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* Contexte scientifique du projet et objectifs



Contexte scientifique

'accélérateur Van de Graaff 4 MV de I'IPNL délivre, entre autre, des
protons d’énergie nominale de 3,5 MeV

— Efficacité biologique relative
* EBR, (protons et helium)
* [EBR;qy] = 1,82 pour des protons de 3 MeV (Belli)
* [EBR;qy ]=1,2-1,6 pour des protons de 3 MeV (Paganetti)
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Contexte scientifique

e [ntéréts scientifiques
— Effet coeur de trace => concentration de I'énergie

— Hadronthérapie carbone :
* EBR,, = 3-4 environ carbone 10MeV/u
* EBR,,=1,5 carbone SOBP ;

— Hadronthérapie proton :
* EBR,,=1,82 protons 3 MeV [Belli et al., 1998]
* EBR,y=1,4 pour des protons de 3 MeV [Paganetti et al., 2001]

— Neutrons rapides (>MeV) -> radioprotection, neutronthérapie

* Avantages
— Colt
— Faisceau a disposition proche des biologistes

e Difficulté
— Protocole délicat



Objectifs et cahier des charges

1. Objectifs fixés
* lons

— Protons : ~ 3 MeV

— Dosimétrie (+/- 5%)
* Dose absolue : 2 Gy a 10 Gy
* Dose relative : uniformité de la dose
* Débit de dose : 2 Gy/min (clinique)

— Champ d’irradiation

Protons

* Largeur=2cm B 3 MeV) )

* Energie

— Energie/TEL des protons constants

dans les cellules a 10% pres

Enengy Loss|(eV/Angsirom)

 H[3MeV] => 150 micrometres dans I'eau

* TEL/Energie varie fortement Taget Dpd 20 wn

Position max
des cellules
(si 20 pum)



Objectifs et cahier des charges

2. Controle du faisceau

*Réduction/élargissement du faisceau
*Dosimétrie
*Peu d’éléments dans le faisceau

*Matériaux homogenes

3. Irradiation de cellules : les contraintes

*Extraire le faisceau a l'air

*Présence de milieu de culture *Absence de milieu de culture

*Pénétration des protons

*|rradiation directe / monocouche des ceIIuIes] *Temps d’irradiation = le plus

Atmosphére controlée court possible (température/pH/
humidité)

*Passeur d’échantillons adapté
*Enceinte thermostatée

eLaboratoire de biologie cellulaire



Macrofaisceau

* Balayage électrostatique
-Difficultés pour la mise en place d’un protocole de radiobiologie :

- burst => difficulté de monitorage => problémes de dosimétrie
- structure temporelle du faisceau -> structure spatiale observée

' ‘ Evaluation de I'inhomogénéité du balayage
a l'aide de films radiosensibles sur la ligne

d’irradiation du groupe ACE (IPNL),
expérience octobre 2011.

e Diffusion Rutherford
+ pas les problemes précédents
- perte d’énergie (oblige un contréle)

permet une diminution du flux et une homogénéisation du faisceau
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Schéma de principe

Collimateur . , .
] L o Fenétre d’extraction
Collimateur (diamétres2  (diameétres3 mm,
de 25 mm de
mm, 1 mm et 500 pm), 2 mm et 1mm), diamatre
diffuseur diffuseur (Mylar, 12 ’ )
o ar, m
(Au, 3600A) (Au, 1,99 pm) Y H
30 nA
Protons (=2.1011 pps)
3,5 MeV >
< 60cm >< 115cm
Détecteurs (Films,
PIPS, CR-39...),
cellules

Objectif :
Calibrer la chaine d’instrumentation sur la dose moyenne recue par les cellules
Méthode de calibration :
Détecteur PIPS (Passivated Implanted Planar Silicon)
* Détecteur semi-conducteur

* Réponse proportionnelle a I'énergie recue => 1 impulsion = 1 proton



Contrble en fluence de l'irradiation — schéma de principe

Exit window
(12 pm Mylar
aluminised, 25 mm
diameter)

Scintillating fibers
(monitoring system)

Monitoring system
(front view)

Spread beam \l

Detectors
(Gafchromic Films,
PIPS, CR-39...) or cells

Controle de la délivrance de la dose (monitorage en ligne) :
[Fibres scintillantes — Fibres optiques — PM]
* Placées sur les bords de la fenétre (dans le faisceau diffusé)
* Distantes de 1,35 cm de I'axe du faisceau

» Caractéristiques techniques : environ 800 photons collectés par impact d’ion



Schéma complet de la ligne d’irradiation Radiograaff

Vacuum tube
from
accelerator

- Collimators
- Scattering
foils
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- Quartz (aluminized
- KBr Mylar)
- Anti-Halo Chamber

Faraday cup and
quartz (movable
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Scintillating fibers
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(monitoring system)

Spread beam
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Protocole de mesure en énergie

Meéthode de détection :
- Mesure du nombre de protons par le détecteur PIPS
- Polarisation =+ 75 V => zone de déplétion maximale

- Mise en forme des impulsion en sortie de I'amplificateur : 0,250 s ; gain = 200

Etalonnage du PIPS :

- Source de 248Py émettrice a

Flux de protons :
- 1000 p+/mm?/s => évite 'accumulation de charge dans le pré-amplificateur

Enregistrement du spectre :
- Logiciel MAESTRO (ORTEC, multichannel analyzer)



Protocole de dosimétrie

e Meéthode :

- Mesure de I'énergie du faisceau extrait => TEL__ , (SRIM)

eau

- Mesure de la fluence

* Dose:

— D=TEL,,, x Fluence



Calibration du systeme de mesure de la fluence

e Meéthode de détection :

— Mesure du nombre de protons par le systeme [fibre scintillante — fibre optique
— PM] en fonction de la réponse absolue du détecteur PIPS, normalisé au pré-
compte

e Caractéristiques des détecteurs :
— Détecteur PIPS (Passivated Implanted Planar Silicon)

* Collimaté (diametre 1 mm)

* Position fixe au centre de la fenétre de Mylar (25 mm de diameétre)
— Fibres scintillantes (monitorage en ligne)

* Fibre#1 =1mm

* Fibre #2 = 0,3 mm (mauvaise connexion => HS)

e Fibre #3 = 0,5 mm => pré-compte

 Fibre#4 =1 mm

* Configuration:
— D1 [3600A] + C2 [2mm] + D2 [1,99um]



Protocole d’évaluation de ’lhomogénéité du faisceau

e Meéthode de détection :

— Mesure du nombre de protons par du détecteur PIPS (réponse absolue)
normalisé au pré-compte (données brutes)

e (Caractéristiques des détecteurs :

— Détecteur PIPS (Passivated Implanted Planar Silicon)
e Collimaté (diametre 1 mm)
* Balayage latéral par pas de 1 mm devant la fenétre de Mylar (25 mm de diametre)

— Fibres scintillantes (monitorage en ligne)
* Fibre 500 um = pré-compte (100000)

* Configuration:
— Courant = 21 nA (environ)
— C1[2mm] + D1 [3600A] + C2 [2mm] + D2 [1,99um]
— 27500 p+/s (en moyenne) sur la surface du PIPS
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e Evaluation des performances : résultats

18



counts

Spectre en énergie des protons extraits a l'air

Spectre en énergie mesuré dans |'air (détecteur PIPS étalonné) pour des protons dont

I'énergie initiale E, = 3,5 MeV. On peut noter que le faisceau de protons extrait est tres
bien défini en énergie et ne contient pas de protons de basse énergie

120000 [— - .
E(H)=3.5MeV .
10000 -
. Energie des protons a FWHM
80000 Lair
. Expérience (2.864 + 0.008) MeV (58 £ 4) keV
60000 FWHM = 58 keV SRIM (2.902 = 0.084) MeV (58.8 + 5) keV
. GATE (2.923 £ 0.083) MeV (57.6 £ 4) keV
40000 |
20000 .
4J_L
00 05 10 15 20 25 30

Energy (MeV)
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=
N

Impact du débit de dose

Courbes de calibration du systeme de
monitorage en ligne

* les erreurs statistiques sont de la taille
des points,

dans le PIPS correspond
a un débit de dose de pour des
protons accélérés a 3,5 MeV

Il est possible de travailler a faible débit de dose (< 1 Gy/min) et a débits de dose
« conventionnels » utilisés en radiobiologie :
coups/s dans le PIPS) =>

(correspondant a [13300-66500]

Fibre#1 Fibre#2 Fibre#3 Fibre#4
(ici pré-compte)
Taille théorique 1 mm? 0,3 mm? 0,5 mm? 1 mm?
Taille effective 1 mm? HS 0,6 mm? 0,7 mm?




Dosimétrie relative :

Dose macroscopique
moyenne fixée

11— B

250000 [ N

Counts

zone of mtcrc{ll cm) '
20006 '

15000ttt oo oe ot 5A’A4
00 05 1.0 15 20 23

Lateral position (¢cm)

Observation :

Estimation de 'inhomogénéité du faisceau
= 4% de diminution sur les bords pour une configuration 2Gy/min (expérience) et 6% pour la

simulation GATE

Conclusion :

Calibration sur dose moyenne : erreur £ 2%
=> cahier des charges atteint

Probability/cm

2.0x100

w1 8x100F

Laxid

1.2x 100

1.6x10F

meéthode « scan »

o St

zone of interest (2 ¢cm)

. A

'
+ GATE v6.1 simulatior

AAAAAAAAAAAAA

Lateral position (¢cm)

=> excellent accord entre la simulation et I'expérience
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Dosimétrie relative : méthode films Gafchromics

Nous avons irradié un film Gafchromic HD-810 avec 2,5.10° protons/cm? (correspondant

a 3 Gy) pour un flux de 8,5.10° protons/cm?/s (ce qui correspond a 1 Gy/min) pour un
contrble rapide de ’'homogénéité du faisceau :

]
'] ] Superposition de l'image d’un film
] Gafchromic (HD-810) irradié par
] des protons accélérés a 3,5 MeV
] pour une dose de 3 Gy avec un
] débit de dose de 1 Gy/min et du
] résultat du profil scanné en x

900 |

zone of interest: 2 cm

Intensity (a;u.)

800 |-

e

700." Los oo losaadoal B,
00 05 10 15

9]
Lateral position (cm

e Calibration sur dose moyenne : erreur £ 2%
=> en corrélation avec la mesure du PIPS
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En bout de la ligne d’irradiation Radiograaff

Passeur d’échantillon « robotisé » Enceinte thermostatée
(tables de translation (X, Y)) (37 °C, air, possibilité d’arrivée de

gaz) -



Laboratoire de radiobiologie

e Caractéristiques :

SAS
Climatisation

Traitement d’air : mise en régime de pression+ 15 Pa /pression atmosphérique avec
taux d’air neuf de 1 a 6 vol/h et filtration.

 Equipement du laboratoire

poste de sécurité microbiologique — PSM (hotte a flux laminaire — évite la
contamination des cellules lors de leur manipulation),

hotte chimique (manipulation de solvants),
incubateur (37°C, 5% CO2 pour la culture cellulaire en condition normale),

centrifugeuse (permet la séparation de produits (milieu, cellules, particules, etc.) en
fonction de la densité),

microscope optique (observation les cellules, mais aussi, évolutif pour nous permettre
de le coupler a un microscope AFM),

pompe a vide (aspiration du milieu de culture dans les puits de culture cellulaire par
exemple),

bain Marie,

vortex (mélange des solutions, notamment les microtubes),
congélateur (-80°C),

réfrigérateur,

machine a glace,

compteur de cellules



v

A

Microzcope Paillazze Centrifugeuse
(6060 cm) (10080 cm)
Paillasse
Incubateur
(65x65 om)
460
Pailasse m
Hotte (PSM)
(120480 cm)
SAS(1x123 m)
|Cim
Frigo -80°C
{77x90 cm)
q
< ol '
123m 123 m
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Préparation des supports de cultures

e Caractéristiques :
— Support n°1
* Prototype boite de culture plastique
fermée de 2 cm de diametre interne
* Pas de collage
* Type de support : mylar (0,5pum) tendu gue lsometrique
» Stérélisable par rayon X

— Support n°2
e Labteck 1 ou 2 chambres
o Stérile

— Support n°3 —a l'origine
* Anneaux métalliques (inox) de 2,5 cm de diameétre interne et de 2 cm de
hauteur (nettoyer a I'éthanol)
* Collage (super glue) sur le bord
* Type de support : mylar (0,5um) tendu
* Séchage d’une nuit



Préparation des supports de cultures

— Support n°4 —en test
* Plaque 24 puits
* Diameétre de 15 mm et un volume de 37,5 cm?3
* Feuille mince (25 um d’épaisseur) de
chlorotrifluoroethyléne (PTCFE, dérivé du Téflon,

d=2,09 g/cm3) . ——— =K " :
* Perte en énergie = 492,5 keV (simulation SRIM) T
e Stérile \ |
* Film adhésif stérile a la place du couvercle 1. 1 &
=> maintien du milieu de culture pendant irradiation ' -

e QOpérations particulieres :
— Stérilisation du support 3

* Bain d’éthanol 70% pendant 1h
* Séchage sous la hotte 30 min

— Support 2 et 4 préts a 'emploi

— Coating des supports 1 et 3 pour SQ20B uniguement:
* 300 ul de polylysine pendant 1h
* Aspiration
* Séchage pendant 1h sous la hotte



Protocole de la survie cellulaire des lignées SCC61 et

Ensemencement des cellules 12-24h avant irradiation : SQZOB
1. Lignée SCC61 (radiosensible) et SQ20B (radiorésistante)

Trypsination des cellules

Ensemencement monocouche de 5.10° cellules par puits

Support n°2 = protocole Labtek (pour les irradiations protons)

Volume total de milieu par puits = 3 ml

e W

Le lendemain les cellules sont en phase exponentielle de croissance . Morphologie
normale

Transport des cellules a la Doua
Irradiation : 1-5 Gy, débit de 2Gy/min, X et protons

Protocole des irradiations protons (Radiograaff):

1. sortir un support « Labtek » de I'incubateur juste avant irradiation,

2. aspirer le milieu de culture (porter un masque, des gants et ne pas parler),

3. irradier (37°C, 1 minute max),

4 remettre du milieu de culture dans les compartiments (porter un masque, des gants et ne

pas parler) et replacer dans I'incubateur.

Protocole des irradiations X (LRCM, Lyon Sud):

- support : « classique » => Flask de 25 cm?,

- irradiateur : X-Rad320 de la marque PXI, énergie moyenne des photons = 250 kV,
- irradiation par-dessus, dans un champ de 20x20 cm?, a une distance de 50 cm
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Détermination de la survie clonogénique des lignées
SCC61 et SQ20B

% -  Ajustement des courbes par le modele linéaire
E g quadratique :
. - 1 _
0IE| R g ; S=exp(-aD-pD’)
A SCC61 protons =
A SCC61 photons
2 2 | 1 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5
Dose (Gy)
* EBRjpy= SCC61 * EBRjpy= V79 [Belli, 1998]
* EBRjyy= SQ208B i EBRy= V79 [Paganetti, 2001]

(estimé par extrapolation -> a confirmer)
 SF2(SQ20B) > SF2(SCC61) toujours vrai en protons
(déja démontré par irradiation carbone au GANIL, (Maalouff et al., 2009))

Perspectives :
* lIrradiation avec des plagues 24 puits

* Dose plus élevée pour les SQ20B



Conclusion & perspectives

Cahier des charges : atteint ;

Premieres courbes de survie clonogénique des deux lignées cellulaires : EBR;q,, = 1,3
SCC61 et EBR 4, = 1,4 SQ20B -> a confirmer ;

Améliorations :
— Mise en place d’un nouveau protocole avec les plaques 24 puits
— Porte-échantillon adapté

Aménagement du local de radiobiologie ;

Préparation et organisation pour l'accueil des expériences avec la capacité de 2
expériences par mois ;

Générateur X et source gamma de faible débit de dose ;

En cours : études des cinétiques de réparation de ces deux lignées cellulaires (technique
d’'immunohistochimie + microscopie et cytométrie en flux).
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Détermination de la survie clonogénique des lignées

SCCob1 et SQ20B

NG L o 3  Ajustement des courbes par le modele linéaire
@ quadratique :
L i *  S=exp(-aD-D?)
C
'*% 01 F = e aetp:parametres dajustement issus du modele
E; quadratique,
2 - o * PE: “plating efficiency”, indique le pourcentage de
7 | T 1 cellules qui ont adhéré au support et qui sont capables
L m SQ20B protons | .
0.01 - - SQ20B photons 5 de donner des colonies,
X A SCC61 protons  SF2:lafraction de cellules survivantes a une
- 5 SCED RIS - irradiation de 2 Gy,
[ - . e D10 est la dose a 10% de survie
0 1 2 3 5
Dose (Gy)
: Lignée -1 2
Particules collulaire PE o (Gy ) B(Gy ™) SF2 D10 (Gy)
Photons SCCol 0.139 0.360 0.093 0.336 34
SQ20B 0.205 0.118 0.009 0.792 10.7
Protors SCCol 0.126 0.876 - 0.173 2.6
SQ20B 0.189 0.302 - 0.547 7.6
EBR,go = 1,3 SCC61 et EBR, = 1,4 SQ20B







