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Résumé

Ce travail de mémoire a été réalisé par Carole La Madeleine au département de
radiobiologie et médecine nucléaire. Il a pour titre : Utilisation de I’essai cométe et du
biomarqueur y-H2AX pour détecter les dommages induits 2 ’ADN cellulaire par le
S-bromodéoxyuridine post-irradiation.

Ce mémoire est présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé de
I’Université de Sherbrooke en vue de I’obtention du grade de maitre és sciences (M.Sc.)
en radiobiologie (2009). Un jury a révisé les informations contenues dans ce mémoire. 11
était composé de professeurs de la Faculté de médecine th des sciences de la santé soit :
Darel Hunting PhD, directeur de recherche (département de médecine nucléaire et
radiobiologie), Léon Sanche PhD, directeur de recherche (département de médecine
nucléaire et radiobiologie), Richard Wagner PhD, membre du programme (département
de médecine nucléaire et radiobiologie) et Guylain Boissonneault PhD, membre extérieur
au programme (département de biochimie).

Le 5-bromodéoxyuridine (BrdU), un analogue halogéné de la thymidine reconnu
depuis les années 60 comme étant un excellent radiosensibilisateur. L’hypothése la plus
répandue au sujet de I’effet radiosensibilisant du BrdU est qu’il augmente le nombre de
cassures simple et double brin lorsqu’il est incorporé dans I’ADN de la cellule et expoéé
aux radiations ionisantes. Toutefois, de nouvelles recherches semblent remettre en
question les observations précédentes. Ces derniéres études ont confirmé que le BrdU est
un bon radiosensibilisateur, car il augmente les dommages radio-induits dans I’ADN.

Mais, c’est en étant incorporé dans une région simple brin que le BrdU radiosensibilise

Carole La Madeleine



I’ADN. Ces recherches ont également révélé pour la premiére fois un nouveau type de
dommages produits lors de l’irradiation de I’ADN contenant du BrdU : les dimeres
interbrins. Le but de ces travaux de recherche est de déterminer si la présence de
bromodéoxyuridine dans I’ADN augmente 1’induction de bris simple et / ou double brin
chez les cellules irradiées en utilisant de nouvelles techniques plus sensibles et
spécifiques que celles utilisées auparavant. Pour ce faire, les essais cometes et la
détection des foci H2AX phosphorylée pourraient permettre d’établir les effets engendrés
par le BrdU au niveau cellpléire. Notre hypothése (basée sur des résultats préliminaires
effectués dans notre laboratoire) est que I’irradiation de I’ADN cellulaire en présence de
BrdU augmentera le nombre de bris simple brin sans toutefois augmenter le nombre de
bris double brin. Les résultats présentés dans ce mémoire semblent corroborer cette
hypothése. Les nouvelles méthodes d’analyse, soient 1’essai cométe et la détection des
foci y-H2AX remettent en question ce qui a été dit sur le BrdU au sujet de I’induction des
cassures double brin depuis plusieurs années.

L’ensemble de ces nouveaux résultats effectué a 1’aide de cellules ayant
incorporées du BrdU sont en corrélation avec de précédents résultats obtenus dans notre
laboratoire sur des oligonucléotides bromés. Ils réaffirment que I’irradiation combinée aﬁ
BrdU augmente ’induction de bris simple brin mais pas de bris double brin.
L’investigation approfondie des mécanismes d’action non élucidés du BrdU au niveau
cellulaire et son utilisation a des moments stratégiques pendant le traitement de
radiothérapie pourraient accroitre son efficacité a des fins d’utilisation clinique.

Mots clés : 5-bromodéoxyuridine, diméres interbrins, dommage a I’ADN, essai

cométe, H2AX, radiosensibilisateur, radiothérapie
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Introduction

I. Introduction

L.1. La radiothérapie

La radiothérapie est aujourd’hui le traitement le plus répandu pour traiter le
cancer. Au cours de I’évolution de leur maladie, environ 50 % des personnes atteintes du
cancer vont recevoir de la radiothérapie (TANEJA et al., 2004; HOLLER et al., 2009).
Cette thérapie est utilisée pour réduire le volume d’une tumeur avant une chirurgie ou
comme traitement curatif. Ce type de traitements consiste a détruire les cellules
cancéreuses en bloquant leur capacité de se multiplier, car les cellules saines ont un
systéme de réparation plus fonctionnel que les cellules tumorales. Ce sont des le'sions
générées dans la cellule et plus particuliérement au niveau de I’ADN qui ménent & la mort
cellulaire. C’est au Canada, au début des années 50, que le premier appareil au Cobalt 60
pour le traitement des malades atteints du cancer a été congu et mis au point.

Aujourd’hui, les rayonnements ionisants proviennent plutot des accélérateurs linéaires.

I.2. Les dommages et conséquences du rayonnement ionisant sur ’ADN

I.2.1. Rayonnement ionisant et effets sur la matiére

Le rayonnement gamma est constitué d’ondes électromagnétiques qui se
propagent dans la matiére en y déposant de I’énergie tout au long de leur trajet. Ce type
de rayonnement a la propriété de créer des ions et des radicaux libres réactifs. En
traversant les tissus sains ou cancéreux, le rayonnement gamma endommage I’ADN

cellulaire par plusieurs phénoménes physiques et chimiques. L’atteinte de I’ADN

Carole La Madeleine 1



Introduction

provoquera la formation de radicaux instables. Ces derniers seront responsables de
lésions soit :

1. des dommages aux bases : simples, multiples et interbrins;

2. des dommages aux sucres : cassures simple brin, cassures double brin et

de modifications au désoxyribose.

Ces phénoménes découlent du transfert d’énergie du photon a la matiére. Ils sont
plus précisément définis par la notion de TEL (quantité d’énergie déposée par unité de
longueur de trajectoire). Comme 1’efficacité biologique relative (EBR) est reli¢e au TEL,
on peut caractériser le pouvoir d’agression biologique des différents types de radiation.
Lorsque le rayonnement gamma dépose son €nergie, il y a formation d’ionisation dans la
matiére. Dans le cas d’un TEL faible, les grappes d’ionisation seront dispersées. 11 y aura
également présence de radicaux trés réactifs au sein de la matiére tout en présentant une
EBR importante. Le rayonnement gamma induit 1’ionisation et I’excitation de 1’eau ainsi
que des molécules d’intérét biologique. Son pouvoir de pénétration dans la matiére est
également élevé. Le cobalt ® émet deux photons d’une énergie de 1,17 et 1,33 MeV

(HALL, 2000).

1.2.2. Effets des radiations ionisantes sur ’ ADN

Deux types d’effets sont produits lors de I’interaction des rayons ionisants avec
I’ADN : P’effet direct et I’effet indirect (figure 1). L’effet direct résulte d’une interaction
directe de la molécule d’ADN avec les photons et les électrons produits par le

rayonnement. Dans le cas de I’effet indirect, I’interaction se produit entre les espéces

Carole La Madeleine | 2



Introduction

réactives (provenant de la radiolyse de 1’eau) et I’ADN. Au niveau cellulaire, c’est I’effet
indirect qui prédomine lors du rayonnement gamma et serait de I’ordre de 50 a 70%
(VON SONNTAG, 2005). Ces différentes interactions avec I’ADN auront pour effét
d’induire plusieurs types de lésions pouvant étre fatales pour une cellule (GULSTON et
al., 2004). De tous les dommages, ce sont les I€sions cluster, comme les bris double brin
qui sont les plus néfastes. Difficilement réparables par les différents mécanismes de
réparation cellulaire, les cassures double brin peuvent entrainer de I’instabilité génétique,
des mutations de géne prédisposant la cellule a une transformation néoplasique ou
éventuellement la mort cellulaire (MADIGAN et al., 2002). Les radiations ionisantes,
entre autres rayon-X, rayon-y, exposent ’ADN a la formation de cassures double brin,
mais ce genre de lésions peut également étre d’origine physiologique comme pendant la
méiose, la réplication et la recombinaison V(D)J. Ce mécanisme de réparation assure
I’évolution d’un systéme immunitaire diversifié fonctionnel par le réarrangement
somatique des génes entrainant par le fait méme la formation de cassures de l’ADN (DE

VILLARTAY, 1999).
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Figure 1: Représentation schématique des effets directs et indirects.

Effets principaux d’interaction causés suite a une irradiation ionisante sur I’ADN.

1.2.3. Signalisation cellulaire en réponse aux radiations ionisantes

La protéine ATM (ataxia telangiectasia mutated) est impliquée dans la
signalisation des lésions double brin de I’ADN, engendrées entre autre par les radiations
ionisantes (STIFF et al., 2004). Cette protéine fait partiec de la famille des
phosphoinositols 3-kinases (Phosphatidyl Inositol 3-Kinase-like Kinases) impliqué dans
de nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération, la différentiation, le trafic
intracellulaire et le maintient de I’intégrité du génome (KHANNA et al., 2001). ATM est
la principale protéine qui enclenche une cascade de signalisation en réponse aux cassures
double brin de I’ADN. Lors de la formation d’un bris, le changement de structure de la
chromatine induirait la mobilisation d’ATM au site endommagé (REDON ef al., 2002)

par I'intermédiaire d’un complexe de protéines appelé MRN (figure 2). Lorsqu’une
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cassure survient, ce complexe composé de trois protéines (Mrell/Rad50/Nbsl) est

recruté au site d’ADN endommagé et recrute a son tour la protéine ATM.

a
RADs0 : NBS1 MRN complex
MRE11
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- Inactive ATM dimer

; -

p Active ATM
&‘ e monomer
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l

c o \®

TH2A%
|ERRREREREEEI JERNERNERNRRRERRNRNRRERED
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d ©
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R \BED)
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Figure 2: Voie de signalisation d’ATM (MRN).

Suite au dommage, plusieurs protéines interagissent afin de pouvoir réparer I’ADN.
Provient de Hu Yang et al., 2006.

Normalement présent dans la cellule sous forme de dimére inactif, I’interaction
d’ATM avec Nbsl entraine une auto phosphorylation au niveau de la sérine 1981
(BARTEK et al., 2004). Cette dédimérisation active la protéine ATM qui phosphoryle
ensuite une série de protéines (H2AX, Nbsl, 53BP1, Brcal, Chk2 et SMCI). Elle
intervient en différents points du cycle cellulaire pour bloquer le cycle avant la réplication

ou la mitose d’une cellule dont le patrimoine génétique est altéré (BAKKENIST et
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KASTAN, 2003). L’arrét du cycle attribue a la cellule le temps nécessaire pour effectuer
la réparation de son ADN. ATM joue un réle important dans la réponse cellulaire pour
prévenir le cancer. Mais lorsque les dommages s’averent trop importants, la signalisation
se ferait plutot vers la voie p53 afin de faire entrer la cellule en apoptose (MCKINNON,
2004). Les lignées cellules déficientes en ATM, appelées cellules AT, démontrent un
effet d’hypersensibilité aux radiations ionisantes mais pas aux rayonnements UV ou aux
agents qui bloquent la réplication. Les cellules AT omettent I’arrét du cycle cellulaire aux

points de contréle : G1-S, intra-S et G2-M (figure 3).

DsBe

LR -]

Figure 3: Représentation schématique de I’interaction de la protéine ATM.

ATM (supporté par d’autres protéines) contréle le cycle cellulaire, la réparation de
I’ADN ou la mort cellulaire suite a un dommage. Provient de van Gent et al., 2001.

Deux autres protéines ATR et DNA-PKcs font partie de la méme famille avec une

activité protéine kinase. Elles régulent la réparation de ’ADN a la fois de fagon
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indépendante et conjointe. Comme décrite précédemment, ATM joue un réle en réponse
a un stress environnemental ou radiolytique comme les radiations ionisantes. ATR
(Ataxia-Telangiectasia Related) répond aux dommages causés par un stress réplicatif
induit par les rayons UV (ABRAHAM, 2001). Mais comme les adduits occasionnés par
les UV peuvent conduire a la formation de bris double brin lors du la réplication, ATR
joue aussi un role de soutien (backup) face aux bris double brin induites par les radiations
ionisantes. DNA-PKcs est une protéine engagée dans la voie NHEJ pour la réparation des
bris double brin. Cette protéine forme avec 1’hétérodimére Ku70/Ku80 un complexe
trimérique nommé holoenzyme DNA-PK qui permet la reconnaissance des cassures
double brin (ROGAKOU et al., 1999). La protéine DNA-PKcs posséde une activité
kinase. Elle participe a la phosphorylation de plusieurs protéines (artémise, XRCC1)

essentielles au bon déroulement du processus de NHEJ (LEVY et al., 2006).

L.2.4. Réparation des dommages a ’ADN

Toutes les molécules d’une cellule peuvent étre altérées par les radiations.
Cependant, c’est la molécule d’ADN qui est la cible biologique la plus critique.
L’altération de sa structure peut mener & des conséquences biologiques a court terme
(mortalité cellulaire) et a long terme (mutation et cancer) (OLIVE, 1998;
HOEIJMAKERS, 2001). Ce sont les radicaux instables formés lors de la radiolyse de

I’eau ou lors de I’ionisation de ’ADN qui sont responsables de 1ésions (tableau 1).
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Tableau 1: Comparaison du nombre et du type de lésions produites dans I’ ADN.

Les lésions peuvent étre générées de fagon spontanée ou induites par le rayonnement
ionisant. Provient de Gérard et Schlumberger, 2007.

Dommage ADN Lésions spontanées Lésions
/cellule/j radio-induites /Gy

Cassure simplebrin ~~ 10000-55000 1000
‘Pertedebase ™ 12600 @ Nonévaluée
Dommagedebase = 3200 2000

Cassuredoublebrin 8 40

pont ADN/ADN 8 30

pont ADN-proteine ‘quelques 150

sites multilésés N 2ualos g

Non évalué quelques

e AN

Cependant, la cellule peut faire appel a différents mécanismes de réparation dont
certains sont assez complexes et impliquent plusieurs protéines et une multitude d’étapes.
Plusieurs voies de réparation dépendent de la sorte de dommage généré et de I’endroit du
cycle cellulaire au moment de la formation du dommage. Les lésions les plus redoutables
sont les sites multilésés constitués de cassures double brin (EOT-HOULLIER et al.,
2005). Ces lésions sont au cceur des effets les plus délétéres pour I’ADN. Ces dommages
peuvent étre réparés par I'une ou I’autre des deux voies de réparation suivante, soit la
recombinaison homologue (HR) ou la recombinaison non homologue (NHEJ) (figure 4)
(KRUGER et al., 2004). HR utilise un segment homologue a la région endommagée
(comme les chromatides sceurs) pour réparer le dommage. Il n’y aura pas de perte de
séquence. NHEJ permet la religation des 2 brins d’ADN endommagés méme s’il y a trés
peu de similitude entres elles. Cependant, il en résulte une délétion ou insertion a
I’endroit du dommage, ce qui peut donner des réarrangements chromosomiques. Ce

mécanisme est moins précis car il y a une perte de séquence. Les 2 voies de réparation
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seraient utilisées a certains moments du cycle cellulaire. NHEJ est utilisé lorsque la
cellule est en G1 et qu’une seule copie du géne est disponible. Alors que HR est
employée lorsque I’ADN répliqué peut fournir une 2° copie de la séquence, soit en G2.

Les deux voies peuvent également coopérer ensemble pour augmenter I’efficacité de la

réparation (ROTHKAMM et al., 2003).

DSB DSB
End binding
Mre11 Ku70-Kug0
5?8250 Resection P A:?::M
: i)
APA Liad 00 @ riso
oSt it 0 NI Fed
e Ligation __Resection
Strand S N
; ! Lig4
l invasion Lif1 m 1

DNA synthesis
Ligation

Joint molecule
resolvation

[ERRUUIEER R X —

Figure 4: Réparation des dommages double brin.

La voie a représente la recombinaison homologue (HR) et la voie b représente la
recombinaison non homologue (NHEJ). Provient de van Attikum et Gasser, 2005.
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L.3. Utilisation de radiosensibilisateur en radiothérapie

1.3.1. 5-Bromodéoxyuridine

La dose de radiothérapie pouvant étre donnée a un patient est limitée a cause des
effets secondaires qu’une forte dose peut occasionner. L’utilisation de la radiothérapie
combinée a certaines drogues sélectives permettrait d’augmenter D’effet 1étal des
radiations envers les cellules tumorales. Le radiosensibilisateur étudié dans notre
laboratoire est le 5-bromo-2’-désoxyuridine (BrdU). Le 5-bromo-2’-désoxyuridine
(figure S) est un nucléoside analogue de la thymidine. Son atome de brome a une taille
comparable au groupement méthyle de la thymidine qu’il remplace. Le BrdU peut-étre
incorporé lors de la réplication de I’ADN et a peu d’effet sur la structure tertiaire de cette
derniére. Le BrdU fait donc partie des rares drogues pouvant s’incorporer dans I’ADN
(HALL, 2000). C’est au début des années 1960 que les propriétés radiosensibilisatrices
du BrdU furent découvertes. Une équipe de recherche (DEWEY et HUMPHREY, 1965)
a démontré en 1965 la relation entre une augmentation du nombre d’aberrations

chromosomiques et la quantité de BrdU incorporée aux cellules.
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Figure 5: Structure chimique de la molécule 5-Bromodéoxyuridine (BrdU).

Remplacement du groupement méthyle par une molécule de brome. La thymidine kinase
ajoute des groupements phosphates afin de permettre 1’incorporation de la molécule BrdU
a ’ADN par les ADN polymérases. Tiré de www.sigmaaldrich.com

1.3.2. BrdU et mécanismes d’action

Les mécanismes de radiosensibilisation (figure 6) du BrdU ne sont pas encore
complétement élucidés (WANG ef al., 2006). Cependant, le bromouracile aurait une plus
grande facilité que la thymine a réagir a la suite de la capture d’un électron aqueux (effet
indirect) (ZIMBRICK et al., 1969a, b). C’est également I'effet indirect qui serait
responsable des cassures simple brin engendrées par le BrdU (NABBEN ez al., 1982). Ce
dernier, pouvant réagir avec les électrons aqueux générés par radiolyse de I’eau, passerait
par un anion transitoire (intermédiaire anionique), s’ensuivrait du départ de Br et il y
aurait par la suite création d’une molécule d’uracile radicalaire réactive. Ce radical
uracilyl trés réactif peut arracher un hydrogene sur le sucre proximal de la base en 5’et

produire des bris simple brin a I’ADN (LIMOLI et WARD, 1994).
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La formation de cassures double brin passerait plutét par I’interaction d’un

électron secondaire qui frapperait directement I’ADN. Trois réactions peuvent se produire
soit (1) Br + dUrd" qui représente la réaction la plus observé, (2) Br® + dUrd et (3) Br® +
dUrd". U® et Br" sont deux radicaux réactifs. U* va attaquer un brin de I’ADN et Br® (trés

réactif) va attaquer 1’autre brin ce qui peut conduire a la formation de cassures double

brin de I’ADN (CECCHINI et al., 2004).

effet indirect
effet direct

e,,+OH +H + H,0,
Br~ + dUrd’ \

Br' + dUrd™ U' + Br”

Br® + dUrd’ \/e

o

7\

BrdU

Figure 6: Réactions engendrées suite a I’irradiation d’une molécule bromée.

Pouvant conduire a une cassure simple brin de I’ADN (effet indirect) ou a une cassure
double brin de I’ADN (effet direct).
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1.3.3. BrdU et cellules

Le BrdU est incorporé a I’ADN pendant la phase S du cycle cellulaire par I’ADN
polymérase (phase pendant laquelle la sensibilité des cellules tumorales aux radiations
est accrue) ou lors de la réparation. Cependant, le BrdU doit d’abord étre phosphorylé par
I’enzyme thymidine kinase (ACKLAND et al., 1988) afin de pouvoir faire partie de
I’ADN (figure 7). Ce nucléoside ne semble pas ou trés peu reconnu par la cellule comme

étant exogene ou altéré (BERRY ef al., 1999).

PPi

.5 | ‘;‘1 'UE‘M fA

= BrdU P

Figure 7: Phosphorylation du BrdU par la thymidine kinase et incorporation au brin
d’ADN par I’ADN polymérase.

En générale, les cellules cancéreuses se répliquent plus rapidement que les
cellules dites normales. L’incorporation du BrdU pourrait donc y étre supérieure. On peut
remplacer jusqu’a 50% des thymidines par le BrdU (HAKALA, 1959). Dans les années

90, plusieurs études ont été faites sur la radiosensibilisation des cellules par le BrdU. Il a
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été démontré que le pourcentage de substitution de thymidine par le BrdU corrélait avec
le degré de radiosensibilisation. L’incorporation du BrdU réduit de fagon significative la
valeur de Do (correspondant a la dose 1étale moyenne, pouvant réduire de 37 pourcent le
nombre de cellules vivantes dans la partie exponentielle d’une courbe de survie) ét
I’épaulement Dq (section de la courbe sous laquelle, il y a peu ou pas de mortalité

cellulaire) d’une courbe de survie (LING et WARD, 1990).

I1.3.4. Remise en question des effets des radiations sur un ADN bromé

11 est reconnu depuis longtemps que la présence de BrdU dans un ADN cellulaire
engendre des cassures simple et double brin lorsque soumis aux radiations ionisantes
(WEBB et al., 1993). Mais de nouvelles études ont également révélé que 1’augmentation
des dommages radio-induits serait plutét dépendante de la structure de I’ADN et aussi des
conditions d’irradiation. Les effets radiosensibilisants du BrdU seraient plutt limités aﬁx
régions simple brin (CECCHINI et al., 2004), ce qui laisse croire que le BrdU serait
efficace comme radiosensibilisateur seulement pour certaines régions comme les bulles
de transcription, les fourches de réplication, les sites de mésappariement et les boucles
des télomeres. Cette premiere étude a démontré que le BrdU augmente la présence de
dommages causés par I’irradiation gamma, comparativement 3 un ADN non bromé.
Toutefois, c’est ’ADN simple brin qui démontrerait le plus de dommages alors qu’un
ADN parfaitement hybridé ne serait pas radiosensibilisé.

Un autre type de dommages causé par la présence de BrdU a également été
observé pour la premiére fois: la formation de diméres interbrins (CECCHINI et al.,

2005) induits par des rayons ionisants dans un ADN bromé. Ce genre de dommages est
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reconnu comme étant trés toxique pour la cellule en division (MOGI et OH, 2006). La
toxicité serait causée par deux mécanismes, premicrement la formation de dimeéres
empécherait la séparation des brins inhibant la transcription et la réplication.
Deuxiémement, les mécanismes de réparation des diméres sont complexes et conduiraient
a la génération de mutations et de réarrangements chromosomaux (PLOOY et al., 198S;
GUNTHER et al., 1995; ZHENG et al., 2003). Cette formation de diméres interbrins

serait exclusivement produite dans les régions simple brin.

L.4. Essai cométe

La technique d’électrophorése sur microgel a été développée par Ostling‘ ét
Johanson en 1984 (OSTLING et JOHANSON, 1984) et permet de mesurer des bris
causant la relaxation de I’ADN superenroulé. Cette technique consiste a enrober dans de
’agarose, a bas point de gélification, des cellules irradiées et de les déposer sur une lame
de verre pour microscopie. Lés lames sont ensuite immergées dans une solution neutre
contenant du détergent ainsi qu’un haut taux de sels afin de lyser la membrane plasmique
des cellules. L’application d’un faible voltage électrique permet la migration de ’ADN
du noyau vers 1’anode. Aprés coloration de I’ADN a I’aide de colorant de I’ADN, on peut
observer la migration plus prononcée d’un ADN ayant subit des dommages
comparativement a un ADN intacte. La région de la téte représente I’ADN intacte qui est
resté a I’'intérieur du noyau et la queue représente I’ADN fragmenté qui a migré hors du
noyau. La différence de migration peut-étre quantifiée et permet de mesurer les
dommages induits dans une cellule au moment du traitement. Par la suite, en 1990, le

terme essai cométe a été attribué a cette technique car 1’aspect des cellules observées au
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microscope présentait 1’allure d’une comeéte, comprenant au centre ’ADN a haut poids
moléculaire et une queue contenant I’ADN fragmenté. Depuis, plusieurs variables ont été
exploitées afin d’accroitre la sensibilité et la spécificité de la technique.

L’utilisation de cette méthode permet la détection des dommages dans I’ADN de
maniére sensible et permet également de mesurer la réparation. Cette technique est de
plus en plus employée pour des études toxicologiques génétiques, le biomonitoring en
environnement clinique et le domaine de la recherche de dommage et de réparation de
I’ADN (LEE et al., 2004; DUSINSKA et COLLINS, 2008). C’est un test simple
d’utilisation, rapide et sensible (COLLINS, 2004) pouvant détecter des dommages induits
a 5 cGy pour la méthode alcaline et 4 2 Gy pour la méthode neutre (OLIVE e al., 2001).
La sensibilité de la méthode alcaline vient du fait que certains dommages (comme les
sites alkali) seraient seulement révélés a un pH plus élevé (LACOSTE ez al., 2006).
L’essai comeéte est devenu une méthode standard utilisée par plusieurs laboratoires pour

évaluer les dommages et la réparation des brins d’ ADN.

I.4.1. Comeéte alcaline

La méthode comete alcaline a été développée par Singh en 1988 (SINGH et al.,
1988). 11 a introduit la méthode alcaline & 1’essai cométe. Les coupures simple brin
déroulent les supertours et détendent 1’ADN mais ne produisent pas de petits ﬁagment_s.
Pour optimiser la dénaturation et la migration de I’ADN simple brin, ’utilisation de
conditions alcalines a donc été apposée. Une lyse a pH alcalin permet la dénaturation de
I’ADN. Ce qui permet I’évaluation de bris simple a la double hélice d’ADN, mais

également des cassures double brin, ainsi que de sites alkali labile (abasique). 11 faut
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noter que le nombre de cassures généré par 1 Gy de rayonnement gamma est de 1000
cassures simple brin et de 40 cassures double brin (LIMOLI et WARD, 1993). La
méthode alcaline est donc plus sensible a la détection de cassures simple brin que double

brin.

1.4.2. Cométe neutre

Un autre groupe de chercheurs a également modifié radicalement la méthode
neutre pour faciliter la détection des bris double brin. Le groupe d’Olive a développé une
technique ou la lyse se fait dans des conditions non dénaturantes. Les coupures double
brin engendrant déja des petits fragments, on n’a donc pas besoin de dénaturer I’ADN
pour faire migrer ces fragments (on peut noter que les bris simple brin peuvent aussi étre
révélés par la méthode neutre si les bris sont produits de maniére indépendante sur les
deux brins opposés de fagon treés rapprochés). Méme si la lyse est faite dans des
conditions non dénaturantes, elle permet d’enlever les protéines de I’ADN (OLIVE et al.,
1991). On peut donc affirmer que les conditions neutres de la technique se limitent a la

détection des bris double brin de I’ADN.

LS. Biomarqueur des bris double brin de PADN : gamma H2AX

LI.5.1. Chromatine

Le matériel génétique diploide représente chez I’humain 6 x 10° paires de bases et
est d’une longueur d’environ 2 métres (REDON et al., 2002). L’ ADN doit étre compacté

afin de pouvoir étre contenu dans les quelques pm de diamétre que forme le noyau d’une
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cellule. L’empaquetage donne une structure nommée la chromatine, composé d’ADN et
de protéines appelées histones. Une suite de niveaux de compaction (figure 8) allant du
nucléosome (premier niveau de compaction) au chromosome métaphasique (niveau de
condensation le plus élevé) permet de condenser I’ADN tout en restant accessible aux

protéines et permettant la réplication, la réparation et la recombinaison.

ADM
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Figure 8: Niveaux de condensation de ’ADN.

Provient de www.journaldunet.com

1.5.2. Les histones

Les histones sont des protéines nucléaires riches en acides aminés basiques (lysine
et arginine) chargés positivement et pouvant interagir et s’associer avec I’ADN chargé

négativement (phosphate). Le role des histones est la compaction de I’ADN. Certaines
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histones sont assemblées pour former un octamére constitué des histones H3-H4 et H2A-
H2B (figure 9) afin de pouvoir enrouler 146 paires de bases d’ADN (BILSLAND et
DOWNS, 2005; TAKAHASHI et OHNISHI, 2005). L’induction de modification du
nucléosome va permettre de moduler I’activité de la chromatine et permettre sa
spécialisation fonctionnelle comme dans les cas de la réparation ou de la transcription de
I’ADN. Trois voies permettent de différencier le nucléosome : soit le recrutement de
complexes de remodelage du nucléosome, les modifications post-traductionnelles des
histones et I’incorporation des variantes d’histones (PERCHE et al., 2003). Les histones
sont composées : d’une partic N-terminale, c’est cette partie qui différencie le plus les
histones entre elles; d’une partie histone fold, pour le maintient de la structure du
nucléosome; ainsi qu’une partie C-terminale, qui comprend un motif SQ, pouvant étre

phosphorylé par des protéines possédant une activité kinase (figure 10).
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Figure 9: Représentation schématique de I’assemblage des octameres.

Ils sont constitués des histones H3-H4 et H2A-H2B permettant d’enrouler 146pb d’ADN.
Provient de www.nobelprize.org/.../pics/histone _octamer.gif

I.5.3. Modifications post-traductionnelles des histones

Les modifications post-traductionnelles (comme [’acétylation de lysines, la
phosphorylation de sérines et thréonines, la méthylation de lysines et arginines et
I’ubiquitination de lysines) subies aux parties amino- et carboxy-terminales des histones
influenceront la structure de la chromatine et modifieront son état fonctionnel

(EHRENHOFER-MURRAY, 2004).
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Figure 10: Principales variantes d’histone et leurs modifications post-traductionnelles.

Provient de van Attikum et Gasser, 2005.

1.5.4. Les variantes des histones

Les histones peuvent présenter des variations au niveau de leurs formes comme
par exemples les histones H2AX et H2AZ (LEWIS et al., 2003). Ce sont des variantes de
I’histone conventionnelle H2A (LI et al., 2005). Ces variantes permettraient la création de

nouveaux complexes ADN protéines en favorisant le recrutement de facteurs régulateurs.

I.5.5. Structure et fonctions de la protéine H2AX

La séquence de H2AX est presque identique a celle de H2A. Son extrémité C-

terminale est plus longue. Une séquence de 13 acides aminés a été ajoutée (MADIGAN et
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al., 2002). Son motif distinctif SQ est phosphorylable par les protéines membres de la
famille des PIKK. Sa forme phosphorylée a été nommée y-H2AX et constitue uh
marqueur de cassures double brin de ’ADN. La phosphorylation d’H2AX (y-H2AX)
jouerait un réle de signalement pour indiquer la présence de bris a cet endroit. Le
recrutement de facteurs de réparation et leur maintient aux régions endommagéés
(CELESTE et al., 2003) auraient également un réle de conservation de I’intégrité du

génome en réponse aux cassures double brin de I’ADN.

L.5.6. Induction de la forme phosphorylée de H2AX

En présence de bris double brin, le motif SQ de la partie C-terminale est la cible
des PIKK sur une sérine en position 139 (PARK et al., 2006). Les modifications posf-
traductionnelles des queues des histones permettent de réguler I’accés aux lésions dans
I’ADN et de recruter les enzymes de réparation. C’est ’équipe du Dr William Bonner
(ROGAKOU er al., 1998) qui a démontré en 1998 que le fait d’exposer des cellules a des
radiations ionisantes donnait lieu & la phosphorylation de ’histone H2AX. Ils ont attesté
que la formation de y-H2AX (forme phosphorylée) était rapide et sensible a la présence
de bris double brin. Ce qui fait d’H2AX un excellent biomarqueur de cassures double
brin, surtout grace a ’existence d’un anticorps dirigé contre la forme phosphorylée (anti-
phosphoSer139). L’utilisation de cet anticorps dans des expériences effectuées avec un
laser sissor (induisant des cassures double brin) a localisé I’endroit méme ou les
dommages avaient été générés (CELESTE et al., 2003). Immédiatement aprées 1’induction
de bris double brin dans la cellule, la distribution de y-H2AX sous forme de foyers (foci)

dans le noyau est apparente, dés les premiéres minutes pour atteindre un maximum a 30
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minutes et ensuite étre déphosphorylée (demi-vie de 2 heures). La formation de foci est
rapide et serait de ’ordre de 0,1 & 0,2 pm dans les 60 minutes post-irradiation. Chaque
foci est composé de millier de molécules H2AX phosphorylées et couvrirait environ 2
Mb d’ADN autour du bris (MACPHAIL et al., 2003). Ce qui rend chaque foci (foyer
nucléaire) visible au microscope. La présence d’un foci représente un bris double brin
(FERNANDEZ-CAPETILLO et al., 2004). La phosphorylation de I'histone précederait
la réparation par les enzymes impliquées dans la voie de réparation HR ou la voie NHEJ.
La modification d’H2AX résulterait en un changement de la chromatine qui servirait de
signal pour le recrutement des enzymes de réparation de ’ADN (FILLINGHAM et az.,
2006). La phosphorylation du domaine SQ de H2AX décondenserait la chromatine et
faciliterait la voie de réparation NHEJ en rendant accessible ’ADN endommagé aux
facteurs de réparation (REDON ef al., 2002). Comme expliqué précédemment,
I’induction de dommages a ’ADN cause un arrét du cycle cellulaire afin de donner
suffisamment de temps a la machinerie cellulaire de réparer pour empécher la réplication
d’un ADN aberrant. L’arrét du cycle serait maintenu aussi longtemps que H2AX serait
phosphorylée, empéchant I’association & I’ADN de protéines impliquées dans les points
de contréle. 11 a été démontré (KEOGH et al., 2006) que la déphosphorylation de YH2AX
par des phosphatases phosphosérine et sa dissociation de ’ADN était crucial au
redémarrage du cycle cellulaire.

Plusieurs méthodes d’analyse peuvent étre utilisées pour mesurer 1’expression de
v-H2AX. Les principales sont I'immunobuvardage (FURUTA et dl., 2003),
I’immunohistochimie (MACPHAIL ez al., 2003) et I’utilisation de la cytométrie de flux

(Tanaka et al., 2007). Cette dernicre utilisation a été développée par un chercheur de
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Vancouver qui a appliqué le FACS a la détection de y-H2AX (MACPHAIL et al., 2003).
La cytométrie de flux offre I’avantage de pouvoir mesurer le changement d’intensité de y-
H2AX en relation avec la distribution dans le cycle cellulaire, suite a une irradiation aussi
faible que 10 4 20 c¢Gy (OLIVE et BANATH, 2004). Ce qui rend cette technique plus
sensible que les méthodes conventionnelles utilisées auparavant comme par exemple
I’essai "neutral filter elution". Les cellules possédent un niveau endogéne de H2AX
phosphorylée qui semblerait plus accru en phase S et G2, associé avec la réplication des
cellules. L’expression de y-H2AX dans des cellules non irradiées serait 3 fois plus basse
dans la phase G1 qu’en phase S ou G2. La sensibilité de détection des bris double brin
pendant ces deux derniéres phases serait donc réduite. Certains auteurs (MACPHAIL et
al., 2003) signalent que les foci des cellules répliquées présenteraient une taille plus petite
que ceux produit par les irradiations X.

Le role de YH2AX au site de bris double brin serait d’altérer la conformation de la
chromatine pour recruter différents enzymes afin que la réparation de la bréche soit faite

de fagon plus efficace.

L5.7. Activation des autres protéines par y-H2AX

Aprés un bris, la protéine ATM n’étant plus dimérisées, elle peut phosphoryler
H2AX. Cette dernicre ira se localiser au site de bris pour faciliter I’exactitude de la
réparation en identifiant précisément le lieu du dommage aux autres protéines. H2AX
recrute plusieurs facteurs en réponse aux dommages : 53bpl et Brcal et Nbsl. Nbsl
recrute Chk2 et Smcl pour y étre efficacement phosphorylé par ATM. H2AX stabiliserait

également le complexe de protéines au site de cassure. YH2AX semble également
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important pour retenir les protéines (MRN) au site endommagé et initier le recrutement

des autres protéines (PAULL et al., 2000).

I.6. Hypothéses et objectifs du projet de recherche

Les récents résultats des études in vitro provenant du laboratoire de Dr Hunting
démontrent que I’effet radiosensibilisant du BrdU est confiné aux régions simple brin ou
dans une zone simple brin d’'un ADN double brin. Ce qui est contraire aux hypothésés
émises antéricurement dans la littérature datantes des années 90 concluant que le BrdU
augmente les cassures double brin. Les techniques utilisées a cette époque comme
I’élution neutre (ILIAKIS et al., 1989) et le gel d’électrophorése en champs pulsé
(LAWRENCE et al., 1995; PRISE et al., 2001) étaient moins sensibles et moins précises.

Nos hypothéses pour expliquer cette controverse seraient que !’irradiation des
cellules en présence de BrdU augmenterait le nombre de bris simple et que les bris double
brin considérés dans la littérature seraient peut-€tre des diméres transformés en bris
double brin au moment de la réparation. Certains auteurs affirment que la conversion des
diméres interbrins en bris double brin déclencherait la phosphorylation de H2AX et
favoriserait I’exactitude de la réparation (NIEDERNHOFER et al., 2004).

Mon projet de recherche comporte deux objectifs. Le premier est de mettre en
évidence les dommages engendrés au niveau nucléaire par le BrdU aprés irradiation par
Putilisation de 1’essai cométe. Le second objectif est de vérifier s’il y a présence de
foyers nucléaires (foci) y-H2AX. Cette technique est plus sensible & la détection des
cassures double brin dans une cellule et pourraient enfin établir si oui ou non I’irradiation

des cellules ayant incorporé du BrdU meéne a I’induction de bris double brin.

Carole La Madeleine 25



Matériel et méthodes

II. Matériel et methods

IL.1.Cellules et drogues

Dans le cadre de ce travail, des cellules CHO-K1 (Chinese Ovarian Hamster) ont
été utilisées, généreusement fournies par le Dr Benoit Paquette, Université de
Sherbrooke. Les cellules ont été cultivées dans du milieu MEM (Invitrogen, Burlington,
Canada) complété avec 10% de sérum feetal de bovin feetal (FBS) inactivé par chauffage
et 1 % de L-glutamine (Invitrogen). Les cellules CHO-K1 sont maintenues sous forme de
monocouche dans des flacons 75 cm’ (Falcon, Mississauga, Canada) en phase
exponentielle & 37°C dans une atmosphére humide avec 5 % de CO,.

Pour les expériences, les cellules sont détachées du flacon avec 0,25 % trypsine-
ImM acide éthylenediamine-tetraacetic (EDTA) (Invitrogen), resuspendues dans du
milieu complet pour inactiver I’action enzymatique de la trypsine, comptées a ’aide d’un
compteur de cellules (Coulter Counter Model ZBI) et diluées pour ensuite étre
ensemencées dans des boites de Pétri (Falcon) a des densités décrites pour chaque
expériences (50 000-1 000 000 cellules/ml).

La concentration des nucléosides (BrdU et TdR) utilisées pour les essais a éfé
déterminée a 1’aide d’un spectrophotométre HITACHI U-2000. Les produits ont d’abord
été dissous dans de I’eau a une concentration de 10 mM. La concentration de chacune des
solutions a été déterminée selon la longueur d’onde d’absorption maximal de leurs
spectres d’absorption et de leurs coefficients d’extinction molaire dans 1’eau (¢ BrdU =
10000 M cm™ 4 278 nm, pH 7,0) (¢ TdR = 9 700 M cm™ 4 267 nm, pH 7,2). Les

solutions ont par la suite été ajustées a 10 mM, filtrées (0,22 pm Millex®, Millipore),
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aliquotées et conservées a -20°C. Lors de leur utilisation, les solutions sont diluées dans
du milieu complet (10 % FBS) afin d’obtenir des concentrations qui varient entre 0 et 20

pM.

I1.2.Quantification du pourcentage d’incorporation du BrdU
La quantité de BrdU incorporée dans I’ADN cellulaire a été¢ mesurée par HPLC
apres digestion de ’ADN génomique par de la Nucléase P1 et par de la Phosphatase
alcaline AP afin d’obtenir des nucléosides et des bases séparées et sans phosphate. Cette
méthode a été développée dans le laboratoire du Dr Richard Wagner (Université de

Sherbrooke) (RIVIERE et al., 2006).

I1.2.1. Etape d’extraction

Aprés I’ensemencement de cellules (2,5 4 5 x 10%) dans des boites de Pétri de 100
X 20 mm (Falcon) contenant 10 ml de milieu, 0, 2, 5 et 10 pM de 5-bromodéoxyuridine
(Sigma Aldrich, Oakville, Cahada) sont ajoutés aux cellules et incubés pour une période
de 24 heures. Les cellules sont ensuite récoltées, centrifugées (1200 RPM, 3 minutes) et
lavées 2 fois avec du tampon phosphate (PBS). 400 pul de solution de lyse (0,1 M EDTA,
0,2 M Tris base, 1 % SDS et protéinase K (100 pg/ml ﬁndl), pH 8.5) sont ajoutés au culot

de cellules et incubés a 37°C entre 18-20 heures.
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I1.2.2. Ktape de précipitation

La précipitation de ’ADN avec 1 ml d’éthanol 100% et 200 pl d’ammonium
acétate (7,5 M) permet d’éliminer facilement les impuretés. La formation d’un précipité
est observé aprés une forte agitation des échantillons, suivie d’une incubation de 30
minutes 4 -80°C. L’ADN est récupéré a 1’aide d’un capillaire a bout rond. Le capillaire
est rincé dans 70 % puis 100 % d’éthanol (5 minutes par étape) et séché a P’air libre.
L’ADN est ensuite resuspendu dans 200 pl de TE (10 mM Tris base pH 7,5 et 2 mM
EDTA) additionné de RNase A (0.1 mg/ml) et T (350 U/ml) pour hydrolyser I’ARN qui
pourrait contaminer I’ADN. Le tout est incubé dans un bain-marie a 37°C pour 18-20

heures, suivi d’une 2° précipitation et finalement resuspendu dans de 1’eau.

11.2.3. Digestion enzymatique pour I’analyse HPLC

L’ADN resuspendu est dénaturé a 95°C, pendant 5 minutes et déposé sur glace.
Une incubation de 30 minutes & S0°C avec 1 U/pul de Nucléase P1 (Sigma Aldrich,
Oakville, Canada) reconstituée dans du tampon d’acétate de sodium pH 5.0 (50 mM),
permet de séparer tous les nucléotides de ’ADN. L’enzyme est dénaturée par une
incubation a 95°C, 5 minutes et déposé sur glace. L’ajout de I’enzyme Phosphatase
alcaline AP 1 U/pl (Roche, Mississauga, Ontario, Canada) 30 minutes a 4°C, permet de
déphosphoryler chaque nucléotide. Les protéines restantes sont extraites avec du
chloroforme et centrifugées a 13 000 RPM a 4°C pendant 5 minutes. La phase aqueuse

est récupérée et transférée dans un vial pour injection sur HPLC.
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11.2.4. Analyse

Les échantillons contenant les nucléosides et les bases sont analysés sur HPLC
Alliance system par détection UV a 254 nm (Waters, Milford, MA) a I’aide d’une
colonne avec phase inversée (ODS-AQ 4.6 X 250 mm ; YMC™). L’éluant utilisé est
composé d’une solution a 10 mM de phosphate de potassium dihydrogéne (pH S5,5)
contenant 10 % méthanol. Le programme Millenium (Waters version 4.0) a été utilisé
pour I’analyse des échantillons. La préparation d’un standard de nucléosides (figure 11)

et BrdU permet 1’identification des chromatogrammes de chaque échantillon.
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Figure 11: Profil du chromatogramme au HPLC. L’image du haut représente le standard
de nucléoside et I'image du bas un échantillon contenant 2 uM BrdU.
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I1.3.Croissance cellulaire
Afin de voir le ralentissement de la croissance cellulaire ou I’apparition de toxicité
provoquée par le BrdU, le test de croissance cellulaire a été utilisé. 5 x 10* cellules ont
d’abord été ensemencées dans des boites de Pétri de 60 x 15 mm, puis incubées 24 3 96
heures en présence de différentes concentrations de BrdU (ou TdR). Pour chacune des
conditions testées, les cellules ont été trypsinisées, resuspendues dans du milieu complet
et comptées a 'aide du Coulter Counter. La vitesse de croissance des cellules a été

estimée par le temps de dédoublement cellulaire, calculé comme suit :

PD =log (N¢/ N,) /log 2

PD représente le temps de doublement, N, le nombre initial de cellules et Ny le nombre

final de cellules (GREENWOOD et al., 2004).

I1.4.Irradiation des cellules
Le protocole d’irradiation est sensiblement le méme pour toutes les expériences.
Chaque expérience requérant 1’utilisation de rayonnement a été faite a partir d’un
irradiateur au ®*Co (Gammacell 220, Atomic Energy of Canada Limited) délivrant une
dose de 1,98 Gy.min". Deux principaux rayons sont émis de cet appareil, soient des

rayons gamma de 1,17 et 1,33 MeV.
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I1.5.Essais clonogéniques

La cytotoxicité du BrdU en combinaison avec la radiation a été évaluée a I’aide
d’essais clonogéniques. Les cellules au nombre de 5 x 10* ont été ensemencées dans des
boites de Pétri de 60 x 15 mm et incubées pendant 4 heures dans du milieu complet
(supplémenté de 10 % FBS). Le BrdU a par la suite été ajouté et les boites sont
retournées 3 I’incubateur pour 18-20 heures. Avant I’irradiation, le milieu est retiré, les
cellules ont été rincées 2 fois au PBS, trypsinisées et comptées au Coulter Counter. Les
cellules (4 x 10*) sont ensuite irradiées sur glace dans des tubes eppendorf avec du PBS.
200 a 400 cellules sont déposées dans de nouvelles boites de Pétri avec 5 ml de milieu de
culture et incubées. Aprés 10 jours, les cellules sont rincées, fixées a I’éthanol et colorées
au cristal violet (0,5 % dans de ’eau). Les colonies ayant plus de 50 cellules sont

comptées. La thymidine a servie de contrdle négatif. Chaque échantillon a été calculé

comme suit :
PE = nombre de colonies formées
nombre de colonies ensemencées
Normalisé = % PE de I’échantillon

valeur du contrle non-bromé

PE (platting efficiency) représente le rapport entre le nombre de cellules ayant formées

une colonie et le nombre de cellules ensemencées au départ (PILILI e al., 2009).
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I1.6.Captation des électrons aqueux

La captation des électrons aqueux a été réalisée dans les mémes conditions que
I’essai clonogénique sauf que I’on procéde a une étape supplémentaire. Aprés avoir
incubé les cellules avec ou sans BrdU pendant 18-20 heures, le milieu est retiré, les
cellules sont rincées 2 fois au PBS, trypsinisées et comptées au Coulter Counter. On
ajoute alors I’acétone a concentration de 1 mol/L, laisse reposer 10 minutes a température
pi€ce et transfert sur glace 10 minutes. Les cellules sont ensuite irradiées sur glace et ’on
poursuit comme dans le cas de 1’essai clonogénique a la formation des colonies pour une

période de 10 jours avant de colorer les cellules et d’effectuer le décompte de colonies.

IL.7.Essai cométe
La formation de cassures des brins d’ADN a été décelée par essai cométe. 1 x 10°
cellules ont été ensemencées dans des boites de Pétri de 100 x 20 mm (Falcon) contenant
10 ml de milieu complet avec ou sans drogue. Apres une incubation de 24 heures a 37°C,
les cellules sont détachées avec de la trypsine‘ et resuspendues dans du milieu ét
comptées. Elles sont ensuite diluées dans du PBS a une concentration de 1 x 10° cellules

par ml.

I1.7.1. Préparation des lames

Apreés irradiation sur glace, les cellules sont centrifugées a 2000 RPM, 1 minute.
Le surnageant est retiré et le culot cellulaire est resuspendu dans 125 pl d’agarose LMP
1 % (Invitrogen, Burlington, Canada) dans du PBS et conservé a 37°C. Cinquante pl sont

déposés sur une lame de microscope préalablement recouverte d’une fine couche
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d’agarose 1 % (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) dans H,O et séchée. La lame
(Surgipath, Winnipeg, MB) est immédiatement recouverte d’une lamelle de 12 mm x 12
mm et refroidie a 4°C pour quelques secondes. Avant de submerger les lames dans la

solution de lyse, les lamelles sont préalablement retirées du dessus des lames.

IL.7.2. Lyse et migration

Meéthode Collins pH 10

Les lames sont submergées dans une solution de lyse (2,5 M de chlorure de
sodium, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris base et 1 % Triton X-100, pH 10) pour la nuit a 4°C.
La lyse est suivie de 3 ringages au PBS et d’une étape de désenroulement de I’ADN en
émergeant les lames dans une solution fraiche alcaline (0,3 M NaOH et 1 mM EDTA,
pH>13) sur la plateforme de la chambre a €électrophorése pour une période de 40 minutés.
Aprés une migration de 15 minutes a 25 Volts, les lames sont & nouveau rincées 3 fois
mais cette fois dans un tampon de neutralisation (0,4 M Tris base, pH 7,5) et laissées dans
cette méme solution pour une nuit & 4°C. Les lames sont par la suite colorées avec

I’iodure de propidium.

Méthode Olive pH 12

Les lames sont submergées pendant 1 heure a4 température ambiante dans la
solution de lyse (1,2 M de chlorure de sodium, 0,1 % N-laurylsarcosine et 0,03 M NaOH,
pH 12). Deux ringages de 30 minutes sont effectués dans la solution de migration (0,03 M

de NaOH et 2 mM EDTA, pH 12). Les lames sont placées dans la chambre a
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électrophorése et migrées pendant 15 minutes a 25 Volts (0.8 V/cm). Une fois migrées,

les cellules sont rincées dans 1’eau et colorées.

Méthode Olive pH>13

Les lames sont incubées dans la solution de lyse (1,2 M de chlorure de sodium,
0,1 M EDTA, 0,1 % N-laurylsarcosine et 0,255 M de NaOH, pH >13). Les lames sont
ensuite rincées 3 fois 20 minutes dans la solution fraiche de migration (0,03 M de NaOH
et 2 mM EDTA, pH 12). Les lames sont déposées dans la chambre a électrophorese et
migrées a 25 volts (0.8 V/cm) pendant 15 minutes. Les lames sont rincées dans 1’eau et
colorées.

Méthode neutre

Ce protocole a été développé au laboratoire de Dr Olive (OLIVE et al., 1991). 11
en existe deux versions. La méthode utilisée dans ces travaux de recherche exploite la
lyse a basse température. La lyse des cellules s’effectue dans la solution de lyse (0,1 M
EDTA, 2 % N-laurylsarcosine et 0,5 mg/ml de protéinase K). Les cellules sont ensuite
incubées dans un premier temps a 4°C pour 1 heure suivi d’une incubation a 37°C pour
18-20 heures. Les lames sont ensuite rincées 3 fois 30 minutes dans du TBE (90 mM de
Tris base, 90 mM d’acide borique et 2 mM d’EDTA, pH 8). Les lames sont immergées
dans une solution fraichement préparée de TBE dans la chambre a électrophorése et
migrées a température ambiante pendant 15 minutes & 25 volts. Pour empécher la
rétraction de la queue des cométes apres la migration, les lames sont transférées dans une
solution a 1 % de peroxyde d’hydrogéne pendant 20 minutes. Les lames sont rincées dans

I’eau avant d’étre colorées.
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I1.7.3. Coloration et analyse

La coloration des lames a été effectuée soit avec le colorant nucléaire SYBR Gold
(Invitrogen, Burlington, Canada) ou avec de l’iodure de propidium (Sigma Aldrich,
Oakville, Canada). Les comeétes sont visualisées par microscopie a épifluorescence a
’aide d’un microscope motorisé Olympus BX61 muni d’une lampe au mercure de 100W.
La photodocumentation des images s’effectue a I’aide d’un systéme d’analyse d’image
digitalisé (ISIS MetaSystem, Altlussheim, Germany). Les images en format TIFF sont
exportées et analysées avec le programme CASP (KONCA et al., 2003). Les dommages
sont représentés par I’augmentation de la valeur du tail moment (OLIVE et al., 1991). Le
tail moment est le produit du pourcentage d’ADN dans la queue et de la distance
moyenne de distribution de la fluorescence entre la téte et la queue de la comete. 50

cometes sont analysées pour chaque condition.

I1.8.Révélation des bris a ’aide d’un oligonucléotide bromé
Un oligonucléotide bromé a été utilisé afin de déterminer si I’apparence des
cométes était causée par la variation de pH des différentes solutions de lyse employées

lors des essais comeétes alcalines.

I1.8.1. Marquage en S’

Les oligonucléotides de 25 Mer simple brin substitués a la 13° base par une
molécule de 5-bromodéoxyuridine, présentés dans la (figure 12) ont été synthétisés au
University Core DNA Services (Université de Calgary, Alberta, Canada). Le marquage

radioactif du bout 5’ de I’oligonucléotide a été effectué a I’aide de 2p [y-ATP] (111 TBq
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mmol-1) (PerkinElmer Life Sciences, Inc, Boston, MA) et de la kinase T4 polynucléotide
(Amersham Pharmacia Biotech) a 37°C pour une période d’incubation de 45 minutes,
suivi de I’inactivation de I’enzyme a 75°C pour 10 minutes. L’oligonucléotide marqué est
purifié sur microcolonne de séphadex G50 pour extraire le *2P [y-ATP] libre. Comme

contrdle, un oligonucléotide non bromé a été utilisé.

ABrU 5 C-G-A-G-T-A-C-T-G-C-A-A-X-A-A-C-G-T-G-T-A-C-A-G-C 3

AT 5> C-G-A-G-T-A-C-T-G-C-A-A-T-A-A-C-G-T-G-T-A-C-A-G-C 3’

Figure 12: Séquence oligonucléotidique.

Le brin du haut représente la séquence bromée et le brin du bas, celui du contrdle non
bromé. '

I1.8.2. Traitement des échantillons

Les échantillons bromés et non bromés ont été diluées dans du tampon phosphate
(10 mM, pH 7,5) et aliquotés dans des tubes eppendorf de 0.5 ml pour étre ensuite traités
avec les solutions de lyse utilisées pour les essais cométes. Chaque échantillon a été
incubé (1 heure & température ambiante pour les techniques Olive pH 12 et 24 heures a
4°C pour les techniques Collins pH 10 et Olive pH>13). La lyse Collins pH 10 a été

suivie d’une incubation de 40 minutes en présence de la solution de migration.
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11.8.3. Désalage

Pour enlever le maximum de sel, les échantillons sont & nouveau repurifiés sur
colonne G50 et séchés a 1’aide du speedvac (Speed Vac Concentrator, Savant) et

resuspendus dans du tampon de migration composé de formamide.

11.8.4. Analyse des bris

Les échantillons sont chargés sur un gel dénaturant composé d’urée 7 M et de 20
% acrylamide (35 X 43 cm). Un préchauffage a 45 W pour 30 minutes est effectué, suivi
de la migration pour une durée de 2 heures 45 minutes a 40 W. Le gel est placé dans un
écran phosphore pour une exposition de 18-20 heures a 4°C. La révélation des bandes est
faite a partir du fluorescence scanning system (Storm, Molecular Dynamics Inc.) et
quantifiée par ’utilisation du programme ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics Inc.). Un
marqueur de poids moléculaire a été généré par dépurination a partir de I’oligonucléotide
a température ambiante a 1’aide d’acide formique suivie de la coupure des sites

apuriniques par traitement  la piperidine a 90°C.

I1.9.Analyse de yv-H2AX
L’accumulation cellulaire de y-H2AX a été quantifiée a I’aide de deux méthodes.
La méthode immunohistochimique a été utilisée pour dénombrer le nombre de foci
individuellement présent dans chaque cellule. Tandis que P'utilisation de la méthode du
cytométre de flux permet de déterminer le taux de fluorescence dans les différentes
phases du cycle cellulaire. Les deux types expériences ont été réalisés avec les mémes

anticorps. La protéine y-H2AX était marquée avec 1’anticorps polyclonal de lapin anti-y-
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H2AX (1* anticorps) (Abcam, Cambridge, MA), ce dernier était ciblé par ’anticorps de
chévre anti-IgG lapin conjugué avec la fluorescéine isothiocyanate (FITC) (2° anticorps)
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA). Les brins d’ADN ont été

marqués avec 1’iodure de propidium (PI).

I1.9.1. Analyse par décompte de foci (immunohistochimie)

Les cellules (1 x 10*) ont été ensemencées dans des plaques 12 puits (Falcon) ou
des lamelles rondes de microscope stériles (Fisher) avaient été préalablement déposées.
Différentes concentrations de BrdU y ont été ajoutées pour une durée de 24 heures. Lés
plaques ont par a suites été lavées 2 fois avec du PBS et irradiées sur glace. Du milieu
avec sérum a été ajouté aux cellules et celle-ci ont été incubées 30 minutes pour permettre
la formation des foci. Les cellules sont ensuite fixées avec 2 % de paraformaldéhyde dans
PBS & 4°C pour une période de 30 minutes et perméabilisées avec du méthanol
(prérefroidi a -20°C) pour 10 minutes. Les lamelles sont bloquées avec du TBS (1 %
BSA et 0,2 % tween-20) et sont ensuite incubées avec le 1" anticorps (1:1000 dans TBS)
pour la nuit a 4°C, lavées troié fois avec TBS et incubées avec le second anticorps (1:500
dans TBS) pour 1 heure a température ambiante. Finalement, les lamelles sont lavées 3
fois avec TBS et montées sur lame avec du milieu de montage (Bio Rad, kallestad
mounting media #30403) contenant 5 pg/ml d’iodure de propidium. Les images sont
visualisées par microscopie a épifluorescence & 1’aide d’un microscope motorisé
Olympus BX61 équipé d’une caméra lentille 100 X et programme Isis. Le décompte des
foci de chaque cellule peut-étre fait de fagon manuelle (a ’ceil) si la quantité de dommage

est faible ou a I’aide d’un programme informatique utilisant un seuil de fluorescence et
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un ordre de grandeur pour I’aire des foci (YU et al., 2006). Il existe également des
microscopes automatisés permettant une image 3D d’une meilleure précision (réduit le

chevauchement des foci) et rapidité d’analyse (BARBER et al., 2007).

I1.9.2. Analyse par cytométrie de flux

Pour cette expérience, 1 x 10° cellules ont été ensemencées dans des boites de
Pétri de 100 x 20 mm. Aprés un traitement de 24 heures avec le BrdU, les cellules ont été
irradiées sur glace et retournées 30 minutes a I’incubateur afin de permettre la formation
de foci. Les cellules ont par la suite été fixées dans 70 % éthanol ajouté goutte-a-goutte et
conservées a -20°C jusqu’au moment de I’analyse (moins que deux semaines). Du
tampon Tris a pH 7.5 (TBS) est ajouté a chaque tube. Les cellules ensuite sont
centrifugées et resuspendues dans 1 ml de TST (TBS froid contenant 4 % de sérum bovin
feetal et 0,1 % de Triton X-100). Les cellules sont réhydratées pour une période d’environ
24 heures. Aprés centrifugation, 200 pl du premier anticorps (1:1000 dans TST) sont
ajoutés et les tubes sont agités 2 heures a température ambiante. Apres avoir été rincés et
centrifugés, les culots de cellules sont resuspendus dans 200 pl du second anticorﬁs
(1:500 dans TST). Aucune liaison non-spécifique n’a été observée lorsque I’anticorps
secondaire a été incubé seul. Les tubes sont retournés pour agitation 1 heure a
température ambiante. Les cellules sont rincées et resuspendues dans du TBS contenant
2,5 ng par ml de PI avec RNase A (10 pg/ml). Les cellules fixées ont quelque fois
tendance a former des agrégats qui peuvent étre retirés par filtration a travers un filtre de
nylon (Nitex, 110mm, Sephar Canada Inc.). Les échantillons sont analysés par cytométrie

a flux (FACScan®, Flow Cytometer, Becton Dickinson) a une longueur d’excitation de
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488 nm. L’acquisition et le traitement des données sont réalisés avec le logiciel CellQuest
(Becton Dickinson). Le canal FL1 a servi pour la détection de la fluorescence verte du
FITC et le canal FL2 pour la détection de la fluorescence rouge de I’iodure de propidium.
L’utilisation du logiciel ModFit 2.0 (Becton Dickinson) permet la modélisation et

’analyse des histogrammes de cytométrie de flux.
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II1. Résultats

II1L.1. Taux d’incorporation du BrdU

Le taux d’incorporation de BrdU en remplacement de la thymidine a été évalué
par une analyse sur HPLC a la suite de digestion enzymatique de I’ADN compléte. Ces
expériences ont été réalisées avec I’aide d’un standard composé du BrdU et des quatre
nucléosides normaux. Le tableau 2 présente le pourcentage de remplacement de la
thymidine par le BrdU aprés 24 heures d’exposition a des concentrations entre 2 et 10
uM. Les résultats démontrent que le BrdU a bien été incorporé dans les cellules et que le
niveau de remplacement de la thymidine augmente avec la concentration de BrdU. On
peut observer que le taux d’incorporation est déja élevé.a 2 pM. Toutefois, a plus grande
concentration de BrdU, le taux d’incorporation se stabilise. Les résultats proviennent
d’une seule expérience et correspondent avec ce qui avait été observé auparavant

(ILIAKIS et al., 1991).
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Tableau 2: Taux de remplacement de la thymidine par le BrdU.

Mesuré par HPLC a partir de cellules incubées en présence de BrdU (0 a 10 pM) pendant
24 heures. Les résultats proviennent d’une seule expérience.

Remplacement de la

BrdU (M) thymidine (%)
0o 0o
2 37
5 46
10 49
II1.2. Croissance cellulaire

Les concentrations de BrdU et la période d’incubation utilisées pour les
expériences subséquentes ont été établies suite aux résultats obtenus de la courbe de
croissance cellulaire en présence de BrdU. Le but de ce test était de déterminer si le BrdU
pouvait étre toxique sans irradiation pour les cellules CHO-K1 en croissance.

Cinq doses de BrdU allant de 0 uM a 20 pM ont été mises en présence des
cellules suivie d’une période d’incubation de quatre jours. A différents intervalles de
temps, soient 24, 48, 72 et 96 heures, les cellules ont été récoltées et comptées. Une
courbe de croissance a été tracée a partir des données recueillies. La figure 13 démontre
I’effet du BrdU seul sur la prolifération cellulaire sans irradiation. La premiére phase de
croissance est exponentielle et rapide. De plus, la présence de BrdU ne montre aucune
toxicité dans les 24 heures suivant le traitement. La seconde phase de croissance est plus

lente. Aprés 48 heures, on peut constater un effet inhibiteur induit par le BrdU en
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présence des cellules probablement dil au fait que le métabolisme des nucléotides (par la
ribonucléotide réductase) est affecté. Ces résultats sont similaires & ce qui a été observé
précédemment (ILIAKIS et al., 1991).

Comme aucune toxicité n’a été observée dans les premiers 24 heures, nous avons
établi d’utiliser cette période d’incubation pour les expériences subséquentes. Etant donné
que le BrdU n’a pas d’effet dans ces conditions, nous en convenons qu’il n’induira
aucune synchronisation dans une phase précise du cycle cellulaire.

Comme contrle, le nucléoside TdR (figure 13) a été utilisé dans les mémes
conditions. Sur une longue période de traitement et avec des concentrations élevées,
aucun signe de toxicité n’a ét€¢ démontré. L’ajout de TdR exogene augmente la croissance
cellulaire. Ceci pourrait correspondre 3, soit la phosphorylation de dTMP en dTTP par la
thymidine kinase ou soit que TdR sert comme source de déoxyribose-p-phosphate (KIT

et al., 1966).
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Figure 13: Comparaison de la croissance des cellules cancéreuses CHO-K1.

Les cellules ont été incubées en présence de 0 a 20 pM de 5- Bromodéoxyuridine (BrdU)
ou de Thymidine (TdR) pendant 24 a 96 heures avec ou sans drogue. Pour les
expériences, 24 heures d’incubation avec le BrdU a été choisie car aucune toxicité n’a été
observée.
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I11.3. Survie cellulaire apres traitement au BrdU et TdR

L’essai de formation de colonies a été utilisé afin d’observer ’effet du BrdU en
concomitance avec les rayons gamma. Aprés avoir été incubées avec du BrdU et
exposées a différentes doses de radiations, les cellules CHO-K1 ont été ensemencées a
une concentration de 200 ou 400 cellules par pétri. Le contrdle sans drogue et sans
irradiation correspond au 100% de survie cellulaire. La survie cellulaire suite au
traitement avec les produits a été corrigée pour la toxicité sans irradiation. La figure
(figure 14) présente la survie cellulaire en fonction de la dose d’irradiation. Le contrdle
sans BrdU démontre une diminution de la survie avec une dose croissante d’irradiation.
On peut également remarquer que les cellules sans drogue (contrdle) et celles traitées aﬁ
TdR présentent une courbe de survie similaire. Lorsque le BrdU est présent, il y a
augmentation de I’effet 1étal des irradiations. On peut conclure que la radiosensibilisation
est dépendante a la concentration de BrdU. Cependant, cette relation n’est pas linéaire.
Les cellules qui présentent le plus haut taux de toxicité sont celles qui ont été traitées
avec 10 pM BrdU suivie d’une irradiation de 4 Gy. Le BrdU augmente donc I’efficacité

des radiations a tuer les cellules.
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Figure 14: Effet du BrdU ou du TdR sur la survie cellulaire en fonction de la dose
d’irradiation (Gy).

Les cellules CHO-K1 ont été mises en présence des produits pendant 18-20 heures a des
concentrations entre 0 et 10 pM avant d’étre irradiées. L’analyse statistique p-value a été
réalisée a I’aide du test de Student.

I11.4. Captation des électrons aqueux

Les effets des électrons aqueux produits lors de la radiolyse de 1’eau ont aussi été
testés sur des cellules. Pour ce faire, de ’acétone dans des conditions et concentrations
non toxiques pour les cellules a été utilisé. Ces expériences ont été exécutées dans
sensiblement les mémes conditions que celle déja présentées par 1’équipe de Webb
(WEBB et al., 1993). Nos résultats démontrent une toxicité plus importante lorsqu’il n’y
a pas présence d’acétone. On peut observer a la figure 15 que toutes les courbes de survie
cellulaire ont été rehaussées en présence d’acétone 1 M. En fait, le BrdU induit une moins

grande diminution de la survie des cellules lorsqu’il y a présence d’acétone. Ces résultats
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font état que 1’acétone est effectivement un bon capteur d’électron aqueux (K; = 6,5 X
10° M ™), empéchant celui-ci de participer 4 I’augmentation des dommages induits par
le BrdU lors de ’irradiation (JONES et al., 1995).

Les expériences ont été réalisées en comparaison avec le TdR afin de voir
I’impact des électrons aqueux sur le processus de radiosensibilisation du BrdU. Lés
pourcentages de survie ont été corrigés pour la toxicité des produits sans irradiation.
Lorsqu’on compare les données, on peut voir que le ratio acétone / sans acétone est plus
significatif lorsqu’il s’agit d’ADN bromé. A 4 Gy, le ratio est de 3,3 fois pour les
échantillons a 10 uM de BrdU comparativement a 1,45 fois pour la TdR a concentration
comparable. Ce ratio est moindre a 2 Gy, mais demeure plus élevé pour les cellules
bromées (2,13 fois) que les non bromé (1,18 fois) (tableau 3). Pour le TdR, nous
considérons qu’il n’y a pas suffisamment d’évidences statistiques pour conclure a une
différence significative entre O pM et 2 uM (p = 0,14), entre O pM et 10 uM (p = 0,69) et
entre 2 pM et 10 uM (p = 0,39). Tout comme le TdR avec acétone entre 0 uM et 2 uM (p
= (,05), entre 0 uM et 10 pM (p = 0,26) et entre 2 et 10 uM (p = 0,23). En présence de
BrdU, nous obtenons une différence significative entre 0 uM et 2 uM (p = 0,038) et entre
0 uM et 10 uM (p = 0,027). Cependant, la différence est non significative entre 2 pM et
10 uM (p = 0,23). En présence d’acétone, la différence est également significative entre 0
uM et 2 pM (p = 0,004) et entre O pM et 10 pM (p = 0,002) de BrdU. Mais entre 2 pM et

10 uM (p = 0,15), la différence est non significative.
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Tableau 3: Toxicité du BrdU et TdR aprés irradiation des cellules traitées avec ou sans

acétone.

controle BrdU TdR
- 2 uM 10 pM 2 uM 10 pM
2 Gy 548 +3.7(384+6.7(20.5+0.6|591+49|548+45
2 Gy
+ 62.7+3.3|51.0+46(43.7+3.7(73.1+59(64.7 4.7
acétone
4 Gy 19.0+40(8.0+46 | 29+04 |23.9%+4.7|23.3%7.3
4 Gy
+ 284 +39(15.7+45|9.7£25 |321+7.1|338+7.9
acétone

Note : Les valeurs exprimées en % de survie cellulaire représentent la moyenne +/-

I’écart-type. Les résultats proviennent de trois expériences différentes.
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Figure 15: Effet de la présence ou non d’acétone sur la survie des cellules en fonction de
la dose d’irradiation.

Les cellules ont ét¢ mises en présence des produits pendant 18-20 heures a une
concentration entre 0 et 10 pM de BrdU ou de TdR avant d’étre irradiées. L’analyse
statistique p-value a été réalisée a 1’aide du test de Student.

III.S. Formation de cassures simple brin a ’ADN

I11.5.1. Cométe alcaline

L’utilisation de I’essai cométe dans des conditions alcalines permet de révéler les
bris simple brin qui sont causés a I’ADN (WONG et al., 2005).

Dans un premier temps, nous avions réalisé les cometes a I’aide du fluorochrome
SYBR gold. L’irradiation des cellules était également effectuée directement dans
I’agarose. Nous nous sommes apergus que ces conditions ne donnaient pas des résultats
reproductibles. Les résultats de ces cométes sont inclus dans les sections I11.7 et I11.8 de

ce mémoire.
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En second lieu, 1’usage du PI (iodure de propidium) a été fait pour visualiser les
cométes et quantifier les dommages. Comme il en a été question dans la partie matériels
et méthodes, nous avons fait I'usage de 3 versions de la methode alcaline. Apres avoir
exposé les cellules pendant 24 heures au BrdU, le milieu de chaque pétri a été remplacé
par du milieu sans sérum, les cellules sont ensuite irradiées et finalement soumises a
I’essai cométe. Les effets causés par I’irradiation et le BrdU sont dévoilés sur une courbe
représentant la valeur Olive Tail Moment (OTM) en fonction de la dose d’irradiation. La
valeur OTM représente un indice de la quantité d’ADN endommagé. 11 est le paramétre le
plus important car il tient compte a la fois de la quantité d’ADN et de la distance de

migration (OLIVE et al., 1992).

O™ = pourcentage d’ADN dans la queue
X
la distance de migration entre le centre de gravité
de I’ADN dans la téte et dans la queue

Les résultats de la premiére version, celle appelée Collins pH 10 sont présentés
dans la figure 16. On peut voir que I’irradiation seule induit la formation de cassurés
simple brin. La queue des cellules (figure 17) irradiées a 25 Gy apparaissent plus longues
que celles qui n’ont pas été irradiées. A la figure 16, si 'on compare avec le taux de
dommages générés par la présence de BrdU, on peut voir que la valeur OTM démontre
une augmentation de bris simple brin comparativement aux cellules sans BrdU pour les
cellules irradiées a 10 et 25 Gy. Nous considérons qu’il y a suffisamment d’évidences
statistiques pour conclure a une différence significative entre O pM et 2 pM (p = 0,05) et

entre 0 uM et 5 uM (p = 0,003). Ce qui confirme une augmentation des dommages
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simple brin avec la présence de BrdU. Cependant, il ne semble pas y avoir plus de

dommages en augmentant la concentration de BrdU de 2 pM a 5 pM (p = 0,32). Les

courbes ont une trés bonne linéarité, avec des (%) de respectivement 0,98 (0 pM), de 0,98

(2 uM) et de 0,99 (5 uM).

15,00 -

OT™M

Figure 16: Détection des dommages simple brin par la méthode Collins pH 10 aprés
exposition a différentes concentrations de BrdU et doses d’irradiation.

Les courbes de régression linéaire ont été établies via la moyenne et I’écart-type de trois
expériences indépendantes (50 cométes chacune). L’analyse statistique p-value a été

réalisée a I’aide du test de Student.
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Figure 17: Images de cométes (méthode Collins pH 10) démontrant différents niveaux de
cassure d’ ADN post-irradiation.

Les cellules CHO-K1 n’ont subi aucun traitement avant d’étre irradiées. Les cellules ont
été colorées par iodure de propidium (PI).

La version Olive pH 12 (figure 18) démontre également une augmentation du
Olive Tail Moment induit par I'irradiation et par la présence de BrdU. Ce qui équivaut
également & une augmention des cassures simple brin par le BrdU. Nous obtenons une
différence significative entre 0 uM et 2 uM (p = 0,001) et entre 0 pM et 5 pM (p = 0,001)
de BrdU. Mais entre 2 pM et 5 pM de BrdU (p = 0,48), il ne semble pas y avoir plus de
dommages. Cependant, si on observe la figure 19, ’apparence des queues est plus longue
que celle obtenu avec la version Collins pH 10. 11 faut noter que les tampons de lyse des 2
versions, Olive pH 12 et Collins pH 10, ne sont pas identiques. Il semble donc y avoir
plus de dommages révélés par la version Olive pH 12. La version Collins pH 10 donne 2
comme valeur OTM lorsque les cellules sont irradiées a une dose de 10 Gy
comparativement a une valeur OTM de 35 avec une dose d’irradiation de 6 Gy pour la
version Olive pH 12. Une autre distinction entre les deux versions est au niveau du
contrdle non irradié. Avec la version Collins pH 10, il n’y a aucun signe de dommage du
contrdle, qu’il comporte ou non du BrdU. Cependant, avec la version Olive pH 12, on
peut observer une augmentation du Olive Tail Moment pour les cellules ayant

incorporées du BrdU (OTM = 35) et correspond a 3,5 fois la valeur du contréle sans
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BrdU. Nous croyons qu’il pourrait s’agir de sites abasiques induits et révélés par la

version Olive pH 12, puisque les sites alkali sont seulement exprimés a pH plus grands

que 12 (LACOSTE et al., 2006). Le bruit de fond a 0 Gy est possiblement causé par la

révélation des ces sites. Les régressions linéaires (%) des différentes courbes de la figure

18 sont de 0,96 (0 uM), de 0,98 (2 uM) et de 0,99 (5 uM).
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Figure 18: Détection de dommages simple brin par la méthode Olive pH 12 apres

exposition a différentes concentrations de BrdU et doses d’irradiation.

Les courbes de régression linéaire ont été établies via la moyenne et 1’écart-type de trois
expériences indépendantes (50 comeétes chacune). L’analyse statistique p-value a été

réalisée a ’aide du test de Student.
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Figure 19: Images de cométes (méthode Olive pH 12) démontrant différents niveaux de
cassure d’ ADN post-irradiation.

Les cellules CHO-K1 n’ont subit aucun traitement avant d’étre irradiées. Les cellules ont
ét¢ colorées par iodure de propidium (PI).

Une autre version a également été utilisée, la version Olive pH>13. L’apparence
de ces cometes est encore plus longue (figure 20) que celles des 2 autres versions. Nous
croyons que I’augmentation des dommages pourrait provenir du temps long de la lyse.
Nous n’avons pas de quantification de la version Olive pH>13 car il a été impossible de
faire ’analyse des cométes par le programme utilisé, CASP. La présence d’un plus grand
bruit de fond pourrait affecter la reproductibilité et la sensibilité de la méthode. Lorsque
la cométe a une dispersion importante, il est parfois difficile de modéliser la cellule et
d’en établir des statistiques interprétables. L’ensemble des résultats des essais cometes
suggérent que le BrdU augmente le nombre de bris simple brin lorsqu’il est exposé aux

radiations gamma.
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Figure 20: Images de cométes (méthode Olive pH>13) démontrant différents niveaux de
cassure d’ADN post-irradiation.

Les cellules CHO-K1 n’ont subi aucun traitement avant d’étre irradiées. Les cellules ont
été colorées par iodure de propidium (PI).

11L.5.2. Gel d’oligonucléotides bromés

Comme [’apparence des cométes des 3 versions alcalines est différente, nous
pouvons nous interroger sur leur capacité de détection des dommages induits par le
brome. Nous avons pensé utiliser un systéme plus simple avec un ADN nu contenant du
brome (ABrU) ou non (AT) et de les mettre en présence des solutions de lyse. La
migration sur un gel d’acrylamide nous permettra ensuite d’observer les dommages.

La figure 21 contient, & gauche, un ADN non bromé (AT). On peut voir que les
versions Collins pH 10 et Olive pH>13 présentent moins de dommages qu’avec la
version Olive pH 12. Cependant, le contrdle sans traitement posséde également des
dommages. Dans ces deux cas, il n’y avait pas d’EDTA présent. D’autres résultats (non
montrés) nous ont permis de voir que lorsque PEDTA est ajouté, il y a moins de
dommages. La présence d’EDTA protégerait ’ADN contre les dommages causés par

I’autoradiolyse du P32.
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La partie de droite de la figure 21 a été faite avec un ADN bromé (ABrU).
L’observation des dommages démontre qu’il y a plus de dommages révélé au niveau du
brome (position identifié a I’aide du marqueur BrdU) avec les versions Olive que Collins

(sans la solution de migration).
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Figure 21: Observation des dommages sur un oligonucléotide contenant ou non une
molécule de brome en présence de solutions de lyse utilisées lors des différents essais
cometes.

I11.6. Formation de cassures double brin a ’ADN
Nous avons analysé la formation de cassures double brin par I'utilisation de 2

méthodes d’analyse soit 1’essai cométe neutre et la formation y-H2AX.
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I11.6.1. Cométe neutre

L’analyse des dommages double brin de cellules exposées au BrdU et aux rayons
gamma selon I’essai cométe sous condition neutre est montrée a la figure 22. Nous
considérons que la différence est significative entre 0 uM et 2 pM (p = 0,02) et entre 0
uM et 5 uM (p = 0,02). Ce qui confirme une diminution des dommages double brin avec
la présence de BrdU. Cependant, il ne semble pas y avoir plus de différence en
augmentant la concentration de BrdU de 2 pM a 5 pM BrdU (p = 0,91).

Les images des résultats du contrdle sans BrdU (figure 23) présente une
augmentation de la formation de la queue d’une comeéte en rapport avec une dose
croissante d’irradiation. Ce qui correspond a une augmentation de bris double brin dans
I’ADN. Cependant, cette augmentation de la queue n’est plus apparente lorsque les
cellules ont été préalablement incubées en présence de BrdU (figure 22). L’ajout de BrdU
retarde la migration. La figure 24 représente bien ce raccourcissement de la queue en
présence de BrdU et ce méme sans irradiation. Cela rappelle les résultats de cellules
traitées avec des agents causant des diméres (YUN et al., 2005). On peut donc penser
qu’il s’agit de la présence de ponts induits par le BrdU. La conformation des diméres
retarde la migration de I’ADN sur gel. On peut également affirmer qu’ils ne représentent
pas des liens ADN-protéines, puisque les cellules ont été traitées avec la protéinase K
(MERK et al., 2000). L’utilisation de la protéinase K permet la discrimination des
dimeéres ADN-ADN versus ADN-protéine (MERK et SPEIT, 1999 ; GARCIA et al.,
2009). Cette enzyme détruit les liens ADN-protéine. Toutefois, a la figure 22 noﬁs
n’observons pas d’augmentation par le BrdU de bris double brin en fonction de la dose de

radiation. Nous croyons que la technique neutre manque de sensibilité pour voir les bris
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double brin, mais cela ne veut pas dire qu’il n’y en n’a pas. Les régressions linéaires ()
des différentes courbes de la figure 22 sont de 0,89 (0 uM), de -0,94 (2 uM) et de -0,93 (5
uM). Les régressions sont considérées comme étant une corrélation forte pour la courbe

du 0 pM et négative forte pour les courbes 2 pM et 5 uM.

Figure 22: Détection de dommages double brin par la méthode neutre aprés exposition a
différentes concentrations de BrdU et doses d’irradiation.

Les courbes de régression linéaire ont été établies via la moyenne et 1’écart-type de trois
expériences indépendantes (50 cométes chacune). L’analyse statistique p-value a été
réalisée a I’aide du test de Student.
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Figure 23: Images de cométes (méthode neutre) démontrant différents niveaux de
cassure d’ADN post-irradiation.

Les cellules CHO-K1 n’ont subi aucun traitement avant d’étre irradiées. Les cellules ont
été colorées par iodure de propidium (PI).

Figure 24: Images de cométes (méthode neutre) démontrant différents niveaux de
cassures d’ADN sans irradiation.

Les cellules CHO-K1 ont été exposées a une concentration variant de 0 uM a 5 uM BrdU
sans étre irradiées. Les cellules ont été colorées par iodure de propidium (PI).
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I11.6.2. Biomarqueur y-H2AX

Le développement d’un anticorps contre la forme H2AX phosphorylée a permis la
mise en place d’une nouvelle méthode extrémement efficace et sensible pour
I’identification des bris double brin (SOKOLOV et al., 2005). Plusieurs méthodes de
détection peuvent étre utilisées pour la détection et la quantification de y-H2AX. En voici
quelques une : I’'immunobuvardage, la cytométrie de flux et la microscopie (MACPHAIL
et al., 2003). Au cours de cette maitrise, deux méthodes ont été retenues, soit 1a

microscopie et la cytométrie de flux.
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I11.6.2.1. Détection de foci y-H2AX sur lame
L’ajout d’anticorps dirigé contre la sérine-139 phosphorylée de la partie C-
terminale de la protéine H2AX permet la détection de foyers nucléaires (foci)
(ROGAKOU ef al., 1999). La détection d’un seule foci, représente 1 bris double brin

(figure 25).

e

Figure 25: Image représentant une cassure double brin.

Au microscope, une cassure double brin discernable en tant que foyer nucléaire. Provient
de FERNANDEZ-CAPETILLO et al., 2004,

Les images de la figure 26, démontrent en apparence qu’il y a effet sur les
cassures par I’irradiation mais pas par le BrdU. En fait, il y a accroissement du nombre de
foci en augmentant la dose d’irradiation. Mais, il ne semble pas y avoir d’amplification

de foci par I’ajout de BrdU.
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Figure 26: Formation de foci y-H2AX aprés exposition au BrdU et aux radiations.

Note : On pourrait croire que I’échantillon SuM BrdU irradié a 4 Gy posséde beaucoup
de foci, mais il s’agit d’un artéfact d’une région de la lame.

111.6.2.2. Détection de y-H2AX par cytométrie de flux

v-H2AX a également été quantifié a I’aide la cytométrie de flux, communément
appelée FACScan®. Cette méthode d’analyse utilise comme principe un systéme de
lasers qui excitent un fluorochrome. Ce dernier réémet de la fluorescence a une nouvelle
longueur d’onde pouvant étre détectée et quantifiée. L utilisation de FACScan® permet
de séparer les cellules en fonction de leurs phases cellulaire. Il a été reporté dans la
littérature que ce sont les cellules en phase G1 du cycle cellulaire qui présentent la
quantité la plus faible d’expression endogéne de y-H2AX (MACPHAIL et al., 2003).
Dans la phase S/G2, le bruit de fond est plus élevé, relié aux dommages causés lors de la

réplication. Ce qui dans notre cas pourrait masquer ’effet du BrdU. Nous avons donc
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débuté les expériences par 1’analyse de la distribution du cycle cellulaire (figure 27) a
I’aide du fluorochrome iodure de propidium. Ce qui a permit le traitement des données
selon la phase du cycle cellulaire. Le pourcentage attribué a chaque phase a été déterminé
par I'utilisation du programme ModFit. Nous avons en méme temps mesuré 1’expression
de y-H2AX. La détection du fluorochrome FITC dans les différentes phases du cycle (G1,
S et G2-M) a été effectuée chez des cellules exposées ou non aux BrdU pendant 24
heures et irradiées par la suite. L’augmentation de y-H2AX aprés irradiation est
détectable par un déplacement du pic de fluorescence vers la droite. Les histogrammes
(figure 28) qui représentent les cellules analysées en fonction de I’intensité de
fluorescence FITC, montrent cette augmentation en fonction de la dose d’irradiation. Les
résultats sont représentés sous forme de tableau 4. Les colonnes en vert représentent les
résultats qui ont été normalisés en rapport au groupe contréle 0 Gy. Les colonnes en
jaune ont été normalisées en rapport au groupe contrble 0 Gy 0 pM. Toutefois, il ne
semble pas y avoir d’augmentation de y-H2AX causée par le BrdU sauf pour 10 uM
(figure 29). Les pentes de chacune des courbes de régression ont été calculées. La pente
obtenue pour la courbe 0 uM est de 0,42. Les concentrations de 2 uM (0,35) et 5 uM
(0,28) ont une pente décroissante. Cependant, la courbe du 10 uM présente une pente de

0,44.
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Figure 27: Représentation schématique du cycle cellulaire de cellules CHO-K1.
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Figure 28: Histogrammes représentant I’expression de y-H2AX.

Détection de y-H2AX par cytométrie de flux provenant de cellules traitées au BrdU et
exposées aux radiations de 0 a 8 Gy. Les résultats proviennent d’une seule expérience.
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Tableau 4: Résultats chiffrés de I’expression de y-H2AX.
Détection de y-H2AX par cytométrie de flux provenant de cellules traitées au BrdU et

exposées aux radiations de 0 a 8 Gy. Les résultats proviennent d’une seule expérience.

ouM | 2pam | 2 I’)"“: “1 aamm | ® I’)'k‘j "1 10um ”’h’;“:' .
8Gy/0Gy| 460 | 343 | 432 | 2712 | 398 | 338 | 523
; Gy/0Gy| 274 | 207 | 273 | 197 | 28 | 28 | 438
2Gy/0Gy| 259 | 222 | 279 | 200 | 293 | 205 | 3.7
0Gy/0Gy 1 1,26 1,46 1,55

Note : Les valeurs exprimées représentent un ratio d’intensité. Les résultats proviennent

d’une seule expérience.
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Figure 29 : Représentation graphique de I’intensité des foci y-H2AX chez des cellules
traitées au BrdU et exposées aux radiations de 0 a 8 Gy.

Les courbes de régression linéaire ont été établies via une seule expérience.

II1.7. Utilisation du fluorochrome SYBR gold versus le fluorochrome PI

Comme il a été noté a la section 111.5.1, les premiers essais cometes (alcaline et
neutre) ont été réalisés a 1’aide du SYBR gold (Invitrogen, Burlington, Canada). Ce
fluorochrome fait partie d’une nouvelle génération de colorant nucléaire, utilisée pour
visualiser I’ADN dans les gels d’électrophorése composés d’agarose ou de
polyacrylamide. Lors de I'utilisation de la technique alcaline, les cométes présentaient
d’une expérience a une autre, des irrégularités quand a leur aspect. Il a également été
difficile de les analyser par le programme informatique.

Un autre fluorochrome permettant la visualisation de I’ADN soit I’iodure de
propidium (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a été utilisé. Apreés avoir comparé 1’essai

des deux fluorochromes, 1’apparence des cométes au microscope ainsi que leur analyse
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s’est avérée distincte. La figure 30 démontre une différence dans |’apparence de la forme
des cometes. On peut apercevoir une distinction marquée pour le contrdle sans

irradiation.

Pi

SYBR gold

Figure 30 : Images de cométes (methode Olive pH 12).

Les cellules ont été colorées par iodure de propidium (PI) en rouge et SYBR gold en vert.

En conséquence, seule I'iodure de propidium a été utilis€¢ comme fluorochrome

pour les essais cométes, quels soient alcalines ou neutres, pour la suite de I’étude.

IIL8. Effet de Pirradiation des cellules sur lame pour I’essai cométe
Un autre probléme a été soulevé au tout début des expériences, celui d’inclure les
cellules dans ’agarose avant I’irradiation. Quelques auteurs ont procédé a I'irradiation de
cellules déja incluses dans I’agarose (SINGH et al., 1994 ; WOJEWODZKA et al., 2002)
mais lorsque I'on fait la comparaison de I’inclusion des cellules dans I’agarose avant ou

apreés I'irradiation, les cométes prennent une apparence totalement différente. Le halo
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autour des comeétes prend une allure plus étendue lorsque les cellules sont irradiées

directement dans I’agarose (figure 31).

Figure 31 : Image de comete (méthode neutre).

Les cellules ont été colorées par SYBR gold. Irradiation directement sur lame.

Les résultats de ’analyse de I’essai cométe doit permettre de révéler la quantité
d’ADN endommagé ayant migré hors de la téte de la cométe. Comme les valeurs sont
interprétées en fonction d’un nombre de pixels détectés dans la téte comparativement au
nombre retrouvé dans la queue, nous avons cru important de pouvoir minimiser 1’étendu

de ce halo. Nous avons opté pour I'inclusion des cellules dans 1’agarose aprés irradiation.
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IV. Discussion

La radiothérapie est le traitement le plus répandu pour traiter le cancer.
Cependant, la dose donnée aux patients est limitée a cause des effets secondaires qu’une
forte dose peut occasionner. Voila pourquoi I'utilisation de radiosensibilisateurs pourrait
faire partie d’une stratégie pour augmenter 1’effet 1étal des radiations envers les cellules
tumorales.

L’utilisation possible du BrdU pour le traitement du cancer a beaucoup été
investiguée depuis 1960 (LITTLEFIELD et GOULD, 1960). Cette drogue possede dés
propriétés trés intéressantes pour les traitements en radiothérapie : elle induit un méme
niveau de mortalité des cellules cancéreuses mais avec une dose de radiation réduite.
L’effet radiosensibilisateur du BrdU a été démontré a maintes reprises (WOICIK et al.,
2006). 11 fait également partie des rares drogues a pouvoir s’incorporer a I’ADN sans en
changer la structure. Le BrdU s’incorpore aux cellules dans leur phase multiplicatrice.
Plusieurs auteurs ont voulu expliquer comment le BrdU radiosensibilisait les cellules.
Leurs résultats font état que le BrdU a la particularité de générer des bris double brin
(ILTIAKIS et al., 1989 et LAWRENCE et al., 1995). Lorsqu’ils sont présents dans I’ADN,
ces bris sont toxiques pour les cellules car ils sont trés difficilement réparables. Comme la
forme de ’ADN est majoritairement double brin complémentaires dans la cellule, on
pourrait croire que le BrdU produirait la formation de cassures double brin. Mais les
expériences de Cecchini (CECCHINI et al., 2004) semblent vouloir dire le contraire. Le
BrdU n’induirait pas de bris double brin dans un ADN complémentaire mais il en

induirait dans un ADN comportant des régions bulles (non appariées).
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Iv.l. Radiosensibilisation par le BrdU

Les tests de formation de colonies prouvent I’effet radiosensibilisateur du BrdU.
La comparaison entre le TdR et le BrdU démontre un net avantage pour I’utilisation du
BrdU. De plus, les cellules démontrent plus de radiosensibilisation en présence de
concentrations plus élevées de BrdU.

Il est rapporté dans la littérature que la radiosensibilisation de cellules ayant
incorporées du BrdU est diminuée par la présence d’acétone pendant 1’irradiation (WEBB
et al., 1993). L’acétone a donc un rdle dans le processus de captation des électrons
aqueux (JONES et al., 1995). Ce role est de soutenir une protection a I’ADN contre les
électrons aqueux (espéces réactives qui causent des dommages a I’ADN) produits lors de
la radiolyse de I’eau. Le fait que ’acétone augmente la survie appui I’hypothése que ce
sont les électrons aqueux qui réagissent avec le BrdU. L’acétone réduirait ainsi les
dommages létaux produits par 1’interaction entre les électrons aqueux et le BrdU. Le TdR
réagit également avec les électrons aqueux mais le radical formé suite a cette réaction est
reconverti en TdR par les réactions subséquentes (WEBB et al., 1993). Ce qui
expliquerait pourquoi I’effet de I’acétone sur la réaction des €lectrons aqueux avec le TdR
est moins important. Il serait bien de pouvoir poursuivre ces recherches par 1’utilisation
de I’essai cométe. Ainsi, nous pourrions déterminer si oui ou non les électrons aqueux
sont responsables de I’augmentation de bris causés par leur interaction avec le BrdU.

La littérature rapporte également que 1’oxygéne est aussi un bon capteur
d’¢lectrons aqueux (LAVERNE et PIMBLOTT, 1993). 11 serait intéressent
d’expérimenter si ’engendrement des bris serait supérieur pour les cellules en condition

d’hypoxie.
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Iv.2. Méthodes d’analyse des bris

Dans ce mémoire, nous avons voulu examiner si le BrdU générait des bris simple
et double brin dans les cellules aprés irradiation. Quelques études ont été faites dans le
passé afin de démontrer quels dommages le BrdU pouvait produire a I’ADN de cellules
irradiées. Des techniques comme par exemple 1’utilisation du gel d’électrophorése en
champs pulsé (LAWRENCE et al., 1995) et I’élution neutre (ILIAKIS et al., 1989),
utilisés dans les années 90, ont fait état que le BrdU augmente la présence de bris double
brin. Cependant, on convient aujourd’hui que ces techniques démontraient peu de
sensibilité a faible dose. Pour la premiére fois, dans le domaine d’étude du BrdU, nous
avons eu recours & des techniques sensibles qui permettent la détection de dommages a
des doses aussi faibles que 20cGy (MACPHAIL et al., 2003). Ainsi, nous avons pﬁ
vérifier I’hypothése d’induction de bris double brin dans I’ADN bromé. Depuis environ
une dizaine d’années, deux nouvelles méthodes d’analyse des bris 8 ’ADN sont
apparues. Celles des techniques de 1’essai comete pour observer 1’induction des
dommages générés a I’ADN cellulaire et de la détection du biomarqueur y-H2AX qui
permet d’observer la mise en place d’un processus enzymatique pour réparer les bris
double brin. Chacune des deux techniques permet la visualisation microscopique dés

dommages induits a chaque cellule.

IvV.3. Détection des cassures simple et double brin par Pessai cométe
Pour I’essai cométe, deux méthodes sont proposées : la méthode alcaline et la
méthode neutre. En variant les conditions alcalines ou neutres de la technique, on peut

distinguer I’induction de bris simple brin (I’essai cométe alcalin) ou de bris double brin
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(Iessai cométe neutre). Lorsque des cassures simple brin sont produites, elles détendent
I’ADN, qui normalement se retrouve sous forme surenroulée. Une lyse a un pH alcalin
permet le déroulement et la dénaturation de I’ADN qui peut migrer de fagon
indépendante. Dans le cas des cassures double brin, I’ADN est déja fragmenté. Nous
pouvons donc employer dans ce cas une lyse plus douce pour nous permettre de révéler
ce genre de dommages. I1 faut cependant noter que I’essai alcalin détecte également les
bris double brin. Mais, comme il est rapporté dans la littérature, 1 Gy produit 1000 bris
simple brin par cellules et les double bris représente moins de 5% de tous les dommages
causés dans la cellule (SHAHIDI et al., 2007). Comme le nombre de bris simple brin est
¢levé par rapport au nombre de bris double brin, ces derniers n’affectent pas la spécificité
de la méthode alcaline pour la détection des bris simple brin. Il ne faut pas oublier que
I’apparence de la queue de la cométe dépendrait non seulement du nombre de dommages
mais également de la différence dans la structure de la chromatine (WADA et al., 2003).
L’apparence d’une comete est produite lors de la migration. L’ADN fragmenté est libéré
de ce qui est communément appelé la téte, pour migré vers I’anode et former une queue.
La téte comporte ’ADN intact alors que la queue contient de ’ADN relaxé de son
superenroulement donc endommagé ou cassé. Le logiciel CASP (KONCA et al., 2003)
qui aide a I’analyse des cométes, est facile d’utilisation et est employé par plusieufs
laboratoires. Ce programme quantifie I’ADN contenu dans la téte et celui contenu dans la
queue pour chaque cellule individuelle, nous permettant d’avoir un indice de la quantité
d’ADN endommaggé.

Méme si I’essai cométe est utilisé depuis quelques années, il ne semble pas avoir

été standardisé. Différentes méthodes semblent étre adoptées d’une équipe a 1’autre et
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chacun y apporte diverses modifications. Lors de cette étude, nous avons eu I’occasion de
pouvoir comparer 3 différentes méthodes alcalines. Chacune présente une apparence
distincte des comeétes au microscope. Les techniques développées par Olive (pH 12 et
pH>13) sont trés similaires. Leurs queues sont de forme trés allongée méme a faible dose.
Contrairement a la technique Collins pH 10 qui présente une petite queue rétractée pres
du noyau (figure 17). C’est au niveau de la solution de lyse que ces 3 versions de cométe
alcaline se distinguent le plus (tableau 5). L’apparence des cométes produites a I’aide de
ces solutions de lyse sont également trés différentes. Ces solutions de lyse ont pour
différence : la quantité de sel, un pH différent et une présence ou non d’EDTA. La
présence de sel sert a extraire les protéines des cellules. La quantité de sel est la méme
pour les versions Olive, soit 1,2 M, mais la version Collins pH 10 en contient plus, soit
2,5 M. Un autre paramétre qui différe dans les 3 versions est le pH. Il est de 10 pour la
version Collins pH 10 et les cellules sont incubées en sa présence pour une période de 18-
20 heures. Pour la version Olive pH 12, le pH de la lyse est de 12 mais, les cellules sont
mises en présence de la solution de lyse que pour une incubation de 1 heure. La version
Olive pH>13, comporte un temps de lyse de 18-20 heures a un pH de plus de 13. Selon
Banath (BANATH et al., 2001) un pH élevé maximise la détection des lésions alkali
labiles. En bas de pH de 12, ces sites ne sont pas convertis en bris. La présence ou non
d&’EDTA dans les trois solutions de lyse est aussi un fait important a noter. On ajoute
comme ¢lément & diverses solutions de migration de ’EDTA afin de protéger 1’acide

nucléique contre la dégradation enzymatique.
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Tableau 5: Représente la quantité de sel, le pH et la présence ou non ’EDTA composant
les solutions de lyse des trois versions cométes alcalines.

|

| solution de lyse sel pH EDTA

Collins (Singh) 25M 10 (O/N) 0,1M

Olive low pH 1,2 M 12 (1h) -

Olive high pH 1,2 M > 13 (O/N) 0,1M

Comme I’apparence des cometes alcalines était différente d’une technique a
’autre, nous avons voulu montré si la révélation des dommages causés aux bromes
pouvait étre différente pour chaque technique. Pour ce faire, nous avons utilisé un
oligonucléotide bromé et son controle non bromé. Nous avons observé si les solutions de
lyse utilisées pour chacune des techniques révélaient les mémes dommages. Car ce qui
différencie le plus les techniques entre elles, c’est la composition de leurs solutions de
lyse. Nos résultats établissent que la solution de lyse utilisée pour I’essai comete
intervient dans la sensibilité de I’essai.

L’oligonucléotide non bromé (AT) démontre des faits intéressants. On peut
observer qu’il y a plus de dommages avec la version Olive pH 12 qu’avec la version
Collins pH 10 et Olive pH>13. On pense que c’est la présence d’EDTA dans la solution
de lyse de ces versions qui protégerait I’ADN. L’oligonucléotide bromé (ABrU) établit

qu’il y a plus de dommages révélés avec les solutions Olive au niveau du brome.
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Cependant, toutes les versions alcalines (sauf la méthode Olive pH>13, car
impossible a analyser) ont donné comme résultats une augmentation des bris simple brin
engendrés par |’irradiation seule. Mais ils ont révélé également une augmentation des
dommages en combinant le BrdU aux irradiations.

L’essai cométe neutre présente comme résultats un nombre augmenté de bris
double brin causés par les radiations sans BrdU. Cependant, en présence de BrdU, on
peut observer une rétractation de la queue. I1 n’y a donc pas de formation de bris double
brin, mais cette régression pourrait laisser croire qu’il pourrait s’agir de structure pouvant
ralentir la migration comme par exemple des ponts. Ces résultats correspondent aux
résultats obtenus avec y-H2AX; ils démontrent une augmentation de foci dus a
I’irradiation mais pas a I’ajout de BrdU a faible concentration. La formation de diméres
interbrins causée par le BrdU pourrait expliquer ces résultats (OLIVE et BANATH,
2009). La diminution du tail moment est causée par la formation de diméres qui
ralentissent la migration de I’ADN. La version neutre étant moins sensible aux dommages
simple brin et aux sites alkali labiles, elle apparait comme la fagon la plus spécifique pour

détecter les dimeres.

IVA4. Détection des cassures double brin a ’aide du biomarqueur y-H2AX
Suite & un dommage double brin dans I’ADN, la protéine H2AX est phosphorylée
dans les toutes premiéres minutes suivant 1’irradiation, jusqu’a atteindre un plateau 10-3‘0
minutes aprés (ROGAKOU et al., 1998). Plusieurs équipes de recherches se sont
intéressées au role joué par y-H2AX dans le processus de reconnaissance et de réparation

des bris double brin (PILCH et al., 2003).
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Le développement d’un anticorps dirigé contre y-H2AX a grandement contribué a
I’étude de cette protéine. Il a aidé a comprendre les différents processus biologiques et
maladies ou participe la formation de y-H2AX. On peut utiliser cet anticorps de
différentes fagons, soient pour la détection par immunobuvardage, par foci, par gel deux
dimensions (formation stoichiometrique de y-H2AX) et par cytométrie de flux. Pendant
cette maitrise, deux méthodes d’analyse ont été employées. Premiérement, la
visualisation de foyers nucléaires (foci) et deuxiémement, la quantification par cytométrie
de flux. Le décompte de foci visibles au microscope comme méthode de quantification
des bris double brin est trés répandu. Elle demeure présentement la fagon la plus sensible
pour détecter les cassures double brin dans 'ADN (BANATH et OLIVE, 2003).
Cependant, la majorité de cellules ont exhibé des foci, méme celles non irradiées. Ceci ést
causé par la création de bris endogénes provoqués pendant la réplication (BANATH et
al., 2004). Les cellules en S et G2 présentent une augmentation considérable de foci. Il
est difficile de voir, presque impossible de distinguer & ’ceil, & quelles phases
appartiennent les cellules lors de la prise de photos. Un autre probléme a également été
rencontré. Doit-on compter les foci que sur une coupe de la cellule ou doit-on
aquisitionner des images sur un plan tri-dimensionnel pour déterminer le nombre de
foci ? Les deux fagons ont été faites. La méthode par une seule coupe est simple, mais
comporte son lot de désavantages. A faible dose d’irradiation, le décompte de foci est
facile mais plus la dose d’irradiation augmente moins il est facile d’en compter le
nombre. Les foci deviennent trés nombreux, leurs diamétres s’amplifient et prennent une
forme irréguliére. Les nouveaux microscopes permettent d’effectuer des images 3D des

noyaux. L’acquisition d’images tridimensionnelles d’une cellule a été envisagée pour nos
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expériences. Cette méthode demande d’effectuer plusieurs photos (environ 50 par
cellule), afin de dénombrer tous les foci présents a 'intérieur d’une méme cellule. Nous
avons écarté cette méthode a cause de la trop grande charge de travail qu’elle
représentait. Certaines équipes ont voulut faciliter cette maniére de faire a 1’aide de
programmes informatiques (BOCKER et ILIAKIS, 2006), mais ces méthodes d’analyse
restent encore qu’a leur début. Depuis peu de temps, notre centre de recherche dispose
d’un nouvel équipement, le iCyte™ Imaging Cytometer, un microscope permettant
d’effectuer sensiblement les mémes applications qu’un cytométre de flux. Il permet de
travailler a partir d’échantillons fixés sur lame et méme dans des plaques avec des puits
pour la culture de cellules. On peut procéder a la quantification de y-H2AX par la
fluorescence FITC en rapport a la quantité d’ADN cellulaire par PI. Comme 1’appareil
était nouveau et que I’application de la technique n’était pas au point nous avons eu
recours a une autre méthode d’analyse pour y-H2AX soit ’utilisation d’un cytométre de
flux conventionnel. Cependant, il serait intéressant de pouvoir exploiter ce systéme dans
un avenir rapproché. |
L’utilisation du cytométre de flux s’est avérée étre la méthode de choix. En plus
de pouvoir quantifier y-H2AX, nous avions la possibilité d’utiliser un second
fluorochrome pour pouvoir distinguer le cycle cellulaire d’une cellule a I’autre. Ce qui a
permit de discriminer les cellules en G1 des autres phases du cycle. Les cellules en G1
sont celles qui possédent I’expression endogéne la plus faible. Ainsi il est possible
d’établir plus précisément les dommages causés par les radiations ionisantes ainsi que par
le BrdU. Les résultats obtenus démontrent trés bien que le bruit de fond en phase S et G2-

M cause une réduction de la sensibilité de détection des bris double brin. Lorsqu’on
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limite les mesures a la phase G1, la détection semble plus évidente. L’analyse de y-H2AX
par cytométrie de flux a été pour nous une excellente fagon de quantifier la protéine
phosphorylée. Cette affirmation reste encore plus vraie & un niveau de dommages élevé.
L’augmentation de bris double brin causée par I’irradiation est donc évidente. Ce qui
corrobore les études effectuées auparavant. Mais la quantité de bris ne semble pas étre
affectée par la présence de BrdU. Ce qui permet d’affirmer que BrdU n’induit pas la

présence de cassures doubles brin dans 1’ ADN.

IV.S. Choix du fluorochrome pour I’essai cométe (SYBR gold et PI)

Le fluorochrome SYBR gold est considéré par la compagnie Invitrogen comme
étant le colorant le plus sensible sur le marché pour la détection de I’ADN et de ’ARN
sur gel. Il est aujourd’hui I’'un des colorants nucléaires les plus utilisés dans les
laboratoires de recherche a travers le monde. Comme I’essai cométe suscite 1’intérét des
chercheurs pour leurs études des dommages a I’ADN depuis quelques années, plusieurs
ont préféré le SYBR gold pour leurs analyses.

Nos travaux soulévent un doute quand a la non reproductibilité (résultats non
présentés) entre les deux colorants (SYBR gold et PI) et ce principalement pour les
méthodes alcalines. Nous croyons que les différentes solutions utilisées lors du procédé
de lyse pourraient en étre la cause.

Les programmes d’analyse pour 1’essai cométe tiennent compte du nombre de
pixels présents dans I’image afin de pouvoir estimer le pourcentage d’ADN présent dans
chaque partie de la cométe. Une équipe de recherche a effectué une étude comparative sﬁr

I’utilisation des deux colorants. Leur conclusion est que le SYBR gold ne serait pas un
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choix judicieux puisqu’il y aurait saturation de ce colorant dans la région de la téte de la
comeéte ce qui affecterait la mesure du tail moment (McNamee et al., 2000). On peut
croire qu’il serait important de s’assurer de ’efficience du colorant pour cette méthode
d’analyse. Nos observations suggerent qu'une étude plus exhaustive pourrait permettre

de faire la lumiére sur cette ambivalence.

Iv.6. Effet de Pirradiation des cellules sur lame

La littérature rapporte peu d’auteurs ayant utilisé comme technique 1’irradiation
des cellules directement incluses dans 1’agarose. Cependant, il serait important de
considérer I'impact que peut avoir I’irradiation sur ce polymeére. Dans nos essais, ia
formation d’un halo plus important a été observée chez les cellules qui avaient été
incluses dans ’agarose avant d’étre irradiées. Les résultats (non présentés) ont aussi
démontré des dommages a I’ADN qui atteignaient un plateau plus rapidement et ce a plﬁs
faible dose. Le changement engendré a 1’agarose par les radiations pourrait modifier le
parcours de I’ADN lors de la migration. Il serait intéressant de voir I’effet des radiations
sur I’agarose avant 1’ajout des cellules. Il est fort probable que la radiation va réduire la
«concentration effective» de P’agarose de fag:dn dépendante de la dose, ce qui
compliquera I’interprétation des résultats. Il n’est donc pas souhaitable d’utiliser cette

méthodologie pour I’analyse de 1’essai cométe.
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V. Conclusion

L’utilisation des radiations ionisantes fait partie des traitements anticancéreux
depuis le tournant des 19° et 20° siécles. Cependant, la radiothérapie dispose que d’une
mince fourchette de doses. Sans quoi, a forte dose, elle peut entrainer des complications
importantes chez le patient et a faible dose, donner lieu & une récurrence de la tumeur.
L’utilisation de la radiothérapie combinée a certaines drogues sélectives est donc une
avenue stratégique afin d’augmenter 1’effet 1étal aux cellules tumorales.

Les travaux effectués tout au long de cette maitrise confirment 1’induction de bris
simple et double brin & ’ADN suite aux radiations ionisantes. L’essai comeéte alcaliﬁe
confirme I’hypothése que les cellules ayant incorporé du BrdU augmentent le nombre de
bris simple brin. Nos expériences faites avec 1’essai cométe neutre ne présentent aucune
augmentation de bris double brin induit par la présence de BrdU apreés irradiation. Mais
selon le biomarqueur y-H2AX aucune augmentation de bris double brin n’a été
démontrée sauf peut-étre a concentration de 10 pM. Quoique, nous avons pu observer la
présence de ponts (méthode cométe neutre) dans ’ADN des cellules qui avaient
incorporé du BrdU. Nous crojtons que les résultats de ces travaux auront un impact positif
sur I’avancement des études du BrdU.

Les diméres interbrins font partie des 1ésions potentiellement létales pour une
cellule et plusieurs agents chimiothérapeutiques anticancereux comme le cisplatin et la
mitomycine-C, utilisent ce principe afin d’empécher la prolifération cellulaire tumorale.
Il a été démontré pour la premicre fois a 1’aide d’oligonucléotides (CECCHINI et al.,

2005) que le 5-bromodéoxyuridine pouvait également induire des ICL sous exposition
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aux rayons UV et aux radiations ionisantes. Ce type de lésions est complexe et est
difficilement réparable pour la cellule. Plusieurs auteurs sont d’avis que la réparation des
ICL passerait d’abord par leur conversion en bris double brin (NIEDERNHOFER et al.,
2004). Nos résultats obtenus avec les essais cométes et y-H2AX démontrent le potentiel
du BrdU a causer des diméres interbrins, toutefois, les essais ne sont pas parfaitement au
point. Mais les derniers résultats effectués au cours de cette maitrise sont prometteurs
pour les futurs développements. Ces études préliminaires effectuées dans les cellules sont
encourageantes et confirment que nous sommes sur une bonne piste.

L’ensemble de ses travaux ont confirmé en bonne partie notre hypothése.
L’irradiation de ’ADN en présence de BrdU augmente le nombre de bris simple brin
sans toutefois augmenter le nombre de bris double brin.

La mise au point d’une nouvelle technique, communément appelée le Comeéte
FISH, est basée a la fois sur I'utilisation de ’essai cométe et de sondes fluorescentes
"fluorescence in situ hybridation" (HORVATHOVA et al, 2004). Elle permet la
détection de séquences d’ADN spécifiques ou il y a eu production de dommages
(SANTOS et al., 1997). 1l serait intéressant de pouvoir appliquer cette technique sur nos
¢chantillons, afin de démontrer a quel endroit d’un géne sont induits les dommages par le
BrdU.

Les études réalisées par Cecchini et coll. ont démontré que sous irradiations UV,
les cellules ayant incorporé de BrdU dans leur ADN ne démontrent pas le méme patron
de dommages que celles irradiées avec des radiations ionisantes. 11 serait intéressant de
pouvoir refaire les expériences présentées dans ce mémoire en irradiant les cellules avec

une source d’énergie UV.
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L’utilisation de cellules déficientes en réparation de diméres pourrait nous
permettre de voir si BrdU induit réellement des dimeéres. Les cellules AF (anémie de
Fanconi) présentent une hypersensibilité aux agents pontants. Le probléme est situé au
niveau de la voie protéique FANC/BRCA, impliquée dans la réparation et la résolution
du blocage des fourches de réplication des lésions de I’ADN (ROTHFUSS et GROMPE,
2004).

L’exposition au rayonnement gamma de cellules hypoxiques ayant incorporées du
BrdU serait également intéressant. Car nous pourrions constater s’il y a une augmentation
ou non de la toxicité.

Suite aux efforts soutenus de recherche de Sylvain Cecchini qui a ouvert un
nouveau regard au fonctionnement du BrdU, mon travail représente un autre maillon vers
la compréhension des mécanismes d’action du BrdU sur les cellules tumorales pos£-
irradiées. Une fois complétement élucidé, nous serons en mesure d’utiliser cet agent
radiosensibilisant, le 5-bromodéoxyuridine (BrdU) de fagon plus efficient dans le
traitement contre le cancer. .En ciblant de fagon plus spécifique ’ADN des cellules
tumorales, cela nous permettra de diminuer les effets secondaires qu’une forte dose

d’irradiation peut occasionner chez les patients sous traitements.

Sommairement, nos résultats suggérent que le S-bromodéoxyuridine (BrdU) cause
effectivement une augmentation de bris simple brin induit 4 I’ADN. Nous croyons que la
radiosensibilisation des cellules soumises aux radiations peut-étre expliquée par la

présence de ponts interbrins engendrés par le BrdU.
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