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Résumé français

L’inactivation de p53 est un événement précoce majeur dans l’initiation des

cancers de la peau de type non-mélanome induit par les ultraviolets. Toutefois,

les recherches menées sur la réponse cellulaire à la lumière solaire ont généré

d’importantes contradictions dans la littérature dues à (1) l’utilisation de

différentes stratégies expérimentales visant à réduire ou à inactiver l’activité de

p53 dans les modèles cellutaires en culture,. p.e. le “knockout” de p53

(inactivation génétique) vs. l’expression d’oncoprotéines virales ou de dominants

négatifs de p53 (inactivation fonctionnelle) couplé à (2) l’utilisation de différentes

longueurs d’ondes des UV, i.e. l’utilisation de sources émettant soit les UV 254nm

ou les UVB (290-3 20).

Cette thèse adresse, de façon substantielle, les bases de ces contradictions

en comparant rigoureusement les réponses cellulaires critiques (i.e. survie

clonogénique, fréquence de mutations au locus HPRT, réparation de l’ADN aux

loci HPRT et c-jun, réponse apoptotique et cinétique de progression G1-S)

observées suite à un traitement à différentes régions dti spectre des ultraviolets, et

ce en utilisant un système cellulaire isogénique humain comprenant la lignée

lymphoblastique TK6 et deux lignées isogéniques soit TK6-5E, présentant une

inactivation fonctionnelle de p53 par l’expression de l’oncoprotéine virale HPVE6

et la lignée NH32 contenant une inactivation génétique de p53.

Nous avons pu montrer que p53 joue un rôle essentiel dans la réparation

par excision de nucléotides couplée à la transcription suite à un traitement aux
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UVB mais non suite au UV 254myi. De plus, nous avons été en mesure de

montrer que l’inactivation fonctionnelle de p53 par l’expression de l’oncoprotéine

HPVE6 ne reproduit pas fidèlement l’inactivation génétique de p53 et ce pour la

mesure de la survie clonogénique, de la fréquence de mutation au locus HPRT, de

l’apoptose ou de la progression G1-S.

Ces recherches font ressortir les différences importantes dans la réponse

des cellules humaines aux différentes régions du spectre ultraviolet et éclaircissent

la façon dont p53 nous protège des effets néfastes de ces radiations.

Mots clefs: Réparation par excision de nucléotides, p53, ultraviolets, apoptose,

mutagénèse, oncoprotéine E6, cycle cellulaire
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Résumé Anglais

Inactivation of the p53 regulatory pathway is a major early event in the

initiation of solar UV-induced melanorna skin cancer. However, investigations on

the cellular response to sunlight have yielded important contradictions in the

literature due to (1) the use of different experimental strategies to abrogate or

reduce p53 activity in cultured celis, e.g. p53 knockouts (genetic inactivation) vs.

expression of viral oncoproteins or dorninant-negative mutants (functional

inactivation) and (2) the use of different incident UV wavelengths, i.e., sources

producing either monochrornatic 254nm UV vs DVB (290-320).

This thesis, in a very substantial manner, addresses the basis for these

contradictions by rigorously comparing critical cellular responses (i.e clonogenic

survival, mutation frequency at the HPRT locus, extent of DNA repair at the

HPRT and c-jun locus, apoptotic response and kinetic ofGl-S progression) to

different regions ofthe UV wavelenght spectrum, using an isogenic human ceil

culture system composed ofthe hurnan lymphoblastoid ceil une TK6 and two

isogenic derivatives, i.e TK6-5E, in wich p53 is inactivated functionalÏy by

expression ofthe HPVE6 oncoprotein and NH32 arboring a genetic inactivation

of p53.

We were able to demonstrate that p53 plays an essential role in

transcription-coupled nucleotide excision repair following UVB but not after

254nrn UV treatrnent. furtherrnore, we were able to show that functional

inactivation of p53 by HPVE6 expression does not faithfully reproduce the
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genetic inactivation of p53 for either clonogenic survival, mutation frequency at

the HPRT locus, apoptosis or G1-S progression.

This work ernphasizes the important differences in the response ofhurnan

celis to the different regions ofthe ultraviolet spectrum and unravels how p53

protects against the harmfull effects of ultraviolet light.

Key words: Nucleotide excision repair, p53, ultraviolet radiation, apoptosis,

mutagenesis, E6 oncoprotein, ccli cycle.
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Avant Propos

L’étude des mécanismes menant au cancer de la peau revêt une importance

primordiale lorsque l’on sait que cette néoplasie est la principale forme de cancer

retrouvé dans la population nord-américaine et que son incidence dépasse celle de

tous les autres types de cancer réunis. Il est maintenant admis que se sont les

ultraviolets (voir plus bas) qui sont la principale cause de ce type de cancer. Ces

radiations ont longtemps été utilisées comme agent modèle pour l’étude de

processus aussi variés que le contrôle du cycle cellulaire, la réplication de l’ADN

et la réparation. Bien qu’une base de données impressionnante existe sur les effets

des ultraviolets, il reste encore bien des choses à comprendre sur la façon dont les

cellules réussissent à se prémunir contre les effets dévastateurs de ces longueurs

d’ondes. Et c’est dans l’espoir de clarifier certaines de ces questions que j’ai

entrepris le présent travail.



Chapitre 1 Introduction
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1 Les rayons ultraviolets

1.1 Longueurs d’ondes des radiations solaires

Les ultraviolets (DV), compris dans le spectre d’émission

électromagénique du soleil, peuvent être divisé en trois régions distinctes soit les

UVC (100 à 290nm), les UVB (290 à 320nm) et les UVA (320 à 400 nm). Les

UVC sont atténués par un facteur de i07 par la couche d’ozone et ne sont donc

retrouvés qu’en quantité infime à la surface de la terre. Afin de les étudier en

laboratoire, une lampe germincidale émettant principalement à 254nm est

courremment utilisée. Les UVB et les UVA pénettrent la couche d’ozone et sont

impliqués dans l’étiologie des cancers de la peau de type non-mélanomes et des

mélanomes.

Les cellules possèdent divers chrornophores ayant un maximum d’affinité

pour une longueur d’onde particulière. Par exemple, la capacité d’absorption des

de l’acide déoxyribonucléique (ADN) atteint un maximum à 260nrn et diminue de

20 fois à 295mo ($etlow 1974). Toutefois, les lipides des membranes ainsi que

certaines protéines cellulaires sont plus fortement endommagés par les UVA que

par les deux autres régions des UV (Setlow 2002).

1.2 Les dommages cellulaires produits par les DV

Il a été montré que les UV (principalement les UVA), endonmiagent ou induisent des

changements dans les membranes, le cytosquelette et les protéines cellulaires (de Laat and de

Gruijl 1996) ce qui contribue à la réponse des cellules aux DV.
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Les deux principaux types de dommages à l’ADN produit par l’absorption directe

de l’énergie des UV sont les dimères cyclobutyliques de pyrirnidines (CPD) et les

photoproduits 6-4 (6-4PP).

Dimer cyclobutilique de Photoproduit 6-4
pyrirnidines (CPD)

(6-4 PP)

OH
.7_O\ :—

— N’ =O
/ .-.___/

L CH

(E) O H

O H

/ CM..

® CH

T (6-4) T

Figure 1 Les dirners de pyrirnidines

Les CPD sont obtenus par la saturation du double lien 5,6 de deux pyrimidines

adjacentes tandisque les 6-4 PP sont produits par la liaison entre le carbone 4

d’une pyrirnidine en 3’ et le carbone 6 de la pyrimidine adjacente en 5’ (Setlow

1966).
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1 .2.1 Description des dirners de pyrimidines

Il a été montré que plusieurs facteurs influence la probabilité de former un

CPD à tin site dypirirnidique donné dont la composition des pyrirnidines

adjacentes pouvant se dirnériser et la longueur d’onde étudiée (Mitchell 1992).

Ainsi, lors d’un traitement aux 254 nrn UV, les diverses combinaisons suivantes

de pyrimidines permettront la formation d’un CPD dans la proportion

TT>TC>CT>CC (68:16:13:3). Toutefois, les UVB favorisent la formation des

CPD atix sites contenant des cytosines dans les proportions TT>TC>CT>CC

(52:21:19:7) (Mitchell 1992)

La structure tridirnentionnelle de l’ADN est également importante dans la

probabilité de former un CPD à un site donné. Ainsi, la torsion additionnelle de la

double hélice d’ADN induite par son repliement en nucléosome influence la

fonriation des CPD. Il a été montré que les CPD surviennent avec une périodicité

d’environ 1O.3pb dans l’ADN nucléosornal et qu’ils ont tendance à se former du

côté opposé à la surface des nucléosomes (Gale, Nissen, and Smerdon 1987).

Dans la région de liaison entre les nucléosornes, aucune périodicité n’a pu être

détectée (Pehrson 1995) indiquant que les contraintes de torsions ne sont pas

assez importantes dans ces régions pour empêcher la dimérisation des pyrimidines

adjacentes. Le repliement de PADN induit par la liaison de facteurs de

transcription joue également un rôle dans la probabilité avec laquelle un CPD sera

formé à un site donné (Pfeifer 1997).
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1.2.2 Description des photoproduits 6-4

Les 6-4 PP résultent de la liaison entre le carbone 4 d’une pyrirnidine en 3’

et le carbone 6 de la pyrimidine adjacente en 5’, le tout favorisé par l’absorption

d’un photon dont la longueur d’onde approche le maximum d’absorption de l’ADN

(Scherer et al. 2000; Varghese and Wang 1967). Cette liaison provoque une

déformation marquée de la double hélice d’ADN puisque le plan de la pyrimidine

en 3’ se retrouve à un angle de 900 par rapport à la pyrirnidine en 5’ (Franklin,

Doetsch, and Haseltine 1985), ce qui empêche la formation de ce photoproduit

aux sites CT (Lippke 1981). Ceci montre que la séquence nucléotidique est

également importante pour la formation des 6-4PP. Suite à un traitement aux UV

254nrn, les 6-4PP seront formés aux sites TC>CC»TT (Mitcheli, Nguyen, and

Cleaver 1990) tandisque la formation de ce photoproduit suite à un traitement aux

UVB. De plus, la méthylation des cytosines provoqtie un encombrement stérique

qui empêche le repliement nécessaire à la formation des photoproduits 6-4

(Pfeifer et al. 1991).

La conformation de l’ADN joue également un rôle prépondérant dans la

probabilité de former un 6-4 PP dans une région donnée de la chromatine. Ainsi,

la probabilité de retrouver un tel dommage dans PADN nucléosomal est six fois

moindre que pour un ADN inter-nucléosomal ((Mitcheli, Nguyen, and Cleaver

1990)). Il est probable que la conformation de l’hélice bicaténaire d’ADN

entourant les nucléosomes ne puisse pas se replier suffisemment pour pennettre la

rotation à 90° de la pyrimidine en 3’ et la formation du 6-4PP (Mitchell, Nguyen,

and Cleaver 1990).
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La proportion relative de fonriation des CPD versus des 6-4PP varie

considérablement selon le ratio (A+T)/(G+C) de la séquence étudiée (Patrick

1977), ainsi que selon la longueur d’onde et la dose utilisée (Rosenstein and

Mitcheil 1987). Toutefois, il est estimé que laporportion CPD:6-4 PP est de

l’ordre de 10:1 suite à un traitement aux UV 254nm.

1.2.3 Les dommages de type photo-oxidatifs

En plus des dommages décrits plus haut, la cellule doit faire face à

plusieurs types de dommages photo-oxidatifs qui sont principalement induits par

l’absorption de l’énergie des photons par plusieurs chrornophores intracellulaires

dont la riboflavine, les porphyrines, les quinones et les co-facteurs nicotinarnide

réduits (Griffiths et al. 1998). Ces molécules absorbent l’énergie des UV et la

retransmettent sous forme de réactifs oxygénés qui peuvent alors endommager les

bases de l’ADN. Toutefois, l’épiderme contient une multitude d’agents

antioxidants, à la fois enzymatiques, tels que la catalase, la glutathione réductase,

la superoxide dismutase et la glutathione peroxidase et des agents non

enzymatiques tels que la glutathione, l’acide urique et l’acide ascorbique qui

servent à capturer ces réactifs oxygénés et ainsi à protéger la celltile de leurs effets

néfastes (de Laat and de Gruijl 1996).

Certains réactifs oxygénés parviennent tout de même à contrer les défenses

de l’organisme et à produire des dommages oxidatifs aux bases de l’ADN. Les

principaux types de dommages sont le 8-oxo-7-8-dihydroguanine (8-oxoguanine),

la thymine glycol, les pyrimidines insaturées, ainsi que les lésions complexes
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impliquant des purines (Griffiths et al. 199$), (Cadet et al. 1992). Le $-

oxoguanine, lorsque non réparé, induit une mutation de type G:C—*T:A (Moriya

and Grollman 1993).

Plusieurs études récentes ont toutefois montré que les dommages les plus

importants du point de vue mutagénique sont les CPD (Drobetsky, Turcotte, and

Chateauneuf 1995) (Perdiz et al. 2000), (Yoon et al. 2000). De plus, aucune

implication des dommages oxidatifs n’a été détectée dans le spectre de mutations

observé au locus p53 de tumeurs de peau induites dans des souris “hairless” suite

à un traitement aux UVA (van Kranen et al. 1997). Les expériences présentées

dans cette thèse se concentreront donc sur l’étude des CPD induit par différentes

régions des UV.

1.2.4 Influence de la méthylation sur la formation des dommages

Les modifications aux bases peuvent influencer la formation de

dommages. Ainsi, la méthylation des ilots CpG, ayant généralement pour rôle

l’inactivation d’un allèle ou encore le marquage d’un promoteur, peut favoriser la

déamination de la cytosine méthylée et ainsi mener à une mutation de type C—>T

(Gonzalgo and Jones 1997). Bien que les cytosines méthylées ne représentent

environ que 1% des bases du génome des mammifères, il est estimé que cette

modification cause environ un tiers de toutes les mutations spontannées de type

transition responsables des maladies génétiques humaines et des cancers (Spmck,

Rideout, and Jones 1993). De plus, il a été montré que lors d’une irradiation à la

lumière solaire naturelle, cette modification favorise la formation de dirners de
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pyrimidines (Tommasi, Denissenko, and Pfeifer 1997) ainsi que la déamination de

la cytosine contenue dans le dimer menant à la formation d’une mutation de type

C—÷T (Setlow 1965). Toutefois, des études de cinétique ont démontré que la

vitesse de déamination de la cytosine contenue dans ces dimers serait trop lente

poLir permettre la formation de mutations chez l’humain, mais non chez la bactérie

(Barak Y 1995).

1.3 Les conséquences biologiques des dommages induits par les UV:

Les dommages à l’ADN causés par les UV nuisent à la transcription et à la

réplication de l’ADN. De plus, s’ils ne sont pas réparés, ils peuvent mener à la

formation de mutations et éventuellement à l’instabilité génétique de la cellule.

De façon plus générale, la présence de CPD dans l’ADN influence létendue de la

réponse inflammatoire et de l’immunosuppression locale observée suite à un

traitement aux UVB favorisant la progression oncogénique (Abeyama et al. 2000),

(Stege et al. 2000). Finalement, des études suggèrent que ce sont les dimers de

pyrimidines formés suite à une ilTadiation aux UV qui induisent la mélanogénèse

(Eller, Yaar, and Gilchrest 1994), (Eller, Ostrom, and Gilchrest 1996). Afin

d’éviter les conséquences néfastes de la présences des photoproduits, plusieurs

protéines sont capables de reconnaître les dommages à l’ADN et d’activer des

voies biochimiques qui mèneront à l’activation de réponses protectrices telles que

l’arrêt du cycle cellulaire, la réparation de l’ADN ou encore à l’apoptose et donc

au rétablissement des fonctions normales de la cellule. (Ces diverses réponses

seront vues en détails au chapitre 4).
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2 La réponse cellu]aire des mammifères

Les cellules de mammifères répondent de diverses façons à une attaque

génotoxique telle que celle imposée par un traitement aux DV. La cascade de

signalisation menant à l’activation de réponses protectrice (arrêt du cycle

cellulaire, apoptose, réparation de l’ADN) contre un traitement aux DV origine à

la fois du noyau et de la membrane cytoplasmique. Toutefois, l’expression

“mammalian UV response” (réponse des cellules de mammifères aux UV) est

généralement utilisée pour décrire les signaux activés sans l’implication des

dommages à PADN et sera utilisée comme tel dans le présent ouvrage.

Trois principaux facteurs de transcription sont activés dans un délais de

quelques minutes suite à un traitement aux UV, soit AP-l (c-junlc-fos), NF-kB et

p53. Les différentes voies indépendentes des dommages à l’ADN induisant ces

protéines sont illustrées à la figure 2.

2.1: Implication des récepteurs de facteurs de croissance:

La nécessité des dommages à l’ADN dans l’activation des voies de

signalisation fut contestée par des études montrant que l’activation de certains

gènes, tels que NT-kB, ne nécessite pas la présence de dommages à l’ADN. Dans

ces études, la réponse aux UV est observée même dans des cellules dépourvues de

noyaux, et ce aussi bien suite à un traitement aux DV 254nm (Devary et al. 1993)

qu’aux DVB (Sirnon et al. 1994). Il fut par la suite montré que l’expression d’un

mutant dominant négatif du récepteur de croissance dc l’épiderme (EGF) ou

encore l’utilisation d’un inhibiteur de l’activation de ces récepteurs (suramin)
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prévient la réponse aux UV 254nrn. Ces résultats indiquent non seulement une

implication du récepteur de l’EGF mais également celle de plusieurs autres

récepteurs de facteurs de croissances (Sachsenmaier et al. 1994a) dans la réponse

des cellules aux UV(Sachsenrnaier et al. 1994b). L’utilisation de récepteurs de

facteurs de croissance sans activité kinase permit de montrer que leur activation se

fait par autophosphorylation et que cette dernière est essentielle pour permettre le

déclenchement de la réponse aux UV (Devaiy et al. 1992) (Coffer et al. 1995). De

plus les UV sont également capable d’agir sur le niveau de phosphorylation de ces

récepteurs en inhibant l’activité d’une ou plusieurs phosphotases à spécificité

tyrosine liées à la membrane cytoplasmiques, ce qui prévient la déphosphoiylation

des récepteurs de facteurs de croissance (Knebel et al. 1996). L’inactivation de

ces phosphatases serait causée par l’oxidation d’un groupement S-H ou encore

l’alkylation non-réversible de leur site actif (Knebel et al. 1996). L’implication du

récepteur du facteur de croissance à l’EGF dans l’initiation de la cascade est bien

établie. Toutefois, d’autres récepteurs, tels que le récepteur à la mélanocortine ou

encore le PDGFR semblent également être capable d’induire une telle réponse,

bien que leur implication soit très peu caractérisée (Sachsenmaier et al. 1994b),

(Suzuki et al. 1999).

Une implication des réactifs oxygénés induits par les UV (principalement

les UVB et les UVA) dans l’initiation de la “mammalian UV response” est

également suggéré par une étude montrant que l’activation des récepteurs de

croissance peut être induite par le peroxide d’hydrogène (Huang et al. 1996).
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2.2: La médiation du signal par les kinases

La phosphorylation des récepteurs de facteur de croissance provoque leur

activation et leur association avec la kinase SRC membranaire ce qui entraîne

l’activation de la kinase Raf, de la cascade des MAPK (voir figure2) et

l’activation transcriptiomelle des gènes c-fos et c-jun ainsi que l’activation post

traductionnelle de c-jun pour former un complexe AP-l actif (Radier-Pohi et al.

1993), (Price, Cruzalegui, and Treisman 1996). AP-1 est lui-même un facteur de

transcription qui, lorsque activé, induit la transcription de gènes impliqués dans le

déclenchement des voies protectrices induites par le “mammalian UV response”

(Wisdorn 1999). c-jun et c-fos sont tous les deux essentiels à cette réponse

puisque des études d’inactivation ont montré que l’abolition de l’une ou de l’autre

de ces protéines mène à une hypersensibilité des celltiles aux UV (Schreiber et al.

1995).

2.3: Influence de la longueur d’onde étudiée:

L’activation des différentes composantes de cette cascade de signalisation

est observée à la fois lorsque les cellules sont traitées aux UVB ou aux UV

254mn. Toutefois, des études ont montrés que les UV 254nm induisent plus

fortement l’activation de JNX et ERK que les UVB (Dhanwada et al. 1995),

(Adler et al. 1995), (Dhar et al. 1996), (Klotz, Briviba, and Sies 1997) ce qui

pourrait signifier une activation différentielle des gènes médiant le “mammalian

UV response” entre ces deux régions des UV. De plus, les UVB n’induisent que

peu les kinases ERK comparativement aux kinases JNK (Assefa et al. 1997).
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(1) Les UV induisent la dimérisation et Vautophosphorylation de récepteurs membranaires

de façon ligand indépendent. (2) Les UV peuvent induire la dégradation de 1kB et

l’activation de Nf-kB dans des cellules énuclées. (3) La production de radicaus libres par

les UV peut induire l’activation des récepteurs membranaires et l’activation de la cascade

de signalisation ou encore induire l’activation de p53 et des réponses protectrices.

Figure 2 “Mammalian UV Respons&’
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3 Le gène suppresseur de tumeur p53

3.1 Historique

La protéine p53 fut identifée pour la première fois lors d’études visant à

identifier les molécules ciblées par l’antigène grand T du virus SV40 (Kress et al.

1979), (Linzer, Maltzrnan, and Levine 1 979),(Linzer and Levine 1979). Durant la

même année, elle fut également identifiée grâce à sa très forte expression dans les

tumeurs induites chimiquement (DeLco et al. 1979). Le gène p53 est perdu ou

muté dans plus de 50% des cas de cancers humains (Baker et al. 1989; Baker et al.

1989), (Holistein et al. 1994) ce qui en fait le gène le plus fréquemment altéré

dans les tumeurs humaines (Hollstein et al. 1996) et supporte la notion que le

produit du gène de p53 est une protéine suppresseur de tumeur (Mowat et al.

1985), (MorganDO 1997).

3.2 Le gène p53

Chez l’humain, le gène p53 est localisé sur le chromosome 17, au Iocus

l7pl3 et couvre environ 20kb d’ADN. Il est composé de 11 exons ayant la

particularité suivante: le premier exon est non-codant et est situé 8 à 10kb en

amont des autres exons (Benchimol et al. 1985),(Oren 1985). Le gène p53 est

retrouvé autant chez les vertébrés comme la souris, la mouche à fruit DrosophiÏa

ineÏanogaster que chez les invertébrés tels que la pieuvre (Soussi and May 1996).
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3.3 La protéine p53

3.3.1 Acides aminés et régions conservées

La protéine p53 humaine est composée de 393 acides aminés et peut être

divisée en quatre régions distinctes soit la région N-terminale, constituant le

domaine d’activation transcriptionnel (acides aminés 1 à 42), la région centrale

formant le domaine de liaison spécifique à l’ADN (acides aminés 102 à 292), le

domaine d’oligomérization (acides aminés 323-356) et finalement la région

régulatrice (a.a. 360-393). De plus, il est possible d’identifier dans cette séquence

cinq régions hautement conservées à travers les espèces, soit les domaines 1

(aa.13-23), 2 (aall7-142), 3 (aa. 171-181), 4 (aa.234-250) et 5 (aa.270-286) (May

and May 1999).

Les mutations retrouvées dans le gène p53 des cellules tumorales sont

principalement situées dans les régions conservées 2 à 5 et peuvent être divisées

en 2 groupes, soit celles affectant la capacité de la protéine p53 à lier l’ADN et

celles induisant une déstabilisation de la structure tridimensionnelle de la protéine

(Soussi and May 1996).

3.3.2 Régulation de la stabilité et de la fonction de la protéine p53

La protéine p53, dans les cellules normales, a une demie-vie très courte de

5 à 10 minutes (Reich, Oren, and Levine 1983). Les deux mécanismes principaux

utilisés par la cellule pour réguler la fonction de cette protéine sont: 1) la

stabilisation et l’activation de la protéine et 2) la modification de sa localisation
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intracellulaire qui peuvent être atteints soit par des modifications post

traductioimelles de la protéine ou encore par l’association à des protéines

régulatrices.

Lorsque la cellule subit une insulte génotoxique, il y a accumulation de la

protéine p53 dans les minutes suivant la formation des dommages à l’ADN.

L’accumulation de p53 se produit suite à une stabilisation de la protéine ou encore

par une traduction accrue de son ARN messager et non suite à une augmentation

de la transcription du gène (Kastan et al. 1991). L’utilisation de modification post

traductionnelles afin de stabiliser la protéine permet à la cellule d’augmenter le

niveau de p53 d’une façon beaucoup plus rapide, sensible et flexible, que par

contrôle transcriptionnel. De plus, ces modifications étant réversibles, iL est

également possible de revenir très rapidement à un niveau basal (Lakin and

Jackson 1999). La régulation s’effectue soit par phosphoiylation, acétylation,

modification de son état rédox ou encore par une combinaison de ces

modifications post-traductionnelles dans les régions C-terminale et N-terminale de

la protéine (Giaccia and Kastan 199$).

La protéine p53 est localisée dans le cytoplasme durant presque tout le

cycle cellulaire (Rotter, Abutbul, and Ben-Ze’ev 1983) sauf lors de la transition

GuS où elle s’accumule dans le noyau de la cellule. Toutefois, très tôt après le

début de la phase S, la protéine p53 est redirigée vers le cytoplasme où elle y

restera jusqu’à la prochaine ronde de division (Shaulsky, Ben-Ze’ev, and Rotter

1990). La protéine p53 contient un signal de localisation nucléaire bipartie qui est

nécessaire pour son interaction avec l’importine alpha et sa translocation dans le
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noyau (Liang and Clarke 2001). L’exportation de p53 vers le cytoplasme nécessite

la présence d’un signal d’exportation riche en leucine (situé dans le domaine de

tétrarnérization de p53) ainsi que la liaison de l’exportine i à cette séquence

(Stommel et al. 1999).

La protéine MDM2 (Mouse Double Minute -2) inhibe l’activité

transcriptionnelle de p53 en liant son domaine d’activation (May and May 1999).

Cette liaison entraîne la relocalisation de p53 du noyau vers le cytoplasme, et

cible p53 vers le protéasome où elle sera dégradée (Freedrnan, Wu, and Levine

1999). La protéine MDM-2 est également capable d’ubiquitiner directement p53

dans le noyau, ce qui provoque un changement de conformation de p53 et

l’exposition de son signal d’exportation (Liang and Clarke 2001). Ceci constitue

une boucle de rétroaction négative typique puisque le gène MDM2 est lui même

contrôlé, au niveau transcriptionnel, par la protéine p53 (Wu et al. 1993). Lors

d’une irradiation aux UV ou encore aux radiations ionisantes, la protéine p53 est

stabilisée par phosphorylation de sa sérine-15, ce qui inhibe son interaction avec

MDM-2 provoquant ainsi une accumulation de la protéine p53 dans le noyau où il

lui est ensuite possible de remplir ses nombreuses fonctions (Shieh et al. 1997).

L’importance de cette boucle est confirmée par le phénotype de mort

embryonnaire des souris déficientes au niveau du produit du gène MDM2 et qui

peut être rescapé par une inactivation concomitante du gène p53 (Montes de Oca

Luna, Wagner, and Lozano 1995).
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3.4: L’oncoprotéine virale HPV E6

La protéine HPV E6 est l’une des principales protéines oncogéniques du

virus humain du papillome (HPV). La protéine E6 des virus de haut risque est

capable de lier la protéine p53 en deux sits distincts, soit en C-tenninale et dans la

région centrale de p53. La liaison de la protéine E6 avec dans la région C

tenTtinale de p53 réprime l’activité transcriptionnelle de p53 et inhibe la répression

transcriptioirnelle des promoteurs à boîtes TATAÀ médiée par p53. De plus, il a

été montré que la protéine E6, via une interaction avec la protéine cellulaire

E6AP, lie p53 en sa région centrale et provoque son ubiquitination et sa

dégradation via le chemin biochimique de l’ubiquitine-protéasome, ce qui rend les

cellules fonctionnellement déficientes en p53 (Scheffner et al. 1993) (Werness,

Levine, and Howley 1990). L’expression de la protéine E6 des virus de haut

risque (majoritairement de type 16 ou 18) est largement utilisée afin d’étudier

l’influence de l’inactivation de p53 sur la réponse des cellules à divers agents

génotoxiques.

3.5: Le rôle de p53 dans le cancer de la peau

La première étude à montrer le lien entre les mutations dans le gène p53,

les UV et le cancer de la peau fut réalisées en 1991 (Brash et al. 1991). Pour cette

étude, le gène p53 fut séquencé dans 24 biopsies de cancers de la peau de type

non-mélanome (plus spécifiquement des carcinomes spino-cellulaires ou SCC).

Les auteurs ont établi que 14 de ces tumeurs présentaient une mutation dans le
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gène p53 et que ces mutations étaient toutes situées à un site dipyrimidique et

présentaient la “signature moléculaire” des UV soit une transition C à T ou une

double transition CC à TT. Le lien entre les UV et les mutations dans le gène p53

fut par la suite confirmé par plusieurs études où les auteurs ont induit des tumeurs

de la peau chez la souris par une irradiation aux UVB et ont séquencé le gène p53

de ces tumeurs (en totalité ou en partie) afin de déterminer la présence et la

localisation des mutations (Kress et al. 1992), (Berg et al. 1996), (Dumaz et al.

1997). Une mutation dans le gène p53 fut retrouvée dans 60 à 100% des cas et

était située majoritairement à un site dipyrimidique. De plus, il a déterminé que

les mutations dans le gène p53 ne sont pas distribuées de façon aléatoire, ce qui

suggère que ces mutations confèrent un avantage à la cellule (Ziegler et al. 1993).

Finalement, afin de s’assurer que la protéine p53 était bel et bien importante dans

l’étiologie des cancers de la peau, la fréquence de ces cancers induits par les UVB

chez des souris n’ayant pour seule différence que le statut de leur gène p53 fut

comparée (Jiang et al. 1999). Il a ainsi été déterminé que les souris p53

déficientes présentaient un niveau plus élevé de cas de cancer de la peau que les

souris normales suite à une exposition aux UV (Jiang et al. 1999).

Des biopsies de peau normale de souris soumises à des doses chroniques

d’UVB ont été examinées afin de détecter la présence de cellules (ou de clones de

cellules) présentant une mutation dans le gène p53 (Berg et al. 1996). Plusieurs

clones furent détectées et ce bien avant l’apparition d’une lésion cancéreuse ou

même pré-cancéreuse. Il a également été possible de détecter de tels clones chez

l’humain (Jonason et al. 1996) où plus de 4% de l’épiderme humain sain étudié



19

contenait des clones de p53 muté d’une taille allant de 60 à 3000 cellules. De

plus, cette étude a révélé que la fréquence des clones est indépendante de l’âge du

sujet. Toutefois, l’apparition de clones de p53 mutés ne signifie pas

nécessairement l’apparition d’un cancer de la peau puisque plusieurs de ces clones

régressent suite à l’alTêt de l’exposition aux UV et ceci ne signifie donc pas que les

mutations dans le gène p53 sont l’événement initiateur des tumeurs de la peau.

Ces études suggèrent simplement que les mutations dans le gène p53 ne sont pas

causés par une instabilité génétique des cellules dûes à une exposition aux UV

mais bien qu’elles sont causés directement par l’action des UV.
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4 Les réponses cellulaires aux UV

Cette réponse est exécutée par l’entremise de nombreuses protéines qui ont

pour mandat la réparation des dommages causés par les LIV. Lorsque les

dommages sont importants, l’induction d’un arrêt dans le cycle cellulaire peut

s’avérer nécessaire afin de permettre à la cellule de réparer son ADN. Si les

dommages aux composantes cytoplasmiques et à l’ADN sont tiop importants, le

déclenchement de la mort programmée de la cellule s’avérera alors nécessaire afin

de protéger l’intégrité du matériel génétique.

4.1: La mort cellulaire:

L’apoptose (ou mort cellulaire programmée) est un mécanisme actif qui

joue un rôle à la fois dans le dévelopernent et l’homéostasie des organismes

multicellulaires (Ashkenazi and Dixit 1999)et dans la réponse à tin stress oxidatifs

ou environnemental (Gupta 1 996)afin d’éliminer les cellules ayant subit des

dommages h-réversibles à la membrane cytoplasmique ou encore à l’ADN. Les

principales caractéristiques phénotipiques associées à l’apoptose sont la

condensation de la chromatine, la réduction du volume de la cellule, la

déformation de la membrane cytoplasmique ainsi que la fragmentation de l’ADN

(Kerr, Wyllie, and Cun-ie 1972; Kerr and Searle 1972). Les dernières étapes du

processus d’apoptose impliquent la formation de corps apoptotiques (i.e. des

fractions de membranes entourant du cytoplasme et parfois du matériel génétique)

qui seront ensuite phagocités par les macrophages ou encore les cellules
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environnantes. Lorsque les dommages sont très importants, la cellule meurt par

nécrose, un mécanisme de mort cellulaire non contrôlé.

La destruction ordonnée de la cellule est médiée par les protéines de la

famille des caspases (protéases à spécificité cystéine-acide aspartique) (Wolf and

Green 1999) qui sont présententes de façon constitutives dans la majorité des

types cellulaires sous la forme de proenzymes inactives (Wolf and Green 1999).

Elles sont transformées en protéases totalement fonctionnelles par un premier

clivage protéolitique qui divise la proenzyrne en une petite et une grande sous-

unités suivit d’un deuxième clivage qui enlève le prodornaine N-terminal de la

grande sous-unité Nicholson DW 1997). Ces différentes sous-unités

s’assemblent ensuite pour former un tétramère possédant deux sites actifs

(Chereau et al. 2003). Les caspases reconnaissent et clivent leur substrat en se

liant à un site tétrapeptidique spécifique qui contient un acide aspartique en

position Pi. Ce site est présent dans les caspases elles-mêmes, ce qui permet la

formation d’une cascade protéolitiques où les caspases activatrices (qui répondent

directement aux stirnulis percus à la membrane cytoplasmiques ou à l’ADN

(Kuims et al. 1999; Kulms et al. 2002) peuvent entraîner le clivage et l’activation

des caspases effectrices (qui induisent la destruction des différentes composantes

cellulaire) pour former la cascade apoptotique.
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Figure 3 Apoptose induite par les UV

(1) Les UV induisent la triménzation et l’aglomération des récepteurs de façon ligand

dépendente et indépendante ainsi que (2) la formation de radicaux libres ce qui induit lapoptose.

(3) Les dommages à l’ADN causés par les UV induisent une inhibition de la transcription et de la

réplicaflon qui peuvent conduire à l’apoptose. (4) La protéine p53 provoque la transiocation des

récepteurs FAS situé dans le Golgi vers la membrane cytoplasmique. (5), p53 est capable de

transactiver des gènes pro-apoptotique tel que BAX et de réprimer des gènes anti-apoptotique tel

que BCL-2 (6) finalement, p53 influence la réparation des dommages et donc l’apoptose suite

aux UV (voir le texte pour plus de détails).

2:

p53
p53

Adapté de
KulmsD

2002
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4.1.1: La source des signaux menant à l’induction de la cascade apoptotique:

4.1.1.1: La membrane cytoplasmique:

Les principales protéines associées à la membrane cytoplasmiques et

impliquées dans l’initiation de la cascade apoptotique suite à un traitement aux

UV sont la protéine Fas et le récepteur I du TNF. La cytokine TNFŒ est induite,

dans les kératynocytes, par les UV et est impliquée dans l’apoptose induite par cet

agent. (Schwarz et al. 1995)via le récepteur TNFRI (Zhuang et al. 1999).

Toutefois, un traitement avec la cytokine TNFa seule (i.e. sans irradiation) est

insuffisante pour induire l’apoptose des kératinocytes, tel que montré par

l’utilisation de concentrations croissantes de TNFu (Schwarz et al. 1995).

Le système Fas/FasL est impliqué dans l’induction de l’apoptose provenant

de diverses sources, dont les UV. Le récepteur FAS/APO-1/CD95 appartient à

la famille des récepteurs TNF. Le domaine cytoplasmique est conservé entre FAS

et TNFRI et il a été montré qu’il est nécessaire et suffisant pour transduire le

signal apoptotique, d’où le nom “death domain”. Les kératinocytes expriment, de

façon constitutive, le ligand du récepteur fas (FasL) (Leverkus, Yaar, and

Gilchrest 1997). Les UV induisent l’expression à la fois de Fas et de FasL en 3 à 6

heures et la réduction dans la foramtion de cellules “sunbum” chez les souris

fasL-/- défini un rôle pivotal pour ce récepteur dans l’apoptose par les ultraviolet

(Hill et al. 1999). De plus, les UV peuvent induire la cascade apoptotique par

l’oligornérisatoin et l’activaiton des récepteurs Fas de façon ligand-indépendante

(Aragane et al. 1998).
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Le récepteur TNFRI induit l’activation des caspases par l’association avec

la protéine TRADD. Cette dernière recrute ensuite le complexe FADD-caspase 8

via l’association de fADD avec son domaine de mort. L’oligomérisation des

récepteurs permet aux caspases $ de se retrouver à proximité l’une de l’autre et de

s’activer entre elles ce qui enclenche la cascade apoptotique. Le récepteur Fas

procéde directement au recrutement de FADD sans passer par TRADD. La

protéine FADD peut être transactivé directement suite à une irradiation aux UVB

et ceci contribu à l’apoptose médié par les UV (Kim et al. 2003). L’activation des

récepteurs à domaine de mort liés à la membrane cytoplasmique induit une

réponse apoptotique dite intermédiaire, i.e. qui est observée entre 30 minutes et 4

heures post-traitement.

4.1.1.2: Le noyau:

L’inhibition de la voie de signalisation emmanant de la membrane

cytoplasmique n’abolit pas complètement l’activation de la cascade apoptotique

suite aux UV, ce qui montre qu’il existe d’autres sources activatrices. Il a été

montré que l’augmentation de la réparation de l’ADN par l’application topique de

liposomes renfermant des enzymes de réparation réduit la formation de cellules

“sunburn”, ce qui démontre l’importance des dommages à l’ADN dans l’induction

de l’apoptose (Stege et al. 2000). De plus, la diminution des dommages de type

CPD par leur photoréactivation induite par l’application de lyposomes contenant la

photolyase mène également à une réduction de l’apoptose dans les cellules de peau

de souris irradiées aux UVB (Kulms et al. 1999).
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Il a également été montré que la persistance des dommages à l’ADN induit

un blocage de la transcription et de la réplication ce qui provoque l’initiation de la

cascade apoptotiqtie de 4 heures à plusieurs jours post-traiternent (Rochette et al.

2002) (Godar and Lucas 1995).

4.1.1.3: Les réactifs oxygénés:

Toutefois, même lorsque l’activation des récepteurs de mort est bloquée et

que les dommages à l’ADN sont éliminés, il demeure un faible niveau d’apoptose,

ce qui montre qu’il existe au moins une troisième voie induisant l’apoptose dans

les cellules traitées aux UV. Par l’utilisation à la fois d’agent blocant les deux

voies précédentes et d’agents inhibant les radicaux libres il est possible d’abolir

complètement la réponse apoptotique induite par les UVB. Ceci démontre que les

radicaux libres jouent un rôle essentiel et indépendent dans l’induction de

l’apoptose en réponse aux UV (Kuims et al. 2002). Les radicaux libres peuvent

induire l’apoptose en oxidant les lipides de la membrane externe de la cellule ou

encore en agissant directement sur l’ouverture du port de transition de la

perméabilité mitochondriale (mitochondrial permeability transition pore ou

MPTP), ce qui mène, dans les deux cas, à la mort par apoptose de la cellule. Les

radicaux libres produits par les UV induisent principalement une forme rapide

d’apoptose, qui est enclanchée dans la première heure suivant le traitement et qui

ne requiert pas de nouvelle synthèse protéique.
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4.1.2: Le rôle de la mitochondrie dans la réponse apoptotique:

La mitochondrie joue un rôle prépondérant mais non essentiel dans

l’apoptose induite par plusieurs agents. Suite à l’induction des caspases

activatrices, la cascade d’activation peut mener à la relâche du cytochrome C et de

protéines pro-apoptotiques de deux façons différentes. Premièrement, cette

cascade peut mener à l’ouverture du MPTP induisant le découplement de la chaîne

respiratoire de la mitochondrie. Ceci provoque la destruction du gradient de

potentiel électrochimique et la relâche de protéines pro-apoptotiques localisées

dans l’espace intermembranaire de la mitochondrie, dont le cytochrome C.

Alternativement, il a été montré que la cascade apoptotique peut mener à la

formation de pores dans la membrane de la mitochondrie par les protéines pro

apoptotiques, ce provoque le relâchement du cytochrome C. Le clivage de la

protéine Bid par la caspase 8 activée et son association avec la protéine Bax pour

former un pore dans la membrane externe de la mitochondrie est l’un des

exemples les mieux caractérisés de ce phénomène. Lorsqu relâché, le cytochrome

C peut alors se lier à la protéine Apafi et à la caspase 9, ce qui provoque

l’activation de la caspase 9 et l’activation des caspases effectrices pour finalement

mener à la mort cellulaire complète.

4.1.3: La régulation de la cascade apoptotique:

La mitochondrie est également le site d’action de plusieures protéines

impliquées le contrôle de l’apoptose dont plusieurs membres de la famille BCL-2.

Leur action se situe avant l’exécution irréversible des dommages menant à la mort
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cellulaire (Gross, McDomiell, and Korsmeyer 1999). Ces protéines sont capables

de forn-ier des hornodimers ainsi que des hétérodimers et la balance entre les

différents membres de cette famille aide à définir le sort de la cellule (Oltvai,

Milliman, and Korsrneyer 1993). La famille BCL2 comprend deux sous-groupes

soit les protéines proapoptotiques (dont BAX, BAK, BOX, BD) et les protéines

antiapoptotiques (dont BCL2, BCL-XL, BCL-W) (Gross, McDonnell, and

Korsrneyer 1999). Contrairement aux protéines anti-apoptotiques qui sont

majoritairement membranaires et retrouvées dans la membrane externe de la

mitochondrie, le réticulum endoplasmique ou encore la membrane nucléaire

(Krajewski S 1993), une proportion importante des protéines pro-apoptotiques est

retrouvée dans le cytosol ou associée au cytoskelette (Hsu YT 1997). Lors de la

perception des signaux de mort, les protéines pro-apoptotiques sont transloquées

au niveau de la mitochondrie où elles subissent un changement conformationnel

qui leur permet soit de s’intégrer dans les membranes, et plus particulièrement

dans la membrane mitochondriale externe (Gross, McDoirnell, and Korsmeyer

1999) ou encore de se lier et d’inhiber certaines protéines anti-apoptotique.

4.1.4: le rôle de la protéine p53 dans la régulation de l’apoptose suite aux UV.

L’importance de la protéine p53 dans l’induction de l’apoptose suite à un

traitement aux UV fut clairement démontrée par l’utilisation de souris p53

sauvages, p53 hétérozygotes et p53 nulles. Suite à un traitement aux UVB,

l’entrée en apoptose des kératinocytes issus des souris sauvages est beaucoup pitis
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importante que chez les souris hétérozygotes, tandis que les kératinocytes de

souris p53 déficientes n’entrent pratiquement pas en apoptose (Ziegler et al. 1994)

Chez les souris p53 nulles, certains types cellulaires présentent une

diminution de leur capacité à induire l’apoptose lorsque soumises à un traitement

par des agents génotoxiques (Shen and White 2001). Le niveau d’apoptose

spontannée n’est toutefois pas affecté par l’inactivation de p53 (Beirnett 1999) ce

qui permet de conclure que, dans ce modèle, le rôle de p53 dans l’induction de

l’apoptose serait restraint à une réponse à un stress extérieur.

La protéine p53 est capable d’enclencher et de promouvoir le processus

apoptotique induit par les UV par plusieures voies différentes (voir figure 3),

autant au niveau de l’initiation du signal (emmanant du noyau ou de la membrane

cytoplasmique), qu’au niveau du contrôle de la cascade d’activation des différents

protéines impliquées dans la réponse apoptotique.

Premièrement, la protéine p53 peut médier l’induction de l’apoptose de

façon transactivation indépendante en induisant la translocation d’un bassin de

protéines Fas localisé dans le Golgi vers la surface cellulaire, ce qui penriet

l’activation de la voie apoptotique Fas/Fas Ligand (Be;mett et al. 199$),(Miyake et

al. 1998). La protéine p53 est également capable de transactiver des membres de

la famille des récepteurs de mort liés à la membrane cytoplasmique, tel que les

récepteurs de la famille TNF (Ashkenazi and Dixit 1999). Deuxièmement, suite

à une attaque cytotoxique, p53 est capable d’activer la transcription de nombreux

gènes pro-apoptotiques, dont Bax, noxA et Bak (Shen and White 2001) et de

réprimer la transcription de certains gènes anti-apoptotique tel que Bel-2
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(Miyashita et al. 1994), ce qui influence la balance en faveur de l’apoptose.

finalement, la protéine p53 joue un rôle important dans la prévention de

l’apoptose induite par la persistance des dommages de type CPD via son

implication dans le NER.

Malgré toutes ces évidences, le rôle de la protéine p53 dans le contrôle de

la survie des cellules suite à tin traitement aux UV est toujours source de débats.

Certaines études démontrent un accroissement de la survie clonogénique ou une

diminution de l’apoptose des fibroblastes p53-déficients lorsque traités aux TJV

tandis que d’autres études prétendent le contraire. Toutefois, le mode

d’inactivation de p53 pouvant influencer les résultats, il est primordial d’étudier

cette question dans un modèle isogénique bien établi.

4.2 La modulation du cycle cellulaire

La définition des quatres phases nécessaires à la division cellulaire, i.e.

Gi, S, G2 et M remonte à 1953 (Howard 1953). Durant laphase Gi, la cellule

intègre à la fois les signaux mitogéniques et d’arrêt de croissance et décide alors

s’il est approprié de se diviser. Lorsque la cellule est commise pour la division

cellulaire et qu’elle a dépassé le point de contrôle (“point de restriction”) (Pardee

1974), elle ne peut revenir en arrière et doit procéder jusqu’à la phase S où il y

aura duplication du matériel génétique. La phase G2 permet à la cellule à la fois

de vérifier la fidélité de la réplication survenue à la phase précédente et la

duplication de toutes les composantes cellulaires qui seront séparées également
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entre les deux cellules-filles lors de la dernière phase, la mitose (Johnson and

Walker 1999).

Il a été clairement montré qu’il existe une conélation directe entre la durée

de rétention des cellules en G1 suite à un traitement à un agent endommageant

l’ADN et le taux de mutations produit par cet agent (Littie 1969); (Wei, Maher,

and McCorniick 1995), indiquant que cette phase du cycle cellulaire est la plus

importante dans la prévention de la mutagénèse. L’arrêt G1—>S, sera donc étudié

en détails tandis que les autres points de contrôles du cycle cellulaire ne seront pas

étudiés.

4.2.1 Les protéines impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire

4.2.1.1 les cyclines

Les cyclines sont de petites molécules dont la concentration oscille lors du

cycle cellulaire. Elles sont synthétisées et détruites à des temps précis, assurant

ainsi une coordination étroite de leur fonction (Minshull et al. 1989). Chez les

mammifères, la famille des cyclines comprend 16 membres (Roy et al. 1994)

(Rickert 1996) qui possèdent tous un domaine d’homologie d’environ 100 acides

aminés responsable de letir liaison aux kinases cycline-dépendantes (Morgan

1995). La régulation de leur expression se produit à plusieurs niveaux: régulation

stricte de la transcription, du niveau de l’ARN messager, de la traduction de ce

dernier en protéine, de la dégradation de la protéine par le protéasorne et même de

leur localisation intracellulaire (Morgan 1995).
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4.2.1.2 les kinases cyclines-dépendantes

Les kinases cyclines-dépendantes (CDK) sont des kinases à spécificité

sérine/thréonine composées d’une sous-unité catalytique (kinase) et d’une sous-

unité régulatrice (cyclines) qui sont relativement homogènes quant à leur taille et

leur homologie de séquence (>40% d’homologie) (Pavletich 1999). Leur niveau

intracellulaire demeure relativement constant (et en excès par rapport au niveau de

leurs cyclines respectives) tout au long du cycle cellulaire (Morgan 1997). Les

principaux substrats des cyclines-kinases dépendantes sont les protéines

impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, dont les mieux caractérisés sont

les membres de la famille de la protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome

(pRb), soit pRb, p107 ou p130, qui partagent des caractéristiques structurales

similaires et des fonctions partiellement redondantes (Paggi 2001).

L’activation de la fonction catalytique des CDK nécessite la liaison à leur

cycline spécifique, ce qui induit un changement conformationnel important de leur

site catalytique penriettant la liaison au substrat (Morgan 1997). De plus, dans la

majorité des cas, une stimulation additionnelle de la fonction kinase des CDK, de

près de 300 fois, sera atteinte par phosphoiylation (Russo 1996).

La régulation de la fonction des CDK est également assurée par les

protéines de la famille des inhibiteurs de CDK (CDKi) qui sont divisées en deux

sous-groupes, basé sur leur propriétés structurelles et leur affinité pour les CDK.

D’un côté, les protéines p16, p15, p18 et p19 forment la famille INK4, qui

inactivent les cdk4 et 6, et de l’autre côté, les protéines de la famille Kip/cip (p21,
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p27 et p57) inhibent la fonction de toutes les CDK dont celles liées aux cyclines

D, E et A (Sherr 1999).

4.2.2 La régulation de la transition Gi à S suite aux radiations ionisantes

L’entrée en phase S est soumise à une régulation stricte et redondante afin

d’éviter la duplication de matériel endommagé, ce qui pourrait mener à la fixation

de mutations et éventuellement à la progression oncogénique. Tous les chemins

biochimiques qui contrôlent le point de restriction et qui permettent l’arrêt à la

frontière GuS ont pour but d’inhiber la fonction du complexe cdk2/cycline E

(Geng et al. 1999). La cycline E atteint son niveau maximal à la frontière Gi à S.

Elle lie et active la kinase Cdk2, ce qui permet alors à cette dernière de

phosphoryler les membres de la famille pRb. La phosphorylation de pRb par les

CDK induit un changement confonnationnel qui permet la relâche des facteurs de

transcription de la famille E2f qui peuvent alors transactiver les gènes essentiels

pour la synthèse de l’ADN et ainsi permettre la transition de la phase G1 vers la

phase S (Adams 2001).

L’arrêt du cycle cellulaire à la frontière GuS suite à un traitement aux

radiations ionisantes de cellules humaines primaires fut décrit pour la première

fois en 1968 (Little 1968). Dans ce cas, Pactivation du chemin p53/pRb est

absolument essentiel pour l’alTêt en G1 puisqu’il a été montré que des cellules

déficientes en p53 sont incapables d’arrêter à la frontière GuS (Kuerbitz et al.

1992). La protéine p53 transactive la protéine p21 qui inhibe l’activité des CDK4

et 6 (Dulic et al. 1994); (Harper et al. 1993), ce qui empêche la phosphorylation
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de la protéine pRb (el-Deiry et al. 1993), (Deng et al. 1995), (Baigarolas et al.

1995). Cette dernière demeure dans un état hypophosphorylé et séquestre le

facteur de transcription E2F 1, ce qui empêche la transcription des gènes

nécessaires à la transition G1 à S (Giaccia and Kastan 1998), (Siebos, Resnick,

and Taylor 1998) et bloque la cellule en Gi (Kuerbitz et al. 1992).

4.2.3 La régulation de la transition Gi à S suite aux UV

L’étude de l’implication de p53 dans le contrôle du point de restriction

suite aux UV a mené à plusieurs résultats contradictoires (Gujuluva et al. 1994);

(Haapajarvi et al. 1995); (Loignon et al. 1997); (Courtois et al. 1997);

(Bissonnette and Hunting 1998); (Haapajarvi et al. 1999) (Geyer et al. 2000); (Al

Mohaima et aI. 2001). Toutefois, une étude a récemment montré que l’initiation

de l’arrêt en GI suite à un traitement aux UV 254nrn est indépendant des protéines

p53, p21 et pRb (Loignon and Drobetsky 2002). Afin de s’assurer que la réponse

observée n’était pas dû au type ou au statut cellulaire particulier de la lignée

étudiée, les auteurs de cette étude ont utilisé plus de 8 lignées cellulaires primaires

ou immortalisées et ont observés la même réponse dans tous les cas étudiés.

Un autre chemin biochimique menant à la progression du cycle cellulaire

de G1 à S est contrôlé par le proto-oncogène c-myc. Ce dernier est impliqué dans

le contrôle des cyclines D2, Dl et E ainsi que de la phosphatase Cdc25A. Cette

dernière enzyme enlève les phosphates inhibiteurs du complexe cdk2-cycline E et

penriet ainsi la phosphoiylation de cdc45 et la synthèse de l’ADN (Jinno et al.

1994). Il a été montré que l’activité cellulaire totale de la phosphatase cdc25A est
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rapidement diminuée lorsque des cellules de marnifères sont exposées aux UV

(Mailand et al. 2000).

D’autre part, une implication de la protéine p107 est suggérée

indirectement et directement par deux études récentes. La première étude montre

que l’arrêt en Gi suite à un traitement aux UV est abolit lorsque les cellules

expriment la protéine virale HPV 16 E7 qui provoque la dégradation des protéines

de la famille pRb (dont la protéine p107). Toutefois, l’arrêt est maintenu dans les

cellules déficientes en pRb ce qui suggère l’implication de l’une des 2 autres

protéines de cette famille dans l’arrêt des cellules en Gl suite aux DV (Loignon

and Drobetsky 2002). De plus, une deuxième étude a démontré que la

déphosphorylation de p107 est indépendante de p53 et est nécessaire pour l’arrêt

en Gi suite aux DV. Une phosphatase de la famille PP2A serait impliquée dans

ce processus. (Voorhoeve et al. 1999).

Finalement, l’arrêt de la transcription par l’ARN polymérase II causé par la

présence de dimers de pyrimidines dans le brin transcrits des gènes activement

transcrit joue également un rôle dans l’induction et le maintien de l’arrêt à la

frontière G1—S (McKay and Ljungrnan 1999) (Proietti et al. 2002).
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Figure 4 Le point de restriction Gi à S
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4.3 La réparation de l’ADN:

Une différence importante existe entre la réparation des dommages et la

tolérance aux dommages, bien que ces deux mécanismes mènent tous deux à une

meilleure survie de la cellule. Dans le premier cas, le dommage est enlevé du brin

d’ADN endommagé et la réplication subséquente se fait sur un ADN non

endommagé. Par contre, la tolérance vise à permettre à la cellule de répliquer son

ADN même en présence d’un dommage, ce qui peut entraîner la formation d’une

mutation. Selon ce dernier mécanisme, une des detix nouvelles moléctiles d’ADN

contiend toujours le dommage suite à la réplication tandis que la deuxième

molécule en est dépourvue. Ceci ne règle pas le problème en soi mais permet à la

cellule de survivre à cet incident en contournant le dommage.

4.3.1 Les mécanismes de réparation chez les organismes inférieurs

La réparation des CPD peut se faire de deux façons, soit par la réparation

directe, i.e. la photoréactivation enzymatique, ou encore par l’excision de la base

ou de la région endommagée.

La photoréactivation des dommages est l’exemple type de la réparation

directe d’une lésion à l’ADN. Ce mécanisme a été décrit pour la première fois par

A. Keiner en 1949 (Kelner 1972) et est dépendant de la lumière visible. Ce

processus est réalisé par un enzyme qui catalyse la monomérisation des dimers

cyclobutyliques de pyrimidines principalement de type cis-syn. Cet enzyme se

nomme “ photolyase” et est présente dans la majorité des organismes vivants.
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Toutefois, cet enzyme n’a pas encore été découvert chez les mammifères

placentaires, dont l’Homme (Wood et al. 2001).

Le processus de photoréactivation a surtout été décrit pour l’élimination

des CPD. Toutefois, une activité enzymatique permettant la photoréactivation des

6-4 PP a été caractérisée dans les embryons de la mouche Drosophila

inetanogaster (Kim et al. 1996),(Todo et al. 1996), laissant croire que cette

activité existe également dans d’autres organismes.

4.3.1.1 La réparation par excision de base (BER)

Chez l’humain, le BER est principalement impliqué dans la réparation des

dommages oxidatifs produits par les 11V, dont le $-oxoguanine (Douki et al.

1999); (Kim et al. 2002).

Toutefois, chez certains organismes inférieurs, les CPD peuvent être

excisés via le mécanisme de réparation par excision de base (Lloyd 199$). Le

modèle le mieux étudié est celui de l’endonucléase V du pliage T4 (T4-endo-V)

qui clive spécifiquement l’ADN du côté 5’ d’un CPD. Cet enzyme est actif sous

forme monornérique et détecte les CPD par un mécanisme de balayage, ne se

dissociant de l’ADN que lorsque tous les CPD sont réparés. La T4-endo-V est

capable d’induire une courbure dans l’ADN et de provoquer le positionnement de

la purine opposée au CPD vers l’extérieur de la double hélice d’ADN (Lloyd

199$). ce qui permet le positionnement du CPD au site catalytique de l’enzyme et

son excision.
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4.3.1.2 La voie de réparation par excision de nucléotides (NER)

Les dommages causant une distortion au niveau de la double hélice

d’ADN, tel que les CPDet les 6-4 PP, sont réparés par le mécanisme de réparation

par excision de nucléotides (NER). La stratégie appliquée dans cette voie de

réparation est très conservée, soit de la bactérie à l’humain (Petit C 1999).

4.3.2 La réparation par excision de nucléotides chez l’humain

4.3.2.1 Description des étapes du NER et des protéines impliquées

La réparation par excision de nucléotides, chez la bactérie comme chez

l’homme, se divise en deux sous-voies, soit la réparation couplée à la transcription

(TCNER) et la réparation globale (GNER). La première voie est spécifique au

brin transcrit des gènes activement transcrit par la polyrnérase II tandis que la

seconde voie permet la NER de tout le génome. La différence entre ces deux

voies se situe au niveau de la recoimaissance du dommage qui se fait par le

complexe TFIN dans le cas de la voie TCNER et par les protéines XPC et XPE

dans le cas de la voie GNER (Mullenders 1998).

La NER peut être divisée en 4 grandes étapes (voir figure 5) soit 1) la

reconnaissance du dommage, 2) le déroulement de l’ADN de chaque côté du site

endommagé, 3) l’incision de part et d’autre du site endommagé suivit de l’excision

du fragment contenant le dommage et 4) la resynthèse du brin excisé et la ligation

de la portion nouvellement synthétisée au reste de la molécule d’ADN (de Laat

WL 1999).
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Le complexe XPC-ÏHR23B possède affinité particulière pour les

photoproduits 6-4. Il lie directement le dommage et induit un changement de

conformation autour de la lésion, ce qui provoque un désappariement local des

deux brins d’ADN (Sugasawa et al. 1998). L’affinité du complexe XPE (p48 et

p127) est dirigé envers les CPD (Kusumoto R 2001). La région simple brin

formée par la rupture des liens base-base provoquée au site endommagé est

reconnue par la protéine XPA (Joncs and Wood 1993). Cette liaison au brin non-

endommagé permet la vérification de la présence du dommage déformant l’ADN

et la suite du processus de NER par la formation d’un réseau complexe de liaisons

entre XPA et plusieurs protéines dont le facteur de transcription général TFIIH (de

Laat 1999).

Ce facteur est impliqué dans la NER, l’initiation de la transcription médié

par l’ARN polyrnérase II et le cycle cellulaire. L’hétérocomplexe TfIll-I est

composé de 9 sous-unités protéiques réparties en deux sous-complexes. Le

premier complexe, le “noyau”, est composé des sous-unités XPB, p52, p62, p44 et

p34, du complexe CAX (cdk7, cyclin H et Mati) et forme le site catalytique de

l’enzyme. Finalement, la dernière sous-unité, XPD peut se lier à l’un ou l’autre de

ces deux complexes (Frit, Bergmann, and Egly 1999). Les protéines XPB et XPD

sont des hélicases ATP-dépendentes nécessaires pour l’ouverture de l’ADN autour

de la lésion. La protéine XPB exerce son activité dans la direction 3’—>5’ et la

protéine XPD dans la direction inverse. Le complexe TFffl4 est également

nécessaire pour le maintien de l’architecture de la bulle d’excision (Frit,

Bergmann, and EgÏy 1999).
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Figure 5 La réparation par excision de nucléotides chez l’humain.
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La protéine RPA lie l’ADN simple-brin non-endommagé avec une polarité

définie et sert à bien positionner les nucléases XPG et XPF de chaque côté de la

lésion.. RPA possède également une fonction de stabilisation de l’ouverture de la

bulle d’excision (Wold 1997).

Une fois cette bulle formée et stabilisée, la protéine XPG lie la protéine

RPA dans sa région orientée en 5’. Une fois la liaison établie, la protéine XPG

clive le brin endommagé à la limite 3’ de la région sirnple-brinldouble-brin de la

bulle d’excission. Par la suite, l’hétérodimère ERCC1-XPf est recruté du côté 3’

de la protéine RPA et clive le brin endommagé à la limite 5’ de la btille d’excision

(de Laat et al. 199$).

Une fois le brin endommagé excisé, le brin est resynthétisé par l’action

coordonnée des polyrnérases delta et epsilon, du complexe RFC et de PCNA. Le

nouveau brin est ensuite scellé par l’action de la ligase I (de Laat WL 1999), ce qui

complète le processus de réparation.

Plusieurs évidences tendent à montrer que la réparation par excision de

nucléotides ne serait pas uniforme à travers le génome. En plus d’être sous

divisée par rapport au brin transcrit ou non-transcrit, il y a également une

réparation plus marquée de certaines parties du génome. Il est possible d’observer

une meilleure réparation en 5’ des gènes (près des promoteurs), qu’en 3’, et ceci

pounait être dû au couplage de la transcription et de la réparation (Tu, Tomaletti,

and Pfeifer 1996). De plus, la NER semble débuter avec les régions d’ADN

couplées à la matrice nucléaire (McKay, Ljungrnan, and Rainbow 1999).
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4.3.2.2 GNER vs TCNER

La transcription efficace des gènes essentiels à la cellule nécessite

l’élimination rapide des CPD présent dans leur brin transcrit (Mullenders 1998).

La double action du GNER et du TCNER sur le brin transcrit des gènes

activement transcrit permet d’atteindre ce but. (Il est a noté que la NER n’est pas

couplée aux ARN polymérases I et III, i.e qu’il n’y a pas de réparation

préférentielle de l’ADN mitochondrial ou du brin non-transcrit des gènes codant

pour les ARN ribosomaux (Smerdon MJ 1995), (Dammaim and Pfeifer 1997).

Les protéines CSA et CSB (Cockayne Syndrome protein A et Cockayne

Syndrome protein B) permettent le recrutement du facteur de transcription TfIlII,

essentiel au NER, au site de blocage du complexe d’élongation de l’ARN

polymérase II. Les protéines CSA et CSB sont impliquées dans le TCNER

seulement lors de la phase d’élongation de l’ARN polymérase II (Tu, Bates, and

Pfeifer 1998) puisque lors de l’initiation de la transcription, le facteur TFIff{ est

déjà présent au site endommagé.

Le couplage de la transcription à la réparation n’est pas unique à la voie

d’excision de nucléotides. La découverte d’interactions entre la protéine MSH2 de

levure et des composantes du NER (Bertrand et al. 199$) laisse supposer que le

couplage de la réparation et de la transcription existe également dans le cas de la

réparation des mésapariements (MMR). La voie BER comporte également une

sous-voie couplée à la transcription. En effet, il a été montré que deux dommages

produit par les réactifs oxygénés et réparés par le BER, soit la thymidine
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glycosylée et la guanine oxydée, sont réparés plus rapidement lorsqu’elles sont

localisées sur le brin transcrit que sur le brin non-transcrit (Le Page et al. 2000).

4.3.2.3 Répercussion d’une déficience dans la NER

4.3.2.3.1 XerocÏerma Pigmentosum (XP)

La maladie nommée Xeroderma piginentosum fut décrite par Herbra and

Kaposi en 1874 (Hebra 1874). Elle est causée par une absence ou une diminution

sévère de la capacité de l’organisme à effectuer la réparation par excision de

nucléotides. Ce syndrome est divisé en 7 sous-groupes, de XPA à XPG, chacun

présentant une déficience dans une protéine particulière de la cascade du NER.

Les personnes atteintes de cette maladie présentent une extrême photosensibilité

et un risque accru (presque 2000 fois) de développer un cancer de la peau avant

l’âge de 20 ans. Les risques de cancers internes sont également augmentés de près

de 20 fois chez ces patients. Les patients compris dans un groupe particulier,

XPV, présentent une capacité normale à effectuer la réparation par excision de

nucléotides mais sont déficients dans la voie de contournement des dommages

dite sans erreur (voir section 4.4), causant une élévation du taux de mutations.

Ceci produit une augmentation marquée de la fréquence des cancers de peau

parmi ces patients et c’est pourquoi ils sont également regroupés sous le

syndrome XP (Petit 1999).

4.3.2.3.2 Syndrome de Cockayne (CS) et Trichothiodystrophie (TTD)

Les personnes atteintes du syndrome de Cockayne présentent des

déficiences au niveau transcriptionnel qui interférent avec la voie TCNER mais ne
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démontrent aucun risque accru de développer un cancer de la peau par rapport à

une personne non-atteinte (de Boer and Hoeijrnakers 2000b). De plus, ces

patients présentent une hypersensibilité à la fois aux radiations ionisantes et aux

UV, ce qui supporte la généralité de la réparation couplée à la transcription pour

les différentes voies de réparation de l’ADN. Des mutations dans les gènes C$A et

CSB provoquent cette maladie. De plus, certaines mutations dans les gènes XPB,

XPD et XPG donnent également lieu à un syndrome mixte XP/CS. Une

déficience dans les protéines CSA ou CSB entraînerait une inhibition prolongée

de la transcription suite à la réparation inefficace du brin transcrit et une

sensibilité accrue des cellules par mort apoptotique (van Oosterwijk et al. 1996b;

van Oosterwijk et al. 1996a).

La trichothiodistrophie est un syndrome rare, héréditaire sous forme

autosomale dominante et hétérogène dont le critère diagnostique majeur est la

fragilité des cheveux qui sont également déficients en souffre (de Boer and

Hoeijmakers 2000b). Trois protéines sont impliquées dans ce syndrome, soit la

protéine TTDA et certaines formes mutées du produit des gènes XPD et XPB.

Environ 50% des patients atteints de cette maladie présentent une photosensibilité

et une déficience dans la NER, bien qu’ils ne présentent pas une fréquence élevée

des cancers de la peau (Stary 1996).

4.3.2.3.3 Conséquences d’une déficience dans le TCNER ou le GNER

Le TCNER et le GNER sont tous deux importants dans la réponse

cellulaire aux UV mais à des niveaux différents. Ainsi, il a été déterminé que le
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TCNER est le déterminant majeur dans la protection contre l’apparition de

l’érythème tandis que l’irnrnunosuppression systémique par les UV est médiée par

les deux sous-voies du NER (Garssen et al. 2000). De plus, le risque accru de

photocarcinogénèse est principalement dû à une déficience en GNER puisqu’une

déficience en TCNER mène à la mort apoptotique et donc à l’élimination de la

cellule pré-cancéreuse (van Oosten et al. 2000), (Berg et al. 2000). Ceci

expliquerait la forte incidence de cancer de la peau chez les patients XP

(généralement déficient en GNER) par rapport à la faible augmentation des cas de

cancers de la peau des patients CS (déficient en TCNER).

4.3.3 La protéine p53 et le NER

La contribution de la protéine p53 à la voie de réparation par excision de

nucléotide globale est maintenant fortement établie, que ce soit suite à une

irradiation aux TiV 254nm (Ford and Hanawalt 1995), (Smith and Foniace, Jr.

1997) ou encore aux UVB (Therrien et al. 1999) p53 contribue à cette voie en

transactivant les gènes p48 et XPC (Hwang et al. 1999; Adirnoolam and Ford

2002). Toutefois, une contreverse demeure quant au rôle de p53 dans le contrôle

de la voie TCNER. Certaines études soutiennent que la protéine p53 n’est pas

impliquée dans cette voie (Ford and Hanawalt 1995), (Ford, Baron, and Hanawalt

1998), (Havre et al. 1995), tandis que d’autres études (Therrien et al. 1999),

(ThelTien et al. 2001) démontrent le contraire. Une implication de la protéine p53

dans la voie TCNER est toutefois fortement suggérée par les observations

suivantes: 1) les fibroblastes dérivés de patients atteints de la maladie de Li-
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fraurneni (p53 muté) sont incapables de réactiver un gène rapporteur tel que

mesuré par la technique du host-cell reactivation assay (HCA) qui est basée sur

la capacité d’une cellule à réaliser le TCNER (McKay, Winrow, and Rainbow

1997), 2) la protéine p53 est capable de s’associer avec la protéine CSB (Wang et

al. 1995), 3) le promoteur de plusieurs gènes potentiellement impliqués dans la

GNER ou la TCNER contient une séquence de liaison pour p53 (McKay and

Ljungman 1999) et finalement 4) les cellules déficientes en p53 sont incapable de

reprendre la synthèse de leur ARN suite à un traitement aux DV (McKay and

Ljungman 1999).

4.3.4 Méthodes utilisées pour étudier la NER

Plusieurs méthodes ont été développées afin d’étudier la réparation par

excision de nucléotides et les plus utilisées sont décrites ci-après. Une des

premières méthodes à être développée fut la technique de synthèse d’ADN non-

prévue (unscheduled DNA synthesis ou UDS) qtli mesure le taux d’incorporation

de thymidine tritiée dans l’ADN lorsque la cellule n’est pas en phase S, suivit par

une autoradiographie (Painter and Cleaver 1969). La synthèse mesurée n’est donc

pas due à la réplication sernie-conservative, mais bien à l’étape de resynthèse du

NER qui est activé par un traitement aux UV.

Une adaptation de cette méthode a mené à l’invention de la technique “BU

trick” qui est capable de mesurer la longueur du fragment excisé et resynthétisé.

Deux populations de cellules sont marquées à la thymidine triciée et irradiées aux

DV. Par la suite, une des deux populations est incubée dans du milieu contenant
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du bromodéoxyi.tridine ou BrdU (un analogue de la thymidine) tandis que la

deuxième est incubée dans du milieu contenant de la thymidine tritiée. Par la

suite, les deux populations sont combinées et traitées aux UV 3 l3nrn (UVB) ce

qui provoque la cassure de l’ADN au site d’incorporation du BrdU. Le taux de

bris des régions ayant incorporé le BrdU indique la grandeur des sites réparés.

(Regan, Setlow, and Ley 1971)

La technique utilisant la réactivation d’un marqueur par la cellule hôte

(host cell reactivation assay ou HCRA) donne une mesure indirecte de la NER.

Le principe est simple: un vecteur est traité aux UV et est ensuite introduit dans la

cellule hôte. Pour qu’il y ait expression du marqueur (sous forme phagique ou

encore sous forme d’un gène rapporteur), il est essentiel que ce dernier soit réparé

par le mécanisme de réparation par excision de nucléotides de la cellule hôte. En

mesurant le pourcentage de vecteurs qui ont été réactivés, il est possible de

d’estimer la capacité de la cellule hôte à procéder au NER (Boyle and Setlow

1970).

Les méthodes précédentes ne permette ni d’étudier la réparation dans un

gène précis, ni de discriminer entre la réparation survenant sur le brin transcrit de

la réparation globale.

4.3.4.1 Technique basée sur le “southem-blot”

Une technique basée sur la méthode du buvardage southem permet de

mesurer la réparation de l’ADN selon le brin d’intérêt mais non au niveau

nucléotidique (Bohr et aÏ. 1985). Brièvement, cette technique requiert les étapes
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suivantes: 1) l’irradiation de cellules aux UV 2) l’extraction de l’ADN à des temps

pré-déterminé post-irradiation, 3) le clivage de l’ADN génomique par des

enzymes de restriction ne coupant pas dans le gène éttidié suivit par 4) le clivage

aux sites endommagés par l’enzyme T4 endonucléase V, 5) la résolution de l’ADN

sur gel suivit du transfert sur membrane, 6) l’hybridation avec une sonde

correspondant à un fragment du gène et du brin éttidié et 7) la quantification de ce

signal. La diminution dans l’intensité du signal aux différents temps de réparation

par rapport à l’intensité du contrôle non irradié permet de déterminer le taux

d’excision des dommages sur le fragment étudié. Contrairement à la tecirnique

LM-PCR, la technique du “southern blot” ne permet pas de mesurer la réparation

au niveau de chacun des sites dipyrimidiniques le long d’un fragment d’ADN, mais

plutôt sur un large fragment d’ADN comprenant plusieurs sites dipyrimidiniques.

4.3.4.2 LM-PCR

Le LM-PCR (Ligation-Mediated PCR) fut développé par Mucher et Wold

(Mueller and Wold 1989) afin d’étudier in vivo les empreintes protéiques sur

l’ADN. Elle fut également adaptée à plusieurs autres fins dont l’étude de la

méthylation (Pfeifer et al. 1989) et de la réparation (Tornaletti and Pfeifer 1994).

Cette technique, bien que complexe, est extrêmement sensible puisqu’elle permet

de détecter une fréquence de dommage aussi faible que un dommage par 25 kb

d’ADN génomique.

Le principe de la technique est simple (voir figure 6): l’ADN génomique

est premièrement clivé soit chimiquement (dans le cas du séquençage génomique)
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ou avec une endonucléase spécifique au dommage que l’on veut étudier (dans le

cas des études de réparation). Ensuite, une première amplification est effectuée à

l’aide d’une amorce complémentaire au brin et à la région d’intérêt afin de générer

des fragments d’ADN double brins. Cette étape nécessite l’utilisation d’une ADN

polyrnérase ne possédant ni activité exonucléotidique ni activité terminale

transférase afin de ne générer que des fragments présentant des bouts francs.

Ensuite, un fragment d’ADN double-brins asymétrique, appelé “linker” (i.e.

présentant un bout franc et un bout assyrnétrique) est lié à chaque fragment

d’ADN double-brins francs générés dans l’étape précédente à l’aide d’une ligase.

Ceci entraîne la création d’une extrémité 5’ de séquence connue. Les fragments

d’ADN ainsi produits sont ensuite amplifiés par l’utilisation d’une amorce

spécifique à la région d’intérêt reconnaissant une séquence en 3’ de la région liée

par la première amorce (afin d’augmenter la spécificité de la réaction) et par une

amorce spécifique au linker. Ceci permet l’amplification en chaîne par un simple

PCR de chaque fragments d’ADN. finalement, les fragments sont résolus sur un

gel de polyacrylamide, transférés à une membrane de nylon et détectés par une

sonde radioactive spécifique à la région étudiée (Tomaletti and Pfeifer 1996).

L’étude de la même région à plusieurs temps différents permettra de voir si le site

est réparé et à quelle vitesse. Ainsi, la présence d’une bande dénote la formation

d’un CPD au site étudié. Si ce dommage est réparé, la T4 endonucléase V ne

coupera plus à ce site et ceci sera réflété par la disparition de la bande spécifique à

ce site. Donc, s’il y a réparation, l’intensité des bandes diminuera en fonction du
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temps de réparation. Sinon, l’intensité des bandes persistera tout au long de la

période éttidiée.

L’étape limitante de cette technique se situe au niveau de la conversion des

dommages en cassures simple-brins contenant un phosphate en 5’. L’enzyme 14

endonucléase V reconnaît et clive spécifiquement les dimers cyclobutyliques de

pyrirnidines. Toutefois, cet enzyme laisse, en surplomb, une pyrirnidine qui

provoque un encombrement stérique, ce qui bloque l’action de la ligase.

L’utilisation de la photolyase couplée aux UVA permet de photoréactiver le

double lien covalent du dirner et ainsi de libérer la pyrimidine en surplomb, ne

laissant qu’un bout 5’ éligible pour la ligation (Tonialetti and Pfeifer 1996).

Cette technique présente l’avantage de permettre l’étude, de façon

quantitative, de l’étape d’excision de la réparation, et ce in vivo, de n’importe quel

dommage pouvant être converti en bris simple-brins ligables. De plus, elle permet

de visualiser la réparation de sites particuliers et donc d’étudier des facteurs tels la

présence de nucléosomes ou encore la séquence nucléotidique environnante sur la

réparation d’un site précis.
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Figure 6 Le LM-PCR

Voir le texte pour une description de la technique.
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4.4 La tolérance aux dommages à l’ADN

Si les dommages induits par les UV ne sont pas réparés avant l’entrée en

phase S, ils imposeront un blocage à la machinerie de réplication qui devra être

résolu sans quoi la cellule ne pourra compléter la duplication de son matériel

génétique (Prakash and Prakash 2002).

Chez l’humain, il a été montré que l’utilisation du “template switching”

(utilisation du brin nouvellement synthétisé comme modèle pour la réplication du

brin endommagé) n’est que peu utilisé pour contourner les dommages même si ce

mécanisme a l’avantage d’être sans erreur. Une étude récente a estimé que la

tolérance aux dimères de thymidines est atteinte, chez l’humain, dans environ 80 à

90% des cas par l’utilisation des polymérases spécifiques pour le contournement

des dommages et que le 10 à 20% restant est effectué par la méthode du “template

swithching” (Nikolaishvili-feinberg and Cordeiro-Stone 2000). Il est important

de recoimaître que cette activité ne répare pas le dommage: elle penTiet

simplement à la cellule de compléter la réplication.

L’utilisation d’un mécanisme faussement nommé “réparation par

recombinaison” est également utilisé, chez les organismes inférieurs, pour

compléter la réphcation lorsque la machinerie réplicative rencontre un dommage.

En fait, ce mécanisme permet simplement l’utilisation, par la formation d’un

intermédiaire de réplication, du brin nouvellement formé comme “template” pour

compléter la réplication (Kuzminov 1999) mais ne répare pas le dommage.

Contrairement au mécanisme précédent qui n’implique pas de dissociation de la

polymérase, la réparation par recombinaison survient suite à la dissociation de la



53

polyrnérase de l’ADN et à la réinitialisation de la réplication en 3’ du dommage

(Kuzminov 1999).

Les polymérases responsables de la réplication serni-conservative de

l’ADN (les polyrnérases delta et epsilon) sont peu habiles pour contourner les

photoproduits présents dans l’ADN. Le contournement des CPD peut être exécuté

par l’action concertée des polymérases zéta (Gibbs et al. 1998), (Xiao et al. 1998)

et iota (Tissier et al. 2000) (dites avec erreur) ou encore par la polyrnérase étha

(Svoboda, Briley, and Vos 199$), (Yuan et al. 2000) (dites sans erreur). Ces

polymérases sont soit faiblement processives ou simplement distributives, i.e.

qu’elles se dissocient de l’ADN après avoir catalysé la polymérisation de

seulement quelques nucléotides, ce qui favorise l’échange entre les polymérases

processives (pol delta et epsilon) d’avec ces nouvelles polymérases. Une fois le

dommage contourné, la réplication semie-conservative normale peut reprendre ce

qui penTiet à la cellule de survivre.

4.5 La spécificité des mutations induites par les UV

La spécificité des mutations découlant des dommages de type 6-4PP et des

CPD fut déterminée à la fois par des études in vitro et in vivo. Comme mentionné

plus haut, les photoproduits 6-4 sont très rapidement réparés par le NER.

Toutefois, lorsqu’ils sont présents dans l’ADN lors de la réplication, ils ne peuvent

être contournés par la polyrnérase étha et sont donc contournés par la polyrnérase

zéta, ce qui les rend intrinsèquement très mutagéniques. Les modèles

moléculaires traitant de ce photoproduit prédit que la base en 5’ ne devrait pas



54

perdre son pouvoir codant, tandis que la base en 3’, étant repliée à 900 hors de

l’hélice d’ADN devrait être reconnue comme étant un site abasique et donc ne

possèdant aucun pouvoir codant (Brash 198$). L’équipe de Jolrnson (Johnson et

al. 2000) a montré que la polyrnérase iota est capable d’insérer un A en face de la

base en 3’ et que ce mésapariement est ensuite étendu par la polyrnérase zéta afin

de compléter le contournement du dommage. Ceci mènerait donc à la formation

d’une mutation de type C—>T, soit la signature moléculaire des UV.

Il a été montré que la présence des CPD n’induit que peu de mutations.

Toutefois, comme ils sont moins bien réparés que les 6-4PP, ils sont tout de même

la principale source de mutations dans une cellule irradiée aux UV. En fait,

l’équipe de Lawrence a démontré (Horsfall, Borden, and Lawrence 1997) que la

réplication d’un plasmide contenant un dimer TC, TT ou UU mène à une mutation

dans 5% des évènement de contournement. Ceci est maintenant expliqué par la

très forte affinité de la polyrnérase étha pour les CPD et l’implication de cette

polyrnérase dans le contournement des dommages dit “sans erreurs”. Les CPD

mènent majoritairement à la formation de mutations de type C—*T.

Il a clairement été déterminé que la séquence primaire de l’ADN

environnant un site particulierjoue un rôle primordial dans la formation

préférentielle de mutations à ce site (Benzer S 1961). Ainsi, plusieurs études ont

montré que la séquence entourant le site dipyrirnidique n’influence que peu la

déposition des dommages mais influence la réparation et/ou le contournement des

dommages (Fuchs RPP 1984), (Cariello NF 1993), (Levy DD 1996). Les facteurs

modulant la formation d’une mutation à un site donné incluent la quantité de
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dommages induits à un site particulier, la phase du cycle cellulaire (Gi vs S) dans

laquelle la cellule se trouve au moment de l’irradiation, l’affinité du système de

réparation à reconnaître et enlever le dommage à ce site ainsi que l’efficacité des

polymérases spécialisées à contourner le dommage.

L’étude du patron de mutation induit par un agent donné peut quelque fois

nous renseigner sur les dommages induits par ce dernier ou encore sur les voies de

réparation ou de contournement utilisées par la cellule pour faire face à une telle

agression. Ce patron de mutation se nomme un spectre de mutation et est

classiquement défini comme suit: “distribution séquence-dépendante des

différents types de mutations induits par un agent mutagénique dans un gène

donné” (Pfeifer 2000). Comme mentionné dans la première partie de

l’introduction, les différentes régions des UV ont des effets similaires mais

présentent également des différences importantes. De plus, certaines longueur

d’ondes peuvent collaborer afin de promouvoir la formation de cancer de la peau,

tel que démontré chez la souris (Berg, de Gruiji, and van der Leun 1993)) ou

encore pour induire une série particulière de gènes qui mèneront à la modulation

du spectre de mutation retrouvé à un gène donné dans un organisme précis. Afin

de déterminer si la spécificité des mutations est modulée par de telles interactions,

notre laboratoire a déterminé les spectres de mutations produit au locus aprt de

cellules de hamster par les UVA, les UVB, les UV 254iim ainsi que par la lumière

solaire simulée et les a comparés entre eux (Drobetsky, Turcotte, and Chateauneuf

1995). Les deux conclusions majeures qui ressortent de ce travail sont les

suivantes: premièrement, le spectre de mutations pour chaque région des DV est
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unique. Deuxièmement, les différentes régions des UV constituant la lumière

solaire simulée contribuent également, mais de façon différente, à la spécificité du

spectre produit. Cette étude démontre Pimportance d’étudier les longueurs d’ondes

appropriées lors d’études biologiques.
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5 Mise en situation

Tel que mentionné précédemment, le gène p53 joue un rôle important dans

l’éthiologie des cancers induits par les UV. La carcinogénèse est un processus

complexe comportant plusieurs étapes et nécessitant l’inactivation de plusieurs

voies biochimiques ayant toutes pour but la préservation de l’intégrité génomique,

i.e. l’apoptose, la réparation de l’ADN et le contrôle du cycle cellulaire. Aucune

des études destinées à comprendre le rôle complexe de la protéine p53 dans ces

processus n’a regardé toutes ces voies dans un seul et même système isogénique.

Ceci représente un problème majeur puisqu’il est connu que plusieurs de ces voies

sont inter-reliées et que leur régulation est dépendante du type cellulaire étudié.

Par exemple, il est montré que les fibroblastes sont plus enclins à déclencher un

arrêt de leur cycle cellulaire en Gi suite à un traitement aux UV alors que les

lymphocytes, eux, préfèreront induire l’apoptose suite à ce même traitement. Il est

donc primordial d’étudier le niveau de chacune de ces réponses dans un même

système isogénique (i.e. ne différant que par le statut du gène p53) afin de bien

comprendre l’influence de chacune de ces voies sur la photocarcinogénèse.
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6 Objectif global et secondaires

L’objectif global de cette thèse est de décrire, de façon détaillée, les

changements phénotypiques associés à l’abolition de l’expression de la protéine

p53 dans un modèle isogénique humain. Ceci permettra de jeter un éclairage

unifié sur différentes contradictions rapportées dans la littérature qui sont

probablement dues à l’utilisation de modèles non-isogéniques. Trois grands

objectifs secondaires découlent de ce projet.

L’expression de l’oncoprotéine HPV 16 E6 comme moyen d’inactivation de

la protéine p53 est largement utilisé, même s’il existe de nombreuses

contradictions entre la réponse d’un modèle utilisant HPV E6 comme moyen

d’inactivation de p53 de celui utilisant une inactivation génétique de cette même

protéine. Il est important de déterminer si l’inactivation de la protéine p53 par

l’expression de l’oncoprotéine E6 reflète adéquatement l’abolition de la protéine

p53 et ce en comparant les diverses réponses génotoxiques d’un système

isogénique de cellules humaines traitées aux UV. Ceci constitue donc le premier

objectif secondaire du présent travail.

Deuxièmement, cette thèse vise à répondre à la question suivante: “Est-ce

que les UV 254nm sont un modèle approprié pour l’étude de la réponse

génotoxique des UV chez les cellules humaines?” Afin de répondre à cette

question, les études rapportées dans la présente thèse décriront et compareront les

réponses d’une lignée cellulaire humaine suite à un traitement aux UV 254nrn

versus à un traitement aux radiations plus physiologiques soit les UVB ou la

lumière solaire simulée.
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Le troisième objectif secondaire vise à comprendre l’implication de la

protéine p53 dans la voie de la réparation par excision de nucléotides, autant au

niveau global que lorsque couplée à la transcription ainsi qu’à définir son

implication dans la détermination de la spécificité des mutations induites par les

UV. Plusieurs éléments pourraient aider à expliquer le paradoxe entourant le rôle

de la protéine p53 dans la TCNER. Premièrement, la longueur d’onde utilisée

varie selon les études. Ces dernières utilisent également des techniques

différentes pour mesurer la réparation. Finalement, 1’ analyse de la contribution de

la protéine p53 à la réparation par excision de nucléotides couplés à la

transcription devra être réalisée en parallèle avec une seule méthode mais en

regardant à la fois les UVB et les UVC afin de résoudre ce dilemme. Plusieurs

études ont montré que le niveau de réparation des dommages induits par les UV

est diminué en absence de la protéine p53 mais il reste à déterminer si cette

déficience influençe également le spectre de mutations suite à ce traitement. Cette

question n’a pas encore été résolue. Toutefois, des études réalisées avec divers

agents mutagéniques ont montré que bien que la protéine p53 influence la qualité

de la réparation, elle n’influence pas le type de mutation produite (Sands et al.

1995); (Yamagishi et al. 1997); (Buettner et al. 1997); (Courtemanche and

Anderson 1999). Il est intéressant de remarquer que des études précédentes ont

montré que la localisation des sites fortement mutés par divers mutagènes varie

selon le statut du gène p53 (Sands et al. 1995); (Yamagishi et al. 1997); (Buettner

et al. 1997); (Courternanche and Anderson 1999). Il reste donc à déterminer si

cette observation est aussi applicable dans le cas d’un traitement au SSL.
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7 Choix du modèle expérimental

Deux critères se sont révélés primordiaux dans le choix du système

cellulaire humain à utiliser pour cette étude, soit 1) la stabilité génétique des

lignées étudiées et 2) la possibilité d’obtenir un système cellulaire humain

réellement isogénique. Notre choix s’est alTêté sur le système dérivée de la lignée

TK6 puisqu’il répond parfaitement à ces deux critères.

Premièrement, dans la lignée TK6, le kaiyotype et le génotype de

plusieurs gènes importants pour cette étude sont très bien caractérisés. Ainsi, il

est établi que la lignée TK6 présente peu de réarrangements, soit seulement une

trisomie du chromosome 13, deux marqueurs chromosomiques, soit 14q+ et 2lp+

(impliquant une transiocation avec le chromosome 6 résultant en une duplication

partielle de ce chromosome) et une bande supplémentaire sur le bras cours du

chromosome x à la position Xp22. Malgré ces anomalies, des études plus

poussées ont révélé qu’aucun des oncogènes étudiés (donc c-myc, src et bd-2)

n’était impliqué dans une translocation (Yandell and Littie 1986). De plus, les

gènes p53 et pRb ont été directement séquencé et se sont révélés normaux et

fonctionnels (Littie et al. 1995), (Xia et al. 1995), (Zhen et al. 1995).

Deuxièmement, un système cellulaire isogénique dérivé de la lignée TK6

et présentant les mêmes caractéristiques de croissances que la lignée mère est

disponible. Il comprend les lignées TK6-5E (lignée contrôle TK6-20C) obtenue

par transfection d’un rétrovirus exprimant fortement lToncoprotéine HPV E6 (ou le

vecteur seul) et NH32 (lignée contrôle TK6) présentant un “knockout” de p53
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réalisé par recombinaison homologue (Yu, Li, and Little 1997), (Chuang et al.

1999).

Dans la présente étude, nous avons voulu étudier l’effet biologique des DV

pénétrant la couche d’ozone et parvenant jusqu’à la terre. Le meilleur modèle

expérimental commercialement disponible pour se faire était constitué, à l’époque,

d’une lampe à haute énergie (décrite plus en détails dans la section “matériel et

méthode” du chapitre 2) couplée à l’utilisation d’un filtre de verre reproduisant

l’effet de la couche d’ozone. Le spectre filtré ainsi produit sera dorénavant nommé

“lumière solaire simulée” ou SSL. Le mutagène modèle DV 254nrn est toujours

largement utilisé et une vaste base de données décrivant l’effet de cette longueur

d’ondes dans divers organismes est disponible pour la communauté scientifique.

Toutefois, comme cette longueur d’onde est bloquée par la couche d’ozone, la

validité biologique des effets observés lors de l’utilisation des DV 254nrn est

questionnable. Donc, afin de déterminer la validité de ce mutagène modèle, nous

avons réalisé la majorité des expériences suivantes aussi bien avec les DV 254nrn

que le SSL et nous avons comparé les réponses obtenus.
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Chapitre 2: Premier article découlant de mes recherches

Article publié dans la revue scientifique “Carcinogenesis” (vol.23, no.10,

pp.l63 1-1639, 2002) et intitulé:

“Modulation of the DNA damage response in UV-exposed human

lymphoblastoid celis through genetic versus functional- inactivation ofthe

p53 tumor suppressor.”

Par Caroline Léger et Elliot A. Drobetsky

Nature de la participation à l’article: J’ai réalisé et analysé toutes les expériences

dont les résultats figurent dans cet article. J’ai également contribué à la rédaction

de l’article.
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RÉSUMÉ

La réponse cellulaire globale aux dommages à l’ADN induits par les UV a

été analysée dans la lignée lyrnphoblastique humaine TK6 comparativement à

deux lignées isogéniques dérivées de TK6 dans lesquelles la protéine p53 a été

inactivée en utilisant diverses approches expérimentales soit (i) NH32, contenant

une inactivation génétique par “knockout” de p53 et (ii) TK6-5E, exprimant

l’oncoprotéine E6 du virus du papillome humain qui lie et et inactive de façon

fonctiormelle la protéine p53. Même si ce dernier modèle est largement utilisé, la

fidélité avec laquelle il reproduit l’état de défience en p53 demeure incertain.

Suite à une irradiation aux DV (254nm DV ou lumière solaire simulée à large

spectre), la lignée NH32 déficiente en p53 présente une survie clonogénique et

une cinétique de progression en G1-S virtuellement identique à la lignée sauvage

TK6 tout en montrant, comparativement à la lignée sauvage, une résistance

profonde à l’apoptose induite par ces traitements. Toutefois, des différences

qualitatives et quantitaves importantes ont été montrées entre la lignée NH32 et la

lignée TK6, quant à la mutagénèse induite au gène de l’hypoxanthinephospho

ribosyltransferase. De plus, des différences importantes ont été observées entre la

lignée génétiquement déficiente en p53 (NH32) et la lignée exprimant

l’oncoprotéine E6 (TK6-5E) dans la manière dont elles répondent au stress

génotoxique induit par les UV et ce comparativement à la lignée sauvage TK6.

En effet, bien que les lignées NH32 et TK6-SE se comportent de façon similaire

en ce qui à trait à la mutagénèse induite par les UV au locus HPRT, des

différences significatives ont été observées entre ces deux lignées quant à la survie
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clonogénique, l’apoptose et la progression 01-S. Par l’utilisation d’un système

isogénique bien défini, nos résultats révèlent clairement l’influence de

l’inactivation de p53 sur la réponse globale des cellules humaines aux dommages

induits par les UV et soulignent une faiblesse majeure dans le domaine de la

biologie de p53 en montrant directement que le mode d’inactivation de p53 par

expression de l’oncoprotéine E6 ne reproduit pas toujours fidèlement les résultats

obenus par le modèle d’inactivation génétique de p53.
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ABSTRACT

The global cellular response to UV-induced DNA damage bas been analyzed in

the p53-proficient human lyrnphoblastoid strain TK6 vs. two isogenic derivatives

wherein p53 activity was abrogated by diverse experimental approaches: (j)

NH32, canying a homozygous genetic knockout ofp53; and (ii) TK6-5E,

expressing the hurnan papillornavinis E6 oncoprotein which binds and

functionally inactivates p53 protein. Although widely ernployed as such, the

extent to which intracellular E6 expression faithftilly models the p53 deficient

state stili rernains uncertain. Following irradiation with UV (either

monochrornatic 254-mm UV or broad-spectnim simulated sunlight), relative to

wild-type TK6, p53-null NH32 exhibited virtually identical clonogenic survival

and kinetics ofGl-S progression but was nonetheless profoundly resistant to

apoptosis. In addition, there were significant qualitative and quantitative

differences between NH32 and TK6 with respect to UV mutagenesis at the

endogenous hypoxanthine phosphoribosyltransferase (hprt) locus. However,

important disparities were observed between genetical ly-p53 -deficient NH3 2 and

E6-expressing TK6-5E regarding the manner in which they responded to UV

induced genotoxic stress in relation to wild-type TK6. lideed, although NH32 and

TK6-5E behaved similarly with respect to UV mutagenesis at the hprt locus, there

were significant differences between these strains in clonogenic survival,

apoptosis, and G1-S progression. Using a well-defined isogenic system, our data

clearly reveal the influence of p53 inactivation on the global response ofhurnan

ceils to UV-induced DNA damage, and highlight an important caveat in the field



ofp53 biology by directly demonstrating that this influence varies substantially

depending upon whether p53 function is abrogated genetically, or through E6

oncoprotein expression.

66
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INTRODUCTION

Foilowing exposure to diverse genotoxic agents including UV and

ionizing radiation (R), the p53 tumor suppressor accumulates via post

translationai stabilization, and becornes further activated by way of structural

modifications such as phosphoiylation and acetylation (1). p53 then maintains

genomic stabiiity and guards against neoplastic transfonnation through

transactivation of genes, and through protein-protein interactions, that regulate

growth arrest, apoptosis, and DNA repair. The pivotai role of p53 inactivation in

multistage carcinogenesis is exemplified by the moiecular etiology of sunlight

associated skin cancer. Specificaiiy, it has been demonstrated that incipient

exposures to solar UV generate highly genotoxic dipyrimidine-type photoproducts

in DNA that are the principal causes of mutations in the p53 gene of individuai

skin celis (tumor initiation) (2,3). Subsequent exposures to sunlight then favor the

clonai expansion of such geneticaiiy-unstabie p53-mutated cells (tumor

promotion), because these cells, relative to the surrounding p53-wiid type

counterparts, have reduced propensity to be eiiminated via apoptosis foilowing the

acquisition of solar UV-induced DNA damage (4,5).

Besides through loss of apoptotic capacity, inactivation of p53 would also

be expected to favor photocarcinogenesis tbrough a reduction in ceiiuiar DNA

repair efficiency. lideed, different unes of evidence demonstrate that p53

regulates nucleotide excision repair (NER) (6-8), a critical antineopiastic pathway

that is essential for removing highiy-genotoxic heiix-distorting DNA iesions,

including UV-induced cyciobutane pyrimidine dimers (CPD). NER is comprised
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oftwo overlapping subpathways that differ only in the initial (lesion-recognition)

step: (j) global NER (GNER), which removes DNA adducts from virtually

anywhere in the genome and- (ii) transcription-coupled NER (TCNER) that

accomplishes more rapid repair of lesions located uniquely on the transcribed

strand of active genes (9). Despite the general accord that functional p53 is

essential for efficient NER, it remains controversial whether this turnor suppressor

regulates GNER only, vs. both GNER and TCNER (sec Discussion).

Following exposure to DNA damaging agents, the G1 celi-cycle

checkpoint apparently allows more time for DNA repair prior to S phase, thereby

forestalling the replication of darnaged DNA templates and protecting against

mutagenesis and carcinogenesis. li the case of celis exposed to IR, the critical

involvement of p53 in GI arrest, i.e., via transcriptional upregulation ofthe

cyclin-dependent kinase inhibitor p2lwafl and consequent dephosphoiylation of

the retinoblastoma turnor suppressor, has been unequivocally established (10-12).

However, it is now becoming increasingly evident that the initiation of Gi arrest

may not depend on the p53/p2 iwafi pathway in 254nrn DV-exposed human ceils

(13).

The capacity ofvarious high-risk human papillomavinis (HPV) subtypes

to promote anogenital- and other squarnous ceil-carcinornas is exerted largely

through intracellular expression ofthe HPV-encoded E6 oncoprotein (14). E6

expression strongly stimulates the ubiquitin-mediated proteasomal degradation of

p53, thereby efficiently inhibiting the latter’s ability to accurnulate and

transactivate downstrearn effectors (15). Furtherrnore, exogenous expression of
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E6 in cultured ceils leads to clear manifestations ofdefective p53-dependent DNA

damage processing, including abrogation of celi cycle checkpoints and apoptosis

(16), as well as reduced NER capacity (7,17). As such, E6 expression has been

extensively employed as a model for characterizing the influence of p53

inactivation on the cellular response to DNA damage. However E6 has also been

shown to modulate the activity of a plethora ofproteins aside from p53 (18), and

indeed, the extent to which intracellular expression ofthis viral oncoprotein

reflects a true p53-null phenotype following mutagen exposure is stiil not clear.

To further elucidate the influence of genetic- vs. E6-rnediated-inactivation

of p53 in the cellular response to UV, we employed the p53-proficient human

lymphoblastoid strain TK6 (19), as well as two isogenic derivatives, i.e., TK6-5E

wherein p53 protein is functionally inactivated via intracellular E6 oncoprotein

expression (20), and NH32 which caffies a hornozygous knockout of thep53

gene (21). The TK6 lymphoblastoid system was chosen due to its status as an

extrernely well-characterized hurnan cultured ceil model for probing the response

to genotoxic agents, and the fundarnental role of p53 in this process. In addition,

we highlight recent evidence dernonstrating that DV exposure can strongly induce

lyrnphoid turnours in mice in a p53-dependent mairner (22). Aniong the three

TK6-derived strains, cytotoxicity, mutagenesis, apoptosis, and celi cycle arrest

were each quantitatively compared following irradiation with different DV

wavelengths, i.e., the model mutagen 254 nm UV, as welI as broad-spectnim

simulated sunlight (SSL) which is designed to mimic terrestrial solar light

(composed of UVB + UVA + visible light, and virtually devoid ofwavelengths



70

below 290-nm). In addition, to qualitatively evaluate the role of p53 in UV

mutagenesis, we determined the DNA sequence specificity of SSL-induced

mutations at the chrornosornal hypoxanthine phosphoribosyltransferase (hprt)

locus in each TK6-derived strain. This detailed comparison in a model isogenic

system has pen-nitted a rigorous analysis ofp53-dependent DNA damage

processing in UV-exposed human ceils, as wcÏl as direct assessrnent ofthe general

relevance of E6 expression as a paradigrn for investigating the phenotypic

consequences of p53 inactivation.
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MATEfflAL AND METHODS

Celi strains

The wild-type p53+/+ hurnan lyrnphoblastoid strain TK6, and NH32, i.e., a

hornozygous p53-knockout derivative of TK6, were generous gifts of Dr. H.L.

Liber (Massachusetts General Hospital). The functionally-p53-deficient strain

TK6-5E, which constitutively expresses the high-risk HPV16E6 oncoprotein, and

its p53+/+ counterpart TK6-20C (equivalent to wild-type TK6 but canying an

empty expression vector) were kindly provided by Dr. J.B. Littie (Harvard School

of Public Health). Ail strains were routinely maintained in suspension in a 5%

C02 atmosphere at 37°C in RPMI 1640 medium (Gibco BRL) supplemented with

10% inactivated horse serum and 100 U/rnl penicillinlstreptomycin.

Irradiation conditions

Prior to irradiation with 254-nrn liv, SSL, or R, exponentially-growing celis

were washed with Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS), resuspended in 5

ml PBS, and added to 100-mm culture dishes on ice. Celis were treated with 254-

nm UV light using a Philips G25T8 gennicidal lamp, at a fluence of 0.2 Jm2s’ as

measured by a DRC 100X digital radiometer (Spectroline Corp.) In the case of R,

celis were exposed to a cesiurn’37 source (Gamma Ceil; Atomic Energy Canada)

at a dose rate of 6.3 radis. for SSL exposure, ceils were uTadiated using a solar

simulator equipped with a 2500 W xenon compact arc larnp (Conrad-Hanovia

hic., Newark, NJ), at a fluence of 2 kJnï2s’ according to a YSI-Kettering 65A

radiometer (Yellow $prings Instruments, OH). The spectral characteristics and
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genotoxic effects ofthe SSL source ernployed here have been described in detail

previously (23). Briefly, the incident SSL was rigorously purified using 3-mm-

thick glass filters (type WG 320; Schott, Germany), in order to virtually eliminate

contaminating wavelengths from the UVC region (i.e., below 290-mm). As

estirnated using the filter transmission- and solar lamp spectral-profiles supplied by

the manufacturers, the incident SSL was cornprised of <i0 % UVC, 0.8% UVB,

6% UVA, 43% visible light, and 47% infrared. These sarne proportions for

terrestrial sunlight at sea level are approximately <10’ %, 0.3%, 5%, 62%, and 32%

respectively (24).

Western blotting

2x106 ceils were added to 60-mm dishes and irnrnediately iiradiated (or

mock-irradiated) with 150 rad ofIR. Following incubation for 3 lir, celis were

extracted in radioimmuno-precipitation assay buffer (10 mM Tris-HC1 pH 8, 150

mM NaC1, 1 mM EDTA, 1% (v/v) NP-40 and 1% sodium deoxycholate),

containing 10 tg/rnl aprotinin, 1 jig/ml leupeptin, 1 mM phenylmethylsuiphonyl

fluoride, and 1 tM Na3VO4, followed by sonication, and clarification by

centrifugation. Protein content was deterrnined using the bicinchoninate assay

(Pierce) according to rnanufacturer’s specifications. Aliquots containing 50 jig of

protein were resolved on 7.5 % acrylamide gels and electroblotted onto

nitrocellulose membranes. The membranes were blocked in 5% (w/v) nonfat dry

milklPBS containing 0.1% (w/v) sodium azide, and incubated overnight at 4°C

with primary antibodies against p53 (DO-1, Santa Cruz Biotechnology) or p21
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(Ah-l, Calbiochem), diluted 1:5000, and 1:800, respectively, in 1% (w/v)

milk/PBS. The proteins were detected by cherniluminescence using a secondary

antimouse-antibody coupled to horseradish peroxidase (Arnersham).

Clonogenic survival

Clonogenic survival was deterrnined according to DeLuca et aÏ. (25).

Immediately following irradiation with 254-rn UV, SSL, or R, ceils were

collected by centrifugation and resuspended in normal growth medium, followed

by dilution and plating of appropriate ce!! numbers in replicate 96 well dishes.

After 2 weeks incubation, dishes were scored for coÏony formation. C!onogenic

suiwiva! was calculated on the basis of a Poisson distribution. Resuits are

expressed as the average ± SEM of at least 4 independent experiments.

Apoptosis analysis

Apoptosis was rneasured by double staining with Hoechst 33342 and

propidium iodide (PI; Molecular Probes) as previously described for strain TK6

(26). Briefly, 2x106 ce!!s were irradiated in exponentia! growth phase with

equitoxic doses of254-mn UV, SSL, or R and incubated in regular growth

medium for 24, 48, 72, or 96 hr. 5x105 ce!!s were then thorough!y washed with

PBS and incubated for 15 minutes at 37°C in the dark in 100 pi ofPB$ + 1 jig/ml

Hoescht 33342. The ceils were centrifuged and resuspended in 1 ml ofPBS

containing 5 ig/m! of PI and 4 ig/ml ofRNAse A, and irnrnediate!y analysed by

fluorescence activated ccl! sorting using a FACStar apparatus (Becton-Dickinson)
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equipped with a heliurn/cadrnium laser emitting at 325-nm. Each time point

represents the average ± SEM of at least 4 independent experirnents.

Ccli cycle analysis

2 x 106 cells were irradiated with equitoxic doses of254-nrn UV, SSL, or

R during exponential growth, followed immediately by addition ofthe mitotic

inhibitor colcemid (1 jiM final concentration) to block the reentry ofcells into Gi.

At various time points following addition of colcernid, HTadiated or mock-treated

cells were washed with PBS containing 50 mM EDTA, resuspended in 1 ml of

PBS/EDTA, and then fixed by addition of 3 ml ice-cold 100% ethanol. Cells were

then pelleted, washed with 4 ml ofPBS/EDTA, and stained with modified

Krishan buffer (0.05 mg/ml PI, 0.1% sodium citrate, 0.2 mg/ml RNase A, and

0.3% (v/v) NP4O). The fraction ofthe population in each phase ofthe celi cycle

was then determined as a function ofDNA content using a FACScan flow

cytometer equipped with CeIlFit software (Beckton Dickenson). The delay in G1-

S progression is expressed as the percentage of celis remaining in the G0/Gl

cornpartment over time. Each time point represents the average ± SEM of at least

3 independent experiments.

Mutation frequency at the cliromosomal hprt locus

Bulk cultures ofTK6, NH32 or TK6-5E were grown for 2 days in RPMI

medium supplemented with CHAT (2x1 0 M cytidine, 2x1 0 M hypoxanthine,

2x1 0 M aminopterin, and 2x1 0 M thyrnidine) in order to reduce the background
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level of hprf mutants. CHAT-treated strains were then propagated for 3 days in

regular medium, afier which appropriate numbers of celis were added to 1 00-mm

dishes and irradiated with various doses of254-nm UV, SSL, or IR. At least

2x106 surviving celis from treated cultures were maintained for 7 days in normal

RPMI medium to allow expression of the hprf phenotype. To select for hprf

mutants, at least 7.5x 106 treated celis were then seeded in 96 well dishes (40,000

cells/well) in RPMI medium supplernented with the purine analogue 6-

thioguanine (6-tg) at concentrations of 0.9 ig/ml for TK6 and TK6-5E, and 10

tg/m1 for N}132 (See Resuits section for explanation ofthis 6-tg dose

differential). Dishes were incubated for 21 days and scored for colony formation.

Mutant frequencies were calculated according to a Poisson distribution as

described prcviously (27). Results are expressed as the average ± SEM of at least

3 independent experirnents.

DNA sequence characterization of SSL-induced hprt mutants

A total of 49, 40, and 52 independent hpr[ mutants for TK6, NH32, TK6-5E,

respectively were isolated following exposure to 500kJnï2 of SSL, and

characterized at the cDNA sequence level. For each mutant, total RNA was

extracted from 5x105 cells using TRIzol reagent (Gibco BRL), and quantified by

spectrophotometry. Two micrograms ofRNA were then used as template for

reverse transcription in a reaction mixture containing 50 mM Tris-HC1, 75 mM

KC1, 3 mM MgC12, 10 mM DTT, 500 1iM of each dNTP, 0.1 ig/il BSA, 10 ng/iI

ofoligo d(T)12..18, 1 U/pi ofRNAsin, and 2.5 U/jil ofM-MuLV reverse
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transcriptase. After 1 hr incubation at 3 7°C, the following reagents were added

directly to the reaction tube (total final volume 50 j.tl) 4001iM of each dNTP

(Gibco BRL), 0.5 ng/jil ofprimers PCR-1 and PCR-4 (sequence is given below),

2.5 U of Taq polymerase (Gibco BRL), and 5 al of 1OX PCR buffer. This mixture

was subrnitted to the following PCR reaction: 94°C (1 mm), 55 °C (1 mm), and

72°C (2 mm) for 30 cycles, followed by 1 cycle of 72°C (7 mm). From this first

PCR reaction, 1 pi was then added to the following reaction mix (final volume 50

vil): 2 cl of each dNTP (lOmM stock), 5 tl ofPCR buffer 1OX, 2.5 U ofTaq

polyrnerase (Gibco BRL), and 2.5 pi ofprirners PCR-2 and PCR-3 (1.0 OD stock

concentration). This mix was submitted to the following PCR reaction : 94°C (1

mm), 55 °C (2 mm), and 72 °C (2 mm) for 30 cycles. Following the above nested

PCR amplification procedure, aliquots were visualized by agarose gel

electrophoresis to ensure the presence of an hprt cDNA. Dideoxy sequencing of

each mutant cDNA was performed using a Taq polyrnerase-based cycle

sequencing protocol using the prirners below.

Primers for RT-PCR:

PCR-1 :5 ‘-CTGCTCCGCCACCGGCTTCC-3’

PCR-2 : 5’-GATAATTTTACTGGCGATGT-3’

PCR-3 : 5 ‘-CCTGAGCAGTCAGCCCGCGC-3’

PCR-4 : 5’-CAA TAGGACTCCAGATGTTT-3’

Primers for dideoxy seguencing:

hhSEQ-1 :5’-CTATCACTATTTCTATTCAGTG-3’

hhSEQ-2 : 5’-AAGGAGATGGGAGGCCATC-3’

hhSEQ-3 : 5 ‘-GTGGAAGATATAATTGACACTGG-3’

hh$EQ-4 :5’-GGATTATACTGCCTGACCAAG-3’
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RESULTS

Expression of p53 and p21”’ in p53-proficient vs. -deficient human

Iymphoblastoid strains

In order to investigate the role of p53, and ofE6 oncoprotein expression,

in the cellular response to UV, matched pairs of isogenic hurnan lymphoblastoid

ceil strains were used: (1) the p53+/+ human iyrnphobiastoid strain TK6 vs.

NH32, i.e., a hornozygousp53-knockout derivative ofTK6; and (2) the p53+/+

strain TK6-20C (identical to wiÏd-type TK6 but canying an empty expression

vector) vs. its functionaily p53-deficient counterpart TK6-5E, which constitutively

expresses E6. For ail experiments described currentiy, both TK6-20C and TK6

were analyzed in parallel with NH32 and TK6-5E. The former two p53-proficient

strains behaved virtuaily identically in every manner, i.e., expression ofthe empty

expression piasrnid in TK6 apparentiy did not sigiificant1y impact the p53-

regulated response to DV. As such, we hereafter show only those resuits obtained

for TK6 (with the soie exception of Figure 1 where TK6-20C is depicted; see

imrnediately below).

To confirm the p53 status ofthe hurnan iyrnphoblastoid strains empioyed

in the current study, Western biotting was used to investigate intracellular

expression of p53, and ofthe p53 downstream effector p2lwafl, before and after

exposure to [R (Figure 1). As expected, in pS3+/+ TK6-20C the basal level of p53

protein was substantialiy increased 3 hr following exposure to 150 rad of R,

whereas no p53 protein could be detected inp53-nuil NH32 either before or after

R treatment. In the case of E6-expressing TK6-5E, a barely detectable arnount of
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basal p53 protein expression was noted. This arnount xvas increased after R

exposure, although to a level well below that corresponding to basal expression in

wild-type TK6-20C celis. Levels ofp2lwafl expression were consistent with the

p53 status of each strain, i.e., p21 wafl was significantly upregulated in TK6-20C

cells 3 1w following exposure to 150 rad of R. Moreover, in accord with previous

studies (20,21), neither basal nor R-induced p2lwafl protein expression could be

detected in cither TK6-5E or NH32 showing that both ofthese strains are

deficient in the upregulation of p53 downstream effectors following mutagen

treatment. Following exposure to UV, the pattem ofp53/p21 induction was

consistent with that observed after R (data flot shown). Finally, it should be noted

that TK6-5E exhibited total abrogation of the p53-dependent Gi arrest after

exposure to R (see below), further attesting to the fact that this strain is

functionally p53-deficient.

Clonogenic survival in p53-profïcient vs. -deficient human lymphoblastoïd

strains

To assess the influence of p53 on the cytotoxic effects ofUV, we

evaluated clonogenic survival for each of TK6, N}132, and TK6-5E after

irradiation with approxirnately equitoxic dose ranges of SSL (0-750 kJm2), 254-

nm UV (0-7.5 Jnï2) or IR (0-400 rads). We note that R was included as a control

for rnost ofthe experirnents in the current study, as this model nnitagen has

already been extensively employed for studies ofp53-dependent DNA damage

processing in the TK6 lymphoblastoid system (see references throughout). In the
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case of R treatrnent, there was no difference in survival between TK6, NH32, and

TK6-5E (Figure 2A), in accord with previous studies on these strains (20,21).

following exposure to either 254-nm UV or SSL, wiïd-type TK6 and p53-null

NH32 again displayed virtually identical levels of cellular resistance; however,

E6-expressing TK6-5E was moderately but significantly hypersensitive (Figure

2B and C).

Apoptosis in p53-proficient vs. -deficient human lymphoblastoid strains

We next detennined the kinetics of apoptosis in each strain following

treatment with equitoxic doses of SSL (750 kJm2), 254-um IJV (7.5 Jm2), and

R (500 rad), using a technique based on Hoechst/PI staining coupled to FACS

analysis. NH32 manifested profoundly reduced R-induced apoptosis compared

with TK6 during the entire 96 hr period analyzed (Figure 3A). However as

previously reported (20), we observed that R-induced programmed ce!! death was

rnerely de!ayed in TK6-5E, i.e., unlike the situation for NH32, the fraction of

cel!s undergoing apoptosis increased over tirne to reach wild-type levels by 96 hr

post-hiadiation. Fo!!owing exposure to either 254-nm UV or SSL, p53-null

NH32 was again highly resistant to the induction of apoptosis over the entire 96 hi

period. However, in the case of E6-expressing TK6-5E, a much more complex

response was observed (Figure 3B and C). hideed, whereas no differences were

noted between TK6 and TK6-5E in apoptotic capacity up to 48 hr post 254 nm

UV irradiation, after this tirne point TK6-5E was considerab!y more sensitive to

apoptosis. Moreover, fo!!owing SSL exposure TK6-5E was significantly resistant
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to apoptosis induction up to 48 h, while at the later time points no difference was

observed.

Celi cycle arrest in p53-proficient vs. -deficient human lymphoblastoid

strains

To further assess the role of p53 in the cellular response to UV-induced

DNA damage, we used PI staining coupled to FACS analysis to measure the

kinetics of G1-S progression in TK6, TK6-5E, and NH32, after synchronization

with colcemid followed by treatment with equitoxic doses of 254-mTl UV (5 Jm2),

SSL (500 kJnï2), and W (150 rad). During the first 6 hr after exposure to W, each

strain exited G1 at a rate that was indistinguishable from the mock-irradiated

control (Figure 4A). After this time, however, only wild-type TK6 maintained a

period of arrest that persisted for at least 24 h post R-treatment. The situation was

very different following exposure to either 254 nm UVC or SSL, as for both types

ofUV, NH32 and TK6 each exhibited a clear Gi arrest and almost identical

kinetics ofGl-S progression (Figure 4B and C). TK6-5E also underwent a

sustained period of growth arrest after 254 nrn UV or SSL but, relative to TK6 or

NH32, the magnitude ofthis arrest was considerably greater.

Mutation frequency at the endogenous hprt locus in p53-protïcient vs.

deficient lymphoblastoid strains

To quantitatively assess the influence of p53 inactivation on UV

mutagenesis in a chromosornal gene, we rneasured mutation frequency at the hprt
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locus in strains TK6, NH32, and TK6-5E after irradiation with 254 nrn UV, SSL,

or R (over the same equitoxic range of doses used for clonogenic survival

determination). A dose-dependent induction of (6-tg-resistant) Ïipr( mutants was

observed for ail three lymphoblastoid strains after R treatment; however, both

TK6-5E and NH32 exhibited significantly lower mutational frequencies than TK6

(Figure 5A). The mutagenic response after UV followed a similar trend. TK6

exhibited a proportional increase in the incidence of 254 mii UV- or SSL-induced

hprt mutants as a function of dose (Figure 5B and C). Furtheniiore, mutant

frequencies in both NH32 and TK6-5E initially increased with dose, but plateaued

at higher doses where these strains both displayed a slight but significant UV

hypornutability relative to TK6.

We note that concentrations of6-tg ranging between 0.5 and 5 tg/rn1 have

been routinely used to score hprf mutants in TK6 ceils (28,29). Accordingly, we

employed 0.9 jig/ml of 6-tg in the case ofTK6 and TK6-5E for mutation

frequency determinations, as well as for isolation and DNA sequence-level

characterization of hprt mutant collections (as described immediately below).

Upon completion ofthese latter experirnents in TK6 and TK6-5E, strain NH32

was obtained and interestingly found to be considerably resistant to the cytotoxic

effects of 6-tg relative to TK6 or TK6-5E (data not shown). We currently have no

explanation for this observation, although it may be related to, eg., inhibition of 6-

tg-induced apoptosis in a geneticallyp53-null background. We then deterrnined

experimentally (data not shown), and used 10 tg/ml as an optimal 6-tg

concentration for hprt mutant selection in the case ofNH32. We are confident that
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this modification in the 6-tg selection protocol for NH32 did flot introduce any

significant variability in our resuits since (j) in the case ofwild-type TK6,

identical hprt mutation frequencies were observed regardless ofwhether 0.9 or 10

g/m1 of 6-tg was used (data not shown); and, (ii) we were able to document very

strong quantitative and qualitative similarities between TK6-5E and NH32 in

terms ofUV mutagenesis at the hprt locus, despite the differential in 6-tg dose.

DNA sequence specificîty of mutations induced by SSL at the endogenous

Itprt locus in p53-proficient vs. -deficient human lymphoblastoid straïns

To deterrnine whether inactivation of p53 can quaiitatively modulate UV

mutagenesis at a chromosomal locus in human celis, we irradiated TK6, NH32,

and TK6-5E with 500 kJm2 of SSL, foiiowed by isolation and cDNA sequence

level characterization of at least 40 independent SSL-induced hprf mutants from

each strain. For ail three strains, exposure to this S$L dose resulted in at least 20%

relative clonogenic survival (Figure 2C), as well as a significant (minimum 9-

fold) induction in the frequency of hpr( mutations over spontaneous background

levels (Figure 5C). The spectra of SSL-induced base substitutions at the hprt locus

in TK6, 1K6-5E, and NH32 is presented in Figure 6. Over 90% of SSL-induced

hprf mutations in each strain were single base substitutions leading to either

amino acid changes in the hprt protein, or to precise skipping of one or more

exons during hprt mRNA processing. Moreover, in the case of each strain, the

vast majority of SSL-induced base substitutions were targeted to potential
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dipyrimidine sites, strongly indicating that these mutations were caused via

misreplication of unrepaired solar UV-induced CPDs.

Examination of Table 1 reveals an overali strong correspondence between

E6-expressing TK6-5E andp53-null NH32 in the relative proportions ofSSL

induced mutational classes (including transitions, transversions, small

deletions/insertions, and exon-skipping events). However substantial differences

were noted in this respect between these p53-deficient strains and wild-type TK6.

Indeed, relative to TK6, TK6-5E manifested a significant reduction in the fraction

of base substitutions occurring at A:T base pairs (29 vs. 2%; p<O.000l, Fisher’s

exact test), as well as a concomitant increase in the frequency of exon-skipping

events (35 vs.14%; p<O.02). NH32 also rnanifested a significant reduction in

mutations at A:T base pairs cornpared with TK6 (29 vs. 10%; p<O.03), although

an apparent increase in exon-skipping was not statistically significant (25 vs. 14%;

p<O.26). In addition, while some similarities were noted among the tbree strains in

the distribution of sunlight-induced GC—>AT transition hotspots along the hprt

gene, (eg., positions 236, 653-654, and 665 constituted sites of multiple

occurrence for TK6, TK6-5E, as well as NH32), it is intriguing to note that both

N}132 and TK6-5E manifested a striking GC—÷AT transition hotspot within a

particular G:C tract (positions 292-297) that was not represented among the TK6

mutant collection (Figure 6). Finally, in making the reasonable assumption that a

vast majority of SSL-induced mutations in hurnan celis are targeted by

dipyrirnidine photoproducts (especially CPDs; see references in Discussion), and

in conjunction with Figure 6 (wherein hprt mutations are depicted along the
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nontranscribed strand), it is possible to determine for each lyrnphoblastoid strain

the proportion of SSL-induced single base substitutions caused by DNA damage

occuring along the transcribed versus the nontranscribed strand of hprt. For

example, if a given mutation occurs at a dipurine site along the transcribed strand

as shown in Figure 6, it can be deduced that this mutation was actually fixed

opposite an unrepaired CPD at the con-esponding dipyrimidine site on the

opposite (nontranscribed) strand. On this basis, no significant difference was

noted between the three lyrnphoblastoid strains in the strand-specificity of S$L

induced mutations, i.e., 65%, 62%, and 72% of base substitutions could be

attributed to UV-induced dipyrirnidine photoproducts on the transcribed strand for

each ofTK6, NH32, and TK6-5E, respectively (Table 1). This latter result on the

strand-specificity for mutation induction has ramifications with respect to the

potential role of p53 in transcription-coupled repair (TCNER) (sec Discussion).
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DISCUSSION

Previous studies that have addressed the influence of p53 on the response

of cultured ceils to UV-induced genotoxic stress have often yielded conflicting

resuits (see below). This situation may be attributable to the use of diverse celi

types in conjunction with a variety ofdifferent experimental approaches for

inactivating (or adding back) p53 function. To elucidate one basis for such

experirnental variability with respect to p53-dependence for UV-induced DNA

damage processing, and to gain further insight into the phenomenon itself, we

carefu!ly investigated critical cellular responses to R and UV exposure using a

mode! human system consisting of the pS3+/+ hurnan lymphobÏastoid strain TK6,

and isogenic derivatives in which p53 function has been abrogated by two very

cornmonly emp!oyed strategies, i.e., either genetically via promoterless gene

targeting, or functionally via intracellular E6 oncoprotein expression.

Whi!e prior investigations on the ro!e of p53 in the UV response have

focused only on monochrornatic 254 nrn UV exposure, the present study also

emp!oyed broad-spectrum SSL. It is ofinterest to compare the effects ofboth

wavelength regions. Although iiot contained within the terrestrial solar

wavelength spectnirn, 254 nrn UV is a model mutagen for which a huge genotoxic

data base a!ready exists, whi!e SSL rnimics environmentally-relevant sunlight but

is much less well studied. furtherrnore these wavelength regions are kiown to

exert different bio!ogical effects. hideed, 254 mii UV does iiot significantly a!ter

the redox state ofthe ce!!, being strong!y absorbed specifically by DNA wherein it

induces almost exclusively dipyrirnidine-type photoproducts. In contrast, the
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environrnenta!!y-relevant UVB and UVA wavelengths present in SSL are

absorbed by a plethora of cellular macrornolecules in addition to DNA,

generating reactive oxygen species which in turn produce specific pattems of gene

activation and diverse types of damage which differentially impact cellular

responses relative to 254 nrn UV (30). Our result showing that the vast rnajority of

SSL-induced mutations in TK6 and NH32 are located at dipyrirnidine target sites

is consistent with the now well-established fact that broad-spectnirn sunlight, like

254 nrn UV, exerts its prirnary prernutagenic potential through the induction of

dipyrirnidine-type photoproducts (most!y CPD), rather than of oxidative DNA

damage in hurnan ceils (2,23,31-33). This resuit also suggests that p53 does not

sensitize celis to oxidative DNA damage, as rnight be postulated based on recent

studies demonstrating a potential role for p53 in base excision repair (34) which

removes potentially highly-rnutagenic oxidized DNA bases such as 8-oxo-guanine

that are known to be generated by solar wavelengths (30). Fina!!y as mentioned in

more detail below, equitoxic doses of 254 nm UV and SSL induced very similar

responses overali at the level of clonogenic survival, mutagenesis, apoptosis, and

ce!! cycle arrest in both TK6 and NH32. This sirnilarity between 254 nm UV and

SSL indicates that the vast data base on the ce!lu!ar effects ofthe mode! mutagen

254 nm UV can be extrapo!ated with more confidence to the situation for

environmentally relevant sunlight.

We dernonstrate here that genetic inactivation of p53 in human

!yrnphoblastoid ceils does not affect ce!!ular resistance to UV-induced celi kil!ing,

as judged by the virtua!!y identica! levels of clonogenic surviva! observed for TK6
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versus NH32 foliowing exposure to either 254 nm UV or S$L. Prior

investigations in other human systems have yieÏded conflicting resuits regarding

the influence of p53 inactivation on UV-induced ccli death, cg., adenocarcinoma

cells transduced with dominant negative p53 manifested decreased cionogenic

survival after UV exposure (35), whereas expression ofwild-type p53 inp53-null

osteosarcoma ceils had no affect (36). The situation is further complicated by

contradictoiy studies, each ernploying precisely the sarnep53-null skin fibrobÏast

strains, which claimed that abrogation of p53 reduces (37) or increases (6)

clonogenic survival after UV treatrnent. These latter investigations were abie to

correlate these cytoxicity resuits with further conflicting data showing that wild

type p53 in their hands, rcspcctivcly, inhibits or promotes UV-induced apoptosis.

In any case, the demonstration here of profound resistance to programmed ccli

dcath exhibited by NH32 relative to TK6 after UV (or JR) exposure does not

appear consistent with the obscrved virtuaiiy identical levels of cionogenic

survival for these strains. However as notcd carlier, besides regulating apoptosis,

functional p53 is also known to be rcquired for NER following DV irradiation.

Furtherrnore, while loss of apoptotic capacity greatly enhances clonogenic

survival, loss ofNER engenders prccisely the opposite effect. Thus it is plausible

that for NH32, following DV exposure, any potential enhancernent of clonogenic

survival conferred by abrogation ofp53-dependcnt apoptosis could be offset by an

equivalent reduction in viability attributable to loss of the p53-dependent ability

to remove highly genotoxic CPD via NER.
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As growth arrest during G 1 phase of the ce!! cycle is presumed to mitigate

the mutagenic and carcinogenic effects ofDNA damaging agents, it was important

to investigate the potential role of p53 in UV-induced Gi arrest in our model

system. Moreover, further characterization specifically ofTK6 with respect to Gi

S progression after mutagen exposure may be ofinterest, since a previous report

clairned that this strain atypically lacks the IR-induced Gi checkpoint, despite its

p53-proficient status (38). Nonetheless, we found that while TK6 does flot exhibit

any alTest in G1-S progression within the first 6-9 hr following IR exposure (in

agreement with the imrnediateÏy aforementioned study), evaluation of later time

points shows that this strain does in fact undergo a significant and sustained Gi

arrest begiirning at approximately 9 h and continuing beyond 24 h post-R

treatment. This growth delay xvas completely abrogated in NH32, which is

expected given the preeminent role of p53 in LR-induced GI alTest. In contrast to

the situation for [R, howevcr, NH32 manifested identical rates of S-phase entiy

compared with TK6 after exposure to either 254 um UV or SSL. This reveals the

presence ofa potent p53-independent Gi arrest in UV-exposed human

lymphoblastoid ceils, which is in accord with recent studies in other human ce!!

types irradiated with 254 nrn UV (13,39). Therefore, if the existence ofa DNA

darnage-inducible Gi checkpoint is important in guarding against neoplastic

transformation, our resuits indicate that p53 inactivation, in the case of solar UV

induced skin cancer (or possibly lyrnphoma), does not impact such a protective

process.
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A previous investigation on NH32 revealed, relative to TK6, no change in

mutation frequency at the endogenous thymidine kinase (tk) locus following

treatment with R (21). While we were able to reproduce this latter resuit on R

induced mutagenesis at tic (data not shown), we nonetheless found that NH32

manifested slightly but significantly lower hprt mutation frequencies compared

with TK6 after exposure to R, as well as to either 254-nm UV or SSL. This may

appear surprising, as loss of both apoptotic and NER capacities would be

expected to enhance the accumulation of genetic damage within a given cell

population, and hence to higher mutation frequencies in NH32 cornpared with

TK6. Furthermore, our data differ from studies in other hurnan tumor cell types

which show that p53 inactivation can slightly enhance the frequency of 254 nrn

UV-induced hprt mutations (36,40). Other investigations using shuttie-vector

carried supF targets in 254 nm UV-exposed murine celis have shown that

abrogation of p53 activity can either increase (41) or have no effect (42,43) on

mutation induction. At present we have no explanation for the slightly lower R

and UV-induced hprt mutation fiequencies in TK6 versus NH32. However, the

fact that these strains display identical frequencies ofR-induced mutagenesis at tk

suggests that our resuits for hprt may rnerely represent a locus-specific effect.

To assess any potential qualitative effects of genetic p53 inactivation on

UV mutagenesis, we deterrnined the DNA sequence specificity of S$L-induced

mutations at the hprt locus in TK6 and NH32. To our knowledge, this represents

the first DNA sequence-level characterization of mutations induced by any

mutagen at an endogenous locus in isogenic human strains differing in p53 status.
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We found that NH32 manifested important disparities relative to TK6 in the

proportion of SSL-induced hprt mutational classes, including a significant

reduction in the frequency of base substitutions at A:T base pairs and a

concomitant increase in exon-skipping events. Moreover, whule some sites along

the hprt locus were frequently mutated in both NH32 and TK6, it is intriguing that

one particular G:C tract constituted a striking mutational hotspot only in NH32

and TK6-5E, and is therefore specific for a p53-deficient background. Prior

studies which analyzed shuttle-vector carried target genes after 254 mii UV

treatrnent also revealed sorne differences between p53-proficient and -deficient

murine cells in the distribution ofrnutational hotspots but, unlike the situation

here, strong similarities in the relative proportion ofmutational classes (42,43).

One investigation in 254 nrn UV-exposed human (osteosarcoma) ceils, using

essentiaÏly the same shuttle-vector system as the above murine studies, showed

that p53 expression can significantly reduce the frequency ofG:C to A:T

transitions, as well as influencing the distribution ofrnutational hotspots (36). In

any case, our own data strongly indicate that p53 status can be an important

detenninant in the probability of mutation fixation at certain, but not all,

nucleotide positions at an endogenous locus in hurnan ceils. We speculate that this

may occur through p53-mediated regulation oftranslesion bypass and/or of

nucleotide excision repair rates, which rnight be expected to impact both the type

and frequency ofUV-induced mutations on a site-by-site basis.

As mentioned earlier, although it lias been clearly shown that inactivation

of p53 significantly compromises the efficiency of CPD removal via NER in
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human ceils, conflicting data have ernerged that directly demonstrate a role for

p53 in GNER only (6,17) versus in both GNER and TCNER (7). The results

presented here on the mutagenic specificity of S$L at an endogenous locus in

isogenic hurnan ceils differing in p53 status shed some light on this controversy.

We note that rodent celis lacking the murine homologue ofhuman p48 (XP-E

gene product) are deficient only in GNER, and manifest a highly significant

preference for UV-induced Ïîpr( mutations attributable to CPD originating on the

non-transcribed strand (44). Similarly, in the case ofhumans, mutated p53 alleles

in sunlight-induced skin turnors from XP-C patients, who are deficient in GNER

only, show an extrerne (100%) bias towards mutations due to unrepaired CPD on

the nontranscribed strand (45,46). Thus, if p53 inactivation were to, e.g.

profoundly reduce GNER efficiency but have no effect on TCNER, then one

would clearly expect to recover a higher proportion of $SL-induced mutations due

to unrepaired CPD on the non-transcribed strand of hprt (which is an actively

transcribed locus) in NH32 relative to TK6. However, the two strains actually

manifest a similar bias towards SSL-induced mutations on the transcribed strand.

On this basis, our data are consistent with the notion that p53 regulates both

GNER and TCNER.

The efficiency with which E6 expression is able to abrogate p53 function

in diverse hurnan and murine ceil types has provided great impetus for its

widespread use as a model to investigate the role of p53 in the DNA damage

response. We were able to directly assess the validity ofthis model by comparing

p53-null NH32 with TK6-5E, i.e., an isogenic counterpart that constitutively
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expresses the E6 oncoprotein and which is demonstrably deficient in p53 function.

We observed strong quantitative and qualitative correspondence between NH32

and TK6-5E with respect to mutagenesis at the endogenous Ïiprt locus. Despite

these sirnilarities however, following exposure to either 254 nrri UV or $SL,

relative to wild-type TK6, E6-expressing TK6-5E responded somehow differently

than NH32 in virtually cveiy other respect. Indeed, unlike NH32, TK6-5E

displayed rnodest but significant hypersensitivity to the cytotoxic effects of either

254 mn UV or SSL, in agreement with previous studies showing that E6

expression can reduce clonogenic survival in different cuhured cel! types afier UV

exposure (3 5,40,47). Moreover, the apoptotic responses displayed by TK6-5E

after treatrnent with either 254 mn UV or SSL were strikingly different, and more

complex, than forp53-null NH32. Finally, although TK6-5E, like NH32,

rnanifested a p53-independent Gi -S delay afier treatment with 254 nrn UV or

SSL, this arrest endured for a considerably longer time period in the case of TK6-

5E.

Although it is often taken for granted that intracellular E6 expression

reflects a true p5 3-nul! phenotype, the major caveat nonetheless exists that this

oncoprotein binds and interferes with the activity of many cellular proteins aside

from p53. furthermore, some ofthese E6-binding proteins are demonstrably or

potentially irnplicated in the cellular response to genotoxic stress, eg., the bel-2

family member Bak (48), the (proapoptotic) c-myc transcription factor (49), and

the transcriptional co-activator p300/CPB (50). Our own data comparing p53-null

N}{32 versus its isogenic E6-expressing counterpart TK6-5E provide a direct
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physiological dernonstration that intracellular E6 expression can influence the

global DNA damage response through p53-independent pathways. furtherrnore,

as demonstrated in the current study (Figure 1), intracellular E6 expression may

severely attenuate, but not necessarily abrogate, levels of p53 protein. Therefore it

cannot be ruled out that very low residual p53 activity in E6-expressing ceils may

influence certain responses to DNA damage. In aiy case, our resuits clearly

emphasize the need for great caution when considering the use of intracellular E6

expression as an experirnental paradigrn for p53 inactivation.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : Expression of the p53 and p2lwafl proteins in IR-exposed human

lyrnphoblastoid strains differing in p53 status. Western blot analysis was

perfornied on TK6-20C (identical to TK6 but carrying an empty expression

vector) , TK6-5E, and NH32 following treatrnent with 150 rad of R. The identical

resuit was obtained when TK6, rather than TK6-20C, was employed as the p53-

proficient counterpart (data not shown).

Figure 2 : Cytotoxicity in human lymphoblastoid celis differing in p53 status.

Clonogenic survival was detemined in TK6 (•), TK6-5E (.) and N}132 (À)

following treatrnent with various doses of R (A) 254 nrn UV (B) and SSL (C).

Figure 3 Induction of early apoptosis in human lyrnphoblastoid celis differing in

p53 status. Apoptosis was determined by Hoechst/PI staining in conjunction with

FACS analysis in TK6 (•), TK6-5E (u) and N1132 (À) folfowing treatment with

500 radR(A), 7.5 Jm2 254 nm UV(B) and 750 kJrn2 SSL(C).

Figure 4 Gi anest in hurnan lymphoblastoid ceils diffenng in p53 status. The

kinetics of G 1-S progression were detemined by PI staining in conjunction with

FACS analysis following treatrnent with 150 rads R (A), 5 jrn 254 nrn UV (B),

or 500 kJm2 SSL (C) in TK6 (•), TK6-5E (.) and NH32 (Â). (+) designates

rnock-irradiated TK6 celis. (There was virtually no difference between TK6, TK6-
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5E, and NH32 with respect to the kinetics of G1-S progression after mock

treatment; data flot shown.)

Figure 5 SSL-induced mutagenesis at an endogenous locus in human

lymphoblastoid strains differing in p53 status. The frequency of mutation at the

hpi-t locus was established in TK6 (black bars), TK6-5E (white bars) and NH32

(hatched bars) following treatrnent with various doses of W (A), 254 nrn tiV (B)

andSSL(C).

Figure 6 : DNA sequence level characterization of SSL-induced base substitutions

along the Ïzprt gene in hurnan lymphoblastoid strains differing in p53 status. The

five sequences from top to bottom represent portions ofthe nontranscribed strand.

TK6 (mutations in upper case, above the sequence), NH32 (mutations in lower

case, above the sequence) and TK6-5E (mutations in upper case, below the

sequence). A double backslash indicates a break in the sequence. Tandem and

nontandem mutations are boxed
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Chapitre 3: Deuxième article découlant de mes recherches

Article approuvé pour publication dans:

“Proceedings ofthe national academy of science of the USA”

et intitulé:

“Wavelength-dependent regulation of transcription-coup]ed nucleotide

excision repair in p53-deficient human celis.”

Par

Géraldine Mathonnet*, Caroline Léger*, Julie Desnoyers, Régen Drouin, Jean

Philippe Therrien et Elliot A. Drobetsky

(* Ces auteurs ont contribué également au travail.)

Nature de la participation à l’article: J’ai mis au point la méthode de LM-PCR au

locus HPRT en me basant sur la méthode existante adaptée au locus c-jun. Par la

suite, j’ai réalisé, quantifié et analysé les expériences de LM-PCR au locus HPRT

suite à un traitement aux UVC. J’ai contribué de façon substantielle à ce travail et

de façon égale à Mrne Géraldine Mathoimet. J’ai également contribué à la

rédaction de l’article.



112

RÉSUMÉ

La réparation par excision de nucléotides (NER) prévient le cancer de la

peau en éliminant les dimers cyclobutyliques de pyrimidines (CPD) fortement

génotoxiques induits par la composante UV3 de la lumière solaire. Le NER est

composé de deux sous-voies distinctes mais se chevauchant, i.e. la voie de

réparation globale (GNER) qui élimine les CPD du génome entier et la voie

couplée à la transcription (TCNER) qui élimine les CPD seulement dans le brin

transcrit des gènes actifs. Des études précédentes ont clairement établi que la

protéine suppresseur de tumeur p53 joue un rôle crucial dans le NER. Dans la

présente étude, nous avons utilisé la technique de “PCR médié par une ligation”

(LMPCR) pour montrer, au niveau nucléotidique de gènes chromosomiques de

cellules humaines, que la nécessité d’une protéine p53 fonctionnelle pour le

TCNER, mais non pour le GNER, est dépendente de la longueur d’onde utilisée.

En effet, comparativement à son homologue isogénique p53 sauvage, la lignée

lymphoblastique humaine déficiente en p53 s’est avérée être significativement

moins efficace dans la réparation aussi bien des CPD situés dans le brin transcrit

que de ceux situés dans le brin non-transcrit des gènes c-juîi et hprt suite à un

traitement aux UVB (290-320). Toutefois, suite à une irradiation aux DV 254nm

qui sont absents de la lumière solaire parvenant à la surface de la terre, une

déficience en p53 a engendré une réparation des CPD moins efficace seulement

lorsque les dommages étaient situés sur le brin non-transcrits des gènes cibles. La

révélation de ce nouveau phénomène dépendant de la longueur d’onde réconcilie
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des études contradictoires précédentes qui avaient employé soit les UVB ou les

UV 254nrn pour montrer qtie p53 était requis ou ne jouait aucun rôle,

respectivement,dans le TCNER des CPD. De plus, notre découverte souligne une

faiblesse majeure en photobiologie expérimentale en fournissant un exemple

éminent et cliniquement significatif par lequel le mutagène modèle “non-solaire

254nm UV, couramment utilisé, ne reproduit pas les effets des UVB ayant une

importance environnementale.
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ABSTRACT

Nucleotide excision repair (NER) prevents skin cancer by eliminating highly

genotoxic cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) induced in DNA by the UVB

component of sunlight. NER consists oftwo distinct but overlapping

subpathways, i.e., global NER (GNER) which rernoves CPD from the genorne

overail, and transcription-coupled NER (TCNER) which removes CPD uniquely

from the transcribed strand of active genes. Previous investigations have clearly

established that the p53 tumour suppressor plays a crucial role in the NER

process. Here we employed the ligation-rnediated PCR technique to dernonstrate,

at nucleotide resolution along two chromosornal genes in hurnan ceils, that the

requirement for functional p53 in TCNER, but not in GNER, is dependent upon

incident DV wavelength. Indeed, relative to an isogenic p53-wild type

counterpart, p53-deficient human lyrnphoblastoid strains were shown to remove

CPD significantly less efficiently along both the transcribed- and nontranscribed

strands ofthe c-jun and hprt loci following exposure to environmentally-relevant

polychrornatic UVB (290-320-nrn). However in contrast, after irradiation with

254-mn DV which is absent from tenestrial sunlight, p53-deficiency engendered

less efficient CPD repair only along the nontranscribed strands ofthese target

genes. The revelation of this novel wavelength-dependent phenomenon reconciles

previous highly conflicting studies which ernpÏoyed either UVB or 254-nm UV to

daim, respectively, that p53 is required, or plays no role whatsoever, in TCNER

of CPD. furthennore, our finding highlights a critical caveat in experirnental

photobiology by providing a prorninent and cÏinically-relevant example whereby



the currently widely-used “nonsolar” model mutagen 254-nm UV does flot

adequately replicate the effects of environmentally-relevant UVB.
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INTRODUCTION

Nucleotide excision repair (NER) forestalis the accumulation of genetic

mutations, thus guarding against neoplastic transformation, by eliminating helix

distorting “bulky” DNA adducts induced by diverse environrnental carcinogens.

S uch adducts include highly-genotoxic (replication- and transcription-blocking)

cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs), which form through covalent linkage of

adjacent pyrimidine bases subsequent to direct absorption ofUV photons by

DNA. Misreplication of CPDs induced prirnarily by the solar UVB component

of natural sunlight is the pre-erninent cause of mutations in various oncogenes

and tumor suppressor genes which are prerequisite to the development of skin

cancer, the rnost frequent neoplasia in Caucasian populations (1, 2). lidividuals

afflicted with the rare autosornal recessive disorder Xerodenna pigmentostun (XP)

carry mutations in any of seven different NER genes (designated XP-A through -

G), and are therefore defective in the repair of CPD (3). As a direct consequence,

XP patients exhibit extreme photosensitivity and UV hypermutability, coupled

with a striking predisposition to both melanoma and nonmelanoma tumors (4).

NER is comprised oftwo distinct subpathways which manifest strong

mechanistic overlap, i.e., differing only in the initial lesion-recognition step (see

ref. (5) for a comprehensive review ofthe NER pathway). Global NER (GNER)

removes CPD from virtually anywhere in the genorne, and is initiated when the

XP complementation group-E gene product (XP-E), in conjunction with the XPC

hHR23B protein complex, recognize and bind the helical distortion introduced

into DNA by CPDs or other bulky lesions. This is followed by recniitment to the
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darnaged site ofthe core NER pathway, which faithfully restores the integrity of

the DNA through sequential steps of (i) strand separation rnediated by the XP-B

and XP-D helicases; (ii) incision on either side ofthe lesion via the structure

specific endonuclease activities ofXP-G and XP-F/ERCCÏ, (iii) excision ofthe

darnaged base as part of a single-stranded oligonucleotide approxirnatey 30 bp in

length; (iv) DNA resynthesis (gap-fihling) and ligation, using normal DNA

replication factors and the intact cornplementaiy strand as template.

In contrast to the situation for GNER, the transcription-coupled NER

(TCNER) subpathway rernoves only those lesions occurring along the transcribed

strands of active genes, and is triggered when RNA polymerase II becomes stalled

at positions where transcription-blocking CPDs occur (6). The CS-3 and CS-A

proteins then converge at the damaged sites, followed by removal or retraction of

the polymerase. This facilitates completion ofthe repair process by the core NER

pathway, as described imrnediately above for GNER. Deficiency in either CS-B

or CS-A causes Cockayne’s syndrome (CS) which, unlike XP, is characterized by

defective TCNER but normal GNER, developmental abnormalities, and no

predisposition to cutaneous tumors (7, 8).

The p53 tumor suppressor protein plays a critical role in the inhibition of

multistage photocarcinogenesis in part by transactivating proapoptotic genes that

stimulate the elimination ofUV-damaged precancerous “sunburn” celis (9, 10).

Moreover, p53 wouÏd be expected to inhibit skin cancer development in view of

its demonstrated essential participation in NER. Indeed, a welI-characterized

Southern blot-based assay that measures DNA strand-specific repair at the level of
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the gene was ernployed to show that geneticaÏly-p53-deficient skin fibroblasts

derived from Li-fraurneni syndrome patients, or skin fibroblasts expressing the

human papillomavints E6 (HPV-E6) oncoprotein that functionally inactivates p53

by greatly accelerating its proteasomal degradation, are each defective in GNER

(11, 12, 13). This defect was rnanifested by the inability of these p53-deficient

strains to efficiently remove CPD from the nontranscribed strand (NTS) of the

transcriptionally-active dihvdrofolctte reductase and p53 genes following

irradiation with the model mutagen 254-mn IJV. At the same tirne, these latter

investigations demonstrated that functional p53 was absolutely not required for

TCNER, since p53-deficient skin fibroblasts were fully proficient in the rernoval

of 254-nm UV-induced CPD from the transcribed strand (TS) of either

dihydrofolate redt’ctase orp53. Equivalent resuits on NER ofUV-induced CPD

were subsequently obtained for mammalian strains canying homozygous nul! p53

mutations, including human colorectal carcinorna celis (14) and murine

embryonic fibroblasts (15). In addition, it was demonstrated that hurnan skin

fibroblasts lacking functional p53 are defective only in GNER, and not TCNER,

of bulky DNA adducts induced by the enviromnental carcinogen benzo(a)pyrene

diolepoxide (16). In providing sorne potential mechanistic explanation for the

above findings, it was reported using 254-nrn UV-exposed human cetis that

upregulation ofthe XP-C and XP-E proteins (which are required for lesion

recognition during GNER only) is dependent on the presence of functional p53

(17, 18).
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Notwithstanding the above investigations on 254-mm UV-exposed ceils

which convincingly dernonstrated an essential role for p53 in GNER but flot in

TCNER, we originally posttilated that p53 rnight actually regulate both NER

subpathways. Indeed, p53 had been shown to interact with the XP-B and XP-D

helicases which are required for strand separation during GNER and TCNER, as

well as with the CS-3 protein that participates in lesion recognition during

TCNER only (19). In addition, after exposurc to genotoxic agents, p53

transactivates a gene encoding the ribonucleotide reductase subunit p53R2 (20)

which is essential for the DNA resynthesis step common to both NER

subpathways. Finally, celis lacking functional p53 are deficient in the recovery of

mRNA synthesis after UV treatment, indicating the relative inability of such ceils

to efficiently clear transcription-blocking CPD from the TS of active genes (21).

With the above rationale in mmd, we initially ernployed the ligation-rnediated

polyrnerase chain reaction (LM-PCR) technique to demonstrate at nucleotide

resolution that either Li-Fraurneni skin fibroblasts or HPV-E6-expressing hurnan

skin fibroblasts exhibit a substantial deficiency in both GNER and TCNER as

rneasured at the endogenous c-jun and p53 loci following treatment with

polychrornatic UVB (290-320-nrn) (22). We reasoned that the discrepancy

between these latter data showing p53 dependence for TCNER in hurnan skin

fibroblasts, and those cited in the preceding paragraph dernonstrating precisely the

opposite, might be explained by the circumstances that in each case celis were

irradiated with different UV sources, i.e. emitting, respectively, either

environmentally-relevant polychrornatic UVB, or monochromatic 254-nm
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(“gerniicidal”) UV which is virtually absent from terrestrial sunlight. Although

important similarities have been documented regarding the types of DNA

photoproducts and concomitant genotoxic stress responses elicited by 254-nrn UV

vs. UVB (23), these wavelengths manifest differential capacities to alter the

cellular redox state and, as a consequence, to influence pattems of gene activation

(see Discussion). In order to determine whether p53 might regulate NER in a

wavelength-dependent mariner, we empfoyed well-characterized isogenic hurnan

lymphoblastoid strains differing only in p53 status to study the kinetics of strand

specific CPD removal along two chromosornal genes, i.e., c-fini and

hypoxanthine phosphoribosvÏtrctnsferase (hpr), following treatment with either

254-irni or UVB.
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MATERIALS AND METHOUS

Celi Strains The p53+/+ human lyrnphoblastoid strain TK6, and its functionally

p53-deficient counterpart TK6-5E (constitutively expressing the HPV-E6

oncoprotein derived from the high-risk HPV 16 subtype), were kindly provided by

Dr J.B. Littie (Harvard School of Public Health). NH32, a homozygous p53-

knockout derivative of TK6, was a generous gift ofDr H.L. Liber (Massachusetts

General Hospital). Ail three strains were routinely rnaintained in suspension

culture in a 5% C02 atmosphere at 37°C in RPMI 1640 medium (Gibco BRL)

supplemented with 10% inactivated horse serum and 100 U/ml

penicillinlstreptornycin.

UV irradiations Approximately 5 x 106 exponentially-growing lymphoblastoid

ceils were washed once with PBS (containing Ca and Mgj, resuspended in 10

mi PBS, and added directly to 100-mm petri dishes. Replicate cultures were then

irradiated with acute doses of either polychromatic UVB (290-320-nm) or

monochromatic 254-nm DV at room temperature. The UVB source consisted of

two fluorescent tubes (F15T8 UVB lamp; DV Products, Upland, CA) generating a

dose rate of 6.5 J/rn2/s. The incident UVB was filtered using a sheet of cellulose

acetate (Kodacel TA-407 0.015 inch; Eastman Kodak Co.) in order to virtuaÏÏy

eliminate ail contaminating wavelengths below 290-nm. In the case of254-nm

DV, celis were ilTadiated with a G25T8 germicidai lamp (Sankyo Denki, Japan) at

a dose rate of 0.2 J/m2/s. The incident UVB and 254-nm DV fluences were
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measured with a Spectroline DRC lOOx digital radiometer equipped with DIX 300

and DIX 254 sensors, respectively. It should be noted that the UVB lamp emitted

sorne measurable incident energy within the UVA range (3 20-400 nm) which

could flot be eliminated. While we cannot categorically rule out that this UVA

component exerted sorne effect, the total UVA output under our exposure

conditions, i.e., approximately 5011m2, was unlikely to elicit any significant

biological response given that UVA is approxirnately 50,000-fold less genotoxic

than UVB on a per joule basis.

Enzymatic CPD cleavage and ligation-mediated polymerase chaïn reaction

LM-PCR is a genomic sequencing rnethod that allows quantification, at

nucleotide resolution along chromosornal genes, of any DNA adduct that can be

revealed either chemically or enzyrnatically as a ligatable strand break. The basic

LM-PCR protocol employed here to investigate CPD repair rates along the TS and

NTS ofeither c-jtm or hprt bas been described in detail (24, 25). Briefly, replicate

cultures were nTadiated with either 20 11m2 254-nrn UV or 450 11m2 UVB, and

incubated for vaiying times (0-24 h) to allow repair. Genornic DNA was then

purified and digested firstly with T4 endonuclease V which efficiently induces

single-strand breaks immediately adjacent to CPD sites with high specificity, and

secondly with Escherichia cou photolyase in order to convert these breaks to

ligatable 5’ tennini. Aliquots of enzyrne-digested DNA were nin on denaturing

agarose gels, as described previously (26), to show that 450J/rn2 ofUVB and 20

J/m2 of 254-nrn UV each induce approximately equivalent initial global CPD
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frequencies under our irradiation conditions (data not shown). Following

denaturation of the DNA, a gene-specific oligonucleotide was annealed

downstream of the region to 5e analyzed, and a set of genomic cleavage products

(Le., tenninating precisely at sites where T4 endonuclease V incised the DNA

adjacent to CPDs) was generated via primer extension with cloned Pfit

polymerase. An asymmetric double-stranded oligonucleotide Ïinker was ligated to

the phosphate groups at the fragment temiini, thus providing a common sequence

on the 5’ end of ail fragments. An oligonucleotide primer complementary to this

linker, in conjunction with another gene-specific primer, was then used in a PCR

reaction to arnplify the gene-specific cleavage products of interest. These

products were subjected to electrophoresis on 8% polyacrylarnide gels alongside a

Maxam and Gilbert sequencing ladder, transferred to nylon membranes,

hybridized to a 32P-labelled gene-specific probe, and visualized by

autoradiography. Ail bands corresponding to dipyrirnidine sites, and yielding a

measurable signal above background, were quantified using a Bio-Rad GS-525

phosphoimager (Bio-Rad Canada Ltd.). Variations in DNA sample loading were

carefully controlled for by assessing the relative intensities ofnon-specific signaIs

between lanes. The LM-PCR primer sets used for quantification ofNER rates at

the c-jun locus have been described previously (27, 28), while those used at the

hprt locus are listed in Table 1.
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RESULTS AND DISCUSSION

Despite the general accord that functional p53 is essential for efficient

GNER of UV-induced CPD, divergent daims initially ernerged that this critical

turnor suppressor is either also required for TCNER (22), or plays no role

whatsoever in this process (11). Althougli essentially the same p53-proficient-vs.

-deficient hurnan skin fibroblast strains were cornpared in these latter conflicting

studies, there were some potentially critical disparities in experimental design.

for example in each case distinct strand-specific repair assays were ernployed,

Le., LM-PCR, a PCR-based genomic sequencing method that bas been adapted to

measure repair ofDNA adducts at nucleotide resolution (29), vs. a well

characterized Southem blot-based assay that measures repair at the level ofthe

gene (30). We reasoned that this methodological difference is unlikely to account

for the observed contrariety in experirnental outcorne since each of the

aforementioned assays has been rigorously validated as a means to evaluate NER

rates along the TS and NTS of active genes in living ceils, and, furthermore, each

quantifies precisely the same event, i.e., the lesion recognitionlincision step of

NER as manifested by the disappearance ofT4 endonuclease V-sensitive sites.

A more likely and indeed intriguing explanation in our minds to account

for the apparent discrepancy regarding the role of p53 in strand-specific NER in

hurnan fibroblasts concemed the use ofdifferent CPD-inducing wavelengths, i.e.,

either 254-nm UV or polychrornatic UVB in the case of studies showing no role

or an essential role, respectively, for p53 in TCNER. To investigate this

possibility, we empÏoyed the p53+/+ hurnan Iymphoblastoid strain TK6 and two
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isogenic p53-deficient derivatives, i.e., NI-132, canying a homozygous knockout

ofp53; and TK6-5E, which constitutively expresses the HPVE6 oncoprotein that

functionally inactivates p53. The p53 status and phenotype ofthese

lymphoblastoid strains have been verified in our laboratory (3 1) and by others (32,

33). Specifically, following exposure to DNA damaging agents, it was shown that

NH32 and TK6-5E rnanifest clear defects in hallmark p53-regulated functions

including celi cycle arrest, apoptosis, and induction ofthe p53 downstream

effector p2 wafl.

Following treatrnent ofTK6, TK6-5E, and NI-132 with polychromatic

UVB, or TK6 and NI-132 with 254-nm IJV, we employed LM-PCR to compare the

rate of CPD removal in each strain at nucleotide resolution along the TS and NTS

ofthe autosornal c-jun protooncogene, a locus routinely utilized for LM-PCR

studies. However, c-jun is known to be strongly transcriptionally-activated in a

variety of celi types at early tirnes following UV exposure (34), thereby

introducing a potential bias when this particular gene target is tised for

investigations on transcription-coupled repair ofUV-induced DNA damage. li

addition, it must be taken into account that NER rates may predictably be

modulated in a locus-specific manner, possibly due to variations in local

chrornatin structure. We therefore also developed and applied the LM-PCR

technique to investigate the kinetics of strand-specific CPD repair along the X

linked hprt Iocus, i.e., a nonessential housekeeping gene which to our knowledge

is not regulated by DNA damage.
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figure 1 shows a sample LM-PCR autoradiogram reflecting CPD repair

rates at individual nucleotide positions along a portion ofthe TS strand ofthe hprt

gene in NI-132, TK6-5E, and TK6 following irradiation with 450J/rn2 ofUVB.

(Autoradiograms depicting repair along other regions of the TS oi- NTS of either

c-juii or hprt in UVB-exposed ceils are not shown.) The arrows on the right side

ofthe figure indicate dipyrimidine sites manifesting a clear signal above

background, i.e., which could lie precisely quantified by phosphoimager analysis.

for any given site, the percentage of CPD remaining at various times post

irradiation xvas calculated by comparing the intensities of hands produced at these

times to that of the corresponding hand at time zero (i.e., no opportunity for

repair, 100% ofCPD remaining). Graphical compilations ofali repair rate

determinations along the TS and NTS ofboth hprt and c-jztn for each UV3-

exposed lyrnphoblastoid strain are presented in figure 2. Two different regions

along cadi strand of each gene were independently evaluated on separate

autoradiograms. At least 10-20 dipyrimidine sites were quantified per region to

arrive at a total of at least 25-40 sites analyzed/strand/gene. Each data point on the

graphs represents a mean value calculated for these 25-40 sites. We emphasize

that the resuits are directly comparable, since the identical sites were aiways

compared among the different strains for each experimental condition. The

resuits clearly show that following irradiation with polychrornatic UVB, human

Iyrnphoblastoid ceT is wherein p53 is genetically or functionally inactivated are

significantly less proficient relative to an isogenic wild-type counterpart in the

removal of CPD from the TS of either c-jun or hprt (Figures 2A and 23), as well
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as from the NT$ ofthese target genes (Figures 2C and 2D). These data provide

critical confirmation for our previous highly-controversiaÏ finding that p53

regulates GNER and TCNER at the c—fun and p53 loci in human skin fibroblasts

(22).

Sample LM-PCR autoradiograms are shown in figures 3 and 4 which

depict CPD repair rates along portions ofthe NEFS and TS, respectively, ofthe

hprt gene in TK6 vs. NH32 following treatment with 2011m2 of 254-nrn UV. li

essentially the identical mamier as for the UVB studies described above, the

kinetics of strand-specific repair at the c-jun and hprt loci were detenriined and

displayed graphically (Figure 5). Relative to wild-type TK6, p53-null NF{32

manifested defective CPD removal from the NTS of either c-jun or hprt foflowing

254-nm UV exposure, whereas these strains displayed no difference whatsoever in

repair along the TS ofeither target gene (Figures 5A and 53). This resuit is in

complete accord with the previous investigations (cited in the hitroduction) on

various human and murine strains exposed to 254-nrn UV, but is in contrast to the

situation described in the preceding paragraph for UVB-irradiated human

lymphoblastoid or fibroblast strains where efficient repair ofboth the TS and NTS

display strict p53 dependence.

Our overali data clearly demonstrate, in a well-defined isogenic system at

two chromosomal loci, that while loss of functional p53 significantlyreduces the

efficiency GNER and TCNER in human celis exposed to polychromatic UVB,

following treatrnent with monochromatic 254-nrn UV this tumor suppressor is

essential for efficient GNER but absolutely dispensable for TCNER. The



128

revelation ofthis striking wavelength-dependent effect apparently resolves the

important controversy discussed in detail earlier regarding the role of p53 in

transcription-coupled repair. Although the underlying mechanisrn remains

completely unknown, we suggest a plausible general model. This model is based

on the capacity ofphotonic energy in the fonn of254-nm UV, but not ofUVB, to

compensate for loss of functional p53 by stimulating the inductionlactivation of

one or more proteins (norrnally also regulated by p53) that are required for

TCNER. We further postulate that this process would constitute part ofthe so

cafled “mammalian UV-response”, which comprises a plethora of protective UV

inducible signalling cascades triggered via autophosphorylation of plasma

membrane-associated growth-factor receptors (35). Evidence to support this

notion has been provided by the demonstration that activation ofjun-NH2

terminal kinase, i.e., a major early event in the mammalian UV-response, may be

required for efficient rernoval of cisplatin-induced DNA damage which is an

NER-dependent process (36, 37). In addition, intriguingly, primaiy CS-B

fibroblasts were shown to be impaired injun-NH2 tenriinal kinase activation (38),

suggesting a possible role for this event specifically in TCNER.

In further support ofthe above model, previous investigations have

demonstrated that UV-induced signal transaction originating at the membrane can

be subj ect to wavelength-dependent regulation. 0f particular significance given

the example rendered in the preceding paragraph is that 254-nm UV was shown to

be considerably more potent than UVB in the activation of jun-NH2 terminal

kinase in hurnan celis (39, 40). In addition, UVB but not 254-nm UV induced
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significant activation ofthe MAP kinase pathway in either human primary

melanocytes (41) or murine keratinocytes (42). The occurrence of such

wavelength-dependent phenomena may be explained based on the fact that, to a

far greater extent than 254-nm UV, polychromatic UVB is able to significantly

alter the cellular redox state through the production of reactive oxygen species

(43). furthermore, it is well established that shifts in cellular redox potential per

se can exert highly significarit effects at the level of activation or inhibition of

major stress-responsive signalling pathways (44). In any event, eventual

characterization ofthe precise basis for the UV wavelength-dependent regulation

of CPD removal observed here may be expected to reveal novel mechanistic

information regarding the control of transcription-coupled repair in humans.

finally, our resuits have important implications regarding experimental

photobiology. 254-mn UV is virtually completely absorbed by the atmosphere,

and therefore not a biologically-signi ficant component of terrestrial sunlight. On

the other hand UVB is present in the natural environment and constitutes the

primary mediator for the most deleterious effects of solar radiation including

eiythema, immunosuppression, mutagenesis, and skin cancer (45, 46). Despite

the above, since the inception ofmodern-day photobiological research, a vast in

vitro and in vivo data base has accumulated on the genotoxic and carcinogenic

effects of 254-mn UV. Considerably fewer investigations have focused on UVB,

and fewer stiil have rigorotisly cornpared the effects ofUVB vs. 254-nm UV. The

convenience and ready availability of genriicidal lamps emitting 254-nrn UV,

coupled with the popular assumption that 254-mn UV and polychromatic UVB
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elicit sirnilar biological responses, lias perpetuated this situation. We note that the

mai ority of previous studies ernploying the “nonsolar” model mutagen 254-nrn

UV may indeed stand the test of time with respect to physiological relevance.

Nonetheless the data presented here strongly highlight the necessity of employing

properly-filtered UVB sources (as opposed to, or in conjunction with 254-mm

UV) for future investigations which specifically aim to elucidate the actual

rnechanisms of skin cancer development in hurnans.
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FIGURE LEGENUS

Figure 1: Repair ofDVB-induced CPD at nucleotide resolution along a portion

ofthe TS ofthe human hprt gene in TK6, TK6-5E, and NH32. Repair rates at

individual sites (exon 3, primer HC, nucleotides 16740 to 16880; genebank

accession #M26939) are depicted for NH32 (left side), TK6-5E (middle) and TK6

(right side). The first four lanes on the Ieft show LM-PCR ofDNA treated with

standard Maxam-Gilbert cleavage reactions. For each strain, the following seven

lanes show LM-PCR ofDNA isolated from UYB-irradiated celis that have

undergone repair for the indicated tirnes. The last lane for each strain shows LM

PCR of unirradiated DNA foÏÏowed by T4 endonuclease V/photoïyase digestion

(background). The arrows indicate dipyrimidine sites that were quantified using a

GS-25 Phosphorimager (BioRad), equipped with the MultiAnalyst program

version 1.1.

Figure 2 Influence of p53 status on CPD removal aÏong the TS and NTS ofthe

c-fun and hprt loci in TK6, TK6-5E, and NI-132 treated with polychromatic UVB.

A, transcribed strand of c-fun; each data point represents the mean of 39 sites

using prirners JE (nucleotides +18 to +190; genebank accession #J09 111), JX

(nucleotides +1748 to +1910) and JS (nucleotides +233 to +389). B, transcribed

strand of hprt; mean of 25 sites using prirners HA (exon 2, nucleotides +14890 -

+14980) and HC (exon 3, nucleotides +16740 - +16880). C, nontranscribed

strand of c-jun; mean of 39 sites using primers JY (nucleotides +1644 - +1820)
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and JB (nucleotides —360 to -215). D, nontranscribed strand of hprt; mean of 20

sites using primer HB (exon 2, nucleotides +14850 - +14967). The standard error

ofthe mean, calculated for each data point, was less than +1-3.0% in ail cases. .

TK6, u TK6-5E, Â NH32

Figure 3 : Repair of 254-nm UV-induced CPD at nucleotide resolution along a

portion ofthe NTS ofthe hurnan Ïiprt gene in TK6 and NI-132. Repair rates at

individual sites using primer HD (exon 3, nucleotides 16510 to 16630) are

depicted for NH32 (left side) and TK6 (right side). The lane designations and

arrow indications are the sarne as for figure 1.

figure 4 : Repair of 254-nrn UV-induced CPD at nucleotide resolution along a

portion ofthe TS ofthe hurnan hprt gene in TK6 and NH32. Repair rates at

individual sites using primer HA (exon 2, nucleotides 14890 to 14980) are

depicted for NH32 (left side) and TK6 (right side). The lane designations and

an-ow indications are the same as for figure 1.

Figure 5 : Influence of p53 status on CPD removal along the transcribed and

nontranscribed strands ofc-jun and hprt in TK6 and NH32 treated with

monochrornatic 254nni-UV. A, transcribed and nontranscribed strand of c-jun

using prirners JE (nucleotides +18 - +190) and JS (nucleotides +233 - +389) for

the transcribed strand and prirners JT (nucleotides +230 - +310) and JY

(nucleotides + 1644 - + 1820) for the nontranscribed strand. Each data point



137

represents the mean of 25 sites for the transcribed strand and 27 sites for the

nontranscribed strand. B, transcribed and nontranscribed strand of hprt using

primers HA (exon 2, nucleotides 14890-14980) and HC (exon 3, nucleotides

+16740 - +16880) for the transcribed strand, and prirners HB (exon 2, nucleotides

+14850 - +14967) and HD (exon 3, nucleotides +165 10 - +16630) for

nontranscribed strand. Each data point represents the mean of 38 sites for the

transcribed strand and 45 sites for the nontranscribed strand. The standard error of

the mean, calculated for each data point, was iess than +1- 3.0% in ail cases. Open

and closed symbols depict repair ofthe transcribed and nontranscribed strand,

respectively. u, . TK6; U, A NI-132.
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Cette thèse a pour but l’étude des rôles de la protéine p53 dans la réponse

des cellules humaines à un traitement aux UV environnementaux représentés ici

par la lumière solaire simulée. Les objectifs secondaires visent à 1) déterminer la

validité du modèle d’inactivation de p53 par l’expression de la protéine E6 du

virus du papillome humain, 2) déterminer la validité du modèle des UV 254nrn

pour simuler la réponse aux UV environnementaux et 3) déterminer plus

précisément le rôle de la protéine p53 dans la réparation par excision de

nucléotides et dans la mutagénèse induite par une exposition aux DV.

1 Comparaison de différents modes d’inactivation de p53

Dans la discussion accompagnant les travaux présentés dans le deuxième

chapitre de cette thèse, il a été clairement mentionné que l’expression de la

protéine E6 du virus du papillome humain de haut risque n’est pas un bon modèle

d’inactivation de la protéine p53, et ce pour l’étude de la majorité des processus

cellulaires régulés par ce gène suppresseur de tumeur. II est tout de même

important de remarquer que lors des études de réparation décrites dans le

troisième chapitre de cette thèse, nous n’avons observé aucune différence entre la

vitesse de réparation des CPD retrouvés dans les cellules p53 K.O. vs celles

exprimant la protéine HPV E6 (Voir figure I et 2 du chapitre 3). De plus,

l’analyse du spectre de mutations produit au locus HPRT suite à un traitement à la

lumière solaire simulée (voir figure 6 du chapitre 2) ne présente aucune différence

significative entre les deux modes d’inactivation de la protéine p53. La protéine

HPVE6 ne semble pas affecter la mutagénèse par d’autres moyens que
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l’inactivation de p53 et peut donc être utilisé pour l’étude de l’influence de p53 sur

le NER et la mutagénèse induite par les UV.

La découverte de la modulation de la la stabilité et/ou de la fonction de

plusieurs protéines cellulaires, en plus de p53, par l’oncoprotéine E6 dti virus HPV

de haut risque aide à comprendre les différences existantes entre le modèle

génétique et le modèle fonctionnel d’inactivation de p53 présentées dans cette

thèse. Par exemple, il a été démontré que HPV E6 active la dégradation des

protéines cellulaires suivantes: c-myc (Gross-Mesilaty et al. 1998), Bak (Thornas

and Banks 1998), E6TP1 (Gao et al. 2001), MAGI-1, -2 and -3, (Glaunsinger et

al. 2000), DLG (Lee, Weiss, and Javier 1997), Vartul (Nakagawa and Huibregtse

2000) et mcm7 (Kuhne and Banks 199$); qu’elle lie les protéines: E6BP (Chen et

al. 1995), TNFR1 (Filippova et al. 2002), zyxin (Degenhardt and Silverstein

2001), MAGUK (Thomas et al. 2001) ainsi que le récepteur orphelin TR2

(Collins et al. 2001) et qu’elle inactive les protéines p73 (Park et al. 2001) et

ADA3 (Kurnar et al. 2002). De plus, l’oncoprotéine E6 est capable d’activer le

promoteur du facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) (Lopez-Ocejo

et al. 2000), d’induire des mutations de façon p53 dépendante et indépendante

(Kim, Guo, and Park 2000) et de moduler le cycle cellulaire en provoquant

l’accumulation de cdc2, la cycline A et B (Thornpson et al. 1997).

Bien que la protéine HPV E6 ne soit pas un bon modèle pour l’étude de

l’inactivation de p53, il n’en demeure pas moins que cette protéine mérite d’être

plus étudiée puis qu’elle est l’une des deux principales protéines oncogéniques du

virus du papillome humain. Ce dernier est l’agent viral transmissible sexuellement
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le plus commun aux États-Unis et est la principale cause du cancer du col de

l’utérus (Barbosa 1996). L’utilisation de lignées isogéniques telles que celles

utilisées dans cette étude, en conjonction avec l’utilisation d’tme lignée à la fois

génétiquement déficiente en p53 et exprimant la protéine HPV E6 (par exemple

NH32-E6) pourrait aider à élucider les voies biochimiques régulées par cet

oncogène. Toutefois, une telle lignée n’est pas encore construite puisque le gène

de sélection du vecteur rétroviral contenant le gène codant pour la protéine

HPVE6 est le même que celtii utilisé pour inactiver un des allèles de p53 dans la

lignée NH32. La sélection de la lignée NH32-E6 serait donc impossible. Afin de

contourner ce problème, il faudra remplacer le géne de sélection à la néomycine

contenu dans le vecteur rétroviraf par un gène conférant une résistance à d’autres

drogues (ni la néomycine ni l’histidinol), réintroduire ce vectetir dans la lignée

“packaging”, réinfecter les lignées TK6 et NH32, et refaire la sélection des clones

ayant les mêmes caractéristiques de croissances. Et seulement ensuite il sera

possible de reprendre les expériences présentées dans cette thèse afin de

comprendre les effets p53-indépendents de HPV E6.

Il est donc possible de conclure que pour toutes nouvelles études portant

sur le rôle de la protéine p53 dans un processus cellulaire donné, l’utilisation de

modèles cellulaires exprimant la protéine E6 du virus du papillome humain de

haut risque ne devrait être réalisée qu’en conjonction avec l’utilisation de modèle

d’inactivation génétique afin de permettre la validation interne de ce modèle.
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2 Les UV254nm pour modéliser les UV environnementaux

Les DV 254nrn sont largement utilisés comme modèle pour l’étude des

propriétés physiologiques des DV même s’ils sont bloqués par la couche d’ozone.

Ils produisent les deux types de dommages majoritairement impliqués dans la

photocarcinogénèse, soit les dirners cyclobutyliques de pyrimidines et les

photoproduits 6-4, mais génèrent très peu de dommages oxidatifs ou de bris de

l’ADN. Ces longueurs d’ondes peuvent être facilement produites par la simple

utilisation de lampes germicidales ne nécessitant pas d’appareillage complexe et

étant disponible à faible coût. De plus, il existe une grande base de données sur

les effets de ces longueurs d’ondes dans divers phénomènes physiologiques et ce

dans de nombreux organismes, de f.coÏi à l’humain. Toutefois, tel que mentionné

dans l’introduction, ces longueurs d’ondes activent également des chemins

biochimiques qui peuvent différer de ceux activés par les UVB et les UVA. Il est

donc essentiel de déterminer quelles sont les réponses cellulaires aux UV

environnementaux qui peuvent être fidèlement reproduites par les DV 254nrn et

lesquelles ne le peuvent pas.

Les études rapportées ici indiquent que les courbes de survie suite aux

254nm DV et au SSL peuvent être corrélées par un simple facteur de correction,

(i.e qu’à 5JIm2 de 254nm UV nous retrouvons sensiblement la même survie qu’à

500 kJ/n-i2 de SSL) et ce pour toutes les doses étudiées. Ceci correspond

parfaitement à ce qui avait été rapporté dans des fibroblastes humains (Patton et

al. 1984) ou encore dans des cellules CHO (Drobetsky et al. 1994) traitées par ces

mutagènes. Bien que l’amplitude de la réponse apoptotique soit plus élevée en
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réponse au SSL comparativement aux UV 254nrn, la cinétique observée reste la

même. L’augmentation de la réponse apoptotique suite aux SSL par rapport aux

UV 254nrn pourrait être due à la p;oduction accrue de réactifs oxygénés

endommageant les composantes cellulaires, la mitochondrie et la membrane

plasmique par le SSL

En fait, la seule réponse étudiée à présenter à la fois une cinétique et une

étendue de réponse identique entre les UV 254nm et le SSL (à des doses

équitoxiques) est l’arrêt en Gi dans les cellules normales. Toutefois, la durée de

l’arrêt en Gi suite aux UV 254nm dans des cellules exprimant la protéine E6 du

virus du papillorne humain est prolongée par rapport à la durée obtenue suite à un

traitement à une dose équitoxique de SSL, ce qui suggère que bien que la durée et

la cinétique de l’arrêt soient identiques dans les cellules normales, les mécanismes

régulant ce processus fondamental de protection diffèrent entre les UV 254mn et

la SSL. La quantité de réactifs oxygénés ansi que les voies de signalisation

activées par les UV varient selon la longueur d’onde et ceci constitue

probablement l’une des causes des différences observées. L’étude plus

approfondie des protéines cellulaires Liées par l’oncoprotéine E6 couplée à une

analyse des protéines et atix chemins biochimiques induits différentiellement par

les UV 254nrn et le SSL pourraient également aider à cerner les différentes voies

menant à l’activation de l’arrêt en Gi.

Une réponse contradictoire entre celle observée suite à un traitement aux

UVC par rapport aux UVB n’est observée que dans le cas de la réparation par

excision de nucléotides. L’étude au niveau nucléotidique de la vitesse de
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réparation des CPD induits par les UVB et logés dans le brin transcrit vs le brin

non-transcrit du gène HPRT démontre clairement que la protéine p53 est

nécessaire autant pour le TCNER que le GNER. Mes collègues sont également

arrivés à la même conclusion en étudiant la réparation à d’autres locus, soit c-jun

ou p53 (Therrien et al. 1999; Therrien et al. 2001). Toutefois, suite à une

HTadiation aux UV 254nm, la protéine p53 n’est plus requise pour le couplage de

la réparation et de la transcription (ce sujet est discuté en détails à la section 3a).

Il est également possible d’observer que la vitesse de réparation du brin

non-transcrit au locus HPRT est plus rapide que celle au locus c-jun (et ce

indépendemment du statut de p53) suite à un traitement aux UV 254nm mais non

suite aux UVB. En fait, suite aux UV 254 nm, le brin non-transcrit du gène

HPRT est réparé aussi rapidement que le brin transcrit. Ce phénomène avait déjà

été rapporté suite à une irradiation aux UV 254 nrn pour un autre gène

“housekeeping”, soit APRT, dans des cellules CHO (Zheng et al. 2001). Ces

cellules sont déficientes dans la réparation des CPD situés dans le brin non-

transcrit, tel que montré au locus DHFR (même étude). De plus, les auteurs ont

déterminé qu’il ne pouvait s’agir d’une réparation couplée à la transcription se

produisant sur les deux brins puisque même lorsque l’expérience est répétée avec

des cellules CHO dont le promoteur de APRT a été délété (donc sans aucune

transcription de ce locus), une forte réparation des deux brins de APRT est tout de

même observé. Afin de déterniner si la structure nucléosomique et le contexte

génomique du locus étudié pouvait être la cause de cette observation, les auteurs

ont étudié la réparation du locus APRT intégré à différents endroits dans le
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génome. Les auteurs en sont venus à la conclusion que le contexte génomique,

mais non la structure nucléosomale seule pouvait expliquer cette différence (Feng

et al. 2002). Il est possible que cette conclusion s’applique également aux résultats

obtenus pour le locus HPRT. Lors d’un traitement aux ultraviolets, les facteurs

impliqués dans le NER sont recrutés aux sites d’attachement à la matrice nucléaire

(Balajec, May, and Bohr 199$) et un tel site a été retrouvé dans les gènes APRT et

c-jun (Johnson 1993) (Chong, Taylor, and Piper 1995). Étant donné que la vitesse

de réparation du brin non-transcrit de HPRT suite à un traitement aux UVB est

beaucoup plus lente que suite à un traitement aux UV 254nm (50% de réparation:

24hrs vs 9hrs, respectivement), il est possible de supposer que les UV 254mn

(mais non les UVB) induisent l’activation d’une protéine responsable du

remodelage du contexte génomique environnant les sites d’attachements à la

matrice nucléaire permettant une réparation très rapide des deux brins d’ADN des

gènes situés près de ces régions. Il serait intéressant d’étudier la réparation de

APRT suite à un traitement aux UVB, afin de déterminer si les résultats obtenus

aux locus HPRT se reproduisent dans ce locus et également d’étudier la réparation

d’autres gènes connus pour contenir une séquence d’attachement à la matrice

nucléaire, tel que le gène de la topoisomérase I (Romig et al. 1994). Enfin, il

pourrait être intéressant de déterminer quelles sont les protéines liées à aux sites

d’attachement à la matrice nucléaire suite à un traitement aux UV 254nrn vs aux

UVB par DNA ChIP.
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3 La protéine p53 et la mutagénèse induite par les UV

3.1 Implication de la protéine p53 dans la réparation par excision de nucléotides:

L’importance du râle de la protéine p53 dans la réparation couplée à la

transcription suite à un traitement aux UVB est en accord avec le râle comu de

p53 dans le rétablissement de la transcription suite à ce mutagène (McKay and

Ljungrnan 1999). 11 a en effet été montré, tel que mentionné dans l’introduction,

que le TCNER sert à libérer les séquences codantes de dommages pouvant

empêcher la transcription de gènes importants pour la survie de la cellule (McKay

and Ljungman 1999). Deux hypothèses peuvent être envisagées potir expliquer

l’implication différentielle de p53 dans le TCNER induit par les UVB vs UV

254nm.

Premièrement il est possible que les UV 254nm induisent l’expression de

protéines impliquées dans la réparation couplée à la transcription qui sont

fonctionnellement redondantes avec p53 mais qui ne sont pas activées par les

UVB. Plusieurs protéines ayant un râle à jouer dans la réparation par excision de

nucléotides ou interagissant avec une des protéines impliquées dans ce processus

ont été récemment découvertes dont XAB-1 (Nitta et al. 2000) et -2 (Nakatsu et

al. 2000), l’homologue humain de la protéine MMS 19 de levure (qui interagit

avec les protéines XPB et XPD) (Seroz et al. 2000) et la protéine cullin4A

(Shiyanov, Nag, and Raychaudhuri 1999). La première étape à réaliser afin de

déterminer si ces protéines peuvent expliquer l’implication différentielle de p53

dans le TCNER serait de détenniner si elles peuvent être activées

différentiellement par les UV 254nrn et les DVB. De plus, la technique du
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LMPCR en conjonction avec l’utilisation d’un système cellulaire dans lequel p53

et/ou la protéine supposée être impliquée dans le TCNER seront inactivées,

permettra de déterminer si ces protéines fonctionnent dans un même chemin

biochimique ou si elles font parties de deux voies distinctes. L’inactivation

spécifique de ces protéines pourrait être obtenue par l’expression d’un ARNm

antisens spécifique à chacune de ces protéines. D’autres protéines, encore

inconnues, peuvent également avoir un rôle à jouer dans le TCNER suite aux UV

254nm mais non suite aux UVB. Plusieurs études ont examiné le patron

d’expression des gènes avec ou sans traitement aux UVB et aux UV 254nm.

Toutefois, aucune de ces études n’a examiné l’expression différentielle des gènes

entre ces deux longueurs d’ondes dans une même lignée cellulaire et avec une

méthode unique. Afin d’identifier ces protéines, il serait intéressant de de

comparer le patron d’expression des gènes dans la lignée TK6 suite à un

traitement aux UVB, aux UV 254nm, au SSL ou encore sans traitement grâce à la

technologie des “high density oligonucleotides arrays”. Ce type d’expérience a

déjà été réalisé dans les cellules de Saccharomyces cerevisiae (BuTe!! et al. 2001)

et les auteurs ont rapporté que sur les 3 1 gènes conférants une protection contres

les UV 254nm, 27 était retrouvés lors d’un traitement aux UVB. Ces résultats

devront être ensuite confirmés par des études de RT-PCR en temps réel et

complérnentés par des études fonctionnelles. Ces études ne pennettront toutefois

pas de détecter des protéines dont l’activation est atteinte par modifications post

traductionnelles ou encore par une relocalisation cellulaire.



154

Deuxièmement, il est possible que les protéines normalement contrôlées

par p53 et impliquées dans le TCNER, soient régulées indépendamment de p53

par les UVC et non par les UVB, et ce dû à l’activation de voies de signalisation

différentes. Ceci suppose que ce n’est pas la protéine p53 en elle même qui agit au

niveau du TCNER mais bien l’une de ces cibles transcriptioirnelles. Par exemple,

la protéine Gadd45, (impliquée dans le GNER), est activée par les UVB de façon

p53 dépendente et indépendente (Maeda et al. 2003). Il a été également montré

que la kinase “Jun Kinase”, faisant partie de la famille des MAP kinases et qui est

impliquée dans la phosphorylation de p53, est activée beaucoup plus fortement

suite à un traitement aux UV 254nrn qu’aux UVB (plus de 1 5X par les UV 254nm

mais seulement à un niveau 3X supérieur au niveau basal par les UVB) et qu’elle

est impliquée dans la régulation de la réparation de l’ADN (Potapova et al. 1997).

Il est toutefois peu probable que cette kinase contribue à l’initiation de la

réparation couplée à la transcription puisqu’elle est activée par le recrutement de la

machinerie de réparation de l’ADN (NER (Ramaswamy and Pelling 1999) et

MMR (Nehrne et al. 1997) au site endommagé et non le contraire (Adler et al.

1995). Il a en effet été démontré que l’induction de cette kinase est diminuée dans

les cellules déficientes pour le gène CSB et qu’un extrait cellulaire dérivé de

celles-ci ne pouvait induire cette kinase suite à l’ajout d’un ADN endommagé. De

plus, cette kinase est activée à un niveau plus ou moins élevé dans plusieurs

lignées présentant des déficiences dans des gènes de réparation par excision de

nucléotides (Dhar et al. 1996). Toutefois, plusieurs autres voies de signalisation

peuvent être impliquées, dont la voie ERK1 -2 qui est modulée de façon
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différentielle par les UV (Dhanwada et al. 1995). Afin de déterminer plus

précisément quels gènes peuvent être impliqués, l’étude de l’expression

différentielle des gènes suite aux UVB vs UVC devra être reproduite dans les

cellules NH32 et le résultat comparé avec celui obtenu dans la lignée TK6. De

plus, des études d’inactivations sélectives de différentes voies des MAPK (JunK,

p38 ou ERK-1/-2) permettra de mieux comprendre les voies de signalisation

menant à l’activation du TCNER.

La technique de LM-PCR ne permet pas d’identifier tme déficience dans

n’importe laquelle des étapes du NER. En effet, elle est limitée aux étapes

précédant la resynthèse du brin excisé. Il est donc possible que le facteur régulé

par p53 et affectant la réparation sur le brin transcrit suite à un traitement aux

UVB ne soit pas spécifique à la voie TCNER mais bien qu’il fasse partie d’une des

étapes communes qui précèdent la resynthèse, soit la stabilisation de la bulle

d’excision ou le positionnement des nucléases. La technique de LMPCR ne nous

permet toutefois pas de discrérniner entre ces différentes étapes. Il serait

intéressant de regarder la régulation de l’expression, de la localisation et de la

fonction des protéines connues pour avoir un rôle spécifiquement dans le TC

NER (comme par exemple les protéines CSB-A et CSB-B) et modulées par la

protéine p53 lorsque les cellules sont traitées aux UVB comparativement aux UV

254nrn.
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3.2 Le contournement des dommages résiduels:

La réparation adéquate de l’ADN est primordiale pour les cellules,

quoiqu’une réparation imparfaite ne mène pas nécessairement à l’accumulation de

mutations et à la progression cancéreuse, tel qu’illustré par la très faible

augmentation d’incidence de cancer de la peau chez les patients atteints du

syndrome de cockaine (de Boer and Hoeijmakers 2000a). Les cellules de ces

patients démontrent une augmentation accrue de la réponse apoptotique en

réponse aux UV (van Oosterwijk MF 1996). Toutefois, lorsque l’induction de

l’apoptose est également anéantie, tel que chez les sottris déficientes en p53, il y a

augmentation de l’incidence de ce type de cancer. Elles accumulent ainsi des

mutations inactivatrices dans des gènes essentiels pour le contrôle du cycle

cellulaire, l’inhibition de contact et le maintien de l’intégrité génétique, favorisant

l’apparition d’un phénotype tumoral. Les mutations sont causées par deux

mécanismes différents soit l’infidélité de polymérisation des ADN polymérases

impliquées dans la réparation ou la réplication à paiÏir d’un brin non-endommagé

ou encore le contournement avec erreur des dommages causés par les UV par les

polymérases spécialisées (Strauss 2002). Donc, il est raisonable de s’attendre à ce

que mes résultats démontrent une augmentation des mutations dans les cellules

déficientes en p53 suite à un traitement aux UV, ce qui n’est toutefois pas le cas

(voir figure 5 du chapitre 2). Il est important de se i-appeler que la fréquence de

mutation a été mesurée dans les cellules ayant survécu à l’irradiation et que bien

que l’apoptose soit une composante importante pour décider si une cellule

continue à proliférer suite à un traitement ou non, elle n’est pas la seule
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composante. Ainsi, une cellule peut arrêter de façon penhlanente dans le cycle

cellulaire, s’éteindre par mort réplicative ou encore entrer en sénécence précoce.

Des études ont déjà démontré que les cellules lymphocytaires n’entrent pas en

arrêt permanent, mais très peu d’études ont porté sur les deux autres mécanismes.

Toutefois, comme mentionné plus haut, seules les cellules survivantes ayant

accumulé des mutations au niveau de gènes critiqties mènenront à un cancer; alors

il est important de pouvoir mesurer le rythme de mutation dans ces cellules. Un

fait intéressant à remarquer est que la fréquence de mutations à une faible dose de

radiation, soit 5J/m2 ou 500KJ/m2 de SSL induit la même fréquence de mutation

dans les cellules p53 déficientes que dans la lignée sauvage. Toutefois, dans les

cellules déficientes en p53, la courbe de mutabilité ne suit pas une progression

dose-dépendante telle que retrouvée dans les cellules sauvages: on remarque

plutôt la formation d’un plateau.

Il est possible d’envisager deux hypothèses qui expliqueraient ce

phénomène: premièrement, les cellules présentant un niveau de dommages plus

élevé que le niveau retrouvé à la dose où débute le plateau meurent. Il ne reste

donc que les cellules faiblement endommagées. Ceci impliquerait que beaucoup

plus de cellules ne parviendraient jamais jusqu’au stade de colonies dans les

cellules p53 déficientes que les cellules sauvages, ce qui n’est toutefois pas le cas

puisque l’on note que l’apoptose est diminuée dans les cellules p53 déficientes par

rapport à la lignée sauvage et que la survie clonogénique est identique entre les

deux lignées isogéniques.
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La deuxième hypothèse, plus probable, implique une saturation du

mécanisme de contournement des dommages avec erreur qtii survient plus

rapidement dans les cellules déficientes en p53 que dans les cellules sauvages.

L’existence d’un contournement des dommages avec erreur vs sans erreur fut

proposée en 1979 suite à la comparaison des niveaux de mutations induit après

un traitement aux UV 254nm dans des fibroblastes normaux versus issus de

patients atteints de la maladie Xeroderma Pigmentosum de type Variant (XPV)

(Maher et al. 1979). Depuis, les protéines impliquées dans chacune de ces voies

ont été identifiées. Le gène codant pour la protéine responsable du contournement

sans erreur des CPD (la polyrnérase etha) se nomme XPV et a été cloné par

homologie au gène Rad3O de levure (Johnson et al. 1999). La polyrnérase

responsable de la majorité des mutations suite aux UV est la polymérase zéta

(Lawrence and Hinkle 1996). Elle est composée de trois sous-unités, soit Revi,

Rev3 et Rev7. La protéine Rev3 abrite le site catalytique de l’enzyme. La

polyrnérase zéta est modérément processive mais ne possède pas d’activité

exonucléase 3’—> 5’. Elle nécessite toutefois la sous-unité Rev7 afin de stimuler

son activité catalytique (Lawrence and Hinkle 1996). Ce n’est qu’en 1998 que fut

cloné, par deux groupes différents, l’homologue humain de la protéine Rev3 de S.

cerevisiae (Gibbs et aï. 199$; Xiao et al. 199$). Il a été démontré, par l’expression

d’un ARN messager antisens à hRev3, que cette protéine est essentielle pour la

formation des mutations suites aux UV et que l’inactivation de hRev3 n’interfère

pas avec la survie de la cellule (Gibbs et al. 1998). Le contournement des

dommages avec erreur ne représente qu’environ 5% du contournement total
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effectué par une cellule, tel que déterminé lors d’expérience chez la levure ou

encore en utilisant des cellules dérivées de patients XPV (Cordonnier and Fuchs

1999),(Cordonnier, Lehrnann, and Fuchs 1999).

En effet, il est quelques fois plus avantageux pour la cellule de survivre, au

prix d’une mutation, que de mourir (Kunz, Straffon, and Vonarx 2000). La

polymérase zéta, chez la levure, n’est pas contrôlée au niveau transcriptionnel

(Singhal, Hinkle, and Lawrence 1992). Il est donc peu probable que la protéine

p53 inftuence l’homologue humain de cette polymérase à ce niveau. Il est

également peu probable que ce gène suppresseur de tumeur influence directement

la sous-unité catalytique puisqu’il a été démontré que l’expression d’un ARNm

antisens à la protéine REV3 inhibe fortement la formation des mutations suite aux

DV. Seul un faible niveau de mutations subsiste, équivalent au niveau de

mutation induite par le métabolisme normal de la cellule. Toutefois, tel

qu’observé à la figure 5 du chapitre 2, tin niveau faible mais clairement plus élevé

de mutations que le niveau basal est induit dans les cellules NH32 suite à un

traitement aux DV. Récemment, plusieurs autres polyrnérases accessoires, i.e.

impliquées seulement dans le contournement des dommages, ont été identifiées

(Goodman 2002). Ainsi, il a été démontré que la polymérase iota agit de façon

séquentielle avec la polymérase zéta afin de faciliter le contournement des CPD

(Johnson RE 2000) et que cette polymérase est recrutée att site endommagé via

une interaction avec la protéine PCNA (Haracska et al. 2001). Il est donc possible

d’émettre l’hypothèse suivante: la protéine p53 est impliquée soit dans la

régulation de la sous-unité Rev7 (qui agit comme stimulateur de l’activité
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enzymatique de Rev3), de la protéine iota ou encore dans la régulation d’une

protéine interagissant avec l’une des sous-unités de la polyrnérase zéta. Afin de

vérifier cette hypothèse, il serait intéressant (1) de déterminer le niveau

d’expression de l’ARNm de chacune des sous-unités de la polymérase zéta ainsi

que de la polyrnérase iota. (2) De réaliser des études de contournements des CPD

en utilisant des extraits cellulaires de cellules déficientes en XPV ou en XPV et en

p53. (La déficience en XPV est nécessaire afin de s’assurer que nous observons

bien les évènements de contournement avec erreur et non le contournement sans

crieur dû à la polymérase etha.) Cette expérience nécessitera l’utilisation d’un

système in vitro de réplication utilisant un vecteur dont la réplication sera

compatible avec p53. L’origine de réplication de SV4O est couramment utilisée

mais ne pourra être utilisée puisque l’antigène grand T de ce virus, nécessaire à la

réplication, inactive p53, ce qui rendrait l’étude des effets de p53 inefficace. La

réplication du polyomavirus n’étant pas affectée par p53 (Kanda et al. 1994), cette

origine de réplication virale pourra être clônée à la place de l’origine de réplication

de SV4O du plasmide double-brins contenant un CPD utilisé pour étudier le

contournement des dommages (Svoboda and Vos 1995).

3.3 La spécificité des mutations induites par les UV:

Le spectre de mutations produit suite à un traitement au SSL au locus

HPRT n’a pas été corrélée avec la vitesse de réparation mesurée à ce même locus

puisque l’expérience de LMPCR a été réalisée avec les UVB et non le SSL. Les

UVB ont été utilisés au lieu du SSL pour une raison purement technique.
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Toutefois, bien qu’il soit admis que la majorité des CPD produits par le SSL

soient en fait induits par la composante UVB du SSL, il est possible que les

mécanismes de contrôle de la réparation des CPD et/oti la fixation des mutations

soit influencés par la longueur d’ondes utilisée. De plus, la corrélation entre la

quantité de dommages et la formation d’une mutation à un site donné a déjà été

effectuée dans les gènes HPRT (Kotturi et al. 1998) et gène p53 (Yoti, Szabo, and

Pfeifer 2000) pour les UVC 254nrn et les UVB (respectivement). Une corrélation

entre les “hotspots” de mutations dans le gène p53 des cancers de la peau chez

l’humain et la vitesse de réparation à ces sites suite à un traitement aux UVB a

également été réalisée (Tornaletti and Pfeifer 1994).

La lignée NH32 est plus résistante au 6-TG que la lignée sauvage, ce qui

porte à croire que cette lignée est déficiente dans la voie de réparation des

mésapariements (MMR) (Swann et al. 1996). Un site de liaison pour le facteur de

transcription p53 est retrouvé dans le promoteur du gène hMSH2 (Scherer et al.

1996), codant pour une protéine impliquée dans le MMR. La présence de ce site

de liaison à un impact fonctionnel puisqu’il a été montré que la protéine p53, en

coopération avec la protéine c-jun, est capapble d’induire la transcription de

hMSH2 suite à un traitement aux UV254nrn (Scherer et al. 2000). Étant donné

que l’expression de la protéine p53 est abolie génétiquement dans la lignée NH32,

il est possible de supposer que le phénotype de déficience en MMR est provoqué

par une diminution (ou une abolition) de l’expression de hMSH2 dans cette

lignée, d’où son phénotype de résistance à la 6-thioguanine.
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La protéine hMSH2 peut former un hétéroduplexe avec la protéine hMSH6

et ainsi former le complexe MutSŒ qui reconnaît les mésapariement de bases et

les petites insertions/délétions. hMSH2 peut également se lier avec hMSH3 pour

former le complexe MutSf3 qui reconnaît les petites insertions/délétions mais qui

démontre une très faible affinité pour les mésapariernents base-base. Toutefois,

les dimers de pyrirnidines ne sont pas reconnus par le système de réparation des

mésapariernents (O’Driscoll et al. 1999). De plus, il a été démontré que les

dommages composés (dirners et mésapariements) sont reconnus deux fois moins

bien qu’un mésapariement simple (Mu et al. 1997). Toutefois, ces études ne

permettent pas de conclure de façon définitive que le MMR n’a aucun effet sur la

spécificité des mutations retrouvées suite aux UV. Afin de déterminer l’impact

d’une déficience en MMR sur le spectre de mutation produit suite à un traitement

aux UV 254nm, un gène rapporteur traité aux UV 254nm a été introduit dans une

lignée dérivée de TK6 présentant une déficiente en hI\4SH6 (nommée MT1). Les

résultats de cette étude démontrent que l’abolition de hMSH6 n’influence ni la

survie, ni la fréquence de mutation suite à un traitement aux UV 254nm mais

qu’elle influence la localisation des mutations (Tobi et al. 1999). Les auteurs ont

noté une augmentation des mutations de type C—>T dans une suite de 5 cytosines

présentes dans le vecteur navette pSP 189 lorsque introduit dans la lignée MT1

par rapport à la lignée TK6.

Un site intéressant de la séquence codante de lexon 2 du gène HPRT

consiste en une suite de 6 guanines (positions 292-297, voir figure 6 du chapitre

2) situé sur le brin non-transcrit (6 cytosines sur le brin transcrit). A ce site, il est
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possible d’observer 5 mutations dans la lignée p53 déficientes NH32 mais aucune

dans la lignée sauvage TK6. L’hypothèse suivante a donc été émise: l’apparition

du site d’occurance multiples de mutations dans la suite de 6 guanines du gène

HPRT retrouvée dans la lignée p53-déficiente suite à un traitement au SSL est

causée par l’inactivation du MMR.

Cette hypothèse devra être vérifiée expérimentalement. Dans un premier

temps, le niveau d’expression du gène hMSH2 dans les lignées NH32 et TK6

devra être évalué autant au niveau de l’expression de l’ARN messager que de la

protéine. De pius, afin d’évaluer si la résistance est bel et bien due à l’incapacité

de la cellule à effectuer le MMR, la résistance à d’autres drogues que le 6-

thioguanine, telle que l’étoposide ou encore le cispiatin, (Lage and Dietel 1999)

devra être évaluée. Si le niveau d’expression de la protéine n’est pas affecté, il est

peu probable que la résistance au 6-TG observée dans la lignée NH32 soit causée

par une diminution de la capacité de la cellule à effectuer le MMR. Il sera alors

possible que la lignée NI-132 soit résistante au 6-TG suite à une augmentation de

l’expression de la protéine MRP4, qui est responsable du transport du 6-TG hors

de la cellule (Chen et al. 2003), (Lai and Tan 2002) et que l’hyperrnutabilité du

site contenant 6 guanines de l’exon 2 du gène HPRT dans la lignée N}132 ne soit

pas due à une déficience en MMR . Toutefois, si une diminution de l’expression

de hMSH2 est observée dans les cellules NH32, il sera intéressant de passer à

l’expérience qui suit. Premièrement, l’inactivation de la protéine hMSH2 par

l’introduction d’un vecteur exprimant de façon constitutive l’ARN messager

antisens à celui de la protéine hMSH2 endogène permettra d’inactiver cette
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dernière autant dans la lignée NH32 que dans la lignée TK6. Après avoir obtenu

les lignées transfectées stables et s’être assuré que la protéine hMSH2 est bien

inactivée dans ces lignées, il sera intéressant de reproduire le spectre de mutations

dans ces lignées, aux mêmes conditions que celles décrites dans le chapitre 2 et de

comparer les résultats avec ceux lepésentés à la figure 6 du chapitre 2. Si l’analyse

des résultats ne démontre pas l’apparition d’une augmentation des mutations au

site étudié dans la lignée TK6 transfectée, il sera alors possible de conclure que le

système MMR ne joue pas de rôle dans le phénotype d’hyperrnutabilité observé

dans la lignée NH32.

Il est également possible de sctpposer que l’augmentation des mutations à

ce site soit simplement dû à l’inactivation du système du NER, ce qui entraîne une

persistance des dommages à ce site et donc une augmentation des mutations lors

de la réplication. Toutefois, lorsque étudié par la méthode du LMPCR, ce site ne

semble pas être un site préférentiel (par rapport à un autre site dypirimidique) de

formation des CPD. De plus, le niveau de dommage est trop faible pour permettre

de déterminer si ce site est réparé de façon moins efficace que la moyenne.

3.4 Influence de la méthylation sur les mutations induites par le SSL:

Il a été démontré que la lumière solaire et les UVB induisent

préférentiellement la formation de dirners de pyrimidine aux cytosines méthylées

en 5’ (5’-Met-CpG) situés dans un site dypirirnidique. La position des sites

méthylés n’a pas été déterminée expérimentalement dans le gène HPRT chez

l’humain. La séquence codante de HPRT comporte neuf exons dans lesquels on
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retrouve huit sites potentiellement méthylés. Trois de ces sites, si mutés,

donneront naissance à une mutation silencieuse (parce que situés à la position

Wooble d’un trinucléotide) qui ne pourront être détectés par notre méthode de

détection des mutations. Sur les cinq sites restants, seulement trois comportent

aux moins deux pyrimidines adjacentes (soit CCG ou TCG) pouvant être la cible

des UV. Un de ces sites (5’CTCGAG, position 236) est un site fortement muté

suite au SSL dans les trois lignées étudiées. Toutefois, aucune mutation n’a été

retrouvée aux deux autres sites potentiellement méthylés (5’CCCGCA, position

95 et 5’TTCGTG, position 593), et ce dans les trois lignées étudiées lors de cette

expérience. Il est important de garder en mémoire que ce ne sont pas

nécessairement tous les sites méthylés qui présenteront tine augmentation des

mutations. L’étude des gels de LMPCR au temps zéro (cette portion de gel n’est

pas illustrée) nous permet d’estimer la quantité de CPD formés par le traitement,

sans qu’il y ait eu réparation. Nous pouvons conclure que, suite à un traitement

aux UVB, le niveau de dommage est effectivement plus élevé à ce site

comparativement aux sites environnants. Tel que vu précédemment, un autre

facteur pouvant influencer la formation des mutations à un site particulier est la

vitesse de réparation à ce site. Toutefois, dans ce cas ci, la vitesse de réparation

ne semble pas jouer un rôle prépondérant puisqu’elle est la même que la vitesse

moyenne des sites environnant.
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4 Objectif global: Étude des rôles de p53 dans la réponse aux UV:

Tel que mentionné dans la discussion du chapitre 2, les observations

suivantes ressortent quant au rôle de p53 dans la réponse aux UV. Premièrement,

p53 est tin des déteni-iinants majeurs de la réponse apoptotique des cellules

humaines traitées aux UV. Deuxièmement, tel que démontré précédemment

(Loignon and Drobetsky 2002), la protéine p53 ne joue aucun rôle dans l’arrêt à la

frontière Gl/S des cellules traitées aux UV. Troisièmement, la protéine p53 est

impliquée dans le TCNER et GNER lorsque les cellules sont soumises à une

irradiation aux DVB, la composante la plus mutagénique des UV

environnementaux. finalement, la protéine p53 influence la mutagénèse

provoquée par les UV.

Toutes ces réponses sont inteneliées. Par exemple, il est généralement

admis que l’arrêt en Gi permet à la cel]ule de mieux réparer son ADN simplement

en lui donnant plus de temps pour éliminer les nombreuses lésions qui

l’encombrent avant de procéder à la duplication de son matériel génétique.

Toutefois, dans la présente étude, il n’existe aucune différence dans la cinétique

d’arrêt entre les cellules déficientes en p53 (et en réparation de l’ADN) et les

cellules normales. Il semble donc que la quantité de dommages restant dans le

génome ne soit pas le facteur clef déterminant la durée de l’arrêt Gl/S.

Les études entreprises pour la réalisation de cette thèse permettent de

conclure que, suite à une exposition aux UV, le rôle de suppresseur de tumeur

attribué à la protéine p53 est principa]ement médié par deux mécanismes distincts

soit l’induction de l’apoptose et la réparation par excision de nucléotides.
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5 Conclusion générale:

Cette thèse renforce l’importance de la protéine p53 dans la protection des

individus contre les cancers induits par les UV et contribue à l’avancement des

connaissances scientifiques en décrivant clairement, et de façon détaillée, dans un

modèle de lignées humaines isogéniques, les changements phénotypiques associés

à l’abolition du gène suppresseur de tumeurs p53 dont l’importance dans l’étiologie

de la majorité des cancers humains est maintenant fortement établie.

Les présentes études mettent l’emphase sur la nécessité de choisir avec

soin les modèles utilisés pour étudier les UV environnementaux et l’effet de

l’inactivation de p53 sur la réponse des cellules humaines. De plus, ces recherches

permettent de mieux cerner les relations existant entre les différentes voies de

protection des cellules humaines face aux UV environnementaux.

Cette étude jette donc les bases d’une meilleure connaissance des effets

néfastes des UV environnementaux et ainsi permet la mise au point de moyens de

protection et/ou de traitements des cancers induitspar les UV qui sont,

ironiquement, émis par la source même de toute vie sur terre.
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