,  les  cellules
ayant  survécu  tout  au  long  de  l’évolution  des  espèces  sont
celles qui  sont  dotées  des  modes  de  réparation  de  cassures
de l’ADN  les  plus  efficaces.  Parmi  les dommages  de  l’ADN,
ce  sont  les  cassures  double-brin,  véritables  « trous » dans
l’ADN,  qui  sont  les  plus  sévères  [4,6].

Il existe  deux  modes  de  réparation  des  cassures  double-
brin dans  les  cellules  de  mammifères  : la  suture  et  la
recombinaison.

Réparation  des cassures double-brin par
suture

La  suture,  qui  consiste  à simplement  rabouter  les  brins
d’ADN  cassés  entre  eux  (en anglais  :  non-homologous  end-
joining, NHEJ).  Il s’agit  du  mode  prédominant  chez  les

mammifères  et  dans  les  cellules  au  repos  (c’est-à-dire  en
quiescence,  en  phase  G0/G1  du  cycle).  Si une  ou  plusieurs
cassures  double-brin  ne sont  pas  suturées,  elles peuvent
entrainer  la  mort  de  la cellule.  Dans  les  tissus,  organes  et
individus,  les  cassures  double-brin  non  suturées  entrainent
les  phénomènes  dits  de  radiosensibilité  [4,6].

Réparation  des cassures  double-brin par
recombinaison

La  recombinaison  consiste  à  couper  une  séquence  d’ADN
au  hasard,  à  l’insérer  dans  le  trou  formé  par  la  cassure
double-brin  puis  à  lier  les brins  et  resynthétiser  à  partir  du
brin coupé  initialement  la séquence  manquante.  La recom-
binaison est  le  mode  de  réparation  primordial,  hérité  des
bactéries,  levures  et  dinosaures.  Il  s’effectue  de  préférence
dans  des  cellules  en  croissance.  Quand  les cellules  sont  en
mitose,  la recombinaison  s’effectue  entre  les  brins  d’ADN
homologues,  on  parle  de  recombinaison  homologue  [7].  Mais
celle-ci  est  généralement  fidèle,  donc,  elle  ne  peut  être
à  l’origine  des  cancers.  À  l’inverse,  dans  les  cellules  en
quiescence  (en  phase  G0/G1),  les  brins  de  l’ADN  sont  non-
homologues  : on  parle  de  recombinaison  non-homologue.  La
recombinaison  est  paradoxalement  un mode  de  réparation
qui  casse  l’ADN.  Ainsi,  alors  que  l’absence  de  recombi-
naison  entraîne  la  mort  de  la  cellule  dès  ses  premières
divisions  (non-viabilité,  mortalité  à  l’état  embryonnaire),
l’absence  de  contrôle  de  recombinaison  non-homologue
entraîne  une  accumulation  considérable  de  cassures  de
l’ADN endogènes  :  c’est  l’hyper-recombinaison  [4,8]. Les
cassures de  l’ADN  prises  en  charge  par  la recombinaison  non-
homologue  sont  plutôt  mal  réparées  que  non-réparées.  Elles
entraînent  un processus  de  transformation  cellulaire  et  de
cancérisation.  Après  une  irradiation  qui induit  des  cassures
de l’ADN,  le  phénomène  d’hyper-recombinaison  s’amplifie
encore,  augmentant  ainsi  le  risque  de  cancer radioinduit
(radiosusceptibilité)  [4]. L’hyper-recombinaison  spontanée,
produisant  des  cassures  de  l’ADN,  peut  donc  être  considérée
comme  un stress  « endogène  ».

Tous  les  syndromes  de  cancer  sont  associés  à  une
hyper-recombinaison  : le  risque  de  cancer  entraîne  donc
également  un risque  de  cancer  radioinduit  ou  de  cancer
induit par  tout  agent  cassant  l’ADN,  dès  lors  qu’il  stimule
l’hyper-recombinaison  [4,5].

Conditions nécessaires à la  transformation
cellulaire

Une  cassure  double-brin  mal  réparée  dans  une  seule  cellule
suffit-elle  pour  provoquer  un  cancer  ? Plusieurs  cassures
double-brin  mal  réparées  dans  une  seule  suffisent-elles
pour  provoquer  un cancer  ? Il  semble  que de  tels  événe-
ments dans une  cellule  isolée  ne  suffisent  pas,  d’après
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la  littérature,  à  produire  une  transformation  durable  [9].
À l’inverse,  certains  auteurs  ont  suggéré  que  plusieurs
cassures double-brin  mal réparées  dans  plusieurs  cellules
pourraient  être  à l’origine  de  processus  cancérogènes  [9].
Dans  un  tissu,  composé  de  cellules  à  haute  densité,  la
plupart  des  cellules  de  tissus  de  soutien  sont  dotées  d’un
système  de  contrôle  du  cycle  cellulaire  et  de  l’inhibition
de  contact  qui  assurent  l’homéostasie  et  interdisent  la
dérive cellulaire.  En  l’absence  d’un  tel  contrôle,  des  cel-
lules  peuvent  proliférer  librement.  Ainsi,  un  des  scénarios
possibles  de  la  cancérogénèse  est  que  la prolifération
cellulaire  facilite  l’augmentation  du  nombre  de  cellules
portant  des  mutations.  Dans  le  cas  de  cellules  portant  des
cassures  double-brin  mal  réparées,  une  absence  de  contrôle
du cycle  cellulaire  pourrait  ainsi  provoquer  la formation  de
colonies  composées  d’un  grand  nombre  de  cellules  ayant
des mutations  [9].

La  notion  de  transformation  cellulaire  à l’origine  de  la
cancérisation  pourrait  donc impliquer  à la fois  des  cassures
double-brin  mal  réparées  mais  aussi  une  absence  de  contrôle
du cycle  cellulaire.

Cette  double  condition  est  en  accord  avec  l’hypothèse
déjà  ancienne  basée  sur  les trois  étapes  successives
d’initiation,  de  promotion  et  de  progression  popularisées
par Robert  Weinberg  pour  expliquer  la  cancérogénèse  [9]. À
l’origine,  l’étape  d’initiation  évoquait  un événement  molé-
culaire  ou  cellulaire,  sa  promotion  pouvait  s’exprimer  à
l’échelle  cellulaire  et  la progression  à l’échelle  cellulaire  et
tissulaire.  Si  l’on  se  focalise  sur  les  cassures  mal  réparées,
puis  sur  l’amplification  cellulaire  qui  produirait  une  masse
critique  de  cellules  mutées  pour permettre  l’extension  du
phénomène  au  tissu,  l’événement  d’initiation  pourrait  donc
être  l’hyper-recombinaison  et  les  cassures  mal  réparées
(échelle  moléculaire).  Des  « court-circuits  » successifs  dans
les arrêts  du  cycle (échelle  cellulaire)  pourraient  constituer
la  phase  de  promotion.  Un  emballement  rapide  des  proces-
sus à  la  fois  cellulaire  et  tissulaire,  conséquences  des  deux
premières  étapes  pourrait  constituer  la  phase  de  progres-
sion.  Évidemment,  cette  hypothèse  ne serait  pas  forcément
spécifique  au  cancer  du  sein  mais  elle permettrait  d’intégrer
à la  fois  les  stress  endogènes  (génétique)  et  exogènes  (envi-
ronnement)  (Fig.  1).

Vers un retour de l’ancienne notion
d’allostérie ?

L’hypothèse  développée  dans  le chapitre  précédent,  bien
que logique,  remet  cependant  en  cause  l’un  des  prin-
cipes  fondamentaux  de  la biologie  :  celui affirmant  qu’à
une  protéine  ne peut  être  associée  qu’une  seule  fonc-
tion biologique. En fait,  pour  un  individu  donné,  un  stress
environnemental  (exogène)  ne  peut  être  entièrement  res-
ponsable  de  la  première  phase  d’initiation  d’un  cancer
car les  mutations  génétiques  qu’ils  causent  s’effectuent  de
façon aléatoire  sur  le génome  et  donc  il  ne  peut  endom-
mager  spécifiquement  des  gènes  dont  la  fonction  serait
justement  impliquée  dans la  gestion  des  cassures  de  l’ADN
ou  bien  dans  le  contrôle  du  cycle cellulaire.  Par  ailleurs,  si
la dose  de  stress  est  trop  forte,  elle provoque  la  mort  des
cellules  plutôt  que  leur  transformation  :  ainsi,  un  stress  envi-
ronnemental  ne peut  donc  être  cancérogène  qu’à  faibles
doses  ou  à  des  doses  dites sublétales  [5].

Si on  considère  que  le  primum  movensdu  processus  de
cancérogénèse  est  une  mutation  héréditaire  d’un  gène

impliqué  dans  la  gestion  des  cassures  double-brin,  l’étape
d’initiation  pourrait  s’effectuer  dès  l’état  embryonnaire
et causer  l’accumulation  d’un  certain  nombre  de  cel-
lules portant  des  cassures  double-brin  mal  réparées.  Au
cours de  la  vie,  un stress  environnemental  ne peut  alors
qu’amplifier  le  phénomène  d’hyper-recombinaison  et  accé-
lérer les  étapes  d’initiation,  de  promotion  et  de  progression.
Pourtant  comme  on  l’a  dit  plus  haut,  une  étape  de  promo-
tion,  c’est-à-dire  d’amplification  cellulaire  est  nécessaire
pour obtenir  un grand  nombre  de  cellules  filles  portant  les
mêmes mutations  originelles  mais  aussi d’autres  nouvelles
mutations.  Mais  la  mutation  du  gène  causant  l’initiation  ne
peut  pas en même  temps  causer  un court-circuit  des  arrêts
du cycle.  En  d’autres  termes,  le  stress  environnemental  ne
peut  causer  une  mutation  dans  un gène  qui serait  justement
impliqué  dans  le  contrôle  du  cycle  cellulaire.

Ainsi, pour  que  l’hypothèse  énoncée  plus  haut  soit plau-
sible, il  faut  donc  considérer  que la mutation  du  gène  causée
par l’hérédité  soit responsable  d’une  mauvaise  gestion  des
cassures  double-brin  et  favorise  en  même  temps  une  amplifi-
cation cellulaire.  Le  dogme  d’une  protéine  pour  une  fonction
biologique  doit  donc être  remis  en  cause.

Dans le cadre  de  la théorie  de  la cinétique  enzymatique,
l’équipe de  Jacques  Monod a fait l’hypothèse  que  la fixation
d’un  substrat  protéique  sur  une  protéine  pouvait  modifier
la  fixation  d’un  autre  substrat  à  proximité  et  donc  condi-
tionner  l’activité  de  certaines  fonctions  biologiques  liées  à
chaque interaction  protéique  [10]. Par  extension,  ce prin-
cipe,  appelé  principe  d’allostérie,  décrit  la  possibilité  que,
à partir  d’une  protéine  qui  interagirait  avec  de  nombreux
autres  partenaires,  plusieurs  fonctions  différentes  seraient
assurées  ou non  suivant  la  conformation  des  complexes
multiprotéiques.  Est-il  possible  d’évoquer  ce principe  pour
expliquer  que  la mutation  d’une  protéine  puisse  influer  à la
fois  sur  la réparation  des  cassures  de  l’ADN  et  les arrêts  du
cycle cellulaire  ?

Modèle du  transit cytonucléaire de la
protéine ATM ou modèle RIANS

Dans  le  cadre  des  recherches  menées  par  l’U1296  Inserm
(« Radiations  :  défense,  santé,  environnement  »),
l’accumulation  de  données  radiobiologiques  (collection
Copernic)  issues  de  patients  radiosensibles  soit  traités  par
radiothérapie  pour  leur  cancer,  soit souffrant  de  syndrome
génétique  bien  caractérisé  a  permis  de  développer  un
modèle  mécanistique  de  la  réponse  individuelle  aux radia-
tions basée  sur  le  transit  cytonucléaire  de  la  protéine  ATM
(radiation-induced  ATM nucleoshuttling, RIANS  en anglais)
[11,12]. La  protéine  ATM  est  un acteur  majeur  de  la  réponse
aux radiations  ionisantes.  Les  mutations  homozygotes
d’ATM  causent  l’ataxie  télangiectasie,  syndrome  génétique
rare associé  à la plus  forte  radiosensibilité  connue  chez
l’homme  et  à  de  fortes  prédispositions  aux  leucémies  ou
aux lymphomes  [4]. Le  modèle  suivant  a été  proposé  : 1)
au  repos,  ou en  l’absence  de  tout  stress  significatif,  les
protéines ATM sont  présentes  sous formes  dimériques  dans
le cytoplasme  ; 2)  l’irradiation  produit  un stress  oxydatif
issu  de  la radiolyse  de  l’eau,  induit  des  cassures  de  l’ADN  et
déclenche  la  monomérisation  des  formes  cytoplasmiques  de
la protéine  ATM ; 3)  Les  monomères  d’ATM  diffusent  dans
le noyau  et  assurent  la  reconnaissance  et  la réparation  des
cassures  double-brin  par  suture  ; 4)  Tout  retard  de  transit
conduit  à des  cassures  double-brin  non-reconnues  qui
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Fig. 1. Initiation, promotion et progression tumorale. Les syndromes de cancers sont tous associés à une forte hyper-recombinaison,
responsables de cassures double-brin mal réparées. Ce processus pourrait faire partie de la phase d’initiation des cancers, au titre de la
théorie de Weinberg [9].  Afin d’amplifier le nombre de cassures double-brin mal réparées et  celui des cellules portant ces mutations, les
arrêts  du cycle cellulaire généralement provoqués par le stress et  les cassures double-brin ne doivent pas être respectés. Ainsi, le phénomène
de  transformation cellulaire requiert à  la fois le phénomène d’hyper-recombinaison et le « court-circuitage » des arrêts du cycle. CDB :
cassure double-brin.

participent  directement  à l’effet  létal  sous  la  forme  d’une
radiosensibilité  [11,12]. Ce  retard  s’accompagne  également
d’un  risque  élevé  de  cancer  radioinduit  (radiosusceptibilité)
causé  par  les  cassures  double-brin  mal  réparées  prises  en
charge  par  la recombinaison  ou bien  par  le  vieillissement
accéléré  (radiodégénérescence)  causé  par des  cassures
double-brin  non  réparées  mais  tolérées  un temps  par  la
cellule  [4,5]  (Fig.  2).

De  façon  intéressante,  le  retard  de  transit  d’ATM  pour-
rait ralentir  également  l’inhibition  de  la  protéine  MRE11.
Cette  protéine  est  une  nucléase,  c’est-à-dire  qu’elle  peut
couper  l’ADN.  Une  telle  protéine  peut  donc « hacher  »
très rapidement  l’ADN  s’il  n’est  pas  mis fin  à son  activité.
MRE11  pourrait  ainsi  participer  au  processus  d’hyper-
recombinaison.  À  l’inverse,  quand  ATM  interagit  avec
MRE11,  l’activité  nucléasique  de  MRE11  s’interrompt  :  en
plus de  stimuler  la réparation  des  cassures  double-brin  par
suture,  les  monomères  d’ATM  ayant  diffusé  dans  le  noyau
peuvent  également  inhiber  l’activité  de  MRE11  et  participer
à la  réduction  du  phénomène  d’hyper-recombinaison  [5].
Il est  fortement  probable  que  ATM  puisse  inhiber  l’activité
d’autres  nucléases  participant  à  l’hyper-recombinaison.  De
recherches  dans  ce  sens  permettraient  de  mieux  connaître
ce phénomène  si important  pour  la cancérogénèse  (Fig. 2).

En parallèle  du  rôle  de  la  protéine  MRE11,  une  autre pro-
téine  se  distingue  dans  le modèle  RIANS,  la  protéine  CHK2,
qui permet  l’arrêt  du  cycle  cellulaire  en phase  de  quies-
cence.  En  fait,  l’interaction  entre  les  monomères  d’ATM  et
CHK2  bloque  les cellules  en  G0/G1.  À  l’inverse,  en  l’absence
de  monomères  ATM  disponibles,  les  protéines  CHK2  libres  et
non  phosphorylées  lèvent  les arrêts  du  cycle  et  favorisent
l’amplification  cellulaire  [13]. Ainsi,  en  plus  de  l’hyper-
recombinaison,  tout  retard  dans  le transit  cytonucléaire
d’ATM  permet  l’amplification  cellulaire  et  donc  la  multi-
plication  de  cellules  portant  des  cassures  double-brin  mal
réparées  [5]  (Fig.  2).

Le  retard  de  transit  cytonucléaire  de  la  protéine  ATM  peut
être causé  par  la formation  de  complexes  multiprotéines
cytoplasmiques  entre  ATM  et  des  protéines  appelées  X  dont

la  mutation  est  la cause  du  syndrome  génétique  considéré.
La  radiosensibilité  de  nombreuses  maladies  génétiques  a
été  caractérisée  par le  modèle  RIANS  [11,12]. Les  protéines
X obéissent  à deux  conditions  : 1) ce sont  des  substrats
d’ATM,  c’est-à-dire  des  protéines  qui s’associent  spécifique-
ment  à  la  protéine  ATM  ; 2)  leurs  mutations  hétérozygotes
conduisent  à leur  surexpression  dans  le  cytoplasme.  Ainsi,
en « captant  » les  monomères  d’ATM  dans  leur  transit  du
cytoplasme  au  noyau,  les  protéines  X forment  des  complexes
ATM-X  qui  ralentissent  voire interdisent  l’entrée  de  mono-
mères  d’ATM  dans  le noyau  (Fig.  2).

Depuis  2014,  nous  avons  identifié  une  vingtaine  de  pro-
téines  X dont  les  mutations  hétérozygotes  causent  des
syndromes  génétiques  associés  à  une  radiosensibilité,  radio-
susceptibilité  ou  radiodégénérescence  [11]. En  particulier,
les  protéines  codées  par  les gènes  de  prédisposition  au  can-
cer du  sein  citées  en  début  d’article  sont  des  substrats
d’ATM  et  sont  localisées  au  moins  dans  le  cytoplasme.  Pre-
nons l’exemple  de  la  protéine  BRCA1 :  elle porte  plus  d’une
dizaine  de  sites  de  phosphorylation  d’ATM,  signes  d’une
très  grande  affinité  avec  la protéine  ATM  et  montre  éga-
lement  des  formes  cytoplasmiques,  notamment  quand  elles
sont  mutées  [14]. Par  ailleurs,  les mutations  hétérozygotes
de BRCA1  sont  généralement  associées  à  leur  surexpres-
sion dans  le  cytoplasme  [15]. En  effet,  même  si  cela  peut
paraître  contre-intuitif,  les  formes mutées  pour BRCA1  sont
plus  abondantes  dans les  cellules  de  patientes  porteuses  de
mutations  hétérozygotes  que les  formes  sauvages  dans  les
cellules  d’individus  non-porteurs  [16]. Ainsi très  abondants
dans  le  cytoplasme,  les  complexes  ATM—BRCA1  limitent
l’arrivée  des  monomères  d’ATM  dans  le noyau,  ce  qui  aug-
mente le  nombre  de  cassures  double-brin  non prises  en
charge  par  la suture,  celui  des  cassures  produites  par
l’hyper-recombinaison  via  la protéine  MRE11  et  favorise  éga-
lement  l’amplification  cellulaire  via  la protéine  CHK2.  Ainsi,
dans  le  cadre du  modèle  RIANS  à  travers  ces  multiples  sub-
strats X,  la  protéine  ATM  peut  à  la fois  être  impliquée  dans la
production  de  mutations  et  leur  propagation  dans  un  grand
nombre  de  cellules.  À  ce  titre,  n’importe  quelle  protéine  X
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Fig. 2. Modèle du transit cytonucléaire de la  protéine ATM (radiation-induced ATM nucleoshuttling [RIANS]) et processus de transformation
cellulaire. a. Après un  stress (par exemple :  irradiation), les dimères de la  protéine ATM se monomérisent et diffusent dans le noyau. Les
monomères d’ATM contribuent à phosphoryler les histones H2AX sur le site  des cassures double-brin, ce qui  initie leur reconnaissance par le
mode  de réparation par suture (ligature d’extrémités non homologues) ainsi que les  protéines X  qui contribuent à arrêter le cycle cellulaire.
Ce  scénario décrit des cellules radiorésistantes, non prédisposées à la  transformation. b. Dans le cas de mutations hétérozygotes des
protéines X, celles-ci sont surexprimées dans le cytoplasme. Ces protéines X mutées se lient aux monomères d’ATM et limitent le nombre de
monomères ATM libres de diffuser dans le noyau. Ainsi, dans le noyau, les cassures double-brin ne  sont pas reconnues par suture et peuvent
être  prises en charge par le mode de recombinaison non-homologue dépendant de MRE11. Les cassures double-brin sont alors mal  réparées.
En  parallèle, les protéines X ne  sont pas phosphorylées par ATM et les arrêts du cycle ne sont alors pas assurés. Les cellules portant ainsi
des  mutations peuvent alors s’amplifier et  favoriser le processus de transformation. CDB : cassure double-brin ; RI : radiations ionisantes ;
RIANS : radiation-induced ATM nucleoshuttling (transit cytonucléaire de la protéine ATM).

pourrait  conduire  à un  retard  du  transit  d’ATM  et  une  forte
prédisposition  au  cancer  [5,11].

Modèle RIANS et cancer du sein

Comme  on  l’a  dit  plus  haut, le  retard  du  transit d’ATM
peut  également  conduire  à une  radiodégénérescence  et  un
vieillissement  accéléré.  Généralement,  la  prédisposition  au
cancer  et  le vieillissement  (notamment  les neurodégéné-
rations)  sont  des  processus  antagonistes  car  les  cassures
double-brin  ne  peuvent  pas  être  à  la  fois  mal  réparées  et
non-réparées  et  tolérées.  Récemment,  nous  avons  mon-
tré que  ce  qui  distingue  une  prédisposition  au  cancer  et
au cancer  radioinduit  (radiosusceptibilité)  d’une  radiodé-
générescence  est  la localisation  des  protéines  X dans  le
cytoplasme.  En  effet,  la plupart  des  maladies  de  vieillis-
sement  accéléré  ou de  neurodégénérescence  se  distingue
par  des  protéines  X qui  restent  proches  de  la membrane

nucléaire  : ainsi,  les  complexes  ATM-X  bloquent  très effica-
cement  tout  transit  d’ATM  et  peu  de  monomères  deviennent
nucléaires  : les  cassures  double-brin  sont  plutôt  non  recon-
nues par  suture  et  non-réparées  [5].  Mais tout  comme  la
sénescence,  l’accumulation  des  cassures  double-brin  non
réparées  est  très  long.  À  l’inverse,  pour  les prédispositions
au  cancer,  les  protéines  X sont  généralement  distribuées
aléatoirement  dans  le  cytoplasme  ce qui permet  à  un  flux
minimal d’ATM  de  passer  dans  le noyau et  ainsi  de  limiter
l’activité  nucléasique  de  MRE11  et  l’hyper-recombinaison.
Par ailleurs,  si cette  activité  génératrice  des  cassures  de
l’ADN n’était  pas  limitée,  elle  conduirait  à la létalité  cellu-
laire  et  non à  la transformation  cellulaire  [5]. Ainsi,  toute
protéine X qui  serait  distribuée  dans  le  cytoplasme  pour-
rait théoriquement  initier  et  promouvoir  un processus  de
transformation  cellulaire  : un  grand  nombre  de  protéines,
même sans  activité  directe  dans  la gestion  des  dommages
de l’ADN  ou  du  cycle  seraient  dans  ce cas. De  nombreuses
mutations  héréditaires  pourraient  donc  être  responsables  de
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fortes  prédispositions  au  cancer  sans  pour  autant  concer-
ner  directement  la réponse  au  stress  ou les  mécanismes  de
carcinogénèse  [5].

Le  modèle  mécanistique  du  transit  d’ATM  décrit  reste
valable  pour  tous  les  types  de  cancers.  Quels  aspects
seraient  spécifiques  des  cancers  héréditaires  du  sein  ?

L’expression  de  certaines  protéines  peut  être  spécifique
d’un tissu  donné.  C’est  le  cas  notamment  des  protéines
BRCA1  et  BRCA2  qui sont  principalement  exprimées  dans  le
sein  et  dans  les  gonades  [17]. À  ce stade,  on  peut  même  par-
ler de  protéines  X tissulaires  par  opposition  aux  protéines
X syndromiques  qui  seraient  spécifiques  à  chaque  maladie
génétique  (par  exemple  : NF1  pour  la  neurofibromatose  de
type I)  [18].

L’environnement  inducteur  de  stress  exogène  peut  être
également  spécifique  à un  tissu  donné.  Pour  le  sein,  la  pré-
sence de  calcium  sous  forme  ionique  ou  d’hormones  peut
produire  un  stress  oxydatif  spécifique  qui amplifie  et  accé-
lère  le  processus  de  transformation  cellulaire  [19].

Ainsi,  des  protéines  X mutées  pourraient  avoir  une  double
fonction  :
• particulièrement  surexprimées  dans  le sein,  elles  pour-

raient  servir  de  substrats  d’ATM  dans  le  cytoplasme  et
limiter  son  transit  et  favoriser  la mauvaise  réparation  des
cassures  double-brin  ;

• non  phosphorylées  dans  le noyau  par ATM,  elles  pourraient
ne pas  assurer  les  arrêts  du  cycle  et  donc  favoriser  la
prolifération.

Conclusion

Grâce  au  modèle  RIANS,  on  voit aujourd’hui  que  les muta-
tions  hétérozygotes  de  protéines  qui n’ont  pas  d’implication
directe dans  la gestion  des  cassures  de  l’ADN  ou du
cycle cellulaire  peuvent  néanmoins  être  impliquées  dans
un processus  cancérogène.  En  parallèle,  un  environnement
favorable,  qu’il  soit  spécifique  et  tissulaire  ou  cassant
et exogène  sera  un facteur  accélérant  le  processus  can-
cérogène.  Particulièrement,  l’exposition  aux radiations
ionisantes  apparaît  comme  un facteur  de  risque  significa-
tif  plus  particulièrement  dans  un  contexte  de  susceptibilité
individuelle.  C’est  dans  ce  sens  que  l’Autorité  de  sûreté
nucléaire  recommande,  à  travers  son  décret  de  2019,  de
tenir compte  de  la susceptibilité  individuelle  avant  tout
radiodiagnostic  [20]. Ainsi,  il  y  aurait  probablement  plus  de
cancers  du  sein  qui seraient  liés  à une  composante  géné-
tique  que  les 5 à  10  %  avancés  dans  la littérature.  Notons
que les  études  épidémiologiques  n’ont  ciblé  que des  gènes
impliqués  dans  la  gestion  des  cassures  double-brin  ou  du
cycle cellulaire.  On  comprend  bien  aussi  que  de  nombreuses
études  devront  documenter  et  consolider  ces  hypothèses
mais, mieux  évaluer  le  facteur  individuel  apparaît  désormais
comme  un  véritable  en  enjeu  sociétal,  scientifique,  clinique
et économique.
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Le Reun E, Chargari C. Curiethérapie à bas débit de dose pulsé (PDR) pour le traitement 
conservateur des rhabdomyosarcomes vésico-prostatiques de l'enfant. (461) 

 
But de l’étude 
Les rhabdomyosarcomes sont les tumeurs des tissus mous les plus fréquentes chez les enfants et les 
adolescents. Le tractus génito-urinaire concerne 20% des cas de RMS, incluant les tumeurs de la vessie 
et/ou de la prostate. La stratégie thérapeutique la plus fréquemment proposée pour les 
rhabdomyosarcomes vésico-prostatiques repose sur une chimiothérapie initiale associée à une chirurgie 
conservatrice et/ou une radiothérapie externe (RTE). S’agissant de tumeurs de bon pronostic, chez des 
patients présentant une espérance de vie élevée, l’un des enjeux majeurs du traitement est de limiter les 
séquelles gastro-intestinales et génito-urinaires liées aux radiations. À ce titre, la curiethérapie à bas 
débit de dose pulsé (PDR) apparaît aujourd’hui comme une alternative à la RTE, permettant également 
un traitement personnalisé, guidé par imagerie. Nous rapportons ici la plus grande série de 
curiethérapie PDR guidée par l’image pour la prise en charge multimodale des rhabdomyosarcomes 
vésico-prostatiques pédiatriques, et la première à en examiner les facteurs dosimétriques et la 
corrélation potentielle avec la toxicité radique. 
 
Matériel et méthodes 
Nous avons recueilli les paramètres cliniques et dosimétriques des enfants atteints de 
rhabdomyosarcome vésical et/ou prostatique, traités par curiethérapie à Gustave Roussy entre 2014 et 
2020. Après implantation peropératoire des cathéters de curiethérapie, les patients ont réalisé une 
tomodensitométrie et une IRM, sur la base desquelles étaient contourés le CTV (prostate, col vésical et 
résidu tumoral) et les organes à risque (rectum, vessie, urètre, uretères et testicules). Pour les patients 
présentant une tumeur localisée, la dose prescrite était de 60.06 Gy en 143 pulses horaires de 0.42 Gy. 
En cas d’envahissement ganglionnaire, la dose prescrite était de 20 Gy en curiethérapie, complétée par 
une radiothérapie externe au niveau locorégional. Tout résidu macroscopique recevait au moins 50 Gy 
et tout résidu microscopique au moins 45 Gy. Le traitement PDR a été délivré à l’aide de sources 
d'Iridium-192. 
 
Résultats et analyse statistique 
Nous avons identifié 75 patients, majoritairement des garçons (80%) avec un âge médian de 29 mois. Le 
nombre de localisations vésicales et prostatiques étaient semblables (n = 38 et n = 35). Le suivi médian 
était d’environ 3 ans, la survie sans progression de 96 %. La D90% au CTV variait de 38.4 à 77.6 Gy. La 
vessie présentait une D1cc médiane de 261 Gy et une D50% médiane de 38.6 Gy. Pour l'urètre, les 
D0.01cc et D0.5cc médianes étaient de 93.3 Gy et 12.1 Gy respectivement. La dose maximale (D0.01cc) 
aux uretères a atteint 31.5 Gy. Le rectum a reçu des doses médianes de : D0.01cc = 78.3 Gy, D0.5cc = 55.1 
Gy et D1cc = 49 Gy. Environ un tiers des patients ont développé une toxicité urinaire (30.7%) de grade 
2 ou 3, et 9.3% ont souffert de rectite de grade 2 ou 3. Plus de la moitié des enfants ne présentaient 
aucune toxicité de grade 2 ou plus (56%). 
 
Conclusion 
La curiethérapie PDR apparaît comme un outil pertinent dans la prise en charge multimodale des 
rhabdomyosarcomes vésico-prostatiques de l’enfant, avec un rapport survie/toxicité satisfaisant. 
L’emploi systématique de l’imagerie comme support au contourage pourrait expliquer le faible taux de 
toxicité observé dans notre cohorte. 
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introduite par l'arrêté du 26 Août 2022 modifiant l'arrêté du 25 Mai 2016). 
 

 

« En présence de mes pairs. 

« Parvenu à l'issue de mon doctorat en Radiobiologie, et ayant ainsi pratiqué, dans ma quête 

du savoir, l'exercice d'une recherche scientifique exigeante, en cultivant la rigueur 

intellectuelle, la réflexivité éthique et dans le respect des principes de l'intégrité scientifique, 

je m'engage, pour ce qui dépendra de moi, dans la suite de ma carrière professionnelle quel 

qu'en soit le secteur ou le domaine d'activité, à maintenir une conduite intègre dans mon 

rapport au savoir, mes méthodes et mes résultats. » 

 

************** 

 

« In the presence of my peers. 

« With the completion of my doctorate in Radiation Biology, in my quest for knowledge, I 

have carried out demanding research, demonstrated intellectual rigour, ethical reflection, 

and respect for the principles of research integrity. As I pursue my professional career, 

whatever my chosen field, I pledge, to the greatest of my ability, to continue to maintain 

integrity in my relationship to knowledge, in my methods and in my results. »
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