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> La destruction des cellules tumo-
rales par des faisceaux de photons, en
radiothérapie du cancer, est aujourd’hui
fondée sur une compréhension typi-
quement empirique des mécanismes
de I’endommagement de I’ADN par les
rayonnements. |l est bien établi que
les photons induisent des cassures de
I’ADN simple et double brin, par plu-
sieurs mécanismes dont les détails et
Pefficacité restent mal connus [1]. Les
techniques expérimentales existantes
comparent I'intégrité de ’ADN avant et
apres son irradiation. Ces mesures (taux
de cassures) sont indirectes — de mul-
tiples altérations peuvent résulter de la
technologie employée — et ne donnent
pas d’information sur la cinétique de
’endommagement [2, 3].

Notre hypotheése est que les dommages
produits par les irradiations peuvent
étre évalués par la détection des alté-
rations et des caractéristiques méca-
niques des molécules irradiées. La
réponse mécanique de I’ADN, I'impor-
tance de sa séquence, son élasticité
et sa plasticité sont étudiées a la fois
sur les plans expérimentaux et théo-
riques. La spectroscopie de force est
une excellente approche pour I’étude
de la dynamique moléculaire des inte-
ractions ADN-rayonnements. Toutefois,
les instruments classiques — pinces
optiques [4], magnétiques [5], ou les
MFA (microscope de force atomique) —
présentent un encombrement important,
qui est peu compatible avec le confine-
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ment du faisceau. s seraient également
peu opérationnels dans I’environnement
électromagnétique sévere produit par
le rayonnement ionisant. Les disposi-
tifs MEMS (micro-electro-mechanical
systems) [6] représentent une solution
adaptée a la manipulation moléculaire
sous rayonnement : ils peuvent s’insérer
aisément dans le cone d’irradiation,
grace a leur taille réduite (inférieure
a1 cm?), et leur micro-fabrication en
technologie SOI (silicon on insulator)
préserve leurs capacités de mesure dans
I’environnement électromagnétique
sévere du faisceau.

Nous avons, dans cette étude, étendu
le concept de MEMS avec la réalisation
d’une nanopincette en silicium, le SNT
(silicon nano tweezers) [7], capable
de maintenir une fibre moléculaire et
d’en mesurer les caractéristiques méca-
niques. Une fibre d’ADN est capturée
entre les pointes du SNT qui la main-
tiennent en tension dans une cavité
fluidique [8]. l'un des bras de la nano-
pincette est mis en résonance méca-
nique. La variation de sa fréquence de
résonance indique, en temps réel, la
perte de rigidité de la fibre résultant
des cassures induites par le rayonne-
ment. Une modélisation théorique, qui
relie I’élasticité de la fibre d’ADN aux
taux de cassures induites dans la fibre,
compléte ce volet expérimental. Quatre
années de travail ont été nécessaires
pour aboutir a la premiere démonstra-
tion de faisabilité.
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Le dispositif expérimental

La nanopincette (ou SNT) (Figure 1D)
dispose de deux bras qui se terminent
par des pointes en vis-a-vis, qui per-
mettent de fixer et de maintenir la fibre
moléculaire. Les pointes sont insérées
dans une goutte de solution contenant
I’ADN (provenant du phage A) et la fibre
se forme entre les 2 pointes par diélec-
trophoreése! [9]. Cette fibre, maintenue
entre les 2 pointes, est ensuite insérée
dans une cavité fluidique (Figure 2B8-C).
Le rayon est focalisé sur la cavité et les
bras du SNT (Figure 24). Le SNT comporte
un actionneur?, qui met le bras mobile
en vibration par un étirement léger de
la fibre, et un capteur de déplacement.
U'actionneur et le capteur de déplace-
ment sont reliés a une électronique, afin
de maintenir le bras en résonance [7].
La rigidité de la fibre est évaluée a partir
de la fréquence de résonance, mesurée
en temps réel, par le modele de réso-
nateur amorti, avec comme référence,
la fréquence de résonance du systeme a
vide (Figure 26-F) [10].

Le cyberknife”
Le département de radiothérapie du
centre Oscar Lambret, a Lille, a mis a

! Le phénomene de diélectrophorése consiste & créer un
mouvement sur une particule polarisable (’ADN) & I'aide
d’un champ électrique non uniforme.
2 €1ément qui transforme I'énergie fournie en un phénoméne
physique modifiant I’état du systeme.
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Figure 1. Méthode et installation du dispositif expérimental au sein de ['hépital. A. L'instrumentation, qui comprend le SNT (silicon nano twee-
zers), la cavité microfluidique et le microscope pour le contrdle et I'électronique de traitement, est placée sur le lit du patient (I'encadré montre
la configuration classique de la salle durant une séance de radiothérapie). Le physicien médical focalise le faisceau du Cyberknife® sur les bras
du SNT. B. Cette vue de dessus montre I’alignement du SNT devant la cavité fluidique, les pointes maintenant la fibre d'ADN sont prétes a étre
introduites dans la cavité. C. La vue schématique de c6té précise les positions du SNT et de la cavité durant les irradiations. D. Le SNT comprend
les 2 pointes en vis-a-vis, I'une est fixe tandis que la seconde (représentée en bleu) est mobile. La partie mobile est mise en résonance par un
actionneur électrostatique (en rouge) et sa vibration est mesurée par le capteur de déplacement (en vert). l'encadré montre la fibre d'ADN
capturée entre les deux pointes. €. Le SNT (en gris) et la fibre d'ADN (en orange) se comportent mécaniquement comme des résonateurs amortis,
caractérisés par la masse (M), les rigidités (K) et leurs amortissements (n) F. La réponse en fréquence du SNT avec fibre (orange) est comparée
avec celle du SNT seul (gris) ; les mesures de la fréquence de résonance (F) et du coefficient de qualité (Q) durant les irradiations permettent de

calculer la rigidité mécanique de la fibre en temps réel [8].

notre disposition un Cyberknife®, un
appareil de radiothérapie stéréotaxique
robotisé : la source de photons, LINAC
(linear accelerator) de 6 MV, montée
sur un bras robotisé, se termine par un
collimateur circulaire réglable (de 5 a 60
mm) permettant de focaliser le rayon. Le
débit de dose est de 8 Gy min™! & 80 cm
pour la plus grande ouverture du colli-
mateur. Pour chaque cycle d’irradiation,
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la dose est calculée en fonction de la
position du SNT et de PPouverture du
collimateur. La focalisation la plus forte
(soit un diameétre de 5 mm) permet de
minimiser le bruit électronique généré
par Pirradiation du SNT lui-méme.
’électronique de traitement a été éloi-
gnée du faisceau (d’un meétre environ).
La manipulation du robot dans les trois
dimensions simplifie le positionnement

du montage expérimental sous le rayon
(Figure 1A).

De multiples expériences ont permis de
s’assurer d’une part que la mesure de la
fréquence de résonance du SNT n’est pas
altérée sous I'irradiation et qu’elle reste
stable, méme lors des trés longues ses-
sions, et, d’autre part, qu’en I"absence
d’irradiation, la fréquence de résonance
du SNT — pointes immergées dans la
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Figure 2. Protocole expérimental. A. Le faisceau du Cyberknife® irradie la fibre d'ADN qui est maintenue dans la cavité fluidique (non représentée)

entre les pointes du SNT (silicon nano tweezers). La pointe mobile est mise en vibration sur sa fréquence de résonance. B. L'irradiation produit des

cassures dans la fibre, qui se traduisent pas une réduction de la fréquence de résonance, donnée a partir de laquelle la variation en temps réel de
la rigidité de la fibre est calculée [8]. Dans cette expérience I'ADN subit 4 irradiations de 30 Gy. B. La dégradation de la rigidité de la fibre d'ADN

durant I'expérience intervient essentiellement durant les phases d'irradiation suite aux cassures induites. C. La fibre d'ADN est modélisée par un

nombre M de molécules placées en paralléle qui se comportent comme des éléments viscoélastiques. Le confinement de la fibre induit également

des couplages viscoélastiques (en bleu) entre les molécules. Les cassures sont simulées en introduisant des coupures aléatoires dans les chaines

moléculaires (en noir). D. La modélisation permet avec des paramétres réalistes (un nombre de molécule M de 1 800), de reproduire la variation de

la rigidité de la fibre en considérant un taux d'introduction de cassures constant (1s™') durant les phases d'irradiations (juxtaposition des parties

colorées de la courbe expérimentale) [11].

solution contenant ou non I’ADN — reste
également stable [11].

Irradiations multiples d’une fibre
d’ADN

Une fibre d’ADN est reliée entre les
pointes du SNT. Elle est irradiée dans
la cavité fluidique contenant de I'eau
déionisée, durant 4 sessions de 210
secondes, chacune délivrant une dose
de 30 Gy, et suivies d’une période de
récupération de 180 secondes (Figure
2A). Le bras mobile du SNT est maintenu
en résonance durant toute I’expérience.
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Les variations de la fréquence de réso-
nance (réduction durant les sessions
d’irradiation) permettent de mesurer
en temps réel altération de la rigi-
dité mécanique de la fibre (Figure 2B).
Les réductions successives de rigidité
de la fibre moléculaire apparaissent
principalement durant les phases d’ir-
radiation, les variations restent rela-
tivement faibles durant les temps de
récupération. La réponse mécanique de
la fibre résultant d’effets complexes
d’ionisation produits par I"irradiation,
nous proposons un modéle quantitatif,

qui permet de reproduire ces effets
(Figure 2C). La fibre simule des brins
d’ADN mis en paralléle et des éléments
de couplage reproduisent les frictions
entre les molécules. Le rayonnement
introduit des cassures des brins qui
sont distribuées aléatoirement dans
la fibre et alterent la rigidité totale du
systeme. €n juxtaposant les mesures
des 4 sessions, la modélisation (Figure
2D) reproduit fidélement la décrois-
sance de rigidité qui est observée sur
I’ensemble de I’expérience avec des
valeurs de parametres réalistes. Cette



modélisation met en évidence une cor-
rélation entre les irradiations et la
réduction de la rigidité de la fibre qui
est cohérente. Cependant, elle ne per-
met pas, actuellement, de traduire les
altérations mécaniques en une suc-
cession d’événements moléculaires,
comme les cassures directes double
brin, les cassures induites par des
espéces oxydantes (générées dans la
solution), ou la conformation de I’ADN.

Conclusion

Cette étude [11] est la premiere obser-
vation en temps réel de la dégrada-
tion mécanique d’une fibre d’ADN sous
rayonnement thérapeutique. Le protocole
expérimental et la modélisation ouvrent
la voie aux études fondamentales et
cliniques des mécanismes de dégradation
de I’ADN sous faisceaux ionisants en vue
de "amélioration des traitements des
tumeurs par radiothérapie.

Le faible colt et I'intégration a grande
échelle des dispositifs MEMS a base
de silicium, tels que le SNT per-
mettent d’entrevoir des traitements de

radiothérapie spécifiques pour chaque
patient [12] (=9).

Une biopsie réali-
sée chez le patient
pourrait ainsi étre

(=) Voir la Synthése
de N. Foray et al,
m/s n° 4, avril 2013,

. page 397
mise en culture,

I’ADN extrait placé dans la lyse cellulaire
puis irradié afin d’évaluer efficacité
potentielle de I'irradiation. ¢

Measure of the biomechanical
degradation of a DNA fiber under

the influence of therapeutic X-rays
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fécondation, sauf pour les régions sou-
mises a empreinte, qui ont la capa-
cité exceptionnelle de conserver une
mémoire parentale [3] (Figure 1A et B).
Uempreinte gamétique maternelle, qui
dépend de marques de méthylation héri-
tées de I'ovocyte, a un réle dominant sur
le contrdle de la centaine de genes sou-
mis a empreinte (GSE) répertoriés chez
la souris et chez I’lhomme. D’un point de
vue fonctionnel, la dose mono-allélique
des GSE est déterminante pour le déve-
loppement in utero, notamment via les

échanges entre la mére et le feetus, mais
également apres la naissance, pour le
développement du cerveau et les fonc-
tions métaboliques [4].

Lempreinte parentale peut exister
sous différentes formes

Dans le cas de I"empreinte parentale
classique, telle qu’on la connalt depuis
sa découverte dans les années 1980 [5,
6], les marques de méthylation diffé-
rentielles parentales sont maintenues
invariablement tout au long de la vie
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