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CHAPITRE 1 

1.1 Le cancer 

Dans l'organisme humain, on retrouve constamment des cellules en division, et ce dans 

différents tissus. C'est a panir de ces mêmes cellules, qui possèdent le potentiel de se diviser. 

que peut se développer un cancer. Les agents cancérigènes peuvent intervenir de façon quasi 

irréversible pour modifier ou altérer la structure ou \'expression de certains gènes cellulaires et 

ainsi perturber le développement normal d'une cellule. Pour voir apparaitre une tumeur, i l  

faudra une succession d'kvénements, dans les cellules souches d'un tissu (Loeb, 199 1). 

De nos jours, le cancer est un sujet d'actualité et il est particulièrement présent dans le 

domaine de la recherche. Selon Statistiques Canada (1999), le cancer atteint plus d'un Canadien 

sur trois au cous de sa vie. Il s'agit même de la deuxième plus importante cause de mortalité. 

Ainsi, plusieurs sont sensibilises sur l'importance des recherches en cancérolopie. 

1.2 Gènes suppresseun de cancer 

La formation de tumeun peut provenir d'un malfonctionnement dans le contrôle de la 

prolifération cellulaire ainsi que d'une modification dans les interactions entre les cellules et leur 

environnement (Marshall, 1991). Ces désordres sont soit provoqués par des lésions qui touchent 

certains gènes en particulier ou par la présence d'oncogènes activés, ceuxci favonsant le 

développement tumoral. Dans 

oncogènes ou de suppresseun 

le premier cas, il s'agit de gènes qui ont reçu le terme d'anti- 

de tumeurs (Bishop, 1991). Ainsi, souvent dans le cas de 



développement de tumeurs, il est possible d'identifier un ou des gènes qui sont en partie ou en 

totalité responsables du trouble. Les produits de ces gènes sont des protéines qui ont clairement 

un r6le B jouer dans la régulation de la croissance (Buchkovich et coll., 1990). 

Un des plus importants suppresseun de huneun est la protéine p53. C'est en 1979 qu'a 

été découverte la protéine p53, formant un complexe avec l'antigène grand T de SV40 dans des 

extraits cellulaires transformés par ce vins  (Lane et Crawford, 1979; Linzer et Levine, 1979). 

Au début, p53 était considéré comme un oncogène parce qu'impliqué dans l'imrnonalisation et 

la transformation de certaines cellules (Eliyahu et coll., 1984; Jenkins et coll., 1984). Ce n'est 

que dix ans plus tard soit en 1989. qu'on se rend compte que les clones de p53 utilisés par 

plusieurs groupes de recherche contiennent en réalité des mutations (Hinds et coll., 1989). Ainsi, 

c'est depuis ce temps que l'on considère p53 comme étant un gène suppresseur de tumeurs. 

Le gène de p53 fait présentement l'objet d'études très intensives, et ce pour des raisons 

évidentes. En effet, on retrouve des mutations dans le gène de p53 dans plus de 50°/o des cancers 

humains, et ce dans plus d'une cinquantaine de types cellulaires différents (Levine, 1997). Ainsi, 

dans la moitié des cancers humains, la protéine p53 est inactive ou tout simplement absente 

(Nigro et coll., 1989). 

La majorité des mutations dans p53 semblent résulter en une perte de fonction. Ainsi, il 

s'agit de la perte d'activité de la protéine p53 sauvage en raison de différents dommages 

(Donehower et coll., 1992; Jacks et d l . ,  1994). Les mutations qui sont retrouvées dans le gène 

de p53 sont des mutations somatiques, le plus souvent faux-sens, et 40% d'entre elles sont 

localisées dans quelques points chauds. Des mutations non-sens et des délétions ont aussi été 

observées (Levine, 1997). Les mutations retrouvées semblent, dans certains cas, avoir une action 

dominante négative. C'est-à-dire que la présence de la protéine mutante nuit à l'activité de la 

protéine normale, car il y aurait formation de complexe entre protéines mutantes et sauvages 

(Herskowitq 1987; Finlay et coll., 1989; Ditîmer et coll., 1993). Il y a donc inactivation des 

protéines p53 sauvages, conférant un avantage ri la croissance tumorale (Ham et Lane, 1995). 



Cependant, certaines mutations faux-sens de p53 peuvent conrribuer a la tumorigénése 

par gain de fonction (Gualberto et coll., 1998). Un gain de fonction n'est pas simplement une 

perte de la fonction normale de la protéine sauvage, mais en plus, il y a apparition d'une nouvelle 

propriété. Ainsi, de nouvelles fonctions sont observables chez les mutants. Ce gain de fonction 

peut être obsewé par l'apparition d'un nouveau phénotype (Wolf et coll., 1984). L'expression du 

mutant favoriserait la transformation maligne et la progression tumorale (Eliyahu et coll., 1985; 

lwamoto et coll.. 1996). Ainsi, p53 mutant pourrait conférer un avantage de croissance en 

absence de la protéine sauvage. Ce nouveau phénotype pourrait être possible par une stimulation 

de l'expression de certains gènes par p53 mutant, par exemple l'activation du gène MDR1, dont 

l'expression est souvent retrouvée dans les cancers humains.(Chin et coll., 1992). 

Il a été possible d' identifier un lien direct entre des mutations dans p53 et la formation de 

tumeurs, entre autres chez les gens atteints du syndrome de Li-Fraumeni (LFS). Ce syndrome est 

une prkdisposition héréditaire au cancer, qui peut provenir d'une transmission germinale d'un 

allèle muté de p53 (Malkin et coll., 1990; Lomax et coll., 1997). 

1.3.1 La protéine p53 

Le produit du gène p53 a été appelé le " gardien du génome ". Cc gène est situé s u .  le 

bras court du chromosome 17. Il a une longueur de 20 kb et il contient 1 I erons. La protéine est 

constituée de 393 acides aminés chez l'humain et a une demi-vie de IS à 30 minutes (Soussi et 

coll., 1990). Bien que sa fonction exacte ne soit pas vraiment définie, il semble que p53 doit 

maintenir la stabilité du génome. En effet, il semble que p53 permette la réparation de 

dommages à l'ADN, en provoquant des arrêts du cycle cellulaire ou en menant à I'apoptose, si 

les dommages sont trop importants. 

Différents mécanismes de protection des cellules par p53 ont été proposés. Il est 

cependant clair que p53 réagit aux signaux des cellules qui sont dans un environnement 

défavorable à leur croissance (Giaccia et Kastan, 1998). Les cellules qui sont déficientes en p53 

sont d'ailleurs plus instables génétiquement, ce qui signifie que l'absence de pS3 de type sauvage 



augmente de façon importante la susceptibilité au développement de tumeurs spontanées, et ce, 

dès un très bas âge (Harvey et coll., 1993). 

La protéine p53 d'environ 53 kD, est divisée en quatre domaines. Le premier, dans sa 

partie amino-terminale, est un domaine d'activation transcriptionnelle. Le second, dans la région 

centrale de la protéine, contient une séquence spécifique de liaison à l'ADN. Plus de 90% des 

mutations faux-sens dans le gène pj3 sont localisées dans cette région. Un troisième domaine est 

celui de l'oligornérisation de la protéine, donc permettant sa tétramérisation (Prives, 1998). C'est 

en effet sous forme de tétramère que p53 peut se lier à l'ADN (Friend, 1994). Enfin, un dernier 

domaine est celui en carboxy-terminal de la protéine. Il s'agit d'une région basique ayant ité 

reconnue pour avoir plusieurs fonctions. En fait, ce domaine semble être un régulateur de 

l'apoptose (Wang et coll.. 19961, et de la transcription (Wang et Prives, 1995) tout en permettant 

une reconnaissance des dommages à l'ADN. De plus, cette partie de la protéine semble agir 

comme régulateur négatif de la liaison de p53 à une skquence spécifique (Abarrua et coll.. 1996). 

Ces domaines ainsi que les mutations les plus fréquemment retrouvées sur le gène de p53 sont 

représentés à la figure 1 (Ko et Prives, 1996). 

C'est dans la partie centrale de la protéine p53, qui contient une séquence de liaison 

spécifique à l'ADN, qu'on retrouve les points chauds de mutation. Ces derniers sont situés dans 

des régions conservées au cours de l'évolution (Wong et coll., 1999). Ainsi, une mutation dans 

cette région du gène affecte la liaison de p53 à l'ADN, ce qui peut empêcher p53 d'activer la 

transcription de certains gènes importants pour le contrôle de la croissance cellulaire (Friend, 

1994). 

1.3.2 Liaison à p53 

p53 peut avoir des interactions fonctio~elles avec plusieurs protéines; tels des protéines 

virales, des produits d'oncogènes ou des facteurs de transcription (Levine, 1997). Jusqu'à ce 

jour, il y a de nombreuses interactions avec pS3 qui ont été démontrées. Les différentes protéines 

qui peuvent se lier avec certains domaines de la protéine p53 sont indiquées à la figure 1 (May et 

May, 1999). 



C 

N-terminal Région centnle C-terminal 
acide hydrophobe basique 

Figure 1. La protéine p53. Les trois régions de la protéine p53 et la distribution des mutations de 
p53 dans les tumeurs humaines. Les lignes verticales représentent les mutations et la hauteur 
indique leur fréquence. Les positions des acides aminés sont indiquées par les chiffres arabes. 
Les chifies romains identifient les domaines hautement conservés durant l'évolution (Ko et 
Prives, 1996). Au dessus du schéma sont présentées les différentes protéines qui peuvent avoir 
des interactions avec certains domaines de p53 (May et May, 1999). 



Une des interactions les plus importantes de p53 est celle avec M M ,  une protéine de 90 

kD, produit du gène mdm2. Il a en effet été démontré qu'il existe une interaction entre les 

protéines p53 et Mdm2. MdrnZ est considérée comme un régulateur de I'activité 

transcriptionnelle de p53 étant donné qu'elle se fixe de façon spécifique sur sa partie amino- 

terminale, pouvant à la fois empêcher son activité transcriptiomelle et mener à sa dégradation 

(Kubbutat et coll., 1997). La région de p53 qui se lie k M W  est un segment hautement 

conservé. situé à l'intérieur de la région d'activation transcriptio~elle et qui contient des sites de 

phosphorylation (Prives, 1998). Selon de récentes études (Maki, 1999), il faudrait 

obligatoirement qu'il y ait oligomérisation de p53 pour que sa liaison à M M  soit possible. 

Md& est le composant le plus important dans la régulation de la dégradation de pS3. 

C'est par la voie de l'ubiquitine que se produit cette dégradation. Il a d'ailleurs été démontré 

qu'il y avait augmentation du niveau de pS3 dans les cellules ayant un mauvais fonctionnement 

de cene voie ( Agarwal et coll., 1998). MdmZ, en plus d'aider au passage de p53 du noyau au 

cytoplasme, ou aura lieu la dégradation (Roth et coll., 1998) permettra I'ubiquitination de p53 

(Honda a coll., 1997). Cette ubiquitination, qui est l'attachement des ubiquitines a une protéine 

pour engendrer sa dégradation, dépend de trois activités : El ,  une enzyme activatrice de 

I'ubiquitine, €2, une enzyme de conjugaison de l'ubiquitine et enfin E3. une ligase d'ubiquitine. 

C'est cette dernière activité qui serait fournie par Mdm.2, dans le cas de la dégradation de la 

protéine p53. Par la suite, la protéine polpbiquitinée sera reconnue et dégradée par les 

protéasornes (Varshavsky, 1997). 

Il a été démontré qu'il y a une amplification de mdm-2 dans certains cancers où pj3 ne 

possède aucune mutation (Lane 1992). En fait, dans une tumeur, lorsque la protéine p53 est 

normale, il y a fréquemment une augmentation de Mdrn-3, ce qui augmente la séquestration de 

p53, empêchant ainsi son activité. Ce phénomène est retrouvé dans 30 à 40% des sarcomes 

humains (Oliner et coll., 1992). 



1.3.3 Activation de p53 

Dans une cellule ayant des dommages a son ADN, p53 semble jouer un rôle déterminant. 

En fait, la protéine p53 est présente en petite quantité dans la cellule normale, probablement sous 

sa forme latente, mais lorsqu'il y a des dommages à l'ADN, p53 est stabilisée et activée; sa 

quantité augmente rapidement, en quelques minutes. Une grande variété de conditions 

mèneraient a cette induction rapide de p53, soit divers types de stress comme la présence de 

dommages à l'ADN, des conditions d'oxydo-réduction, l'activation d'oncogènes, i'hypoxic, des 

changements de pH ou de température ou par glycosylation, phosphorylation ou acétylation 

(Pietenpl et Vogelstein, 1993; Aganval et coll, 1998). 

Ainsi, lors d'une réponse au stress. il y a d'abord une stabilisation de p53. Puisque 

nonnalement, dans la cellule, la dégradation de p53 se fait de façon rapide et que cette 

dégradation est contrôlée en large partie par Mdm2, la stabilisation de p53 devra impliquer un 

mécanisme de protection de p53 contre Mdm2 (Levine, 1997). 

La stabilisation de p53 peut etre possible par différentes moditications covalentes de la 

protéine. II peut tout d'abord y avoir phosphorylation de p53, ce qui représente la voie de 

protection la mieux connue. Plusieurs sites de phosphorylation ont été identifiés et différentes 

kinases peuvent y être impliquées (Prives, 1998). Entre autres, pou. les sites dans la partie amino- 

terminale de p53, la protéine du gène de l'ataxia telangectasia, ainsi que celles qui y sont reliées, 

la protéine kinase activaûfce de l'ADN, la kinase N-terminal Jun ainsi que la caséine kinase 1 

ont été reconnues p u r  permettre la phosphorylation (Jayaraman et Prives, 1999). Cette 

phosphorylation, ernpèche la liaison avec M W  (Kussie et coll., 1996). La stabilisation n'est 

pas seulement possible par modification de p53, mais aussi de Mdm2. En effet, il peut y avoir 

phosphorylation de Mdm.2, empêchant ici aussi son interaction avec p53 (Mayo et coll., 1997). 

La phosphorylation peut, en plus de stabiliser la protéine p53, l'activer. En effet, c'est 

particulièrement dans la région carboxy-terminale de la protéine qu' on retrouve des sites 

potentiels de phosphorylation, qui permetiraient une augmentation de la liaison à l'ADN par p53. 

il semble que la partie carboxy-terminale serait trés fortement basique, ce qui contr6lerait 



négativement l'activité de la région du domaine de liaison à l'ADN située au centre de la 

protéine. La phosphorylation viendrait donc gouverner l'habileté de p53 à se lier à une séquence 

spécifique d'ADN et on peut donc parler d'activation de la protéine (Prives, 1998). Les kinases 

connues pour modifier p53 en C-terminal sont entre autres, les kinase cycline-dépendantes, la 

caséine kinase 2 ,  la protéine kinase, le facteur de transcription IM ainsi que p300 et la protéine 

de liaison CREB (Meek, 1999). 

L'activation de p53 par augmentation de sa liaison à l'ADN est aussi possible par 

acétylation, une autre modification pst-traductiomelle qui a un rôle semblable à celui de la 

phosphorylation (Gu et Roeber, 1997). Des cas de glycosylation ont aussi été rapportés pour 

l'activation de p53 (Shaw et coll., 1996). 

Il existe d'autres mécanismes de stabilisation et d'activation de p53, comme des 

interactions protéine-protéine. Par exemple, en présence d'oncogènes activés tel M y .  Ras et 

ElA, qui favorisent la transformation, l'habileté de Mdm2 à conduire p53 a la dégradation peut 

être modulée par la protéine A M ,  qui est entre autre activée en présence de ces oncogènes 

(Zhang, 1998). L'ARF est codée par le locus MK4a/ARF, qui par épissage alternatif peut donner 

deux protéines distinctes, soit p16WL4Y (,un inhibiteur de cycline) ou p19ARF chez 

l'humain) (Sherr, 1998). L'ARF se lie a Mdm2 non pas pour empêcher sa liaison a p53. mais 

plutôt pur prévenir la dégradation de p53. Ceci serait possible par bloquage de l'activité E3 

ligase de Mdm2 (Honda et Yasuda, 1999). 

Ainsi, plusieurs voies peuvent mener a une activation de p53 et il semblerait que celle 

empruntée dépendrait du type cellulaire, du type de stress ainsi que du stade du cycle cellulaire 

de la cellule (Giaccia et Kastan, 1998). Une fois activé, p53 peut intervenir de différentes 

manières dans la cellule. En effet, il pourra pexmettre la transcription de nombreux gènes qui 

sont impliqués soit dans la régulation du cycle cellulaire (section 1.4), dans l'apoptose (section 

1.5), dans la réparation des dommages a l'ADN (section 1.8) (Aganval et coll., 1998), dans la 

différentiation (Rotter et coll., 1994), dans la sénescence (Wynford-Thomas, 1999) et dans 

1 'angiogenèse (Voj ta et Barrett, 1995). 



1.3.4 p53 chez la souris 

Plusieurs groupes de recherche ont comparé l'incidence des himeurs spontanées 

retrouvées chez des souris p 5 W  et p53+'+ (Harvey et coll., 1993; Harvey et coll., 1995). Ils ont 

ainsi démontré l'importance de I'absence de pj3 dans le développement de tumeurs. Par contre, 

la protéine p53 n'est pas indispensable pour la croissance, la différentiation et le développement 

embryonnaire. Ainsi. des souris p 5 W  se développent normalement. Elles sont cependant 

sujettes a la formation de tumeun spontanées et notamment au développement de lymphomes 

(Harvey et coll., 1993). On remarque donc une incidence élevée de tumeurs dans ces souris et un 

haut degré d'aneuploïdie (Lane, 1992). Chez les souris hétérozygotes p j 3  (-/+), on retrouve une 

plus grande incidence de tumeurs spontanées que chez les homozvgotes sauvages (Harvey et 

coli., 1993). 

1.3.5 Homologues a p53 

La famille de la protéine p53 inclut d'autres membres, dont deux homologues principaux 

(Kaelin W.G.Jr.. 1998). Ces homologues sont p73 (Kaghad M. et d l . ,  1997) et 

p63ip73 L/p5 I/p40/CUSP/KET (Osada M. et coll.. 1998). 

La séquence primaire de p73 a une grande similarité avec celle de p53. plus 

particulièrement dans la région correspondant au domaine de liaison a l'ADN de p53. De plus, 

p73 peut activer les promoteurs qui répondent a p53 ainsi qu'induire l'apoptose, dans certaines 

cellules. Les isofomes de p73 (p73a et p73B) peuvent tous deux induire un arrêt de croissance 

permanent (Fang et coll., 1999). Le rôle de p73 dans la transformation n'est cependant pas 

encore élucidé (Peten et coll., 1999). 

Dans certains cancers il a été possible d'observer une augmentation du niveau de p73, 

mais sans corrélation avec des altérations du gène pS3 (Tokuchi et coll., 1999). De plus, il a été 

proposé que la boucle d'autorégulation entre p53 et mdm2 contrôle aussi l'activité de p73. En 

effef rndm.2 pourrait réduire l'activité de p73, mais sans permettre la dégradation de la protéine. 



Cette dégradation par mdm2 étant unique à p53 (Dobbelstein et coll., 1999). Enfin, même si p73 

aurait une habileté comparable à p53 pour supprimer la croissance cellulaire, son induction serait 

gouvernée de manière différente à p53 (Fang et coll., 1999). 
c. 

Pour ce qui est du gène p63 p73L p j l  p4O CUSP KET, il a été identifié comme 

homologue à p53 un peu après p73. Ici aussi, il a été suggéré que la protéine du gène p63 
-';ri+orr ..am 
tt t k t k t  . ;dra:: pas &ES !a mixe wie q ~ e  p53 dans son d e  de suppresseur tumoral (Hagiwara 

et coll., 1999). Il pourrait cependant y avoir certains croisements dans ces voies, p63 pouvant 

activer des gènes cibles de p53, à un degré différent (Shimada et coll., 1999). 

Ainsi, ces deux homologues de p53 peuvent avoir les mêmes effets que p53, soit de 

permettre des arrêts du cycle ou d'induire l'apoptose. Cependant, des mutations dans les gènes 

p73 et p63 dans des tumeurs ont rarement été retrouvées (Fang et coll., 1999: Hagiwara et coll., 

1999). 

1.4. Régulation du cycle cellulaire 

Plusieurs composants inteMement a différents endroits dans le cycle cellulaire. La 

figure 2 présente un aperçu des multiples interactions qu'on y retrouve (Shen. 1996). p53 a un 

rôle important dans le contrôle de ce cycle. 

En effet, il a été démontré qu'une grande quantité de p53 peut mener a un arrêt du cycle 

cellulaire en G1. Selon le modèle proposé par Lane en 1992, cette pause pourrait permettre la 

réparation de l'ADN avant la prochaine division ou mener la cellule a l'apoptose. Si la protéine 

p53 est inactive dans une cellule ayant subi des dommages à son ADN, il ne pourra pas y avoir 

d'arrêt en G1. La division ne sera donc pas retardée, ce qui pourra donner deux cellules avec des 

anormalités, pouvant mener à un cancer, ou encore B une mort de la cellule, si les dommages sont 

trop importants. La figure 3 représente l'influence de p53 sur la division cellulaire, selon le 

modèle de Lane de 1992. 
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Figure 2. Points de contrôle du cycle cellulaire. p53 contrdle l'activité de pZ1 qui inhibe la 
phosphorylation et l'activation de différentes cyclines. Rb ne sera donc plus phosphorylé, donc 
restera associé a E2F, ce dernier étant un facteur de transcription nécessaire pour le passage en 
phase S. Ainsi, il y aura arrêt du cycle en G 1 .  (d'après Sherr, 1996). 
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Figure 3. Représentation schématique du modèle de Lane (1992) qui suggère que la protéine p53 
serait le gardien du génome. A) Dans une cellule normale et B) dans une cellule sans p53 



On peut résumer la voie qui débute avec p53 et qui mène à un arrêt du cycle cellulaire de 

cette façon : p53 est activé en réponse à certains dommages à l'ADN et la protéine contrôle 

l'activité de p21. Cette dernière inhibe la phosphorylation et l'activation des cyclines (cdk2, 

cdkD, cdkE) lorsque présente en grande quantité. p21 se liera par la suite a certaines cyclines ou 

à certains complexes Cdk, ainsi qu'au PCNA, tout cela pour arrêter la réplication de l'ADN. Ces 

cyclines ne peuvent donc plus agir sur la protéine Rb. 11 y a donc une accumulation de Rb 

hypophmphorylée, qui ne pourra pas être dissociée de E2F. Ce dernier est un facteur de 

transcription qui est nécessaire pour passer en phase S. C'est tout cela qui provoque l'arrêt en 

GI  (Ko et Prives, 1996 ; Amundson et coll., 1998). 

La voie p53-Rb est donc celle qui gouverne le cycle cellulaire. En plus de permettre un 

arrêt du cycle cellulaire en G 1, p53 a ité impliqué dans des arrêts en G2 (Taylor et coll., 1999). 

En effet, p53 veille à la bonne formation du fuseau mitotique et contrôle le nombre de 

centrosomes (Levine, 1997). L'arrêt durant la transition G2-M est donc aussi possible, et ce, en 

particulier, lorsque la synthèse de l'ADN n'a pu être complétée. Enfin, p53 peut aussi agir sur le 

cycle cellulaire par un autre arrêt, celui-ci en GO (Levine, 1997). Ces arrêts peuvent étre 

réversibles ou non, selon la capacité de la celluie à réparer les dommages présents. La formation 

de tumeurs pourrait provenir d'une incapacité à arrêter la croissance cellulaire pour la réparation 

des dommages, donc menant à un haut taux de mutations. Cette incapacité peut provenir de 

l'inactivation d'un composant situé soit en aval ou en amont de p53 (Aganval et coll., 1998). 

1.5 Apoptose provoquée par p53 

L'activation de p53 peut, plutôt que de permettre un arrêt du cycle cellulaire, mener a 

I'apoptose. En effet, p53 peut mener certaines cellules a une mort programmée, et ce en 

nécessitant ou non une activation transcriptio~elle. En effet, pour que l'apoptose soit possible, 

p53 peut agir par activation transcriptionnelle, par des interactions directes protéine-protéine ou 

en utilisant les deux façons (levine, 1997). 

Les stimulus pouvant donner lieu à une apoptose dépendante de p53 peuvent étre des 

dommages à l'ADN, l'absence de facteurs de croissance, l'expression d'oncogènes viraux ou 



cellulaires (Myc, EIA) et l'absence d'un suppresseur de tumeurs impomt .  Certains signaux 

peuvent toutefois bloquer cette voie menant à la mort cellulaire (Aganval et coll., 1998). 

L'apoptose par p53 peut impliquer divers mécanismes qui pourront entre autres affecter le 

contrôle de l'intégrité des mitochondries et permettre l'expression des récepteurs de mort 

cellulaire. Une des principales voies connues menant à I'apoptose est celle impliquant les 

caspases. Dans le cas de I'apoptose dépendante de p53, il y aurait activation de ces protéases, 

mais ses détails ne sont pas connus (Dragovich et coll., 1998). Les caspases sont en fait des 

protéases a cystéine. Jusqu'a ce jour, 14 ont été identifiées chez les mammifères. Les 

changements qui sont observés lors du déclenchement de I'apoptose dans la cellule sont des 

coupures de \'ADN, la condensation de la chromatine, la perte du potentiel de la membrane 

mitochondnale ou des changements dans celle-ci et la formation de corps apoptotiques (Green et 

Kroemer. 1998; Baker et Reddy, 1998). 

De récentes études (Lassus et coll., 1999) ont démontré qu'un bas niveau de p53 aurait 

une activité anti-apoptotique, mais lorsqu'il y aurait augmentation du niveau de p53. cette 

protection deviendrait plutôt un déclenchement de I'apoptose. Il semblerait de plus que l'activité 

anti-apoptotique aurait été retrouvée dans la partie carboxy-terminale de la protéine tandis que 

celle apoptotique aurait été identifiée du côté amino-terminale de p53. Ce serait en fait une 

région riche en proline de la partie N-terminale de la protéine qui serait requise pour l'apoptose 

médiée par p53 (Sakamuro et coll., 1 997). 

p53 peut induire un arrèt du cycle cellulaire ou une mort cellulaire. Mais qu'est-ce qui 

détermine le choix de p53 de mener seulement à un arrêt du cycle ou de plutôt opter pour 

l'apoptose? En fait, plusieurs facteurs entre en ligne de compte, soit : le type cellulaire et le 

contexte cellulaire, l'importance des dommages à l'ADN (donc selon les changements 

génétiques), le niveau de p53, les modulations dans la voie de signalisation de p53, la présence 

de certains facteurs de croissance et l'activation d'oncogènes (Aganval et coll., 1998; Amundson 

et coll., 1998). De plus, certains gènes, dont la transcription dépend de p53, peuvent aussi 

influencer la décision de la cellule a suivre la voie de l'apoptose, entre autres les protéines pro- 



apoptotiques ou anti-apoptotiques (Levine, 1997; Aganval et coll., 1 99 8). Ainsi, cette régulation 

est médiée par une variété de protéines virales et cellulaires (Sionov et Haupt, 1999). 

1.6 Mutations 

Le rôle de p53 dans la protection du génome a été démontré pour certains d'instabilité 

génétique, soit pour les amplifications (Livingstone et coll., 1992), les aberrations 

chromosomiques (Bouffler et coll., 19951, l'aneuploidie et la polyploïdie (Cross et c d . ,  1995 ; 

Rotter et coll., 1993). Il reste cependant beaucoup de travail à faire en ce qui concerne 

l'influence de p53 sur les mutations ponctuelles. 

La plupart des expériences qui ont poné sur l'effet de p53 sur la fréquence des mutations 

ponctuelles utilisaient les radiations, principalement les ultraviolettes, pour endommager I' ADN. 

Dans le cas de mutations ponctuelles causées par les ultraviolets, on retrouve beaucoup de 

controverse à savoir si oui ou non p53 a un effet. Plus de détails sur ces expérimentations seront 

présentés dans la partie 1.7.2 portant sur les ultraviolets. II faut prendre en isnsidération quî lcs 

systèmes utilisés pour étudier la mutagénèse sont variés. Ces divers systèmes n'offrent pas tous 

les mêmes possibilités a sont faits dans des conditions qui se rapprochent plus ou moins de 

cclles retrouvées dans la cellule. Ces différences peuvent donc expliquer, du moins en partie, la 

divergeance des résultats. 

Les agents mutagènes utilisés dans la présente étude ainsi que ceux utilisés 

antérieurement au laboratoire sont définis dans les sections qui suivent et le tableau 1 les 

présente, les dommages les plus importants qu'ils provoquent ainsi que leur structure. 

1.7 Les agents mutagènes 

ll existe une myriade d'agents mutagènes qui peuvent causer des lésions dans 

agents mutagènes peuvent être classés dans deux groupes, soit physique ou chimique 

physiques regroupent les differents types de radiations pouvant provoquer des 

l'ADN, 

l'ADN. Les 

. Les agents 

bris dans 



Tableau 1. Agents utilisés pour la mutagenèse avec les principaux dommages qu'ils provoquent 
sur l'ADN ainsi que leur stmcture. 
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comme les rayons X qui provoquent principalement des cassures mono ou bicaténaires sur 

l'ADN et les ultraviolets qui vont plutôt former des liaisons entre les bases. Pour leur part, les 

agents chimiques sont nombreux et ils peuvent être soit d'origine naturelle ou industrielle. Les 

dommages à l'ADN causés par des agents chimiques sont de différents types, comme par 

exemple des bases modifiées, des adduits, des méthylations ou des oxydations (Friedberg, 1 995). 

Dans le cadre de ce mémoire, quatre agents ont été à l'étude, soit un de type physique, les 

ultraviolets de type A ( W A )  et trois chimiques; le bleu de méthylène (BM). le méthyl 

méthanesulfonate (MMS) et le peroxyde d'hydrogène (HzOz). Ces expérimentations font suite 

aux études précédentes (Courtemanche et Anderson. 1999) qui ponaient sur quatre autres agents, 

soit les ultraviolets de type C ( W C )  ainsi que l'aflatoxine BI  (AFBI), le 7,8-dihydroxy-9,lO- 

époxy-7.8,9,1 O-tétrahydrobenzo[a]pyène (BPDE) et l'acide méta-chloroperoxybenzoïque 

(CPBA). 

Le BM et la lumière en présence d'oxygène causent des dommages a I'ADN. Parmi ces 

dommages, on retrouve entre autres la formation du 8-hydroxvpuanine (8-0x0-G) et de façon 

moins importante, des coupures simple-brin à l'ADN ( 17 fois moins fréquent que le 8-0x0-G) 

(Schneider et coll., 1990). 

Le 8-oxoG est une base oxydée. Il s'agit en fait d'une lésion oxydative très abondante, 

étant la plus fréquente parmi la centaine de types qui peuvent être retrouvées sur l'ADN 

endogène des mammiferes (Arnes, 1989). Le 8-oxoG est une lésion prémutationnelle qui peut 

provoquer une mutation lors de la réparation ou de la réplication de l'ADN. Durant la réplication 

de l'ADN, il y a mauvais appariement du 8-oxoG avec l'adénine principalement ce qui résulte en 

une mutation de m v e n i o n  (Brash, 1997 ; Croteau et Bohr, 1997). La base modifiée est 

facilement copiée par les ADN polymérases (Grollman et Moriya, 1993). 



En fait, l'exposition à la lumière en présence de BM génère en premier lieu des 

dommages par l'intermédiaire de l'oxygène singulet (Wiseman et Halliwell, 1996). L'oxygène 

singulet réagit directement avec l'ADN. Il existe par contre des enzymes qui permettent d'éviter 

l'accumulation des transvenions de G vers T, induites par la présence du 8-oxoG dans l'ADN 

oxydé (Boiteux et Radicella, 1998). Chez les bactéries, deux enzymes coopèrent pour diminuer 

ces transvenions, soit la protéine Fpg (8-oxoG ADN glycosylase), et une autre, selon 

l'appaxiemment avec la base modifiée. 11 peut s'agir de la protéine mutY (adénine ADN 

glycosylase), mutM (pour la cytosine) ou mutT (pour le nucléoside monophosphate) (Beckman et 

Arnes, 1997). Ce sont toutes des enzymes de réparation. Chez les eucaryotes simples, c'est la 

protéine du gène yOGGl qui permet l'excision de la 8-oxoG (Van der Kemp et coll., 1996). 

Chez l'humain, le catalyseur pour cette réaction est la protéine hOggl. La protéine de la levure 

est identique à 37% à l'humaine, comparativement à celle de la souris qui s'apparente à 84% à 

celle humaine (Radicella et coll., 1997). 

1 .%t Les W 

Tout d'abord, les W sont divisés en 3 groupes, les W A  ( avec des longueurs d'onde de 

3 15 à 400 nm), les UVB (280-3 15 nrn) et enfin les W C  ( 100-280 nm), et ils causent différents 

types de cancers de la peau dont les principaux sont le mélanome, le cancer basocellulaire (BCC) 

et le cancer spinocellulaire (SCC) (Brash, 1997). Ce sont les W C  qui sont les plus mutagènes, 

mais heureusement pour nous les humains, ces rayons sont en grande partie arrêtés par 

l'atmosphère. Nous sommes donc plus exposés aux UVA et aux UVB (Tyrrell, 1996). 

Les W A  vont générer des intermédiaires oxydatifs qui peuvent causer des bris dans 

l'ADN ainsi que des translocations chromosomiques (Madhani et coll., 1986). Pour leu. part, les 

UVC produisent des photoproduits sur l'ADN, dont les plus fréquents sont les dimères de 

pyrimidines et les photoproduits 6 4  (Bohr et coll., 1985) Les photoproduits causent 

principalement des transitions de C vers T, résultant, pendant la réplication de l'ADN, en une 

incorporation d'une A en face de la lésion (Bmsh, 1997). Enfin, les WE3 sont en quelque sorte 



intermédiaires, causant ces deux types de dommages, et il semble que ce soit eux les principaux 

responsables des cancers humains (Tyrrell, 1996). 

Beaucoup d'études ont utilisé les W comme agents mutagènes, pour étudier la 

mutagénese, la réparation de I'ADN et la cancérogénèse. Il s'agit en fait d'un agent facile 

d'utilisation, qui peut seMr à irradier directement l'ADN ou les cellules, sans nécessité de 

conditions très strictes. Son utilisation Fréquente vient aussi de son importance dans la 

cancérogénèse humaine. 

Différents groupes de recherche ont utilisé les WC pour observer l'influence de p53 sur 

les mutations provoquées par cet agent. Les résultats obtenus sont cependant plutôt vanables. 

Entre autres, Yamaizumi et Sugano (1994) ont démontré que l'irradiation par les W C  de 

fibroblastes humains provoquait une accumulation nucléaire de p53, ce qui amenait à proposer 

l'implication de p53 dans la réparation des dommages causés. Ces résultats ont été appuyés par 

Yamagishi (1997) qui observait une diminution des mutations dans le gène HPRT de cellules 

d'ostéosarcomes humains et dans le géne supF (section 1.11.3) du plasmide pMY189 traités aux 

WC, après induction de p53. 

Cependant, d'autres études, celles-là d'Ishizaki et coll. (1996) donnaient des résultats 

contradictoires. En effet, ce groupe de recherche a utilise le vecteur navette pYZ289, contenant 

le gkne supF (voir section 1.1 1.3), qu'il a exposé aux W C  avant de le transfecter dans des 

fibroblastes de souris p53 positives ou p53 négatives. Ils ont retrouvé une fréquence de mutation 

identique dans les deux types cellulaires, ce qui laissait supposer que p53 n'avait pas d'influence 

sur les mutations ponctuelles causées par les W C .  Les résultats obtenus dans notre laboratoire 

appuient cette demière hypothèse, et ce par des études faites dans un système semblable, la 

différence étant que les cellules utilisées ici sont déficientes en p53. Ainsi, la présence de p53 ne 

provient pas d'une expression d'un gène endogène, mais vient plutôt de la cotransfection de son 

vecteur d'expression (Courtemanche et Anderson, 1999). 



11 est donc difficile d'en venir à un consensus en ce qui 

les mutations causées par les WC. 11 ne faut cependant 

divergences dans les méthodes utilisées. 

concerne l'influence de p53 sur 

pas oublier de considérer les 

De par son importance dans le contrôle de la stabilité génomique, et malgré les différents 

résultats obtenus, il n'est pas surprenant de constater que pS3 est souvent muté dans les cancers 

de la peau (Moshinsky et Wogan, 1997). Cependant, d'autres gènes peuvent être mutés dans ce 

type de cancer, entre autres, ceux impliqués dans le fonctionnement de la réparation par excision 

de nucléotides (NERXSarasui, 1999) qui seront abordés dans la section 1.8 consacrée a la 

réparation de l'ADN. 

Le HLOZ est généré intracellulairement, par exemple durant la biotransformation de 

xénobiotiques et peut aussi être le résultat d'une exposition d'un agent physique externe comme 

les radiations UVA (320-380 nm). Ce sont en fait les orbitales non-pairées du dio.xygène qui 

accomodent des électrons pour mener a la formation du H& tout comme a celle de l'anion 

superoxyde (Oz-), du radical hudroxyl (HO') et de l'eau (H?O) (Henle et Linn, 1997). 

Les dommages prémutationnels du HLOL seraient le résultat de l'attaque directe par le 

radical HO' généré par une réaction appelée "réaction de Fenton". En fait, c'est que les métaux 

de transition peuvent réagir avec le H202 pour produire de forts oxydants, le principal étant le 

radical HO' (Moraes et coll., 1989). En 1894, Fenton a décrit ce iype de réaction basée sur 

l'oxydation de l'acide tartarique par le t el+ et le H202 (Henle et Linn, 1999). Ainsi, une bonne 

portion de la létalité du H202 provient de dommages à l'ADN causés par des oxydants générés à 

partir des réactions de Fenton (Mello-FiIho et Meneghni, 199 1 ). 

Pour que le Hz02 provoque des mutations, il faut qu'il soit en présence d'ions métalliques 

et de EDTA (Moraes et coll., 1989). L'exposition de l'ADN ou d'une culture cellulaire au Hz02 

en présence d'ions métalliques aurait pour principale cible les résidus de la guanine (Rodriquez 



et coll., 1997). Ces mutations seraient à 94% des changements de une ou deux paires de bases 

(Moraes et coll., 1989). 

1.7.4 Le CPBA 

Le CPBA est un oxydant organique. Dans certaines études, le CPBA est utilisé comme 

activateur in vitro, oxydant certains agents tel 1'AFB 1 (Jacobsen et Humayun, 1986; Mariën et 

coll., 1987). Il a cependant été remarqué que le CPBA lui même, peut endommager I'ADN. 

Ainsi, dans le cas d'études de mutagénèse, il est important de faire l'activation chimique de 

l'agent promutagénique préalablement à la mise en contact avec I'ADN (Jacobsen et Humayun, 

1986). 

Il a été démontré, dans certaines analyses de blocage de la réplication de l'ADN, qu'un 

traitement au CPBA provoquait des modifications de certaines bases. Plus précisément. ces 

bases seraient les A et les G non-appariées (Jacobsen et Hurnayun, 1986). D'autres 

expérimentations ont porté sur l'inactivation de façon irréversible de certains enzymes 

peroxydases (Rodriguez-Lopez et coll., 1997). On parle même du CPBA comme étant un 

promoteur tumoral (Gimenez-Conti et coll., 199 1 ). 

1.7.5 Le BPDE 

L'exposition à la fumée de cigarette est un important facteur de risque au cancer du 

poumon. Parmi les composants de la cigarette, les hydrocarbones aromatiques polycycliques 

sont très fortement impliqués dans cette toxicité (Hecht et coll., 1993). Un de ses composes, qui 

est de loin le plus étudié, est le benzo[a]pyrène dont on retrouve de 20 à 40 ng par cigarette dans 

laquelle il est l'un des plus importants agents potentiellement mutagènes et carcinogènes. 

Cependant, pour être cancérogène, le benzo[a]pyrène requière une activation métabolique pour 

produire un de ses métabolites : le BPDE (Friedberg et coll., 1995). In vivo, cette activation peut 

être possible grâce aux cytochromes P450 et aux époxyde hydrolases. Le BPDE se lie de façon 

covalente à l'ADN pour former un adduit en position N2 de la guanine (Friedberg et coll., 1995). 



Une grande proportion des mutations provoquées 

(Wei et coll., 199 1; Cherpillod et Amstad, 1995). 

1.7.6 L'AFB1 

L'AFB 1 est une mycotoxine, un produit 

par le BPDE sont des tramvenions de G vers T 

naturel d'Aspergillus flavus, retrouvée comme 

contaminant dans des produits de récolte, par exemple sur les arachides entreposées dans des 

endroits humides. L'AFBl est hépatotoxique chez plusieurs espèces animales et est un 

important agent étiologique du cancer du foie humain (Chu, 1991 ). 11 y a, particulierernent en 

Asie et en Afrique, une grande incidence de carcinomes hépatocellulaires reliés à la 

consommation d'aliments contaminés avec de 1'AFB 1 (Hollstein et coll., 199 1 ; Ozturk, 199 1). 

Pour être réactive, I'AFBI doit être activée en son métabolite réactif, l'Al% 1-8,9- 

époxyde. qui pourra se lier à l'ADN pour ainsi donner l'adduit AFBI -ADN (Garner, 1973: Eaton 

et Gallagher, 1994). L'AFB 1 peut-être activée par certains cytochromes P450 (Aoyama et coll., 

1990) mais aussi par des oxydants chimiques comme le CPBA (Marïen et coll., 1987). 

L'adduit sur l'ADN se fera préférentiellement en position N-7 de la guanine (Lin et coll., 

1977; Guengerich et Shimada, 1991). En effet, dans le cas de carcinomes du foie dus à 1'.4FBl. 

il a été démontré que l'adduit majeur retrouvé sur l'ADN est le 8,9-dihydro-8-(N'I-gumyl)-9- 

hydroxyaflatoxine BI (AFBI-N7-Gua) (Bailey et coll., 1996). La substitution de base qui s'en 

suit serait, tout comme pour le BPDE, presque exclusivement une transversion de G vers T 

(Foster et coll., 1983: Trottier et coll., 1992). 11 a aussi été démontre que I'AFBI pouvait 

augmenter la quantité de 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OhdG) dans l'ADN hépatique de rat, donc 

de causer des dommages oxydatifs impliquant le radical HO 1 (Shen et coll., 1995). 

Le MMS est un agent alkylant qui a d'importants effets cytotoxiques et mutagènes et qui 

méthyle de façon prédominante les atomes de nitrogène dans les purines. Ces effets néfastes sont 



ainsi dus à la production de certains dommages particuliers qui mèneront à la formation de sites 

abasiques promutagènes (Glaab et coll., 1999). Ces lésions sont principalement le N7- 

méthylguanine (N7-meG) et le N3-methyladénine (N3-meA). Ce demier est d'ailleurs le produit 

cytotoxique d'alkylation le plus fréquent. Une faible quantité de 06-méthylguanine (06-meG) 

est aussi observée en présence de MMS ( K m  et coll., 1980). En raison des dommages causes, 

le MMS induit principalement des transversions de A vers T ou encore de G vers T sur l'ADN 

(Sle~e~.esk-Gejska and lanion, 1 989) 

Il a Été démontré que la présence de MMS dans la cellule induit une accumulation du 

niveau de p53 et qu'il y a augmentation des cellules en apoptose avec une hausse de la quantité 

d'agent (Jiang et coll., 1999). 

1.8 Réparation de l'ADN 

Les deux principaux mécanismes de réparation de l'ADN chez les mammifères sont la 

réparation par excision de nucléotides (NERI et la réparation par excision de bases (BER). La 

NER est un mécanisme qui peut agir sur des lésions causées par certains agents mutagènes 

chimiques, mais principalement sur celles provoquées par les W (Fridberg et coll., 1995: De 

L a t  et coll., 1999). La NER sert a maintenir l'intégrité çénomique et prévient ainsi la 

formation du cancer. En effet, le xeroderma pigrnenrosum (XP) est une forme familiale de 

prédisposition au cancer, où des gènes de la NER sont mutés, causant une hypersensibilité aux 

W (Sarasin, 1999). 11 existe aussi d'autres maladies, comme la mchothiodystrophie et le 

syndrome de Cockayne, ou ce sont aussi des composants de la NER qui sont affectés (Tomaletti 

et Pfeifer, 1996). 

Pour ce qui est du XP, plusieurs expérimentations ont été faites a partir de cellules de 

personnes atteintes, où des traitements aux UV ont  se^ à étudier le système de réparation de 

l'ADN dans ces cellules. Les personnes atteintes du XP soufTrent de défectuosités dans leur 

cellules, incluant la sensibilité à la mort et aux effets mutagéniques des W, leurs cellules étant 

incapables de réparer les dommages causés par ces irradiations (Bredberg et coll., 1986; Madzak 

et coll., 1993). Les gens atteints ont un risque de développer des cancers de la peau a un bas âge 



1000 fois plus grand que les gens normaux (Levy et coll., 1995). Les études de cellules XP ont 

aussi permis de démontrer que les mutations les plus fréquemment retrouvées dans l'ADN traité 

aiLu UV sont des transitions de G vers A (Seetharam et Seidman, 199 1 : Cozukara et coll., 1994). 

p53 pourrait avoir une influence sur le fonctionnement de la NER de deux manières 

diffërentes. Premièrement, p53 étant connu comme activateur transcriptionne1 de plusieurs 

gènes, il pourrait contribuer à la régulation de certaines protéines impliquées dans le procédé 

cellulaire de la NER. Deuxièmement, p53 serait capable d'interagir soit avec des protéines, soit 

avec des dommages sur l'ADN, pour faciliter le travail de la NER (McKay et coll., 1999). Il a 

d'ailleurs été démontre que p53 était essentiel pour un fonctionnment efficace de la NER globale 

mais pas pour la NER couplée à la transcription (Wani et coll., 1999). 

p53 peut en effet se lier à certaines protéines qui joueraient un rôle dans la réparation de 

l'ADN, incluant PCNA, RPA, XP-A, XP-B, XP-D et CS-B (Smith et coll., 1995: Li et Ho, 1998). 

De plus, p53 peut activer des protéines telles p21, GADDJS, p48 et PCNA. ces derniéres 

contribuant à la NER (Hwang et coll., 1999). 

La BER, décrite à la figure 4, est responsable de l'élimination des sites abasiques (AP). 

Ces sites sont estimés à 10 000 par cellule humaine par jour, et ils sont formés de façon 

spontanée par hydrolyse dans le génome (Lindahl, 1997). Les sites AP, en plus de se produire 

spontanément dans l'ADN, peuvent résulter de l'exposition à certains agents tels les irradiations, 

ou de la mise en contact avec des carcinogènes chimiques comme les agents alkylants (Loeb et 

Preston, 1986). Les enzymes clés dans la BER sont les ADN glycosylases, qui enlèvent 

différentes bases endommagées de l'ADN par clivage du lien N-glycosydique entre la base et le 

déoxyribose du résidu nucléotidique. Différentes ADN glycosylases peuvent éliminer différents 

types de dommage. Les sites abasiques sont ensuite retirés de l'ADN soit par des AP- 

endonucléases ou des AP-lyases, qui clivent l'ADN en 5' ou en 3' du site. Par la suite, une 

phosphodiestérase va exciser le résidu déoxynbose phosphate, permettant a la DNA polymérase 

d'ajouter un nouveau nucléotide et à la DNA l i m e  d'effectuer l'étape finale (Seeberg et coll., 

1995). 



DNA "*O 
glycosy~ase 3'-P hosphodiesterase 

AP-lyase polymerase 
H3O dR-P 

Figure 4. Réparation par excision de base impliquant des ADN glycosylases, des AP- 
endonucléases et AP-lyases, des phosphodiestérases, des ADN polymérases ainsi que des ADN 
ligases (Seeberg et coll., 1995). 



Les études actuelles sur le r6le de p53 semblent axées plus particulèrement sur la E R ,  

laissant moins de place pour la BER. L'importance de la NER n'est plus à démontrer, mais ce 

système agit surtout sur des lésions infréquentes ou individuelles, tandis que la BER (moins 

étudiée) a un effet sur les dommages spontanés de l'ADN et protège contre d'importants agents 

exogènes (Seeberg et coll., 1995). Quelques études récentes ont pu démontrer une implication de 

p53 dans le fonctionnement de la BER. En fait. des travaux de l'équipe de Prives C. (Jayaraman 

et co!!., 1997; Gaiddon et coll.. 1999) ont démontré que ReM. une protéine multifonctionnelle 

impliquée dans la BER pouvait se lier a p53. Ref-1 a la fonction d'une endonucléase des sites 

AP dans le système de réparation de l'ADN par excision de bases. Cette protéine peut aussi 

stimuler plusieurs facteurs de transcription, dont p53. La régulation de p53 par Ref-l portait 

ainsi à croire en une implication de p53 dans le fonctionnement de la BER. Ce n'est que tout 

récemment qu'a été démontré une implication direct de p53 dans la BER (Offer et coll., 1999). 

Ainsi, p53 est donc impliqué dans plus d'un mécanisme de réparation de l'ADN. 

A ce jour, il est donc évident que p53 joue un rde dans la réparation de l'ADN. 

Cependant, tout n'est pas encore clair dans ce procédé qui semble impliquer plusieurs facteurs et 

interactions. 

1.9 Les dommages oxydatifs 

Lon du métabolisme cellulaire, il y a production de diverses mo~écules qui sont 

susceptibles de réagir avec les constituants de la cellule. Certaines de ces molécules pourront 

réagir de façon directe avec l'ADN tandis que d'autres nécessiteront une transformation avant 

d'avoir la capacité d'attaquer l'ADN (Boiteux et Radicella, 1998). 11 existe de multiples 

procédés dans la cellule qui génèrent des espèces réactives dérivées de l'oxygène (ROS) (Floyd, 

1990; Naqui et Chance, 1986). 

L'oxygène est rnetabolisé par une série de réductions d'un électron. Ceci mène à la 

formation de radicaux libres et d'espèces reliées dont le radical HO', le H202, l'ion 0; et 

l'oxygène singulet. Ces molécules peuvent causer des dommages à plusieurs macromolécules 

cellulaires dont les protéines, les lipides, l 'MN et l'ADN (Halliwell et borna,  199 1 ). Les 



changements retrouvés dans l'ADN exposé à ces molécules réactives sont d'une cinquantaine de 

types différents (Feig et coll., 1994). 11 semblerait que les effets résultant de ces dommages 

pourraient contribuer à la pathogénicité de plusieurs maladies humaines, incluant le cancer 

(Cerutti, 1985). 

1.10 Les inhibiteurs des ROS 

Certains agents sont reconnus comme étant des inhibiteurs de dommages oqdatifs. Ces 

produits agissent de multiples façons, sur différents composés, pour prévenir la création de 

lésions causées par la présence d'agents oxydants. Dans cette étude, les inhibiteurs utilisés ont 

&té la superoxide dismutase (SOD), la catalase, le mannitol, le defferioxamine mesylate et le 

diméthylsulfoxide (DMSO). 

11 a été démontré que les ROS produits dans différentes conditions peuvent être éliminés 

par la SOD, la catalase et la peroydase (Hede et Lim, 1997). 

La SOD catalyse la dismutation de l'anion 02- réduisant donc la fomation de HO'. par la 

réaction suivante : 0; + 0:- - 3 ~ -  -> H202 - 0, (McCord et Fridovich. 1969). La 

catalase permettra aussi cette réduction de la formation de OH' en catalysant la suppression du 

H202 en le dégradant en eau et en oxygène (2H202 -> ZH20 O?) (Friedberg, 1995). 

Pour sa part, le mannitol a aussi un effet sur la fomation d'intermédiaires réactifs, en 

piégeant de façon stable certains métaux, les empéchant de former des complexes avec d'autres 

molécules (Tsou et coll., 1999). Le mannitol inhibera aussi l'action des radicaux libres, étant 

principalement reconnu pour agir sur la fomation du radical HO' (Desesso et coll., 1994). 

Pour ce qui est du defferioxamine mesylate, il atténue les dommages causés par des 

agents oxydants par un autre mécanisme (Wichens et c d . ,  1987). Le defferioxamine est un 

agent chelateur du fer (Cederbaum et Dicker, 1983) qui réagit avec le radical libre O?, 

probablement dans sa forme protouée (HO2), pour former un radical libre nitroxide, relativement 



stable (Davies et coll., 1987). Cette interaction diminue donc les possibilités d'attaque de 

radicaux libres sur l'ADN (McBride et coll., 1992). 

Enfin, le DMSO est un puissant suppresseur du radical HO', ce qui fait qu'il peut prévenir 

l'induction de mutations dues à la présence de ce radical réactif (Moraes et coll., 1989). 

1.11.1 Test de Ames 

Dans les années soixante dix, un des premiers tests d'étude de la mutagénèse a été mis au 

point par Bruce Arnes (Ames et coll., 1973). Ce test a été conçu apres des études démontrant une 

relation de cause à effet entre l'exposition à certains agents chimiques et physiques et le cancer. 

Le test de Arnes a pour objectif de prévoir et d'étudier le potentiel mutagène et cancérigène de 

différents agents. Cette étude utilise des bactéries, ayant une mutation dans un gène de synthèse 

de l'histidine, qui sont exposées à certains agents pour observer l'apparition de révenants. Ainsi, 

il est possible d'évaluer le pouvoir mutagène de ces agents. 

1.1 1.2 Les vecteurs utilisés 

Il est aujourd'hui possible d'utiliser un système basé sur des vecteurs navette possédant 

un gène cible pour la mutagénèse (Razzaque et coll., 1983). Ce système permet l'étude de la 

mutagénèse dans des cellules de mammifère en culture et la sélection ainsi que l'analyse des 

mutations sont possibles chez les bactéries. 11 y a plusieurs avantages a l'utilisation d'un vecteur 

navette pour étudier la mutagénèse. Premièrement, le traitement par un agent mutagène peut-être 

fait in vitro avant la transfection. Ainsi, la cytotoxicité de l'agent ne vient pas altérer les autres 

gènes cellulaires, le vecteur navette étant le seul modifié. Cependant, si désire, le traitement peut 

aussi être fait in vivo, après transfection du vecteur (Trottier et coll., 1992). Un autre avantage 

de \'utilisation du vecteur navette est l'identification des mutants et l'étude des mutations chez 

les bactéries. C'est la couleur des colonies qui indique celles portant un gène muté. Par la suite, 

la récupération du vecteur et le séquençage du gène cible sont relativement faciles. 



Le vecteur navette utilisé est un plasmide qui porte un gène cible pour la mutagénèse, 

supF (sectionl. I l  .3), un marqueur de sélection et deux origines de réplication qui permettent la 

réplication dans les cellules de mammifère et dans E.coli. Dans mes expériences, c'est le vecteur 

navette pYZ289 qui est utilisé (figure 5). 11 s'agit en fait d'un dérivé de pZl89 (Moriwaki et 

coll., 1991), qui a été modifie pour effectuer des études de mutagénese dans des cellules de 

rongeurs. Chez pZ189, l'origine de réplication de SV40, permettant la réplication dans les 

cellules de primate, et le eène pour l'antigène grand T de SV40 sont remplacés par cem du virus 

du polyome. L'antigène grand T de ce virus ne forme pas de complexe avec p53, contrairement à 

l'antigène grand T de SV40 (Wang et coll., 1989; Braithwaite et coll., 1987). Cette 

caractéristique est essentielle pour nous, parce qu'elle permet de tenir compte de 17ir?fiuence de 

p53 dans des études de mutagénese. Le vecteur pYZ289 a la capacité de se répliquer a la fois 

dans les bactéries et les cellules de rongeun (Moriwaki et coll., 1991). C'est pour cette raison, 

entre autres, que nous avons choisi ce vecteur navette. La fréquence de mutation spontanée de ce 

vecteur est d'environ 1 x 10". 

Enfin, il ne faut pas omettre que l'utilisation des vecteurs navettes comporte aussi 

cemines limitations, entre autres le fait qu'ils ne sont pas intégrés dans le génome. Aussi, nous 

ne savons pas à quel point ils sont protégés par les systèmes de réparation de l'ADN. 

contrairement à l'ADN chromosomique. 

Pour ce qui est des vecteurs pECMS3k et pECMmutk, ils sont utilisés pour observer 

l'influence de p53. On peut ainsi comparer les résultats obtenus en présence ou non de p53. 

pECMS3k est un vecteur d'expression de p53 sauvage de souris, dérivé de pECM53 (Johnson et 

coll., 1991) ou le gène de la résistance a l'ampicilline a été remplacé par celui de la résistance à 

la kanamycine (Courtemanche et Andenon, 1999). Pour ce qui est de pECMmutk, il sert de 

vecteur contrôle, n'ayant plus sa séquence codante pour p53 (Courtemanche et Anderson, 1999). 



ori du 

Figure 5. Vecteur pYZ289. Vecteur navette utilise pour les traitements avec les differents agents 
mutagènes. On y retrouve les éléments qui le composent, soit un gène cible pour la mutagénèse, 
un gène de résistance ainsi que les éléments nécessaires à sa réplication chez les bactéries et chez 
les rongeurs (selon Yagi et coll., 1994). 



1.11.3 Le gène cible sup F 

Le gene cible que contient pY2289 est supF, qui est fréquemment utilisé et qui est aussi 

appelé Su3 ou tyrT. 11 s'agit d'un gène de Escherichia col;, qui est un suppresseur de mutation 

amber, qui sont des mutations non sens oii le codon de terminaison UAG remplace un codon 

d'un acide aminé. Le produit de ce suppresseur est un ARN de transfert qui a une mutation dans 

son anticodon, le rendant complémentaire au codon amber et ainsi lui permettant d'incorporer un 

acide aminé dans la chaîne polypeptidique. Il y a donc synthèse d'une protéine pleine longueur. 

Le gène supF commande la synthèse d'un ARNt de la tyrosine. 

La souche bacteneme utilisée pour observer les mutations de supF devra donc poner une 

mutation amber. Le plus souvent, cette mutation est située dans le gène ZucZ, codant pour la P- 
galactosidase. une enzyme qui hydrolyse le lactose en glucose et en galactose. Ces bacténes 

auront donc besoin du suppresseur de mutations amber pour synthétiser une B-galactosidase 

pleine longueur et active, pour hydrolyser le 5-bromo4-chloro-3-indolyl-~-galactoside (X- 

Gal), un analogue du lactose. Cet analogue est utilisé parce qu'il passe du blanc au bleu lorsqu'il 

est scindé par la B-galactosidase. Il est ainsi possible de connaître l'état du gène cible après la 

mutagenese. Les colonies bleues auront reçu un vecteur navette pYZ289 avec un supF de type 

sauvage, tandis que les colonies qui auront reçu un vecteur navette avec une mutation dans son 

supF seront blanches ou bleues pâles. La croissance des bactéries se fait sur milieu avec 

ampicilline, ce qui permet, dès lors, de sélectionner les bactéries ayant reçu un vecteur navette 

avec résistance à l'arnpicilline. 

La figure 6 montre la structure secondaire probable de I'ARNt (Kraemer et Seidman, 

1989). Le gène su@ est ici divisé en quatre régions : la région promoirice (paires de bases 24 à 

58), le pré-ARNt (59-98). I'ARNt (99-183) et la région 3'flanquante (184-200). Cette figure 

montre aussi les bases dont la mutation inactive la fonction suppressive de I'ARNt. 11 faut aussi 

spécifier que le gene supF est particulièrement intéressant pour l'étude des mutations 

ponctuelles, et ce étant donné qu'une mutation sur presque n'importe quelle paire de bases de ce 

gène amène son inactivation. 



Figure 6. Séquence du gène cible de la mutagénèse mpF montrant la stmcture secondaire 
probable ainsi que les bases (encerclées) dont la mutation inactive la fonction suppressive de 
I' &Nt (Kraerner and Seidman, 1989). 



1.12 Résumé du travail 

Le travail de ce mémoire avait pour objectif premier de vérifier si p53 pouvait reco~ai t re  

ou non les mutations ponctuelles causées par certains agents mutagènes. 

L'hypothèse posée suite à des études fait précédemment au laboratoire proposait que les 

dommages de type oxydatifs faisaient partie des mutations ponctuelles reconnues par p53. Les 

resuitats de Chantal Couitemmche [Coxtemanche et *ndenon 1999) montraient que p53 

pouvait reconnaître et diminuer la fréquence de mutation ponctuelle causée par certains agents 

mais pas par d'autres. 

En effet, Courtemanche a observé une diminution de la fréquence de mutation après 

traitement au BPDE, au CPBA et à 1'MBI. Cette diminution était de plus dépendante de la 

concentration, soit plus importante à une forte concentration dans le cas du BPDE et de I'AFBI, 

et à une faible concentration pour le CPBA. Pour ces agents, il a i te  propose qu'il pourrait y 

avoir formation de deux types de dommages. Un de ces types serait reconnu par p53 de façon 

plus importante ou encore exclusivement, par rapport à l'autre type. Ainsi, c'est à une faible 

concentration de CPBA et à une forte concentration de BPDE ou d ' m l  que les dommages 

reconnus par p53 seraient les plus abondants. D'autres résultats ont démontré queil n'y avait pas 

d'influence de p53 dans le cas des mutations causées par les W C  (254 nm). 

En se basant sur le fait que le CPBA, le BPDE et l'Am1 avaient pour similarité de 

provoquer, entre 

l'hypothèse a été 

p53. 

autres, des dommages oxydatifs, ce qui n'était pas le cas pour les UVC, 

émise que les dommages de types oxydatifs pourraient être ceux reconnus par 

C'est en se basant sur cette hypothèse qu'ont été choisis trois autres agents reconnus pour 

causer des dommages oxydatifs à l'ADN, soit le BM en présence de lumière et d'oxygène, le 

H202 et les W A  (366 MI) avec riboflavine. De plus, pour toucher un plus grand éventail de 

produits et de types de mutation différents, le MMS a aussi été choisi. Cet agent alblant cause 



des méthylations sur l'ADN, un type de dommage n'ayant pas encore été testé dans nos 

expérimentations. 

Les traitements ont été faits in vitro sur le vecteur navette pYZ289. Le vecteur était 

ensuite cotransfecté de façon transitoire dans des celIules de mammifère soit avec le vecteur 

d'expression de p53, pECM53k, ou un vecteur contrôle, pECMrnutk. Ces cotransfections 

avaient pour but de comparer les résultats obtenus en présence et en absence de p53. Les cellules 

utilisées sont des fibroblastes de souris (10)3 ne contenant pas de p53. Dans ces 

cellules, les lésions prémutationnelles sont convenies en mutations. Les vecteurs répliqués 

sont ensuite récupérés et introduits, après avoir été digérés à la Dpnl, dans des bactéries qui 

pourront permettre d'identifier les plasmides portant une mutation. La DpnI est une enzyme de 

restriction qui va permettre d'Sliminer les vecteurs de départ, l'enzyme ne coupant que l'ADN 

méthylé par la méthylase dam qui est présente chez E.co[i mais pas dans les cellules de 

mammifere. Ainsi, les vecteurs s'étant répliqués dans les cellules de mammifére seront épargnés 

par la DpnI (Peden et coll., 1980). Enfin, il suffira de déterminer la fréquence de mutation a 

partir du nombre de colonies blanches obtenues par rappon au nombre total de colonies. 



2.1 Méthode générale 

La figure 1 montre les différentes étapes de la méthode suivie pour les expérimentations. 

Le vecteur navette pYZ289 est d'abord soumis à un traitement de mutagénèse. 11 est ensuite 

cotransfecté dans des cellules (l0)3 avec soit un vecteur d'expression de p53 (pECM53k) ou un 

vecteur contr6le (pECMrnutk). La réplication du vecteur est faite pendant 72 heures dans les 

cellules. Par la suite, les vecteurs sont purifiés et électropores dans E.coll MBM7070. 

L'identification des mutants est ensuite possible sur milieu X-gal:'ampicilline, ce qui permet 

d'analyser les Fréquences de mutation en présence et en absence de p53. 

2.2 Traitements aux agents mutaghes 

2.2.1 Traitement au CPBA 

Le traitement au CPBA (Mariën et coll., 1987; Courtemanche et Anderson, 1999) est fait 

dans une solution contenant 45 pg de plasmide pYZ289, 20 pl de tampon sodium-phosphate 0,2 

M a pH 7.4 et le volume est amené a 200 pl avec de l'eau. La réaction débute par l'ajout du 

CPBA (Sigma), soit de 10 pl d'une solution de 2 mg/ml Fraîchement préparée dans du CH$&. 

Des ajouts de la même quantité de CPBA sont faits à toutes les 7'5 minutes et ce, pendant 30 

minutes, à 37OC. Deux extractions de 200 pl de chloroforme suivent, avant précipitation de 

l'ADN à l'éthanol. 
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Figure 1. Méthode utilisée pour déterminer I'hfluence de p53 sur la fréquence des mutations 
ponctuelles provoquées par des agents oxydants (Courtemanche et Anderson, 1999). 



2.2.2 Traitement au BM 

Le traitement au BM (BIO-RAD) a été mis au point à partir de protocoles publiés 

(Boiteux et Radicella, 1998; Schneider et coll., 1990; Anson et coll., 1998). La mutagénese a 

lieu sur 40 pg d'ADN, en présence de Tris-HCl pH 8.0 (10 mM), de defferioxarnine mesylate 

(0'1 mM) et de MgCl? (10 mM) dans une solution finale de 400 pl. L'addition du BM (20 ou 

200 se fait à la noirceur. Les échantillons sont placés dans des pétris de 60 mm de diamètre 

et sont incubés sur la glace, sous une source de lumière blanche (100 watts) placée à l'intérieur 

d'un réflecteur métallique. L'ampoule est située à 18 cm des échantillons et la lumière qu'elle 

projette doit passer a travers une mince couche d'eau (contenue dans un récipient de plastique) 

avant d'atteindre l'échantillon. L'exposition est de différentes durées, soit de 5. 30, 45 ou 90 

minutes. Par la suite, le BM est éliminé par extraction phénobchloroformç avant précipitation de 

l'ADN. 

2.2.3 Traitement au BPDE 

Le traitement au BPDE (Yang et coll., 1987; Courtemanche et Anderson. 1999) se fait 

sur 45 pg de pYZ289. Le traitement est fait à l'abris de la lumière pendant une heure et demie, à 

température ambiante. Il débute par l'ajout de 20 pl d'une solution de BPDE (MM) a 0.3 mg/ml 

dans un volume total de 200 pl complété par du TE 10/1 pH 8.0. L e  BPDE est préparé dans du 

tétrahydrofùrane. Après le traitement, l'ADN est précipité a l'éthanol. 

2.2.4 Traitement au MMS 

Le traitement au MMS (Ogawa et coll., 1997; Justus et Thomas, 1998) est fait dans une 

solution #ADN d'une concentration de 170 pg/pl (40 pg par échantillon). Des préparations 

fraîchement diluées de MMS (ICN) sont ajoutées, pour obtenir des concentrations de 20 ou de 

200 mM. L'incubation a lieu pendant 30 minutes a 25°C. Le traitement se termine par une 

précipitation à l'éthanol. 



2.2.5 Traitement au H202 

Le traitement de 40 pg d'ADN plasmidique au H202 (Moraes et coll., 1989) est fait dans 

une solution contenant du Tris-HCl pH 8.0 (100 pl de 1 M), du EDTA pH 8.0 (20 pl de 0,5 M), 

du MgCl? (10 pl de 1 M) ainsi que du FeCI3 (10 pl de 0,01 M) dans un volume final de 500 pl. 

Le H202 (Sigma; 30,4% ou 8,94 M) est ajouté à l'échantillon à une concentration de 88 rnM. La 

r5rcticr. se friit B Y ° C  et e!!e est arrêtée après 3; 30 ou 60 minutes par l'a-jout de la catalase 

(Sigma; 0,Olgiml). Après 10 minutes d'incubation à 37°C' l'ADN est précipité a l'éthanol. 

2.2.6 Traitement aux UVA 

Le traitement aux W A  (Protic-Sabljic et Krearner, 1985; Ito et coll., 1993; Yagi et coll., 

1994) est fait sur 30 yg de plasmide. Les échantillons, placés dans des pétris ouverts de 60 mm 

de diamétre, contiennent de la riboflavine (Sigma; 0,05 mM). Les pétris sont placés sur glace et 

sont exposés aux W (366 nm) provenant d'une lampe germicide à main, située à 5 cm des 

échantillons. L'exposition a lieu pendant 3, 20 ou 60 minutes. Par la suite, la riboflavine est 

retirée de la solution par extraction au phénolkhloroforme et I'ADN est précipité a l'ethanol. 

2.2.7 Traitement aux UVC 

Le traitement aux WC ressemble beaucoup a celui des W A  (Ito et coll., 1993; Yagi et 

coll., 1994; Courtemanche et Anderson, 1999). Les échantillons de 30 pg du plasmide pYZ289 

sont placés dans des pétris ouverts de 60 mm de diamètre. Ils sont déposés sur glace et exposés 

aw W (a 254 nm) provenant d'une lampe germicide à main située a 5 cm. L'exposition a lieu 

pendant 10 minutes et il y a ensuite précipitation de l'ADN à l'éthanol. 

2.2.8 Utilisation des inhibiteurs 

L'utilisation des inhibiteun n'a pas changé la base des traitements. Les différents 

inhibiteurs étaient tout simplement ajoutés à la solution avant de procéder a la mutagénkse. Les 



concentrations utilisées étaient les suivantes, mannitol (Sigma) à lM, superoxide dismutase 

(Sigma) à 50 pg/ml, defferioxarnine mesylate (Sigma) ii 0'1 rnM, DMSO (Fisher) à 4% et 

catalase (Sigma) a 0,01 giml. Pour les traitements au BM avec inhibiteun, la concentration était 

de 200 pM et la durée était de 30 minutes. Le H202 était utilisé à 88 rnM pendant 30 minutes et 

les échantillons étaient exposés pendant 60 minutes aux W A  à une distance de 5 cm. 

2.3 CeUules et plasmides 

Les cellules utilisées sont des fibroblastes embryonnaires de souris ( 1 O)3, une lignée 

cellulaire déficiente en p53, qui proviennent de A.J. Levine (Harvey et Levine, 199 1 ). Les 

cellules sont maintenues en culture dans du milieu Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM) contenant 4,s g/l de glucose, 10% de s é m  fœml de bovin, 100 Uiml de pénicilline et 

100 pg/ml de streptomycine. Le vecteur navette pY2289 a été obtenu de T. Yagi (Yag et coll., 

1994). Le vecteur d'expression de p53 est pECM53k et le vecteur contrôle p E C k u t k  

(Courtemanche et Anderson, 1999) tous deux obtenus à partir de pECM53 fournit par S. 

Benchimol (Johnson et coll., 199 1 ). 

2.4 Traosfectioa et extraction des plasmides 

Les cellules sont transfectées en suspension par une méthode au phosphate de calcium 

(Trottier et coll., 1992) en présence de 30 pg de pYZ289 préalablement traité ainsi que de 40 pg 

de pECMS3k ou pECMmutk. Les cellules, dans des pétris à culture cellulaire de 155 mm, sont 

rincées 6 à 8 heures après la transfection et l'incubation est faite pendant 72 heures. Les 

plasmides sont ensuite isolés (Hirt, 1967), purifies par digestion à la protéinase K ( 2  mg/ml) et 

par extraction phénol/chloroforme. Ils sont aussi traités à la ribonucléase A (0,2 mg/ml) et 

digérés a la Dpnl (Peden et coll., 1980). Les plasmides provenant de transfections différentes 

sont purifiés et analysés séparément. 

L'efficacité de transfection a été calculée par transfection de pEGFP-CI, un vecteur 

d'expression de la (i green fluorescent protein )) (GFP), dans des conditions identiques. C'est 

après incubation de 48 heures que la détection a été possible sur microscope à fluorescence. 



2.5 Éle~tro~oration et compte des fréquences de mutation 

Les plasmides purifiés obtenus de la réplication sont ensuite électroporés (Dower et coll., 

1988) dans Escherichin coli MBM7070, un souche bactérienne obtenue de M.M. Seidman 

(Seidman et coll., 1985). L'électroporation est faite dans des cuvettes de 0,l cm entre les 

électrodes, avec l'appareil "Bio-Rad gene pulser" (15 kVicm, 25 P d ,  400 ohm). Après une 

inchatior! d'une heure, les bactéries sont étendues sur des pétris LB/agar 1,5% avec ampicilline 

(100 pgiml) recouverts d'une couche de LB/agar 1.2% (10 mupétri de 150 mm de diamètre) 

contenant du X-gai (0,8 mgmi), de l'isopropyl-P-D-thogalactosidase ( 190 pglml) et de 

l'ampicilline (LOO pg /ml). Les pétris sont incubés à 3 7 T  pendant une nuit. Les colonies 

blanches ou bleu pales obtenues sont des mutants lac-, elles sont comptées et leur nombre est 

comparé à la quantité totale de colonies obtenues. Cette fraction est la fréquence de mutation. 

2.6 Immunofluorescence de p53 

Les cellules (10)3 (3 x 106) ont été transfectées avec 40 pg de pECMmutk, de pECMS3k 

ou de pCMV53k et placées dans des petris de 150 mm de diamètre, contenant des lamelles pour 

microscopie. L'incubation a été de 24 heures. Pour l'immunofluorescence de p53 et le 

marquage de l'actine, les lavages des cellules ont été faits avec du tampon phosphate salin (PBS 

IX composé de 80 g de NaCl, de 2 g de KCl, de 9,2 g de Na2HP04 et de 2 g de KH2P04 pour un 

litre de solution). Il y a eu fixation des cellules à la formaldéhyde à 3,7% pendant 20 minutes, 

suivie d'une perméabilisation au Triton (à 0,2% dans du PBS) de 15 minutes et bloquage de 30 

minutes a la poudre de lait (5% dans du PBS). L'incubation avec l'anticorps dirigé contre p53 

PAb42 1 (Oncogene Research Products) a été faite toute la nuit (dilution 1 : 50, 1% poudre de lait 

dans du PBS). Il y a ensuite eu lavage au PBS contenant 0,05% de Tween 20 et blocage de 15 

minutes a la poudre de lait (5% dans du PBS), avant incubation de 60 minutes avec l'anti-IgG 

biotiné de souris (Jackson ImmunoResearch; à une dilution 1 : 100) ainsi que marquage à la 

streptavidine couplée au Texas-Red (Amersham Pharmacia Biotech; à une dilution 1 : 50) et a la 

"fluorescein isothiocyatate" (RTC>Phaloïdine (Sigma; a une dilution 1 : 30) pendant 60 minutes, 

les dilutions étant faites dans du PBS contenant 1% de poudre de lait. Les lames ont été 

observées au microscope à fluorescence. 



CHAPITRE 3 

TRAITEMENTS DE MUTAGÉNESE DE ~ ~ ~ 2 8 9 ,  .4u BLEU DE MÉTHYLÈXE, 
AUX ULTRAVIOLETS DE TYPE A, AG PEROXYDE D'HYDROCÈNE 

AINSI Q~MU M ~ T F M ,  MÉTHANESULFONATE 

3.1 Résultats 

3.1.1 Présence et activitk de p53 

Avant d'étudier l'influence de p53 sur certains types de mutation. il fallait savoir si le 

vecteur d'expression de p53 était actif dans les cellules ou il était nansfecté et si la protéine etait 

fonctionnelle. C'est pour cette raison que la présence de p53 du vecteur pECMS3k a été vérifiée 

par imrnunofluorescence (figure 1) ainsi que par western (données non illustrées) et que des 

traitements ont été faits pour s'assurer de l'activité de la protéine. 

La figure 1 démontre les résultats d'irnmunofluorescence de p53. Trois vecteurs 

différents, pECMmutk, pECMS3k et pCMVS3k' ont été transfectés dans les cellules (10)3, qui 

ont ensuite été soumises a l'irnmunofluorescence. Le marquage de l'actine, qui permettait de 

bien observer le contour et la structure des cellules, a été fait avec le FITC-phaloïdine, et la 

détection de p53 a été rendue possible par I'utilisation de I'anticorps dirigé contre p53 PAb421, 

suivie de l'anti-IgG biotiné de souris et enfin le marquage a été fait à la strep~vidine=rexas-Red. 

Ainsi, l ' ache  a été marquée en vert et la protéine p53 en rouge. 

Les résultats d'immunofluorescence démontrent qu'après 24 heures d'incubation, il y a 

présence de p53 dans le cas de transfections de pECM53k ainsi que de pCMV53k, ce qui n'est 

pas le cas pour le témoin négatif pECMrnutk 



Figure 1. Vérification de la présence de p53 par irnmunofluorescence dans les cellules (10)3 
transfectées par les vecteurs a) pECMmutk (60X), b) pECM53k (60Xj ainsi que c )  p C W 5 3 k  
(40X), après 24 heures d'incubation. 



Des westerns ont aussi été faits avec le concours du Dr Marc Desrochen, pour confirmer 

la présence de la protéine p53 dans les cellules transfectées par le vecteur d'expression de p53. 

Les résultats obtenus (données non illustrées) ont démontrés une grande quantité de protéine p53 

lors de la transfection du vecteur pCMVS3k et une quantité un peu plus faible avec le vecteur 

pECM53 k. 

Pour vérifier l'activité de p53, d'autres tests ont dû être faits. L'immunofluorescence et le 

western permettent de confirmer la présence de la protéine p53, mais ne nous fournissent aucune 

information a savoir si la protéine traduite est fonctionnelle. C'est pour cette raison que des tests 

de mutagénese ont été refaits.  tant donne que l'influence de p53 avait déjà été démontrée pour 

la reconnaissance des dommages causés par certains agents, un d'eux a été choisi pour les 

expérimentations. C'est le BPDE qui a servi à reproduire les résultats obtenus précédemment 

(Coutemanche et Anderson, 1999). 11 a ainsi été possible de démontrer qu'il y avait, en présence 

de p53, diminution de la Fréquence de mutation provoquée par traitement de pYZ289 au BPDE. 

En effet, des traitements à deux concentrations différentes de BPDE (15 et 30 pg/pl) ont 

démontré des diminutions de Fréquences de mutation par p53 de 2 a 2,5 fois. Ces résultats 

étaient conciliables à ceux déjà obtenus au laboratoire qui se situaient entre 1,2 et 4.8 selon la 

concentration (voir annexe A). 

L'efficacité de transfection a été vérifiée pour la transfection de cellules en suspension 

par la méthode au phosphate de calcium, qui est utilisée depuis longtemps au laboratoire. La 

transfection d'un vecteur d'expression de la GFP, soit pEGFP-CI, a permis de démontrer une 

efficacité de transfection de 5 à 6% (33 cellules positives sur 559 cellules totales ce qui signifie 

6% environ). 



3.1.2 Traitements au BM 

Le traitement au BM a été mis au point d'après les méthodes décrites par Boiteux et 

Radicella (1998), Schneider et coll. (1990) ainsi qu'Amon et coll. (1998). L'ADN du vecteur 

navette pYZ289 était mis en présence de BM et exposé a une source de lumière blanche, soit 

celle provenant d'une ampoule (100W) située dans un réflecteur métallique. 

Au départ, plusieurs concentrations de BM ont été testées pour des traitements de 30 

minutes, soit à 0, 2, 20 et 200 ph4. La Fréquence de mutation augmentait avec la concentration 

(figure 2). Deux concentrations de BM ont été choisies pour la suite des expérimentations. 

Ainsi, les traitements qui ont suivi ont été faits à des concentrations de 20 et 200 pM, mais cette 

fois4 en testant différentes durées d'exposition au BM et à la lumière, soit 0, 5,  15, 30, 45, 60, 

90, et 120 minutes. Les résultats des fréquences de mutation pour ces différentes durées se 

retrouvent à la figure 3, ou on observe une augmentation de la fréquence de mutation avec la 

durée d'exposition, cette fréquence ttant un peu plus forte, pour une même durée d'exposition. à 

200 pM qu'à 20 W. 

Le gène supF d'une douzaine de mutants obtenus du traitement au BM ont été séquencés, 

ce qui a démontre que les lésions retrouvées étaient des mutations ponctuelles et que la plus 

Fréquente s'avérait être la transvenion de G vers T (70 % des mutations). 



Figure 2. Fréquences de mutation obtenues en fonction de la concentration de BM. Le vecteur 
pYZ289 a été traité par le BM en présence de lumière visible et d'oxygène pendant 30 minutes. 
Les colonies blanches obtenues par rapport au nombre total de colonies ont s e M  à déterminer la 
fréquence de mutation. 
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Figure 3. Fréquences de mutation obtenues des traitements au BM en fonction de la durée 
d'exposition à la lumière visible. Le vecteur pYZ-89 a tte traité à des concentrations de 20 et 
100 pM. Les colonies blanches obtenues par rapport au nombre total de colonies ont servi à 
déterminer la fréquence de mutation. 



C'est à partir des fréquences de mutation obtenues à des concentrations de BM de 20 et 200 

qu'ont été déterminées les durées d'exposition des traitements. Ainsi, les expérimentations 

suivantes ont été effectuées pendant soit 5, 30, 45 ou 90 minutes. Dans ces traitements, on 

voulait observer l'infiuence de p53 sur la fréquence des mutations. Ainsi, le vecteur pYZ289 

traité était cotransfecté soit avec le vecteur d'expression de p53, pECM53k, ou encore avec un 

vecteur contrôle, pECMmutk. 

Les résultats obtenus de ces traitements sont présentés dans le tableau 1, pour des 

concentrations de 20 pM et dans le tableau 2, pour des concentrations de 200 pM. Des 

traitements identiques ont été faits à quelques reprises, et les résultats présentés résultent de deux 

ou trois électroporations différentes pour un même traitement. Le tableau 3 présente quelques 

résultats d'électroporation pour un même traitement. 

Il faut d'abord constater que pour des conditions identiques d'expérimentation, entre des 

traitements distincts, il y a une variation assez importante des fréquences de mutation, et ce, à 20 

comme à 100 pM. Il est donc important de comparer les résultats pour un miime traitement, et 

d'observer les variations dans les Fréquences de mutation plutôt que les fréquences elles-mèmes. 

Pour ce qui est des résultats a des concentrations de BM de 20 m, il est possible d'observer 

une petite diminution de la fréquence de mutation en présence de p53. Cette variation est 

relativement faible. Cet écart dans les fréquences semble encore plus faible pour les traitements 

à 200 pM et il faut de plus remarquer que les résultats sont assez variables donc difficiles a 

reproduire, et ce, que ce soit pour des durées d'exposition de 5,30,45 ou encore 90 minutes. 

Les tableau 4 et 5 donnent les réductions des fréquences de mutation (RFM), qui sont en 

fait les rapports entre les fréquences de mutation des traitements sans p53 et les fréquences de 

mutation avec p53, pour des concentrations de 20 et de 200 pM respectivement. Ainsi, lorsque 

la valeur de la RFM est de 1, elle indique que les fréquences de mutation sont identiques en 

présence et en absence de p53, donc que la présence de p53 n'influence pas le taux de mutation. 



Si la valeur est inférieure a 1, la fréquence de mutation est plus élevée en présence de p53 et 

enfh, si elle est supérieure a 1, il s'agit d'une diminution de la fréquence de mutation en 

présence de p53. 

Les résultats, une fois standardisés, ont été soumis à des analyses statistiques. Cette 

standardisation a été faite de la façon suivante : les fréquences de mutation en absence de p53 

ont toutes été ramenées à une valeur fixe, soit 100 et les fréquences de mutation en présence de 

p53 ont été calcuiées en fonction des premières valeurs obtenues. Ainsi, de cette façon, il était 

possible d'analyser les résultats en éliminant les variations non-contrôlables dans les fréquences 

de mutation. Une analyse de covariance a été effectuée pour étudier les différences entre les 

traitements avec et sans p53, selon la procédure "General Linear Model" (GLM), grâce au 

logiciel SAS (SAS institute, 1990). Les analyses statistiques ont été faites de la mème manière 

pour les résultats avec tous les autres agents à l'étude. 

Les études statistiques ont démontré que la différence entre les fréquences de mutation avec 

et sans p53 était significative pour des traitements à 20 pM de 30 minutes (p = 0,013), 45 

minutes (p = 0,012) et 90 minutes (p = 0,006), ce qui n'est cependant pas le cas pour les 

traitements de 5 minutes (p = 0'82). Les traitements à des concentrations de 200 pM de BM ne 

prksentent cependant pas de variations significatives entre les Fréquences de mutation obtenues 

en présence et en absence de p53 ( a 5 min. p = 0,37, à 30 min. p = 0,15, à 45 min. p = O,30 et ii 

90 min. p = 0'26). 



Tableau 1. Fréquences de mutation obtenues des traitements au BM et à la lumière à des 
concentrations de 20 @A7 pour des expositions de 5,30,45 et 90 minutes. 

~ernps' Fréquence de Fréquence de Temps Fréquence de Fréquence de 
(min.) mutation sans mutation avec (min. ) mutation sans mutation avec 

p53b (X IO-)) ~ 5 3 ~  (X 10") ~ 5 3  (X 1 0 3  ~ 5 3  (X 10") 
5 7 3  4 ,O 45 17-9 11,1 

6 8  3,5 13,s 7,2 
4 2  8 3  36-3 2078 
5,4 7 ,Y i i,â 5-7 
73 5,1 13-3 12,3 
3,1 3,3 10,2 9 9 9  

8,8 14,1 

'Pour une même durée de traitement, chaque ligne correspond à un traitement distinct du vecteur 
pYZ289 et la valeur de fréquence a été obtenue a partir de deux ou trois électroporations. 

bL" inscription sans p53 signifie que le traitement a eu lieu en absence de p53, donc que le vecteur 
pYZ289 a été cotransfecte avec le vecteur contrôle pECMmutk. 

T'inscription avec p53 signifie que le traitement a eu lieu en présence de p53, donc que le 
vecteur pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur d'expression de p53, soit pECM53k. 



Tableau 2. Fréquences de mutation obtenues des traitements au BM et à la lumière a des 
concentrations de 200 pM, pour des expositions de 5,30,45 et 90 minutes. 

Tempsa Fréquence de Fréquence de Temps Fréquence de Fréquence de 
(min.) mutation sans mutation avec (min.) mutation sans mutation avec 

p53b (~10'~) ~53' ( x 1 O-]) ~ 5 3  (X 1 o - ~ )  ~ 5 3  (~10")  
5 8,8 1 0,5 45 3 1,3 90,9 

"Pour une même durée de traitement, chaque ligne correspond à un traitement distinct de 
pYZ289 et la valeur de Fréquence a été obtenue à partir de deux ou trois électroporations. 

b17inscription sans p53 sigrufie que le traitement a eu lieu en absence de p53, donc que le vecteur 
pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur contrôle pECMrnutk. 

'l'inscription avec p53 signifie que le traitement a eu lieu en présence de p53, donc que le 
vecteur pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur d'expression de p53, soit pECM53k 



Tableau 3. Fréquences de mutation obtenues 
traitements au BM à 20 pM pour des durées de 45 

lors d'électroporations différentes pour des 
minutes, en absence de p53. 

Traitements distincts 
Fréquence de mutation 

d'élecîroporations différentes 
( IO->) 



Tableau 4. RFM pour les traitements au BM à des concentrations de 20 pM, pour différentes 
durées ainsi que la moyenne des EWM pour chaque traitement. 

Tern~s~  RFM~ Moyenne des Temps RFM Moyenne des . . 

(min.) - ~ 5 3 ~  / +p53d RFM' (min)  -p53 i +p53 RFM 
5 1 ?9 1,2 45 176 1,5 

'Pour une même durée de traitement, chaque ligne correspond a un traitement distinct de 
pYZ289 et la valeur de fréquence a été obtenue à partir de deux ou trois électroporations. 

% RFM est la diminution de la fréquence de mutation par p53, c'est-bdire les rapports des 
fréquences de mutation en absence et en présence de p53. 

'L'inscription -p53 signifie que le traitement a eu lieu en absence de p53, donc que le vecteur 
pYZ289 a Cté cotransfecté avec le vecteur contrde pECMmutk. 

d L'inscription +p53 signifie que le traitement a eu lieu en présence de p53, donc que le vecteur 
pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur d'expression de p53, soit pECMS3k. 

Ta moyenne des RFM a été calculée pour tous les traitements faits pour un même temps. 



Tableau 5. RFM pour les traitements au BM à des concentrations de 200 pM, pour différentes 
durées ainsi que la moyenne des RFM pour chaque traitement. 

Tempsa MMb Moyenne des Temps RFM Moyenne des 
(min.) 953' j ip53d RFMd (min.) -p53 i +p53 RFM 

5 190 45 093 1,4 

'Pour une même durée de traitement, chaque ligne correspond a un traitement distinct du vecteur 
pYZ289 et la valeur de fréquence a été obtenue à partir de deux ou trois électroporations. 

RMF est la diminution de la fréquence de mutation par p53, c'est-à-dire les rapports des 
fréquences de mutation en absence et en présence de p53. 

T'inscription -p53 signifie que le traitement a eu lieu en absence de p53, donc que le vecteur 
pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur contrôle pECMrnutk. 

d~'inscription +p53 signifie que le traitement a eu lieu en présence de p53, donc que le vecteur 
pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur d'expression de p53, soit pECM53k. 

%a moyenne des RFM a été calculée pour tous les traitements faits pour une même durée. 



3.1.3 Traitements aux rayons UVA 

Le traitement aux UVA a été mis au point au laboratoire par C. Courtemanche selon les 

méthodes décrites par Yagi et coll. (1994), Protic-Sabljic et Krearner (1985) et Ito et coll. (1993). 

L'ADN du vecteur navette pYZ289 était mis en présence de riboflavine et exposé aux W d'une 

longueur d'onde de 366 nm. La riboflavine photoexcitée va s'attaquer entre autres aux guanines 

de l'ADN pur provoquer des lésions 8-oxoG (Ito et coll., 1993). 

Les traitements ont été faits pour trois temps d'exposition différents. Plusieurs 

traitements identiques, de même durée, ont été répétés, et les résultats des fréquences de 

mutation obtenues sont des compilations de deux ou trois élecnoprations distinctes. Le tableau 

6 présente les fréquences de mutation obtenues en présence ou en absence de p53 pour des 

traitements aux W A  de 3, 20 ou 60 minutes. Cr tableau présente aussi les RFM ainsi que la 

moyenne des EWM, pour chaque groupe de traitements. 

D'après ces résultats, il est d'abord possible de constater que les fréquences de mutation 

sont de plus en plus importantes lorsqu'on augmente le temps d'exposition des échantillons. Il 

faut cependant spécifier qu'il y a des variations dans les fréquences de mutation pour des 

traitements tout à fait identiques. 

On observe aussi que dans la plupart des cas, la présence de p53 permet une diminution 

de la fréquence de mutation de façon plus ou moins importante. Pour ce qui est des RFM, il 

semble que pour les trois traitements différents, soit à 3, 20 et 60 minutes d'exposition aux UVA, 

il y aurait une influence de p53, la moyenne étant supérieure à 1. On pourrait même aller jusqu'à 

suggérer que cette infiuence serait plus importante à de courtes durées de traitement, 

comparativement à de plus longues durées. Il faut toutefois spécifier que l'écart entre les 

moyennes est très faible, donc pas nécessairement véritablement présent. 

Des analyses statistiques ont ici aussi été faites sur les résultats, après standardisation. 

Cette standardisation est la même que pour les traitements au BM (section 3.1.2). La méthode 



d'analyse a ici aussi été la GLM, sauf pour le traitement a 5 minutes où c'est la méthode de 

Kniskal-Wallis qui a été choisie, celle-ci étant utilisée pour détecter des différences plus faibles. 

Ici aussi, les écarts entre les fréquences de mutation avec et sans p53 sont significatives, soit avec 

des valeurs de p de 0,007 à 5 et 60 min. et de 0,004 à 20 min. 



Tableau 6. Fréquences de mutation des traitements aux W A  (366 nm) en présence de 
riboflavine, pour des expositions de 3, 20 ou 60 minutes, ainsi que les RFM et leurs moyennes, 
pour chaque traitement différent. 

Temps Fréquence de Fréquence de Moyenne des 
a mutation sans p53b mutation avec p53" -p53b / +p53' RFM" 

"Pour une même durée de traitement, chaque ligne correspond à un traitement distinct du vecteur 
pYZ289 et la valeur de la fréquence de mutation a été obtenue à partir de deux ou trois 

'~'inscri~tion sans p53 (ou 3353) signifie que le traitement a eu lieu en absence de p53, donc que 
le vecteur pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur contrôle pECMmutk. 

'L'inscription avec p53 (ou +p53) signifie que le traitement a eu lieu en présence de p53, donc 
que le vecteur pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur d'expression de p53, soit pECM53k. 

d ~ a  RFM est la diminution de la fréquence de mutation par p53, c'est-à-dire les rapports des 
fréquences de mutation en absence et en présence de p53. 

Ta moyenne des RFM a été calculée pour tous les traitements faits pour une même durée. 



3.1.4 Traitements au HzOz 

C'est C. Courtemanche qui a mis le traitement au Hz02 au point, au laboratoire, en 

s'inspirant de la méthode décrite par Moraes et coll. (1989). Le vecteur navette pYZ289 est ici 

mis en présence de H202 pour des durées de 3, 30 ou encore 60 minutes. Des traitements 

distincts, mais dans des conditions identiques ont été faits pour chaque durée. Les fréquences de 

mutation proviennent de deux à quatre électroporations additionnées. Dans le tableau 7 sont 

présentées les Fréquences de mutation obtenues après traitement au H202, pour des échantillons 

en absence ou en présence de p53. Les RFM ainsi que la moyenne de ces rapports y sont aussi 

retrouvées, pour chaque durée de traitement. 

Comme attendu, les Fréquences de mutation obtenues pour les traitements au H201 sont 

plus importantes pour de plus longues durées de traitement. On retrouve encore une fois des 

variations entre traitements identiques, pour ce qui est de la valeur des fréquences de mutation. 

En comparant les fréquences de mutation, il semble qu'il y ait toujours une diminution en 

présence de p53 par rapport à lorsqu'elle n'est pas présente. Les moyennes des rapports ont ici 

tendance à être supérieures à un, donc on observe une influence de p53 dans ces résultats. 

Les variations dans les fréquences de mutation ne sont cependant pas statistiquement 

significatives, selon des analyses faites sur les résultats standardisés, sauf pour les traitements de 

3 minutes. En effet, la valeur de p obtenue par le méthode Kniskal-Wallis a 3 min. est de 0,02, 

cette valeur est de 0,06 et de 0,12 à 30 et 60 min. respectivement (selon la méthode GLM). 



Tableau 7. Fréquences de mutation des traitements au HtOt a une concentration de 88 rnM 
pendant 3, 30 ou 60 minutes, ainsi que les RFM et l e m  moyennes, pour chaque traitement 
différent. 

Temps Fréquence de Fréquence de Moyenne des 
a mutation s e s  p53b mutation avec p53' -p53b / + ~ 5 3 ~  RFMf 

(min.) ( x ~ o " )  (xlo5) 
3 990 2 9  3 *7 2,l 

'Pour une même durée de traitement, chaque ligne conespond à un traitement distinct du vecteur 
pYZ289 et la valeur de la fréquence de mutation a été obtenue a partir de deux a quatre 
électroporations. 

bl'inscription sans p53 (ou -p53) signifie que le traitement a eu lieu en absence de p53, donc que 
le vecteur pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur contrôle pECMrnutk. 

'L'inscription avec p53 (ou +p53) signifie que le traitement a eu lieu en présence de p53, donc 
que le vecteur pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur d'expression de p53, soit pECM53k. 

k a  EWM est la diminution de la frequence de mutation par p53, c'est-à-dire les rapports des 
fréquences de mutation en absence et en présence de p53. 

%a moyenne des RFM entre les Fréquences de mutation a été calculée pour tous les traitements 
faits pour une même durée. 



3.1.5 Traitements au MMS 

Le traitement au MMS a été mis au point selon les méthodes décrites par Ogawa et coll. 

(1997) et Justus et nomas (1998), en testant différentes concentrations d'agent. Ainsi, des 

traitements de 2 p M  a 2 M ont été utilisés et deux ont été choisis pour avoir des fréquences de 

mutation plus élevées que le bruit de fond tout en permettant d'obtenir des quantites appréciables 

de colonies C'est ainsi que les concentrations de MMS ont été établies à 20 et 200 mM pour les 

fins de l'expérimentation. 

Les résultats des fréquences de mutation obtenues en absence et en présence de p53 ainsi 

que les RFM sont présentés au tableau 8. Les résultats pour un même traitement ont été obtenus 

de deux ou trois électroporations différentes, et il y a eu plusieurs répétitions de traitements 

(quatre ou cinq) faits dans les mêmes conditions. 

Il est d'abord possible d'observer qu'il y a ici aussi variation dans les fréquences de 

mutation, pour des traitements identiques, mais distincts. Cependant, il est tout de mème 

possible de constater la présence d'une diminution des fréquences de mutation en présence de 

p53, dans la majeure partie des traitements, étant donné que les valeurs de RFM sont superieures 

a un. 11 semble que les WU soient plus importantes a une forte concentration de MMS, soit a 

200 m M  car les analyses statistiques sur les résultats standardisés démontrent une influence 

significative de p53 pour les Fréquences de mutation des traitements à 200 rnM (p = 0,003), mais 

non a 20 mM (p = 0,s). 



Tableau 8. Fréquences de mutation des traitements au MMS à des concentrations de 20 et 200 
rnM, pour des durées de 30 minutes, ainsi que les RFM et leurs moyennes, pour chaque 
traitement différent. 

Concentrationa Fréquence de Fréquence de Moyenne des 
(mM) mutation sans p53b mutation avec p53' 9 ~ 3 ~  / +p53' RFM' 

(X 1 o - ~ )  (X 1 O-3, 

20 5 -5 2,4 2,3 1 3  

"ow une même durée de traitement, chaque ligne correspond à un traitement distinct du vecteur 
pYZ289 et la valeiir de la fréquence de mutation a été obtenue à partir de deux ou trois 
électroporations. 

%'inscription sans p53 (ou -p53) signifie que le traitement a eu lieu en absence de p53, donc que 
le vecteur pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur contrôle pECMmutk. 

'L'inscription avec p53 (ou ;p53) signifie que le traitement a eu lieu en présence de p53, donc 
que le vecteur pYZ289 a été cotransfecté avec le vecteur d'expression de p53, soit pECM53k. 

* ~ a  RMF est la diminution de la fréquence de mutation par p53. c'est-à-dire les rapports des 
fréquences de mutation en absence et en présence de p53. 

%a moyenne des RFM a été calculée pour tous les traitements faits pour une même durée. 



3.2 Discussion 

Avant de procéder aux expérimentations concernant l'influence de p53 sur la fréquence 

de mutation ponctuelle causée par divers agents, il était indispensable de vérifier les vecteurs qui 

devaient être utilisés. En fait, il ne s'agissait là que de confirmations du bon état des plasmides 

et de leur expression, étant d o ~ é  que ces vérifications avaient déjà été faites dans le laboratoire 

(Courtemanche et Anderson, 1 999). 

C'est tout d'abord pour observer la présence de p53 lors de la transfection du vecteur 

d'expression de la protéine, soit pECM53k, que des études de détection de p53 ont été faites. 

C'est par immunofluorescence que cette détection a été possible. En fait, c'est après 24 heures 

d'incubation, que l'immunofluorescence a été faite, et elle a pu démontrer la présence de la 

protéine p53 après la transfection des cellules (10)3 par pECM53k ainsi que par pCMV53k, mais 

non pour pECMmutk, le témoin négatif (figure 1). Le vecteur pECM53k est celui utilisé dans les 

expérimentations, ce qui confirme que p53 est bien synthktisée dans les cellules (10)3 

transfectées. pCMVS3k a ici servi de contrôle positif pour la détection étant donné que ce 

vecteur contient un fort promoteur, soit celui du cytomégalovinis. Enfin, le vecteur contrôle 

négatif, pECMmutk ne permet pas la synthèse de p53. Ces résultats étaient attendus, car la 

séquence codante de p53 à été délétée de ce vecteur. 

En plus de c o n f i e r  la présence de p53, il a aussi été possible de démontrer son activité. 

En effet, des résultats déj8 connus ont pu êne reproduits pou. observer l'activité de p53. Ce sont 

des traitements au BPDE, ou il y a diminution de la fréquence de mutation causée par cet agent 

en présence de p53, qui ont permis de confirmer que la protéine obtenue du vecteur pECM53k 

était fonctionnelle. Il a ainsi été possible d'observer une diminution de plus de la moitié des 

dommages provoqués par le BPDE, ion de l'ajout de p53. 

La méthode de triinsfection utilisée dans nos expérimentations a démontre une efficacité 

de 5 à 6 %. Ce rendement est appréciable, étant similaire a celui obtenu précédemment au 

laboratoire, avec cette méthode. 



Les résultats de l'influence de p53 sur les fréquences de mutation causées par différents 

agents, ont tous été comparés entre eux. Pour l'analyse, un résumé a été fait pour bien observer 

les différents résultats obtenus. Ainsi, les diminutions des fréquences de mutation pour les 

produits utilisés en mutagénèse sont présentées à la figure 4. 

Pour pouvoir bien analyser l'influence de p53 pour certaines mutations ponctuelles 

causées par différents agents: et p u r  proposer des hypothèses. il est indispensable de prendre en 

considération les résultats d'expérimentations antérieures du laboratoire. Ainsi. l'annexe A 

résume les résultats obtenus par Courtemanche et Anderson (1999). 

En fait, Chantal Courtemanche a teste quatre autres agents causant des mutations 

ponctuelles a l'ADN. II s'agit des UVC, de I'AFBI, du BPDE et du CPBA. La synthèse de ses 

résultats est que, premièrement, p53 ne permet pas de réduction de la fréquence de mutation 

causée par les UVC. Il y a cependant diminution des fréquences de mutation par p53 pour les 

lésions provoquées par les trois autres agents, mais avec certaines différences. En effet, cette 

diminution semble être dépendante de la concentration d'agent. Pour l'AR31 et le BPDE, la 

diminution de la Fréquence est plus irnporüinte à une fone concentration, tandis que pour le 

CPBA, c'est a faibles doses que l'influence de p53 est la plus importante. 

Pour ce qui est des résultats pour les traitements au BM, aux W A ,  au Ho: ainsi qu'au 

M M S  (figure 4) on peut les résumer ainsi. p53 peut diminuer de façon significative les 

Fréquences de mutation causées par le BM en présence de lumière à 20 pM pour des traitements 

de 30,45 et 90 minutes, ce qui n'est pas le cas à des concentrations de 200 ph4 de BM. Il y a 

aussi influence de p53 pour des expositions aux UVA de 3, 20 et 60 minutes en présence de 

riboflavine. Ce n'est cependant qu'à faible temps de mise en contact avec le Hz02, soit 3 

minutes, qu'on peut détecter une diminution significative de la fréquence de mutation causée par 

p53. Enfis une forte conceniration de MMS, soit 200 m .  cause des dommages qui peuvent être 

reconnus de façon importante par p53. 
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Figure 4. Diminution des fréquences de mutation par p53 pour les différents agents utilisés en 
mutagénèse, soit le BM en présence de lumière visible et d'oxygène (a), les rayons W A  en 
présence de riboflavine (a), le H202 (a) ainsi que le MMS (b), selon la concentration d'agent 
utilisée ou le temps du traitement. Les astérisques identifient les résultats significatifs, soit où la 
différence entre les fréquences de mutation avec et sans p53 est significative. Les valeurs de p 
pour les résultats significatifs sont les suivantes : MB 20 pM a 30 min. : 0,013, a 45 min. : 0,012 
et à 90 min. : 0,006; Hz02 à 5 min. : 0,02 ; UVA à 5 min. : 0,007, à 20 min. : 0,004 et à 60 min. : 
0,007 ; MMS a 200 mM : 0,003. 



De façon générde, pour tous les traitements de mutagénèse effectués, il est possible 

d'observer une plus grande quantité des dommages à des concentrations plus importantes d'agent 

ou à de plus longues durées d'exposition. Ces augmentations s'expliquent par le fait que plus un 

agent est en grande quantité, plus de molécules pourront s'attaquer à I'ADN et l'attaque sera 

d'autant plus dommageable si le temps d'exposition est augmenté. 

II y a aussi les variations dans les fréquences de mutation entre traitements identiques qui 

se doivent d'être expliquées. En fait, il semble que la concentration d'agent et le temps 

d'exposition ne soient pas les seuls facteurs ayant une influence sur les quantités de dommages 

causes lors du traitement. 11 faut aussi spécifier que les électroporations différentes pour un 

même traitement ne démontrent pas de variation importante (tableau 3). Ce n'est donc pas 

I'élec~oporation qui est responsable de ces variances dans les données. D'autres variables, hors 

de notre contrôle, doivent aussi jouer un rôle lors du processus de mutagénèse. 

11 faut ainsi analyser les résultats obtenus non pas en comparant les Fréquences elles- 

mêmes, mais plutôt en observant les variations de ces fréquences en absence venus en présence 

de p53. Pour cette raison, il est essentiel de standardiser les résultats obtenus avant de procéder a 

une analyse statistique. 

Lors de la mise au point du traitement au BM, les concentrations d'agent choisies ont été 

de 20 et 200 pM, ces demières nous permettant d'obtenir des fréquences de mutation plus 

importantes que le bruit de fond, soit la fréquence de mutation spontanée qui est de 1 x 10-3 chez 

pYZ289 (figure 2). Il a été remarqué qu'a des concentrations élevées, il était difficile d'obtenir 

des résultats valables, les comptes étant trop faibles. En fait, le BM en solution est un agent 

visqueux. À une forte concentration, il y a formation d'amas de BM, ceci ne permettant donc pas 

une répartition uniforme de l'agent dans la solution d'ADN. De plus, lors de l'extraction 

phénol/chloroforme, pour séparer le BM du vecteur navette, il y avait des pertes importantes 

d'ADN. Il était ainsi possible de supposer qu'une certaine quantité de plasmide restait 

emprisonnée dans les amas de BM. 



Étant donné qu'il était difficile de faire varier les quantités de BM utilisées pour le 

traitement, c'est le temps d'exposition qui a été sujet au changement (figure 3). Les traitements 

suivants ont donc été de 5 ,  30,45 et 90 minutes, ces durées ayant été sélectionnées de manière a 

avoir un bon éventail de fréquences de mutation. 

Les tableaux 1 et 2 présentent les résultats obtenus pour les traitements au BM. On y 

retrouve les fréquences de mutation en absence de p53 et en présence de ~ 5 3 ,  pour un même 

traitement. 

Dans la plupart des cas, il y a diminution de la fréquence de mutation en présence de p53, 

sauf pour quelques exceptions, qui sont principalement retrouvées dans le cas de traitements de 5 

minutes. Pour mieux comparer ces fréquences de mutation avec et sans p53, et ainsi pouvoir 

constater l'effet de p53 sur les dommages causés, des rapports ont été faits, soit les valeurs de 

WU. Les tableaux 4 et 5 portent sur les RFM obtenues. 

Premièrement, pour les traitements a 20 pM de BM, il semble y avoir un petit effet de 

p53. En effet, il est possible d'observer une petite diminution de la fréquence de mutation en 

présence de p53. D'après les études statistiques faites, ces variations sont significatives a 30, 45 

et 90 minutes. Cependant la variation n'est pas significative après 5 minutes de traitement. 

Évidemment, les variations significatives retrouvées ne sont pas énormes mais elles sont 

présentes et non-négligeables. Il s'agit en fait de diminutions des fréquences de mutation à peu 

près de moitié en présence de p53. On peut aussi remarquer que cette diminution a tendance à 

être plus importante a une plus forte concentration d'agent, mais cette tendance n'est cependant 

pas très évidente, selon les résultats obtenus. 

Pour les résultats à 200 pM de BM, les observations ne sont pas les mêmes. D'abord, 

dans ces traitements, les variations dans les répétitions de traitements identiques sont encore plus 

évidentes qu'à 20 W. De plus, les analyses statistiques ne permettent pas de dénoter une 

variation significative entre les traitements en présence et en absence de p53. A cette 



concentration, il est donc assez difficile de reproduire les résultats, et il semble que p53 n'a pas 

d'effet détectable sur les mutations. 

Donc, dans le cas d'ADN traité au BM, p53 peut reconnaître les dommages causés par 

l'agent à 20 p.M mais non à 200 pM, du moins, de façon observable dans nos conditions 

d'expérimentation. Le BM est un agent oxydant qui provoque des dommages oxydatifs sur 

l'ADN. dont le plus important est la 8sxoguanine (Schneider et coll., 1990). Ainsi, p53 pourrait 

reconnaître la base modifiée 8-oxoG et permettre sa réparation, mais pas de façon tres 

importante. De plus, cette recomaissance serait observable a une faible concentration de BM, 

mais non à une plus forte concentration. On pourrait essayer d'expliquer ces différences 

d'influence selon la concentration par une quantité de dommage très importante à 200 pM de 

BM. Ainsi, il est possible que les lésions retrouvées a une forte concentration soient très 

abondantes, permettant difficilement l'observation d'une action de p53 dans ces conditions, p53 

agissant sur ces dommages non pas de façon radical, mais plutôt faiblement. Ces quantités 

importantes de dommage pourraient mener à une incapacité de la cellule à la réparation 

(Aganval et coll., 1998). Même à 20 pM, la quantité de dommage est peut être déjà tres 

importante, ce qui pourrait expliquer la faible influence de p53. 

En ce qui concerne les traitements au BM, il a aussi été possible de vérifier, par 

séquençage, que les mutations retrouvées après traitement étaient bel et bien des mutations 

ponctuelles. De plus, l'analyse des mutants à permis d'appuyer l'hypothèse suggérant que les 

principaux dommages provoqués par le BM et la lumière résultaient principalement (70 % des 

mutations) en des tramversions de G vers T (Boiteux et Radicella, 1998). 

Pour les traitements aux rayons W A  en présence de riboflavine, trois conditions 

différentes ont été à l'étude, soit des durées d'exposition de 3, 20 et 60 minutes. Ces durées ont 

étk choisies parce qu'elles donnent des fréquences de mutation différentes et relativement 

importantes par rapport au bruit de fond. Le tableau 6 présente les résultats obtenus. 



Si on compare les fréquences de mutation qui ont été obtenues en absence de p53 lors du 

traitement, par rapport aux fréquences en présence de p53, on observe une diminution dans 

presque tous les cas. Les rapports entre les fréquences de mutation sont eux aussi assez indicatifs 

quant à l'influence de p53. Il est aisé de constater que p53 a bel et bien un effet sur les 

mutations, en provoquant une diminution de leur fréquence. Ces variations ne sont cependant 

pas énormes, mais il s'agit tout de même de diminutions de plus de la moitié pour des traitements 

de 3 minutes et ci7pnvi.ren de moitié pour des expositions de 20 et 60 minutes. 11 est donc évident 

que l'influence de p53 n'est pas à négliger. 

Avec les résultats obtenus, on pourrait se demander si l'influence de p53 serait plus 

importante à faible durée d'exposition aux W A  la moyenne des rapports de Fréquences de 

mutation étant légèrement plus grande à 3 qu'à 20 et 60 minutes, ces d e u  dernières itant les 

mêmes. 11 est dificile de tirer des conclusions a ce sujet étant donné que l'écart n'est pas très 

grand On ne peut donc pas affirmer que la diminution est vraiment plus grande a faible 

exposition, à partir des résultats présentés, mais tout ça reste quand mème une hypothèse 

envisageable. 

Enfin, les analyses statistiques viennent confirmer que l'influence de p53 dans le cas de 

traitements a u  W A  est significative. Les dommages causés par exposition aux UVA en 

présence de riboflavine sont principalement des dommages oqdatifs, dont le principal est la 8- 

oxoG (Ito et coll., 1993). On peut donc proposer que p53 reconnaît les dommages causés par des 

agents oxydants, permettant une diminution non négligeable de leur fréquence, dans un système 

comme le nôtre. 

Maintenant, pour les traitements au HzOz, ce sont les durées qui ont été variées, soit pour 

des mises en contact de l'ADN avec le Hz02 de 3, 30 ou encore 60 minutes. Les résultats 

obtenus sont présentés dans le tableau 7. 

Dans ces traitements, certains résultats présentent, entre eux, des variations 

particulièrement importantes. Il semble donc très difficile de reproduire les résultats dans ce cas- 



ci. Il faut évidemment considérer l'ensemble des données, plutôt que les résultats individuels, 

mais il faudra quand même souligner quelques fréquences de mutation qui semblent 

contradictoires. Tout d'abord, il est évident qu'il y a diminution de la fréquence de mutation 

pour des traitements au HD2 de 3 minutes. En effet, les traitements suivent une même tendance 

à savoir qu'il y aurait une influence de p53 dans ces conditions. Les rapports des fréquences le 

confirment d'ailleurs, sans compter que leur moyenne est assez importante. En général, il y 

aurait une diminution de 2 fois des fréquences de mutation en présence de p53, par rapport aux 

fréquences en absence de p53. 

Les résultats ne sont cependant pas aussi clairs pour des traitements au H202 de plus 

longue durée. En effet, pour ce qui est des mises en contact de 30 minutes, on observe qu'un 

seul traitement démontre une diminution de la fréquence de mutation par p53. Pour les autres 

résultats. il semble que la variation soit pratiquement inexistante. 11 est à remarquer que 1à où 

cette diminution est observable, la Fréquence de mutation est relativement plus faible que les 

autres. dans des conditions identiques. On peut ainsi se demander si cette variation est présente 

en raison de cette Wquence moins grande. 

Pour les résultats des traitements de 60 minutes, ils sont plutôt bizarres. C'est que la 

moitié d'entre eux démontre une bonne influence de p53 et l'autre moitié n'a pas cet effet positif 

de p53. 11 faut spécifier que les traitements au H202 d'une heure ttaient probablement très 

endommageables. En effet, dans ces conditions, les vecteurs étaient souvent très peu nombreux 

en état de se rendre jusqu'à la fin des étapes de ~ s f e c t i o n ,  d'extraction et d'électroporation. 

Ainsi, on peut supposer que les traitements de 30 et de 60 minutes endommageaient beaucoup 

l'ADN, voir mème trop dans certains cas. Peut-être que dans ces conditions p53 n'est pas apte a 

permettre la réparation des dommages, ceux-ci étant trop nombreux ou trop importants (Agamal 

et coll., 1998). Ceci pourrait expliquer les résultats obtenus ainsi que la difficulté d'avoir des 

comptes valables P une plus forte concentration. 

On peut donc résumer en supposant que p53 a un effet sur les mutations provoquées par 

la présence du H t 4 ,  mais ce, pour un temps de traitement relativement court. La diminution 



observée est assez importante dans ce cas. Il est cependant difficile de prévoir ce qui se passe à 

des expositions de l'agent mutagène de plus longue durée; où il ne semble pas y avoir d'effet 

important de p53. Le H20z cause lui aussi des lésions de type oxydatif sur l'ADN (Mello-Filho et 

Meneghni, 1991). Ainsi. ceci vient confirmer que p53 peut reconnaître ces mutations et ainsi en 

diminuer la fréquence, mais ce, dans certaines conditions seulement. Il faut aussi spécifier que 

les analyses statistiques démontrent que la variation des fréquences de mutation avec et sans p53 

est significative à 3 minutes, ce qui n'est pas le cas à 30 et 60 minutes. 

Le dernier agent à l'étude a été le MMS, dont les traitements ont été faits à 20 et 200 mM, 

étant donné que des concentrations plus élevées d'agent endommageaient I'ADN de façon trop 

importante, à en juger par les quantités de colonies obtenues à la toute fin des manipulations. 

Ainsi, des traitements distincts ont été répétés à 20 et 200 mM de M M S  et les résultats obtenus 

sont présentés au tableau 8. 

Ce qui est ici évident, c'est que p53 a un effet sur la fréquence de mutation provoquée par 

le MMS, particuliérernent à une forte concentration. En fait, à une faible concentration de MMS, 

on observe une petite influence de p53, dans la plupart des résultats, mais en considérant les 

valeurs dans leur ensemble, il semble que l'effet soit faible. La variation observée en présence 

de p53 n'est d'ailleurs pas significative, selon les analyses statistiques des résultats standardisés. 

Cependant' les valeurs obtenues à 200 mM montrent une influence certaine de p53 sur les 

mutations provoquées par le MMS à cette concentration, et les analyses statistiques le 

démontrent bien. En effet, les valeurs RFM sont toutes supérieures à I et la moyenne est assez 

importante, soit de 2,7. C'est en réalité la variation la plus impressionnante de toutes les 

fréquences de mutation obtenues parmi les traitements faits avec les quatre agents à l'étude. 

Le MMS est un agent alkylant qui va causer des méthylations sur I'ADN (Glaab et coll., 

1999). Ainsi il semble que les dommages retrouvés, soit le N7-meG, le N3-meA et le 06-meG, 

qui mènent à la formation de sites abasiques (Kamui et c d . ,  1980), soient reconnus par p53, qui 

poumi permettre leur réparation. 



En ce qui concerne la réparation de l'ADN, des études ont démontré l'importance de p53 

pour le fonctionnement de la NER (McKay et coll., 1999; Wani et coll., 1999). Les travaux sur 

la BER sont cependant moins nombreux et les connaissances plus restreintes. Toutefois, certains 

groupes de recherche suggèrent l'implication de p53 dans ce système (Jayaraman et coll., 1997; 

Gaiddon et coll., 1999; Offer et coll., 1999). 11 est connu que la BER est d'une grande 

importance pour la réparation des dommages causés par, entre autres, les agents alkylants et 

certains agents oxydants (Loeb et Preston, 1986; Seeberg et coll., 1995). Les résultats du 

laboratoire tendent à appuyer cette influence de p53 sur la BER. En effet, le MMS fait partie de 

ces agents, causant des méthylations sur l'ADN, et nous avons pu observer une diminution des 

mutations qu'il cause par p53. En supposant que c'est la BER qui est impliquée dans la 

réparation de ces lésions, on peut poser comme hypothèse l'implication de p53 dans ce système. 

Pour ce qui est des résultats avec les trois premiers agents, soit le BM, les W A  et le 

H202, ce qui est particulièrement frappant, c'est le faible effet de p53 sur les fréquences de 

mutation. Normalement, Les lésions causées Ion de ces traitements devraient être en partie ou en 

totalité reconnues par la BER, étant des dommages oxydatifs. Ainsi, on peut se questionner sur 

I'importance de la BER dans ce casîi, l'influence de p53 étant relativement faible. On peut 

donc se demander si la BER a la même efficacité pour la réparation de différents types de 

dommages. Peut-ètre que son effet est plus important dans le cas d'ADN méthylé que d'ADN 

oxydé. De plus, si on propose que p53 est impliqué dans la BER, on peut supposer qu'il est 

directement impliqué dans la reconnaissance des dommages. Ainsi, il est possible que 

l'efficacité de la BER dépende de p53. Ceci nous amène à envisager que la différence entre les 

diminutions des fréquences de mutation pour le BM, les W A  et le H202 par rapport au MMS 

pounait s'expliquer par l'activation plus ou moins importante de p53 par les dommages causés 

par ces agents. 

En fait, dans notre système, nous avons vérifier la présence de p53 dans les cellules (10)3 

après la transfectioa, mais nous ne connaissons pas son état. Généralement, dans une cellule 

normale, p53 est rapidement dégradée (Agarwal et coll., 1998). Lonqu'il y a présence de 

dommages a ['ADN, il doit y avoir stabilisation de p53, principalement par des modifications 



covalentes (Prives, 1998). Ces modifications empêcheront la dégradation de p53 par Mdm2 en 

diminuant leur interaction (Levine, 1997) et augmentera l'activité transcriptionnelle de p53 

(Prives, 1998). Ceci pourra permettre, entre autres, la réparation des dommages à l'ADN. Dans 

notre système, p53 n'est pas présent lors du traitement de mutagénèse, il est seulement mis en 

présence d'ADN endommagé par les agents utilisés. Il est connu que p53 peut reconnaître 

directement une lésion sur l'ADN, mais cette reconnaissance peut probablement varier selon le 

type de dommage présent (McKay et coll., 1999). Donc, p53 est peut-être induit de façon 

variable selon les lésions prémutationnelles présentes, ce qui influencerait l'action de la BER, 

donc l'eficacité de réparation. Ceci pourrait expliquer, du moins en partie, la faible influence de 

p53 pour les traitements au BM, aux W A  et au H20z, comparativement au MMS. 

Enfin, en mettant tous ces résultats ensemble, on peut en tirer quelques hypothèses (figure 

4). L'utilisation de trois agents oxydants, soit le BM, les U V A  et le Hr02, qui causent des lésions 

oydatives a l'ADN dont la principale est la 8-oxoG, nous permet de penser que p53 peut 

reconnaître ce type de dommage, mais de façon plus ou moins importante. Ces reconnaissances 

semblent dépendre de l'agent en question, mais aussi de la concentration utilisée pour Ir 

traitement. L'étude d'un agent alkylant, le MMS, laisse supposer que pS3 pourrait reco~aitre 

les dommages causés par ce type d'agent, du moins à une plus forte concentration, et ce, de faqon 

plus importante que dans le cas des dommages oxydatifs. 

Finalement, pour pouvoir tirer des hypothèses quant à quels types de dommages peuvent 

être reconnus par p53, il faut prendre en considération les résultats avec les nouveaux agents 

utilisés mais aussi ceux qui ont 6té à l'étude précédemment au laboratoire, soit les W C ,  I'AFB 1, 

le BPDE et le CPBA (Courtemanche et Anderson, 1999). 

On peut d'abord remarquer que Courtemanche et Anderson (1999) ont obtenu des RFM 

très impressionnantes, allant jusqu'à des valeurs de près de 5. 11 faut cependant spécifier qu'ils 

réussissaient a atteindre des fréquences de mutation causées par les agents beaucoup plus élevées 

que celles avec les nouveaux agents à l'étude. Ainsi, il est possible que ces différences 

dépendent directement des agents utilisés pour la mutagénèse, mais de petites variations 



techniques pourraient aussi être à l'origine de ces résultats. 11 semble que le première explication 

soit la plus probable, à en juger par les résultats reproduits lors du traitement au BPDE. 

L'hypothèse qui avait été formulée par Courtemanche et Anderson (1999) a partir des 

données déjà recueillies au laboratoire était que p53 pouvait entre autres reconnaître les 

dommages de type oxydatif. De plus, ils proposaient que les dommages causes par les W C ,  soit 

les liaisons entre les bases (dimères de pyrimidines) n'étaient pas reconnues par p53. Suite aux 

nouveaux résultats obtenus, l'hypothèse posée a été légèrement modifiée ou plutôt précisée. 

En effet, en analysant tous les résultats dans leur ensemble, il semble que p53 pourrait 

reco~aitre plus d'un type de dommage à l'ADN. Étant donné la diminution de Fréquence de 

mutation à une forte concentration de BPDE et d'AFB1, il semble que p53 pourrait reconnaître 

les adduits sur l'ADN provoques par ces agents. Une partie de cette diminution pourrait aussi 

être amibuable, en partie, à une certaine quantité de dommages oxydatifs causés par ces agents, 

mais on ne peut probablement pas considérer que cette diminution n'est que le risultat de la 

réparation de dommages oxydatifs. Les traitements au CPBA, au Hz02, au BM et aux W A  

viennent appuyer l'hypothèse que p53 reconnaîtrait, de façon plus ou moins impo~ante les 

lésions oxydatives (p~cul ierement  a une faible concentration de CPBA et de H202 et de façon 

moins prononcée à de faibles expositions d'UVA et à de fortes concentration de BM). De plus, 

p53 pourrait reconnaître les méthylations a l'ADN (forte concentration de MMS) mais non les 

dimères de pyrimidines (WC). 



CHAPITRE 4 

UTILISATION D'NHIBITEURS 

4.1 Résultats 

Certains agents utilisés en mutagénèse ont tté mis en présence d'inhibiteurs de dommages 

0-datifs. Les traitements avec le CPBA, le BM. le BPDE, le H202, les W A  et les W C  ont été 

faits dans les mêmes conditions décrites précédemment, pour traiter le vecteur navette pYZ289, 

mais en ajoutant des inhibiteurs dans les réactions, soit la catalase, le deffenoxamine mesylate. le 

DMSO, Ie mannitol ou la SOD. 

Les résultais obtenus dans ces différents traitements sont présentés au tableau 8. 

Certaines données proviennent de résultats non-publiis qui ont été obtenus au laboratoire (UVC 

par Christian Roberge et confimation du BPDE et CPBA; Hz02 et UVA par Chantal 

Courtemanche). Les détails des différentes conditions de traitement sont présentés dans le 

chapitre 3, soit dans la parbe Matériel et méthodes. Pour chaque agent, les différentes colonnes 

du tableau sont des résultats de traitements distincts, fait dans des conditions identiques. 

Pour chaque traitement, les fréquences de mutation du témoin ainsi que de chaque 

échantillon en présence d'inhibiteur sont domees, ainsi que le facteur d'inhibition (FI). Cette 

valeur est le rapport de la fréquence de mutation en absence d'inhibiteur sur celle en présence 

d'inhibiteur. Cette valeur a été obtenue en divisant la fréquence de mutation du témoin par celle 

de chacun des échantillons. Pour la plupart des traitements les expérimentations ont été faites 

plus d'une fois. Cependant, le nombre de répétitions est insuffisant pour procéder à des analyses 

statistiques. 



Les résultats suggèrent qu'il y aurait diminution de la fréquence de mutation dans certains 

traitements en présence de différents inhibiteurs, soit pour le CPBA, le BPDE, le H202 ainsi que 

les W A .  Les variations sont plus ou moins importantes, selon le cas. Pour le CPBA, il semble y 

avoir influence de la fréquence de mutation principalement en présence de catalase, mais aussi 

avec le mannitol. Les mutations causées par le BPDE diminuent lorsque le DMSO est ajouté à 

l'échantillon. Il semble que cette diminution pourrait aussi être possible dans le cas du 

defferioxaminr mesylate, du mannitol et de la SOD. Pour les traitements au H202 ainsi qu'aux 

W A ,  tous les inhibiteurs ont permis une diminution de la Fréquence de mutation, mais de façon 

plus faible dans le cas du mannitol. Cependant, pour d'autres agents, tel le BM et les UVC, il ne 

semble pas y avoir de diminution des mutations en présence d'inhibiteurs de dommages 

o.qdatifs. 



Tableau 1. Fréquences de mutation obtenues après traitement par différentes agents, en présence 
d'inhibiteurs de dommages oxydatifs ainsi que les R. Le vecteur pYZ289 a été traité soit au 
CPBA(a), au BM(b), au BPDE(c), au H202(d), aux W A ( e )  ou aux W C ( f )  en présence, sauf 
dans le cas des témoins, soit de catalase, de defferioxamine rnesylate, de DMSO, de mannitol ou 
de SOD. 

~nh i  b i teurb Fréquence de mutationc ~ l ? '  
(X 1 o - ~ )  

Témoin 
Catalase 

Def Mesylate 
DMSO 

Mannitol 
SOD 

Fréquence de Fréquence de Frkquence de 
Inhibiteur mutation FI mutation FI mutation FI 

(X I oJ) (X 1 o - ~ )  (X 10") 
Témoin 7 3  1 ,O i3,8 2 ,O 25.6 1 ,O 
Catalase 13,2 0,6 11,6 1.3 
Def. Mesyl. 5,3 1-5 9 ,5 1,6 
DMSO 7-9 1 ,O 15,6 1 ,O 

Mannitol 1 2,7 L I  14,3 1.1 
SOD 13,O L I  13,7 1,l 

C) BPDE 

Fréquence de Fréquence de Fréquence de 



Inhibiteur Fréquence de mutation FI Fréquence de mutation FI 
( x ~ o - ~ )  ( x ~ o - ~ )  

Témoin 21,3 1 ,O 26,3 1 ,O 
Catalase 1s 1 J,7 1 ,Z 21,9 

Def. Mesylate 1,9 11,2 1,7 1 5 5  
DMSO 4,5 4 7  1.5 173 

Mannitol 3,7 1 0,9 2 ,il 
SOD 1 9 15,2 5.5 4.8 

e)  UVA 

Idubi teur Fréquence de mutation FI 
(X 10'~) 

Témoin 1 O0 1 ,O 
Catalase 11.8 8,5 

Def. Mesylate 7,6 13,2 
DMSO 29,4 3.4 

Mannitol 90,9 1 , 1  
SOD 47,6 2,l 

1nh bit eur Fréquence de mutation FI Fréquence de mutation FI 
( ~ 1 0 ' ~ )  ( x ~ o - ~ )  

Témoin 4 7  1 ,O 4 5  1 ,O 
CataIase 7,1 077 49 0,9 

Def. Mesylate 5,3 0,9 2,8 1,6 
DMSO 5 ,6 0 3  

Mannitol 4 3  1 ,O 2,l 2,1 
SOD 3,4 124 3,s 1,2 

'Les traitements sont décrits a la section Matériel et méthodes (chapitre 2). 

?,es inhibiteurs ont été utilisés à des concentrations de 0,O 1 giml pour la catalase, de 50 pgml 
p u r  la superoxyde dismutase, à 0,l m M  pour le defferioxarnine mesylate, à 4% de DMSO ou 0,2 
M de mannitol. 

'Chaque colonne de fréquence de mutation pour un même agent est un traitement distinct. 

k a  valeur du FI a été calculée en comparant la fréquence de mutation sans inhibiteur a celle avec 
inhibiteur. 



4.2 Discussion 

L'utilisation d'inhibiteurs dans les traitements par le CPBA, le BM, le BPDE, le H20z, les 

W A  et les W C  avait pour objectif d'observer les variations des fréquences de mutation en 

présence de différents agents connus pour inhiber la formation de dommages oxydatifs. 11 

s'agissait ainsi de confirmer que certains agents utilisés pour la mutagénèse causaient bel et bien 

des dommages oxydatifs. En testant différents inhibiteurs, on pouvait aussi avoir une idée de la 

façon ou par quel intermédiaire les dommages oxydatifs étaient causés. dans ces traitements en 

particulier. 

Pour bien analyser les résultats, il faut savoir quels types de dommages sont reconnus 

pour ètre causés par les différents agents mutagènes et sur quoi les inhibiteurs de dommages 

o ~ d a t i  fs agissent, pour exercer leur inhibition. 

En se référant au chapitre 1, il est possible de résumer les dommages causés par les agents 

utilisés. Pour ce qui est du CPBA. c'est un agent oaxydant, donc il causera des lésions oxydatives 

sur l'ADN (Jacobsen et Hurnayun, 1986). Ces dommages sont de nombreux types différents, 

mais le plus abondant est la 8-oxoG. Le BM en présence de lumière visible cause lui aussi des 

lésions oxydatives, principalement la 8-oxoG (Schneider et coll., 1990). Ces dommages sont 

causes par l'intermédiaire de l'oxygène singulet, qui réagit directement avec l'ADN (Wiseman et 

Halliwell, 1996). Pour sa part, le BPDE peut causer lui aussi des dommages oxydatifs mais 

surtout des adduits sur l'ADN (Friedberg et coll., 1995). Le H2O2 va genérer le radical OH1 et 

c'est ce dernier qui réagira directement avec l'ADN (Moraes et coll., 1989) provoquant des 

dommages oxydatifs dont la base modifiée 8-oxoG (Mello-Filho et Meneghini, 1991). Enfin, en 

ce qui concerne les W, les dommages causés dépendent de leur longueur d'onde. Les W A  

peuvent générer des intermédiaires oxydatifs dans les cellules (Tyne 11, 1 996) et ainsi provoquer 

des lésions de type oxydatif La présence de riboflavine photoexcitée est aussi une autre cause de 

la présence de ses Iésions. En effet, cette dernière pourra s'attaquer à l'ADN pour provoquer la 

8-oxoG ou encore générer des ROS (ho et coll., 1993). Pour leur part, les W C  créeront 

principalement des photoproduits sur l'ADN (Bohr et coll., 1985; Madhani et coll., 1986). 



Au niveau des inhibiteurs, l'action de la plupart de ces agents n'est que partiellement 

élucidée. En fait, voici les grandes lignes de leur réaction. La catalase peut réduire la quantité de 

radicaux HOe en agissant directement au niveau du H202 (Friedberg, 1995). Pour ce qui est du 

defferioxamine mesylate, i l  va réagir avec l'anion O<, formant des composés plus stables 

(Davies et coll., 1987). Le DMSO est wi puissant suppresseur du radical HOe (Moraes et coll., 

1989). Le mannitol va inhiber, lui aussi, l'action de radicaux libres, principalement du radical 

HO* (Desesso et coll.. 1994). Enfin, la SOD va catalyser la suppression de l'anion O:-, réduisant 

la formation du HO' (McCord et Fridovich, 1969). Évidemment, les inhibiteun ont des spectres 

d'action plus ou moins larges, selon le cas. En fait, il n'existe pas d'inhibiteur ultime, donc qui 

pourrait inhiber toute formation de dommages oxydatifs. 

Voici maintenant l'analyse individuelle des effets des diffkrents inhibiteurs sur I r s  

fréquences de mutation causées par les agents utilisés en mutagénèse. 

Pour ce qui est du CPBA, il semble y avoir eu diminution de la fréquence de mutation par 

la catalase et le mannitol. Les détails de la production des dommages oxydatifs par le CPBA ne 

sont pas vraiment connus. Cependant, il semble que le H20Z soit impliqué dans la réaction. étant 

donné une possibilité d'action pour la catalase. D'autres composés sont siirement aussi 

responsables des dommages causés, à en juger par l'influence. toutefois moins considérable du 

mannitol. 

Il faut d'ailleurs spécifier que des que le H202 est impliqué dans la formation des 

mutations, d'autres radicaw en découlent. En effet, si le H201 est présent, il pourra être reconnu 

par la catalase jusqu'a un certain niveau. Cependant, lorsque la catalase n'est pas présente ou 

l'est en faible quantité seulement, le H:02 générera d'autres radicaw oxydatifs, qui pourront à 

leur tour en générer d'autres. Ces différents composés pourront être reconnus ou non par certains 

inhibiteurs spécifiques. 

Pour ce qui est du BM, on ne peut observer de diminution des mutations par les 

inhibiteurs. Il était prévisible que ces inhibiteurs n'auraient pas d'effet étant donné qu'aucun 



d'eux n'agit plus particulièrement sur l'oxygène singulet, ce dernier étant l'intermédiaire par 

lequel le BM cause des lésions a l'ADN. Ainsi, aucun inhibiteur utilisé n'a une spécificité pour 

cette espèce réactive dérivée de l'oxygène. 

En ce qui concerne les traitements au BPDE, en considérant les trois expériences, il est 

difficile de voir un effet important des inhibiteurs. II semble toutefois y avoir influence du 

DMSO. En ne tenant compte que de la première section de résultats, on pourrait se demander si 

le defferioxamine mesylate, le mannitol et la SOD auraient aussi une influence. Ces résultats 

n'ont par contre pas pu être confirmés. 

Les adduits sur l'ADN causes par le BPDE sont des types de lésions qui n'ont pas pu être 

évitées par les inhibiteurs de dommages o-datifs. Cependant, les lésions oydatives que cet 

agent est aussi reconnu pour provoquer ont pu être légèrement diminuées par certains inhibiteurs, 

du moins selon les résultats. De plus, il est possible de supposer que le radical HO' est entre 

autres impliqué dans cette mutagénèse compte tenu de l'action de la part du DMSO ainsi que 

possiblement du mannitol et de la SOD. 

Pour ce qui est du H20z, on observe des variations importantes des fréquences de 

mutation par les inhibiteurs. En effet, tous les agents permettent une diminution particulièrement 

grande pour la catalase, le defferioxamine rnesylate, le DMSO et la SOD, mais aussi une 

variation plus faible dans le cas du mannitol. Les valeurs de FI sont très grandes en présence de 

la catalase, cette dernière agissant directement sur le H202. Les autres inhibiteurs agissent 

probablement plus spécifiquement sur le radical HO' généré par le H202, ce qui explique les 

variations tout de même impressionnantes. Pour ce qui est du mannitol, il semble avoir une 

action moins importante que les autres, du moins dans ces conditions. II est certain que les 

inhibiteurs les uns par rapport aux autres peuvent avoir des actions de différentes efficacités, sur 

différents composés. De plus, il existe siirement une variété de facteurs qui peuvent jouer sur 

cette efficacité. 



Pour ce qui se rapporte aux WA, les résultats obtenus sont, pour plusieurs raisons, assez 

comparables à ceux pour le Hz02. En effet, ce sont ici aussi tous les agents qui permettent une 

diminution de la fréquence de mutation, mais de façon moindre dans le cas du mannitol. Selon 

les résultats, il semble que différents inhibiteurs peuvent agir sur les composés qui seraient 

générés par exposition aux W A  en présence de riboflavine. Ainsi, en plus de la présence de 

riboflavine photoexcitée, il doit y avoir formation d'espèces réactives dérivées de l'oxygène qui 

peüvcnt et;;: inhibecs pm soit !a c-blase, !e defferioxarnine rnesylate, le DMSO. la SOD et de 

façon moins importante le mannitol. 

Enfin, le dernier agent, les W C ,  donne des résultats négatifs quant à la diminution de la 

fréquence de mutation par les inhibiteurs de dommages oydatifs. 11 fallait évidemment 

s'attendre à ce genre de résultats étant donné que l'exposition aux W C  mène principalement à 

la formation de dimères de pyrimidines. Ainsi, les inhibiteurs ne peuvent pas exercer leur action 

dans ce type de traitement, étant donné les Iésions qui en découlent. 

Pour résumer, les inhibiteun de dommages oxydatifs ont pu permettre une diminution de 

fréquences de mutation causées par le CPBA, le BPDE, le H201 et les W A .  Ces agents 

provoquent des Iésions oxydatives en passant par des intermédiaires qui sont reconnus par Irs 

inhibiteurs, ou peuvent être eux-mêmes reconnus par certains de ces inhibiteurs. Pour d'autres 

agents, soit le BM et ies W C ,  une telle réduction des lésions n'a pu étre décelée. Il est toutefois 

assez aisé d'expliquer et de comprendre ces différents résultats. 

il serait sans aucun doute avantageux d'avoir un plus grand nombre de données pour un 

même traitement, car il est parfois subjectif d'évaluer des résultats qui sont plus ou moins 

codïmés. Il serait évidemment possible de tester d'autres types d'inhibiteurs de dommages 

oxydatifs, comme par exemple la vitamine C, la vitamine E, les caroténoïdes et  la peroxydase, ou 

encore d'utiliser des combinaisons de différents inhibiteurs. Ceci permettrait peut-être 

d'observer d'autres diminutions dans les fréquences de mutation ou encore des diminutions plus 

importantes, par exemple dans le cas de combinaisons. 



Ce qui serait intéressant de faire dans la poursuite de ces expérimentations serait de 

sélectionner les cas où il y a une diminution importante de la Fréquence de mutation par la 

présence d'un inhibiteur, lors de traitement par un agent particulier. Il s'agirait ensuite de refaire 

les mêmes traitements, avec inhibiteun toujours, mais d'y ajouter p53. Ainsi, la transfection de 

pYZ289 se ferait soit avec le vecteur d'expression de p53, pECM53k, ou encore avec le vecteur 

contrôle pECMmutk. C'est en comparant ces valeun qu'on pounait voir si p53 a encore un effet 

sur !ei mutations, en prenant en considération que l'inhibiteur réduit les quantités de dommages 

oxydatifs. 11 serait ainsi possible de poser des hypothèses quant à quels types de dommage 

seraient ou non reconnus par p53. 



CHAPITRE 5 

Les études portant sur p53 ont pris énormément d'ampleur ces dernières années. En fait, 

l'importance de cette protéine en cancérogénèse n'est plus à démontrer. Son implication dans 

plus de la moitié des cancers humains en a fait un suppresseur de tumeur des plus importants. 

Depuis que Lane (1992) a attribue le titre de ((gardien du génome)) à p53. et même avant. 

beaucoup de laboratoires ont porté un intérêt particulier à cette protéine. Certains groupes de 

recherche ont contribué aux comaissances sur le rôle de p55 dans la réparation des dommages à 

l'ADN. Dans le cas de son influence sur les mutations p 

et les travaux publiés sont plutôt contradictoires. 

C'est sur cet aspect de p53 que s'intéresse notre 

~nctuelles, peu de choses sont connues 

aboratoire, soit sur l'influence de p53 

sur la fréquence des mutations ponctuelles provoquées par divers agents. Suite aux études dijà 

faites au laboratoire, qui utilisaient les UVC, le CPBA, le BPDE et I'AFBI, d'autres agents ont 

été choisis pour les travaux qui sont présentés dans ce mémoire, soit Ir BM en présence de 

lumière et d'oxygène, les W A  avec riboflavine, le H202 ainsi que le MMS. 

La méthode utilisée dans cette étude a été mis au point précédemment par Courtemanche 

et Anderson (1999) et elle est basée sur l'utilisation d'un vecteur navette, pYZ289 (Yagi et coll., 

1994) contenant le gène cible pour la rnutagénese supF, les origines de réplication nécessaires 

pour se répliquer chez les cellules de rongeurs et chez les bactéries ainsi qu'un gène de résistance 

à l'ampicilline. 



Ce vecteur était soumis a différents traitements in vitro par des agents mutagènes, pour 

ensuite être cotransfecté dans des cellules de mammifëres soit avec un vecteur d'expression de 

p53, pECM53k, ou avec un vecteur contrôle n'exprimant pas p53, pECbhutk. La lignée 

cellulaire utilisée, des fibroblastes embryonnaires de souris (10)3, est dérivée de la lignée 

embryonnaire de souris BALBk et ne possède pas p53 en raison d'une mctation non-sens au 

codon 173 apparue spontanément (Harvey et Levine, 1991). Dans ces cellules, les lésions 

pr&mt&on-nel!e+ sont converties en mutations. Par la suite, les vecteurs répliqués sont 

récupérés, purifiés et électroporés dans des bactéries E.coli MBM7070 (Seidman et coll., 19851, 

ces dernières ayant une mutation amber dans leur gène ZucZ. 11 est ainsi possible d'identifier les 

mutants, de les analyser et d'observer si la protéine de p53 influence la fréquence de mutation. 

Les études de rnutagénèse faites précédemment par Courtemanche et Anderson ( 1999) 

impliquaient quatre agents, soit trois agents chimiques, 17AFB I ,  le BPDE et le CPBA ainsi qu'un 

physique, les W C .  Les résultats obtenus ont démontré que p53 pouvait diminuer les fréquences 

de mutation causées par l'AFB 1, le BPDE et le CPBA, de façon dépendante de la concentration 

de l'agent. En effet, cette diminution était plus importante à une plus forte concentration 

d'AFB1 et de BPDE, et à plus faible de CPBA. Cependant, la fréquence des mutations causées 

par les W C  ne semblait pas être affectée par p53. Ce dernier résultat appuyant les études 

dolshizah et coll. ( 1996) faites avec un système semblable au n6tre. 

Suite à ces résultats. des hypothèses ont été posées. En fait, étant donné que p53 induisait 

une réponse pour une partie des lésions causées par I'AFB 1, le BPDE et le CPBA et que ces trois 

agents avaient pour point commun de causer des lésions oxydatives, il a été proposé que p53 

pourrait entre autres reconnaître les dommages oxydatifs sur l'ADN. De plus, il semblait que les 

liaisons entre les bases, causées ici par les W C ,  ne pouvaient pas être reconnues par p53. 

C'en suite à ces propositions qu'ont été choisis les nouveaux agents à l'étude, qui font 

l'objet de ce mémoire. Trois agents causant des lésions oxydatives ont été sélectionnés, soit le 

BM, les W A  et le Hz02. Un quatrième agent, le MMS, a aussi été testé, pour avoir un plus 

grand éventail de produits. 



Il y a eu vérification de la présence de p53 dans le système ainsi que de son activité. En 

fait, étant donné que la méthode utilisée est basée sur la présence de la protéine p53, provenant 

de son vecteur d'expression, il était nécessaire de faire ces vérifications. C'est par 

immunofluorescence qu'il a été possible de démontrer clairement la présence de p53 B partir du 

vecteur pECM53k ûansfecté dans les cellules (10)3. Par la suite, des expérimentations 

antérieures répétées, telle le traitement au BPDE, ont démontré la présence d'une protéine p53 

acîiw hix m ü c  systéme. 

Le chapitre 3 présente les traitements de rnutagénèse faits par la suite qui ont démontré 

que p53 pouvait diminuer légèrement les dommages causés par le BM, probablement de façon 

plus importante a plus longue durée d'exposition. Cette diminution des fréquences de mutation 

itait aussi observable dans le cas des traitements aux UVA et au H2O2, mais cene fois-ci de façon 

plus évidente à une faible concentration. Enfin, les dommages provoqués par le MMS pouvaient 

aussi étre reconnus par p53, mais de f a ~ o n  beaucoup plus importante que pour les trois autres 

agents, et ce à une plus forte concentration de MMS. 

Pour concilier ces résultats avec ceux obtenus par Courtemanche et Anderson ( 1999)' il 

faut légèrement modifier l'hypothèse de départ. On pourrait ainsi proposer, après analyse de 

toutes les données disponibles que dans le cas des mutations ponctuelles, p53 pourrait 

reconnaitre les gros adduits sur l'ADN, comme ceux causés par I'AFBI et le BPDE, qu'il 

pourrait aussi recomaitre les dommages oxydatifs, mais de façon variable, selon l'agent gui les 

cause et sa concentration (CPBA, BM, WA, Hz02), que les méthylations p u a i e n t  aussi itre 

reconnues (MMS) mais que les photoproduits sur l'ADN (WC) ne provoqueraient pas de 

réponse par p53. 

Ce qui est padculièrement intéressant c'est que les différents agents utilisés causent des 

lésions qui devraient être reconnues par le système de réparation par excision de bases (BER). 

En effet, ce mécanisme est connu pour corriger l'alkylation et l'oxydation de l'ADN. Le MMS 

méthylant l'ADN, le BM, les W A  et le Hz02 oxydant l'ADN, ces dommages devraient être 

reconnus par la BER. Peu de choses sont connues sur la BER, comparativement au système de 



réparation par excision de nucléotides W R ) ,  beaucoup plus étudié. Étant donné que p53 

diminue de façon importante la Fréquence de mutation causée par le MMS, on peut donc appuyer 

les tnvaux de l'équipe de Prives qui proposent que p53 soit impliqué dans la BER (Jayaraman et 

coli., 1997; Gaiddon et coll., 1999) ainsi que ceux de Offer et coll. (1999). 

L'effet plutôt faible de p53 dans le cas des dommages causés par le BM. les W A  et le 

H202, comparativement aux résultats obtenus avec le MMS nous amène à s'interroger sur 

l'activation de p53. En réalité, dans notre système, nous savons que p53 est synthétisée. mais on 

ne peut rien affirmer sur son état, à savoir si elle peut être stabilisée et activée en réponse aux 

dommages présents. En fait, dans une cellule normale, p53 est rapidement dégradée. C'est en 

réponse à un stress que la protéine est stabilisée, par diminution de sa dégradation et activée, par 

augmentation de son affinité de liaison a une séquence spécifique d'ADN. Dans notre système, 

la stabilisation a été vérifiée par western, par Chantal Courtemanche, ce qui n'a pas permis de 

démontrer une très grande stabilité de la protéine. D'autres expérimentations sont envisagées 

pour permettre une certaine stabilisation de p53 dans le système et ainsi pouvoir comparer les 

résultats avec ceux obtenus précédemment. Il est possible que les différents agents utilisés aient 

des conséquences différentes sur l'induction de p53, ce qui expliquerait son influence variable. 

Dans le chapitre 4, des inhibiteurs de dommages oxydatifs ont été ajoutés a u  différents 

traitements, soit la catalase, le defferioxamine mesylate, le DMSO, le mannitol et la SOD. Cette 

section, un peu en annexe du projet principal avait pris naissance suite à l'hypothèse voulant que 

les lésions oxydatives pourraient, entre autres, être celles reconnues par p53 (Counemanche et 

Anderson, 1999). En utilisant des inhibiteun de ROS, il était possible de confirmer la formation 

ou non de dommages oxydatifs, selon le FI observable. En fait, plus la valeur du n est 

importante, plus grande est la quantité de dommages oxydatifs supprimer par l'inhibiteur. Les 

résultats présentés dans ce mémoire permettent d'observer l'effet des inhibiteurs dans les 

différents traitements. À partir de ces résultats, il serait très aisé de choisir quelques inhibiteurs 

qui agissent de façon évidente pour réduire les fréquences de mutation provoquées par un agent 

oxydant en particulier. Par la suite, en ajoutant p53 dans ces traitements, on pourrait observer si 

I'intluence de p53 est encore possible ou non. Ainsi, une bonne partie des dommages oxydatifs 



étant éliminés par la présence d'inhibiteurs lors du traitement, si c'est bien ce type de dommage 

qui est reconnu par p53, son influence ne sera plus observable, ou du moins beaucoup plus 

négligeable. 

Avec les résultats disponibles sur les inhibiteun, il est possible de vérifier l'importance 

des dommages oxydatifs par rapport a u  adduits causés par traitement au BPDE. En effet, il 

semble que !es rdduits soient p!u~ importants, ce qui viendrait appuyer l'hypothèse déjà posée 

voulant que la diminution de fréquence de mutation par p53 pour ce traitement serait 

principalement due a la reconnaissance des adduits de BPDE. 

Evidemment, plusieurs possibilités seraient envisageables pour la poursuite du projet. En 

effet, i l  reste beaucoup de travail a faire pour mieux appuyer les hypothèses posées ainsi que pour 

approfondir les résultats déjà obtenus. En fait, il faudrait tout d'abord analyser les mutants 

obtenus pour les divers traitements, par séquençage, pour premièrement démontrer qu'il s'agit de 

mutations ponctuelles, ce qui devrait être le cas vu le système utilisé. mais surtout pour dtfinir 

les mutations retrouvées. On pourrait aussi utiliser d'autres agents pour la mutagénèse, pour 

venir appuyer nos hypothèses à savoir quels dommages sont reconnus on non par p53. 

Un autre objectif du laboratoire est d'améliorer le système a l'étude, qui n'est 

évidemment pas parfait. Premièrement, nous utilisons un vecteur navette traité et transfecte dans 

des cellules de mammifëres, et nous observons la réparation dépendante de p53 des mutations 

présentes sur ce vecteur. Nous ne savons cependant pas si cet ADN exogéne est soumis au même 

type de surveillance que l'ADN endogène. 11 serait ainsi intéressant d'utiliser un gène endogène, 

tel hprt, afin de comparer les résultats obtenus. Une autre possibilité d'étude serait d'utiliser des 

cellules de souris p53-négatives ou p53-positives, pour observer l'intiuence de p53. En fait, en 

utilisant un vecteur d'expression de p53, il est certain que le niveau de protéine p53 dans la 

cellule est de beaucoup supérieur au taux physiologique normal dans une cellule soumise à un 

stress. Ainsi, une expression endogène de p53 permettrait d'obtenir des conditions plus nomales 

physiologiquement. II y a aussi l'activation de p53 qui attire particulièrement l'attention. En 

effet, on ne connaît pas l'état de p53 dans notre système à savoir si la protéine est stabilisée et 



activée par la présence de dommages. Seule son influence sur la Fréquence de mutation nous 

donne des indices sur son induction, qui semble d'ailleurs varier selon les traitements. 11 est donc 

envisagé de vérifier la stabilité de p53 dans les cellules, par exemple en les traitant préalablement 

avec soit des agents chimiques ou physiques pour, d'une cemine façon, enclencher le système 

d'induction de p53, ceci pour ensuite observer si p53 est maintenue plus longtemps dans la 

cellule et si son influence reste la même dans la reconnaissance des dommages causés par Les 

traitements aux agents dejà utilisés. Il y a aussi la méthode d'extraction qui pourrait être changée 

(annexe B). Quelques demières mises au point permettraient probablement de diminuer de 

beaucoup la durée des manipulations d'extraction, permettant d'obtenir des résultats dans un 

court laps de temps, ce qui ne pourrait être qu'un avantage pour le projet. 

En conclusion, le travail présenté dans ce mémoire représente une contribution pour 

définir l'infiuence de p53 sur les mutations ponctuelles. Les hypothèses ddja posées par le 

laboratoire ont pu être précisées et de nouvelles voies d'étude ont pu &ne envisagées. 11 reste 

évidemment encore beaucoup de ~ava i l  à faire pour bien comprendre le rôle de p53 dans la 

réparation des dommages a l'ADN, mais il faut aussi se rappeler que chaque élément nouveau 

dans les connaissances sur pS3 nous permet de démystifier un peu plus cette protéine qui attire 

tant d'attention et qui est appelée le "gardien du génome". 
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ANNEXE A 

1 

O ' 

O 20 40 60 80 100 
Fréquence de mutation (XI 0-3) 

La réduction de la fréquence de mutation dépendante de p53 en fonction de la fréquence de 
colonies blanches obtenues. pYZ289 a été traité avec différentes concentrations de quatre 
agents mutagènes et conansfecté dans des cellules (10)3 avec pECMmutk ou pECM53k. La 
réduction de la fréquence de mutation dépendante de p53 est la fréquence de colonies 
blanches en absence de p53 (pECMmutk) divisée par celle en présence de p53 (pECM55k). 
La fréquence de mutation en abscisse de la figure est celle en absence de p53 (Courtemanche 
et Anderson 1999). 



ANNEXE B 

ESSAIS POüR üTlLISATION 
WUNE NOUVELLE MÉTHODE D'EXTRACTION 

La méthode d'extraction utilisée au laboratoire pour extraire et isoler les plasmides 

pYZ289 des cellules de souris (Hirt, 1967) est un procédé simple mais comportant plusieurs 

erapes éiaborias, donc e t t t  plüt6: de !ong~e durée. En fait, il  faut près de trois jours. seulement 

pour obtenir le vecteur purifié. 

C'est pour cette raison que des études ont été faites pour mettre au point une nouvelle 

méthode d'extraction alternative, qui pourrait ètre de plus courte durée. Cette diminution du 

temps pourrait permettre l'obtention d'une plus grande quantité de résultats et donc une plus 

grande efficacité de travail. 

C'est Chantal Courtemanche qui a mis sur pied un protocole, basé sur l'utilisation du kit 

d'extraction "Qkprep spin Miniprep" de QTAGEN et cornplementé avec la méthode déjà 

existante. Le protocole a été mis au point à partir de différents tests, pour déterminer. entre 

autres, la quantité de substrat a utiliser par colonne, l'imponance et la durée des periodes 

d'incubation ainsi que la température, les conditions de précipitation les plus efficaces, les 

volumes d'élution ainsi que le volume idéal pour reprendre les culots. Ces tests ont été faits en 

utilisant le vecteur navette pYZ289 non traité. Les détails de ce protocole sont présentés à la 

page suivante. 



Extraction d'ADN plasmidique de cellules de mammiferes 
avec le "QIAprep Spin Miniprep Kit" de QIAGEN modifié 

Laver les cellules deux fois avec 10 ml de tampon phosphate salin (PBS 1X composé de 

NaCl, de KCl, de Na2HP04 et de KH2POr) à température de la pièce. Bien aspirer tout le 

PBS. 

Mettre 250 pi de tampon P i  (avec ie itYàjz ajoutée) dans !c p&i. Dko!ler !es cd!u!er avec 

un grattoir Costar et mettre dans un tube Eppendorf 1,5 ml. 

Ajouter 250 pi de tampon P2. Mélanger par inversion 4-6 fois. Incuber à la température de 

la pièce, pendant 5 minutes. 

Ajouter 350 pl de tampon N3. Mélanger par inversion 4-6 fois. Incuber dans la glace, 

pendant 5 minutes. 

Centrifuger pendant 15 minutes. 

Mettre une colonne dans un tube de 2 ml. Mettre le surnageant sur la colonne. Centrifuger 

pendant une minute et jeter le liquide. 

Mettre 500 pl de tampon PB sur la colonne. Centrifuger pendant une minute et jeter le 

surnageant. 

Mettre 700 pi de tampon PE (avec ETOH ajouté) sur la colonne. Centrifuger pendant une 

minute et jeter le surnageant. 

Centrifuger pendant une minute pour enlever le surplus de tampon PE. Mettre la colonne sur 

un tube Eppendorf 1 3  ml sans bouchon. 

10. Mettre 200 pi de tampon EB (pré-incubé à 37OC) sur la colonne. Incuber à 37*C, pendant 10 

minutes. 

1 1 .  Centrifuger pendant une minute. Remettre l'élut sur la colonne et incuber à 37OC, pendant 5 

minutes. 

12. Centrifuger pendant une minute. Garder l'élut. 

13. Ajouter 20 pl de tampon 4 de "New England Biolabs" (NEB) et 2 pl de Dpnl (WB; à 20000 

Uiml). Incuber à 37OC, pendant une heure. 

14. Ajouter 142 pl de NaCl 5M et 590 pl d'éthanol à 95%. Laisser précipiter à 4OC pendant au 

moins une heure. 



15. Centrifuger pendant 15 minutes et disposer du surnageant. 

16. Laver le culot avec 470 pl d'éthanol B 70%. Centrifuger pendant 10 minutes et jeter le 

surnageant. 

17. Sécher le culot au Speedvac. 

18. Reprendre le culot dans 10 pl de H20. 

Lcs txnpons Pl,  P-, N3, P9, PF et EB sont ceux de QWGEN h o u  protocole de QIAGEN pou. plus 

d' mformations). 



Cependant, lorsque j'ai utilisé ce nouveau protocole, dans le cours normal de mes 

expérimentations, il s'avérait qu'il n'était pas tout à fait au point. En fait, lorsque la méthode 

était utilisée pour extraire des plasmides traités au BM, les quantités de colonies retrouvées sur 

pétris à la toute fin de l'expérimentation étaient trop faibles pour donner un compte valable. Le 

fait de traiter l'ADN du vecteur diminue déjà de beaucoup la quantité d'ADN plasmidique 

obtenue après extraction et il semblait que cette nouvelle méthode provoquait de trop grandes 

pertes, comparativement à celle utilisée précédemment. 

Aprés avoir appliqué le protocole a quelques reprises, en prenant beaucoup de précautions 

lors des manipulations, mais sans succès, il fallait essayer certaines variantes aux conditions du 

protocole et trouver ou, durant l'emaction, l'ADN était perdu. 

Les premiers essais visaient à augmenter le nombre de colonies, mais sans changer le 

protocole déjà établi. C'est ainsi que différentes quantités de milieu, obtenu après 

électroporation et incubation, ont été déposées sur *tris. Les nombres de colonies Ctaient 

toujoun insufisants. D'autres tests ont été faits en centrifugeant le milieu après incubation, pour 

le reprendre dans un volume plus petit et par la suite l'itendre sur pétris. Mème en étalant toutes 

les bactéries obtenues, le nombre de colonies n'était, dans la plupart des cas, pas suffisant pour 

donner des résultats significatifs. Par la suite, ce sont les quantités d'ADN plasmidique utilisées 

pour l'électroporation qui ont été changées. Même augmenter la quantité d'ADN a cette étape ne 

donnait pas les résultats attendus. 11 était cependant possible de remarquer qu'en optimisant les 

conditions, les nombres de colonies obtenues pour les traitements au BM les plus faibles, soit à 

des concentrations de 20 pM pendant 5 ou 30 minutes, étaient quand même appréciables, mais le 

rendement n'était toujours pas assez Unportant pour les traitements plus agressifs. 

il y avait donc une perte importante d'ADN, a une ou plusieurs étapes durant l'extraction. 

Ainsi, de petits échantillons de solution ont été gardés, tout au long de L'exécution du protocole, 

pour ensuite vérifier la présence ou non d'ADN. il a été possible de constater, en mettant les 

échaatillons sur gel, que la perte d'ADN se faisait majoritairement, et ce de façon t rès évidente, 

lors de la précipitation, à l'étape 14 du protocole. Ainsi, les conditions de précipitation qui 



avaient été choisies ne donnaient pas un rendement assez bon, du moins dans le cas d'extraction 

du vecteur traité. II faudrait donc jouer sur les agents utilisés pour la précipitation, pour ainsi 

déteminer des conditions permettant une plus grande efficacité. 

Il est évident que mettre un protocole au point peut demander beaucoup de patience, mais 

surtout de temps. Exécuter différents tests pourrait s'avérer être très avantageux a long terme, 

parce que la mise au point du protocole pourrait permettre de diminuer de façon non négligeable 

les durées d'expérimentation. II faudrait ajuster les conditions de précipitation pour pouvoir 

éventuellement utiliser cette nouvelle méthode d'extraction, ce qui sera éventuellement un atout 

important au sein du projet. 




