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Sommaire

Des données récentes stipulent que 15 à 20% de tous les cancers peuvent être attribués

aux infections par le vims du papillome humain (VPH) et on le soupçonne de plus en

plus d'etre impliqué dans le développement des cancers de peau de type non-

mélanome (CPNM). Les oncoprotéines E6 et E7 de VPH16, augmente respectivement

la dégradation protéosomale de p53 et de la protéine du rétinoblastome (pRb), ce qui

crée un « knock-out » cellulaire fonctionnel de p53 et pRb. Plusieurs études ont

démontré que les gènes suppresseurs de tumeurs p53 et pRb jouent un rôle important

dans la réponse aux ultraviolets (UV). Les UV produisent, dans l'ADN, des lésions

mutagéniques qui sont principalement de type dimères de pyrimidine et ces lésions

sont réparées par excision de nucléotides (REN). Il existe 2 types de REN : le REN

couplé à la transcription (TCREN), qui répare préférentiellement les régions

transcrites de l'ADN et le REN global (GREN) qui répare l' ADN non transcrit. Le

gène suppresseur de tumeur p53 joue un rôle important (bien que controversé) dans le

REN, alors que pRb, ne semble pas avoir de rôle direct dans le REN. Notre hypothèse

est que l'inactivation de p53 et pRb par E6 et E7 respectivement inhibe le REN, ce qui

favorise la formation de mutations dans l' ADN et donc le développement des CPNM.

Suite à une irradiation aux UVB (400J.m-2) , la cinétique de réparation des dimères de

pyrimidine a donc été évaluée à l'échelle nucléotidique à l'aide d'une méthode très

sensible, la « Ligation-Mediated PCR » (LMPCR). Par cette approche, nous avons

démontré que, comparativement aux fibroblastes contrôles, les fibroblastes exprimant

E6 sont déficients pour les 2 types de REN, alors que ceux exprimant E7 ne sont

déficients que pour le GREN. De plus, des fibroblastes de patients atteints du

Syndrome de Li-Fraumeni (génétiquement compromis pour p53) sont déficients en

TCREN et GREN (l). L'arrêt du cycle cellulaire en Gl permet à la cellule de vérifier

et réparer son ADN avant la phase de replication. Des études de cycle cellulaire ont

permis de démontrer que les lignées E6, E7 et contrôle subissent un arrêt en G l suite à

une irradiation aux UVB et cet arrêt est plus prononcé dans les cellules produisant

E6 : la déficience en REN ne peut donc pas être attribué à une inhibition de l'arrêt en

Gl. L'évaluation de la survie clonogénique a indiqué que les cellules E6 et E7 sont

plus sensibles à forte dose d' UVB (400J.m-2 et +) et cette sensibilité ne s'explique pas



n

IV

par une augmentation de la mort cellulaire (nécrose ou apoptose) par rapport au

contrôle, mais probablement par un arrêt permanent de la croissance cellulaire qui est

plus importante dans la lignée E6. Enfin, nous avons voulu déterminer si la déficience

en REN corrèle avec une augmentation du nombre de mutations dans l' ADN. La

fréquence de mutation au locus hprt suite à une irradiation aux UVB (400J.m ) est

plus grande dans lignée E7 puisqu'elle comporte 5 fois plus de mutants induits, alors

que l'induction est seulement de 2 fois dans les lignées LXSN et E6.

A la lumière des résultats obtenus, il est clair qu'en plus d'avoir un rôle dans le

GREN, p 5 3 est impliqué dans le TCREN suite à une irradiation aux UVB. De plus, la

déficience en GREN dans la lignée E7 suggère un rôle pour pRb dans le REN.

Cependant, la déficience en TCREN et GREN dans la lignée E6 ne résulte pas en une

augmentation de la fréquence de mutations, alors que la lignée E7 (déficiente en

GREN) est hypermutable. Il apparaît donc qu'une déficience en REN ne provoque pas

nécessairement ime augmentation de la fréquence de mutation et que d'autres

mécanismes telle la synthèse translésionnelle fidèle ou non entrent aussi en ligne de

compte. Le VPH étant un facteur de risque dans le développement de certains cancers

de l'épithélium, nos résultats suggèrent que ce risque n'est pas seulement lié à une

déficience en REN, lorsqu' associé à une exposition aux UV.

Mots clés : REN, p53, pRb, VPH, UVB
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n l Introduction

Etoile la plus proche de nous, le soleil se voit attribuer des vertus quasi-

thérapeutiques. Par exemple, il a été démontré que certains cas de dépression étaient

dus à un manque de rayons solaires. De plus, il semble que le moyen le plus facile et

le plus naturel d'absorber la vitamine D demeure l'exposition au soleil, qui déclenche

la fabrication de cette vitamine par la peau. Cependant de nos jours, les gens semblent

se méfier davantage de cet astre et, plus particulièrement, des rayons ultraviolets (UV)

qu'il dégage, puisqu'il a été démontré que ces derniers constituent un agent causal

majeur dans le développement des cancers de la peau. Cette tendance s'est amplifiée

lorsqu'en 1985, des scientifiques ont découvert des trous dans la couche d'ozone.

Cette couche représente un filtre naturel qui retient la plus grande partie des rayons

UV du soleil. L'amincissement de la couche d'ozone semble avoir provoqué tout un

engouement pour la recherche sur les effets des rayons solaires, puisque près de 25

000 publications (comptabilisées par Pubmed) sur ce sujet ont vu le jour entre 1985 et

2000.

Les prochaines lignes tenteront d'expliquer le phénomène de carcinogénèse induite

par les UV en débutant par l'absorption des photons de lumière par l' ADN jusqu'à la

formation de mutations, en passant par les mécanismes de défenses tout en discutant

du rôle du vims du papillome humain (VPH ) dans le développement des cancers de

peau de type non-mélanome (CPNM).

J

1.1 Les mécanismes d9action des UV et la

photocarcinogénèse de la peau

1.1.1 Les dommages causés par les UV

Le rayonnement UV produit par le soleil se divise généralement en trois groupes : les

rayons UVA, UVB et UVC. Les rayons UVC (125 à 290 nm) sont les plus
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Figure 1 : Spectre des UV (adapté de Friedberg et al., 1995).
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génotoxiques, mais sont complètement absorbés par la couche d'ozone et, par

conséquent n'atteignent pas la surface terrestre. Le rayonnement UVB(280-315 nm),

qui constitue 10 % des rayons qui parviennent à la surface terrestre, sont directement

absorbés par l' ADN. L'absorption de cette énergie par l' ADN cause l'excitation

d'un électron, qui passera à un niveau plus élevé et instable d'énergie. Cet

intermédiaire réactif pourra ensuite se dégrader ou réagir avec d'autres biomolécules

environnantes. Les UVB, lorsqu' absorbés par l' ADN, causent la formation de liens

covalents au niveau des bases azotées entre deux pyrimidines adjacentes. Les deux

principaux dommages qui en résultent sont les dimères cyclobutyliques de pynmidine

(CPD) et les photoproduits 6-4 (6-4 PP) où il y a respectivement formation d'un lien

entre les carbones 5 et 6 ainsi que 4 et 6 de deux pynmidines adjacentes. Bien que

moins fréquents, les rayons UVB peuvent aussi causer certains dommages oxydatifs

tels que des bris de brins d' ADN , des thymines glycoles et les 8-oxoguanines. Les

rayons UVA, qui constituent 90% des rayons UV qui atteignent la surface terrestre,

sont en majeure partie absorbés par des chromophores autres que l' ADN. Cette

énergie peut ensuite être transférée à l' ADN par des intermédiaires ou radicaux libres

oxygénés générés par les chromophores. Les principaux dommages causés par les

UVA sont les 8-oxoguanines, les thymines glycoles et les bris de brins d' ADN (3).
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1.1.2 Les mécanismes de défenses

Etant donné que l' ADN est sujet à des attaques constantes par divers mutagènes, la

cellule a du se munir de mécanismes de défense afin de pouvoir maintenir l'intégrité

de son génome. Les principaux mécanismes de défenses utilisés par la cellule pour

faire face aux dommages induits par les UV sont :

l. L'arrêt du cycle cellulaire;

2. La réparation de l' ADN par excision des nucléotides (REN);

3. La mort cellulaire (apoptose ou nécrose).

Il semble que ces trois mécanismes puissent nécessiter la stabilisation préalable de

p53, une protéine suppresseure de tumeurs, pour leur exécution. Il existe toutefois des

voies indépendantes de p53 qui peuvent mener à l'arrêt du cycle cellulaire et à

l'apoptose et il en sera aussi question dans les prochains paragraphes.

D

1.1.2.1 La stabilisation de p53

En conditions normales, le niveau basai de p53 est très bas du à sa dégradation

protéasomale rapide via son association en N-terminal avec la protéine mdm2 (4). De

plus l'activité transcriptionnelle de p53, entre autre celle qui est associée aux co-

activateurs CBP et p300, est masquée par l'interaction de mdm2 avec son domaine de

transactivation (5). Cependant, lors d'une irradiation aux UV, il y a stabilisation et

activation de la protéine suppresseure de tumeur p53 qui semble s'opérer

principalement par des modifications post-traductionnelles telles la phosphorylation et

l'acétylation, empêchant ainsi l'interaction avec mdm2 (voir figure 2). A ce jour, il

existe plus d'une dizaine de sites connus pour des modifications post-traductionnelles

dans p53, mais seulement la ser-20 semble être impliquée dans la stabilisation de la

protéine suite aux UV. En effet, le remplacement de la ser-20 par une alanine ou un

aspartate, abolit l'induction de p53 suite aux UV (6-8). Cette substitution a pour effet,

d'empêcher la phosphorylation de p53 à cette position et d'augmenter sa dégradation

via la liaison à mdm2 (9). Suite à une irradiation aux UV, la ser-20 serait

phosphorylée par la kinase Chkl (10) qui serait elle-même phosphorylée par ATR

(ATM-RadS-related) (11).
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La stabilisation de p53 déclenche ensuite différentes cascades qui vont ultérieurement

mener à l'arrêt du cycle cellulaire, le REN ou l'apoptose (voir sections suivantes). De

plus, cette stabilisation a pour effet de transactiver mdm2, ce qui augmente la quantité

de protéine mdm2 et donc la dégradation protéasomale de p5 3. Cette boucle de

rétrocontrôle permet de ramener le taux basai de p5 3, un fois le stress cellulaire

terminé (12, 13).

Bien que les résultats actuels tentent de démontrer que la phosphorylation de la ser-20

est celle requise pour la stabilisation de p53 suite aux UV, le mécanisme de

stabilisation est probablement plus complexe et fait intervenir un mécanisme de

phosphorylation-acétylation séquentielle. De plus, le mécanisme de défense à utiliser

(arrêt du cycle cellulaire, REN ou mort cellulaire) pourrait être dicté par des

modifications post-traductionnelles de p53. Par exemple, Bulavin et al. ont montré

que suite à une irradiation aux UV, la kinase p38MAPK phosphoryle p53 sur les ser-

33 et 46, ce qui favorise l'apoptose (14).

1.1.2.2 L'arrêt du cycle cellulaire

En conditions normales, la cellule procède sans intermption à travers les différentes

phases du cycle cellulaire. Cependant, lorsque celle-ci subit un stress et/ou que son

ADN est endommagé, il y a arrêt de la prolifération cellulaire en Gl, en S et/ou en G2

afin de permettre à la cellule de réparer son ADN . Les prochains paragraphes se

veulent une explication du point de contrôle en Gl (Voir figure 3) et les étapes

nonnales de la progression du cycle cellulaire ne seront pas discutées, mais pour une

revue de la littérature, se référer à Shackelford et al., 1999 (15).

J

Le phénomène d'arrêt en Gl chez les cellules humaines a été démontré pour la

première fois par le groupe de Little en 1968 en utilisant le mutagène modèle des

rayons y (16). Par la suite, il s'est avéré que plusieurs agents chimiques et physiques

provoquaient cet arrêt, dont les UV (15, 17).
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1.1.2.2.1 L'arrêt en Gl qui est dépendant de p53

Une fois induit, p53 agit comme activateur de la transcription de p21 (18, 19), un

inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines (KDC) (20). Les KDC sont

responsables de la phosphorylation de pRb et de la libération subséquente des

facteurs de transcription de la famille E2F (E2F1 à 4) (21). Le gène RB-1 code pour la

protéine du rétinoblastome ou pRb qui est mutée dans les rétinoblastomes

sporadiques, les carcinomes du sein et des petites cellules du poumon, les

ostéosarcomes et les glioblastomes. La liaison E2F-pRb semble être impliquée dans la

suppression des tumeurs, puisque tous les mutants tumoraux de pRb analysés à ce jour

ont perdu la capacité à lier E2F (22). De plus, l'inactivation de E2F1 dans des souris

pRB+/- diminue le risque de développement de tumeurs (23). Lorsque p21 est activé,

il y a inhibition de l'activité kinase des KDC, pRb devient hypophosphorylé (24)et

son affinité pour E2F augmente. En liant E2F, pRb réprime la transcription de gènes

impliqués dans la transition Gl-S. Bien que l'on pensait que la répression de la

transcription était essentiellement due à la séquestration de E2F, on affirme

maintenant que pRB a un rôle direct dans ce phénomène. En effet, en liant E2F, pRb

est transporté jusqu'aux promoteurs des gènes transcrits par E2F et réprime la

transcription en recmtant des histones déacétylases (25, 26). Ces enzymes favorisent

la déacétylation des histones du promoteur et permettent la formation de

nucléosomes, ce qui a pour effet d'inhiber la transcription. Le rôle de pRb dans l'arrêt

en Gl est aussi illustré par l'utilisation de fibroblastes embryonnaires de souris pRb-/-

qui ne subissent plus de point de contrôle en Gl suite à une irradiation aux UV (27).

0

1.1.2.2.2 L'arrêt en Gl qui est indépendant de p53

Plusieurs groupes de recherche ont démontré que p53 ne serait pas essentiel à l'arrêt

en Gl suite à une irradiation aux UV (28-30). En effet, l'induction de p21 suite à une

irradiation aux UV dans des lignées déficientes en p5 3 corrèle avec l'arrêt en G l (31,

32). Aussi, une irradiation aux UV favoriserait la phosphorylation de la protéine

cdc25A ainsi que sa dégradation via le système ubiquitine/protéasome entraînant ainsi

l'inhibition du complexe cdk2/cyclineE dont l'activité est essentielle à la transition

Gl-S (33) . Une autre voie possible d'arrêt en Gl serait assurée par pl07, un des

membres de la famille de pRB. Suite à une irradiation aux UVC, pl 07 serait
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déphosphorylée par une phosphatase de la famille PP2A et séquestrerait E2F,

empêchant ainsi ce facteur de transcription de promouvoir la transcription des gènes

impliqués dans la transition Gl-S (34).

u
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Le mécanisme d'arrêt en Gl lors d'une irradiation aux UV, qu'il soit dépendant ou

non de p53, alloue du temps supplémentaire à la cellule pour vérifier l'intégrité de son

ADN et par le fait même réparer les dommages qui y ont été créés.

0

J

1.1.2.3 Excision des nucléotides (REN)

Le mécanisme d'excision des nucléotides est le système par excellence pour

l'enlèvement des CPD et des 6-4 PP, dommages qui sont générés dans l' ADN par une

exposition aux UV. Les 6-4 PP produisent une plus grande distorsion de l' ADN que

les CPD et on pense que c'est pour cette raison qu'ils sont réparés de 5 à 10 fois plus

rapidement que les CPD (35). Dans les cellules humaines, le REN est composé de

deux sous-voies : la première voie est utilisée pour la réparation de la totalité du

génome (GREN) et la deuxième voie est couplée à la transcription et, par conséquent,

est utilisée pour la réparation du brin transcrit des gènes actifs (TCREN). Il a été

démontré que le brin transcrit des gènes actifs est réparé beaucoup plus rapidement

que les parties non-transcrites du génome (36).

1.1.2.3.1 Mécanismes

Le NER est un processus séquentiel qui implique plusieurs étapes : (z) la

reconnaissance du dommage et l'incision du brin d' ADN, (li) l'excision de

l'oligonucléotide qui contient le dommage, (z'z'z) la resynthèse du brin et ligation (voir

figure 3). Le TCREN et le GREN diffèrent essentiellement par leur étape de

reconnaissance des dommages. Une lésion qui survient dans une région non-transcrite

de l' ADN est reconnue par le complexe protéique XPC-hHR23B qui lie le dommage

et recmte les autres facteurs (37). Une autre protéine , XPE, pourrait être impliquée

dans l'étape de reconnaissance du GREN. En effet, XPE (p48) aurait la possibilité

d'accroître l'enlèvement des CPD dans l' ADN non-transcrit (38) et il a été démontré

que les cellules XPE sont déficientes en GREN (39). De plus, XPE possède une

affinité pour plusieurs types de dommages (40), affinité qui est plus grande pour les 6-

4 PP que pour les CPD (4l). Pour le TCREN, il semble que le blocage de l' ARN

polymérase II (ARN pol II) par un dommage dans l' ADN constitue le principal signal

qui recrute les facteurs CSA et CSB au site de la lésion. Ces facteurs sont essentiels

puisque les cellules du groupe CS sont complètement déficientes en TCREN et, dans
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ces cellules, le brin transcrit est réparé à la même vitesse que le brin non-transcrit (42).

Deux hypothèses expliquent comment s'effectue la reconnaissance des dommages

dans le TCREN : lorsque la transcription est bloquée par une lésion, (i) une fraction de

la grande sous-unité de l'ARN Pol II est ubiquitinée et dégradée par le protéasome

suite à une irradiation aux UV et ce mécanisme serait absent dans les cellules CSA et

CSB (43, 44), (n') l' ARN pol II reculerait de quelques nucléotides pour permettre le

recrutement des facteurs essentiels au REN au site de la lésion (45).

Les étapes subséquentes sont identiques pour le GREN et le TCREN. Il y a

recmtement des facteurs XPA, RPA et TFIIH au site de la lésion. Etant donné son

affinité pour les dommages dans l' ADN (46) et sa capacité à interagir avec d'autres

protéines du REN ( RFA, TFIIH, XPF), XPA pourrait avoir le rôle de vérifier le

dommage et d'orchestrer la machinerie de réparation autour de la lésion (47). TFIIH

est un complexe protéique qui, à la base, est impliqué dans l'initiation de la

transcription (48). Son rôle dans le REN (49) provient de l' activité hélicase conférée

par les sous-unités XPB et XPD : XPB déroule l' ADN dans le sens 3'-5' alors que

c'est l'inverse pour XPD (50). Il semble que le facteur RPA en liant l' ADN non-

endommagé, aide au déroulement de l' ADN (51). De plus, RFA , en interagissant

avec XPG et ERCC1-XPF, est cmcial dans l'étape d'excision de l'oligonucléotide

(52). XPG et ERCC1-XPF sont des endonucléases qui coupent en 3' (53) et 5' (54)

respectivement du dommage. L'incision en 3' survient avant celle en 5'(55) et

l'oligonucléotide libéré a une longueur qui varie entre 24 et 32 nucléotides (56).

Ensuite, l' ADN polymérase ô ou s et la Ugase vont se charger de resynthétiser et lier

l' ADN (57).

0

L'importance du REN se manifeste par différents syndromes, tels que Xeroderma

Pigmentosum (XP) et le syndrome de Cockayne (CS) engendrés par un

dysfonctionnement des protéines qui sont impliqués dans le REN. Des expériences de

fusion cellulaire ont identifiés huit groupes de complémentation chez les patients XP

(XPA à XPG et XPV ) et deux chez les patient CS (CSA et CSB). Pour un patient XP,

le risque de développer un cancer de peau est 1000 fois plus élevé que chez un patient

normal (47, 58). Le syndrome de Cockayne se caractérise par une photosensibilité
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cutanée accme qui provient d'une déficience en TCREN. Cependant, ces patients ne

sont pas prédisposés au développement d'un cancer de peau. Dans les deux cas,

l'espérance de vie est diminuée (XP : 45 ans, CS : 12 ans) et certains patients

manifestent des troubles neurologiques (47) .

0

l. l .2.3.2 Le rôle p53 dans le REN

Récemment plusieurs groupes de recherche ont démontré que p53 agissait au niveau

du REN. En effet, il a successivement été démontré que des fibroblastes de patients

atteint du Syndrome de Li-Fraumeni ou exprimant la protéine E6 (augmente la

degradation protéasomale de p53) ainsi qu'une lignée p53 -/- réexprimant p53 sous le

contrôle de la tétracycline étaient déficients en GREN seulement (59-61). Les cellules

d'epitheliums mammaires produisant E6 semblent aussi être déficientes seulement en

GREN (62). De plus, des kératinocytes infectés par VPH16 sont déficients dans la

reparation du brin transcrit et non transcrit de p53 après irradiation aux UV (63). Une

autre étude, démontre que les fibroblastes de Li-Fraumeni sont déficients en GREN et

en TCREN seulement aux sites réparés plus lentement (64). Bien que ces résultats

prouvent l'implication de p53 dans le GREN la controverse règne encore quant à son

implication dans le TCREN. Cette controverse semble être alimentée par l'utilisation

de modèles cellulaires différents et de techniques de détection des dommages qui sont

plus ou moins sensibles ainsi qu' à la détection des dommages à des endroits

différents du génome (ex. : p53 versus DHFR).

u

L'implication de p53 au sein du REN semble provenir de son interaction avec divers

partenaires protéiques et de son rôle comme facteur de transcription. En effet, p53 est

impliqué dans l'augmentation de la transcription de p21 et GADD45 suite à la

formation de dommages dans l' ADN (65). Ces deux protéines interagissent avec

PCNA, un facteur essentiel au REN lors de la resynthèse du brin (66, 67). De plus,il a

été récemment démontré que GADD45 pouvait moduler la structure de la chromatine

en facilitant la relaxation de l' ADN par les topoisomérases (68). La protéine p48

(XPE), est aussi un gène qui est régulé à la hausse suite à une irradiation aux UV et

cette hausse serait dépendante de p53 (39). P48 favorise l'enlèvement des dommages

sur le brin non-transcrit et diminue la mutagénèse induite par les UV (38).
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Récemment, il a été démontré que p53R2, une sous-unité de la ribonucléotide

réductase (RNR), est induite de façon dépendante de p53 suite à une irradiation aux

UV. La RNR catalyse l'étape limitant la production de déoxynucléotides

triphosphates (dNTP) et p53R2 serait importante pour la production urgente de dNTP

pour le processus de réparation puisque c'est la seule RNR à être transférée dans le

noyau suite à un stress cellulaire (69, 70). Tel que mentionné plus haut, p53 interagit

avec d'autres protéines impliquées dans le REN. Par exemple elle lie RPA (71, 72),

une protéine essentielle tout au long du processus du REN. Il semble aussi que p53

inhibe l'activité hélicase de XPB et XPD (73, 74), deux protéines impliquées dans le

déroulement de l' ADN au site de la lésion. Enfin, p53 interagit avec CSB, une

protéine impliqué dans l'étape de reconnaissance du TCREN (74). Un modèle a

récemment été proposé stipulant que lors d'un stress cellulaire, CSB, faisant partie du

complexe de transcription, serait inhibé par p53 . Le complexe de transcription étant

bloqué au site de la lésion, il y aurait par la suite recrutement des autres protéines du

REN (75).

1.1.2.4 La mort cellulaire (apoptose ou nécrose)

Il a été proposé que lorsque la cellule subit trop de dommages, cette dernière est

simplement éliminée par un des deux processus suivants : l'apoptose ou la nécrose.

Ces deux mécanismes sont d'une importance capitale puisque leur dysfonctionnement

entrame des pathologies telles les maladies cardiaques, le cancer, la maladie

d'Alzheimer, les maladies inflammatoires, etc. Du point de vue de la morphologie

cellulaire, l'apoptose et la nécrose ont des caractéristiques bien différentes. Par

microscopie électronique, on peut généralement observer les phénomènes suivants

chez une cellule en apoptose : la condensation de la chromatine près de l'enveloppe

nucléaire, un rétrécissement de la cellule, la formation de circonvolutions de la

membrane cytoplasmique et la formation de corps apoptotiques. In vivo, les

macrophages phagocytent les corps apoptotiques, mais ne relâchent pas de substances

inflammatoires. Certains changements biochimiques surviennent aussi lorsque la

cellule meurt par apoptose, soit la translocation des phosphatidylsérines (PS) à la

surface membranaire et la dégradation intemucléosomale de l' ADN, produisant un
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patron en échelle sur gel d'agarose. Lors du processus de nécrose, la cellule a une

tendance à gonfler, l'intégrité de la membrane cytoplasmique est compromise (il y a

perforation de la membrane) et il y a dégénérescence des organelles (76).

Plusieurs études ont démontré que les rayons UV sont capables d'induire une

apoptose immédiate (^4 h) ou retardée (>20 h) (e a d qu'il doit y avoir synthèse d'

ARNm et de protéines) (77). De plus, il semble que l'apoptose immédiate est induite

par des dommages au niveau de la membrane, alors que l'apoptose retardée est
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provoquée par des dommages à l' ADN. Il a donc été démontré que les UVB et les

UVC induisent une apoptose retardée, alors que les UVA induisent les deux types de

mort cellulaire (78) (79).

Certains groupes de recherche se sont concentrés sur la signalisation intracellulaire

induite par les UV et menant à l'apoptose. Il semble qu'il y ait quatre voies connues

par lesquelles les UV induisent l'apoptose : p53, JNK (c-jun n-terminal kinase), Fas et

TNF (tumor necrosis factor) (voir figure 4).

0

1.1.2.4.1 L'apoptose dépendante de p53

Suite à une irradiation aux UV, p53 est induit et il semble que la kinase p38MAPK

phosphoryle p53 sur les ser-33 et 46, ce qui favorise l'apoptose (14). Il y a ensuite

une augmentation p53 -dépendante de WIP1 qui inactive p38MAPK par

déphosphorylation : il y a formation d'une boucle de rétrocontorôle qui empêche

l'apoptose lorsqu'il n'y a plus de stress cellulaire (80). La protéine p53 génère

ensuite la réponse apoptotique (i) en diminuant le niveau de Bcl2 (antiapoptotique) et

en augmentant le niveau de Bax (proapoptotique) (81) (li) en trans-activant la

galectine-7 (Gal-7), qui est une protéine spécifiquement exprimée dans l'épiderme et

qui lie le P-galactoside (82) (lii) en diminuant l'activité transcriptioimelle de NF-KB,

un inhibiteur de l'apoptose (83; 84).

0

1.1.2.4.2 L'apoptose indépendante de p53

Les rayons UV peuvent aussi induire l'apoptose à partir de l'activation de certains

récepteurs à la surface de la membrane cytoplasmique. Ainsi, il y a augmentation de la

cytokine TNF-a suite à une irradiation aux UV (85) et cette dernière stimule les deux

récepteurs au TNF (I et II) (86). Il y a aussi augmentation rapide des protéines Pas et

FasL suite à une irradiation aux UV (87). Cependant, les rayons UV sont aussi

capables d'induire l'apoptose sans l'intermédiaire des ligands TNF-a (88) et FasL

(89). L'activation des récepteurs au TNF et Pas produit une oligomérisation de ces

derniers et il y a ensuite recmtement de FADD, un adaptateur intracellulaire (88)

(89). Il existe très peu de données quant à la suite des événements après l'irradiation

aux UV, mais on sait cependant que la caspase 3 est activée et qu'il y a clivage du
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substrat PARP (89-91). Certains auteurs suggèrent aussi que PKC (protein kinase C)

serait clivée par les caspases et que ce phénomène favoriserait l'apoptose induite par

les UV (92, 93). Une étude récente a démontré que BID, un membre de la famille

Bcl-2, serait clivé par la caspase 3 et favoriserait le relâchement du cytochrome C,

constituant ainsi une boucle d'amplification de l'apoptose (94). Le relâchement du

cytochrome C par la mitochondrie serait aussi du à l'activation de la voie JNK (95),

activation qui corrèle avec l'induction de l'apoptose (96-98).

1.1.3 La mutagénèse

1.1.3.1 Les transitions C à T

Il arrive parfois qu'il y ait replication d' ADN endommagé avant qu'il n'y ait eu

reparation et, lorsqu'un tel phénomène se produit, la polymérase peut insérer un

mauvais nucléotide en face de la base endommagée. Dans un tel cas, on dit qu'il y a

fixation d'une mutation dans l' ADN. Etant donné que certains agents mutagènes

causent plus d'un type de dommages et que la replication de ces doinmages produit

souvent divers types de mutations, il est, dans la plupart des cas, impossible de

retracer le mutagène responsable. Par contre, les mutations induites par les UV (UVB

et UVC principalement) constituent une exception. Certains arrangements de bases,

tels deux pyrimidines adjacentes, sont plus susceptibles d'etre endommagées par les

UV que d'autres combinaisons de bases. Les UV génèrent donc im patron de

mutations plus homogène qui se retrouve dans la plupart des cancers de peau et se

constitue en majorité de transitions C àTou CC àTT aux sites dipyrimidiques (99), e

à d que le dCTP est remplacée par un dTTP lors de la replication. Ce type de

mutations constitue donc la signature moléculaire des UV.

J

1.1.3.2 Les mécanismes de formation des transitions C à T

Le blocage de la replication de l' ADN par les photoproduits induits par les UV a été

démontré dans plusieurs systèmes, dont les cellules humaines (100-104). Etant donné

que des mutations causées par ces photoproduits sont retrouvées dans l' ADN des

cellules, ces dernières doivent posséder des mécanismes qui permettent de poursuivre

1'elongation au-delà de la lésion. Dans les années 80, il a été établi que la polymérase
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insert préférentiellement un A lorsqu'elle rencontre un site abasique (lésion non-

codante) (105). Cette découverte, que l'on nomma « la règle du A » a ensuite permis

d'expliquer la formation des transitions C à T ou CC à TT suite à une irradiation aux

UV. En effet, la polymérase devait insérer un A vis à vis des cytosines impliquées

dans la formation des dimères de pyrimidine, supposant ainsi que ce type de lésion est

non-codante. Certains groupes ont par la suite démontré que les cytosines des CPD

subissent une déamination pour former de l'uracile et, par conséquent, la polymérase

incorpore donc un A vis-à-vis l'uracile (106-110).

Dans la dernière année, une nouvelle famille de polymérases a été identifiée dont la

plupart des membres ont la capacité d'effectuer la synthèse translésionnelle (STL),

c'est à dire de répliquer l' ADN endommagé avec une fidélité très basse (pour une

revue de la littérature voir (111)). Les polymérases l (pol l) et L, (pol C, ou les 3 sous-

unites Rev 1, Rev3 et Rev7) font partie de cette famille et semblent fonctionner en

synergie pour effectuer, entre autre, le contoumement des lésions induites par les UV.

En effet, il apparaît que lors de la replication, pol l incorpore des nucléotides vis-à-vis

un 6-4 PP au site T-T, mais est incapable de continuer l'élongation passé le dommage.

En contrepartie, pol L, est très peu efficace quant à l'incorporation de nucléotides vis à

vis la lésions, mais est capable de continuer l'élongation, lorsque ces nucléotides ont

été insérés par pol l. Bien que pol i insert préférentiellement dans l'ordre un A, un G,

un T et un C en face du 3'T du 6-4 PP, l'efficacité de pol L, à continuer l'élongation

est plus grande lorsqu'il y a un mésappariement de base, favorisant ainsi la formation

de mutations (112). Cette étude montre que pol l incorpore des nucléotides

seulement vis à vis un 6-4 PP et non un CPD alors que l'équipe de Tissier et al.,

stipule que pol l contourne les 2 types de lésions (113). Le rôle de pol Ç dans la STL

des photoproduits est exemplifié par le fait que lorsque l'on exprime un ARN

antisens à Revl et Rev3 dans des cellules humaines, on observe un diminution

drastique de la fréquence de mutation au locus hprt induite par les UV (l 14, 115).

J
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1.1.3.3 Le gène suppresseur de tumeur p53

On sait maintenant que le développement d'une bonne partie des cancers provient de

la formation de mutations au sein d' un ou plusieurs gènes de la cellule. Ces mutations

peuvent être héritées des parents (germinales) et donc présentes dans toutes les

cellules du corps humain ou elles peuvent survenir spontanément ou de façon induite

dans une ou plusieurs cellules de l'organisme. On parle de mutations induites puisque

des facteurs environnementaux semblent jouer un rôle primordial dans l'étiologie de

certains cancers. Par exemple, la fumée de cigarette, l'aflatoxine B l (mycotoxine

contaminant les arachides), le radon , les UV, etc., sont des agents carcinogènes bien

connus (116). Tel que mentionné précédemment, le rayonnement UV constitue un

mutagène modèle puisqu'il produit une signature particulière dans l' ADN, soit des

transitions C à T ou CC à TT. Par conséquent, il est plus facile d'identifier les gènes

les plus fréquemment mutés par les UV, puisqu'ils peuvent être porteurs de cette

signature.

D
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La protéine p53 agit comme suppresseur de tumeurs, puisque son inactivation par une

mutation contribue au développement de tumeurs : 50% de tous les cancers possèdent

une mutation dans p5 3. Au début des années 90, certains groupes ont découvert que

p53 était muté dans jusqu'à 90% des carcinomes de cellules squameuses et basales de

la peau (CCS et CCB) et que les mutations sont principalement de type C à T ou CC à

TT (117-121). Ils ont par la suite démontré que la mutation de p53 était un événement

précoce dans le processus de carcinogénèse, puisque p53 est muté à un même taux

dans les kératoses actiniques, le précurseur des CCS (122). Pour appuyer ce résultat,

Jonason et al ont remarqué que 4% de l'épidémie normal contient une forme mutante

de p53 (120). C'est dans ces conditions que l'on définit p53 comme un gène impliqué

dans l'initiation de la photocarcinogénèse. L'inactivation hâtive de p53 a des

conséquences néfastes sur les différents mécanismes de défense suite à une irradiation

subséquente aux UV puisque l'apparition de cellules apoptotiques dans l'épiderme de

souris p53 -/- diminue significativement (122, 123). De plus, une étude récente a

démontré qu'une exposition chronique des souris Hairless aux UV produit une perte

de l'expression de FasL, ce qui corrèle avec la diminution du nombre de cellules en

apoptose, l'apparition de mutation dans p53 et l'apparition de tumeurs de la peau (87).
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On pense donc que, lors d'exposition chronique au soleil, la mutagénèse de p53 et la

perte d'expression de FasL favorisent l'expansion clonale des cellules dans lesquelles

p53 est muté au détriment des cellules saines ainsi que la formation de mutations dans

d'autres gènes, ce qui explique le rôle de p53 dans la promotion de la tumorigénèse.

D'autres gènes comme Patched (124, 125), pl6INK4 (126) et Ras (127,128)sont

aussi connus pour posséder la signature moléculaire des UV et être impliqués dans le

développement des cancers de peau.

0

1.2 Le virus du papillome humain (VPH)

1.2.1 Epidémiologie

Les vims du papillome humain de type 16 et 18 ont récemment été déclarés comme

étant des carcino gènes humains par l' Agence International pour la Recherche sur le

Cancer (129). En fait, des données récentes stipulent que 15 à 20% de tous les cancers

peuvent être attribués aux infections par VPH (130). Dans le passé, il s'est avéré

difficile de détecter la présence de ce vims dans les tumeurs, mais avec l'avènement

de la technique polymérisation en chaîne (PCR), on a pu constater que près de 100%

des tumeurs cervicales contiennent de l' ADN de VPH (131). Maintenant, on

soupçonne de plus en plus les VPH d'etre impliqués dans le développement des

cancers de peau de type non-mélanome (132).

J

Plusieurs modèles ont été élaborés concernant le développement des cancers de peau

associés à VPH. Tout d'abord, une maladie héréditaire très rare, l'épidermodysplasie

vennciforme, semble être causée par une infection à VPH. Cette maladie se

caractérise par la formation de vernies en bas âge et, par la suite, par l'apparition de

CCS aux endroits exposés au soleil chez 30% à 60% des patients atteints. Il a été

démontré que 90% des CCS chez ces patients sont positifs pour VPH (132). La

déficience des mécanismes biologiques qui est à la base de ce désordre est peu

connue, mais certaines études proposent qu'une déficience du système immimitaire

soit en cause (133).
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Les individus qui sont immunosuprimés ont un risque qui est de 50 à 100 fois plus

élevé de développer un cancer de peau de type CCS (134). Ces individus se situent

principalement dans trois groupes : les patients transplantés, les patients traités au

UVA et ceux atteints du SIDA. En utilisant des amorces dégénérées pour effectuer un

PCR niché, un groupe a démontré que chez des patients transplantés, 83% des CCS,

65% des CCB et 95% des lésions précancéreuses sont positifs pour VPH (132). Le

psoriasis est une maladie de la peau qui peut être traitée par des irradiations aux UVA.

Initialement, on pensait que les UVA produisaient leurs effets bénéfiques en causant

des dommages à l' ADN et en inhibant la prolifération cellulaire. On sait maintenant

que c'est en exerçant une immunosuppression locale, que les UV soulagent les

patients atteints de psoriasis (135). Cependant, ce traitement photo-thérapeutique est

aussi associé au développement des CPNM chez les patients atteints de psoriasis

(136). Dans une étude récente, 75% des tumeurs de peau chez des patients traités avec

de fortes doses d' UVA sont positives pour VPH (137). Enfin, le vims du SIDA se

caractérise par une dégradation du système immunitaire et des lésions cutanées sont

présentes chez 5% à 30% des patients. Une seule étude a démontré, en utilisant la

méthode des dot-blots, que 2 CCS sur 10 sont positives pour VPH (138).

Des études ont aussi démontré que VPH est associé aux CPNM dans la population en

général. Récemment, on a trouvé que près de 45% des 69 biopsies de CCB étaient

positives pour VPH (139). De plus, près de 95% des tumeurs de patients

immunocompétents étudiées par Harwood et al. étaient VPH- positives. Un autre

groupe a montré que 6/22 (27. 2%) CCS, 11/30 (36.7%) CCB et 6/11 (54. 4%) des

lésions précancéreuses étudiées possèdent le génome de VPH (140). Ces résultats

montrent de façon convaincante que VPH est associé au développement du CPNM

non seulement chez des patients immunosuprimés, mais aussi dans la population en

général. De plus, on peut penser que l'amelioration des techniques de dépistage de

VPH montrera une corrélation encore plus grande entre ce vims et les CPNM.

J 1.2.2 Les protéines E6 et E7 de VPH16

La protéine E6 de VPH est constituée de 150 acides aminés et a une masse

moléculaire de 18 kDa. Au début des années 90, on a fait la découverte que E6 liait la
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protéine p53 et que cette association favorisait la dégradation de p53 via le système

ubiquitine/protéasome (141, 142). Par la suite, la perte de p53 dans les cellules

exprimant E6 a été reliée à plusieurs phénomènes biologiques tels, une augmentation

de la fréquence de mutation (143, 144), une mauvaise régulation des points de

restriction du cycle cellulaire (145-149) une augmentation de la recombinaison

homologue (150) et une inhibition de la réparation de l' ADN (l, 61, 62), le tout

entraînant vraisemblablement l'instabilité génomique.

0

Cependant, ces résultats peuvent être biaises dû au fait que E6 interagit avec beaucoup

d'autres protéines au sein de la cellule. Par exemple, on a rapporté que des cellules

produisant la protéine E6 sont résistantes à l'apoptose (151-154) dû à la dégradation

protéasomale de la protéine proapoptotique Bak (155,156) ou à l'inhibition de la voie

apoptotique du TNF (157). On a aussi rapporté l'interaction de E6 avec trois protéines

contenant des motifs PDZ , soit hDLG (158), E6TP1 (159) et MAGI-1 (160). En

général, ce motif est impliqué dans les interactions entres les protéines membranaires

et/ou du cytosquelette afin de les recruter à des endroits précis de la membrane

cytoplasmique et d'initier plusieurs cascades de signaux de transduction (161). Etant

donné que la liaison de E6 à ces trois protéines favorise leur dégradation, on peut

penser que cela pourra interférer avec certaines voies de signalisation et par le fait

même promouvoir la tumorigénèse. La protéine E6 induit aussi la dégradation

protéasomale de c-myc (162). L'inhibition de cet oncogène cellulaire semble favoriser

la différenciation, processus essentiel à la replication virale de VPH (163). On a

rapporté l'interaction de E6 avec la protéine qui lie le calcium E6BP (164) et avec la

protéine d'adhésion focale paxilline (165), cependant la nature de ces interactions

demeurent inconnues. Enfin, plusieurs études ont démontré que l'expression de E6,

conjointement avec E7, était suffisante pour l'immortalisation des cellules (166-168)

(169). L'immortalisation des cellules pourrait en partie être du à la réactivation de la

télomérase par E6 (170, 171).

J Pour ce qui est de la protéine E7, son rôle principal est la deregulation de la

proliferation cellulaire à trois niveaux : le cycle cellulaire, la transcription et le

métabolisme des hydrates de carbone. La fonction la mieux connue de E7 est sa
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liaison à pRb, ce qui provoque la dégradation de pRb via le système

ubiquitine/protéasome (172), ce qui pourrait s'effectuer par l'interaction de E7 avec la

sous-unité S4 du protéasome (173). La dégradation de pRb libérerait les facteurs de

transcription de la famille E2F (174), ces derniers étant impliqués dans la

transcription de gènes importants pour la transition Gl-S. E7 lie les autres membres

de la famille de pRb, soit pl07 et pl30, sans toutefois affecter leur stabilité (175). Une

autre fonction de E7 est l'inactivation fonctionnelle de deux inhibiteurs de KDC : p21

(176) et p27 (177). Mis à part E2F, d'autres facteurs de transcription sont modulés par

E7. Par exemple, le contrôle des facteurs de transcription de la famille AP-1 par E7

(178) est important pour l'expression des gènes viraux, puisqu'il a été démontré que

ces facteurs contrôlent l'expression des gènes hâtifs de VPH (179). E7 interagit aussi

avec la protéine qui lie la boîte TATA (TBP), un autre facteur de transcription (180,

181). On pense qu' E7 aurait une influence sur la transcription par son action sur la

stmcture de la chromatine en interagissant avec l'actine (182), en étant associée à la

matrice nucléaire (183) et en liant une histone déacétylase Mi2beta (184). De plus, la

protéine E7 agit aussi sur le métabolisme des sucres en liant la kinase M2 pymvate

(185), ce qui provoque une augmentation des phosphométabolites. Etant donné que le

niveau de ces métabolites est plutôt bas dans les cellules au repos (186), une

augmentation pourrait favoriser la prolifération cellulaire. Le rôle de E7 dans

l'apoptose reste nébuleux. Bien que certaines études montrent que l'expression de E7

favorise l'apoptose (187-190), les mécanismes sous-jacents à cette induction ne sont

pas connus. Une étude rapporte que la déstabilisation de pRb et l'induction de p53

serait à la base de l'apoptose induite par E7 (191). Enfin, E7 favoriserait l'évasion du

système immunitaire et la formation de tumeur en inactivant fonctionnellement IRF-1

(192)(193) et p48 (194), deux effecteurs de la voie de signalisation de l'interféron.

0

Bien que l'on connaisse beaucoup plus les cibles de E6 et E7, certaines études

suggèrent que ces oncogènes sont eux-mêmes régulés par la machinerie cellulaire de

l'hôte. Par exemple, E7 est phosphorylée par la kinase caséine II lors du passage en

phase S (195), alors qu' E6 est phosphorylée par PKN (196).
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1.3 Buts et objectifs de 19étude

Etant donné le rôle grandissant de VPH dans le développement des cancers de peau de

type non-mélanome, nous voulions comprendre les mécanismes moléculaires qui sont

affectés lors de l'introduction de deux protéines virales de VPH16, soit E6 et E7, dans

des fibroblastes primaires. Les expériences proposées amélioreront les connaissances

sur la contribution de ces protéines virales dans la formation des cancers de peau de

type non-mélanome. De plus, nous voulions préciser le rôle de p53 et pRB dans la

protection contre la photocarcinogénèse induite par les UV, étant donné que E6 et E7

augmentent respectivement la dégradation de ces deux protéines. Nous avons donc :

A) Évalué le taux de réparation de l' ADN suite à une irradiation aux UVB dans des
lignées isogéniques exprimant les protéines E6 et E7 de VPH16 et dans des

fibroblastes de Li-Fraumeni (génétiquement déficient en p53) par la méthode de

LMPCR;

B) Évalué la survie clonogénique, le taux d'apoptose et de nécrose et la progression

du cycle cellulaire des lignées E6 et E7 suite à une irradiation aux UVB;

C) Évalué la fréquence de mutation au locus hprt des lignées E6 et E7 suite à une
irradiation aux UVB;

J
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2 Matériels et Méthodes

2.1 Lignées cellulaires et infection rétro virale

Les fibroblastes humains nomiaux et la lignée immortalisée LF041 (obtenue du Dr M.

Tainsky, Houston, TX) ont été cultivés dans du milieu DMEM avec 10% de sérum

bovin foetal (SBF) et des antibiotiques. Les cellules LF041 ont perdu un allèle de p53

et possède une mutation au codon 184 qui change le cadre de lecture. Les fibroblastes

primaires humains de poumons (FPH) LF-1 (don du Dr J. Sedivy, Providence, RI) et

leurs dérivés ont été cultivés dans du milieu Ham 's F10 avec 15% de SBF et des

antibiotiques. Le vecteur rétro viral et la constmction du plasmide LXSN ont été

décrits antérieurement (197). La lignée PA317 qui génère les vims défectifs codant

pour VPH16 E6 et -16 E7 ont été obtenues de ATCC. Pour l'infection des

fibroblastes LF-1, l ml de surnageant amphotropique viral a été combiné à 3 ml de

milieu régulier (Ham 's Pl 0, 15% SBF et antibiotiques) contenant 4 ^ig/ml de

polybrène. Les LF-1 ont été incubés à 37°C dans ce milieu viral pour une période de 2

h. Par la suite, le milieu viral a été remplacé par du milieu régulier (10 ml) contenant

4p.g/ml de polybrène et les cellules ont été incubées 5 h à 37°C. Les LF-1 infectés ont

ensuite été incubés 2 jours à 37°C dans du milieu régulier et subséquemment

ensemencés dans le milieu de sélection contenant 200 |J,g/ml de G418. La sélection est

maintenue pour un minimum de 7 jours.

J

2.2 Irradiations aux UV et aux radiations ionisantes

Pour les études de LMPCR, les cellules ont été cultivées jusqu'à confluence et

irradiées dans 0.9% NaCl, alors que pour toutes les autres expériences, les cellules ont

été maintenues en croissance exponentielle et irradiées dans du PB S Ça Mg IX.

Les ampoules produisant les UVB ( FS20T12/UVB/BP, Phillips) ont été utilisée à une

intensité de 3,5 J.m .s-l et le rayonnement a été filtré à travers une feuille d'acétate de

cellulose (Kodacel TA-407, clear 0.015 pouce; Eastman Kodak). Les radiations

ionisantes proviennent d'une source de césium dont l'intensité est de 7.6 Gy/min.
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2.3 Analyse par immunobuvardage Western

Afin de confinner l'expression des oncoproteines VPH16E6 ou E7 dans les

fibroblastes humains, nous avons effectué une analyse de p53 et pRb par

immunobuvardage Western. Après une irradiation à 400 J.m-2 UVB et aux temps

appropriés, les cellules ont été lysées en utilisant le tampon RIPA (10 mM Tris-HCl,

pH 8.0, 150 mM NaCl, l mM EDTA, 1% NP40, and 1% sodium deoxycholate)

contenant l pg/ml leupeptine, l |^g/ml aprotinine, ImM phenylmethylsulfanyl

fluoride et ImM Na3V04, suivi par une sonication et une centrifugation. Après

migration de quantités égales de protéines totales sur un gel SDS-PAGE, les protéines

ont été électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose. Les membranes ont été

incubées avec l'anticorps monoclonal primaire (p53: DO-1 Santa Cmz Biotechnology,

pRb: Ab-5 Calbiochem) toute la nuit et avec l'anticorps secondaire pour une période

de 2 h (Anti-mouse Ig-Horseradish peroxidase: Amersham Life Science) à 40C avec

agitation. Enfin, les membranes ont été révélées en utilisant un réactif

chémiluminescent (NEN Life Science).

2.4 Essai de survie clonogénique

Les fibroblastes de poumon (LF-LXSN, LF-E6, LF-E7) ont été ensemencés pour

obtenir 50-70% de confluence le jour de l'irradiation. Les fibroblastes en phase

exponentielle de croissance ont été irradiés dans 2 ml de PB S Ça Mg par une source

de UVB pour des doses se situant entre 0 et 500 J.m'2 ou par une source de radiations

ionisantes pour des doses variant entre 0 et 500 Rads. Les fibroblastes ont ensuite été

trypsinisés, comptés par un compteur automatique et réensemencés à faible densité

pour obtenir un nombre significatif de colonies. Après 14 jours d'incubation à 37°C,

les colonies ont été colorées avec une solution 0.5% méthylène bleu/50% méthanol et

comptées. La survie relative a été calculée en comparaison avec les cellules non-

traitées.

0
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2.5 Ligation-mediated polymerase chain reaction
(LMPCR)

Les études de LMPCR ont été entièrement effectuées à Québec dans le laboratoire du

Dr R. Drouin sous la supervision du Dr J.-P. Therrien. Le protocole de LMPCR a été

décrit en détail antérieurement (198). Brièvement, après irradiation et incubation des

cellules, 1' ADN génomique a été extrait et digéré par l'endonucléase T4 afin d'inciser

l' ADN à chaque CPD. La thymidine en 5' qui est protubérante est enlevée par

photoréactivation en utilisant la photolyase de E. coli afin de créer des bouts cohésifs.

Une extension à l'aide de la Sequanase de tous les produits clivés est effectuée en

utilisant une amorce spécifique au gène. Un « linker » asymétrique d' ADN double

brin est ensuite lié en 5' afin de créer une séquence commune sur tous les fragments.

Une amorce complémentaire à l' oligonucléotide le plus long du « linker » et une

autre qui est spécifique au gène sont utilisées pour amplifier les fragments par PCR.

Le produit de ce PCR est ensuite soumis à une électrophorèse sur un gel de

polyacrylamide 8% en même temps qu'une réaction de séquence de Maxam et

Gilbert, transféré sur une membrane de nylon et hybride avec une sonde radioactive

( p) qui est spécifique au gène. Le résultat est visualisé par autoradiographie et

analysé en utilisant un phosphorimager Fuji BAS 1000. Chaque bande représente la

position d'un nucléotide où une incision a été induite par le clivage d'un CPD et

l'intensité de la bande représente le nombre de molécules d' ADN avec un bout 5'

liable qui se termine à cette position. Le taux de réparation a été étudié au niveau du

(i) Brin transcrit (BT) du gène p53 (exon 7 ; nucléotides 14030-14080) (zz) BT du

gène c-jun (exon l ; nucléotides +30 à +117) (z'zz) BT du gène c-jun (nucléotides -40 à

-10 et/ou (zv) Brin non transcrit (BNT) du gène p53 ( exon 5 et 8 ; nucléotides 13095-

13166 et 14510-14575, respectivement). Les amorces utilisées ont été décrites

précédemment (199, 200) .

J
2.6 Essai de fragmentation de 1TADN

Les cellules ont été irradiées par 400 J.m"2 UVB et aux temps appropriés, l' ADN a été

extrait de 1x10 cellules par la méthode phénol/chloroforme/isoamyle alcool. Après

électrophorèse sur gel d'agarose (1.8%) et coloration au bromure d' éthidium, le patron
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de fragmentation en échelle a pu être évalué. Brièvement, les cellules (attachées et

flottantes) ont été incubées dans un tampon de lyse (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl,

pH 8, 100 mM EDTA, pH 8, 0.5% SDS, 0.1 mg/ml protéinase K) à 37°C toute la nuit

ou l h à 56°C. L' ADN génomique a ensuite été extrait 3 fois en utilisant un volume

égal de solution phénol/chloroforme/isoamyle alcool 25:24:1 et resuspendu dans de

l'eau stérile. Avant de charger le gel, l' ARN a été digéré l h à 37°C avec 4 ^ig/ml de

RNase A. Les cellules U937 traitées pendant une période de 4 h avec 4 |Lig/ml de

camptothecine ont été utilisées comme contrôle positif.

0

2.7 Mesure de l'apoptose par la méthode de
l'annexin V

Les cellules ont été irradiées par 300 ou 400 J.m UVB et aux temps appropriés, elles

ont été incubées dans un tampon contenant de l'annexin V couplée au FITC selon le

protocole du manufacturier (R&D Systems, Mineapolis, MN). Brièvement, 0.25x10

cellules ont été récupérées (cellules attachées et flottantes), lavées une fois avec du

PBS IX et resuspendues dans 200 ]Lil de tampon de liaison contenant l'annexin V

couplée au FITC et l'iodure de propidium. Après 10 min. d'incubation à température

pièce, la fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux en utilisant un FACScan

(Becton-Dickinson, San José, ÇA). Les cellules U937 traitées 4 h avec 4 |J.g/ml de

camptothecine ont été utilisées comme contrôle positif.

J

2.8 Analyse du cycle cellulaire

La prolifération cellulaire a été déterminée par immunofluorescence indirecte en

utilisant la technique du marquage au bromodéoxyuridine (BrdU). Les FPH en phase

exponentielle de croissance ont d'abord été irradiés, puis 10 |J,M de BrdU (Roche) a

été ajouté 2 h avant la récolte des cellules. Aux temps indiqués, les cellules ont été

récoltées, lavées avec du PBS/EDTA 50 mM, resuspendues dans l ml PBS/EDTA 50

mM et fixées en ajoutant lentement 3 ml d'éthanol 100% froid tout en vortexant

constamment. Les cellules fixées peuvent être gardées plusieurs jours à -20°C. Les

cellules fixées ont ensuite été centrifugées, resuspendues dans l ml 2N HC1 contenant

0,5% Triton X-100 (v/v) et incubées à température pièce pour l h. Après
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centrifugation, l'acide a été neutralisé en ajoutant l ml 0,1 M Na2B4Û7 X 10 H:20 pH

8,5 et en incubant l h à température pièce. Les cellules ont ensuite été centrifugées et

resuspendues dans l ml PBS plus 1% BSA (w/v) et 0,5% Tween 20 (v/v) contenant

10 |Lil de l'anticorps (IgG) monoclonal anti-BrdU(Becton Dickinson) soit l h à

température pièce ou toute la nuit à 4°C. Les cellules ont ensuite été lavées avec du

PBS/BSA/Tween 20 et incubées l h dans l ml PBS plus 1% BSA (w/v) et 0,5%

Tween 20 (v/v) contenant 5 [i\ d'anticorps anti-souris couplé au FITC (Sigma). Les

cellules ont été resuspendues dans l ml de PB S contenant 5 (ig/ml d'iodure de

propidium (Molecular Probes). Toutes les centrifugations ont été faites à 1500 rpm

pendant 10 min à 4°C. L'analyse de la prolifération cellulaire a été accomplie en

utilisant un cytomètre en flux FACScan (Becton Dickinson).

2.9 Fréquence de Mutation

Les fibroblastes de poiunons humains ont été traités au HAT pour une période 7 jours

avant l'irradiation (5 jours avec 100 [iM d'Hypoxanthine, 2|j,M d'Aminopterine, 16

|J.M de Thymidine et 2 jours avec 100 p.M d'Hypoxanthine, 4 [iM. d'Aminopterine, 16

|J,M de Thymidine). Les cellules ont ensuite été cultivées dans du milieu HT (100 p,M

d'Hypoxanthine, 16 ^iM de Thymidine) pendant au moins 2 jours et irradiées dans du

PBS Ça Mg avec 400 J.m UVB. Après une période d'expression phénotypique de

10 jours, les cellules sont ensemencées dans 15 p-g/ml de 6-thioguanine aune densité

de 0.25x10 cellules/pétri de 100 mm et incubées à 37°C pendant au moins 14 jours.

Les colonies formées sont colorées avec une solution 0,5% bleu de méthylène/ 50%

méthanol et comptées. La fréquence de mutation est exprimée en nombre de mutants

par millions de cellules et est corrigée par l'efficacité de croissance cellulaire en

milieu régulier.

0
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3 Résultats

3.1 Les protéines E6 et E7 de VPH16 augmentent
respectivement la dégradation de p53 et pRB.

Les fibroblastes de poumons (LF-1) utilisés pour l'étude proviennent d'un embryon

femelle humain (201) et ont été infectés par un rétro virus (pLXSN) exprimant la

protéine E6 ou E7 de VPH16. Nous avons décidé d'utiliser des cellules primaires pour

effectuer des études de réparation de l' ADN et de mutagénèse, car (i) la plupart des

autres études de ce genre ont été effectuées avec des lignées tumorales, ce qui ne

reflète pas nécessairement la réalité (ii) elle possède un potentiel de division qui est

élevé (+ de 100 divisions), ce qui est nécessaire pour les études de mutagénèse (lii)

nous possédons une lignée isogénique déficiente pour p21 (« knockout » cellulaire),

ce qui peut être intéressant pour des expériences fiitures. La caractérisation et la

validation des lignées polyclonales isogéniques LXSN, E6 et E7 ont été effectuées par

p53

LXSN E6 E7

12036912036 9 12 03 69

pRb-».
m^
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Figure 5 : Statut de p53 et pRb dans des fîbroblastes humains de
poumon produisant les oncoprotéines E6 ou E7 de VPH16 . Les cellules
ont été irradiées par 400 J.m-2 d' UVB et extraites aux temps indiqués
pour effectuer des études d'immunobuvardage Western.
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immunobuvardage Western. En effet, puisque E6 et E7 augmentent respectivement la

degradation de p53 et pRB (141, 142) (172), nous avons utilisé des anticorps anti-p53

et anti-pRB pour estimer la quantité de ces deux protéines dans les différentes lignées.

Tel qu'illustré à la figure 5, on remarque que le niveau de p53 dans la lignée E6 12 h

après une irradiation aux UVB est inférieur au niveau basai de la lignée contrôle

LXSN. On note aussi une nette diminution de pRB dans la lignée E7, la forme

hypophosphorylée ayant complètement disparue. Fait intéressant, il semble que p53

soit stabilisé dans la lignée E7. Ce résultat a aussi été observé par d'autres groupes

(191,202,203)et peut s'expliquer par le fait que E7 bloque l'interaction de p53 avec

mdm2 et empêche ainsi sa dégradation via le système ubiquitine/protéasome (202).

0

3.2 E6 inhibe le GREN et le TCREN, alors que E7
inhibe le GREN seulement

Afin d'explorer le rôle des oncoprotéines E6 et E7 de VPH16 dans le REN, et

conséquemment dans le développement des cancers de peau de type non-mélanome,

nous avons décidé d'évaluer le taux de réparation de l' ADN suite à une irradiation

aux UVB en utilisant le LMPCR, une méthode de détection des dommages à l'échelle

nucléotidique (voir figure en annexe l ; pour une revue de la littérature (204)). Le

LMPCR est une méthode très sensible de détection des dommages puisqu'elle

implique une étape d'amplification par PCR. Elle peut quantifier une variété de

dommages induits dans l' ADN, en autant que ceux-ci puissent être transfonnés en

extrémités 5' liables. Cette méthode constitue un outil de choix pour la quantification

des CPD induits par les UV, puisque ceux-ci sont convertis en extrémités 5' liables de

façon très spécifique par l'enzyme T4 endonucléase V (205). Elle nous a pennis

d'évaluer la réparation des CPD sur les BT et les BNT de p53 et c-jun dans les

différentes lignées suite à une irradiation. Les UVB (290-320 nm) ont été utilisés

comme source d'irradiation, parce qu'ils constituent un agent mutagène

biologiquement pertinent et produisent principalement des CPD dans l' ADN. Toutes

les études de LMPCR ont été effectuées à Québec dans le laboratoire du Dr R. Drouin
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sous la supervision du Dr J.-P. Therrien. Ces études ont mené à une publication (voir

article en annexe II)

Le tableau l montre les délais relatifs dans le REN pour le BT et le BNT suite à une

irradiation aux UVB. On peut remarquer que pour la lignée E6, il y a un délai dans la

reparation qui est 4 fois plus grand que la lignée LXSN, et cela, dans les 2 brins. E6

augmentant la dégradation de p53 et créant ainsi un modèle cellulaire

fonctionnellement déficient en p53, nous avons voulu évaluer le taux de réparation

dans des cellules génétiquement déficientes en p 53. Même si plusieurs études ont fait

la preuve que p53 était impliqué dans le GREN, sont rôle dans le TCREN reste plutôt

controversé. Etant donné les résultats obtenus avec la lignée E6, impliquant une

déficience dans les 2 types de REN, nous avons décidé de faire la lumière sur

l'implication de p53 dans le TCREN. Pour ce faire, nous avons utilisé une lignée de

fibroblastes de peau provenant de patients atteints du syndrome de Li-Fraumeni

(LF041) dans laquelle p53 est inactivée et donc non exprimé (tel que démontré par

notre laboratoire (206)). Les résultats du tableau l montrent qu'il y a un délai dans la

reparation des CPD qui est respectivement de 6 et 3 fois plus grand pour de BT et

BNT.

Enfin, les études de LMPCR sur les fibroblastes de poumon produisant la protéine E7

ont montré un délai dans la réparation du BNT seulement, qui était 3,5 fois plus grand

que dans la lignée contrôle LXSN. Par contre, la réparation du BT ne semble pas être

altérée dans la lignée E7 suite à une irradiation aux UVB.

3.3 Conséquences physiologiques de la déficience en
REN

J
Nous avons démontré que des fibroblastes primaires exprimant la protéine E6 ou E7

sont déficients en REN suite à une irradiation aux UVB. Nous avons ensuite voulu

savoir si cette déficience avait des conséquences physiologiques pouvant contribuer
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Tableau 1 : Délais relatifs dans l'excision des nucléotides (REN) pour des
fibroblastes de Li-Fraumeni et de poumon exprimant les oncoprotéines VPH16 E6

Type de
fibroblastes

Brin
Temps requis

pour avoir 50 %
de réparation (h)*

Délai dans la

reparation
nombre et location des sites

analyses

Peau normal

Peau LF041

Bl 3 (l,"87 l 1& (exon l c-jun); S (exon 7 p53)

BNT

~BT

10(4, 167

14 (4, 28)

l

6.U2.8

10(exon5p53)

16 (exon l c-jun); 5 (exon 7 p53)
BNT 28 (16,32) 3.1±1.1 10(exon5p53)

LXSN-poumon

E6-Poumon

SBT 3.5(1, 8) 9 (c-jun promoter); 4 (exon 7 p53)
BNT

•BT

6(2,16)

12 (6, 24)

l

3.§±1.4
7 (exon 5 p53); 9 (exon 8 p53)

9 (c-jun promoter); 4 (exon 7 p53)
^NT 18 (8, 24) 4.1±1.3 7 (exon 5 p53); 9 (exon 8 p53)

li/-foumon ~BT 4(1,8) 1.5±0.8

BNT 16 (4, 32) 3.6±1.9

y (c-jun promoter); 4 (exon 7 p53)

5 (exon 5 p53); 5 (exon 8 p53)

* Les données entre parenthèses représentent le temps le plus lent et le plus rapide
pour achever 50% de la réparation panni les différents sites analysés.

à la formation de tumeurs. Pour ce faire, nous avons évalué la survie clonogénique,

l'index apoptotique, la prolifération cellulaire et la fréquence de mutation des lignées

LXSN, E6 et E7 suite à une irradiation aux UVB.

J

3.3.1 Les lignées E6 et E7 sont plus sensibles aux UVB.

Les courbes de survie sont effectuées en irradiant des cellules en phase exponentielle,

en les réensemençant à faible densité et en les incubant à 37°C pour environ 2

semaines. On peut par la suite colorer les colonies formées. La survie relative des

lignées E6 et E7 est plus faible que la lignée contrôle suite à une forte dose d' UVB

(400 J. m-2 et +), mais l'écart entre E6 et E7 n'est pas significatif. Cependant, cet écart

devient significatif lorsque l'on construit une courbe de survie aux UVC (voir figure

6). Les UVC produisant presque exclusivement des CPD et des 6-4 PP, on peut penser

que c'est ce type de dommages qui est responsable de la sensibilité des cellules. En

effet, la lignée E6 étant déficiente dans les 2 types de REN, il est normal qu'elle soit

plus sensible aux UV que la lignée E7. Fait intéressant, les fibroblastes de Li-

Fraumeni (génétiquement déficients en p 53) sont résistants aux UVC (59).
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L'explication la plus plausible est que l'action de E6 s'étend bien au-delà de

l'augmentation de la dégradation de p53 (voir 1.2.2.2.2).

3.3.2 La lignée E6 est déficiente en apoptose

Afin de déterminer la cause de la diminution de la survie clonogénique pour les

lignées E6 et E7 suite aux UVB, nous avons effectué des études d'apoptose. De plus,

une étude ayant démontré que l'induction de l'apoptose pouvait interférer avec le

processus de REN (207), nous avons voulu savoir si la déficience en REN que nous

observions était causée par une augmentation de l'index apoptotique. Pour ce faire,

nous avons utilisé 2 méthodes : l'annexin V et la fragmentation de l' ADN.

0

J

La méthode de l'annexin V se base sur un événement biochimique précoce qui se

produit seulement chez les cellules en apoptose : la translocation des PS du feuillet

interne au feuillet externe de la membrane cytoplasmique. L'annexin V lie

spécifiquement les PS en présence de Ca2+ . L'utilisation de l'annexin

V conjointement avec un marquage à l'iodure de propidium (PI) permet de quantifier

la quantité de cellules en apoptose versus en nécrose. Le PI est un agent intercalant de

l' ADN qui ne peut pénétrer la cellule que si la membrane cytoplasmique est

endommagée. Par conséquent, seule les cellules nécrotiques seront positives au PI, car

l'intégrité de leur membrane cytoplasmique est menacée. De plus, les cellules en

nécrose sont aussi positives pour l'amiexin V, car cette dernière pénètre à l'intérieur

de la cellule et lie les PS du feuillet interne de la membrane cytoplasmique. Une

cellule annexin V + etPI + est donc en nécrose, alors qu'une cellule annexin V +

seulement est en apoptose (voir figure 7 a). L'autre méthode utilisée se base sur un

événement qui survient généralement après la translocation des PS : c'est la

degradation intemucléosomale de l' ADN. En effet, lors du processus apoptotique,

une endonucléase dépendante du Ca2+ dégrade l' ADN entre les nucléosomes (environ

180 pb). Lorsque l'on fait migrer cet ADN sur un gel d'agarose, on obtient un patron

de dégradation en échelle. En contrepartie, l' ADN d'une cellule en nécrose est clivé

de façon aléatoire formant ainsi une traînée sur un gel d'agarose (76).
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Sur la figure 7 b, on peut remarquer que 12 h après l'irradiation, l'index apoptotique

mesuré par l'annexin V est très bas (autour de 2 %) pour les trois lignées. A 24 h, le

nombre de cellules en apoptose a considérablement augmenté pour atteindre 20 %

dans les cellules LXSN et E7, alors qu'on en a 2 fois moins dans la lignée E6. Le

patron de dégradation en échelle se produit beaucoup plus tard, soit 4 jours après

l'irradiation dans les lignées LXSN, E6 et E7 (voir figure 8). De façon similaire, la

degradation intemucléosomale de l' ADN des cellules E6 est beaucoup plus basse

(presque invisible). La nécrose, telle que démontrée dans la figure 7 e, est

significativement élevée à 24 h, mais l'écart entre les lignées est non significatif.

De façon générale, on peut assumer que ni l'apoptose, ni même la nécrose n'interfère

avec le processus de REN. En effet, 8 h après l'irradiation, le taux de réparation est

déjà différent d'une lignée à l'autre (voir article en annexe II), alors que 12 h après

l'irradiation, le pourcentage de cellules non-viable est très bas (< 5%).

J

Fait important, on ne peut faire de corrélation entre le pourcentage de mort cellulaire

mesuré par l'annexin V+PI et la survie clonogénique. En effet, bien que les courbes

de pourcentage de nécrose soient semblables pour les trois lignées, la lignée E6 garde

un % d'apoptose significativement plus bas que la lignée contrôle jusqu'à 72 h après

l'irradiation aux UVB (voir figure 7 b) . De plus, à chaque temps étudié, le taux de

mort cellulaire ne dépasse jamais 50 %, alors qu' à 400 J.m2 d' UVB, on a entre l et

10% de survie clonogénique pour les trois lignées. Certaines études ont montré que

des agents qui causent des bris double-brin à l' ADN et des dommages oxydatifs (ex :

radiations ionisantes, doxorubicine, étoposide) sont en mesure d'induire un arrêt

permanent du cycle cellulaire (208-210). L'hypothèse avancée est que les différentes

lignées subissent un arrêt permanent du cycle cellulaire (qui est accentué chez les E6)

qui serait du a une sensibilité accrue aux dommages oxydatifs induits par les UVB: les

cellules ne meurent donc pas, mais ne se divisent plus. Pour tester cette hypothèse,

nous avons obtenu une courbe de survie clonogénique et le pourcentage de cellules en

apoptose (mesuré par essai d'annexin V + PI) pour les trois lignées suite à une

exposition aux radiations ionisantes (RI). Si notre hypothèse est bonne, la corrélation

entre le résultat de la courbe de survie et le pourcentage de mort cellulaire devrait être
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Figure 9 : Survie clonogénique des fibroblastes humains en croissance
exponentielle produisant les protéines E6 et E7 de VPH16 après une
irradiation aux radiations ionisantes. L'habilité de former des colonies a été

évalué 14 jours après l'irradiation et est exprimée relativement aux cellules non-
traitées. L'expérience a été effectuée 3 fois en triplicata (l'écart type est présent sur
le graphique, mais est presque nul).
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encore plus faible lorsque nous irradions les 3 lignées aux RI. Sur la figure 10, on

peut remarquer que, suite à une irradiation aux RI, le pourcentage d'apoptose est nul

pour les trois lignées même jusqu'à 36 h, alors que sur la figure 9, le pourcentage de

survie clonogénique au RI se situe entre l et 10 %. Ces résultats suggèrent que le

stress oxydatif engendré par les RI produit un arrêt permanent de la prolifération

cellulaire qui est responsable de la diminution de survie clonogénique. On peut donc

conclure que la diminution de survie clonogénique des trois lignées suite à une

irradiation aux UVB est du en partie à un arrêt permanent de la prolifération cellulaire

causé par les dommages oxydatifs, mais ce résultat n'explique pas la situation de E6, e

à d un plus faible taux d'apoptose et une plus grande sensibilité telle que mesurée par

la courbe de survie aux UVB .

0

Bien que jamais mentionné dans la littérature, les cellules E6 pourraient subir un arrêt

permanent du cycle cellulaire du à l'accumulation de CPD (ou 6-4 PP) dans son ADN

(causé par la déficience en GREN et TCREN). Les UVC ne produisant pratiquement

que ce type de dommage, nous pouvons remarquer que la lignée E6 est plus sensible

aux UVC que les autres lignées, tel que montré par la courbe de survie clonogénique

(voir figure 6 a). De plus, le pourcentage de cellules qui meurent par apoptose est plus

bas 36 h après l'irradiation aux UVC comparativement aux deux autres lignées. Ces

résultats étant presque identiques à ceux obtenus pour les UVB, on peut penser que

1'accumulation de CPD favorise un arrêt permanent de la prolifération cellulaire chez

E6, expliquant ainsi la diminution de la survie clonogénique suite à une irradiation

aux UVB.

J

Bref, dans notre cas, il est impossible de comparer le pourcentage de suryie

clonogénique à celui de la mort cellulaire mesurée par l'annexin V + PI, car aux

moins un autre facteur entre en ligne de compte : l'arrêt pemianent du cycle cellulaire.

Il est possible que la faible survie clonogénique (entre l et 10%) des trois lignées suite

aux UVB soit due à un arrêt permanent du cycle cellulaire causé par des dommages

oxydatifs à l' ADN. De plus, nous spéculons que la faible survie clonogénique de la

lignée E6 suite à une irradiation aux UVB est du en partie à la mort cellulaire, mais

aussi à un arrêt permanent suite à une persistance des CPD et 6-4 PP induits par les
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UVB (la lignée E6 est profondément déficiente en REN comparativement aux deux

autres lignées).

3.3.3 L'inhibition du point de contrôle en Gl du cycle cellulaire
n'est pas la cause de l'accumulation de CPD dans les lignées
E6 et E7

Des études de prolifération cellulaire ont ensuite été effectuées dans le but de

démontrer que (;) le taux de réparation différentiel n'était pas du à un indice de

proliferation cellulaire qui est différent entre les lignées (ii) que la prolifération

cellulaire de la lignée E6 était plus basse que LXSN et E7 suite à une irradiation aux

UVB (iii) l'inhibition des points de contrôle du cycle cellulaire n'est pas la cause de

1'accumulation de CPD dans les lignées E6 et E7.

Afin de pouvoir comparer des résultats de LMPCR obtenus dans différentes lignées,

la prolifération cellulaire de ces dernières doit être sensiblement la même. En effet, la

reparation pourra sembler être plus rapide si la prolifération cellulaire est plus grande

dans une lignée, du à un effet de dilution par l' ADN nouvellement répliqué. Par

exemple, la lignée LXSN répare le BNT de son ADN plus rapidement que E6 et E7.

On pourrait ainsi penser que les cellules LXSN prolifèrent plus rapidement. Bien que

suite à une irradiation aux UV les cellules subissent un arrêt de prolifération cellulaire

(15, 17), cette expérience contrôle est essentielle. Les études de prolifération cellulaire

suite aux UVB telles que montrées à la figure l l peuvent aussi donner des indicés

quant l'arrêt permanent du cycle cellulaire, ce que nous soupçonnons pour la lignée

E6. Enfin, l'arrêt du cycle cellulaire suite à un stress est censé être utilisé pour vérifier

et réparer l' ADN endommagé. L'experience de prolifération cellulaire peut nous

servir à montrer que ce n'est pas une déficience à ce niveau qui explique le taux de

reparation plus bas dans les lignées E6 et E7.

J
Nous avons utilisé la méthode d'incorporation du bromodéoxyuridine (BrdU)

conjointement avec le marquage au PI pour l'étude du cycle cellulaire par cytométrie

en flux. Le BrdU étant un analogue de la thymidine, il est incorporé dans l' ADN lors
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de la replication et constitue donc un marqueur de la prolifération cellulaire. Il existe

des anticorps anti-BrdU qui sont couplés à un fluorochrome (dans notre cas FITC) et

qui peuvent être utilisés pour détecter la quantité de BrdU incorporé dans une cellule

par cytométrie en flux. Le PI est un agent qui intercale l' ADN et il est utilisé pour la

quantification de l' ADN dans une cellule à un moment précis. Le genre de profil

obtenu est montré dans le haut de la figure l l.

Il n'y a pas de différences majeures entre le taux de prolifération des trois lignées qui

pourraient expliquer la déficience en réparation des lignées E6 et E7. Par exemple, les

cellules LXSN et E7 ont le même indicé de prolifération, mais pourtant, la lignée E7

est déficiente en GREN. On peut aussi constater que l'arrêt de la prolifération est plus

marqué pour les cellules E6, et cela, jusqu'à 24 h après l'irradiation. Cela peut

suggérer que suite aux UVB, il y a effectivement un arrêt prolongé des cellules E6.

Enfin, les trois lignées subissent un arrêt du cycle cellulaire suite aux UVB et nous

pouvons donc conclure que ce n'est pas une déficience à ce niveau qui explique la

déficience en REN. De plus, la lignée E6 subit un arrêt de prolifération qui est

prolongé et, pourtant, son taux de réparation de l' ADN semble être le plus affecté des

trois lignées. Cette arrêt prolongé pourrait être du à la persistance des dommages dans

l'ADN de la lignée E6, tel que démontré par les expériences de LMPCR.

J

3.4 La lignée E7 accumule plus de mutations au
locus hprt suite à une irradiation aux UVB.

Les études antérieures sont plutôt controversées sur le rôle de p53, pRB, E6 ou E7

dans la mutagénèse. En effet, un groupe a démontré que chez la souris, p53 n'affecte

pas l'accumulation de mutations ponctuelles dans un transgène après un

traitement au 4-nitroquinoline 1-oxyde (21 l). De plus, il n'y a pas d'augmentation de

la fréquence de mutation du gène supF (dans un vecteur navette) préalablement irradié

aux UV et introduit dans des fibroblastes embryonnaires de souris p53 +/- et p53-/-

ou une lignée murine p53-/- et son contrôle isogénique dans lequel p53 est réexprimé

(212) (213). Par contre, il semble qu'il y ait 4 fois moins de mutations induites dans le

gène supF par les UV dans une lignée de fibroblastes murins p53 -/- où p53 à été
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Figure 12 : Fréquence de mutation des ïïbroblastes humains de poumon
produisant les protéines E6 ou E7 de VPH16 après une irradiation aux UVB.
Les cellules ont été traitées au HAT, puis irradiées par 400 J.m-2 de rayons UVB et
ensemencées à faible densité dans du milieu de culture contenant de la 6-

thioguanine. Le nombre de mutants est corrigé par l'efficacité d'ensemencement.
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réintroduit (214). L'inactivation de p53 par VPH16 E6 dans une lignée de carcinome

du colon (RKO) conduit à une augmentation de la fréquence de mutations au locus

hprt suite a une irradiation aux UV comparativement à la lignée parentale (144).

Enfin, des kératmocytes humains produisant les protéines E6 ou E7 de VPH 16 sont

hypermutables (vecteur navette supF) suite à un traitement au N-methyl-N-nitro-N-

nitrosoguanidine (MNNG) (143). Afin de déterminer si l'inhibition de la réparation de

l' ADN corrèle avec l'augmentation de la fréquence de mutation, nous avons décidé

d'évaluer la fréquence de mutation au locus hprt. Cette méthode est biologiquement

plus pertinente que l'utilisation d'un vecteur navette puisqu'elle mesure la fréquence

de mutation dans un gène endogène où la structure de la chromatine est intacte. De

plus, nous avons utilisé des fibroblastes primaires humains dans lesquels E6 ou E7 est

exprimé, parce que nous croyons que l'utilisation de lignées cellulaires primaires

reflète plus la réalité. En effet, la plupart du temps, les lignées tumorales ont subi des

rearrangements de leur ADN ou possèdent des mutations dans d'autres gènes

susceptibles d'influencer la fréquence de mutation.

Le locus hprt est situé sur le chromosome X et code pour une enzyme qui catalyse la

phosphoribosylation de l'hypoxanthine et de la guanine pour former les nucléotides

correspondants : l' IMP et le GMP. Cet enzyme fait partie de la voie de récupération

des purines et agit conjointement avec la voie de synthèse de novo (c'est à dire la

synthèse des purines à partir de précurseur plus petit). L' aminoptérine est un composé

chimique qui bloque la synthèse de novo des purines : seules les cellules ayant un hprt

fonctionnel peuvent survivre à ce traitement. On l'utilise pour diminuer la fréquence

de mutation spontanée. Le 6-thioguanine (6-TG) est un analogue de la guanine qui,

lorsque converti en nucléotide par hprt, est incorporé dans l' ADN. L'incorporation de

ce nucléotide modifié a pour effet de bloquer la replication. Seule les cellules hprt-1-

vont survivre à ce traitement : on utilise dont le 6-TG pour évaluer la Iréquence de

mutation (inactivation) de hprt suite à divers faraitements mutageniques (215).

0 Nous avons donc traité les trois lignées (LXSN, E6 et E7) à l'aminoptérine pour

éliminer les mutants spontanés, les cellules ont été irradiées avec 400 J.m'2 d' UVB et

ensuite ensemencées à faible densité dans du milieu contenant du 6-TG. Tel que

montré à la figure 12, la fréquence de mutation de la lignée E6 ne diffère pas de la
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lignée contrôle. Par contre, il y a une induction dans la lignée E7 qui est de 5 (5 fois

plus de mutants induits que spontanés) alors qu'elle est seulement de 2 pour E6 et

LXSN. On peut aussi remarquer que le nombre de mutants induits par les UVB dans

les lignées LXSN et E6 est approximativement de 60 alors qu'il est de 120 dans la

lignée E7. Nous travaillons présentement à l'élaboration du spectre de mutations au

locus hprt induit par les UVB dans les lignées LXSN, E6 et E7.

Bien que les fibroblastes aient été traitées à l'aminoptérine, le taux de mutations

spontanées est tout de même élevé. D'autres études utilisant des cellules tumorales,

des cellules d'ovaires de hamster chinois (CHO), ou des lignées lymphoblastoides ont

démontré des fréquences de mutations spontanées qui sont plus basses que celle que

nous obtenons (254-257). Il n'existe cependant pas d'explications fondées pour

expliquer ce phénomène. Cependant, une hypothèse serait que les cellules primaires

que nous utilisons ont une tendance à accumuler des mutations spontanées

lorsqu'elles sont dépourvues de leur environnement physiologique naturel.

J
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4 Discussion

4.1 Le TCNER varie en fonction du gène

Nous avons démontré que des cellules rendues fonctionnellement déficientes en p53

par l'expression de la protéine E6 de VPH16 sont non seulement déficientes en

GREN, mais aussi en TCREN. Afin de démontrer que cet effet n'était pas du à

d'autres propriétés de E6 que celle d'augmenter la dégradation de p53, nous avons

aussi effectué des études de LMPCR dans des fibroblastes de Li-fraumeni qui sont

génétiquement déficients en p53. Les résultats étant similaires pour les deux lignées,

nous en concluons que la déficience en p53 est responsable de la défaillance du

GREN et TCREN suite à une irradiation aux UVB.

Tel que mentionné précédemment, il existe une controverse sur le rôle de p53 dans le

TCREN et, de toute évidence, les résultats que nous avons obtenus se situent au cœur

de cette controverse. Deux explications s'imposent alors (;') les méthodes utilisées

pour évaluer le taux de réparation de l' ADN sont différentes (ii) les gènes utilisés

pour étudier la réparation sont différents. Les explications précédentes se basent

principalement sur la comparaison de nos résultats avec des études précédentes qui

ont démontré un rôle pour p53 seulement dans le GREN (59-61).

J

Une autre méthode de quantification des CPD utilisée est de type Southern et

quantifie la réapparition d'un fragment de pleine longueur après clivage par l'enzyme

T4 endonucléase (clive spécifiquement les CPD). Notre méthode se base sur le PCR,

qui théoriquement, est capable de détecter une seule molécule et de l'amplifier des

milliers de fois, ce qui paraît d'emblée beaucoup plus sensible. Cependant, nous ne

crayons pas que ce soit le manque de sensibilité de la technique de type Southern qui

provoque la divergence des résultats, car une étude récente a démontré une déficience

profonde en TCNER dans le gène p53 suite à une irradiation aux UV en utilisant des

kératinocytes infectés avec le vims complet de VPH16 (63). Nous croyons que c'est

plutôt l'utilisation de différentes cibles géniques pour évaluer le taux de réparation qui

favorise la divergence des résultats. Les groupes ayant remarqué une déficience en

TCNER dans des lignées p53 -/-, ont la plupart du temps évalué le taux de réparation
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sur le BT de c-jun ou p53 (l, 63, 64), alors que ceux qui ont constaté un taux de

reparation normal ont utilise le BT de DHFR (59-61). Nous avons donc posé

l'hypothèse que suite à l'irradiation aux UVB de cellules p53-/-, la transcription de

p53 et c-jun est diminuée, alors que celle de DHFR reste sensiblement la même. Le

niveau de transcription des gènes corrèlerait donc avec leur capacité à être réparés par

le TCREN. Cette hypothèse est appuyée par plusieurs études qui ont été menées au

cours des dernières années. Tout d'abord, il a été démontré que suite à une irradiation

aux UV, il y a diminution générale de la transcription tel que mesuré par un marquage

métabolique de l' ARN (216, 217). De plus, il semble que cette diminution de la

transcription soit prolongée dans les fibroblastes de Li-Fraumeni (218).

Deuxièmement, notre hypothèse devient intéressante quand on pense que p53 est un

facteur de transcription et qu'il interagit avec des facteurs de transcription bien

comius. D'ailleurs, une étude a démontré que p53 provoque une résistance à

l'inactivation par les UV d'un plasmide rapporteur lorsque ce dernier possède un

élément de reconnaissance par p53 dans son promoteur (219). Ce groupe suggère que

les gènes ayant un élément de reconnaissance par p53 - il semble qu'il y ait de 200 à

300 sites consensus de p53 dans le génome humain (220)- serait réparé

préférentiellement suite à une irradiation aux UV. Certains exemples plus spécifiques

ont aussi été démontrés : (i) p53, en interagissant avec c-jun, augmente la transcription

de MSH2, un gène impliqué dans la réparation par mésappariement de bases (221) (ii

) p53R2, une sous-unité de la ribonucléotide réductase , possède un élément de

réponse pour p53 dans son premier intron et est régulée de façon dépendante de p53

en réponse aux UV (70) (iii) p53 est associé à p300/CBP, un coactivateur de

transcription durant le cycle cellulaire (222, 223) (iv) p53 réprime aussi la

transcription de cdc2 et bcl2 (224, 225) (y) p53 possède un site consensus en aval de

l'exon l de mdm2 et trans-active ce gène (226) et (yi) p53 régule sa propre

transcription (227).

J
Afin de vérifier notre hypothèse, nous devons mesurer le niveau de transcription des

gènes p53, c-jun et DHFR dans une lignée p53-/- par rapport à une lignée contrôle

suite à une irradiation aux UVB. Pour ce faire, nous utiliserons l'essai de transcription

nucléaire de type mn-on. Cet essai mesure de façon spécifique la transcription des

gènes en fonction de l'état de la cellule. Brièvement, les noyaux cellulaires sont isolés
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et incubés avec du [a-p ] dUTP afin de marquer l' ARN nouvellement synthétisé.

L'ARN total est ensuite purifié et hybride au cDNA d'intérêt qui sont eux-mêmes

immobilisés sur une membrane de nitrocellulose. Il est à noter que le buvardage de

type Northern n'est pas pertinent ici, car il mesure la quantité totale d' ARN dans une

cellule, c'est à dire celui qui provient de la transcription, mais aussi celui qui provient

de la stabilisation des ARNm.

n

L'inactivation de p53 semble être impliquée dans l'initiation de la tumorigénèse, car

on reù-ouve fréquemment des clones mutés pour cette protéine dans la peau nonnale

exposée au soleil. Il y a ensuite promotion de la tumorigénèse, car les cellules

possédant une mutation dans p53 sont résistantes à l'apoptose induite par les UV et

favorisent ainsi l'expansion clonale des cellules possédant une mutation de p53 (120,

122). La formation de mutations dans le gène p53 pourrait signifier un autre rôle dans

la promotion de la tumorigénèse. En effet, la diminution de la transcription de certains

gènes suite à une irradiation aux UV dans des lignées p53 -/- corrèlerait avec une

diminution du TCREN et probablement avec une augmentation de la fréquence de

mutation. La déficience en p53 favoriserait donc la formation de mutations dans

d'autres gènes au sein de la cellule.

J

4.2 Le biais expérimental imposé par la lignée E7

Nous avons montré polir la première fois que des fibroblastes produisant la protéine

E7 de VPH16 sont déficients pour la réparation du BNT de l' ADN suite à une

irradiation aux UVB. A prime abord, il est tentant de spéculer que c'est la déficience

en pRB qui en est la cause. En effet, nous savons que l'inactivation de pRB cause des

tumeurs de la rétine et que l'œil est exposé aux rayons solaires pratiquement tous les

jours. Des mutations dans pRB pourraient donc, en inhibant le GREN, favoriser le

développement de rétinoblastomes. De plus, pRB interagit avec plusieurs complexes

protéiques qui sont impliqués dans le remodelage de la chromatine (pour une revue de

la littérature voir (228)), ce qui pourrait avoir une incidence sur la réparation de l'

ADN. Par exemple, il semble que la chromatine des cellules pRB -/- soit plus

accessible tel que démontré par une digestion à la nucléase (229). La protéine pRb

affecte aussi la stmcture de la chromatine de façon plus directe, en interagissant avec
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des histones déacétylase (230-232) et le complexe SWI/SNF (233, 234). D'un autre

côté, E7 a une panoplie d'autres effets non-néghgeables (voir section 1.2.2.2.2). Par

exemple, E7 est localisé dans la matrice nucléaire et semble faire un complexe avec

l'actine (182, 183). De plus, E7 lie une histone déacétylase, qui en déacétylant le

promoteur de certains gènes, favorise la formation de nucléosomes (184). Il est donc

aussi possible qu' E7 module le REN en provoquant des changements dans la

structure de la chromatine. Afin de confirmer que pRB est impliqué dans le REN, des

études de LMPCR devraient être entreprises soit en utilisant un knock-out cellulaire

de pRB ou soit des lignées de rétinoblastomes.

4.3 E6 diminue l'apoptose induite par les UV

En utilisant deux méthodes de détection de l'apoptose, l'annexin V et la fragmentation

de l' ADN, nous avons démontré que l'index apoptotique de la lignée E6 était 2 fois

plus bas que dans la lignée contrôle. Bien que ces résultats ne corrèlent pas avec la

courbe de survie clonogénique suite à une irradiation aux UVB, ils sont en accord

avec des études antérieures. En effet, la protéine E6 de HPV 5, 10, 18 et 77 inhibe

l'apoptose induite par les UV (151). Il a récemment été démontré que Bak, une

protéine proapoptotique, était induite suite à une irradiation aux UVB et que cette

induction était inhibée dans des lignées produisant la protéine E6, diminuant ainsi

l'apoptose provoquée par une irradiation aux UV. De plus, il semble que la protéine

Bak soit absente dans 100% des CPNM HPV+ analysés, ce qui n'est pas le cas dans

les CPNM HPV- (235). Ce mécanisme d'inhibition de l'apoptose par HPV E6

favorise sûrement la survie du vims et il démontre de façon claire qu'il y a

coopération du virus et des UV dans le développement de tumeurs de la peau. p53 est

aussi connu pour induire l'apoptose en activant Pas (236), en diminuant les niveaux de

bcl2 et en augmentant les niveaux de bax (81). En augmentant la dégradation de p53,

E6 fournit un autre moyen d'échapper à l'apoptose induite par les UV.

J
Plusieurs études ont montré qu'une déficience en TCREN sensibilisait les cellules à

l'apoptose induite par les UV. En effet, des cellules CSB (déficientes en TCREN) et

XPA (déficientes en TCREN et GREN) entrent en apoptose plus facilement après une

irradiation aux UV (218, 237, 238). Cette sensibilité accme pourrait être due au
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manque d'induction de la protéine mdm2 et donc à la persistance de p53 (238).

Cependant, bien que la lignée E6 soit déficiente en TCREN, elle n'est pas plus

susceptible d'entrer en apoptose et l'est même moins que la lignée contrôle, ce qui est

probablement du au fait que E6 augmente la dégradation de p53.

4.4 La lignée E7 est hypermutable aux UVB

Lorsque les études de fréquence de mutation ont été entreprises, l'hypothèse avancée

était qu'elle serait très élevée dans la lignée E6 et moyennement élevée dans la lignée

E7 par rapport au contrôle. Cette hypothèse reflétait la déficience en REN qui est plus

accentuée dans la lignée E6. Cependant, le résultat s'est avéré être contraire à nos

attentes : seule la lignée E7 est hypermutable aux UVB.

0

4.4.1 La lignée E7 est déficiente en réparation des 6-4 PP ou des

dommages oxydatifs?

Tel que mentionné précédemment, les rayons UVB produisent principalement 2 types

de lésions : les CPD et les 6-4 PP. La méthode de LMPCR que nous utilisons évalue

le taux de réparation des CPD seulement. Bien qu'ils soient de 5 à 10 fois moins

abondants et réparés plus rapidement que les CPD, il n'en reste pas moins que les 6-4

PP sont très mutagéniques chez la bactérie (239, 240). Il a été démontré que XPE, une

protéine impliquée dans l'étape de reconnaissance du GREN, a une affinité plus

grande pour les 6-4 PP que pour les CPD (241) et que le niveau d' ARNm de XPE

augmente de façon dépendante de p53 suite a une exposition aux UV (39). Bien qu'il

y ait une augmentation de la quantité de p53 dans la lignée E7 (voir figure 5), son

activité transcriptionnelle est inhibée par E7 (242). Nous pouvons donc spéculer que

la lignée E7 est déficiente pour la réparation des 6-4 PP dû à l'inhibition de la

transcription de XPE par p53, ce qui entraînerait une persistance de ce type de

dommages dans l' ADN et probablement une augmentation de la fi-équence de

mutation après irradiation aux UVB : cette hypothèse reste à être confimiée. Etant

donné que les UVB produisent aussi des dommages oxydatifs dans l' ADN, il se peut

que la fréquence de mutation élevée dans la lignée E7 soit due à une hypersensibilité à

ce type de dommage. Quelques indices nous ont mené à cette hypothèse (;') tout

d'abord, la lignée E7 est sensible aux radiations ionisantes tel que démontré par la
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courbe de survie clonogénique (figure 9) (ii) les niveaux d' ARNm de l'anti-oxydant

glutathione S-transférase (catalyse la liaison du glutathion a un grand nombre de

substances hydrophobiques) sont 5-7 fois plus bas dans la lignée E7 que dans la lignée

contrôle (243) (iïî) les radiations ionisantes favorisent l'augmentation de l' ARNm

E6/E7 (comprend le cadre de lecture ouvert de E6 et E7) sans toutefois préciser s'il y

a augmentation de la protéine E7 (244).

0

4.4.2 Hprt versus c-jun et p53

Il faut aussi tenir compte du fait que la fréquence de mutation au locus hprt ne reflète

peut-être pas les données sur le taux de réparation de l' ADN dans les gènes p53 et c-

jun. En effet, bien que dans la lignée E7 il y ait déficience de la réparation du BNT de

p53 et/ou c-jun, cela ne veut pas nécessairement dire que c'est le cas dans tous les

autres gènes du génome. Etant donné que nous pensons que le niveau de transcription

d'un gène affecte la réparation par le TCREN, il se peut que la transcription de hprt

soit différente de p53 ou c-jun suite à une irradiation aux UVB dans les différentes

lignées. Par exemple, dans la lignée E6, nous pensons que la diminution de TCREN

dans p53 et c-jun est due à une diminution de la transcription de ces gènes.

Cependant, la transcription de hprt peut ne pas être affectée dans cette lignée,

expliquant en partie la faible fréquence de mutation.

4.4.3 Le « bypass » des lésions est-il en cause?

Tel que mentionné précédemment, certaines polymérases sont capables d'effectuer le

« bypass » des lésions induites par les UV, que l'on appelle aussi synthèse

translésionnelle (STL). Ces polymérases sont soit très fidèles, c'est à dire qu'elles

incorporent le bon nucléotide vis à vis la lésion, soit très peu fidèles et favorisent la

fixation de mutations dans l' ADN.

J

Le produit du gène XPV, la polymérase T) (pol T|), est une polymérase fidèle. Les

patients atteints de XP (XPA à XPG et XPV) sont anormalement sensibles au

rayonnement solaire et sont prédisposés au développement des CPNM. Les cellules

des patients XPA à XPG possèdent une déficience partielle ou totale du mécanisme de

REN alors que celles des patients XPV sont aptes à effectuer le REN, mais sont
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incapables de répliquer l' ADN endommagé (STL) par les UV (245). On sait

maintenant que les gènes XPA à XPG codent pour des protéines impliquées

directement dans le REN (voir figure 3). Par contre, ce n'est que beaucoup plus tard

qu'il a été découvert que la pol T| recombinante humaine pouvait corriger l'incapacité

des cellules XPV à effectuer la STL des CPD et que la majorité des cellules de

patients XPV possédaient une mutation dans ce gène (246-248). Pol T| humaine est

capable d'incorporer des nucléotides avec fidélité vis à vis un 6-4 PP aux sites CC et

TC (249) ainsi qu'un CPD aux sites TT (250). Etant donné que pol T) est une

polymérase fidèle, son inactivation par une mutation cause une augmentation de la

fréquence de mutation au locus hprt suite à une irradiation aux UV (251, 252). Les

polymérases l (pol l) et (^ (pol L, ou les 3 sous-unités Revl, Rev3 et Rev7)sont des

polymérases peu fidèles qui semblent fonctionner en synergie pour effectuer, entre

autre, la STL des lésions induites par les UV (voir 1.1.3.2) (112).

0
Une autre hypothèse apportée pour expliquer l'hypermutabilité de la lignée E7 serait

une deregulation du fonctionnement des polymérases impliquées dans la STL. En

effet, l'une ou l'autre des situations suivantes pourrait se produire: E7 inhibe l'activité

de pol r\ (fidèle) ou favorise l'activité synergique de pol l et ^ (peu fidèle). Dans les

deux cas, l'utilisation des polymérases peu fidèles est favorisée, de même que la

formation de mutations dans l' ADN. De façon similaire, bien qu'étant déficientes en

GREN et en TCREN, la replication des dommages dans la lignée E6 se fait sans

erreur, peut-être en favorisant l'utilisation de pol r| au détriment de pol l et pol Ç. Il

n'existe aucune étude publiée pouvant appuyer cette hypothèse qui est donc purement

speculative.

D

4.4.4 Experiences futures

Afin d'élucider la divergence des résultats de réparation de l' ADN et de fréquence de

mutation, des études de LMPCR au locus hprt devront être entreprises afin de pouvoir

les comparer aux résultats obtenus dans les gènes p53 et c-jun. Il existe aussi des

enzymes, l'endonucléase III de E. coli et Fapy ADN glycosylase (253), qui clive

spécifiquement les dommages oxydatifs en laissant une extrémité 5' liable. De plus,

les 6-4 PP peuvent être clivés par un traitement chimique à la pipéridine chaude et les
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fragments ainsi obtenus amplifiés par LMPCR. Il serait donc possible de déterminer

s'il y a déficience dans la réparation de dommages oxydatifs ou 6-4 PP dans la lignée

E7 suite à une irradiation aux UVB. Enfin, la technique d'évaluation de la

transcription de type mn -on, que nous mettons présentement au point, pourra être

utilisée pour évaluer si le taux de transcription de hprt est différent au sein des

différentes lignées après irradiation aux UVB.

Il existe différentes méthodes in vitro pour évaluer l'efficacité de la STL en présence

des protéines E6 et E7. Le groupe de Johnson et al., utilise une méthode de replication

in vitro qui consiste en l'incubation d'un oligonucléotide contenant un 6-4 PP ou un

CPD à un site TT avec une amorce radioactive, les 4 dNTP ainsi que les polymérases

(pol T| ou pol l et 0 à l'étude et le produit est migré en condition dénaturante (l 12).

L'addition des protéines E6 ou E7 purifiées dans la réaction pourrait nous donner des

indices sur leur rôle dans la STL, seulement s'il y a une interaction directe avec les

polymérases. Le groupe de JVIasutani et al. utilise une autre méthode de replication in

vitro qui consiste en l'incubation d'un plasmide contenant une origine de replication

de SV40 et un CPD à un site TT avec du [a32P] dCTP, les trois autres dNTP,

l'antigène grand T de SV40 et les extraits cellulaires voulant être étudiés. Le plasmide

(répliqué ou non) est ensuite digéré par la T4 endonucléase et migré sur gel d'agarose

(248). Cette méthode semble plus appropriée pour étudier le rôle de E6 ou E7 dans la

STL, puisqu'elle utilise des extraits cellulaires et pennet donc revaluation d'un rôle

indirect (ex : transcription de gènes) de ces protéines dans la STL. Cependant, elle ne

permet pas de distinguer si la STL est effectuée par pol T| ou pol l etÇ , ce qui nous

intéressé particulièrement. La technique devra être modifiée, par exemple en

immunoprécipitant pol r| ou pol l avant d'effectuer l'essai de replication. De plus, il

serait aussi possible d'utiliser des extraits cellulaires de lignées qui sont déficientes

pour ces protéines (ex : les cellules XPV sont déficientes pour pol r|) et qui expriment

aussi la protéine E6 ou E7 de VPH16 pour réaliser l'essai de replication.

J Le spectre de mutation au locus hprt des cellules XPV après irradiation aux UV est

différent de celui des cellules normales. En effet, alors que les UV induisent

principalement des transitions C à T ou CC à TT dans des cellules normales, il y a
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majoritairement des transversions C à A dans les cellules XPV sur un des deux brins

du gène; l'autre brin possédant, la plupart du temps, la signature moléculaire des UV

(252). Il s'est avéré par la suite que les transversions C à A étaient induites sur le brin

avancé de la fourche de replication (251). Une autre façon de voir si la lignée E7

inhibe l'activité de pol r| serait de produire un spectre de mutation au locus hprt suite

à une irradiation aux UVB. Si notre hypothèse est juste, nous devrions retrouver

presque exclusivement des transversions C à A sur l'un des 2 brins.

D
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L'objectifs de cette étude est de démontrer que, suite à une irradiation aux UVB, les

oncoprotéines E6 et E7 de VPH16 potentialisent la tumorigénèse en inhibant le REN

des CPD et en altérant les voies de signalisation intracellulaires menant à l'apoptose, à

l'arrêt du cycle cellulaire en Gl et à la formation de mutations au locus hprt. Nous

avons confimié que des fibroblastes primaires exprimant la protéine E6 ainsi que des

fibroblastes de Li-Fraumeni sont déficients en GREN et en TCREN, alors que ceux

produisant la protéine E7 sont déficients en GREN seulement. Nous en concluons

qu'une déficience fonctionnelle ou génétique en p53 mène à une défaillance du GREN

et TCREN même si plusieurs études stipulent que p53 est impliqué dans GREN

seulement (59-61). De plus, étant doimé que E7 augmente la dégradation

protéasomale de pRb, le résultat de cette étude suggère un rôle pour pRb dans le

GREN. Les résultats démontrent que l'index apoptotique de la lignée E6 est 2 fois

plus bas alors que la survie clonogénique est plus faible que la lignée contrôle suite à

une irradiation aux UVB. La faible survie ne s'explique donc pas par une

augmentation de la mort cellulaire (nécrose ou apoptose) par rapport au contrôle, mais

probablement par un arrêt permanent de la croissance cellulaire qui est plus

importante dans la lignée E6. Des études de cycle cellulaire ont permis de démontrer

que les lignées E6, E7 et contrôle subissent un arrêt en Gl suite à une irradiation aux

UVB et cet arrêt est plus prononcé dans les cellules produisant E6 : la déficience en

.REN ne peut donc pas être attribué à une inhibition de l'arrêt en Gl. Enfin, la

fréquence de mutation au locus hprt suite à une irradiation aux UVB est plus grande

dans lignée E7 puisqu'elle comporte 5 fois plus de mutants induits, alors que

l'induction est seulement de 2 dans les lignées LXSN et E6. Il apparaît donc qu'une

déficience en REN dans des cellules primaires ne résulte pas nécessairement en une

augmentation de la fréquence de mutations et que la replication des dommages (STL)

entre aussi en ligne de compte. Il est probable que les oncoprotéines E6 et E7

coopèrent pour la survie du vims dans les cellules épithéliales infectées en diminuant

l'apoptose et en dérégulant la machinerie cellulaire par la formation de mutations dans

des gènes suite à une irradiation aux UVB. Des études sur des cellules positives pour

VPH16 ou exprimant E6 et E7 sauraient répondre à cette question.
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After exposure to DNA-damaging agents, the p53 tumor suppres-
sor protects against neoplastic transformation by inducing growth
arrest and apoptosis. A series of investigations has also demon-
strated that, in UV-exposed cells, p53 regulates the removal of DNA
photoproducts from the genome overall (global nucleotide exci-
sion repair), but does not participate in an overlapping pathway
that removes damage specifically from the transcribed strand of
active genes (transcription-coupled nucleotide excision repair).
Here, the highly sensitive ligation-mediated PCR was employed to
quantify, at nucleotide resolution, the repair of UVB-induced cy-
clobutane pyrimidine dimers (CPDs) in genetically p53-deficient
Li-Fraumeni skin fibroblasts, as well as in human lung fibroblasts
expressing the human papillomavirus (HPV) E6 oncoprotein that
functionally inactivates p53. Lung fibroblasts expressing the HPV
E7 gene product, which similarly inactivates the retinoblastoma
tumor-suppressor protein (pRb), were also investigated. pRb acts
downstream of p53 to mediate Gi arrest, but has no demonstrated
role in DNA repair. Relative to normal cells, HPV ES-expressing lung
fibroblasts and Li-Fraumeni skin fibroblasts each manifested de-

fective CPD repair along both the transcribed and nontranscribed
strands of the p53 and/or c-yun loci. HPV E7-expressing lung
fibroblasts also exhibited reduced CPD removal, but only along the
nontranscribed strand. Our results provide striking evidence that
transcription-coupled repair, in addition to global repair, are p53-
dependent in UV-exposed human fibroblasts. Moreover, the ob-
served DNA-repair defect in HPV E7-expressing cells reveals a
function for this oncoprotein in HPV-mediated cardnogenesis, and
may suggest a role for pRb in global nucleotide excision repair.

nactivation of the p53 tumor-suppressor protein is a key event
in carcinogenesis, since more than 50% of all human malig-

nancies manifest p53 gene mutations (1), and individuals af-
flicted with Li-Fraumeni syndrome (LFS; a disease character-
ized by germ-line p53 alterations) are strongly predisposed to
various cancers (2). In addition, the neoplastic potential of
certain oncogenic viruses can be attributed, at least in part, to
interactions of their associated viral gene products with p53. For
example, the capacity of human papillomavirus (HPV) to pro-
mote epithelial malignancies is exerted largely through intracel-
lular expression of the HPV E6 oncoprotein, which engenders
functional inactivation of p53 by means of binding and acceler-
ated proteasomal degradation (3, 4).

After exposure of cells to DNA-damaging agents, p53 triggers
multiple protective pathways, i.e., through transactivation of
genes and through protein-protein interactions, that regulate
growth arrest and apoptosis (5, 6). Moreover, different lines of
evidence (see below) demonstrate that p53 participates directly
in nucleotide excision repair (NER), a major pathway for the
removal of carcinogenic DNA damage inflicted by diverse
mutagenic agents. The physiological importance of NER is

exemplified by the autosomal recessive disease xeroderma pig-
mentosum (XP), in which affected individuals manifest defective
removal ofUV-induced DNA photoproducts and a concomitant
2000-fold increase in the frequency of sunlight-induced skin
cancers (7). Two distinct, but overlapping, NER pathways have
been identified: one for the removal of damage from the genome
overall [global NER (GNER)], and another, which is mechanis-
tically linked to transcription, that brings about rapid, preferen-
tial repair of adducts specifically on the transcribed^strand (TS)
of active genes [transcription-coupled NER (TCNER)] (8).

Early indications that p53-deficient cells might be defective in
NER (9) led to studies revealing a potential role in this process
for the p53 downstream effectors gadd45 (10) and p21wafl (11),
which sequester the DNA polymerase processivity factor PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) that is essential for NER (12).
It was also shown that p53 binds RP-A (replication protein-A)
(13), which participates in the initiation of the NER process (14).
Moreover, Wang et al. (15) demonstrated that p53 interacts (;')
with the XP-B and XP-D gene products, i.e., components of the
TFIIH basai transcription/repair factor that participates in
GNER as well as TCNER, and (û) with the CS-B gene product
(transcription-repair coupling factor) that is necessary for TC-
NER only. While a role for p53 in both GNER and TCNER was
therefore indicated, this latter study could demonstrate an
overall NER defect in p53-deficient cells only by employing a
gene-specific DNA-repair assay that does not differentiate be-
tween GNER and TCNER. A series of succeeding investigations
employing a strand-specific DNA-repair assay at the active
dihydrofolate reductase locus m p53-deficient human skin fi-
broblasts, i.e., either HPV Eo-expressing (16) or derived from
LFS patients (17,18) revealed strong evidence that p53 plays an
essential role in GNER after treatment with UV, but does not
modulate TCNER. In support of this conclusion, it was subse-
quently demonstrated that up-regulation of the p48 (XP comple-
mentation group E) gene product is p53-dependent and that
human XP-E fibroblasts mutated at the p48 locus are deficient
in GNER, but not in TCNER (19).

In a manner analogous to HPV E6, intracellular expression of
the HPV E7 oncogene product plays a major role in the
molecular development of HPV-positive malignancies by bind-
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ing and functionally inactivating (also through accelerated pro-
teasomal degradation) the retinoblastoma tumor suppressor

^ / (pRb) (20) This latter protein, which is frequently altered in a
wide variety of sporadic tumor types (21), acts downstream of
p53, as well as through p53-independent pathways, to regulate Gi
arrest in cells exposed to DNA-damaging agents (22). Prelimi-
nary investigations suggesting a role for pRb in DNA repair (e.g.,
réf. 23) have not been adequately substantiated or refuted to
date. However, it should be noted that HPV E7 interacts with a
considerable number of proteins aside from pRb, some of which
may conceivably be involved in DNA repair (see Discussion).

Here, we have employed the ligation-mediated PCR
(LMPCR) to investigate, at nucleotide resolution, the repair of
UVB-induced cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) in genet-
ically p53-deficient LFS human skin fibroblasts, as well as in
primary human lung fibroblasts expressing either the HPV E6 or
HP V E7 oncoprotein. Introduction of these oncoproteins into
cultured cells has been widely used as a model to dissect the
phenotypic conséquences of p53 or pRb inactivation, respec-
lively Our primary goal was to reassess the function of p53 in
NER because, notwithstanding the investigations cited above
showing p53 dependence for GNER but not TCNER, other
studies have reported data consistent with a role for this protein
m both NER pathways (reviewed in réf. 24) We were also
interested in addressing the possibility that the HPV E7 onco-
protein modulates DNA repair in human cells. Our data provide
compelling evidence that p53 participates in TCNER as well as
GNER, in disagreement wrth the prevailing notion that this
protein regulates only GNER. In addition, we show that HPV
E7-expressing fibroblasts are deficient in GNER, but not TC-
NER, revealing a role for this oncoprotein in the pathogenesis
of HPV-positive tumors.

Materials and Methods

Cell Strains. Normal human foreskin fibroblasts, and the spon-
taneously immortalized (i.e., post-crisis; approximately 200 pop-
ulation doublings) LFS skin fibroblast strain LF041 (a gift of M.
Tainsky, University of Texas M. D. Anderson Cancer Center,
Houston, TX) were maintained in DMEM supplemented with
10% FBS plus antibiotics. LF041 cells have lost one p53 allele
and carry a frameshift mutation at codon 184 in the remaining
copy. The normal primary diploid lung fibroblast strain LF-1 (no
relation with Li-Fraumeni; kindly provided by John Sedivy,
Brown University, Providence, RI) and its derivatives were
grown in Ham's F-10 medium containing 15% FBS plus antibi-
otics. Low-passage LF-1 cells were infected as previously de-
scribed (25) with a replication-defective retrovirus (LXSN)
expressing G418 resistance, and the HPV E6, HPV E7, or both
oncoproteins derived from the high-risk HPV type 16. Briefly,
culture medium was harvested from a confluent LXSN murine
producer cell line (obtained from American Type Culture
Collection), and passed through a 0.22-jjim filter. Fibroblasts at
50-70% confluence on 60-mm dishes were incubated for 2 hr
with 1 ml of this viral supernatant containing 8 |Jig/ml Polybrene,
followed by aspiration of the viral supernatant and addition of
normal growth medium. After a 2-day phenotypic expression
period, fibroblasts expressing the empty vector, or ones express-
ing HPV E6 and/or HPV E7, were selected in growth medium
containing 200 mg/ml G418 (GIBCO/BRL).

UV Irradiation. Cells were grown to confluence on 150-mm Petri
dishes and irradiated with UVB (290-320 nm) at room temper-
ature after replacing the medium with 0.9% NaCl. The UVB
source consisted of two tubes (FS20T12/UVB/BP, Phillips)
delivering a fluence of 7.45 J/m2-s that was filtered through a
screen of cellulose acetate (Kodacel TA-407, clear 0.015-inch;
Eastman Kodak). All cells were irradiated with 1 kj/m2 of UVB
and allowed to repair for various times in freshly prepared
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Fig. 1. Repair of UVB-induced CPDs at nucleotide resolution along the NTS
of the human p53 tumor-suppressor gene (exon 5, nucleotides 13,095-13,1 66)
in normal human skin fibroblasts (Left} and LF041 skin fibroblasts (Right). The
first four lanes from the left on each autoradiogram show LMPCR of DNA
treated in standard Maxam-Gilbert cleavage reactions. The following eight
lanes show LMPCR of DNA isolated from UVB-irradiated cells that have

undergone repair for the indicated times (hr). The far right lane shows LMPCR
of unirradiated DNA followed by T4 endonuclease V/photolyase digestion.
The shaded arrows indicate dipyrimidine sites quantified with a Fuji BAS 1000
phosphorimager, equipped with the MacBAS v2.5 program. The open arrow
indicates a representative dipyrimidine site (i.e., CC site indicated in bold,
located within 5'-CCCCCG-3', codon 151-152) for which the relative repair
rate has been graphically illustrated below the autoradiograms. NF, normal
fibroblasts; LFF, LF fibroblasts.

culture medium. Cells were harvested, nuclear DNA was ex-
traded and quantified, and the global CPD frequency was
determined in T4-endonuclease V-digested total genomic DNA
by alkaline gel electrophoresis (26, 27).

LMPCR. The LMPCR protocol has been described previously in
detail (26, 28). Briefly, after irradiation and incubation of cells,
genomic DNA was isolated and digested with T4 endonuclease
V to efficiently incise the DNA at CPD sites. The resulting
5'-pyrimidine overhangs were then removed by photoreactiva-
tion, usmgEscherichia coli photolyase to generate ligatable ends.
A gene-specific oligonucleotide was annealed downstream of the
break site, and the set of genomic cleavage products was
extended using Sequenase (United States Biochemical). An
asymmetric double-stranded linker was ligated to the phosphate
groups at the fragment termini, providing a common sequence
on the 5' end of all fragments. The longer oligonucleotide of this
same linker, in conjunction with another gene-specific primer,

IS'
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Table 1. Relative delay in nucleotide excision repair for LF041 skin fibroblasts, and for lung fibroblasts
expressing the HPV E6, HPV E7, or both oncoproteins

Fibroblast Average 50% Fold delay
type Strand repair time, hr* in repair No. and location of sites analyzed

Normal skin

LF041 skin

LXSN lung

E6 lung

E7 lung

E6E7 lung

TS
NTS
TS
NTS
TS
NTS
TS
NTS
TS
NTS
TS
NTS

3(1,8)
10(4,16)
14(4,28)
28(16,32)
3.5(1,8)

6(2,16)
12 (6, 24)
18(8,24)
4(1,8)
16(4,32)
13(4,28)
17 (6, 32)

1 16 (exon 1 c-/'un); 5 (exon 7 p53)
1 10(exon5p53)

6.1 ± 2.8 16 (exon 1 c-/'un); 5 (exon 7 p53)
3.1 ± 1.1 10(exon5p53)

1 9 (c-/un promoter); 4 (exon 7 p53)
1 7 (exon 5 p53); 9(exon 8 p53)

3.8 ± 1.4 9 (c-/un promoter); 4 (exon 7 p53)
4.1 ±1.3 7 (exon 5 p53); 9 (exon 8 p53)
1.5 ± 0.8 9 (c-y'un promoter); 4 (exon 7 p53)
3.6 ± 1.9 5 (exon 5 p53); 5 (exon 8 p53)
4.1 ± 0.9 9 (c-y'un promoter); 4 (exon 7 p53)
4.1 ± 1.3 5(exon 5 p53); 5 (exon 8 p53)

*Each value reflects the average time required to achieve 50% repair, and was extrapolated from repair-rate determinations for at least
10 different dipyrimidine sites pooled from different gels. For example (as indicated by the first entry in the column at the far right),
the average 50% repairtimefortheTSstrandof normal skin fibroblasts was calculated by pooling repair-rate calculations from 21 sites,
i.e., 16 from exon 1 oic-jun and 5 from exon 7 of p53. The values in parentheses represent the slowest and fastest 50% repair times,
to indicate the site-to-site variation in repair rates.

was used in a PCR to amplify the cleavage products of interest.
These products were subjected to electrophoresis on 8% poly-
acrylamide gels alongside a Maxam and Gilbert sequencing
ladder, transferred to nylon membranes, hybridized to a 32P-
labeled gene-specific probe, and visualized by autoradiography.
Each experimental condition was assayed in duplicate. A screen-
ing sequencing gel was run using a portion of the DNA to^ensure
that there was no significant variation between samples. The two
samples were then pooled on a combined gel, and the resulting
autoradiogram was analyzed with a Fuji BAS 1000 phosphorim-
ager (Fuji Médical Systems, Stanford, CT). Each band represents
a nucleotide position where a break was induced by CPD
cleavage, and the intensity of the band reflects the number of
DNA molecules with ligatable ends terminating at that position.
To assess proficiency in GNER and TCNER for the various
strains investigated in this study, relative repair rates (reflected
in Table l) were determined along (t) the TS of the p53 gene
(exon 7; nucleotides 14,030-14,080), (u) the TS of the c-jun gene
(exon l; nucleotides +30 to +117), (iii) the TS of the c-jun
promoter (immediately downstream of the transcription start
site; nucleotides —40 to —10), and/or (iv) the nontranscribed
strand (NTS) of the p53 gene (exons 5 and 8; nucleotides
13,095-13,166 and 14,510-14,575, respectively). The LMPCR
primer sets used in each case have been presented previously (29,
30).
Results and Discussion

LMPCR is an extremely sensitive genomic-sequencing method
because it utilizes a single-sided exponential PCR amplification
step. LMPCR can be employed to assess DNA-repair rates in
living cells, and allows quantification, at nucleotide resolution in
single-copy genes, of any DNA adduct that can be revealed as a
ligatable strand break. UV-induced CPDs are easily amenable to
LMPCR analysis, as these photoproducts can be efficiently
cleaved with extremely high specificity by the enzyme T4-
endonuclease V (31), followed by digestion with DNA photo-
lyase to create ligatable 5' ends at the termini of incised strands
(28). We therefore utilized LMPCR to investigate the repair of
UVB-induced CPDs in human fibroblasts differing in p53 status.

Fig. 1 shows a representative autoradiogram and accompany-
ing histogram that reflect CPD removal along the NTS of the p53
tumor-suppressor gene at different time points up to 32 hr
postirradiation in LF041- vs. normal-skin fibroblasts. It should
be emphasized that the LF041 strain employed here is the same

as that used in previous investigations to demonstrate p53
dependence for GNER, but not for TCNER (18). As expected,
our data revealed that most of the CPDs were removed from the
NTS strand of the p53 gene in wild-type skin fibroblasts by 24 hr
postirradiation, whereas LF041 cells manifested a significant
impairment m this respect, i.e., quantification by phosphorim-
ager and averaging of repair rates for 10 different dipyrimidine
sites revealed that there was a delay, relative to normal cells, of
approximately 3-fold in the time needed to achieve 50% repair
(Table 1).

Exon l of the c-jun oncogene as well as exon 7 of the p53 gene
were then employed as targets to assess CPD removal along the
TS of active sequences in LF041 vs. normal fibroblasts. Along the
portion of the c-jun gene chosen for analysis (nucleotides +30 to
+117), both the TS and NTS strands are repaired at a relatively
high rate (32). Visual inspection of the representative autora-
diagram in Fig. 2, and the accompanying histogram, show that
in wild-type cells most of the CPDs were rapidly removed from
the TS of c-jun, i.e., the average time required to achieve 50%
repair was approximately 3 hr (Table 1). Strikingly, however,
LF041 fibroblasts were profoundly impaired in CPD removal
along the TS of c-jun, manifesting an average 50% repair time
of 14 hr, i.e., a delay of up to 6-fold compared with wild-type cells
(Table 1).

Because the immortalized LF041 and normal primary skin
fibroblasts were not isogenic, and to elucidate the role of HPV
in tumorigenesis, we investigated repair at different sites along
the TS vs. the NTS of the p53 gene in HPV Eo-expressing
primary lung fibroblasts (which are functionally compromised
for p53 protein, but which retain a normal p53 genotype). We
also studied repair rates along the TS of the c-jun promoter
region (located downstream of the transcription start site; nu-
cleotides —40 to —10), which is very rapidly repaired by TCNER
(32). HPV Eô-expressing cells manifested extremely low basal
levels of p53 protein on Western blots, which did not increase
after treatment with ionizing radiation or UVB, unlike the
wild-type strain, where p53 protein was strongly up-regulated
after DNA damage (data not shown). In agreement with results
for genetically p53-deficient LF041 fibroblasts, HPV E6-
expressing lung fibroblasts presented, relative to the normal
isogenic counterpart, (i) an approximately 4-fold slower rate of
repair along the NTS of the p53 gene, and (ii) a similar 4-fold
delay in repair along the TS of p53 and of the c-jun promoter
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Fig. 2. Repair of UVB-induced CPDs at individual nucleotide positions along
the T5 of the human c-jun protooncogene (exon 1; nucleotides +30 to +117).
The lane designations, arrow indications, and the histogram below the auto-
radiograms are as for Fig. 1. The representative dipyrimidine site depicted in
the histogram is located within 5'-TACTGC-3' (nucleotides +92 to +97).

region (autoradiograms not shown, Table 1; compare histograms
in Figs. 3 and 4).

Taken together, these data demonstrate that p53 deficiency,
whether genetically or functionally imposed, engenders a pro-
found defect in TCNER as well as in GNER, as measured along
two different target genes (p53 and c-jun), and in cells derived
from different tissues (skin and lung). This result is consistent
with studies supporting a role for p53 in TCNER, based on, e.g.,
host-cell reactivation of a reporter gene carried on an adenovirus
vector in p53-proficient vs. -deficient cell lines (33, 34). Remark-
ably, however, our results are in complete disagreement with the
persuasive studies cited earlier showing that p53 modulates only
GNER, which used a strand-specific DNA-repair assay. While
this Southern blot-based assay is certainly capable of detecting
differences in TCNER vs. GNER, we emphasize that the
LMPCR technique employed here is PCR-based, and, therefore,
much more sensitive. In addition, LMPCR measures repair at
nucleotide resolution, i.e., at many different sites simultaneously,
compared with only one overall measurement at the gene level
in the previous studies. Formal explanations for the discrepancy
could also be related to the different genetic targets employed
(dihydrofolate reductase gene vs. p53 and c-jun) or to the
different UV wavelengths used to irradiate cells, i.e., 254-nm UV
in the previous studies vs. polychromatic UVB here, as these
wavelengths exhibit dissimilar properties with respect to both
genotoxicity and patterns of gene activation (35). However, it
should be noted that the doses of 254-nm UV and UVB
employed in the respective studies, i.e., 10 J/mz of 254-nm UV
compared with 1 kj/m2 of UVB, would be expected, according
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Fig. 3. Repair of UVB-induced CPDs at nucleotide resolution along the NTS
of the human p53 gene (exon 8, nucleotides 14,510-14,575). The lane and
arrow designations are as for Figs. 1 and 2, except note that the autoradio-
grams are presented in an inverse orientation. The accompanying histogram
shows repair rates at one representative CC dipyrimidine site quantified by
phosphorimager (5'-CACCAC-3', codon 296-297) for each of LXSN-, HPV E6-,
HPV E7-, and HPV E6/E7-expressing lung fibroblasts.

to predictions based on UV action spectra in human fibroblasts
(36), to induce similar yields of total CPD in the genome. Finally,
in complete contrast with our own findings, Wani et al. (37)have
recently presented LMPCR data that indicate defective GNER,
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Fig. 4. Graphical representation of UVB-induced CPD-repair rates at a
representative CC dipyrimidine site (5'-CCTCCG-3', exon 7, codon 248) on the
TS of the human p53 gene for LXSN-, HPV E6-, HPV E7-, and HPV E6/E7-
expressing lung fibroblasts.
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but normal TCNER, in the same LFS skin fibroblast strain, and
using one of the the same target genes (i.e., p53), employed here.
Aside from emphasizing that we have presented a much more
extensive set ofLMPCR results relative to the latter study, we are
unable to provide an explanation for this discrepancy.

To explore the possibility that HPV E7 contributes to carci-
nogenesis by interfering with DNA repair, primary lung fibro-
blasts expressing this oncoprotein were investigated for rates of
CPD removal along the NTS strand of the p53 gene, and along
the TS strands of p53 and the c-jun promoter. Levels of pRb were
barely detectable by Western blotting in HPV E7-expressing
lung fibroblasts, and were at drastically reduced levels relative to
wild-type lung^fibroblasts (data not shown). An autoradiogram
reflecting CPD-repair rates along the NTS of the p53 gene in
HPV E7-expressing- vs. wild type-lung fibroblasts is presented in
Fig. 3. The accompanying histogram reflects quantification of
one representative dipyrimidine site (TT, exon 8 of p53, codon
286) for LXSN-, HPVE6-, E7- and E6/E7-expressing cells.
Averaging of repair rates for at least 10 different sites in each
case revealed that HPV E7-expressing cells exhibit an approxi-
mate 3.6-fold delay, relative to cells expressing an empty LXSN
vector, in the time required to achieve 50% repair along the NTS
of p53 (Table 1). However, HPV E7 expression did not signif-
icantly affect CPD repair along the TS of either the p53 gene or
the c-jun promoter (Fig. 4, and Table 1). Cells coexpressing HPV
E6 and HPV E7 exhibited a very similar NER deficiency
compared with cells expressing HPV E6 alone (Tablel), sug-
gesting that these oncoproteins interfere in the same pathway
leading to the global removal of UV-induced CPDs.

While exogenous expression of HPV E6 and HPV E7 has been
widely used in cultured cells to inactivate p53 and pRb, respec-
lively, such experiments must be interpreted with caution.
Indeed, these viral oncoproteins each interact with a variety of
gene products that may contribute to carcinogenesis in a p53/
pRb-independent manner (38), e.g., HPV E6-mediated degra-
dation of c-myc (39), activation of telomerase by HPV E6 and
HPV E7 (40), and activation of cyclins A and E by HPV E7 (4l).
Nonetheless, we have presented evidence that HPV E6-
mediated functional inactivation of p53 in lung fibroblasts might
fully account for the impairment in GNER and TCNER ob-
served in these cells, because essentially the same repair-
deficient phenotype was also revealed in genetically p53-
deficient LF041 skin fibroblasts.

On the other hand, the precise molecular basis for the
observed GNER defect in HPV E7-expressing cells remains to
be determined. Because HPV E7 binds and inactivates pRb, as
well as the functionally related "pocket proteins" pl07 and pl30
(42, 43), it is tempting to speculate that pRb (and/or pRb family
members) plays a role in GNER. This might occur in a number
of ways. For example, both pRb and HPV E7 are known to
interact with histone deacetylases (44, 45), and, furthermore,
HPV E7 has been shown to associate with the nuclear matrk
(46). This raises the interesting speculation that HP V E7-

mediated modification ofchromatin structure, possibly by means
of pRb binding, leads to transcriptional repression of DNA-
repair genes, and/or to alterations in repair-protein accessibility
to damaged DNA, which may significantly compromise GNER
(47). In addition, pRb is known to bind and possibly modulate
the activity of topoisomerase II a protein (48), which is clearly
involved in DNA replication and recombination (49), and evi-
dently in DNA repair (50, 51). Finally, pRb binds and stimulates
the ubiquitous transcription factor AP-1, and HPV E7 abolishes
this interaction (52). This abolition may certainly have important
consequences with respect to the current findings, because
cellular signaling mediated by AP-1 has a major impact on the
DNA damage response, i.e., by modulating apoptosis, cell cycle
arrest, and possibly DNA repair (53).

The situation is further complicated because HPV E7 influ-
ences proteins, other than pRb, that could affect DNA-repair
rates. HPV E7 expression leads to elevated basal p53 protein
expression (54), as well as up-regulation of the cyclin-dependent
kinase inhibitor p21wafl independently of p53 (55, 56). This may
have consequences for CPD removal because p21wafl may
negatively regulate NER (57), although this protein has also
been shown to stimulate NER in cultured cells (11). Finally,
HPV E7 also interacts with TATA box-binding protein^(58, 59),
thereby suggesting that yarious genes involved in GNER might
be transcriptionally modulated in HPV E7-expressing cells.

We have presented strong evidence that human cells, either
genotypically or functionally compromised for p53 function,
manifest defective GNER and TCNER, whereas cells function-
ally compromised for pRb function are defective only in GNER.
Taken together, these findings have clear implications for the
mechanism of p53-regulated tumor suppression and also shed
light on the molecular pathogenesis of HPV-mediated carcino-
genesis. The high-risk HPVs play a major role in the etiology of
anogenital carcinomas, especially cervical cancer, and to a lesser
(but significant) extent, of other epithelial malignancies, includ-
ing solar UV-associated nonmelanoma skin cancer (60, 61).
Given the critical importance of NER in the prevention of
carcinogenesis, our results provide impetus for further investi-
gâtions (e.g., LMPCR studies on cells derived from pRb family
knock-out mice) to identify the precise mechanism underlying
the observed GNER defect in UV-exposed, HPV E7-expressing
human fibroblasts.
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