Nouveaux agents de radioprotection

ou comment le voyage d’une protéine a travers la cellule bouleverse notre évaluation du risque
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Nous ne sommes pas
égaux face aux radiations




Les 3 conséquences cliniques majeurs d’une irradiation

™

RADIOSENSIBILITE RADIOSUSCEPTIBILITE RADIODEGENERESCENCE
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Mort cellulaire Transformation cellulaire Vieillissement accéléré
Réactions tissulaires Cancers radioinduits ~ Maladies neurodégénératives
Ex : peau, intestin Ex : sein, tissus mous Ex : ceil, cerveau

Décision Fevrier 2029 ASN : tenir compte de la « radiosensibilité »
dans le radiodiagnostic

Foray, Bourguignon, Hamada, 2016, Mutation Res Review



Les syndromes radiosensibles :
variations autour de la réparation de I'ADN

SYNDROMES GENE MUTE SF2

Ataxie telangiectasie (homoz. classiques) ATM 1-5

Syndrome Ligase IV LIG4 2.6

Syndrome de Nimegue NBS1 5-9

Progeria (Hutchinson-Gilford) Lamin A 8-19
Ataxie telangiectasie (homoz. variantes) ATM 10-15
Syndrome d’Usher Génes USH 15-20
Syndrome de Cockayne Génes CS 15-30
Xeroderma Pigmentosum Geénes XP 15-30
Syndrome ATLD MRE11 15-40
Choreée de Huntington IT15 18-30
Syndrome de Gardner APC ? 20-30
Syndrome de Turcot hMSH?2 ? 20-30
Anémie de Fanconi et BRCA?2 Geénes FANC 20-40
Syndrome BRCA1 BRCAL1 20-40
Syndrome Artemis Artémis 20-40

X8l



Le modele de la chaussette...

Réparation par suture

— <«
Non-reéparation Mauvaise réparation - hyperrecombinaison
Mort ceIIu.Iallrle, Mutations — Transformation - Cancer
Radiosensibilité Radiosusceptibilité

Foray et al., Mutat Radiat Rev, 2017
Ferlazzo et al Semin Radiat Oncol 2017
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Prédiction de la radiosensibilité en routine depuis 2003

-5000-20000 patients radiosensibles/an
-- analyses par immunofluorescence pH2AX/MRE11/pATM

- algorithmes and rapports de diagnostic

- une demande croissante

- Soutien de ’ASN
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Numbers of demands
for a radiosensitivity diagnosis report

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Joubert et al. Int J Radiat Biol, 2008
Granzotto et al., IJROBP 2016
Belkacemi et al., IJROBP 2016
Pereira et al. JROBP 2017

Vogin et al. IJROBP 2018



Le transit post-stress de la protéine ATM

Ferlazzo et al., Mol Neurobiol 2014
Bodgi et al., J Theor Biol 2015
Granzotto et al. IJROBP 2016

Bodgi and Foray, IJROBP, 2016
Bodgi and Foray, Cancer Rad, 2016
Bodgi et al., J Theor Biol, 2016
Belkacemi et al., IJIROBP, 2016

Foray et al., Mutat Res Rev, 2016
Ferlazzo et al., Am J Pathol, 2016
Ferlazzo et al., Mol Neurobiol 2017
Ferlazzo et al., Semin Radiat Oncol 2017
Bencokova et al., Mol Neurobiol 2018
Pereira et al., IJROBP 2018

Vogin et al., IJROBP 2018

Ferlazzo et al., Eur Radiol Exp, 2018
Devic et al., Dose Response, 2018
Maalouf et al., IJROBP 2019

Tout retard de transit d’ATM entraine une radiosensibilité

Mécanismes reponse aux radiations

Approches nouvelles radioprotection

Tests prédictifs radiosensibilitée

Faibles doses ‘
Expositions multiples

Sous-populations sensibles

Brevets - Base de données déposee - Start-up

Radiobiologie
Applications militaires
Radiothérapie
Radiologie — Espace
Environnement

SHS - Droit
Valorisation



GROUPE | -
75-85% de la population @

Transit d’ATM rapide
Reconnaissance des CDB +++
Réparation +++

Radiosistance

Faible risque cancer

GROUPE I omeres

5-20% de la population @

Transit d’ATM retardé
Reconnaissance des CDB --
Réparation --
Radiosensibilite moderee Il Protéines X

Haut risque cancer B
H B




GROUPE I @Z}
5-20% de la population @@\
D

Transit d’ATM retardé

Reconnaissance des CDB -- ]

Réparation -- .LD @
Radiosensibilité modérée I Protéines X

Haut risque cancer ] ] 65CYTOPLAS|\/|

Protéines X déja identifiées : BRCA1, BRCA2, p53, RB, NF1, NF2, TSC, HTT, XPD,
GSS, BTK, DNMT3B, USH, AKT, GNAS, ATP7A, ATP7B, RECQL4, DMD, ...

Bodgi et al. J Theor Biol 2013
Ferlazzo et al. Mol Neurobiol 2014
Bodgi & Foray, [IJRB 2016
Granzotto et al., IJROBP 2016



GROUPE | : radiorésistance
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Tissus sains : Relation entre Cassures de I’ADN et réaction clinique
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Biology Contribution

Inte rr'._.ili.'_r'_.ll Journal of
Radiation Oncology
biology e physics
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Influence of Nucleoshuttling of the ATM Protein @.:mssm

in the Healthy Tissues Response to Radiation
Therapy: Toward a Molecular Classification of
Human Radiosensitivity
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Différence de localisation des protéines X au sein des cellules

CANCER

y
NHEJ REPAIR or related

ATM, LIG4, NBS1
\

4 ONCOSUPPRESSORS\

TSC1 hamartin > mTOR
TSC2 tuberin > mTOR
PTCH1 >sonic hedgedog

neurofibromin GTPase > ras

BER & NER REPAIR h

XP & TFIIH helicases
BLM helicase

MISMATCH REPAIR

\_
>

\_ APC, MLH, MSH )
(  HRREPAIR R
BRCAL, BRCA2
FANC proteins
)
f N
CELL CYCLE CONTROL
| RBL P53 |

AGING

NEMBRANE ORGANISATI(M

LMNA Lamin A
USH proteins :
MYO7A myosin Les protéines X
USH1C harmonin localisées preés ou dans

CDH23 cadherin la membrane cellulaire
PCDH15 cadherin

USH1G ankyrin
HTT huntingtin

\ DMD dystrophin /
Les protéines X ‘)
di . / OXYDATIVE STRESS \
ISPErsees BD and SSB REPAIR
dans le cytoplasme
RAD50 ATPase

MRE11 nuclease

GSS synthetase Ernéch e flux d* ATM
ERCC6 ATPase mpechent le flux

ERCC8 RNA polymerase de pé_nétrer dans Ie_noyau
RecQL4 DNA helicase >Foci MREL11 tardifs

WRN DNA helicase
Permettent un flux d’ATM \ /
Limité mais précoce

dans le noyau

> Foci MREL11 précoces

El-Nachef et al. IIMS, 2021



Radiosensibilite et protéines cytoplasmiques

Tubéreuse

1

Controls

Cell survival (%)
o
T

0.01

Bodgi et al. J Theor Biol 2013
Ferlazzo et al. Mol Neurobiol 2014
Granzotto et al., [IJROBP 2016
Ferlazzo et al., Mol Neurobiol, 2017
Bencokova et al., Mol Neurobiol 2018

O 1 2 3 4 5 6 7 8
Dose (Gy)



Radioresistance
Groupe |

Neurofibromatose type 1
Groupe Il

Combemale et al., Mol Neurobiol, 2022



Radiosensibilité

GROUPE| 75 -85 %

GROUPE Il >-

20 %

GROUPE
<1 %

Non-viabilité

[ \HH‘
10° 10° 10° 10° 10°
Fréequence des syndromes

10°

Foray et al., Muta Res Rev 2016



Le modele RIANS:
Vers de nouveaux agents de radioprotection

Une application pour la radiothérapie, la défense et I'espace



AGENTS COURANTS DE RADIOPROTECTION

Drogues anti-oxydantes

1

@ Radiolyse de I’eau
& N\ o \

Protéines X

Diméres ATM

AMIFOSTINE

Cytoplasme Kt Tjectlon

[ 500 mg | per vial. Stenle
speraon; 0T Rs

Les drogues anti-oxydantes diminuent
le nombre de dommages radioinduits de ’ADN




AGENTS NOUVEAUX DE RADIOPROTECTION

« episkeve » = repair
Drogues

pro-episkeviques

Y

Diméres @
ATM @ s® ‘V
é\

@@\ @\ v -
s ) \ D
n

\
[] l @ \ o Noyau
o
Cytoplasme

Les drogues pro-episkévigues augmentent
La reconnaissances des dommages et stimulent leur réparation




Compaison entre NAC, Amifostine et ZOPRA
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Number of yH2AX foci per cell
(without irradiation)
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wBR CDB reconnues par suture
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DSB recognition
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Less spontaneous
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Pravastatine
Amifostine

Zoledronate

204

Number of yH2AX foci per cell

Untreated
Zoledronate
Pravastatine
ZOPRA
NAC
Amifostine

Restier-Verlet etal, in revision



Comparison entre NAC, Amifostine et ZOPRA

YH2AX f°c'10 RADIORESISTANT
AG1521
1%‘% RADIOSENSITIVE DSB
- .
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Zoledronate
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Restier-Verletetal, in revision



Effet radioprotecteur du ZOPRA sur 9 syndromes

50+ Group | - Radioresistant
oy Group Il
OO Radiosensitive
o £ 40-
o o +
D <
L é{; 30
E 2 ® Controls
Q.E 20 ® XPD
"5 = @® RB
S 8 V¥ HD
g 5 & TSC
£ > 10 - O MAC
5 O PROS
> GI'Ol:lplll N A NE1
Hyper-radiosensitive V AT
0§ T T T l 1
0 10 20 30 40 50

Number of pATM foci per cell
(2 Gy + 10 min without ZOPRA treatment)

Restier-Verletetal, in revision



Pro-episkevic vs. antioxidative drugs

IONIZING RADIATION

%

B-type DSB ANTI-OXIDATIVE
non-recognized by NHEJ APPROACH

a-type DSB
recognized by NHEJ

Decreases
the number of DSB induced
whatever the pathway
PRO-EPISKEVIC

YH2AX foci I APPROACH I
Increases

I the number of DSB recognized I
by NHEJ

Restier-Verletetal, in revision



Faibles doses, faibles risques?

2 effets antagonistes :
- Hypersensibilité aux faibles doses (HRS)
- Hormesis



Risque de cancer radioinduit

Seuil de dose « en une seule fois »
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& . _ Effetts tissulaires
% Norme Leucémies Cancers solides 500
O Catégorie A 100 200

Q 20

©

Q

>

U v
.(2 v

m = vy —

Dose (mSv)

Rappel : seuil leucémies : 100 mSv « en une seule fois »
seuil cancers solides : 200 mSv « en une seule fois »
premiers effets tissulaires : 500 mSv « en une seule fois »



Risque de cancer radioinduit

Risque de cancer radioinduit

Le seuil dépend du groupe'!

Groupe Il
20-80 mSv

Groupe
30-100 mSyv

Groupe |
100-200 mSv

Dose (mMSv)




Hormesis et hypersensibilité aux faibles doses

Hypersensiblité aux

Hormesis faibles doses (HRS)
Délétere
2 3
o o
o o
:0:5 E dHRS
i, i,
dHORM
Bénéfique Dose
Dose ou débit de dose
Fonction en « J » Fonction en « A »
avec effets bénéfiques avec effets deléteres
Concerne Concerne
les radioresistants (groupe I) les radiosensibles (groupe II)

Devic et al., Dose response, 2018

Devic et al., Dose response , 2020



Survival fraction

Number of residual y-H2AX foci per cell

The hypersensitivity to low dose phenomenon (HRS)

A : Cellular survival

0.1
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50+

40
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Fraction of BNC with MM

Malaise et al., 1993

HPRT mutation frequency

Granzotto et al., 2011

B : Micronuclei
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Xue t al., 2009




NOYAU

Pas de CDB reconnues
Pas de CDB réparées

Dimeres

Hypersensibilité aux faibles doses ATM C; D < 0.2 Gy
D <0.2 Gy j@ ;

D

Pas de production de monomeres
Pas de diffusion de monomeres

CYTOPLASM

CDB reconnues
CDB reparées

Vg
@.

Dimeres
0.2Gy<D<1Gy ATM

@\;
@ o

Production de monomeres @
Bodgi et al. IJRB, 2016 Diffusion de monomeres

Résistance induite aux faibles doses @




Hormesis et transit d’ATM

Quelques (<2) CDB spontanées

dyorm Irradiation entre 20 et 75 mGy

Apport de monomeres ATM
sans CDB supplémentaires
>l es CDB spontanées disparaissent

Devic et al., Dose Response, 2018 et 2020



Faibles doses
2 phénomenes, 2 populations ciblées

HRS maximal = 200 mGy observé pour les individus groupe Il
Hormesis maximal = 25 mGy observé pour les individus groupe |

D Proportionel Supra-additif
3 [}
o /
o
o
O
)
D
e
[~ =
LLJ
2000 Dose (mGy)
CDB induite par cellule <1 8 80

Devic et al., Dose response, 2018 et 2020



Quand HRS et hormesis se combinent

25 L
F
& 20 +
€ “7 | 200 mGy
z |
2
= |
i)
1.0 PR
0' 05 1 15
Equivalent y dose (Sv)
25 mGy

Premieres estimations:

Biological effect

- HRS-positifs : 20% d’individus groupe Il (i.e. 4% population générale)
- hormesis-positifs : 20% d’individus groupe | (i.e. 8% population générale)

Devic et al., Dose Response, 2020



Log cell survival

Faibles doses réepétées d + At + d - Influence du phénomene HRS

No fractionation effect Deleterious fractionation effect Beneficial fractionation effect
when d = 0.2 Gy when 0.5 Gy <d <1 Gy When d >1 Gy

Viau et al., Cancer Radiother, 2016
Bodgi and Foray, 1IJRB, 2016



Une application avec les mammographies?

Faibles doses : effets non-linéaires

Energie des rayons X : radiotherapie # mammographie
A

Category : No foci 1-14 foci 2 15 foci

o™ 'Al
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Répétition des faibles doses : effet LORD

Accumulation de cassures : effet LADI Y-hax

Colin et al. Int J Low Radiat, 2011

Colin et al.Int J Radiat Biol, 2011 DAPI
Colin & Foray Breast 2012

Foray et al Radiology 2012

lere mise en évidence d'un effet supra-additif de répétition de dose (effet LORD)
Présence de cellules multilésées (effet LADI) : implications pour la cancérogénese



Conclusions

Evidence que radiosensibilité/susceptibilite/dégenérescence
correspondent a un devenir spécifique des cassures de ’ADN

Le modéle RIANS est pour l'instant le seul modele mécanistique
expliqguant a la fois les réponses aux fortes et aux faibles doses

Des progrés doivent étre réalisés dans l'identification de biomarqueurs
specifiques pour les 3 types de risques radioinduits

Recherche des contre-mesures pour chacune des types de risque
Le transit d’ATM, un passage de la biochimie a la biologie?

Evidence de I'importance du facteur individuel (décrét ASN de février 2019!!)
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