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Avant-propos

ADN, trois lettres pour désigner une molécule figginais pourtant essentielle a la vie. En
effet, ’TADN ou acide désoxyribonucléique assurexdnctions fondamentales : la synthése
des protéines qui participent a tous les procebslsgiques et la transmission fidele de
'information génétique. Sa découverte eut lieul&69 par le physicien-biologiste suisse
Friedrich Miescher (1), mais ce n’est qu’en 1958 tatson et Crick parvinrent a résoudre sa
structure en double hélice (2). Depuis, les décaesesur ce polymeére et son intégrité
s’accumulent.

L’ADN est en permanence soumis a des agressiongsilsies de modifier sa séquence et
donc linformation pour laquelle elle code. Chelddmme, les conséquences de ces lésions
peuvent étre multiples : allant de I'évolution despéce a I'apparition des cancers. Afin de
conserver son intégrité, la cellule a donc développ ensemble complexe de voies de
signalisation nommé la réponse aux dommages deN'AADDR pour DNA damage response)
dont I'une des issues possibles est la réparatoADN. De nombreuses maladies, dont le
Xeroderma Pigmentosum (XP) sont dues a des défiesetians cette DDR et plus précisément
ici dans lI'un des systemes de réparation de I'Alés patients présentent une hyper-
photosensibilité et une forte propension a dévedopies cancers. Ce genre de symptébmes se
retrouve aussi dans d’autres maladies comme leayredde Gorlin ou les patients présentent
a la fois une forte sensibilité aux rayonnementss@nts et une forte probabilité a développer
des cancers, notamment des carcinomes basoce&tulair

L’objectif de cette thése est donc d’étudier la lentre la DDR et la voie de signalisation
mutée chez les patients Gorlin afin de mettre éeénce une possible défaillance des systemes

de réponses aux dommages de 'ADN chez ces patients
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| - Les réponses aux dommages de '’ADN (DDR)

Chaque jour, les 75 000 milliards de cellules qumposent I'organisme subissent chacune en
moyenne de 1 000 a 10 000 lésions au niveau de AdDN (3).

Etant donné les effets potentiellement dévastaeit$nstabilité génomique engendrée par
ces dommages (cancer, vieillissement, mort), ldkules ont développé un réseau de
signalisation pour une réponse spécifique aux rdiffees Iésions de 'ADN connu sous le nom
de réponse aux dommages de I'ADN (4). Ces lésionsvgnt découler de contraintes
endogenes résultant d'erreurs de réplication deN'A&t des sous-produits du métabolisme
cellulaire, mais aussi de sources exogenes consimayennements ionisants et ultraviolets.

Nous allons donc aborder dans la premiere parteetle étude bibliographique la description
des différentes sources de dommages de 'ADN. Mous intéresserons ensuite a la mise en
place de la cascade de signalisation de la DDRaduwener a différentes réponses effectives :
arrét du cycle cellulaire, modulation de la traqgmn de certains genes, activation de la
réparation de ’ADN ou apoptose. Enfin, les implicas pathologiques liées a un défaut de la

DDR seront abordées.

A - Les dommages de ’ADN

1) Les sources endogénes et leurs lésions associées

La majorité des altérations endogenes touchant NAEEsulte en de petites lésions
n'impactant que faiblement la structure de la dedi#lice d’ADN (Figure 1).

La grande majorité de ces lésions sont la conséguem I'activité métabolique normale des
cellules en présence d’oxygene. En effet, biennglispensable a la vie, 'oxygéne possede
aussi un effet délétere sur l'organisme : c'estpdgadoxe de la vie en aérobie (5). Le
métabolisme oxydatif dans les mitochondries, ajju& la peroxydation des lipides génerent
des radicaux libres (ROS pour reactive oxygen sg&dia cellule se retrouve donc en présence
de radicaux hydroxyles@H), de peroxydes d’hydrogenebp) et d’anions superoxyde ¢
qui sont immédiatement pris en charge par un systidetoxification complexe comprenant
notamment la superoxide dismutase (6). Ces radilibres, que 'on nomme stress oxydant,
vont mener a I'apparition de dommages oxydatifst teonature et le rendement dépendent de
la nature des especes oxydantes (7). Ces espactisas de I'oxygene peuvent provoquer
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Rayonnements ionisants
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Figure 1: Les dommages de I’ADN et leurs sources associéless ROS, les agents
alkylants ainsi que les rayonnements ionisantsratemdance a créer des mésappariements,
des sites abasiques, des 8-oxoguanines et desresmssmple brin. Les rayonnements
ultraviolets, ainsi que certains produits chimiqoesme les HAP formeront des dimeres de
pyrimidines, ainsi que des adduits volumineux. Erfs rayonnements ionisants, les rayons
X, les molécules anti-tumorales ainsi que les agaliylants créeront des cassures double
brin et des liaisons intra- ou inter-brins.

D'apres De Boeet al. (8).
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divers types de lésions comme des cassures simpldel’oxygene peuvent provoquer divers
types de Iésions comme des cassures simple biADIN, des pontages ADN-protéines, des
modifications et des pertes de bases. Parmi lesficaitbns, on observe des désaminations,
ainsi que la formation de diol de thymine et d’ileadOn retrouve aussi des lésions oxydatives
dont la plus abondante est la 8-oxoguanine (8-0X®&g)La perte de bases peut avoir lieu
spontanément ou aprés une oxydation ou une alkglde '’ADN. Elle est due a une hydrolyse
de la liaison glycosidique formant ainsi un sitasigue.

L’activité métabolique cellulaire peut aussi emeides défauts de réplications (3) menant a

des mésappariements ou a I'incorporation de nudeénmodifiés par oxydation (10).

L’ADN possede aussi une instabilité intrinseque effet, I'eau a 37°C est aussi responsable
de la désamination spontanée de bases qui vorgfdrarer I'adénine en hypo-xanthine, la
guanine en xanthine, la cytosine en uracile etNefhyl-cytosine en thymine entrainant une
altération de l'information codante (11).

2) Les sources exogénes et leurs Iésions associées

Les dommages d’origines exogénes sont ceux progogaedes agents externes a la cellule
comme les rayonnements ultraviolets (UV), les ragonents ionisants (RI), la fumée de
cigarette ou encore les traitements de chimiothér@pgure 1). La majorité de ces altérations
résulte en I'apparition de Iésions volumineusesaya impact sur la structure de la double
hélice d’ADN.

a. Stress chimigues

Il existe de nombreux agents chimiques qui peueedbmmager 'ADN. En exemple, on
peut citer les agents alkylants ou les droguestuantirales comme le cisplatine ou la
bléomycine.

Comme leurs noms l'indiquent, les agents alkylaatst a I'origine d’ajout de groupement
alkyle. Ces alkylations peuvent étre directes odir@ttes. Dans ce dernier cas, I'agent
génotoxique nécessite une métabolisation par laleehvant de pouvoir interagir avec la
molécule d’ADN. Ceci se produit par exemple aveftitaée de cigarette contenant notamment

des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HR®henzo-[a]-pyrene (BaP), le métabolite
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de I'un des HAP les plus nocifs, réagit alors ak@DN pour donner I'adduit volumineux du
BaP-diol époxyde (12). La métabolisation du BaPt @eissi générer des ROS induisant la
formation de bases oxydées et des cassures de brins

En revanche, le cisplatine va réaliser une alkyfatlirecte. Ce composé utilisé en traitement
chimiothérapeutique est a I'origine de la formatitenliaisons intra- ou inter-brins au sein de la
double hélice d’ADN (13, 14). Il peut également denlieu au relargage d’espéces réactives
de I'oxygene et a la formation de dommages oxysl§tib).

Enfin, certains agents chimiques comme la bléongypauvent créer des cassures double brin
de 'ADN.

b. Stress physiques

Les agents mutagenes physiques correspondentgai@cient aux rayonnements ultraviolets
provenant du soleil, ou ionisants dus aux rayonmgsneosmiques, aux éléments radioactifs
présents dans le sol, mais aussi aux traitemerdau.

Parmi les trois catégories de rayonnements UV sdealUVA et les UVB sont capables de
pénétrer I'atmosphere de la Terre. En effet, le<CUMs UV les plus énergétiques et donc les
plus nocifs, sont complétement filtrés par la caudivzone et n’atteignent donc pas la surface
de la Terre.

Les UVB vont provoquer différentes Iésions au nivele@ la molécule d’ADN comme les
diméres de pyrimidines (CPD correspondant a unsohaTT, CC, TC ou CT du méme brin
d’ADN) ou les photoproduits 6-4 (6-4PP correspotidanne liaison TC). Dans une moindre
mesure, ces UVB peuvent aussi engendrer la formdggetites Iésions oxydatives comme la
8-o0x0G.

Les UVA, quant a eux, ont été pendant longtempscéss exclusivement a la formation de
dommages oxydatifs (16). En effet, ils sont faild@tabsorbés par les bases de I'ADN et
excitent donc plus facilement les chromophoresutaites comme les mélanines et le
tryptophane (17). C’est I'émission d’énergie emtésl par la désexcitation de ces photo-
sensibilisateurs qui va mener a la formation d’esp&éactives de I'oxygene comme I'oxygene
singulet {O) ou I'anion superoxyde ) (18). Cependant des études ont démontré qu’'une
irradiation par les UVA conduisait a la formatioa six fois plus de CPD que de 8-0xoG dans
I’ADN de fibroblastes (19). Ce méme résultat estoevé au niveau de la peau (20).
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c. Cas des rayonnements ionisants

De par leur nature, les rayonnements ionisants gggumduire des dommages dans les
différents compartiments cellulaires, dont la maléad’ADN (21). lls peuvent avoir un effet
direct résultant du dépot d’énergie sur le substratiuisant & une ionisation de ce dernier, ou
un effet indirect résultant de l'interaction du saypement avec une molécule d’eau. Cette
radiolyse de I'eau est responsable d’environ 75%iuleractions des rayonnements ionisants
avec la matiére (22). Elle engendre la formatiorddex radicaux hautement réactifs, mais
possédant une durée de vie trés courte :@H". Ces ions ainsi formés vont réagir et mener
a la formation d’espéces réactives de I'oxygéne gele I'anion superoxyde ¢0), le radical
hydroxyle (OH) et le peroxyde d’hydrogéne {Br). Ces ROS vont entrainer I'apparition de
coupures simple ou double brin de la molécule d’ABKNs modifications de bases comme
I'apparition de diols de thymine ou d’uracile ouisaude 8-oxoguanine. On retrouve aussi des
pontages ADN-protéines ainsi que des pertes desl§ake

En ce qui concerne les effets directs des rayonnenenisants, on retrouve principalement
la formation de bases modifiées provenant de Ehement d’électrons formant ainsi un cation
radical. On peut notamment citer le 2-désoxyriboee,2’-désoxyguanosine et le 2'-
désoxyadénosine. Enfin, les rayonnements ionisamisaussi susceptibles de créer des Iésions

complexes telles que les adduits cytosine dCyd33). (

B - Les réponses aux dommages de I'’ADN

1) Le signalement des dommages

La présence d’une lésion au sein de la molécul®tiAera immédiatement repérée et prise
en charge par des protéines spécialisées. Cesusengmt activer des transducteurs qui
amplifieront le signal et permettront aux effecsediengager la cellule vers son destin : la
modulation du cycle cellulaire, la régulation derknscription de certains genes, la réparation
de 'ADN ou bien l'apoptose (Figure 2) (24). Chaalm ces acteurs sera recruté de maniéere

spatio-temporelle précise au cours de la DDR (3).
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Figure 2 : La cascade de signalisation de la réponse auxrdmages de 'ADN.Le
dommage sera dans un premier temps reconnu paseleseurs qui activeront des
transducteurs. Ces derniers permettront d’'ampléieignal jusqu’aux effecteurs. La cellule
stoppera donc son cycle cellulaire afin de pourmduler la transcription de certains genes,

de réparer son ADN ou d’entrer en apoptose.
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Afin de protéger efficacement I'intégrité du génortaus les types de lésions doivent étre
reconnus par les senseurs. A ce jour, 5 complexsécoiaires permettent ce signalement :
PARP1 et PARP2, MRN, Ku70-Ku80, RPA, 9-1-1 (3, 24).

Les cassures de 'ADN simple et double brin peuétrd reconnu par les protéines PARP1
et PARP2 (Poly (ADP-Ribose) polymerase 1 et 2)&@némt la synthese de chaines de
poly(ADP-ribose) (PAR) (3). Cette PARylation augamment lieu sur les histones menant &
la réorganisation de la chromatine et au recruitérda complexe de réparation de '’ADN au
site de la cassure simple brin (3, 25). Dans leleagassures double brin, il semble que PARP1
participe a I'accumulation du complexe MRN a travactivation de la protéine kinase ATM
(Ataxia telangiectasia mutated) (26).

Les cassures double brin peuvent aussi étre mirsebarge par d’autres mécanismes comme
les complexes MRN (MRE11-RAD50-NBS1) ou le compleke70-Ku80. Ces deux
complexes entrent en compétition pour la signatisade ce type de dommage. Le complexe
MRN permet la résection de la Iésion et participgecrutement de la protéine ATM (3). La
création du complexe hétérodimérique Ku70-Ku80 geractivation de la protéine kinase-
ADN dépendante DNA-PK. Ce complexe permettra dénitspécifiguement la voie de
réparation par suture non homologue (27).

Lors du blocage des fourches de réplication, lm&tion de I’ADN simple brin par résection
des cassures double brin conduira a I'accumulationcomplexe hétérotrimérique RPA
(Protéine de réplication A) (3). Ce complexe vanpattre de stabiliser ’ADN simple brin et
d’activer la protéine ATR (Ataxia telangectasia &at3-related protein) (3).

Enfin, le complexe 9-1-1 (Rad9-Rad1-Husl) pernsativation de la protéine ATR (3).

La détection des lésions a donc pour effet d’actiuene des deux voies majeures de
transduction du signal de dommages chez les mamasiféa voie ATM ou la voie ATR. Ces
protéines ATM et ATR font partie de la famille d@i8K-like kinases (Phosphatidylinositol 3-
kinase like) (3). Bien que de récentes études amemitré un chevauchement de ces voies, on
considere le plus souvent qu’ATM est le transductias cassures double brin (28). De son
c6té, ATR est plus connu pour étre activé suite présence de cassures simple brin ou d’un
blocage de fourche de réplication (28). Suite & &ativation par phosphorylation, ces deux
voies vont initier une cascade d'activation propageet amplifiant le signal jusqu’aux
effecteurs.

Ces protéines peuvent aussi participer directemdatphosphorylation de la protéine p53,

considérée bien souvent comme la gardienne du ge(29).
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Figure 3: La régulation du cycle cellulaire par les complegs Cycline-Cycline
dependant kinase.Le complexe Cycline D-CDK4/6 permet la progressidravers la phase
G1 du cycle cellulaire. Le complexe Cycline E-CDp&met le passage de la phase G1 a la
phase S tandis que le complexe Cycline A-CDK2 etpd phases S/G2. Enfin, le complexe
cycline A/B-CDK1 autorise le passage de la phasé G2mitose.

D’apreés Poehlmanet al. (30).
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Enfin, les effecteurs vont faire évoluer la cellakefonction du taux de dommage. Parmi les
plus connus, on retrouve les sérines/thréonineaskm Chkl et Chk2 (Checkpoint kinase 1 et
2) qui vont étre activées a travers des mécanisiiséacts (28). La premiere sera activée par
phosphorylation a l'aide de la protéine ATR. La sete sera elle aussi activée par
phosphorylation grace a I'action d’ATM (28). Les Itples cibles de ces effecteurs sont

décrites plus en détail dans les paragraphes gsivan

2) Les réponses effectives du DDR

a. L'arrét du cycle cellulaire

Au cours de sa vie, la cellule suit un rythme dBssance et de développement aboutissant a
la naissance de deux cellules filles génétiquementiques. Ce cycle cellulaire est un procédé
ubiquitaire et complexe, impliqué dans le dévelopeet de I'organisme. Il peut se décomposer
en quatre phases se succédant toujours dans le aréree Gap 1 (G1), Synthése (S), Gap 2
(G2) et Mitose (M) (Figure 3). Les phases G1 etpgefmettent de préparer la cellule a deux
évenements critiques : la synthése de I'ADN et Iose (31). Les cellules ont toutefois la
possibilité de sortir du cycle cellulaire en entran phase de quiescence également nommée
GO (Gap 0) (31).

La progression des cellules a travers ce cyclalegk s’effectue grace a I'action coordonnée
de kinases cycline-dépendantes (CDK pour cyclineddpnt kinases) et de leurs protéines
cyclines partenaires. Le complexe hétérodimérigua dormé autorise I'activation de la CDK
par phosphorylation. Comme leurs noms le laissens@r, les cyclines sont des protéines
régulées de maniere tres fine tout au long du ogelellaire. Ainsi, les CDK associées sont
donc activées ou désactivées en fonction de lagpthasycle dans lequel se trouve la cellule
(31, 32). En plus de ces CDK qui permettent le ggessl’'une phase a l'autre et I'enchainement
correct du cycle, il existe des mécanismes capal#esoordonner finement l'arrét du cycle
cellulaire en cas d’anomalies. Ces checkpointsaomombre de trois et se répartissent tout au
long du cycle cellulaire. Le premier est situé &dasition G1-S, tandis que le deuxieme a lieu
a la transition G2-M. Enfin, le dernier se prodiurant la phase S (30). Ainsi, un arrét en G1
permettra de résoudre le probleme avant réplicatien’ADN, alors qu'un arrét en G2

permettra a la mitose de ne pas avoir lieu tani@sgnthese d’ADN n’est pas complete (33).
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Figure 4 : Lien entre régulation du cycle cellulaire et répase aux dommages de
I'ADN. L’activation des kinases effectrices Chkl et Chlk#fectue par phosphorylation a
l'aide des protéines ATR et ATM respectivement. Chka empécher l'activation du
complexe Cycline A/B-CDK1 menant a l'arrét du cydellulaire en G2. De maniére
similaire, Chk2 va entrainer I'arrét de la cellaleG1 en prévenant I'activation du complexe
Cycline E-CDK2.

D’apres Poehlmanet al. (30).
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Il en va de méme avec la présence de lésions @ansolécule d’ADN. Ces derniéres
entraineront l'activation des checkpoints a l'amtamment des CKI (Cycline dependent
kinase inhibitor). L'arrét du cycle cellulaire sexfiectif tant que le défaut ne sera pas corrigé
(31).

D’un point de vue moléculaire, ces checkpoints gwimticipalement régulés par I'activation
des deux kinases effectrices : Chkl et Chk2 (Chmnkgkinase 1 et 2) (Figure 4). Chkl
permettra la phosphorylation de la phosphatase %Zicfa dirigeant vers le protéasome pour
étre dégradée. Cette dégradation va empéchervhtion du complexe Cycline B-CDK1
menant a l'arrét du cycle cellulaire en G2 (30)kEZlagira de la méme maniére avec la
phosphatase Cdc25A, empéchant cette fois-ci I'atttim du complexe Cycline E-CDK2 requis

pour I'entrée en phase S (30) .

b. La modulation de la transcription de certains gs

Les kinases effectrices Chkl1 et Chk2 permetterdi@lésmoduler la transcription de certains
genes (28). La révolution de I'apparition des puttasscriptomiques a permis d’augmenter
significativement notre connaissance sur la moaghate la transcription des génes en réponse
a un dommage de I'’ADN. De nombreuses études onmhéties, mais la diversité des puces,
des modeles cellulaires, ainsi que des traitemgilitsés pour induire un dommage spécifique
ou non rendent la comparaison difficile (34-36)ufedois, a partir de I'étude de toutes ces
données, Derka al. (35), estiment que I'expression d’un peu plus d'aantaine de génes est
altérée apres un dommage a ’ADN. L'une des ciblagures de cette réponse est la protéine
p53, connue pour réguler l'intégrité du génomeéeaniner I'avenir cellulaire. p53 joue le
réle d’activateur de transcription principalementravers son interaction directe avec les
séquences régulatrices de ses genes cibles. Rarporeretrouve ceux jouant un rdle dans la
régulation de la transcription (FOS,...), de la matioh du cycle cellulaire (CDKN1A, 14-3-
3,...), de la réparation de 'ADN (PCNA, RAD51,..t)de I'apoptose (BAX,...) (37).

Cette réponse transcriptionnelle est globale etswte d’étre fortement et étroitement régulée

afin que la DDR soit parfaitement exécutée.
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Figure 5 : Représentation des deux voies de signalisatiore da mort cellulaire
programmeée. La voie extrinséque nécessite un signal extéadarcellule qui va permettre
la création du complexe DISC composé des procaspais@trices 8 et 10, des récepteurs
de mort cellulaire et des molécules adaptatriceB[PAL 'activation des caspases 8 et 10
méne a I'activation de la caspase 3. La signatipatitrinseéque se produit en réponse a un
stimulus interne entrainant le relarguage du cytmole C depuis la mitochondrie. Il y aura
alors création de I'apoptosome comportant le cyimmwie C, la protéine Apaf-1 et la
procaspase 9. L’activation de cette derniere petaetivation de la caspase 3. La cellule
entre alors en apoptose.

D’apreés Chaudharst al. (38).
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c. La réparation de ’'ADN

Lorsqu’une lésion apparait au sein de la moléciA®N, une des possibilités pour la cellule
est de tenter de la réparer afin de maintenirdbildie du génome.

On distingue cing grands types de systemes de atiparse recouvrant partiellement.
Globalement, les petites altérations de bases cdesraxydations ou les alkylations, les sites
abasiques et les cassures simple brin sont prisharge par le systeme de réparation par
excision de bases (BER pour base excision ref@8)) Les lésions plus complexes induisants
une distorsion de la structure de la double hélecBADN telles que les dimeres de pyrimidine,
les liaisons intra-brins et les adduits voluminsexont quant a elles réparées par excision de
nucléotides (NER pour nucleotide excision repa)( Les cassures double brin ainsi que les
liaisons inter-brins disposent de deux systemeagparation en fonction de la phase du cycle
cellulaire a laquelle elles surviennent : la réparapar recombinaison homologue (HR pour
homologous recombination), ou la suture non homao@NHEJ pour non homologous end
joining) (39). Le systeme de réparation des mésapants (MMR pour mismatch repair)
prendra en charge les Iésions du méme nom (39tudhde ces systémes sera détaillé dans le

paragraphe C - Les systemes de réparation de ’ADN.

d. La mort cellulaire programmeée

Lorsqu’une cellule est devenue inutile ou potelgiekent dangereuse pour I'organisme, elle
peut décider de se ‘suicider’ a travers un procegdysiologique hautement régulé nomme
apoptose. Cette mort cellulaire programmée cordribllihoméostasie tissulaire mais est aussi
essentielle pour le développement embryonnaire feinictionnement du systeme immunitaire.
Par exemple, au cours de 'embryogenese, les esludrtilagineuses de la main sont produites
en exces. La formation des doigts implique donadj@ose des cellules de I'espace interdigital.
Un autre exemple de I'importance de cette mortutahe programmeée est son réle dans
'immunité ou elle va permettre la destruction f@sphocytes dysfonctionnels ou auto-réactifs

et donc empécher I'établissement d’une possibladmaiauto-immune.

L’apoptose peut se déclencher sous I'influenceiffiérents facteurs tels que le stress ou méme
la présence de lésions irréparables de I'ADN. Cagefirs vont entrainer une cascade
d’événements dont les protéines clés appartieranémfamille des caspases. Ces protéases a

cystéines peuvent étre activées selon deux veesinseque ou intrinseque (Figure 5).
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Dans le premier cas, le signal provient de I'extdride la cellule par I'activation de récepteurs
a domaine de mort a la surface cellulaire. Ladiaides ligands spécifiques a leurs récepteurs
induit la formation d’'un complexe protéique appdld8C (death-inducing signaling complex)
compose des procaspases initiatrices 8 et 10mbtieules adaptatrices FADD (Fas associated
death domain). Ces caspases, une fois activées,peomettre I'activation séquentielle des
caspases dites effectrices dont la caspase 3 (40).

Dans le deuxieme cas, le signal inducteur est glizgi intracellulaire. Cette voie peut, par
exemple, étre déclenchée par l'activation de p&3dinduction de dommages a I'ADN. Cette
activation va entrainer la formation de pores damaembrane mitochondriale (41) induisant
alors la libération du cytochrome C dans le cyto€eitte libération va permettre I'activation
de la protéine Apaf-1 qui va a son tour autorigéofmation d’'un complexe appelé apoptosome
dans lequel se trouve le cytochrome C, la prot&ped-1 et la procaspase 9 (42). Cette caspase,
une fois activée, va permettre I'activation a traven mécanisme de protéolyse des caspases
dites effectrices dont la caspase 3 (40).

Une fois cette caspase 3 activée, la physiolodlialage va étre modifiée : la chromatine va
se condenser et étre dégradée ; le cytoplasmes eirdganites vont également se condenser
entrainant une diminution du volume cellulaire. tes la communication cellulaire de la
cellule en apoptose est coupée et la membrandaiedlua se dégrader. La cellule va exprimer

des signaux phagocytaires incitant les phagocytesid éliminer ses restes (40).

Lorsque le taux de dommage a I’ADN apparait comtaatérop important pour pouvoir étre
réparé par les systemes de réparation de la gelllabtivation prolongée des kinases ATM
et/ou ATR va notamment conduire a la phosphoryhatie la protéine p53 (43, 44) au travers
des kinases Chkl et Chk2. p53 permet d’orchestrbalance entre apoptose et arrét du cycle
cellulaire (45). Suivant la quantité de dommagke, &ttivera p21 permettant un arrét du cycle
cellulaire ou permettra I'activation directe de ggpro-apoptotigues comme PUMA ou NOXA
(46, 47). Elle joue aussi un rdle sur la régulatramscriptionnelle des genes inhibant les voies
anti-apoptotiques, comme par exemple la protéipprasseur de tumeur PTEN (Phosphatase
and tensin homolog) (48). A l'inverse, d’autres ggmle la machinerie apoptotique comme

Apaf-1 et Caspase 6 seront eux aussi transcriptionnellement modulés.

Enfin, une apoptose p53-indépendante peut aussi @ise en place a travers la

phosphorylation de la protéine PML (Promyelocytickemia protein) par Chk2 (28). En effet,
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il a été montré que les cellules mutantes pour Pklkont pas capables d’entrainer celle-ci en
mort cellulaire programmée induite par des rayorer@siionisants (28).

L’apoptose est a mettre en opposition avec leeauypes de morts cellulaires auxquels la
cellule peut étre soumise : la nécrose et l'autghddéclenchée par des traumatismes ou des
infections, la nécrose est une mort cellulaire arade et non programmée. Elle se caractérise
par un gonflement du cytoplasme, la destructionales les organites et la rupture de la
membrane plasmique entrainant une réponse inflaom@atles tissus environnants. En
revanche, l'autophagie est un mécanisme par ldggebrganites et les autres constituants
cellulaires vont subir une dégradation protéolyiqGette mort cellulaire est impliquée dans

I’'homéostasie cellulaire et tissulaire en cas geunes d’apports énergétiques.

C - Les systemes de réparation de '’ADN

1) La réparation par excision de bases

La réparation par excision de bases ou base ercisair (BER) est par définition le systeme
de réparation des bases endommageées résultantitks dtérations chimiques. Cette voie
permet donc la réparation des bases oxydées, réaethylkylées ou désaminées ainsi que des
sites abasiques et des cassures simple brin (38)s Tes dommages entrainent une
modification de la structure chimique de ’'ADN mais déforment pas sa double hélice. On
considére souvent que cette voie est le gardiemcipal des dommages induits par le
métabolisme cellulaire et notamment par le stregdant (11).

Il existe deux voies de synthése dans le mécanieniER dont I'implication dépend de la
nature de la Iésion et du cycle cellulaire (11)vha majoritaire est celle du BER de type court
ou short patch BER. La voie annexe, celle du BERyde long ou long patch BER, fait appel

a des enzymes différentes.

Quatre étapes composent cette voie de réparatiaxpion de bases (49) (Figure 6):

- Lalésion sera tout d’abord reconnue par une ABNagylase spécifique de la base
endommagée. Certaines sont spécialisées danssi@xcle I'uracile (UNG pour Uracile DNA
glycosylase...), tandis que d'autres sont spéciaisins la réparation des bases oxydées
(OGGL1 pour 8-oxoguanine DNA glycosylase, MYH pouwntv homolog...) (50).
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Figure 6 : La voie de réparation par excision de bases (BBRet la voie de
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décomposer en quatre grandes étapes : 1) la rassanee de la Iésion par une ADN
glycosylase ou par PARP1 dans le cas d'une cass@g le clivage de la liaison
phosphodiester grace a une AP endonucléase (tate a pas lieux dans le SSBR) ; 3) la
repolymérisation a l'aide de protéines différenseton la voie courte ou longue ; 4) la
ligature des nucléotides nouvellement synthétisés.

Issu de Jeppesenal. (51).

34



Cette protéine va permettre d’hydrolyser la liaisonre la base et le résidu entrainant la
création d’un site abasique (AP pour A-purique epytimidique) sur 'ADN.

- Puis, le squelette chimique de I'ADN sera clivé pae AP endonucléase comme
APE1. Ces enzymes ont la capacité de reconnagisitks abasiques et d’hydrolyser la liaison
phosphodiester en 5’ générant une cassure simipleCQette activité peut aussi étre effectuée
par les ADN glycosylases bi-fonctionnelles qui gaEnt en plus de I'activité classique de
glycosylases, une activité d’AP lyase (OGG1 pam®de). L'extrémité 3'OH ainsi formée
servira d’amorce lors de la resynthése par les AblNmérases.

- C’est a partir de cette étape que les deux voiddERI se séparent. Dans le cas du
short patch BER, un a deux nucléotides sont ineégppar la polymérageassociée a XRCC1.
Aucune activité enzymatique de cette uerniére njgsiir le moment connu menant a
I'hnypothése qu’elle possede une fonction de ‘pragd@chafaudage’ permettant la coordination
de ce BER (52).

En revanche, dans le cas de la voie de resyntbaged, I'incorporation d’'un nombre plus
important de nucléotides nécessite I'utilisatios gelymérases ou 6 associées au facteur de
processivité PCNA (Proliferating cell nuclear astij) et a RFC (Replication factor C). Il
semble que PCNA permette la coordination de I'efdemes acteurs de ce BER (52).

Actuellement, plusieurs hypothéses existent popligxer la décision menant a I'activation
de la voie courte ou de la voie longue du BER. E'dgle ces hypothéses suggere un lien avec
la concentration en ATP. En effet, il a été démbmjue la voie longue du BER était plus
empruntée a des faibles taux d’ATP contrairemedat\ie courte qui est préférentiellement
utilisée a des hauts niveaux d’'ATP (52).

- Enfin, la derniere étape consiste en la ligature decléotides nouvellement
incorporés grace a l'action du complexe ligaseXRCC1 dans le cas de la voie courte. En
revanche, lors du long patch BER, ce sera la cotagigase I/PCNA qui entrera en jeu.

Parmi les petites lésions ne déformant pas latsireide la double hélice d’ADN, on retrouve
aussi les cassures simple brin. Afin de répargéypede dommage, il existe une variante de la
voie BER nommée single strand break repair (SSBR).(Dans cette voie, I'étape de
reconnaissance par les ADN glycosylases est inutdefacteur PARP1 va alors servir de
senseur de la cassure (54) et activer la voie paragon impliquant les protéines du BER
(Figure 6).
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Figure 7 : La voie de réparation par excision de nucléotide(NER). Dans le cas
du GG-NER, la reconnaissance de la |ésion a lidoega la protéine XPC. En revanche, dans
le cas du TC-NER, c'est le blocage de 'ARN polyas& au niveau du dommage qui
constitue le début de la signalisation. Puis, Imglexe TFIIH prend en charge I'excision
d’'une trentaine de nucléotides. La resynthéseexefe a I'aide de la polyméras®uy et
des protéines RFC et PCNA recrutées par RPA. Edéinligature des nucléotides
nouvellement synthétisés a lieu grace a I'actioradigase |.

Issu de Jeppesenal. (51).
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2) La réparation par excision de nucléotides

La réparation par excision de nucléotides ou ntdicle@xcision repair (NER) est le systéme
de réparation préférentiellement utilisé pour gmriles lésions volumineuses ou étendues
engendrant une déformation de la structure deualddélice d’ADN. Cette voie permet donc
la réparation des photoproduits, des pontages- iatranter-brins et des adduits encombrants
(50). C’est ce mécanisme qui va notamment permietiéparation de ’ADN endommagé par

une exposition aux rayonnements ultraviolets B.

On retrouve a nouveau deux variantes de cettedemigparation : la réparation globale du
génome (GG-NER, pour global genomic NER) et |la r&@n couplée a la transcription (TC-
NER pour transcription coupled NER) (50). La premi@git sur I'ensemble du génome
contrairement a la deuxiéme qui est spécifiqudékens présentes sur les brins transcrits des
génes actifs. Seule I'étape de reconnaissanceraliffatre ces deux voies. Le schéma
meécanistique reste le méme : la lIésion sera dapsamier temps retirée entrainant I'excision
d’'une trentaine de nucléotides, puis 'ADN seraynéisétisée et ligaturée pour former une

séquence exempte de lésions.

Il y a donc 4 étapes composant cette voie de rié¢panpar excision de nucléotides (55, 56)
(Figure 7):

- La reconnaissance de la |ésion s’effectuera ad'dalprotéines différentes selon la
voie du NER mis en jeu. Dans le cas du TC-NER,td&$locage de I'ARN polymérase au
niveau du dommage qui constitue le début de laatigation. Cela va permettre le recrutement
des protéines CSA, CSB et XPAB2 (XPA bonding pro®i (57).

En revanche, lors du GG-NER, c’est la protéine XjaCagit comme senseur de la distorsion
de 'ADN (58). Il semble que cette protéine se fix le brin complémentaire non endommagé
(58) expliquant, au moins en partie, la grandeét@nile dommages réparés par cette voie.

- Puis, vient I'étape d’excision nécessitant poudiesx voies du NER le recrutement
du complexe TFIIH formé d'une dizaine de protéir(6). Ce complexe va permettre
'ouverture de la double hélice d’ADN grace a dealx ses sous-unités XPB et XPD qui
possédent respectivement une activité 3'-5’ et’'Jiéicase. La stabilisation de 'ADN ainsi
ouvert est réalisée par la protéine RPA. Ce santléeix endonucléases XPG et XPF qui vont

permettre I'excision d’'un fragment d’une trentadeenucléotides. L’interaction directe entre
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Figure 8: La voie de réparation par suture non homologueNHEJ). Globalement,
les extrémités libres vont étre reconnues par Imptexe Ku70-Ku80. Ce dernier va
permettre le recrutement de la DNA-PKCs qui en tspliosphorylant va induire un
changement conformationel laissant libres les eités pour les protéines nécessaires a la
gestion de la cassure. Enfin, la ligase IV et &tefar XRCC4 seront recrutés afin de mener a
bien la ligature des deux brins.
Issu de Jeppesenal. (51).



XPG et le complexe RPA-TFIIH va permettre de situer précisément l'incision a effectuer (59).
- La resynthese s’effectuera a I'aide de la polymeétamiy et des protéines RFC et
PCNA recrutés par RPA (56).

- Enfin, la ligase | va permettre de ligaturer lenbwouvellement forme.

3) La réparation par suture non homologue

La réparation par suture non homologue ou non hogaois end joining (NHEJ) permet la
réparation des cassures double brin se produisaphase G1 du cycle cellulaire. C’est une
ligation d’extrémité a extrémité, utilisée majonitanent chez les mammiferes et étant plus

susceptible de créer des erreurs que les autres gieiréparation (Figure 8).

Apres formation d’'une cassure chromosomique, leéstentés de '’ADN vont directement
étre détectées grace a I'activité de I'hétérodinkrecomposé de Ku70 et de Ku80 (27). Ces
protéines permettent le recrutement de la prot®iNA-PKcs pour former le complexe DNA-
PK (DNA protein kinase). Les deux complexes présenir chacune des extrémités vont
permettre de les maintenir a proximité (60).

Ensuite, une autophosphorylation de DNA-PKcs (6@ wmduire un changement
conformationel laissant de la place aux extrémiésr les protéines Artemis et PNK
(polynucléotide kinase). Chacune de ces enzymesedesune activité propre et sera recrutée
en fonction des besoins. Artemis possede par exeum@ activité 5’-3’ exonucléase ; une fois
complexé avec DNA-PK, ce complexe gagne une aétantlonucléase permettant notamment
de cliver les extrémités formant une structure &inpim (61). En ce qui concerne PNK, cette
protéine possede a la fois une activité kinaseetactivité phosphatase (27).

Pour finir, un deuxiéme complexe composé de |a&d¥ et du facteur XRCC4 va étre recruté
afin de permettre la ligature des deux brins d’A(BR).

Une fois la cassure réparée, le complexe DNA-PKutariser la dégradation de la plateforme
protéique située au niveau de I'ancien dommagee@bbsphorylation de DNA-PKcs va donc

entrainer le détachement de tous les complexé@seeet I'hétérodimere Ku (61-63).
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Issu de Jeppesenal. (51).
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4) La réparation par recombinaison homologue

La voie de réparation par recombinaison homologuleamologous recombination (HR) est le
systéme de réparation des cassures double brinagggaEnt durant les phases S et G2 du cycle
cellulaire (64). En effet, le mécanisme est basd'&change d’information génétique grace a
un événement de recombinaison entre deux chrorsasideurs dont I'une est porteuse du
dommage et l'autre intacte (Figure 9). Contrairei@eta voie NHEJ, celle-ci est considérée
comme ‘error-free’, car elle autorise la restaomtide la séquence d’ADN sans perte
d’information génétique.

La cassure double brin va étre repérée par le a@@IRN (MRE11-RAD50-NBS1). Ce
complexe possede une activité exonucléase 5-3vguybermettre la création d’'une longue
extrémité simple brin 3’, substrat pour le recridetde la machinerie de réparation. Cette
extrémité simple brin est protégée par la protéRRA qui permet en méme temps le
recrutement de RAD51. C’est cette derniere quniteer la recherche de séquence d’homologie
au niveau de la chromatide sceur servant de maltfieefois trouvée, une jonction Holliday va
étre formée et la longue extrémité 3’ va envatiglice de 'ADN intacte. Il y aura alors
hybridation et une ADN polymérase permettra la géthgese du brin. Une fois cette étape finie,
la jonction va se refermer et le brin nouvellemsyrithétisé sera ligaturé par I'’ADN ligase |
(11, 65).

5) La réparation des mésappariements

La voie de réparation des mésappariements ou nobmapair (MMR) prend en charge,
comme son nom l'indique les mésappariements destmsgenant le plus souvent aprés une
erreur d’'incorporation par les ADN polymérases én effet été établi qu'une base erronée est
incorporée toutes les 1Bases (66). Ce taux d’erreur est réduit &°Hses grace au systéme
MMR. En outre, ce systéme de réparation peut gussidre en charge les bases alkylées de

I’ADN comme I'O6-méthylguanine.

Dans ce systeme (Figure 10), la reconnaissancemumdge s'effectue a I'aide du complexe
MSH :MSH2-MSH6 ou MSH2-MSH3. Le premier reconnairéf@rentiellement les
mésappariements de bases et les boucles d’'un cundeiéotides (66). Le second reconnait

les larges boucles dues a la délétion ou a l'imsede plusieurs nucléotides.
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Figure 10 : La voie de réparation des mésappariements (MMS).Les
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PMS2. L'excision sera effectué a I'aide de I'exdéase 1. L’ADN simple brin sera protégé
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Enfin, ’'ADN ligase | permettra I'obtention du brirféosynthétisé.

Issu de Jeppesenal. (51).
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Le recrutement d’'un de ces complexes va permettoodfirmer le mésappariement entrainant
la mobilisation des complexes hétérodimériques MIMRS?2 ainsi que des facteurs de
réplications. Puis selon le sens de la coupuréérdifites protéines seront recrutées. Enfin,
I'exonucléase 1 excisera le brin non méthylé &éad’'un déroulement progressif du duplexe
par une hélicase. Une fois le brin excisé, RPA e#na de stabiliser I'excision en protégeant
I’ADN simple brin. Puis, la resynthese aura lielia&dde de 'ADN polymérase et la ligature

se fera grace a I’ADN ligase |.

D - Implications pathologiques de défauts dans lalDR

De la détection des dommages a la transductioigdalsen passant par les différentes réponses
effectives, tous les niveaux de la DDR peuventt@ehés par des défaillances pouvant avoir
de graves conséquences pathologiques (3, 67) éiglix Ces maladies présentent le plus
souvent des caractéristiques phénotypiques comnuamesie des retards de développement,

des problémes neurologiques ainsi qu’une forteippédition a développer des cancers (3).

Parmi toutes ces maladies, on peut citer 'exemipléataxie télangiectasie (AT), une maladie
génetique rare due a un défaut de signalisatida B®R (68, 69). Cette maladie présente une
prévalence moyenne de 1 pour 100 000 naissancesp&@ents présentent une démarche
instable (ataxie), une dilatation de leurs pet#sseaux sanguins au niveau de la surface de la
peau et du blanc de I'ceil (télangiectasie), unecidfce immune et enfin, une forte
prédisposition aux lymphomes chez les enfantsyetancers solides (thyroide, sein..) chez les
adultes. Dans ces cellules, il a été montré ggetneATM, acteur majeur dans la réponse aux
dommages de I'’ADN, est muté entrainant une incépaciphosphoryler et a activer p53 et
Chk2 (70). Les checkpoints du cycle cellulaire natsdonc plus actifs menant a un cycle
cellulaire défaillant. Lorsque ces patients seexoses a des rayonnements ionisants menant
principalement a des cassures double brin de 'ARNrs cellules ne seront donc plus en
mesure de stopper le cycle cellulaire : réparal®iADN et apoptose seront ainsi impactées.

Un autre exemple de syndrome dd a un défaut dalsgtion dans la DDR est le syndrome
de Nijmegen (NBS pour Nijmegen breakage syndrom®&). Cette fois-ci, la mutation a lieu
dans le gene codant pour la protéine NBS1. Le cexegVIRN (MRE11-RAD50-NBS1) ne
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Réponse aux
dommages de ’ADN

/\ Réponses effectives

Signalisation

Ataxie Télangiectasie Xeroderma Pigmentosum
ATM XP
Syndrome de Nijmegen Syndrome Ligase IV
NBS1 Ligase IV
Cancers

ATM, ATR, Chk2...

Figure 11 : Exemples de pathologies liées a des défauts ddassignalisation ou
dans les réponses effectives de la réponse aux doages de 'ADN.Le nom de la maladie
est écrit en premier suivi en dessous par le noméhe défaillant. On retrouve I'ataxie
télangiectasie, le syndrome de Nijmegen, le XemmdePigmentosum, le syndrome Ligase
IV ainsi que plus généralement les cancers.
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pourra donc pas se former correctement empéchardarsport du complexe dans le noyau
cellulaire ou il est censé reconnaitre les cassioeble brin de 'ADN (71). Les patients atteints
de ce syndrome présentent des symptomes auss gaeedes microcéphalies, des retards de
croissance, une immunodéficience et une forte ppédition a développer des cancers radio-

induits.

Enfin, un défaut dans les systéemes de réparatiohauessi étre directement responsable de
nombreuses maladies comme dans le xeroderma pigsuemt(XP) (69). Il se caractérise par
une sensibilité accrue des patients aux rayonnenntConcretement, ces patients possédent
une mutation dans I'un des genes XP codant poumpuotéine participant au mécanisme de
réparation par excision de nucléotides. Les mutatidues aux UVB vont donc s’accumuler
entrainant une instabilité génomique responsalderdés phénotypiques caractéristiques de
ces patients (72). Ces ‘enfants de la lune’ posaedlee forte propension a développer des
cancers de la peau : mélanomes et carcinomes liataoes.

On peut aussi citer le syndrome de Cockayne (CS) epiraine également une
photosensibilité, une dysmorphie faciale ainsi qudéficit intellectuel. La durée de vie de ces
patients est généralement réduite, mais aucuneentgtion de l'incidence des cancers chez
ces patients a pu étre mise en évidence (73). @eitadie est causée par des mutations au
niveau des gendsSA et CSB, jouant tous les deux un rdle dans la reconnaissdes Iésions

de la voie de réparation par excision de nuclést(@8).

De maniére plus générale, il a été démontré quendéstions dans les genasM, ATR ou
mémeChk2 pouvaient étre responsables de cancers du ssinydees, du colon, de la prostate
ou méme du systeme lymphatique (30). L’étude dmpltinsuffisance de Chkl chez la souris
entraine de multiples phénotypes liés a la conistitides tumeurs (28). Finalement, pres de
50% des tumeurs possédent une mutation dans lep§8n@&0).

Ces observations, ainsi que les maladies liées aéfillances de la DDR, ont conduit a

proposer la DDR comme une barriére contre la tugéoicité (28).
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Il - Le syndrome de Gorlin

Au-dela de ces maladies présentant des défaussRIeR, d’autres syndromes présentant des
symptémes similaires a ces maladies existent. @@stmment le cas du syndrome de Gorlin
gue nous allons décrire dans le premier paragraghee chapitre. La mutation génétique
responsable de cette maladie touche le gene PaRbegptor (PTCH1) jouant un role
primordial dans la voie de signalisation sonic ledatgy. Ceci représentera le deuxieme axe de
description de cette introduction. Enfin, nous natiacherons a décrire I'organe le plus étendu
du corps humain et porteur de I'un de symptémeplies importants du syndrome de Gorlin :
la peau.

A - Le syndrome de Gorlin

1) Historigue, généralités et signes clinigues

C’est en 1894 que Jarisch décrit pour la premigielfassociation d’anomalies squelettiques
et de carcinomes basocellulaires chez un patitbhate scoliose (74). La méme année, White
présente I'histoire familiale d'un patient portelg multiples carcinomes basocellulaires (75).
En 1939, les symptbmes d'un patient associant &ysidontogenes et carcinomes
basocellulaires multiples sont rapportés par 3tréi6). Par la suite, en 1951, Binkley et
Johnson décrivent un malade porteur de carcinomesockllulaires, d’anomalies du
développement et d’'un fibrosarcome mandibulaireodeert aprés la mort du patient (77). |l
faudra patienter jusqu’'en 1960 pour que Gorlinywigien-dentiste et Goltz, dermatologue
réalisent la toute premiere description de cet reb$e de signes cliniques et de symptémes
gu’ils nommeront la naevomatose basocellulaire mpleltavec kystes du maxillaire et cbtes
bifides (78). Plus tard, Raynetral. (79) ajouteront de nouveaux outils de classifozagafin de
faciliter le diagnostic de cette maladie.

Maintenant écourtée a nseevomatose basocellulair€ 08, OMIM : #109400), cette maladie
génétique rare a transmission autosomique dominaoseéde une prévalence variant en
fonction du pays d’étude. Elle va de 1 pour 55 #@lvidus en Angleterre (80), a 1 pour 256
000 personnes en Italie (81) en passant par 1 J®ui000 en Australie (82). Néanmoins, la
prévalence moyenne la plus généralement rappastékeel pour 60 000 individus.
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Figure 12: Les criteres majeurs de diagnostic du syndromeedGorlin.
A) Multiples carcinomes basocellulaires. B) Pittnpaplantaires. C) Cote bifide.
D) Calcification du falx cerebri. E) Tumeur odonéog kérato-kystique.
http://www.geemboomba.com/home/radiology/radiogreyplathology/grolin-goltz-syndrome
http://www.edimark.fr/phototheque/galerie_detaippld_galerie=688
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Ce syndrome s’exprime avec un sex-ratio équilides hommes et les femmes sont atteints
dans les mémes proportions (83). Enfin, a ce pucune étude n’a pu mettre en évidence une
corrélation entre le génotype et le phénotype tbemalades atteints du syndrome de Gorlin
(84). L'expression phénotypique étant variable estraque patient, le diagnostic clinique de
cette maladie s’établit donc a l'aide de différeateres classifies sont leurs importances
(majeures ou mineures). Les Etats-Unis, le Royaumieet I'Australie possédent chacun leur
propre classement (80, 82, 85). Toutefois, le plilsé reste celui des américains décrit par
Kimoniset al. (85) proposant six critéres majeurs (Figure):

- la présence de multiples carcinomes basocelluléB€E). Ces tumeurs cutanées
représentent I'un des critéres les plus évidentiatgnostic de la maladie avec prés de 97% de
malades atteints (86). Ces carcinomes peuvent @jm@gaa tout moment pendant la maladie
mais ils surviennent en moyenne vers I'age de 20(&n), contrastant avec I'age d’apparition
dans la population générale ou ces tumeurs seafipait habituellement aprés 60 ans. Un peu
plus de 90% des Caucasiens porteurs de ce syndmrhdévelopper un BCC contre seulement
40% des Afro-Américains (85). Enfin, il est a notprenviron 60% de ces néoplasmes
apparaissent au niveau des zones photo-exposéagaamement ultraviolet (UV) (85).

-la présence de pits palmo-plantaires, correspondade petites dépressions
punctiformes d’'un a deux millimétres. Touchant ®D% des malades (86), cette manifestation
est I'une des plus caractéristiques de par saveltcilitée de dépistage

- 'apparition de tumeurs odontogenes kérato-kyssgae niveau des mandibules.
Ces tumeurs osseuses de la machoire sont le plésajgment bénignes. Elles sont toutefois
tres localement agressives et possedent un fort&avecidive apres traitement (88). On estime
gue pres de 75% des personnes atteintes de NBG@®pigeront ce genre de néoplasmes.

-la présence d’anomalies costales. Diagnostiquée rnaaiographie, cette
manifestation congénitale regroupe la présenceédtis difides (40% des cas, (86)), évasées,
fusionnées ou méme carrément absentes (26%, (86)).

- la calcification des tissus mous et notamment dudarebri, une partie de la dure-
mere formant initialement une cloison entre lesxde@misphéres du cerveau. Ce défaut est tres
rarement détecté durant la petite enfance suggguent’est lors du vieillissement progressif
gue le calcium va venir se déposer (89). Ce défautéveloppement est retrouvé chez pres de
65% des malades Gorlin (87).

- enfin, une relation familiale avec un porteur déecenaladie.
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Multiples carcinomes basocellulaires

: _ Pits palmo-plantaires
Anomalies dermatologiques

Lésions nodulaires

Kystes bénins

Déformations costales

. . Polydactylie, syndactylie, oligodactylie
Anomalies squelettiques

Déformation de Sprengel

Scoliose

Calcification du falx-cerebri

Macrocéphalie

) _ ) Brachycéphalie
Anomalies cranio-faciales

Tente du cervelet

Bosses frontales

Large arréte nasale

Tumeur odontogéne kérato-kystique

) ) Bec de lievre
Anomalies oro-faciales

Eruption ectopique des dents

Palais ogival

Hypertélorisme

Amaurose

) . Ptosis
Anomalies ophtalmologiques

Cecite

Strabisme (esotropie et exotropie)

Glaucome

Médulloblastome

Méningiome

Anomalies neurologiques Retards mentaux

Hydrocéphalie

Personnalité schizophréne

Fibromes utérins et ovariens

_ Kyste ovarien calcifié
Anomalies sexuelles

Hypogonadisme et cryptochidie

Polymastie

Tableau 1: Les principales anomalies retrouvées chez les fnts atteints du
syndrome de Gorlin classées en fonction des différs organes atteints.
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Cette étude (85) décrit aussi six autres critereeunns touchant proportionnellement moins
de patients atteints du syndrome de Gorlin :

- une macrocéphalie. On estime que pres de 40% deslesaatteints de NBCCS
présenteront cette hypertrophie de la téte (86).

- la présence de déformations congénitales tellesigsiéentes labio-palatines aussi
appelées bec-de-lievre, des bosses frontales, memé hypertélorisme (augmentation de la
distance entre les deux yeux)...

- I'apparition de fibromes utérins et ovariens. Cesraalies sexuelles touchent
jusqu'a 25% des femmes atteintes de cette mal&dje (

- la présence de médulloblastome dés le plus jeuaalég malades. Ces tumeurs
embryonnaires du cerveau touchent de 1 a 4% diemzaGorlin (87).

- des anomalies squelettiques comme une scolioserfagtion permanente de la
colonne vertébrale), ou bien une fusion ou unegatian des corps vertébraux.

-la présence de déformations squelettigues comnwéflarmation de Sprengel
(surélévation de I'omoplate), une syndactylie @asplus ou moins compléte de deux ou
plusieurs doigts ou orteils entre eux) ou une padygie (présence d’'un ou plusieurs doigts ou
orteils supplémentaires).

Un patient est déclaré atteint du syndrome de fddisqu’ils présentent deux criteres

majeurs, ou bien un critere majeur et deux criterggurs.

En plus de ces douze critéres, plus d’'une centiimeanifestations cliniques ont été reportées
chez I'ensemble des patients atteints du syndrar@atlin (Tableau 1).

De nombreuses anomalies dermatologiques ont étdéeécomme la présence de nombreux
grains de beauté pouvant évoluer trés rapidemestphtients Gorlin peuvent aussi présenter
des nodules ou des kystes épidermiques. On retausg des anomalies squelettiques comme
la calcification du pelvis ou méme une brachycéph@# crane est plus long que profond). Les
malades Gorlin peuvent aussi présenter des an@rssialielles comme des kystes ovariens
calcifiés, une cryptorchidie (absence d'un ou deaxdtesticules dans le scrotum) ou un
hypogonadisme (défaut de I'appareil reproductelsg).présence de retards mentaux, de
glaucomes, de cataractes, de strabismes et d’alesmahales ont déja été diagnostiqués chez
certains de ces patients.

Enfin, déja décrits pour la plupart dans les doertéres de diagnostic, ces patients Gorlin

possédent une forte prédisposition a développecatesers dont de multiples carcinomes
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Figure 13 : Structure de la protéine PTCH1. On retrouve les 12 domaines
transmembranaires et les deux grosses bouclescelkiitaires nécessaires a l'interaction
avec le ligand hedgehog. Le trait gras correspondoanaine sensible aux stérols (SSD).

D’apres Yuet al. (90).
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basocellulaires, des tumeurs odontogénes kérataylags, des fiboromes ovariens et utérins
ainsi que des fibromes cardiaques.

La prise en charge classique pour ces patientseréqune approche multidisciplinaire. De
maniere générale, I'approche chirurgicale estls phdiquée afin de retirer tous les kystes et
les BCC. Si ces derniers sont trop nombreux, dgsutraitements sont possibles comme
I'ablation au laser, la thérapie photodynamiqueime chimiothérapie locale. La radiothérapie
quand a elle doit étre évitée. En effet, il a ééndntré que les enfants Gorlin traités en
radiothérapie développent frequemment des BCC gadlsamp d’irradiation 6 mois a 3 ans
apres le traitement (91). Plus récemment, on anerger de nouveaux traitements chimiques
permettant de traiter les BCC en inhibant spéadfigent la voie sonic hedgehog (SHH) dont
I'expression est altérée dans la plupart de cesetarcutanés. C’est notamment le cas du
vismodegib (92) commercialisé par Ro€hiepuis 2013 dans I'Union Européenne.

Enfin, I'espérance de vie n'est pas significativemealtérée, mais les nombreuses
complications dues aux survenues de multiples tusngeuvent entrainer une morbidité non

négligeable chez ces patients.

2) Etiologie

Le gene Patched-1 recept®TCHL1, a été identifié en 1996 (93, 94) comme étant leegén
principalement responsable de la naevomatose badauel Situé sur le chromosome 9g22-
23 (95-97), ce geéne suppresseur de tumeur code yourécepteur transmembranaire
appartenant a la voie de signalisation sonic hemyd®HH) qui permet la régulation de
nombreux processus biologiques dont I'embryogergisée contrdle de la prolifération
cellulaire (98).

Le génePTCH1 est composé de 23 exons codant pour une prot@instittiée de 12 domaines
transmembranaires ainsi que de deux larges bouskémcellulaires et d’'une boucle
intracellulaire (Figure 13). Deux groupes ont détriota méme année l'importance des boucles
extracellulaires dans l'interaction de PTCH1 avexc kgand, la protéine sonic hedgehog (99,
100). Il faudra attendre 6 ans pour que Migal. suggerent I'importance de la boucle
intracellulaire dans l'interaction entre PTCH1 sto®thened, SMO, un récepteur couplé aux
protéines G (101).
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Plus de 250 mutations se répartissant tout le thngene ont déja été reportées (102) mais
aucun hot spot mutationnel n’a été décrit chep&ients Gorlin (83). La nature des mutations
est variée: délétions, insertions, erreur d’épissaget méne le plus souvent a des mutations
perte de fonction. En effet, pres de 80% de ceatmouts entrainent I'apparition d’'un codon
stop précoce et donc d’'une protéine tronquée (8f#)seconde boucle extracellulaire a donc
peu de chance de se former empéchant ainsi I'ctteraentre PTCHL1 et la protéine sonic
hedgehog.

Toutefois, il existe une hétérogénéité génétiguesda syndrome de Gorlin avec quelques
familles possédant des mutations dans les genelsda® receptoRTCH2 (103), Suppressor
of fused, SUFU (104) ou méme SmootheneBMO (105). Situés respectivement sur le
chromosome 1p32, 10g24-g25 et 7932, ces genestopaberaussi pour des acteurs de la voie
SHH. En effet, PTCH2 est un homologue du réece@@d@@H1. SUFU quant a lui est complexé
avec la protéine GLI au niveau des cils primaitg¥in, SMO joue un réle trés important dans
la transduction du signal de cette voie.

Les patients Gorlin possedent donc une mutatio@rb&ygote d’'un acteur de la voie sonic
hedgehog. Or, la perte d'un seul allele permet tcéémer le phénotype Gorlin menant a
I’hypothése d’une haplo-insuffisance (106). Le gsai@ produit des protéines saines, mais qui
ne permettent pas un fonctionnement correct deiaSHH. Il y a donc une activation aléatoire

de cette voie chez les patients atteints du synelenGorlin.

B - La voie sonic hedgehog (SHH)

1) Historique et généralités

La premiére identification d’'un acteur de la voienis hedgehog fut réalisée par Eric
Wieschaus et Christiane Nusslein-Volhard en 198 tte recherche sur le développement
embryonnaire chedrosophila melanogaster (107). lls mirent en évidence une désorganisation
de la distribution des petites excroissances cetgriés denticules, habituellement présentes
uniquement sur la partie antérieure des drosopsdlegages. Ces larves porteuses de mutations

dans le géne hedgehddh) étaient alors entierement recouvertes de depsdul donnant un
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aspect de hérisson (hedgehog en anglais). Cekeastientifique leur valu le Prix Nobel de
physiologie et médecine en 1995.

Il faudra attendre une dizaine d’années pour gsisdeentifiques commencent a avancer des
preuves génétiques du role de cette protéine dasignalisation intercellulaire (108, 109). Le
clonage du gene a depuis permis de confirmer slend® morphogéne pouvant établir la
polarité dorso-ventrale grace a un gradient deeutnation, ainsi que de mitogenes régulant la
prolifération cellulaire (110-113).

Rapidement, plusieurs groupes mirent en évidengeélsence de plusieurs homologues au
genehh chez le poulet, la souris, le poisson-zebre @jnsichez 'homme (114-117). Au total,
trois orthologues furent identifiés chez les veméh Desert hedgehodKH), Indian
hedgehoglHH) et Sonic hedgeho@fH). Les deux premiers furent nommés d’apres desrace
de hérissons tandis que le troisieme doit son nopeessonnage de jeux vidéo crée pour la Sega

Megadrive, Sonic le hérisson.

A travers I'exemple de cette protéine, c’est I'enbe de la voie de signalisation qui a été
conservée a travers |'évolution témoignant de swaatérdondamental.

Depuis sa découverte, de nombreuses études ontispeiatablir I'importance de la
signalisation SHH dans les processus d’embryoge@se ce soit chez les invertébrés ou les
vertébrés, cette voie permet la régulation spatiléemporelle de la formation et de la
migration de divers tissus dont le tube neuralp@msmons, la peau, le squelette axial, les dents
et les membres (98, 118-120). Elle est, de plussi@ie au processus d’organogénese en
contr6lant notamment la croissance des doigtsoegdhisation du cerveau. Plus récemment,
son implication dans I'hématopoiese a aussi étéodége (121).

En revanche, chez I'adulte, cette voie est inhibggs peut étre réactivée pour permettre la
régénération tissulaire, ainsi que la prolifératatria survie cellulaire (113). Elle reste aussi

impliquée dans 'homéostasie et le renouvellemestatllules souches (121, 122).

2) Fonctionnement

a. De la drosophile a 'lHomme

Globalement, le fonctionnement général de la vorecshedgehog est comparable entre les

vertébrés et les invertébrés. Pour preuve, la pluges études génétiques visant a mieux
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comprendre les mécanismes d’actions de cette wmghalisation ont été conduites chez la
drosophile et appliquées chez 'Homme. Cependhssticlair que la voie SHH a gagné en
complexité de par le nombre croissant d’isoformegéhes chez les mammiféres.

Ainsi, il existe trois homologues humains au geeggehog de la drosophile : sonic hedgehog,
desert hedgehog et indian hedgehog. Si le prerside plus exprimé et donc le plus étudié des
trois, les deux autres possedent tout de mémelammportant au cours du développement de
plusieurs organes dont le systeme nerveux ceritlaloartilage respectivement.

Cette complexification se retrouve aussi au trastaneecepteur protein patch homolog, PTCH
qui est retrouvé en deux exemplaires chez 'THomRIECH1 et PTCH2. Ce dernier est retrouvé
exprimé dans les yeux et dans les cellules épétleélides dents en formation et des follicules
pileux (123). Toutefois, PTCHL1 reste le récepteuplus largement exprimé dans les cellules
humaines.

Il en va de méme pour d’autres acteurs importaaia doie SHH (Tableau 2).

Geéne chez la drosophile Geéne chez ’'Homme Fonction

Sonic hedgehodsHH)
Hedgehoglth) Indian Hedgehogl HH) Ligand
Desert HedgehodHH)

Patched 1RTCHL1)
Patched 2RTCH2)

Patched gtch) Récepteur

Smootheneds(no) SmoothenedMO) Transduction du signal

Glioma-Associated 1GLI11)
CUbitUS interl’uthSC(J) Glioma_Associated 2qL|2) EffeCteur

Glioma-Associated 33LI13)

Tableau 2: Tableau comparatif des principaux acteurs de laoie sonic hedgehog
entre la drosophile et 'THomme.Le nombre croissant de genes pour une méme fonction
chez 'Homme dénote la complexification de cettewahez les mammiféres.
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b. Mécanisme d’action chez 'Homm&igure 14)

Que ce soit chez 'homme ou chez la drosophileptegéines de la famille hedgehog sont
synthétisées sous la forme de précurseur nécedsaitadivage autoprotéolytique pour étre
activé. Le fragment N-terminal (HH-N) est par latsumaturé grace a I'ajout d’'un adduit de
cholestérol a son extrémité N-terminal et d’'un gement palmitoyl a son extrémité C-
terminal. Ces modifications lipidigues sont indispables pour son ancrage a la surface
cellulaire, mais aussi et surtout pour augmenterasbivité biologique (124).

La sécrétion des protéines HH modifiées par ldsleslqui les produisent dépend notamment
de l'activité de la protéine Dispatched (DISP),réanepteur a 12 domaines transmembranaire
qui a été initialement identifié chez la drosopltlle5). Ce récepteur possede un domaine dit
‘sensible aux stérols’ (SSD ou Sterol Sensing Doindi26) montrant ainsi une homologie de
séquence avec Patched, le récepteur des facteursDHidtres voies de transport tissu
dépendantes (127) ont été mises en évidence psureasla diffusion de cette protéine

doublement lipidée dans un milieu hydrophile.

Selon le contexte cellulaire, cette protéine poakair une action autocrine et donc agir sur
la cellule qui I'a sécrétée, ou bien une actiorapane et donc agir sur les cellules voisines. La
facon dont le signal est distribué reste encor@inae mais plusieurs modeles ont été proposes.
L'un d’eux requiert la formation d’'un complexe d®ine HH soluble, d’autres proposent le
recours aux exosomes ou aux cytonemes (128). Hufitisation de particules lipoprotéiques
a aussi été envisageée. Il est fort probable quguehaellule possede une combinaison de ces

meécanismes pour la délivrance du signal (128).

Une fois le signal délivré, le facteur HH va ingiraavec son récepteur : la protein patch
homolog, PTCHL1. Ce dernier est situé au niveau diganite (129) présent uniquement dans
les cellules de mammiferes : le cil primaire (128gtte structure, unique par cellule, agit
comme un senseur de I'environnement cellulairenteliaction entre ces deux acteurs de la voie
SHH va déclencher l'internalisation de ce compldigand-récepteur dans des vésicules

endosomales (128).

Cette internalisation va permettre de lever lagggpion que ce dernier exerce sur un récepteur
couplé aux protéines G (GPCR) : la protéine smamtieSMO. Initialement située dans des
vésicules intracellulaires, cette protéine a septa@nes transmembranaires est réprimé a l'aide
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Figure 14 : La voie de signalisation sonic hedgehogn absence de son ligand
hedgehog, PTCH1 (patched homolog 1) localisé aganivdu cil primaire réprime le
récepteur SMO (Smoothened). En revanche, en présienson ligand, la répression de SMO
est levée. Il va donc aller interagir au niveaucdprimaire avec le complexe SUFU/GLI
(Suppresor of Fused et Glioma Associated Prot8id)y-U sera alors dégradé tandis que GLI,
activé, sera transloqué dans le noyau ou il paagnaen tant qu’activateur de transcription.
Parmi les génes cibles, on retrouve le récepte@HAT mais aussi la cycline D1 (CCND1).

D’apres Yacet al. (128).
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d’'un mécanisme non encore élucidé (130). Toutedmisait qu'une fois PTCH endocyté, SMO
va se diriger vers le cil primaire et y modulectamplexe contenant la protéine Suppressor of
Fused (SUFU) et la forme inactive d’'une protéinenn@®e Glioma-associated, GLI. Chez
’lhomme, il existe trois facteurs de transcriptiodoigt de zinc GLI : GLI1, GLI2 et GLI3. Le
premier va permettre d’activer la réponse, tandie tg dernier agira plutdt comme un
répresseur (131). De maniére plus générale, il Eesustout que I'activité de chacune de ces
protéines dépende du stade de signalement ded&b¥ti (131).

Il y aura donc une dissociation de ce complexe SIEGWqui va entrainer la dégradation de
la protéine SUFU. De son c6té, le facteur GLI viirsdes transformations (phosphorylation,
sumoylation, ou méme protéolyse sélective) qui vainpbermettre de passer du stade de GLI-
Réprimé a GLI-Activé (131). Une fois activé, GLItesansloqué dans le noyau ou il
s’accrochera spécifiguement a des séquences coisdenalisées dans les régions promoteurs
des geénes cibles permettant d’en réguler I'exppas$tarmi ces genes cibles, on retrouve le
facteur de transcription GLI lui-méme, mais aus$iCH, la cycline D1 et des produits
impliqués dans la balance prolifération-différetitia (128). Il est a noter que I'une des cibles
transcriptionnelles de GLI2 est la cycline D1 (1,3®sponsable du passage a la phase S du

cycle cellulaire.
A I'état physiologique, plusieurs phénoménes deocéntrole permettent de réguler cette

voie. Parmi ceux-ci, on retrouve les protéines PTBEHIHIP (Hedgehog interacting protein)

produites par la signalisation HH et jouant un dd@as son induction (128).

c. Antagonistes et modulateurs pharmacologigues

Le premier inhibiteur de la voie SHH fut découvdains les années 1960 grace a plusieurs
scientifiques qui mirent en parallele la naissadt@gneaux présentant une cyclopie et
l'ingestion par leurs meres d’'une plante Meratum californicum. Cette plante contient une
grande quantité de cyclopamine, un type d’alcal¢I®a). Il a été montré que ce composeé se
fixe directement sur SMO et inhibe son activitéra&mant I'absence d’activation de la voie
SHH (134) (Figure 15). Cependant, la faible effitathérapeutique de cette molécule a poussé
les scientifiques a chercher des dérivés commaAMTSL, le SANT-4 ou le GDC-0449 (135).

Des modeles pré-cliniques ont d’ores et déja pedmisiontrer une inhibition
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Inhibiteurs de SMO :
Cyclopamine, SANT-1, SANT-4,
GDC-0449, ...

Activateurs de SMO :
SAG, Purmorphamine,\ If )

Inhibiteurs de HH :
Anticorps 5E1, Robotnikin, ...

T~

Inhibiteurs de GLI :
GANT58, GANT®61, ...

T b

Figure 15 : Les modulateurs de la voie sonic hedgehodies inhibiteurs sont
représentés en rouge, tandis que les activatent segrésentés en vert. Trois grandes classes
d’inhibiteurs sont représentées ici : ceux modulamrotéine Smoothened, ceux modulant
la protéine hedgehog et enfin, ceux modulant [&8me GLI.

D’aprés Heretscht al. (135).
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plus efficace de SMO par ces molécules par rappantlle de la cyclopamine (135). Ces

molécules sont notamment utilisées dans le traitehes médulloblastomes et des BCC.

La protéine SMO étant a l'interface entre l'initcat de la voie SHH et sa partie cascade
réactionnelle, c’est donc la protéine qui est lesouvent visée pour moduler la voie SHH.
Toutefois, certains composants agissant en amoi8MI@ ont aussi prouvé leur efficacité
(Figure 15). C’est le cas des anticorps 5E1 (aHt#Bou de la robotnikin qui vont se lier avec
plus ou moins d’affinités sur la protéine SHH, ewot@nt son interaction avec le récepteur
PTCH (135). Toutefois, aucun de ces modulateureméare été utilisé en essai clinique (136).

Enfin, l'autre grande classe de modulateurs deecetie SHH touche les facteurs de
transcriptions GLI. Des composés permettant de uapd/activité de transcription de ces
protéines et plus spécifiquement de GLI1, commariekcules GANT 58 et GANT 61 sont

en cours de développement (135).

Parallelement au développement de ces antagosigtédsitiques, les équipes ont développé
des agonistes de la voie SHH (Figure 15). Dang ctasse de molécules, on retrouve le SAG
(Smoothened Agonist) et la purmorphamine qui ous tes deux la capacité de se lier a SMO
(135). Pour le moment, ces modulateurs sont tosijaurstade des essmsitro. Toutefois, il
a été montré que le SAG permettrait d’augmentsutgie des neuroblastomes suggérant ainsi

un intérét thérapeutique de la molécule jusqu'atasploré (137).

3) Modeles et roles physiologigues

L'utilisation de modéles cellulaires et animaux exrpis d’en apprendre davantage sur les
réles physiologiques de la voie SHH. Bien que tagis wild type ne développent jamais de
BCC méme aprés une exposition a un rayonnementuwyhaayonnement ionisant, les souris
PTCH1 +/- sont susceptibles d’induire ces cancetangs apres de tels stress exogenes (138).
Parmi ces souris, une petite proportion va étralgiepde développer des médulloblastomes et
des rhabdomyosarcomes (138). Un autre exempleut®s snodele sont les souris SUFU +/-
gui mene au développement d’un phénotype de pedlase a celui du syndrome de Gorlin

mais qui n’entraine pas de tumeurs (138).
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Le réle de la signalisation SHH dans la survieutaite a initialement été décrit vitro dans
des cultures de neurones (139), pmis/ivo sur un modele d’embryon de poulet. Dans ce
modele, Charriegt al. (140) ont montré que la greffe de cellules praahtise ligand SHH dans
le tube neural induit la répression de I'apoptoaasdce dernier. D’autres expériences ont
permis de confirmer ce role de la voie SHH dansdjf#ose : en présence de son ligand, PTCH
transmet le signal positif classique ; en abserecesah ligand, PTCH peut induire la mort
cellulaire programmeée (141). Ainsi, le récepteuCPiTfait partie de la classe des récepteurs a
dépendance (142).

Il a aussi pu étre mis en évidence que cette v ghalisation pouvait jouer un réle dans le
cycle cellulaire (Figure 16). En effet, SHH régplesitivement la transcription des cyclines de
phase G1, mais aussi les cyclines D et E (143plixx la protéine SHH serait capable de lever
l'inhibition exercée par PTCH sur la cycline B faant la progression de la phase G2 a la
phase M (98, 144).

HH

@ \ Cycline A/B
CDK1

/ Cycline D

CDK4/6

. o
Cycline E
y 4 CDK2

M

Cycle
cellulaire

Cycline A
CDK2

Figure 16: Lien entre régulation du cycle cellulaire et voiesonic hedgehoglLa
protéine hedgehog permet de réguler positivemematescription des cyclines D et E. Cette
protéine permet aussi de par son interaction aveédepteur transmembranaire PTCH1 de
lever 'inhibition que ce dernier exerce sur lalaye B.

D’apres Royet al. (144).

62



4) Implications pathologigues de défauts dans la ve

SHH

Etant donné le r6le fondamental de la voie SHH damégulation de nombreux aspects de
'embryogenese, de la croissance a la spécificalies types cellulaires, en passant par la
prolifération et la survie, il n’est pas surprenqné les mutations affectant des genes impliqués
dans cette voie soient liées a un grand nombreatf®mmations.

Des mutations congénitales conduisant a une répnesenstitutive du signal HH peuvent
étre responsables de l'apparition d’un syndromeel@ppholoprosencéphalie (HPE) (101).
Cette malformation sévére du cerveau entraine @paration incomplete du télencéphale et
peut s’accompagner de malformations cranio-faciples Iégéres comme le bec de lievre ou
trés graves, voir létales comme la cyclopie (145).

D’autres mutations touchant cette fois ci le g8Hél ont été associées a des malformations
des membres. Hillt al. (146) ont en effet démontré que ces mutations gieav entrainer des
phénotypes allant de la perte des os des mainssepidds a la syndactylie et la fusion des
doigts.

Enfin, la premiére observation établissant undietre la voie SHH et I'apparition de tumeurs
a été faite en 1996. Depuis, il a été montré que eeie de signalisation est impliquée dans
prés de 25% des cancers humains, allant du cangeouimon a celui des ovaires, en passant
par le cancer du sein, les leucémies et la pluestcarcinomes basocellulaires (128). Une
classification de ces cancers a été proposée etidarde I'implication de la dérégulation de
la voie SHH dans I'apparition des cancers (147QFe 17).

- Le cancer de type | correspond a une mutation i@aind une suractivation
indépendante du ligand de la voie SHH (147). Caled#gure est notamment observé lorsque
des acteurs de la voie de signalisation comme S3M®D ou méme PTCH sont mutés. Il a été
montré que 85% des carcinomes basocellulaires dimia des mutations inactivatrices de
PTCH, alors que seulement 10% sont dues a desiom#atctivatrices de SMO (148). Il est
intéressant de noter que le positionnement degionsgaau sein du géne codant pour la protéine
PTCH est différent entre les BCC sporadiques eBle€ développés par les patients atteints
du syndrome de Gorlin (102). Dans cette classeewauve aussi les médulloblastomes et les
rhabdomyosarcomes qui sont pour environ un tiezatte eux dus a des mutationsRIECH
ou deSUFU (149).
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Figure 17: Implication de la voie sonic hedgehog dans la suenue des cancers.
On retrouve les 4 classes : A) Le cancer de tydmdnd-indépendant, dans lequel une
mutation d'un des acteurs principaux de la voie SHéhe a I'activation indépendante du
ligand de celle-ci. B) Le cancer de type Il, ligashghpendant, dans lequel la cellule tumorale
va produire le ligand qui va permettre de s’auteact ou d'activer une cellule voisine. C)
Le cancer de type lll, ligand-dépendant, dans leiqueellule tumorale va produire du ligand
qui va permettre d'activer une cellule stromale.LB)cancer de type IV, ligand-dépendant,
dans lequel la cellule stromale produit le ligaednpettant I'activation de la voie SHH dans
la cellule tumorale.
D’aprés Teglundt al. (147).
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- La classe des cancers de type Il correspond quaileaaux cancers ligand
dépendant (147). Ces cancers sont dus a des nmgtatidrainant une suractivation de la voie
SHH a cause d'une surproduction de morphogene HiHaBtion paracrine, la cellule elle-
méme ou les cellules voisines seront donc activiBass cette classe, on retrouve certains
cancers de I'appareil digestif (cesophage, estomg&s0).

- Dans le cancer de type Il recemment décrit, I'ajpioa de la tumeur est due a une
dérégulation de la voie SHH menant a une activgbamacrine dépendante du ligand (147).
Plus simplement, la production de protéine HH par dellules tumorales va entrainer une
réponse des cellules stromales environnantes. @egectes vont donc réagir en permettant
I'activation de signaux menant notamment a la pctida de facteurs de croissance comme
I'IGF (Insulin growth factor) ou le VEGF (Vasculandothelial growth factor). Ces facteurs de
croissance joueront donc un role dans la surig @bissance de la tumeur (130).

- Enfin, les cancers de type IV présentent une aaivgaracrine inverse (147). En
clair, les cellules tumorales seront activees @andrphogene hedgehog produit par le stroma.
C’est notamment le cas dans les leucémies etii@sHgmes ou la protéine hedgehog secrétée
par le stroma est indispensable a la survie déglegltumorales grace a 'augmentation de

I'expression du facteur anti-apoptotique Bcl2 (1532).

C - Lapeau

1) Généralités et structure

D’une surface de prés de Z et d’'un poids variant de 4 a 10kg, la peau esg¢ine a la fois
le plus étendu et le plus lourd du corps humail®)1Selon I'endroit du corps, elle ne présente
pas la méme morphologie ; elle peut étre plus omsnaastique, moite ou seéche, plus ou moins
consistante, poreuse, pale ou héalée. Elle congtituefois la premiere barriere naturelle contre
les agressions extérieures (chocs, pollution, rhiesa.). La peau joue également de nombreux
autres roles dont la photoprotection, la régulatibkermique, la synthese hormonale
(notamment de vitamine D) et un role d’'informatsensoriel grace a la présence de nombreux

récepteurs et a ses multiples innervations (154).
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Figure 18: Coupe de peau de la main au microscope optiqu@n retrouve les trois
couches composants la peau : A) I'épiderme ; B)eleme et C) I'hypoderme. La lettre G
représente les coupes de glandes sudoriparesssitlgéémite entre le derme et I’hypoderme.

http://audilab.bmed.mcgill.ca/HA/html/skin_1_F.html
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Malgré ces nombreuses fonctions, la peau est tamergouple et trés résistant qui doit ces
propriétés aux trois couches tissulaires qui lapmsent (Figuer 18) :

- L’épiderme est la couche la plus externe et la pliuce avec une épaisseur variant
de 0,05 mm a 1,5 mm. Assurant 'impermeéabilitéagilistance de la peau, cette couche n’est
irriguée par aucun vaisseau sanguin ; les cellelesmposant étant alimentées par diffusion
depuis le derme. En revanche, on retrouve de narsésderminaisons nerveuses responsables
de la douleur ressentie en cas de lésions sumtidi

Représentant prés de 80% des cellules épithéllakesellules principales de I'épiderme sont
les kératinocytes. Ces cellules squameuses soptiesnde kératines (protéines entrant dans la
composition des cheveux et des ongles) et de Bpideur production a lieu dans la strate la
plus interne de I'épiderme, Bratum germinativum. lls diffusent ensuite jusqu’a la strate la
plus externe, lestratum corneum. Au niveau de cette couche, les kératinocytes snort
maintenant appelés cornéocytes, sont éliminés @sguamation. Le renouvellement de ces
kératinocytes est assuré par l'activité permandetéa couche basale. L'épiderme est ainsi
renouvelé en moyenne toutes les 4 semaines.

Cette couche basale de la peau est aussi congtidugelanocytes, produisant la mélanine,
responsable de la pigmentation de la peau. Cadeglpermettent de protéger les tissus des
effets du soleil et s’'intercalent entre les ceButasales.

On y retrouve aussi les cellules de Langerhansaopii produites dans la moelle osseuse et
diffusent jusqu’a I'épiderme ou elles assurerorgriatection immunitaire de la peau.

Enfin, les cellules de Merkel servent de mécangtéce permettant de ressentir les pressions.

- Le derme possede une épaisseur variant de 5 a Liest.dans cette couche que
I'on retrouve les vaisseaux sanguins, les fibraveeses, les follicules pileux, les fibres de
collagéne et d’élastine, les glandes sudoripare¢e®tglandes sébacées. Le derme est
principalement constitué de différentes cellulesoe les lymphocytes et les mastocytes
jouant un role dans les réactions immunitaires eteocgane. Synthétisant I'ensemble de la
matrice extracellulaire dont le collagéne indispdabs a I'élasticité de la peau, les fibroblastes
interviennent également dans le métabolisme depriitéines et du cholestérol.

- L’hypoderme est la couche la plus profonde. C'estissu riche en graisse et en
vaisseaux sanguins dont les cellules principales k&3 adipocytes. Il joue donc le role de
réserve énergétique. Sa taille varie en fonctioladene du corps : épaisse au niveau des talons
et des fesses, beaucoup plus fine dans le dosxparpée. C’est donc un matelas protecteur
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permettant d’amortir les chocs auxquelles I'orgar@geut étre soumis. Enfin, il joue aussi le

réle d’isolant thermique.

2) Les cancers cutaneés

C’est a partir des cellules de I'épiderme que seld@pent la plupart des cancers de la peau.
On distingue la plupart du temps deux grands groupes mélanomes et les autres cancers
cutanés.

Le premier est donc comme son nom lindique le earse développant aux dépends des
meélanocytes présents au niveau de I'épiderme. fal, its représentent moins de 10% de ces
tumeurs mais un peu plus de 75% des déces lies aareers. Souvent considéré a raison
comme étant le plus agressif, il peut évoluerrapsdement sous forme de métastases touchant
principalement la peau, les poumons et le cerviearmi les causes expliquant I'apparition de
ces tumeurs, on retrouve une forte exposition aygns UV accompagnée de coups de solell
répétés (155). Toutefois, d’autres facteurs endeg@mme un grand nombre de grains de
beauté présents sur la peau du patient ou la m&skEngrain de beauté atypique entrent aussi
en compte dans I'apparition des mélanomes.

Les 90% restant regroupent donc les autres camctasiés. Parmi eux, on retrouve les
carcinomes épidermoides (CE) et les carcinomescbhsiaires (BCC). Les deux sont des
tumeurs se développant aux dépends des cellulespaies de I'épiderme : les kératinocytes.
Toutefois, le BCC se développera aux dépens dauehe la plus interne de I'épiderme, tandis
gue le CE lui se développera a partir des strdies superficielles de cette couche cutanée
(156). Ces deux cancers épithéliaux ont beau @imsidérés comme proches, ils présentent

toutefois des caractéristiques épidémiologiqudsotddgiques différentes.

Le carcinome basocellulaire est la tumeur malignellis fréquente chez 'Homme (157).
Touchant le plus souvent les zones photo-exposéesmne le visage ou le cou, les
rayonnements ultraviolets et plus particulieremeatUVB, sont considérés comme l'un des
facteurs de risque les plus importants (158). @e®urs ont une trés faible faculté a métastaser
(157), offrant un diagnostic vital favorable auxipats.

D’un point de vue moléculaire, prés de 70% des BpGradiques (159) comportent des
mutations inactivatrices d€TCH1 (147, 160, 161), ou dans une moindre mesure, déstions

activatrices d&MO (147, 161, 162). Dans les deux cas, le résulste te méme : la voie sonic
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hedgehog est altérée dans ces tumeurs cutanéeautda@reuve de la suractivation de la voie
SHH est la surexpression de GLI1 et GLI2 que l'etnauve au niveau cellulaire (159). Il est a
noter qu’un accroissement du risque de BCC peeata@socié a une réduction de la capacité de
réparation de 'ADN (159, 163). En effet, des réssl genétiques ont permis d’apporter la
preuve que PARP1 et PTCH1 coopéraient pour inHéoaurvenue des BCC (164). Le lien
mécanistique entre ces deux protéines reste arexphais aucune délétion du locusRARP1

n'a été rapporté dans les cancers humains (166)effis, un autre exemple du lien étroit entre
BCC et réparation de 'ADN est la présence de neundes études démontrant une modulation
de ces cancers cutanés par les difféerents vartenigenes de réparation et notamment par
XRCC1 (166, 167).

Afin de mieux comprendre le role capital de cettee\de signalisation dans I'apparition des
BCC, des modeles murins ont été créés. C’est leatasnment des souris SHH, SMO ou méme
GLI transgénique. Toutefois, I'un des modéles las ptudiés est celui des souris hétérozygotes
PTCH +/- modélisant le syndrome de Gorlin. Ces isoarhibent un phénotype NBCCS
guasiment identique a celui des humains avec l@ppa de multiples BCC, de
meédulloblastomes et d’aberrations développementd@sme la polydactyly (147). Ces études
sur les animaux ont permis de confirmer I'importame I'environnement tissulaire sur la
croissance de ces tumeurs. En effet, un carcinoaseckllulaire prélevé chez une souris
transgénique pour SHH et transplanté sur une sstidg{Severe combined immunodeficiency)
arrétera sa croissance et ne se métastasera pastiEthdonc le role essentiel de la présence

du stroma spécifique des kératinocytes pour leldppement de cette tumeur (168, 169).

3) Cas des fibroblastes issus des patients Gorlin

La mutation d’un acteur de la voie SHH étant coitgéohez les patients atteints du syndrome
de Gorlin, elle est retrouvée dans toutes les lesllde ces patients : du kératinocytes aux
fibroblastes. L'importance des fibroblastes danfotte prédisposition a développer des BCC
chez les patients Gorlin a été démontrée par \élah. (170). Il a en effet été montré que les
fibroblastes possédaient une influence sur la foamation de I'épithélium en produisant des
facteurs paracrines comme T@kouant un role a la fois sur les cellules sainiasieles cellules

cancéreuses (171). De plus, de nombreuses évidemtesaintenant démontré que des
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mutations au niveau des fibroblastes pouvait amraie dévelopement des carcinomes au
travers du microenvironnement (171, 172).

De nombreuses études ont cherché a savoir si teoplpe radiosensible de ces patients était
aussi retrouvé au niveau cellulaire. Les résuliatses études sont contradictoires. Certains
comme Featherstoret al. (173) ont démontré I'absence de la radiosenshilés fibroblastes
issus de patients Gorlin suite a une irradiatigrisante (a I'aide de rayons X ou de rayghs
La méme année, Chaat al. (174) établissent au contraire, une hyper-radgibdité des
fibroblastes Gorlin aux rayons X en utilisant panttle méme test de survie clonale. Toutefois,
leurs résultats se rejoignent sur I'absence del@mud dans la réparation de '’ADN dans ces
cellules aprés une irradiation aux rayons X. Eranehe, Arlettet al. (175) démontrent dans
leur étude que les cellules Gorlin possédent dizgitbédans la réparation des dommages créés
par les rayons X.

Par la suite, d’autres études se sont intéresdé@agponse de ces cellules aux rayonnements
ultraviolets. A nouveau, les résultats obtenus smmitradictoires. Lehmanat al. (176)
démontrent I'absence de sensibilité des celluleditaux UVC. Ce résultat est aussi retrouve
par Applegatest al. (177), Littleet al. (178) et Brellieret al. (179). En revanche, Nagasaeia
al. (180) retrouvent dans leur étude une sensibiggadllules Gorlin aux UVC par rapport aux
cellules normales. Apres une irradiation aux UVBpaveau, certains trouvent une sensibilité
(177) d’autres non. |l est toutefois intéressamaler que la lampe UVB utilisée dans le cadre
de I'étude prouvant une sensibilité émet aussi ten8IVA (177)...

Enfin, il a été montré que ces cellules, contrageimaux cellules de personnes saines,

possedent une forte instabilité génomique (181).
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[l - La radiosensibilité

Qu’elle provienne de sources naturelles comme #®rmmements cosmiques ou des
expositions artificielles a travers notamment lemdiations médicales, I'exposition aux
rayonnements ionisants est inévitable. Dans un ipreparagraphe, nous présenterons ces
rayonnements ionisants et leurs conséquences. texoep des grands accidents nucléaires, la
population est le plus souvent seulement exposgédaibles doses d’irradiations dont I'impact
sera décrit ici. Enfin, nous terminerons ce chappar la description plus détaillée de la

radiosensibilité humaine et de son lien aux syssedeeréparation de I'’ADN.

A - Les rayonnements ionisants

1) Définitions et généralités

De maniére simplifiée, 'atome est composé d’éteddr chargés négativement gravitant
autour du noyau composé de neutrons de chargessraillde protons chargés positivement.
Chacun de ces composants est en interaction avacilees a travers des énergies de liaisons.
Parmi les atomes existants naturellement, on diséihes atomes stables et les atomes instables,
aux propriétés radioactives. Cette instabilité @ta due a un trop grand nombre de particules
; un écart trop important entre le nombre de pr@teinde neutrons ou méme a un trop-plein
d’énergie.

Dans tous les cas, afin de corriger ces anomalies,atome instable aussi nommé
radionucléide va se désintégrer et émettre un rsgrment afin de se stabiliser. Il existe trois
types de rayonnements :

- Le rayonnement est émis par les atomes possédant trop de protots neutrons.
Une simple feuille de papier est suffisante pougtar un rayonnement alpha.

- Le rayonnemenp est émis par des atomes ayant un écart trop iengogntre le
nombre de protons et de neutrons. Il peut corrafgoa deux types d’émissions suivant la
transformation nécessaire : soit un électron chaéggativement ; soit un anti-électron chargé
positivement. Dans tous les cas, une feuille d'ahium suffit pour arréter un rayonnement
beta.

- Le rayonnement émis par les atomes possédantupleim d’énergie. On retrouve
ici le rayonnemeny composé de photons de haute €nergie issus du myag rayons X
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composé de photons issus du nuage électroniquera@@anement pénetre davantage
'organisme que les deux autres, mais entraine sra@mmodifications au niveau des particules
gu’il rencontre. Une forte épaisseur de plomb ésessaire pour le stopper.

Finalement, ces trois types de rayonnement sontagesinements ionisants (RI), susceptible

d’arracher un électron a la matiere grace a I'éeagg’ils contiennent.

Trés rapidement aprés sa découverte en 1895 pagéifi82), 'homme comprend l'intérét
meédical de ces rayonnements invisibles : c’estéleut de la radiologie. Les praticiens les
utilisent alors a forte dose et sans protectidifaudra attendre quelques années avant que les
scientifiques ne pergoivent la dangerosité de @gsnnements et la nécessité de s’en protéger.
Depuis, les données se sont accumulées permettanetire en évidence des doses néfastes
pour I'organisme. Mais avant cela, il a fallu déterer des unités permettant d’apprécier
'action de ces rayonnements sur la matiere. L'deg plus utilisées en radiobiologie est le
Gray (Gy). Cette unité permet de quantifier I'impdes rayonnements ionisants sur la matiére
en évaluant I'énergie recue par unité de massegg)Jautres unités sont aussi employées
comme le becquerel (Bq) qui mesure le niveau deaatlvité d'une source, ou encore le

sievert (Sv) qui évalue les effets biologiques @g®nnements sur I’homme.

2) Conséguences : de la cellule a 'organisme

De maniere générale, I'état de I'organisme d’'unesqrane irradiée dépend des dommages
subis au niveau cellulaire. En effet, comme noasgdhs vu dans le premier chapitre sur les
sources de dommages a I’ADN, I'énergie générédgsarayonnements ionisants va entrainer
'apparition de diverses lésions au niveau de 'AD&inNme des cassures double brin et des
lésions oxydatives. La réponse aux dommages deN'AB prendre en charge I'apparition de
ces défauts et réparer la molécule d’ADN lésée.tdfois, certains systemes de réparation
peuvent induire des erreurs dans la séquence d’@&ftdinant des mutations. Enfin, si la dose
recue est trop forte, les systemes de réparatimmtsdépassés et ne pourront plus jouer leur
réle de gardien de l'intégrité du génome.

Si ces Iésions au niveau de I’ADN persistent, glsvent avoir des conséquences a I'échelle
des tissus, des organes voire du corps entierefias sur I'organisme dépendent de plusieurs

facteurs comme le type de rayonnement, la doseladesde débit et la durée de I'exposition.
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A Tl'échelle de l'organisme, les rayonnements ionisapeuvent avoir trois types
d’effets (Figure 19):

- Un effet nul.

- Un effet déterministe résultant de dommages iradpas de 'ADN et entrainant
une forte mortalité cellulaire. Cet effet est ddggendant : I'apparition de I'effet est certaine
a partir d’'un seuil limite de rayonnements sur tgaoe donné. L'importance et la gravité des
symptomes augmentent ensuite avec la dose recaadeliers apparaissent le plus souvent
précocement mais ils peuvent étre accompagnéstfefbcondaires observables des années
apres une irradiation.

- Un effet stochastique da a lI'apparition de mutatipersistantes dans ’ADN et
pouvant mener a une augmentation de la survenueateers apres plusieurs années. La
gravité de cet effet est identique quelle queladiiose. En revanche, la fréquence d’apparition
de ce risque augmente avec la dose recue. Ene&baetmes, le pourcentage de sujets exposes
chez qui on observe ce type d'effet, augmente évetose. Cet effet a pour conséquence
I'apparition de cancers et d’effets héréditaires.

3) Cas des faibles doses d’irradiation

En radiobiologie, les faibles doses d'irradiatiamtsdes expositions a des rayonnements
ionisants qui se situent a un niveau inférieuld®@y. C’est ce domaine de doses, trés largement
en dessous de celle ou 'on commence a voir agpailas premiers effets déterministes et
inférieure aux limites actuelles de détectionsefésts stochastiques, que recoit la plus grande
partie de la population.

A I'heure actuelle, les effets sur la santé humalhme exposition aux faibles doses de
rayonnements ionisants sont estimés en extrapl@ardtudes épidémiologiques, dont celles
meneées apres les bombardements d’Hiroshima et Bldgd$83). Cette derniere a permis de
mettre en évidence un seuil en deca duquel aué@pomse de I'organisme n’est décelable. En
effet, au-dela de 100 mSv (soit environ 0,1 Gy dihé@mme pour un rayonnemen, le risque
de cancers solides et de leucémies augmente seniBment chez les personnes exposées
(184).
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Figure 19: Conséquences des rayonnements ionisants sur &lale et leurs effets
au niveau de I'organisme.Une irradiation peut entrainer la mort cellulaiésultant en un
effet déterministe. Elle peut aussi mener a désriésle I’ADN qui seront réparées résultant
en un effet nul au niveau de I'organisme. Enfis,iteadiations ionisantes peuvent entrainer
des mutations au niveau de I’ADN. La cellule pawtvarre tout en perdant ses capacités
prolifératives, ou elle peut étre éliminé par Istéyne immunitaire résultant en un effet nul
au niveau de l'organisme. La derniére possibil@€l@ non élimination de la cellule mutée
pouvant mener a un effet stochastique a long terme.
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Figure 20: Représentation des modeéles de relation dose-dfépres irradiation a
des faibles dosesOn retrouve donc le modéle d’hypersensibilité egpondant a une
augmentation du risque aux faibles doses d'irratiat Au contraire, le modéle de I'hnormeése
suggeére un effet bénéfique des faibles doses. Begrdeux, on retrouve le modéle de la
relation linéaire sans seuil (LNT), ainsi que led@le fondé sur I'existence d’'un seulil.

http://nuclearsafety.gc.ca/fra/resources/healtbdimon-threshold-model/index.cfm
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Dans la famille des consortiums internationaux, peojet européen RISC-RAD
(Radiosensitivity of Individuals and Susceptibiltty Cancer Induced by lonizing Radiations)
a permis de démontrer gu’il n'existe pas de forrmique de relation dose d'irradiation
recue/effet biologique. Le modele le plus utiliséla relation linéaire sans seuil (ou LNT pour
linear non-threshold relationship), dans lequeidque de cancer est proportionnel a la dose
d’irradiation recue. Un autre modéle suggére ujuesplus important & des faibles doses, tandis
gu’'un troisieme fondé sur I'hormeése suggére quéaildes doses de rayonnement peuvent
méme avoir un effet protecteur et bénéfique. Endirdernier modele est fondé sur I'existence
d’un seuil au-dessous duquel I'irradiation n’a gasfet (Figure 20).

Le risque d’apparition de cancers radioinduitsa@strticulierement difficile a mesurer du fait
de I'apparition spontanée de mutations chez I'Honmenhele sa variabilité individuelle a la
radiosensibilité. C’est pourquoi, encore maintenaist la LNT qui est le modele utilisé par

les instances officielles pour déterminer les naraiexposition.

B - La radiosensibilité humaine

1) Définition et généralités

Le phénoméne de radiosensibilité humaine individumix rayonnements ionisants est connu
des radiothérapeutes depuis bien longtemps. En ldtade des complications survenues apres
une radiothérapie en I'absence d’erreur de doserdrénque 5 a 15% des patients développent

des effets secondaires néfastes (185).

La technique standard de détermination de cettmgadsibilité a longtemps été le test
clonogénique dans lequel on mesurait le nombre alienies cellulaires résistantes a une
irradiation (186). Apres avoir analysé des centaohe courbes de survie de cellules humaines,
Fertil et Malaise ont réussi a établir une coriétatentre la radiosensibilité cellulaire et la
curabilité in vitro des cancers. De plus, ils démontrent dans caitde &ue chaque lignée
cellulaire peut étre caractérisée par sa propeuvale survie cellulaire a 2 Gy ou SF2 (survival
fraction at 2 Gy) (187). Enfin, cette étude réwgle la radiosensibilité n’est pas un phénomene
de tout-ou-rien. Toutes les valeurs sont possiblés I'hyper-radiosensibilité a I'hyper-

radiorésistance.
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Quatre groupes (188) ont été déterminés afin dsetdes maladies radiosensibles :

- Le groupe |, dans lequel les patients présentest radiorésistance et pas de
prédisposition au développement de cancers. lespond aux SF2 supérieur a 45%.

- Le groupe Il, dans lequel les patients présenteatradiosensibilité modérée et une
prédisposition au développement de cancers radidggi@omme les patients atteints du
syndrome de Werner. Il correspond aux SF2 comptie & et 45%.

- Le groupe llla, dans lequel les patients présenteathyper-radiosensibilité et une
prédisposition au développement de cancers radig;idDans ce groupe, on retrouve les
maladies comme les progeria. La SF2 est ici infiérde7%.

- Le groupe llIb, dans lequel les patients présenteet hyper-radiosensibilité. Ce
sont les lignées AT issues de patients atteintaxi@télangiectasie qui présente la plus faible

SF2 et donc la plus forte radiosensibilité (189nduveau, la SF2 est inférieur a 7%.

2) Radiosensibilité et réparation de I’ADN

La publication de la premiere liste des maladiggétques radiosensibles (190) a permis de
mettre en évidence le role essentiel de la sigatadis et de la réparation de 'ADN comme
facteur déterminant dans la radiosensibilité (189).

Globalement, toutes les études recherchant un detre réparation de I'ADN et
radiosensibilité font ressortir deux voies majeuteda réparation. La premiére est la voie de
réparation par suture non homologue (NHEJ) (191)qut mener a des défauts de sutures
entrainant la mort cellulaire. Les défauts danteocatie de réparation conduisent a une forte
radiosensibilité. La NHEJ étant aussi impliquéesd@anrecombinaison V(D)J nécessaire a la
formation des immunoglobulines, une forte immunaikéfice peut aussi toucher les patients
atteints de troubles dans cette voie de réparation.

La deuxieme voie de réparation de ’ADN jouant dle dans la radiosensibilité est la voie de
recombinaison homologue (191). Des défauts daitRlaauront un impact plus faible sur la
survie cellulaire. Toutefois, un manque de conti#ela recombinaison peut entrainer une
instabilité génomique et donc une forte prédispmsidux cancers. Un dysfonctionnement de
la recombinaison homologue peut aussi parfois nedune chimiosensibilité ou méme une
photosensibilité¢ due a la redondance des actewteigues du HR et de la conversion de
dommages de bases en cassure simple brin.

Plus récemment, le systeme MMR a lui aussi étéitdéomme étant impliqué dans la
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radiosensibilité cellulaire (192, 193).

D’un point de vue moléculaire, la protéine Ku70pagenant a la voie NHEJ joue un réle
fondamentale dans la radiocurabilité des tumeuwtsles (191). Un autre exemple a été apporté
par Soderlunett al. (194) qui a démontré I'importance de I'intégrité cbmplexe MRN pour
une bonne radiosensibilité cellulaire des tumewssein. Des études récentes ont mis en
évidence une association entre augmentation deréssion de la protéine Apel, ADN
endonucléases bifonctionelles du BER et radiow#sist A l'inverse, une diminution de
'expression de cette protéine entraine une sdissition aux rayonnements ionisants des

cellules des cancers colorectaux, du poumon ebstépsarcomes (195).

Enfin, il a aussi été décrit que certains variaatXRRCC1 pouvaient conférer une hyper-
radiosensibilité (196, 197). Les variants de PARBant a eux entrainent une radiosensibilité
anormale. Une autre étude de ces SNPs (singleatigcfmlymorphism) sur des patients traités
en radiothérapie pour un cancer de la prostateseemegvidence un lien entre polymorphisme

et gravité des effets déterministes a long terrA8)(1
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Soixante-deux ans apres la découverte de la steudaul’acide désoxyribonucléique (2), les
nombreuses études toujours en cours démontrentqolesiamais le réle central de cette
molécule. Porteuse de l'information génétique nemies a la cellule pour son développement
et son bon fonctionnement, la molécule d’ADN dodnd étre protégée des attaques
perpétuelles d'origines endogénes ou exogenesssphiel’organisme. Afin de contrer ces
effets potentiellement dévastateurs, nos cellulgsdéveloppé un systeme de réponses aux
Iésions de I'ADN : la réponse aux dommages de I'AQN comprend l'activation des
checkpoints du cycle cellulaire, la modulation aéranscription, I'apoptose et I'activation de
la réparation de ’'ADN. Chaque type de dommage meead activation d’'une voie spécifique
de réparation.

Laissant place a des dommages pouvant étre canrtimutations dans le génome, les
déficiences au niveau des systemes de réparatibADN sont, bien souvent, associées a la
cancérogenese. De rares syndromes héréditairesiaagsiorte prédisposition aux cancers et
hypersensibilité tissulaire lors d’expositions a dgents génotoxiques, tels que les ultraviolets
et les irradiations ionisantes, sont caractérisésup défaut de gestion des lésions induites a
I’ADN. C’est le cas de I'ataxie télangiectasie, unaladie génétique rare, se traduisant par une
sensibilité extréme aux rayonnements ionisantss€@apar la mutation d’'un gene clé dans la
signalisation des réparations des cassures dotihlddl’ADN, les cellules endommagées ne
sont plus capables de restaurer leur ADN entraimamombre accrus de cancer.

Une autre maladie génétique rare a transmissi@santale dominante caractérisée par une
hyper-radiosensibilité des cellules est le syndramee Gorlin, aussi appelé naevomatose
basocellulaire. Ce syndrome dont la prévalenceessimée a un individu sur 60000, est
caractérisé par des anomalies du développement, hyper-radiosensibilité et une
prédisposition élevée a développer différents aambent les carcinomes basocellulaires. D’'un
point de vue génétique, ce syndrome est di a urationu du géne suppresseur de tumeur
PTCH1, entrainant une activation aléatoire de la voisigealisation sonic hedgehog, cruciale
pour le développement.

L’objectif principal de ce projet de thése est dd@udier I'effet de la dérégulation de la voie
sonic hedgehog sur la réponse aux dommages de I'ADMN de mieux comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires conduisanne& hyper-radiosensibilité et a une
prédisposition élevée aux divers cancers chezatsms Gorlin.

Afin de répondre a cette question, nous avons itl@avec des fibroblastes primaires issus
de patients atteints du syndrome de Gorlin et deop@es saines. Dans un premier temps, nous
avons testé les caractéristiques de résistanceseetiules a plusieurs stress afin d’évaluer
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leurs pertinences en tant que modeéle d’étude. Mwaas poursuivi ce travail par I'analyse
transcriptomique de I'expression de certains gapgartenant a la voie SHH afin de vérifier
I'effet de la mutation du gerfeTCH1.

Apres |'étape de caractérisation du modele, noasigdéecidée d‘analyser la réponse de ces
cellules a la voie de réparation des |ésions oxyestle BER, au niveau basal et aprés des
doses croissantes de rayonnements ionisants. lEssipn des principaux genes de cette voie
sera étudiée et comparée a I'activité d'excisiamynehése des petites Iésions associées au BER.
Enfin, cette voie étant notamment activée en répenka présence des especes réactives de
'oxygene (ROS), nous avons décidé de tester tatsda la production de I'anion superoxyde,
'un des ROS les plus abondamment formés dandlidece

Dans un troisieme temps, le symptéme de I'hypeiesahsibilité étant di la plupart du temps
a des défaillances dans les systemes de répadasocassures double brin, nous avons décidé
d’évaluer le statut de ces derniers, ainsi que BRNlans les fibroblastes de notre étude. Nous
avons donc comparé la modulation de I'expressiergéees du NHEJ, du HR et du NER entre
la lignée normale et les lignées de fibroblastedia un niveau basal et apres I'application
de différentes doses de rayonnements ionisantieaNER a aussi été analysée a I'aide d'une
autre technique permettant I'étude de la réparatendimeres de pyrimidines.

D’autre part, aprés I'analyse des différentes vdieséparation, nous avons décidé de nous
intéresser aux autres parametres de la réponsdogmmages de '’ADN dont la signalisation
des dommages ainsi que I'induction de la mort tahe programmeée.

Enfin, une étude protéomique comparant la lignéenate a une lignée de fibroblaste Gorlin
a eté mené afin de comparer les différences d’egpmes protéiques sans irradiations.
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| - Caractérisation des fibroblastes Gorlin

Les patients atteints du syndrome de Gorlin présgntdiverses caractéristiques
phénotypiques spécifiques de la maladie comme nmot@m la présence de multiples
carcinomes basocellulaires, ou encore la préseac@malies squelettiques. De nombreuses
études ont aussi apporté la preuve de I'hyper-sadisibilité de ces patients (173). Ainsi,
Wallin et al. (91) démontrent une augmentation significativendenbre de BCC chez les
enfants Gorlin apres une radiothérapie. Méme siceggers cutanés se développent aux
dépends des kératinocytes présents au niveau mlddiée, le role fondamental des cellules
stromales et notamment des fibroblastes, a été&oen{171, 172). Malgré un phénotype aveéré
au niveau de l'organisme, le phénotype cellulaeesemble pas étre si clair. En effet, les
différentes études menées sur des fibroblastes tespatients atteints du syndrome de Gorlin
ont donné a des résultats contradictoires quart Iradiosensibilités (173-175) et a leurs
photosensibilités aux rayonnements ultraviolets 8 €.76-180).

Bien que nos collaborateurs (Equipe M. MARTIN et ARMARTINE) aient confirmé la
présence de mutations dans le gél€H1 au sein des lignées de fibroblastes primairesiorl
gue nous étudions (Tableau 3), nous avons déciae ula premir temps de nous assurer du
statut de I'expression génique de certains desuactie cette voie dans les cellules de notre
étude. En effet, toutes les cellules issues dematiGorlin possedent une mutation au niveau
du genePTCH1 (93, 94) (ou plus rarement, d’'un des autres astderda voie SHH). Ce géne
code pour un récepteur transmembranaire jouantblenalé dans la voie sonic hedgehog
rappelée en Figure 21. L’activation de cette vaeljnteraction du ligand sonic hedgehog et
du récepteur PTCH1 va mener a la transloquatididees facteurs GLI a l'intérieur du noyau
ou il pourra jouer son role d’activateur de traiesn. Parmi ces facteurs GLI, on retrouve
notamment le facteur GLI2 dont l'une des ciblesndmiptionnelles est la cycline D1,

responsable du passage a la phase S du cycleagellul

Dans un second temps, nous avons décidé de c@actkr statut des quatre lignées de
fibroblastes primaires que nous utilisons dansecétiude a l'aide de tests de survie
clonogénique. Ainsi, nous avons testé des dosessardes de stress : rayonnement ionisant,
UVB, UVA et bléomycine sur ces cellules. Chacurcds génotoxiques induit I'apparition de
lésions différentes au niveau de la molécule d’ABNde ce fait, mobilise des voies de
réparation distinctes. Cette premiere étude pelarezractérisation de la réponse différentielle

des fibroblastes Gorlin a différents agents gerigtees.
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Changement  Effet sur i
Age . Exon ) Séquence de
Nom i Origine i de transcrit/ o
(année) affecté . L référence
nucléotide protéine
Institut
GM00730 45 .
Coriell
GMO1552 97 Institut Exonl c91delT* Décalageducad NM1083603
Coriell 5 UTR -258 del T de lecture NM108602
GM02098 31 Institut | ron ISVAT*L  Erreur dépissage  NM_000263
Coriell G>C P g -
Institut c1168 G>A  Décalage du cad
GM03300 11 . Exon 8 NM_000263
Coriell c1170 delC de lecture

Toutes les cellules de cette étude proviennentimsifut Coriell. Les trois lignées Gorlin

Tableau 3: Caractéristiques des lignées primaires utiliséelors de cette étude.

possédent une mutation au niveau du g&reéH1. C'est la lignée GM01552 qui posséde la

mutation la plus précoce. Puis, par ordre croisgant la lignée GM03300 et enfin, la lignée
GMO02098.

sMO

F\

&

Figure 21 : La voie de signalisation sonic hedgehog et ses mripaux acteurs.

L'interaction entre le ligand hedgehog (HH) etdeepteur transmembranaire protein patched
homolog 1 (PTCH1) va entrainer I'activation de ¢eéevSHH. Smooothened (SMO), jusque-

l& réprimé, va pouvoir interagir avec le complex#F8-GLI entrainant la libération de ce
dernier. GLI, sera alors activé et transloqué diensioyau ou il pourra agir en tant

gu’activateur de transcription. Parmi les génetesilon retrouve le récepteur PTCH1, mais

aussi la cycline D1 (CCND1).
Les principaux acteurs de la voie testée au reggbelur expression génique sont entourés
en rouge.
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A - Evaluation du role de la mutation dePTCH?1 sur I'expression

des genes de la voie de signalisation SHH

Afin de vérifier 'impact des mutations retrouvgesr nos collaborateurs au niveau du géene
PTCH1 des fibroblastes issus de patients atteints ddreyme de Gorlin, nous avons étudié par
PCR en temps réel I'expression génique de troisuastde la voie de signalisation SHH :
PTCH1, GLI2 et la cycline D1 (Figure 22). Cette technique paria quantification relative de
I'expression d’un géne par rapport a un autre.

Nous avons ainsi comparé I'expression de ces gémtes la lignée de fibroblastes normaux
et les trois lignés de fibroblastes primaires Godiun niveau basal. L’expression du gene
PTCHL1 a été retrouvée significativement sous-exprimédesitrois lignées Gorlin par rapport
a la lignée normale GM00730. En effet, les valalntenues sont de 0,33 £ 0,04 (p = 1,332E
%) pour la lignée GM01552, de 0,42 + 0,04 (p = 295%) pour la lignée GM02098 et de 0,23
+ 0,04 (p = 6,1483%% pour la lignée GM03300 par rapport a la lignée @BVBO sans

irradiation.

4,00 .

Rapport d'expression
> w
o o
o o

=
o
o

*
*
M-
0,00 —

PTCH1 Gli2 CCND1

H GMO00730 mGMO01552 mGMO02098 GMO03300

Figure 22 : Mesure de I'expression des principaux acteurs dia voie SHH de la
lignée normale (GM00730) et des lignées Gorlin (GM®52, GM02098 et GM03300) a
un niveau basal Aprés extraction des ARN totaux de chacune degdigprimaires de cette
étude, ces derniers ont été retro-transcrit en AbMplémentaire. Vingt ng d’ADNc sont
utilisés pour détecter I'expression de genes sigéiei$ par RT-gPCR. Le calibrateur utilisé
ici est la lignée GM00730 non irradiée. Le génedférence est celui de GAPDH. Trois
expériences indépendantes ont été réalisées (n = 3)

On retrouve ici une diminution de I'expression @8N messagers deTCH1 chez les
Gorlin ; ainsi qu’'une augmentation de I'expressiggmique de la cycline D1 (CCND1). En
revanche, aucune différence d’expression n‘esbugtre concernant le géne GLI2.

* : valeur significativement différente (p<0,05) Belignée normale (GM00730) a l'aide
du test de Student.
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B)
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Figure 23 : Courbes de survie de la lignée normale (GM0073@®t des lignées
Gorlin (GM01552, GM02098 et GM03300) aprés exposith a des doses croissantes de
A) rayonnement ionisanty et B) rayonnement ultraviolet B.Les lignées primaires Gorlin
et normale sont ensemencées a trés faible de6itée{lules/crf) puis sont exposées a des
doses croissantes de A) Rl allant de 0 Gy a 10uG8)dJVB allant de 0 J/cfa 0,03 J/crh
Elles sont ensuite cultivées pendant 2 semainad e&elation des colonies formées a I'aide
de cristal violet. Le test statistique Anova a antéur a été utilisé afin de déterminer la
sensibilité individuelle des trois lignées GorlinxaRl, et non aux UVB, par rapport a la

lignée témoin. Trois expériences indépendantesétintréalisées pour chacun des stress
étudiés (n = 3).
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Une différence significative dans I'expression ding de la cycline D1, un effecteur de la
voie SHH, est retrouvée pour les 3 lignées GoHin.revanche cette fois ci, il s’agit d’une
surexpression des ARN messagers par rapportgnidinormale. La lignée GM01552 présente
une valeur de 1,51 + 0,09 (p = 0,0016), tandislgualeur de la lignée GM02098 est de 2,23
+ 0,08 (p = 4,20745). Finalement, la lignée GM03300 présente une vale8,71 + 0,21 (p
= 3,11094F).

En ce qui concerne I'expression de 'ARN messageg&he codant pour la protéine GLI2,

aucune différence n’a pu étre mise en évidencaidel’'de cette expérience.

B - Evaluation de la survie clonale a long terme aps exposition

a différents stress

1) Effet des rayonnements ionisants

Nous avons donc testé en premier lieu la réponsdili®blastes Gorlin et des fibroblastes
normaux a des doses croissantes de rayonnemesanonfFigure 23-A). Comme nous l'avons
vu durant I'étude bibliographique, ce stress ingigsisentiellement au niveau de I’ADN des
cassures double brin ainsi que des lésions oxyartiv entrainera donc la mobilisation des
voies de réparation des cassures double brin (NHER) et de la réparation par excision de
bases (BER).

Pour ce stress, nous nous sommes intéréssés delar de la DO représentant la dose
nécessaire pour I'obtention de 37% de survie atiell

Nos collaborateurs, travaillant sur les mémes kgreellulaires, se sont penchés plus finement
sur ces données et ont obtenu une valeur de DPdBylpour la lignée normale. Les lignées
Gorlin quant a elles présentent une DO de 1,4 Gy @M02098 et GM03300 et de 1,1 Gy
pour GM01552. Les résultats de notre étude vorg améme sens. Ces données démontrent
une hyper-radiosensibilité différentielle des ligaésorlin par rapport a la lignée normale. II
est a noter que les valeurs de DO obtenues peétrentorrélées avec la position des mutations
au sein du geneTCH1. Plus le géne est tronqué, plus la lignée estringabosensible.
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Figure 24 : Courbes de survie de la lignée normale (GM0073@t des lignées
Gorlin (GM01552, GM02098 et GM03300) apres exposiih a des doses croissantes de
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A) rayonnement ultraviolet A et B) bléomycine.Les lignées primaires Gorlin et normale
sont ensemencées a trés faible densité (20 cédof®spuis sont exposées a des doses

croissantes de A) UVA allant de 0 J/c&n100 J/crhou B) bléomycine allant de O pM a 1

MM. Elles sont ensuite cultivées pendant 2 semainast révélation des colonies formées a
I'aide de cristal violet. Le test statistique Andvain facteur a été utilisé afin de démontrer

la sensibilité individuelle des trois lignées Gordux UVA, et non a la bléomycione par

rapport a la lignée témoin. Trois expériences ietélantes ont été réalisées pour chacun des

stress étudiés (n = 3).
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2) Effet des UVB

Nous avons ensuite testé la réponse des fibrobl&sidin et des fibroblastes normaux a des
doses croissantes de rayonnements ultravioletsvB)JFigure 23-B). Comme nous l'avons
vu dans le chapitre d'introduction, les UVB vontingipalement engendrer des lésions
volumineuses au niveau de ’ADN qui entraineromhizbilisation de la voie de réparation par
excision de nucléotides (NER).

Les résultats de nos expériences montrent qugradi normale possede ursd@Ge 0,0082
J/cnt. Nous nous sommes ensuite intéressés aux ligesesside patients atteints du syndrome
de Gorlin, les I1Go varient de 0,0070 J/cnfipour la lignée GM02098) a 0,0076 Jfcgpour la
lignée GM03300) en passant par 0,0097 3/@mour la lignée GM01552). Cette étude des
courbes de survie clonogénique n’'a pas permis d#remen évidence de différence

statistiqguement significative entre la lignée nderet les lignées Gorlin.

3) Effet des UVA

Les rayonnements solaires arrivant a la surfaceedige étant composés a la fois des
rayonnements UVB et UVA, nous avons donc pourdaicaractérisation cytotoxique par ces
derniers. Ainsi, des doses croissantes d’'UVA o#t igiposées aux fibroblastes primaires
utilisés dans cette étude (Figure 24-A). Ces ragorents générent principalement des radicaux
libres menant a la mobilisation conjointe des voieséparation par excision de nucléotides et
par excision de bases.

Cette étude montre que la lignée normale posséd€syrmle 68,03 J/ch Les trois lignées
Gorlin présentent quant a elles une sensibilitéssguement significative aux UVA. En effet,
leurs 1Go est de 32,28 J/chpour la lignée GM01552 ; 40,15 J/€pour la lignée GM02098 et
de 46,33 J/cApour la lignée GM03300.

4) Effet de la bléomycine

Enfin, nous nous sommes intéressés a la réponskbdasastes Gorlin et des fibroblastes
normaux a des doses croissantes de bléomycineréF24uB). Bien que le mécanisme ne soit

pas totalement résolu, ce radiomimétique permetréation de cassures double brin pur
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permettant la mobilisation des voies de réparat®oes Iésions : NHEJ ou HR, en fonction de
la phase du cycle cellulaire.

Aucune différence significative n’a été retrouvégre la lignée de fibroblastes primaires
normaux et les trois lignées de fibroblastes prigsaissues de patients atteints du syndrome de
Gorlin. En effet, les expériences que nous avongmeontrent un 16 de 0,243 UM pour la
lignée GM00730, 0,285 uM pour la lignée GM0155290@, uM pour la lignée GM02098 et
0,263 uM pour la lignée GM03300.

C - Conclusion

Le premier pan de ce chapitre sur la validationfibeeblastes Gorlin en tant que modéle de
la NBCCS nous a mené a tester le statut de I'egmegénique de certains des acteurs de la
voie de signalisation SHH dans ces cellules. Comaus pouvions nous y attendre au vu des
résultats obtenus par nos collaborateurs montrentnutation du gerf@TCH1 dans les lignées
primaires Gorlin, I'expression de I'’ARN messager ck récepteur transmembranaire est
significativement diminuée dans les cellules Goi@ette diminution a donc probablement un
impact au niveau de I'activation de la voie. LeicGmps permettant une reconnaissance de la
protéine PTCHL1 existent mais sont cependant pélefanous n’avons donc pas pu Vérifier
ces résultats au niveau protéique.

Toutefois, nous avons testé I'expression génomitp@LI2 et de la cycline D1, deux autres
acteurs de la voie sonic hedgehog. Aucune diff@refiexpression n’est retrouvé en ce qui
concerne le transcrit déLI2. Cela peut s’expliquer par la présence d'autresetas de
transcription GLI, GLI1 et GLI3, qui sont peut éeex différentiellement régulés chez ces
patients. En revanche, la dérégulation de la vorgcshedgehog entrainée par la mutation
présente sur le gef®&CH1 meéne a une augmentation significative de la prioiluicles ARN
messagers de la cycline D1. Cette cycline joue @l trés important au niveau du cycle
cellulaire et notamment au niveau du passage pledse G1 a S. Or, nos collaborateurs ayant
travaillé plus finement sur les possibles déréguiatdu cycle cellulaire présentes au niveau
de ces fibroblastes Gorlin démontrent plutdt unéuhation au niveau du passage de la phase
G2 a M. Toutefois, cette dérégulation de I'exprassile la cycline D1 démontre bien une

dérégulation de I'activation de la voie SHH.
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Dans un second temps, nous avons cherché a carectéréponse des fibroblastes Gorlin et
normaux a différents stress induisant differentsesy de lésions au niveau de I'ADN :
rayonnement ionisant, UVB, UVA et bléomycine. Ledignts atteints du syndrome de Gorlin
étant hyper-radiosensibles, nous avons donc déeig€ un premier temps, de tester la réponse
des fibroblastes aux RI afin de savoir si ils éta@apables de reproduire le méme phénotype
invitro. Le test de survie clonogénique a long terme @opsrmis de mettre en évidence une
forte sensibilité aux rayonnements ionisants desfilastes Gorlin par rapport aux fibroblastes
normaux. Ces résultats sont cohérents avec cearubpar Chaet al. (174) qui ont démontré
cette hyper-radiosensibilité des fibroblastes Goflependant, Featherstosial. (173)n’ont
pas réussi a retrouver ces conclusions. Ces résattatradictoires peuvent s’expliquer par des
différences méthodologiques ou plus probablementegadifférences individuelles observées
entre les fibroblastes provenant de plusieurs ipigtiatteints par le syndrome de Gorlin. En
effet, nos résultats démontrent I'importance dedaition de la mutation au niveau du géene
PTCHL1 dans la radiosensibilité. Plus la mutation appawwidébut du géne, plus la cellule sera
hyper-radiosensible. Ainsi, la lignée GM01552 estalla lignée la plus hyper-radiosensible
avec laquelle nous travaillons. Nos collaborate(Eguipe M. MARTIN et Equipe J.
LAMARTINE) ont décrit le méme phnoméne (Publicati@mparaitre). Nous avons vu lors de
I'étude bibliographique que les rayonnements ionsa&ntrainaient I'apparition de cassures
double brin et de lésions oxydatives. Ces derniéoed prises en charge par les voies de
réparation NHEJ et HR (pour les cassures doubig btiBER (pour les Iésions oxydatives).

De nombreuses études se sont intéréssées alpsiatinsensible des lignées issues de patients
atteints du syndrome de Gorlin. Par conséquent avoss décidé d’examiner la réponse des
cellules que nous étudions. D’un point de vue dldba tests statistiques n’ont pas permis de
mettre en évidence une sensibilité des lignéesrGauk UVB par rapport a la lignée normale.
Certaines études et notamment celle de Bredlieal. (179) ont mis en évidence le méme
résultat. En revanche, Applegadieal. (177) ont décrit une hypersensibilité des fibret#a
Gorlin a ce stress générateur de photo-produittealiméres de pyrimidines. Toutefois, ils
mentionnent dans leur publication la possibilité ¢rur lampe UVB puisse aussi émettre dans
les longueurs d’ondes correspondant aux UVA. Nousns donc testé la réponse des
fibroblastes de notre étude au regard des UVA ehsvéussi a démontrer leurs sensibilités.
Les UVA sont connus pour générer des dommages tifgidainsi que des dimeres de
pyrimidines (17, 20). lls entraineront donc préndiedlement la mobilisation des voie de

réparation BER et NER, tandis que les dommages gaeles UVB meneront plutét a celle de
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la voie NER. Or, ces derniers n’entrainent pasetsibilités au niveau des fibroblastes Gorlin
par rapport aux fibroblastes normaux.

Lors de cette étude, nous n’avons pas testé lemmaynents UVC pourtant habituellement
étudiés. En effet, ceux-ci étant stoppés par I'aphere, ils n’atteignent pas la surface terrestre
et ne jouent donc pas de réle au niveau du phéeatgp patients Gorlin.

Aprées les différents stress physiques, nous avest tun dernier stress chimique: la
bléomycine. Aprés une exposition des cellules adis®s croissantes de ce générateur de
cassures double brin purs, aucune différence gigtife dans la survie cellulaire a long terme
n'a pu étre observée entre les trois lignées Geatifa lignée normale. Ce radiomimétique
entraine la mobilisation des voies de réparatiencadssures double brin de I'ADN.

Finalement, cette étude de survie clonogéniqueng terme nous permet d’observer une
sensibilité des fibroblastes issus de patientgétdu syndrome de Gorlin aux agents induisant
des lésions oxydatives (Rl et UVA) prises en chargela voie BER. Elle démontre que la
mutation présente au niveau du gé&fleCH1 dans les fibroblastes atteints du syndrome de
Gorlin entraine une augmentation de la radiosdisibde ces derniers et que cette
augmentation est directement corrélable avec ldgiposle la mutation. Plus la protéine sera
tronquée, plus la cellule sera hyper-radiosensible.

Ainsi, ces résultats démontrent que les fibrobtagBorlin utilisés lors de cette étude

représentent un bon modéle cellulaire pour la meakidn du syndrome de Gorlin.
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Il - Caractérisation de la réparation par la voie BER et stress

oxydant

L’observation d'une sensibilité des fibroblastesus de patients atteints du syndrome de
Gorlin aux agents induisants des lésions oxydafwees en charge par la voie BER nous a
conduit a vérifier I'état de ce systeme de répamattiont les principes généraux et les acteurs
principaux sont rappelés en Figure 25. Dans cettéep nous nous sommes donc intéresses a
préciser I'impact de la mutation du geECH1 sur la modulation de la voie BER et I'effet de
lirradiation sur cette derniéere.

Nous avons ainsi comparé la réparation entre f@égde fibroblastes normaux et les trois
lignées de fibroblastes primaires Gorlin a un nivdzasal et apres différentes doses
d’irradiations aux rayonnementsDans un premier temps, nous avons étudié la rmtdaldu
BER au niveau de I'expression génique des acteajsritaires de cette voie. Ensuite, nous
nous sommes intéressés aux activités enzymatiquespdration de cette voie. Enfin, la voie
BER étant notamment activée en réponse a la présirs espeéces réactives de I'oxygéene
(ROS), nous avons décidé de tester le statut geoliuction de I'anion superoxyde, I'un des

ROS les plus abondamment formé dans la cellule.

A - Evaluation du rbole de la mutation dePTCH?1 sur I'expression

des genes de la voie BER

1) Statut de la voie BER au niveau basal

L’étude de I'expression génique des acteurs praoie la voie BER a été effectuée a l'aide
de la technigue de RT-gPCR. Cette technique pdetpiantification relative de I'expression
d’'un géne par rapport a un autre.

Dans un premier temps, nous nous sommes intérassémodulation de I'expression des
genes du BER entre les fibroblastes issus de patteints du syndrome de Gorlin et la lignée
de fibroblastes normal, pris en tant que référeaam niveau basal (Figure 26).

De nombreux genes de la voie BER sont retrouvés-egprimeés dans les lignées Gorlin par
rapport a la lignée normale. Ainsi, le gedBlG codant pour I'uracil DNA glycosylase est
drastiguement sous exprimé chez les Gorlin : dé #,@,05 (GM01552, p = 0,0113) a 0,29 +

0,04 (GM03300, p =0,0141). Le niveau des ARN ngssadeMYH, une ADN glycosylase
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Figure 25 : La voie de réparation par excision de base (BER)alvoie de
réparation des cassures simple brin (SSBR) et leumincipaux acteurs. Ces voies de
réparations peuvent se décomposer en quatre grataiess : 1) la reconnaissance de la
Iésion par une ADN glycosylase ou par PARP1 damsi$ed’'une cassure ; 2) le clivage de
de la liaison phosphodiester grace a une AP endiésme (cette étape n'a pas lieux dans le
SSBR) ; 3) la repolymérisation a I'aide de difféemnprotéines selon la voie courte ou longue
; 4) la ligature des nucléotides nouvellement s§tigids.

Les principaux acteurs de la voie testés au reg@ildur expression génique sont entourés
en rouge.
Issu de Jeppesen et al. (51)
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permettant le retrait des adénines appariées 8omneG durant la réplication, est aussi réduit
dans les lignées Gorlin : de 0,39 + 0,05 (GM015562,0,0012) a 0,59 + 0,14 (GM02098, p =
0,0187). Le rapport d’expression est aussi retraiyd@ficativement a la baisse chez les Gorlin
par rapport a la lignée normale en ce qui condergeneDGG1, 'ADN glycosylase spécifique
des 8-0x0G. Les valeurs varient de 0,42 + 0,08 fmlignée GM01552 (p = 0,0012) a 0,60 +
0,17 pour la lignée GM02098 (p = 0,0223). L'exprassde I'endonucléase apurinique 1
(APEL) est aussi réduite chez les Gorlin avec des valglant de 0,12 + 0,03 (GM03300, p =
9,9205E-05) a 0,33 + 0,04 (GM01552, p = 0,0003gxpression de 'ARN messager de la
polymérase n’est pas retrouvée statistiquement différentecerttacune des lignées Gorlin et
la lignée normale. Toutefois, I'expression du gdadaxXRRC1, une autre protéine nécessaire
a cette étape de repolymérisation est trouvée sppismeée au niveau de toutes les lignées
Gorlin. Les valeurs vont de 0,36 + 0,01 (GM01552, ,0880) a 0,70 + 0,03 (GM02098, p =
0, 0,0067). Enfin, 'expression du gene de la kgHhkest statistiguement réduite dans la lignée
GMO01552 (0,43 + 0,03, p = 5,7688 ainsi que dans la lignée GM03300 (0,61 + 0,05, p
0,0001), mais pas dans la lignée GM02098.

2) Etude de la réponse de la voie BER par différees

doses de rayonnements

Dans un second temps, nous nous sommes intérdasg&galation de ces mémes genes apres
un stress aux rayonnementsle plusieurs doses : 0,1 Gy, considérée en tanfajole dose
d’irradiation ; 2 Gy, la dose standard d’irradiatien radiothérapie et 6 Gy, utilisée en tant que
forte dose d’irradiation. Un test MTT de cytotoxécia court terme nous a permis de nous
assurer que ce stress, méme a tres fortes dosesit @énoins de 20% de mortalité 24 h aprés
irradiation pour la lignée normale, mais aussi pesrtrois lignées Gorlin. La réponse de la
voie BER apres irradiation est étudiée par la meegurrapport lignée irradiée/lignée normal

non irradiée.

a. Effet d'une faible dose de rayonnement ionisant

Nous avons donc poursuivi I'étude de la modulatieiexpression des génes du BER au sein
de chacune des lignées Gorlin 4 h apres une fddse de rayonnemen(0,1 Gy) (Figure 27-
A).
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Figure 26 : Mesure de I'expression des principaux acteurs de koie BER dans
la lignée normale (GM00730) et les lignées GorlirgM01552, GM02098 et GM03300)
a un niveau basal Aprés extraction des ARN totaux de chacune degdéigrprimaires de
cette étude, ces derniers ont été retro-transtrA@N complémentaire. Vingt ng d’ADNc
sont utilisés pour détecter I'expression de gepesiques par RT-gPCR. Le calibrateur
utilisé ici est la lignée GM00730 non irradiée.déne de référence est celui d&aPDH.
Trois expériences indépendantes ont été réalisées).

On retrouve ici une diminution de I'expression &8\ messagers des ADN glycosylases
et de XRCC1 au niveau des fibroblastes issus denpsiatteints du syndrome de Gorlin. Le
géne codant pour la ligase Il est statistiquersens-exprimé dans les lignées GM01552 et
GMO03300, mais pas dans la lignée GM02098. Enfiocura différence d’expression n’est
retrouvée concernant le géne de la polymépase

* : valeur significativement différente (p<0,05) Belignée normale (GM00730) a l'aide
du test de Student.
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A nouveau, I'étude de la réponse des ADN glycoggdarontrent une sous-expression chez
les Gorlin par rapport a la lignée normale ayabi faiméme dose d’irradiation. On peut citer
en exemple les résultats obtenus pour I'expresgian géne UNG qui apparaissent
significativement réduit dans la lignée GM015528)+ 0,06, p = 0,0013) ou méme dans la
lignée GM02098 (0,29 £+ 0,07, p = 0,0024). A nouvédataux d’expression ddYH est modulé
a la baisse dans les trois lignées Gorlin par rdppda lignée normale a la méme dose
d’irradiation (par exemple, 0,53 £ 0,07, p = 0,0Q@2ir la lignée GM01552). En revanche, les
autres résultats ne montrent pas de réponse gldbalkgnés Gorlin. En effet, une différence
individuelle apparait concernant I'expression deaaies genes. C’est notamment le cas pour
I'expression du génAPE1 ou seule la lignée GM03300 montre une diminuti@xpression
(0,09 £ 0,01, p = 0,0258). C’est aussi le cas eeplession de ’'ARN messager BCC1 qui
est uniguement réduite dans les lignées GM015%® (0,03, p = 0,0005) et GM03300 (0,51
+ 0,01, p = 3,911289). Enfin, on peut aussi citer la diminution de pegssion du géne de la
polymérasé dans la lignée GM01552 (0,01 + 0,09, p = 0,00B4)t & noter ici que les valeurs
obtenues pour I'expression du géne de la ligasendlihtrent aussi bien une sous-expression
(GM01552, 0,58 + 0,06, p = 0,0059 ; GM03300, 0,%7M,, p = 0,0003), qu’une sur-expression
(GM02098, 0,91 + 0,07, p = 0,0315).

b. Effet dune dose standard de rayonnement ionisan

utilisée en radiothérapie

Nous avons ensuite étudié I'impact de la présehggednutation dans le geaCH1 sur la
réponse de la voie BER aprés une dose d'irradiat&o® Gy considérée comme dose standard
en radiothérapie (Figure 27-B).

A cette dose d’irradiation, aucune différence digative n’est retrouvée dans I'expression
de la glycosylas&/NG (p= 0,0938 pour GM01552 ; p = 0,1181 pour GM02098 = 0,1262
pour GM03300). L'expression ddYH est retrouvée diminué dans les lignées GM0153®(0,
+ 0,03, p = 0,0477) et GM03300 (0,45 £ 0,02, p &L@B) mais pas dans la lignée GM02098
(p = 0,2470). Seule I'expression de la glycosylbisenctionelleOGGL1 et de I'endonucléase
APE1 apparait comme étant significativement sous régutizams les trois lignées Gorlin par
rapport a la lignée normale a la méme dose d’iataxhi. On citera en exemple les résultats
obtenus pour la lignée GM01552 : 0,52 + 0,03, p,6001 pourOGGL1 et 0,35 £ 0,05, p =
0,0294 pouAPEL.
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Figure 27 : Mesure de I'expression des principaux acteurs de hie BER dans la lignée normale
(GMO00730) et les lignées Gorlin (GM01552, GM02098 &M03300) 4h apres une irradiation de A) 0,1 Gy ;
B) 2 Gy et C) 6 Gy Aprés extraction des ARN totaux de chacune deséigpéimaires de cette étude, ces derniers
ont été retro-transcrit en ADN complémentaire. Yimg d’ADNc sont utilisés pour détecter I'expressie genes
spécifiqgues par RT-qPCR. Le calibrateur utilisé itiladignée GM00730 non irradiée. Le géne de réfeéeeest
celui de laGAPDH. Trois expériences indépendantes ont été réal{pées).

A) On retrouve ici a nouveau une diminution de pession des ARN messagers des ADN glycosylases au
niveau des fibroblastes issus de patients atteintsyndrome de Gorlin. Les autres résultats montee
hétérogénéité de la réponse des cellules Gorlmdame faible dose d’irradiation.

B) On retrouve ici une diminution de I'expressions d@RN messagers @GG1 et dAPEL1 au niveau des
fibroblastes issus de patients atteints du syndrdené&orlin. Les autres résultats concernant lesoglylases
montrent une hétérogénéité de la réponse desa®{Bdrlin face a une faible dose d'irradiation.igrfexpression
des génes de la polymérgsede XRCC1 et de la ligase Il est significativement dérégup@ar rapport a la lignée
normale.

C) On retrouve ici & nouveau une diminution de Iregsion des ARN messagers des ADN glycosylases au
niveau des fibroblastes issus de patients attdintsyndrome de Gorlin. Les autres valeurs obtedée®ntrent
une expression comparable entre les fibroblastesnGa la lignée de fibroblastes normaux pourdésesPols,
XRCC1 etlLiglll.

* : valeur significativement différente (p<0,05) elignée normale (GM00730) a I'aide du test dedsht.
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En revanche, cette fois ci, on retrouve une augatient de I'expression de la polymérdgse
pour les trois lignées Gorlin par rapport a laégmormale a la méme dose d’irradiation (0,76
+ 0,05, p =0,0119 pour GM01552,10 £ 0,11, p = 0,0019 pour GM02098)¢t8 + 0,07, p =
0,0148 pour GM03300). L’expression de I'ARN messatgEXRCC1 est réduite pour les trois
lignées Gorlin (0,45 + 0,05, p = 0,0002 pour GM0A2.58,66 + 0,10, p = 0,0152 pour GM02098
et 0,49 + 0,03, p = 8,0887€ pour GM03300). Enfin, il en va de méme pour lesultéts
obtenus concernant I'expression du géne de ladighg0,48 + 0,01, p = 6,2417% pour
GMO01552; 0,73 + 0,07, p = 0,0158 pour GM02098 (66 + 0,01, p = 9,3317% pour
GMO03300).

c. Effet d’'une forte dose de rayonnement ionisant

Finalement, nous nous sommes intéressés a I'indpane forte dose de 6 Gy de rayonnement
ionisant sur la réponse des genes du BER dansmbhaes lignées Gorlin 4 h apres irradiation
(Figure 27-C).

Dans un premier temps, NOUS NOUS SomMMes concesurées réponses statistiquement
significatives entre chaque lignée Gorlin irradééé Gy et la lignée normale ayant recue la
méme dose de RI. Ainsi, I'expression du g&iNG est fortement diminuée dans les fibroblastes
Gorlin par rapport aux fibroblastes normaux avex\dgeurs allant de 0,22 + 0,03 (GM01552,
p = 2,56E%) a4 0,28 + 0,03 (GM03300, p =1,298. Le niveau d’ARN messager du gevi¥H
est aussi réduit dans les lignées primaires Gpdirrapport a la lignée GM00730. Les valeurs
varient de 0,30 £ 0,07 pour la lignée GM01552 (0,6127) a 0,38 £ 0,03 pour la lignée
GMO03300 (p = 0,0213). En ce qui concerne I'exprassl’'OGG1, elle varie de 0,34 + 0,04
(GM03300, p=0,0008) a 0,53 + 0,01 (GM01552, p34164) pour les lignées Gorlin. Le niveau
d’expression du gen&PEL diminue drastiguement dans les trois lignées Gqdir rapport a
la lignée normale aprés une irradiation de 6 GyQ@® + 0,01 (GM03300, p = 1,3868 a
0,31 + 0,01 (GM01552, p = 6,3#8). Comme pour les résultats obtenus au niveaul,basa
aucune différence significative n’est retrouvéeenui concerne I'expression de la polymérase
B. En revanche, une forte diminution est observés tdaxpression dXRCC1 pour toutes les
lignées Gorlin. Les valeurs varient de 0,43 + (o0 la lignée GM03300 (p = 3,1918F a
0,49 + 0,02 pour la lignée GM02098 (p = 0,0009)filcraucune différence n’est retrouvée
dans I'expression du gene de la ligase Ill exceptég la lignée GM01552 (0,48 + 0,03 ; p =
0,0208).
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GMO00730 GMO01552 GMO02098 GMO03300
Geéne | 916y 2Gy | 6Gy | 0,1Gy | 2Gy | 6Gy | 0,1Gy| 2Gy | 6Gy | 0,1Gy| 2Gy | 6Gy
/0Gy /0Gy  /0Gy | /0Gy : /0Gy: /0Gy| /0Gy /0Gy: /0Gy | /0Gy @ [0Gy /0Gy

MYH

0OGG1

APE1

Pol s

XRCC1

Ligll|

Tableau 4: Rapports entre les expressions des principaux geés du BER :
0,1Gy/0Gy ; 2Gy/0Gy et 6Gy/0Gy pour chacune des liges étudiées respectivemerite
rapport permet d’analyser la réparation absolueisTexpériences indépendantes ont été
réalisées (n = 3). Le test de Student a été réalise de déterminer les différences
statistiquement significative. Les cases vertegespondent & une sous-expression. A
linverse, les cases rouges correspondent a unexguession. Enfin, les cases jaunes
correspondent & une absence de modulation de &ssjon des génes. Nous avons choisi de
représenter dans ce tableau uniquement les gémsenpant un intérét de par leurs
modulations. Les autres génes étudiés, non présente montrent aucune différence
d’expression apres irradiation.

On s’apercoit que la sous-expression des acteur8ER aprés irradiation touche
principalement la lignée normale. Ainsi, les ligadgorlin paraissent étre moins affecté par
une exposition aux rayonnemefts
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3) Etude de la_ stimulation _de la_ voie BER par

différentes doses de rayonnements

Nous avons ensuite utilisé ces mémes données 'afundeer la stimulation de la voie BER
dans chacune des lignées en analysant cette fleigapport lignée irradiée/méme lignée non
irradiée. A nouveau, nous nous sommes intéredseés aoses de rayonnements ionisants : 0,1
Gy ;2 Gyetb Gy.

L’impact d’'une faible dose d’irradiation de 0,1 @ydonc été analysé (Tableau 4). Ainsi,
APE1 (p = 0,0089) XRCC1 (p = 0,0220) et.iglll (p = 0,0003) sont réduits apres irradiation
dans la lignée normale. De la méme maniere, I'esgioa de |&Pols (p = 0,0081), dXRCC1
(p = 0,0042) et de laiglll (p = 0,0152) sont réduits aprés irradiation darlgghée GM01552.
Enfin, 'expression dDGGL est significativement diminuée aprés une faibleedde RI dans la
lignée GM03300 (p = 0,0127).

Dans un deuxiéme temps, I'effet d’'une dose standar® Gy a été analysé (Tableau 4). Les
génesMYH (p = 0,0098)APE1 (p = 0,0077),Palg (p = 0,0089) et.iglll (p = 0,0019) sont
réduits apreés irradiation dans la lignée normakeldDméme maniére, I'expression&H (p
=0,0474), de [#ols (p = 0,0238) et dXRCC1 (p = 0,0380) est réduite apres irradiation dans
la lignée GMO01552. L’expression d&PELl (p = 0,0153) et de l&iglll (p = 0,0198) est
significativement diminuée dans la lignée GM02098ea une irradiation de 2 Gy. Enfin,
XRCC1 (p = 0,0309) est sous exprimé apres irradiatiors dia lignée GM03300.

Enfin, nous avons étudié I'impact d’'une forte dalSeradiation en comparant le résultat
obtenu apres une dose de 6 Gy par rapport au aesi@tla méme lignée a un niveau basal
(Tableau 4). AinsiMYH (p = 0,0263)OGG1 (p = 0,0434) APE1 (p = 0,0280)XRCC1 (p =
0,0019) etLiglll (p = 0,0001) sont réduits apres une forte doseadiation dans la lignée
GMO00730 considéré comme saine. En ce qui concangghée GMO01552, les résultats
permettent de mettre en évidence la diminutioriedgtession d&XRCC1 (p = 0,0363). De la
méme maniéere, I'expression APEL (p = 0,0267) et dXRCCL1 (p = 0,0006) est réduite aprées
irradiation dans la lignée GM02098. Enfin, la lign€MO03300 présente une diminution de
OGGL1 (p = 0,0054) ainsi que &&RCCL1 (p = 0,0006) apres exposition a une dose de 6eGy d

rayonnement.

De maniére globale, le Tableau 4 dénote une rémphiseadiation plus importante au niveau
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Lésions de 'ADN Extrait =
ey Al e nucléairt M P e wes
TR el o " m:mﬁ o) iR "_:
D reagD et il oD e m i
0,4 mg/mL P PP E PR
Incorporation de la == == -
Millau of al, 2008 fluorescence Phénotype de la

réparation de 'ADN

Figure 28 : Le principe de la biopuce plasmide Des plasmides contenant des
quantités contrdlées de lésions de I'’ADN sont idsubn présence d’extrait nucléaire a 0,4
mg/mL et de nucléotides fluorescents. Plus lesémet de réparation spécifiqgues a un
dommage seront présentes, plus ce dernier poueraétaré et donc mené a l'incorporation
de nucléotides fluorescents. Ce test miniaturisémpe la lecture facile du phénotype
réparation de I'’ADN.

D’aprés Millauet al. (199).
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de la lignée normale GM00730. Ainsi, les lignéesli@ppossédant déja une défense tres faible

au niveau basal, paraissent étre moins affectéaspaexposition aux rayonnememnts

B - Evaluation du rble de la mutation dePTCHJ1 sur l'activité

d’excision-resynthese des petites lésions associge8ER

Afin de déterminer si cette dérégulation de la \BER au niveau de I'expression des genes
se retrouve aussi au niveau de I'activité enzymatide réparation de I’ADN, nous avons utilisé
la biopuce plasmide développée par la start-up led®. Ce test miniaturisé permet la
guantification du potentiel d’excision-resynthesgamment des petites Iésions associées au
BER. Le test implique la quantification de la réggamn des plasmides déposés sur la biopuce
et portant chacun une classe spécifique de domrRagmi les Iésions, on retrouve les Iésions
8-0x0G qui mettent en évidence la capacité de rmiesance et d’excision de la glycosylase
OGG1 (8-oxoguanine glycosylase) suivi de I'étapessgnthése. Les Iésions AIkB permettent
de mettre en exergue la capacité d’excision de NAd@lycosylase alkyladénine (AAG) et des
étapes de resynthese qui suivent. Enfin, les Iésloymine glycol permettent 'observation de
la capacité de reconnaissance et d’excision de NAjlycosylase Thymine (TDG) suivi de
I'étape de resynthese.

Le principe de la biopuce plasmide est schématiddgure 28.
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Figure 29 : Mesure de l'activité d'excision-resynthése a l'aidede la biopuce

plasmide dans la lignée normale (GM00730) et legfiées Gorlin (GM01552, GM02098
et GM03300) a un niveau basaBoxoG correspond a la mise en évidence de la dapdei
reconnaissance et d'excision de la glycosylase O&@/A de 'étape de resynthése. AlkB
correspond a I'étude da capacité d’excision de I'AA@t des étapes de resynthése qui
suivent. Enfin, Glycol correspond a I'étude la capacité de reconnaissance et d’excision de
la TDG suivi de I'étape de resynthéke.rapport a été effectué par rapport a la valeuad
lignée normale sans irradiation. Deux expérienedépendantes ont été réalisées (n = 2).

*: valeur significativement différente (p<0,05) d&e lignée normale (GM00730) non
irradié (Test de Student).

GMO00730 GMO01552
0Gy 0Gy
Figure 30 : Exemple de résultats obtenus sur biopuce plasmiéd Chaque spot
correspond a une lésion particuliere. Chaque lésgiprésente en trois doses différentes,
chacune en duplicat technique. L'incorporation deléotides fluorescents permet de
quantifier I'activité d’excision-resynthése de diféntes glycosylases spécifiques.
On s’apercoit que les spots sont plus fluoresqemts la lignée normale que pour la lignée
GMO01552, indiquant un phénotype réparation dimidags cette derniére.

106



1) Activité_enzymatique de la voie BER au niveau

basal

Dans un premier temps, nous nous sommes intérad&agivité d’excision-resynthése des
fibroblastes Gorlin et de la lignée de fibroblastesmaux a un niveau basal (Figures 29 et 30).
Il apparait que cette activité pour les lésion®eaiges a la reconnaissance par la glycosylase
OGGL1 est statistiquement régulée a la baisse ddigmée GM01552 (0,05 + 0,03, p = 5,033E
99, ainsi que dans la lignée GM03300 (0,17 + 0,0% P,339E%) par rapport a la lignée
normale. A nouveau, ces deux lignées de fibrodastalin présentent une réduction de leurs
activités d’excision-resynthése des Iésions asss@da reconnaissance par la protéine AAG :
0,18 + 0,07, p = 0,0016 pour la lignée GM01552 ,860t 0,06, p = 0,0358 pour la lignée
GMO03300. La valeur obtenue pour la lignée GM020989 + 0,13, p = 0,0557) n’est pas
statistiguement différente de celle observée pautignée GMO00730. Enfin, concernant
l'activité d’excision-resynthese des lésions glgcdes trois lignées Gorlin présentent une
diminution statistiquement différente (de 0,15 @7,p = 0,0015 pour la lignée GM01552 a
0,61 £ 0,13, p = 0,0329 pour la lignée GM02098)naaport a la lignée normale.

2) Activité _enzymatigue de la_ voie BER apres

exposition a une forte dose de rayonnement ionisant

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'activig&ctbion-resynthese de ces lignées
cellulaires 24 h apres une dose d'irradiation d&ygFigure 31). Cette dose a été choisie afin
de modéliser I'impact d’une forte dose d’irradiatisur les fibroblastes Gorlin.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéresséapport lignée irradiée/lignée
normale irradiée afin d’étudier la réponse de Rai& d’excision-resynthese. La réparation de
la Iésion 8-0x0G a été considérablement réduits tialignée cellulaire GM01552 (0,05 £ 0,05,
p = 0,0097) par rapport a la lignée cellulaire GVBO apres une forte dose d'’irradiation.
Aucune différence statistigue n'a été observée [@sudeux autres lignées cellulaires Gorlin
(0,50 + 0,12, p = 0,54 pour GM02098 et 0,29 £ 0% 0,20 pour GM03300). En ce qui
concerne l'activité d’excision-resynthése assocapslésions AlkB, elle est réduite dans la
lignée cellulaire GM01552 (0,15 £ 0,09, p = 0,01848) rapport a la lignée cellulaire GM00730
aprées une irradiation a 6 Gy. Une nouvelle foisume différence n'a été mise en évidence pour
les deux autres lignées cellulaires Gorlin (0,681, p = 0,72
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Figure 31: Mesure de la réponse de I'excision-resynthese ‘aitle de la biopuce

plasmide dans la lignée normale (GM00730) et leghées Gorlin (GM01552, GM02098
et GM03300) 24h apres une irradiation de 6 GyBoxoG correspond a la mise en évidence
de la capacité de reconnaissance et d’excisiom ggytosylase OGG4uivi de I'étape de
resynthése. AIkB correspond a I'étudeldeapacité d’excision de I'AA®t des étapes de
resynthése qui suivent. Enfin, Glycol correspor@étade de la capacité de reconnaissance
et d’excision de la TDG suivi de I'étape de resgsthle rapport a été effectué par rapport
a la valeur de la lignée normale non irradiée. Sexpériences indépendantes ont été
réalisées (n = 3).

* : valeur significativement différente (p<0,05) ldelignée normale (GM00730) irradiée a
la méme dose (6 Gy) (Test de Student).
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pour GM02098 et 0,41 £ 0,10, p = 0,17 pour GM0330@emble que GM02098 (0,56 + 0,08,
p = 0,46) et GM03300 (0,36 + 0,09, p = 0,15) possédine capacité de reconnaissance et
d’excision de la TDG suivi de I'étape de reconraig® comparable a celle de la lignée normale
apres une forte dose d’irradiation. En revancltastivité de réparation des Iésions glycol est
statistiguement diminuée dans la lignée GM015521(@, 0,06, p = 0,0085) par rapport a la

lignée cellulaire normale aprés exposition aux nagmentsy.

Dans un second temps, nous nous sommes intérassagpert lignée irradié/méme lignée
non irradiée afin d’étudier la stimulation. Aucutiéférence significative n’a été trouvée entre
les valeurs de chaque lignée Gorlin au niveau betsaprés une forte dose de rayonnement
ionisant. En revanche, la lignée normale préseméefarte diminution de I'activité d’excision-

resynthése de ces trois dommages apres une iroadiat

C - Evaluation du rbéle de la mutation de PTCH1 sur la

production de I'anion superoxyde

Enfin, tous ces résultats allant dans le sens dftondrement de I'activité de la voie BER
souvent considérée comme la gardienne principaaldmmages induits par le métabolisme
cellulaire et notamment par le stress oxydant, ramasis donc décidé de tester le statut de la
production de I'anion superoxyde par cytométridlex. Cet anion superoxyde est le ROS le
plus abondant dans la mitochondrie (200). De plest le premier ROS produit en présence
d’'oxygéne. Enfin, il est aussi le précurseur degsles autres especes réactives de I'oxygene.

Afin d’étudier sa production dans la lignée deditdastes normaux et dans les trois lignées
de fibroblastes Gorlin de notre étude, nous avotilsséu le MitoSOX™, un colorant
fluorogénique ciblant spécifiguement I'anion supgde produit au niveau mitochondrial.
L’oxydation induite par la présence du radical @a entrainer I'activation de la fluorescence
de la sonde et donc rendre possible sa quantditatil'aide de la cytométrie en flux. Cette

propriété nous a aussi permis de vérifier nos tétsuh I'aide de la microscopie de fluorescence.
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Figure 32: Mesure de la production de I'anion superoxyde paf-ACS dans la
lignée normale (GM00730) et les lignées Gorlin (GMIb52, GM02098 et GM03300) au
niveau basal.La production de I'anion superoxyde est étudiéaidd du MitoSOXM a une
concentration finale de 5 uM. Les cellules sontlysgges par cytométrie en flux avec les
conditions d’excitation/émission suivantes : 51@/38n. Aucune différence significative
n'est retrouvée entre les données obtenues potmoisdignées Gorlin et la lignée normale.
Le rapport a été effectué par rapport a la valeutadlignée normale non irradiée. Trois
expériences indépendantes ont été réalisées (n = 3)

*: valeur significativement différente (p<0,05) dee lignée normale (GM00730) non
irradiée (Test de Student).

GMO00730 GMO01552
GM02098 GMO03300

Figure 33 : Vérification par microscopie de fluorescence dda production de
I'anion superoxyde dans la lignée normale (GM00730gt les trois lignées Gorlin
(GM01552, GM02098 et GM03300)La production de I'anion superoxyde est étudiée a
l'aide du MitoSOXM a une concentration finale de 5 uM. Les cellule® sasuite montées
sur lame de microscopie et observée a un grossisgede x400. Ces résultats confirment

ceux obtenus par cytométrie en flux.
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1) Statut de la production de I'anion_superoxyde au

niveau basal

Dans un premier temps, nous nous sommes intéradagwoduction de I'anion superoxyde
dans les trois lignées de fibroblastes Gorlin ajp& dans la lignée de fibroblastes normaux a
un niveau basal (Figures 32 et 33). Les tests#tpies de student (p = 0,3052 pour GM01552
; p = 0,4706 pour GM02098 et p = 0,3201 pour GM336tais aussi I'anova a un parametre
(p = 0,37) mettent en évidence une absence dedtiffé significative de production entre ces

lignées a I'état basal et sans stress exogene.

2) Effet de différentes doses de rayonnements

ionisants

Dans un second temps, nous avons analysé la piaadaet cet anion superoxyde, aprés un
stress aux rayonnemengsde plusieurs doses : 0,1 Gy, considéré comme ailde fdose
d’irradiation ; 2 Gy, la dose standard d'irradiatien radiothérapie et 6 Gy, utilisé en tant que
forte dose d’irradiation (Figure 34).

L’anion superoxyde est donc significativement ptweduit dans la lignée GM01552 par
rapport a la lignée normale aprés un stress awnrements ionisants et ceux des la plus faible
doses d'irradiations (5,26 + 0,49, p = 0,0207 a®yl; 8,35 + 1,68, p = 0,0043 a 2 Gy et 5,10
+ 0,35, p =0,0349 a 6 Gy). Les résultats obtenus ladignée GM03300 montrent une tendance
similaire. Toutefois, la production est signifisaiment augmentée uniguement a partir d'une
irradiation de 2 Gy (2,03 + 0,45, p = 0,0389 a 248,19 + 0,72, p = 0,0426 a 6 Gy). En
revanche, la lignée GM02098 semble posséder la rhainté a produire I'anion superoxyde
gue la lignée GM00730 aprés un stress aux Rl (bZ39, pour 0,1Gy ; p = 0,5655 pour 2 Gy
et p = 0,2873 pour 6 Gy).

Nous nous sommes ensuite intéréssés au rappareligadiée/méme lignée non irradiée afin
de tester I'effet de l'irradiation sur la productide ce ROS. Seule la lignée GM01552 présente
un effet significatif de I'irradiation (p= 0,003@®pr 0,1Gy ; p = 0,0072 pour 2 Gy et p = 0,0030
pour 6 Gy).
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Figure 34 : Mesure de la production de I'anion superoxyde par BRCS dans la
lignée normale (GM00730) et les lignées Gorlin (GM(®52, GM02098 et GM03300) 25
minutes aprés un rayonnemeny de 0,1 Gy, 2 Gy ou 6GyAucune différence statistique
n'a pu étre mise en évidence entre la lignée GMO00&BIla lignée GM02098 pour la
production de ce ROS. En revanche, la lignée GMR15si que la lignée GM03300
posséede un fort accroissement de cette productig¥sain stress aux RI. Le rapport a été
effectué par rapport a la valeur de la lignée néemeon irradiée. Trois expériences
indépendantes ont été réalisées (n = 3).

* : valeur significativement différente (p<0,05) ldelignée normale (GM00730) irradiée a
la méme dose (Test de Student).
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D - Conclusion

Afin de déterminer si la sensibilité des fibrobéssissus de patients atteints du syndrome de
Gorlin aux rayonnements ionisants et aux UVA est dwn défaut de réparation de 'ADN
induit par ces agents génotoxiques, nous avonsdélétiévaluer I'expression des ARN
messagers du BER des quatre lignées primaires tte atude au niveau basal et apres
différentes doses d’irradiations. Cette étude sf@stirsuivie par une étude de l'activité
d’excision-resynthése a I'aide d’'une biopuce déwpéopar la start-up LX repair. Enfin, afin de
vérifier nos hypotheses, nous avons étudié la mtomtude I'un des ROS les plus produits au

niveau cellulaire : I'anion superoxyde.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéra$gdpact de la mutatioRTCH1 sur la
voie de réparation par excision de bases. Une equ®ssion globale de la plupart des génes
du BER est retrouvée. On peut noter un effondremerticulierement marquant au niveau de
I'étape de reconnaissance de ces lésions panjessylases au niveau basal. En effet, les deux
glycosylases impliquées dans la réparation desrigésB-oxoguanine, OGG1 et MYH, sont
toutes les deux significativement réduites. Desleéfwont démontré qu’une faible expression
d’OGG1 pouvait entrainer une accumulation d’espéeetive de I'oxygene (ROS) menant a
'augmentation des lésions 8-oxoG (201, 202). Ivarde méme pour la glycosylase UNG et
'endonucléase APEL, toutes les deux impliquées tlanadiosensibilité (203, 204). Solabl
al. (205) démontrent dans leur étude qu’une délétmnadpolyméras@ peut mener a des
défauts de réparation par excision de bases ehymersensibilité aux agents alkylants. Nos
expériences de PCR en temps réel n'ont pas réusstiie en évidence la modulation de
I'expression de ce géne a un niveau basal. Endéixpiession du géne codant po(RCC1 est
elle aussi significativement diminuée dans lesutedl Gorlin. Il est intéressant de noter que ce
géene a lui aussi été décrit comme jouant un rames tiradiosensibilité des lignées cellulaires
(206). En revanche, le lien entre I'expressionalkgase 3 et la radiosensibilité a été tres peu
etudié. Toutefois, deux lignées Gorlin sur lessrétudiées présentent une diminution de
I'expression de cette ligase.

Suite a ces études d’expression génique, nous alémidé de vérifier si cette dérégulation
était aussi retrouvée au niveau de I'activité ereyguie. Afin de répondre a cette question,
nous avons utilisé la biopuce plasmide développédastart-up LX repair. Ce test miniaturisé
permet d’étudier notamment l'activité d’excisiorsyathése de la voie de réparation BER. Nos

résultats démontrent une diminution globale deecattivité dans les cellules Gorlin par rapport
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aux cellules normales sans irradiation. Au niveaseh les activités AAG et TDG sont réduites.
En ce qui concerne la réparation des Iésions 8-pxle@x des trois lignées primaires Gorlin
étudiées présentent une diminution de cette agtidiexcision-resynthése. Ces résultats
peuvent étre corrélés avec la diminution globald’@gression des genddYH et OGGL.
Enfin, les études a I'aide du MitoS®Xn’ont pas mis en évidence de différence de praciuct
de I'anion superoxyde entre la lignée normale €tieis lignées Gorlin étudiées a un niveau
basal. Cette espéce réactive de I'oxygene, pramgsies autres ROS, mene notamment a
I'apparition de lésions 8-0x0G.

Toutes ces données assemblées ménent a la condusie déficience de la voie BER dans
les fibroblastes issus de patients atteints dursynd de Gorlin. Les cellules de ces patients
sont donc moins équipées pour faire face aux doragmagydatifs induits par le métabolisme

cellulaire de base ou par des agents exogenesagémeér de stress oxydant.

Dans un second temps, nous nous sommes intérdsféet @e l'irradiation sur la stimulation
de la voie BER. Globalement, on retrouve le ménfanefement de I'expression des génes de
glycosylase$JNG, MYH, OGG1 etAPEL apreés les différentes doses de rayonnements mgisa
testées. Toutefois, I'impact de I'irradiation sembtre plus fort au niveau des cellules normales
que des cellules Gorlin. De plus, il semble quagdression de la polyméragene soit pas
impactée par les doses faibles et fortes d'irramhiatque ce soit dans les cellules Gorlin ou les
cellules normales. Ce géne semble toutefois étre-g&gulé apres une irradiation de 2 Gy. En
ce qui concerne les gendRCC1 etLig3, ils sont globalement tous les deux sous-réguiéssa
une exposition au rayonnement ionisant et ceuudésiose considérée comme faible.

L’étude des activés d’excision-resynthese apredantedose d'irradiation nous apprend que
I'effet de lirradiation impacte fortement la ligaéhormale, GM00730 mais pas les lignées
Gorlin. Il est a noter qu’une nouvelle fois la lEGM01552 présente une tres faible activité
d’excision-resynthése des lésions associées au BER.

Enfin, on retrouve un accroissement de la prodoatie I'anion superoxyde dans deux des
trois lignées Gorlin aprés une exposition aux raygonents ionisants aprés une dose standard
et une forte dose d'’irradiation. Il est intéressdamtremarquer que la lignée GM01552 présente
une augmentation significative de la productiorte&ROS aprés exposition aux RI.

Il est important de noter ici que I'effet de I'ichiation semble étre plus faible que 'impact de

la mutation au niveau basal.
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Finalement, a la lumiere des résultats de cettégepaous pouvons penser que I'augmentation
de la production de I'anion superoxyde conduiraagmentation des dommages de I’ADN.
Couplé au défaut de la voie de réparation par excide bases au niveau basal, ces résultats
pourraient expliquer la prédisposition aux candes patients atteints du syndrome de Gorlin.

Cette hypothése sera approfondie dans la part@uBsgons.
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Figure 35: Les voies de réparation des cassures double brt leurs principaux
acteurs : a gauche, la voie de recombinaison homglae (HR) et a droite, la voie de
réparation par suture non homologue (NHEJ).Cette premiére voie nécessite la
reconnaissance de la lésion par le complexe MRN EMRRAD50-NBS1). Suite a la
création d’'une longue extrémité simple brin proggéar RPA, la protéine RAD51 sera
recrutée afin de rechercher la séquence homolagoeau de la chromatide sceur. |l y aura
alors formation d’une jonction Holliday autorisdiaiction d’'une ADN polymérase puis de
I’ADN ligase | afin d’obtenir un néobrin d’ADN exgph de Iésion. En ce qui concerne la
voie NHEJ, les extrémités libres vont étre recosmaee le complexe Ku70-Ku80. Ce dernier
va permettre le recrutement de la DNA-PKCs qui ‘amtsphosphorylant va induire un
changement conformationel laissant libre les extésrpour les protéines nécessaires a la
gestion de la cassure. Enfin, la ligase IV et técfar XRCC4 seront recrutés afin de mener a
bien la ligature des deux brins.

Les principaux acteurs de ces voies testés audedmrleur expression génique sont
entourés en rouge.
Issu de Jeppesenal. (51).
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[1l - Etat des autres systemes de réparations (NHEHR, NER)

La majorité des maladies menant a un phénotypeseadsible présente un défaut au niveau
des voies de réparation des cassures double best @otamment le cas du syndrome de
Nijmegen qui est d( a la présence de mutationsldaggne NBS1 empéchant ainsi la formation
du complexe MRN responsable de la reconnaissareeasures double brin. Cette hyper-
radiosensibilité est aussi retrouvée chez les miatiatteints du syndrome de Gorlin ainsi que
dans les fibroblastes de cette étude. Dans cettie,paous nous sommes donc intéressés au
statut des systemes de réparation des cassurese dmit: la réparation par suture non
homologue et la recombinaison homologue dont legiag majeurs sont rappelés en Figure 35.

Afin de compléter cette étude transcriptomique,snawons dans un deuxieme temps, étudié
la réparation des diméres de pyrimidine induitdgmlJVB a I'aide d’'un spectrometre de masse

en tandem couplé a une HPLC.

A - Evaluation du role de la mutation dePTCH1 sur I'expression

des genes des autres voies de réparation (NHEJ, HRER)

1) Statut au niveau basal

L’étude de I'expression génigue des acteurs pranpoipdes voies de réparation des cassures
double brin a été effectuée a l'aide de la techmide RT-gPCR. Cette technique permet la
guantification relative de I'expression d’'un gerae papport a un autre.

Dans un premier temps, nous nous sommes intérassémodulation de I'expression des
géenes du NHEJ, du HR et du NER entre les fibrobsasisus de patients atteints du syndrome
de Gorlin et la lignée de fibroblastes normales @m tant que référence, a un niveau basal

(Figure 36).

Les genes codant pour des protéines nécessamas@hnaissance des cassures double brin
sont globalement sous exprimés chez les Gorlinrppport a la lignée normale. C’est
notamment le cas du geKe'70 (0,81 = 0,06, p = 0,0476 pour GM01552 et 0,20 40D =
0,0046 pour GM03300pu encore du gen€u80 (0,44 £ 0,20, p = 0,0104 pour GM01552 ;
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Figure 36 : Mesure de I'expression des pincipaux acteurs desies NHEJ, HR et

NER dans la lignée normale (GM00730) et les ligné&orlin (GM01552, GM02098 et
GMO03300) a un niveau basalAprés extraction des ARN totaux de chacune degdégn
primaires de cette étude, ces derniers ont été-tetnscrit en ADN complémentaire. Vingt
ng d’ADNc sont utilisés pour détecter I'expressamgenes spécifiques par RT-gPCR. Le
calibrateur utilisé ici est la lignée GM00730 noradiée. Le géne de référence est celui de
la GAPDH. Trois expériences indépendantes ont été réal{sées).

*: valeur significativement différente (p<0,05) tielignée normale (GM00730) a l'aide
du test de Student.
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0,79 + 0,02, p = 0,0053 pour GM02098 et 0,51 + 05 0,0005 pour GM03300¢trouvé
dans la voie de réparation par suture non homoldgeepression des gen®4RE11, RAD50et
NBSL nécessaires a la formation du complexe MRN peantkttactivation de la voie de
recombinaison homologue est aussi globalement te¢dugs valeurs varient de 0,58 + 0,08
pour la lignée GM01552 (p = 0,0094) a 0,30 + 0,066rpa lignée GM03300 (p = 0,0012) pour
le geneRADS0. En ce qui concerne le geNBSL, cette sous régulation est retrouvée au niveau
des lignées GM01552 (0,61 + 0,05, p = 0,0411) et0OGB00 (0,40 + 0,04, p = 0,0001) mais
pas GM02098 (p = 0,1078). Enfin, le niveau des AR&bsagers ddRE11, est réduit pour la
lignée GM01552 (0,65 + 0,05, p = 0,0065) et augeelains la lignée GM03300 (1,86 + 0,09,
p = 0,0005). Les rapports d’expression obtenus [@gene codant pour RNA-PKC varient
de 0,44 + 0,02 pour la lignée GM01552 (p = 0,0@80)74 + 0,02 pour la lignée GM02098 (p
= 0,0398). L'expression des genes codant pERCC4 et la ligase 4 ne sont pas
significativement dérégulées dans les fibroblagiess de patients Gorlin par rapport aux
fibroblastes normaux. Enfin, I'expression du g&®e jouant un rdle dans la reconnaissance
des dommages pour la voie NER est significativendantnuée dans les cellules Gorlin par
rapport aux cellules normalé3, 71 + 0,01, p = 0,0066 pour GM01552 ; 0,36 + 0% 0,0074
pour GM02098 et 0,49 + 0,03, p = 0,0009 pour GM@330

2) Effet de différentes doses de rayonnements

ionisants

Dans un second temps, nous nous sommes intérdas€galation de ces mémes genes apres
un stress aux rayonnementsle plusieurs doses : 0,1 Gy, considéré en tanfajbke dose
d’irradiation ; 2 Gy, la dose standard d'irradiatiet 6 Gy, utilisé en tant que forte dose
d’irradiation. La réponse des voies de réparatimésirradiation est étudiée par la mesure du

rapport lignée irradiée/lignée normale non irradiée

a. Effet d’'une faible dose de rayonnement ionisant

Nous avons donc poursuivi I'étude de la modulatierexpression des génes du BER au sein
de chacune des lignées Gorlin 4 h apres une fddde de rayonnement{0,1 Gy). (Figure 37-
A).
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Figure 37 : Mesure de I'expression des principaux acteurs deoies NHEJ, HR

et NER dans la lignée normale (GM00730) et les liges Gorlin (GM01552, GM02098
et GM03300) 4h aprés une irradiation de A) 0,1 GyB) 2 Gy et C) 6 Gy Aprés extraction
des ARN totaux de chacune des lignées primaireetie étude, ces derniers ont été retro-
transcrit en ADN complémentaire. Vingt ng d’ADNasaitilisés pour détecter I'expression
de genes spécifiques par RT-qPCR. Le calibrataliséuici est la lignée GM00730 non
irradiée. Le géne de référence est celui dBARDH. Trois expériences indépendantes ont
été réalisées (n = 3).

* : valeur significativement différente (p<0,05) Belignée normale (GM00730) a l'aide
du test de Student.
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A nouveau, I'expression des génes codant pourtgéipesku80, RAD50 etNBSL est réduite
dans les trois lignées Gorlin aprés irradiationla®y par rapport a la lignée normale irradiée
a la méme dose démontrant une baisse de la stiorutig¢ ces genes apres irradiation. Citons
par exemple les valeurs obtenues pour le &80 : 0,59 + 0,03, p = 0,0063 pour GM01552 ;
0,73 +0,03, p=0, 0,0300 pour GM02098 et 0,680,056, p = 0,0087 pour GM03300. Le rapport
d’expression des genksi70, DNA-PKC, XRCC4 etMRE11 ne présente pas de profil identique
entre les trois lignées Gorlin : certaines démantee diminution significative de I'expression
tandis que d’autres présentent une expressionasieé la lignée normale au sein du méme
gene. Toutefois, I'expression du gaviBEL1 est sur-exprimée dans la lignée GM03300 (2,07
+ 0,21, p = 0,0020). La production de 'ARN messageLig4 n'est pas significativement
dérégulée entre les fibroblastes Gorlin et la kgnérmale. Enfin, I'expression du gexeC
est réduite dans les cellules Gorlin par rappoxt@llules normales avec des valeurs variant
de 0,67 £ 0,08, p = 0,0042 pour GM01552 & 0,4304,0p = 0,0001 pour GM02098

b. Effet d'une dose standard de rayonnement ionisan

Nous avons donc poursuivi I'étude de la modulater’expression des genes de réparation
des cassures double brin et du NER au sein de mhatas lignées Gorlin 4 h aprés une dose
standard de 2 Gy de rayonneme(Eigure 37-B).

Apres une irradiation de 2 Gy, seuls les gebd&\-PKC, RAD50 et XPC présentent une
homogénéité des résultats pour les trois lignéeinGaces trois genes sont significativement
sous-exprimés. Pour le gelmNA-PKC, les valeurs varient de 0,43 £ 0,02 pour la lignée
GMO01552 (p = 0,0001) a 0,64 + 0,06 pour la lign&43300 (p = 0,0003). En ce qui concerne,
le geneRADS0, les valeurs varient de 0,60 + 0,02 pour la lig8#401552 (p = 0,0001) a 0,39
+ 0,01 pour la lignée GM3300 (p = 0,0052). L'exmies du gen&PC varie de0,74 + 0,03, p
= 10,0388 pour GM01552 a 0,56 + 0,02, p = 0,0039 BGM03300 Le rapport d’expression de
NBSL est aussi retrouvé réduite dans les Gorlin. Lasesugenedku70, XRCC4, MRE11
présentent une hétérogénéité des réponses entreeclignée Gorlin aprés une dose standard
de RI. Toutefois, I'expression du geMRE1l est a nouveau sur-réegulée dans la lignée
GMO03300 (3,05 £ 0,09, p=0,0001). C’est aussakedu genXRCC4 pour la lignée GM02098
(1,22 + 0,03, p = 0,0003). Enfin, aucune différed@xpression entre les lignées Gorlin et la
lignée normale n’a pu étre mise en évidence paugémedu80 etLig4.
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c. Effet d’'une forte dose de rayonnement ionisant

Finalement, nous avons étudié la modulation depfession des genes du NHEJ, du HR et
du NER au sein de chacune des lignées Gorlin 4dsame forte dose de rayonnemgeii®
Gy) (Figure 37-C).

L’impact de la mutatiofPTCH1 sur I'expression des géenes des voies du NHEJ,Rlet-tlu
NER n’est pas homogéne au niveau des lignées Gurémous étudions aprés une irradiation
de 6 Gy. En effet, seul I'expression des gebd\-PKC, RAD50 et XPC présentent une
diminution pour les trois lignées Gorlin par rappita lignée normale apres irradiation. Pour
le géneDNA-PKC, les valeurs varient de 0,52 + 0,01 pour la ligG$402098 (p = 0,0001) a
0,39 £ 0,05 pour la lignée GM3300 (p = 0,0002) cEmui concerne le geRADS0, les valeurs
varient de 0,39 + 0,09 pour la lignée GM02098 (0,6050) a 0,51 + 0,02 pour la lignée
GMO01552 (p = 0,0123). L’expression du geffeC jouant un réle dans la reconnaissance des
dommages pour la voie NER est significativementiolirde dans les cellules Gorlin par rapport
aux cellules normale®,88 + 0,02, p = 0,0026 pour GM01552 ; 0,56 + Q®& 0,0010 pour
GM02098 et 0,82 £ 0,02, p = 0,0007 pour GM033@0Nouveau, I'expression du geldRE11
est sur-régulée dans la lignée GM03300 (2,20 +,(»1:30,0001). C’est aussi le cas du géne
XRCC4 (1,17 + 0,16, p = 0,0280) et du géng4 (1,34 + 0,04, p = 0,0082) pour la lignée
GM01552.

3) Etude de la stimulation des autres voies de

réparation apres différentes doses de rayonnements

Nous avons ensuite utilisé ces mémes données’afudeer la stimulation dans chacune des
lignées étudiées en analysant cette fois ci leadpignée irradiée/méme lignée non irradiée.
A nouveau, nous nous sommes intéresses a trois deseyonnements ionisants : 0,1 Gy ; 2
Gy et 6 Gy.

En ce qui concerne la stimulation entrainée parfaibde dose d’irradiation sur I'expression
des genes des voies de réparation des cassurele dwur) il apparait comme étant faible
(Tableau 5). Ainsi, sel{u70 (p = 0,0294) est réduit apres irradiation dangtae normale.
De la méme maniére, I'expressionKier0 (p = 0,0206) et dABNA-PKC (p = 0,0129) est réduite
apres irradiation dans la lignée GM01552. Enfiexpression deXPC (p = 0,0016) est
significativement augmentée dans la lignée GM028p&s une irradiation de 0,1 Gy par

rapport a la méme lignée sans irradiation.
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Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intérasigestimulation apres une dose
d’irradiation de 2 Gy (Tableau 5). L'expressionKi€/0 (p = 0,0038) et d&u80 (p = 0,0133)
est réduite apres irradiation dans la lignée ncgniaé la méme maniére, I'expressiorkdg’0
(p = 0,0206) eRad50 (p = 0,0370) est réduite apres irradiation dartigiiteée GM01552. En ce
qui concerne la lignée GM02098, I'irradiation impatexpression des genBNA-PKC (p =
0,0028),XRCC4 (p = 0,0131) eXPC (p = 0,0070). Enfin, I'expression d@NA-PKC (p =
0,0036), deMRE11 (p = 0,0001) et dXPC (p = 0,0254) est significativement diminuée dans
la lignée GM03300 apres une irradiation de 2 Gy.
des géneku80 (p = 0,0427) eNBSL (p = 0,0001) est impactée par une forte doseadliation
dans la lignée normale GM00730. Pour la lignée GBB2] I'expression d&u70 (p = 0,0177),
DNA-PKC (p = 0,0277) XRCC4 (p = 0,0069)Lig4 (p = 0,0266)MRE11 (p = 0,0045) et de
XPC (p = 0,0002) est significativement diminuée apras irradiation de 6 Gy. De la méme
maniére, I'expression deu80 (p = 0,0138) DNA-PKC (p = 0,0001) XRCC4 (p = 0, 0009) et
deMREL11 (p = 0,0482) est réduite apres irradiation darigjiteée GM02098. A nouveaXPC
(p = 0,0455) présente une sur-expression apréiatian dans la lignée GM02098. Pour finir,
une forte dose d'irradiation impacte I'expressi@s @ene&u70 (p = 0,0327)MRE11 (p =
0,0218),RAD50 (p = 0,0351) eKPC (p = 9,9881E-05) dans la lignée GM03300.

B - Evaluation du rble de la mutation dePTCHJ1 sur l'efficacité

de réparation du NER

Le role de la mutatio®TCH1 sur la cinétique de réparation des dimeres demigines a
I'issue d’une irradiation de 0,025 J/&@UVB a été évalué dans les cellules de notreeétud
(Figure 38). Cette analyse a été faite a I'aidéadechnique de séparation HPLC couplée a un
spectrometre de masse en tandem permettant |'@netlya quantification notamment des CPD.

Le taux de CPD résiduel 24 h apres l'irradiationBJNest pas significativement différent
entre la lignée normale et les lignées Gorlin. et ece taux est de 96% dans la lignée normale
et de 92% dans les lignées Gorlin. A nouveau, 3frBs irradiation, aucune différence n’est
retrouvée entre la lignée normale et les troisdamGorlin. Le pourcentage de CPD résiduel
étant de 66% dans la lignée normale et de 60% ldarignées Gorlin.
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GMO00730 GMO01552 GMO02098 GMO03300
Geéne | g 16y 2Gy | 6Gy | 0,1Gy| 2Gy | 6Gy | 0,1Gy| 2Gy | 6Gy | 0,1Gy| 2Gy | 6Gy
/0Gy /0Gy /0Gy | /0Gy : /0Gy: /0Gy | /0Gy | /0Gy /0Gy| /0Gy  [0Gy /0Gy

Ku70

Ku80

DNA-PKC

XRCC4

Lig4

MRE11

Rad50

Tableau 5: Rapports entre les expressions de certains gends NHEJ, du HR et
du NER a 0,1Gy/0Gy ; 2Gy/0Gy et 6Gy/0Gy pour chacun des lignées étudiées
respectivement. Ce rapport permet d'analyser la réparation absolueis expériences
indépendantes ont été réalisées (n = 3). Le teStudkent a été réalisé afin de déterminer les
différences statistiquement significative. Les sasertes correspondent a une sous-
expression. A l'inverse, les cases rouges corragatra une sur-expression. Enfin, les cases
jaunes correspondent a une absence de modulatibexgeession des genes. Nous avons
choisi de représenter dans ce tableau uniquenggelees présentant un intérét de par leurs

modulations. Les autres génes étudiés, non présemie montrent aucune différence
d’expression apreés irradiation.
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Figure 38 : Etude de la cinétique de réparation par la voie NR par HPLC
couplée a la spectrométrie de masse en tandemes cellules sont cultivées jusqu’a
subconfluence puis exposées a 0,025 2didVB . Elles sont ensuite récoltées a différents
temps post-irradiation : 0 h, 24 h et 48 h. PAEN est extrait et hydrolysé afin de détecter
les nucléosides patPLC-MS/MS et quantifier le taux de lésions (CPRY papport aux
nucléosides normaux. Pour cette étude, les 3 lg@m@lin ont été poolées. Des triplicats
biologiques ont été réalisés (n = 3). Le test del&it a été réalisé afin de déterminer les
statistiques.
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C - Conclusion

La deuxieme partie ayant révélé un défaut dansyseme de réparation des bases
endommagées résultant de petites altérations ché@migomme les bases oxydées ou les
cassures simple brin, nous avons décidé de nckregser ici aux autres systémes de réparation
de la cellule : les systemes de réparation desiasssdouble brin (NHEJ et HR) et le systeme
de réparation par excision de nucléotides (NER)r e faire, nous avons évalué I'expression
des ARN messagers de certains génes clés des ligrades primaires de notre étude au niveau
basal et aprés différentes doses d'irradiationg tlkuxiéme technique d’analyse a été utilisée
afin d’étudier I'efficacité de réparation du NERsdeellules de notre étude a l'issue d’une
irradiation aux rayonnements ultraviolets.

Dans un premier temps, il est intéressant de mpiercontrairement aux résultats obtenus au
niveau de la transcription des genes du BER, lesgion des ARN messagers étudiée ici ne
présente globalement pas d’homogénéité entredeslignées de fibroblastes Gorlin que ce
soit au niveau basal ou bien aprés les différetidsgs de rayonnements ionisants. Toutefois,
trois génes sont statistiguement régulés a laddass les lignées Gorlin par rapport a la lignée
normale :Ku80, RAD50 et XPC. Ku80, impliquée dans le complexe hétérodimérigue
contenant aussi la sous-unité Ku70, se lie awémités des cassures double brin et permet
d’initier la voie de réparation par suture non héwgoe. La sous-régulation de I'expression de
Ku80 a été liée & une augmentation de la sensibgifulaire aux rayonnements ionisants (207).
La plupart des études portant sur le lien entreylgéme de réparation par recombinaison
homologue et I'hyper-radiosensibilité s’intéresse ammplexe MRN et non a la protéine
RAD50 seule. Toutefois, ces études ont mis en éeelane augmentation de la radiosensibilité
lorsque I'on inhibe le complexe MRN (208).

En revanche, le lien entre I'expressiondRC, acteur du NER et la radiosensibilité a été tres
peu étudié. En effet, les études portant sur XR@iét le plus souvent le lien entre un défaut
de cette protéine et une potentielle hyper-photibéite.

De la méme maniere, apres difféerentes doses denmagwents ionisants, une diminution
globale de I'expression des genes étudiés estrgteoavec a nouveau une réponse individuelle

de chaque lignée Gorlin.

Dans un second temps, nous avons voulu vérifita différence d’expression obtenue au
niveau transcriptomique se retrouvait aussi auauivde la capacité de réparation effective du

systeme de réparation par excision de nucléotidespérience conduite pour répondre a cette
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guestion a permis de mettre en évidence une abderdiéférence entre les trois lignées Gorlin
de notre étude et la lignée considérée comme daardiminution significative de I'expression
du geneXPC dans les fibroblastes Gorlin, pourtant responsablkétape de reconnaissance de
la lésion du GG-NER, n’entraine donc pas de difféeedans la réponse de ces cellules apres
un rayonnement ultraviolet B. Valliet al. (170) avaient eux aussi dans leur étude de 2009
montré que la voie de réparation par excision ddéatides n’était pas affectée dans des
fibroblastes issus de patients Gorlin. Enfin, il @noter que nos collaborateurs (Equipe M.
Martin et Equipe J. LAMARTINE) ont démontré I'absende différence de réparation des

cassures double brin pur a l'aide de la mesura dmétique de la disparition des fgEl2AX.
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IV - Etat des autres parametres de la réponse auxothmages de
I’ADN (DDR)

La quatrieme partie de I'exploration des mécanisoehilaires de la radiosensibilité des
fibroblastes Gorlin a mené a I'étude de la sigadili; de la réponse aux dommages de ’ADN
et aux autres réponses de cette DDR. Nous avotes maire attention sur la signalisation de la
réponse aux dommages de I'ADN. Pour ce faire, nauens décidé d'étudier par
transcriptomique quelques acteurs essentiels eyhalsation des lésions de 'ADN dans la
lignée normale et les lignées de fibroblastes @Garlun niveau basal et apres I'application de
différentes doses de rayonnements ionisants. Ue patamétre de la DDR est la modulation
de la transcription de certains génes. Les résufjae nous avons obtenus au niveau de
'expression des genes de la réparation de I’ADisiague ceux de la signalisation de la DDR
apres un stress aux Rl attestent de cette modulatio

Enfin, lorsque la cellule n'est pas capable de méoerectement la réparation de son ADN,
cette derniere va étre conduite vers la mort @helprogrammeée. C’est donc la deuxiéme étape
de cette partie ou nous avons étudié I'apoptoseveau des fibroblastes Gorlin, ainsi que des
fibroblastes normaux a un niveau basal et aprasctimh de dommages a I’'ADN a l'aide de

rayonnements.

A - Evaluation du rbole de la mutation dePTCH?1 sur I'expression

des genes de signalisation du DDR

1) Statut au niveau basal

L’étude de I'expression génique des acteurs praeipdes genes de signalisation du DDR a
ete effectuée a l'aide de la technique de RT-gPC#Rte technique permet la quantification
relative de I'expression d’'un géne par rapport auwine.

Dans un premier temps, nous nous sommes intérassemodulation de I'expression des
genes de la signalisation de la réponse aux donsrigBADN entre les fibroblastes issus de
patients atteints du syndrome de Gorlin et la kgdé fibroblastes normale, pris en tant que
référence, a un niveau basal (Figure 39).

L’expression des trois genes étudidaxia Telangiectasia Mutated (ATM), ATM and Rad3

Related (ATR) etp53 est retrouvée significativement réduite dansras tignées Gorlin
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Figure 39 : Mesure de I'expression des principaux acteurs de lsignalisation de

la DDR dans la lignée normale (GM00730) et les liges Gorlin (GM01552, GM02098
et GM03300) a un niveau basal\prés extraction des ARN totaux de chacune degdégn
primaires de cette étude, ces derniers ont été-tetnscrit en ADN complémentaire. Vingt
ng d’ADNc sont utilisés pour détecter I'expressamgenes spécifiques par RT-gPCR. Le
calibrateur utilisé ici est la lignée GM00730 noradiée. Le géne de référence est celui de
la GAPDH. Trois expériences indépendantes ont été réal{sées).

Une diminution de I'expression des ARN messagersetouveée pour les quatre lignées
cellulaires étudiées.

* : valeur significativement différente (p<0,05) tkelignée normale (GM00730) a I'aide
du test de Student.
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étudiées par rapport a la lignée normale. Ainsgdee codant poukTM connu pour étre le
transducteur des cassures double brin varie de#)(B82 (GM01552, p = 0,0001) a 0,41 +
0,04 (GM02098, p = 0,0001). En ce qui concernecieed\TR, activé suite a la présence de
cassures simple brin ou d’'un blocage de fourcheégécation, il varie lui de 0,44 = 0,02
(GM01552, p = 0,0006) a 0,78 £ 0,10 (GM02098, p,6409). Finalement, I'expression du
genep53 considéré comme la protéine gardienne du génomie da 0,41 + 0,03 (GM01552,
p = 0,0003) a 0,27 =+ 0,01 (GM03300, p = 0,0001).

2) Effet de la réponse de la _signalisation par

différentes doses de rayonnements ionisants

Nous nous sommes par la suite intéressés a laatégutle ces mémes genes apres un stress
aux rayonnementsde trois doses différentes : une faible doseatfiation : 0,1 Gy ; une dose
standard : 2 Gy et une forte dose d’irradiationGy6 La réponse apreés irradiation est étudiée

par la mesure du rapport lignée irradiée/lignéenabe non irradiée.

a. Effet d'une faible dose de rayonnement ionisant

Dans un premier temps, nous avons étudié la moodnlate I'expression des genes de
signalisation de la réponse aux dommages de 'ADNein de chacune des lignées Gorlin 4 h
apres une faible dose de rayonneme(t, 1 Gy) (Figure 40-A).

A nouveau, tous les génes étudiés apparaissenegpumés chez les Gorlin par rapport a la
lignée normale ayant subi la méme dose d’irradiatdn peut citer en exemple les résultats
obtenus pour I'expression du gelNEM qui apparaissent significativement réduit danglae
GMO01552 (0,38 + 0,02, p = 0,0001) ou méme dansglzee GM02098 (0,32 = 0,01, p =
0,0001). Le rapport d’expression du géidR varie quant a lui de 0,54 + 0,02 (GM01552, p =
0,0002) a 0,68 = 0,04 (GM03300, p = 0,0009). Erfexpression dg@53 est aussi réduite de
0,45 + 0,01 (GM01552, p = 0,0001) a 0,25 + 0,01 @BDO, p = 0,0001) par rapport a la

lignée normale a la méme dose d’irradiation.
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Figure 40 : Mesure de I'expression des principaux acteurs de lsignalisation de

la DDR dans la lignée normale (GM00730) et les ligees Gorlin (GM01552, GM02098
et GM03300) 4 h aprées une irradiation de A) 0,1 GyB) 2 Gy et C) 6 Gy Aprés extraction
des ARN totaux de chacune des lignées primaireetle étude, ces derniers ont été retro-
transcrit en ADN complémentaire. Vingt ng d’ADNasaitilisés pour détecter I'expression
de genes spécifiques par RT-qPCR. Le calibrataliséuici est la lignée GM00730 non
irradiée. Le gene de référence est celui dBARDH. Trois expériences indépendantes ont
été réalisées (n = 3).

Une diminution de I'expression des ARN messagetrsetuvée pour les quatre lignées
cellulaires étudiées a toutes les doses de rayogmisim

* : valeur significativement différente (p<0,05) iddignée normale (GM00730) a la méme
dose d'irradiation a I'aide du test de Student.
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b. Effet d’'une dose standard de rayonnement ionisan

Nous nous sommes ensuite intéressés a cette modutig I'expression des génes de
signalisation de la DDR au sein de chacune degdigiorlin 4 h aprés une irradiation a une
dose de 2 Gy considérée comme standard en radigi@dFigure 40-B).

Encore une foisATM, ATR et p53 sont significativement réduits dans les lignéesdiGpar
rapport a la lignée normale a la méme dose d’iatamhi. Ainsi, I'expression du gene codant
pourATM varie de 0,30 = 0,02 (GM02098, p = 0,0001) a 0,4804 (GM03300, p = 0,0001).
Le geneATR apparait significativement réduit dans la ligné®l@552 (0,51 £ 0,01, p =
0,0101) ou méme dans la lignée GM02098 (0,76 +,0005 0,0286). Enfin, le rapport
d’expression du gene p53 varie de 0,25 + 0,02 (&003p = 0,0001) a 0,39 + 0,02 (GM02098,
p = 0,0001).

c. Effet d’'une forte dose de rayonnement ionisant

Finalement, nous avons analysé la modulation d@idéssion des génes de signalisation de
la DDR au sein de chacune des lignées Gorlin 4résapne irradiation a une dose de 6 Gy
(Figure 40-C).

La méme sous-expression est a nouveau retrouva®eau de tous les genes étudiés pour
toutes les lignées Gorlin par rapport a la lignéenmrale apres avoir subi la méme dose
d’irradiation. Le rapport d’expression du geA&M varie de 0,31 + 0,02 (GM02098, p =
0,0001) a 0,36 + 0,02 (GM01552, p = 0,0001). De méiaxpression AATR varie de 0,55 +
0,05 (GM01552, p = 0,0082) a 0,59 + 0,03 (GM03300; 0,0107). En ce qui concerne
I'expression d@53, elle varie de 0,46 + 0,03 (GM01552, p = 0,000@)28 + 0,01 (GM03300,

p = 0,0003).

3) Etude de I'effet de l'irradiation sur_I'expression des

genes de signalisation du DDR

Dans un second temps, nous avons utilisé ces méameges en analysant cette fois ci le
rapport lignée irradieée/méme lignée non irradiéaoliveau, nous nous sommes intéresses a
trois doses de rayonnements ionisants : 0,1 Ggy 2t 6 Gy (Tableau 6).

En ce qui concerne le rapport irradiée/non irragiéer la dose de 0,1 Gy, seule I'expression

du gene53 est réduite dans la lignée GM00730 (p = 0,0078)c&qui concerne la lignée
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GMO00730 GMO01552 GM02098 GMO03300
Geéne 0,1Gy 2Gy  6Gy | 0,1Gy 2Gy 6Gy | 0,1Gy: 2Gy 6Gy | 0,1Gy 2Gy | 6Gy
/0Gy /0Gy /0Gy | /0Gy  /0Gy: /0Gy | /0Gy | /0Gy: /0Gy | /0Gy  /0Gy /0Gy

ATM

ATR

p53

Tableau 6: Rapports entre les expressions des genes de siggation de la DDR
a 0,1Gy/0Gy ; 2Gy/0Gy et 6Gy/0Gy pour chacune deghées étudiées respectivement.
Ce rapport permet d’analyser |'effet de I'irraddati Trois expériences indépendantes ont été
réalisées (n = 3). Le test de Student a été réalise de déterminer les différences
statistiquement significative. Les cases vertegespondent a une sous-expression. A
linverse, les cases rouges correspondent a unexguession. Enfin, les cases jaunes
correspondent a une absence de modulation de éssjon des génes. Nous avons choisi de
représenter dans ce tableau uniquement les gemsenpant un intérét de par leurs
modulations. Les autres génes étudiés, non préseme montrent aucune différence

d’expression apres irradiation.
6 Gy

B GM00730 ®mGMO01552 mGMO02098 GMO03300

4,00

0,00
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0,1Gy 2Gy
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Figure 41 : Mesure de I'apoptose par FACS dans la lignée norale (GM00730)
et les lignées Gorlin (GM01552, GM02098 et GM03308ay niveau basalLes cellules ont
été marqué a l'aide de I’Annexin V et de liodure gropidium premettant de quantifier les
cellules en apoptose. Trois expériences indépeesgantt été réalisées (n = 3
* : valeur significativement différente (p<0,05) Belignée normale (GM00730) irradiée a
la méme dose (Test de Student).
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GMO01552, on retrouve une différence significativeup les geneATM et ATR. Aucune
différence n’est retrouvée pour les deux autremély Gorlin apres une faible dose
d’irradiation.

Si I'on s’intéresse ensuite a la dose 2 Gy, seujdre ATM est impacté dans la lignée
GMO02098 (p= 0,0081). De méme, seul le g&IR est impacté par cette dose d’irradiation
dans la lignée GM01552 (p= 0,0073).

Enfin, I'analyse de I'impact de lirradiation a 6y@Gnontre un sous-régulation au niveau du
geneATM pour les lignées GM00730 (p = 0,0006) et GM02(98 (0,0121). De méme, cette
irradiation entraine une diminution significative dexpression dg53 dans les lignées
GMO00730 (p = 0,0057), GM02098 (p = 0,0188) et GMIXB® = 0,0326).

B - Evaluation du rble de la mutation dePTCH1 sur la mort

cellulaire programmée

L’impact sur I'apoptose de la mutation du g&t&CH1 présente dans les fibroblastes Gorlin
de notre étude a été étudié a I'aide d’'un marq@akgnnexine V et a l'iodure de propidium.
Dans une cellule en vie, les phosphatidylsérinesipnanaires sont situées au niveau de la face
interne de la membrane. L’entrée en apoptose dceliale entraine la délocalisation de ces
derniers qui se retrouvent donc exposés des deeésg dé la membrane. Possédant une forte
affinité pour ces structures, I'annexine V va alposivoir marquer ces cellules en état de mort
programmée. Toutefois, toutes les cellules mortessgmtent cette dérégulation de la
localisation des phosphatidylsérines membranaifgasi, il est important de pouvoir
discriminer les cellules en apoptose des autrésleglmortes grace au marquage a l'iodure de
propidium. En effet, ce dernier ne pénetre que tmnesellules en mort cellulaire programmeée.

La cytométrie en flux ainsi que la microscopie digofescence ont été utilisées pour
respectivement quantifier et veérifier 'apoptose tignées Gorlin et normale que nous avons
utilisées durant cette étude. Nous avons étudigpbict de cette mutation a un niveau basal et
apres I'application de différentes doses de rayomams ionisants.

Ainsi, comme le montre la Figure 41 aucune difféeesignificative n'a pu étre mise en
évidence entre les lignées Gorlin et la lignée radensans irradiation. Les résultats obtenus 24

h aprés des doses croissantes d’irradiations nfusdit toujours aucune différence entre les
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lignées Gorlin et la lignée normale ou méme enhaqoe lignées. Enfin, une expérience
similaire a été conduite 48 h aprés irradiatiopeztnet I'obtention des mémes conclusions.
Tous ces résultats ont été confirmés par microsadgifluorescence.

C - Conclusion

La quatrieme partie de ce travail & consisté digéte statut de la signalisation de la réponse
aux dommages de I’ADN ainsi que de celui de I'apsptau niveau des fibroblastes primaires
Gorlin.

Nous avons donc débuté par étudier I'expressiomdessATM, ATR etp53 sans irradiation.
Les deux premiers sont des médiateurs clés de R p&mettant & travers leurs activations
l'initiation de voie de signalisation permettantaimment la régulation de la progression des
cellules a travers le cycle cellulaire, 'apoptoseencore la réparation de ’ADN (209). p53 est
guant a elle aussi une protéine cellulaire clé p#iant la régulation de la mitose ou de la mort
cellulaire programmeée. Elle peut notamment étrieé@etpar les facteurs ATM et ATR. L’étude
de I'expression des ARN messagers de ces troisipest présentent une forte diminution dans
les trois lignées Gorlin étudiées au niveau ba3aklque soit la dose d’irradiation appliquée
aux cellules, cette sous-expression est systéneatignt retrouvée dans les lignées porteurs de
la mutationPTCHL1.

Des études sur des souris ont montré que la pationbd’ATR peut conduire a une
fragmentation chromosomique et a une létalité eorbrgire précoce (210, 211). De plus,
Barzilaiet al. (212) ont mis en évidence un lien entre une d&fime en ATM et la régulation
des ROS au sein de la cellule. En plus de cela, A&TMTR sont des régulateurs clés de la
réponse aux dommages de I'ADN dont dépend la séalll génome (213). Ainsi, la
dérégulation des gend3M et ATR retrouvée ici pourrait entrainer une instabilié@gmique

dans les fibroblastes Gorlin.

Nous avons poursuivi cette étude en analysanatetste la mort cellulaire programmeée dans
les lignées Gorlin par rapport a la lignée normbles résultats n’ont pas mis en évidence de
différence significative que ce soit avec ou saraliation. La mutation présente au niveau du
genePTCH1 ne semble donc pas jouer un réle sur I'aptitudaadellule a entrer en apoptose.
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V - La protéomique, un générateur d’hypothése

Enfin, une analyse protéomique en collaboratiorcdeePr Michel SEVE de I'Institut de
Biologie et de Pathologie (IBP) de Grenoble a éédée dans le but d’élargir notre vision sur
les voies de signalisation responsables du phéeatys patients atteints du syndrome de
Gorlin. Cette technique permet la caractérisatiorptbtéome des fibroblastes Gorlin et des
fibroblastes normaux et leur comparaison que deasoniveau basal ou apres une irradiation.
Une autre étude de protéomique a déja ete mendééquape de Wrightt al. (214). Toutefois,
cette étude s’attardait sur les différences d’esgiom des protéines thiols entre des lignées de
fibroblastes issus de patients Gorlin et des lignée fibroblastes issus de patients sains
considérés comme témoins. Ces protéines thiolsgpast un atome de souffre, jouent un réle
important dans la médiation des réactions reddesElermettent I'élimination des radicaux
libres en s’oxydant. Ainsi, une diminution du tadecxthiols est un marqueur de stress oxydant.
Il a été montré qu’une défaillance dans I'équilibliesla balance oxydation/réduction pouvait
étre impliquée dans la radiorésistance cellul@i®). L'étude de Biaglowt al. (216) démontre
gu’une altération du statut des protéines thiol# rapacter la survie cellulaii@ vitro apres
exposition aux rayonnements ionisants. Finalem&fyde de Wrightet al. (214) rapporte
plusieurs modifications d’expression de protéirigsls entre les fibroblastes normaux et les
fibroblastes Gorlin. Parmi celles-ci, on retroues différences dans I'expression des protéines
ayant déja demontré un réle dans la réponse aoxmaments ionisants comme les annexines,
ou encore des enzymes permettant la régulatioa dartinogénése comme la LaminA/C ou
I'Aldehyde Dehydrogenase 1A1.

Nous avons décidé de centrer notre étude surdégdkation globale des protéines entre Gorlin
et normal, au niveau basal. Pour les besoins dpdimentation, nous avons di limiter notre
étude a une seule lignée Gorlin. La ligné GM0153&8atéelle présentant la plus forte différence
avec la lignée normale GM00730 dans la majoritédae expériences que ce soit au niveau
basal ou apres irradiation, c’est donc celle gétéachoisie. En effet, cette lignée est la plus
radiosensible de toutes celles que nous étudiomss Bvons aussi d restreindre notre étude a
une seule dose d'irradiation.

Apres extraction des protéines et obtention degigep par digestion enzymatique a la
trypsine de chacune des conditions, des marqu@iRAQ (Isobaric tags for relative and
absolute quantitation) sont greffés a chacune deditions. L’analyse par MALDI TOF-TOF

permettra ensuite de quantifier chacune des pestéifune condition par rapport aux autres.

135



Au total, cette étude protéomique a permis d’idemtet de quantifier 1060 protéines a partir
des 16212 peptides identifiés par Mascot et Ppilot.

Dans un premier temps, nous vous présentons leftatd8sde cette étude en définissant
guelques voies de métabolisation et de signalisatipactée par la mutatid®TCH1 présente
au niveau de la lignée cellulaire GM01552. Puigjsnoous attarderons sur la validation par

western blot de deux protéines retrouvées diffegiament régulées.

A - Etude au niveau basal

Nous nous intéressons donc aux protéines diff@létient exprimées entre la lignée de
fibroblastes Gorlin GM01552 et la lignée de fibadies normaux GM00730 sans irradiation.
Soixante-dix-neuf protéines sont retrouvées sopshaées avec des ratios Gorlin/Normal
variant de 0,287 a 0,758 (Annexe 1). Inversemehprétéines sont retrouveées sur-exprimées
dans les lignées Gorlin avec des ratios Gorlin/Nowariant de 1,373 a 4,136 (Annexe 2).

Parmi toutes ces protéines, I'analyse de l'ont@atgs génes permet d’étudier les propriétés
des produits géniques en fonction de leurs lodahiss, de leurs fonctions et des processus
biologiques dans lesquels ils entrent en jeu. Amsihaque gene sera attribué plusieurs mots
clés le définissant. Une analyse globale permettamhettre en lien les résultats de I'analyse
protéomique et ces descriptions autorise alorsralevér les termes de gene ontology sur-
représentes.

On retrouve ainsi une baisse de régulation de®ipex jouant un réle au niveau du stress
oxydant a travers la sous-régulation de I'expresdimtrois protéines : la superoxyde dismutase
[Cu-Zn] (SOD1 ; ratio G/N = 0,689 ; p = 1,96k la thioredoxine (TXN ; ratio G/N= 0,589 ; p
= 1,34F?) ainsi que la phospholipid-hydroperoxide glutati@@eroxidase (GPX4 ; ratio G/N
= 0,47 ; p = 7,04B). Le role de la premiére protéine est de catalysedismutation du
superoxyde en dioxygene et peroxyde d’hydrogénestGlonc I'une des enzymes clés du
systeme de défense cellulaire contre les radicduesl La thioredoxine, retrouvée dans le
cytoplasme, est une enzyme agissant comme un gdéiok Elle permet en effet de créer des
ponts disulfures entre résidus cystéine afin dditxcla réduction des protéines. Enfin, la
GPX4 catalyse la réaction de réduction du peroxylgdrogene et permet donc la protection
des cellules contre les dommages oxydatifs. La-espeession de ces protéines dans les
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cellules Gorlin par rapport aux cellules normalsde donc sous-entendre une défaillance des

fibroblastes Gorlin dans la réponse au stress axyda

Une autre voie dérégulée est celle de la signalisade la voie WnT. Cette voie de
signalisation joue un réle important dans I'embmogse et la programmation cellulaire des
cellules souches vers la différentiation ou laifgchtion. La protéine caténirfd (CTNNB1 ;
ratio G/N = 1,402 ; p = 2,988 est surexprimée dans les fibroblastes Gorlinrgpport aux
fibroblastes normaux étudiés. Cette protéine faitip d’'un complexe de protéines constituant
les jonctions adhérentes, nécessaires a la régulddi 'adhésion et de la croissance cellulaire.
Des dérégulations dans I'expression de cette pr@tgont retrouvées au niveau de certains
cancers comme les médulloblastomes ou les cancariens. Une autre protéine de cette voie
retrouvée surexprimée est la S-phase kinase-atstgieotein 1 (SKP1 ; ratio G/N = 1,564 ; p
= 8,90E%). Cette protéine appartient au complexe SCF imgliglans la régulation de
'ubiquitination de protéines spécifiques permettpar la suite leurs dégradations par le
protéosome. Parmi les substrats de ce complexerewauve de nombreuses protéines
impliquées dans la régulation du cycle cellulatrdiedéveloppement. Enfin, la protéine WnT-
2b (WNT2B ; ratio G/N = 0,504 ; p = 1,03Fest sous-exprimée dans la lignée de fibroblastes
Gorlin par rapport a la lignée normale. Cette pr@t@ppartient a la famille des protéines WnT
et est donc impliquée dans le processus de dévatogmt comme la régulation de la croissance
cellulaire et la différentiation. De nombreusesdésidémontrent un lien entre cette voie de

signalisation WnT et la voie de signalisation SF24q, 218).

Enfin, un dernier exemple de voie dérégulée danigieée Gorlin étudiée par rapport a la
lignée normale a un niveau basal est celle du robsae du glutathion. Le glutathion est un
anti-oxydant trés puissant permettant de neutralese radicaux libres et donc de protéger
l'intégrité cellulaire. L'isocitrate déhydrogéna$ADP] est une protéine cytoplasmique
(IDH1 ; ratio G/N = 0,547 ; p = 8.31¥ qui est sous-exprimé dans la lignée Gorlin pppoat
a la lignée normale sans irradiation. Cette pret@ermet de catalyser la décarboxylation
oxydative de [lisocitrate 2-oxoglutarate. Il exisw@nqg isoformes localisés dans des
compartiments différents. L’isocitrate déhydrogéneggoplasmique retrouvée ici joue un réle
dans la production de NADPH, un coenzyme d’oxydocédn. Or, le NADPH est nécessaire
a I'oxydation du glutathion par la glutathion réthse.
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D’autres voies sont retrouvées dérégulés danghedi Gorlin GM01552 par rapport a la
lignée normale GMO00730 en absence d’exposition & mgonnements ionisants. C’est
notamment le cas de la voie du métabolisme du pyeye la glycogénése ou de la voie de

signalisation des MAPK.

B - Validation par western blot

Afin de valider les résultats obtenus par protéamjqous avons décidé de tester la quantité
de deux protéines par western blot. De par lew irdportant dans la défense anti-oxydante,
nous avons choisi de nous attarder sur la supeextigthutase [Cu-Zn] et la GPX4. La quantité
de ces deux protéines dans la lignée normale GMD@73a lignée Gorlin GM01552 a été
évaluée sans irradiation (Figure 42-A et B).

Ces resultats préliminaires permettent de confirceux retrouvés grace a l'étude de
protéomique. En effet, a nouveau, les genes SOEZf et GPX4 semblent étre sous-exprimés

dans la lignée GM01552 par rapport a la lignée GR800
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Figure 42: Etude de I'expression protéique de la superoxyddismutase [Cu-Zn]
et de la GPX4 dans la lignée normale GM00730, lagghée Gorlin GM01552 et la lignée
Hela, sans irradiation : A) quantification et B) images caractéristiquesCette étude a
été réalisée par western blot. La normalisatiotéaeffectuée grace a l'utilisation d’'un gel
stain free permettant la quantification des prasginotales dans chaque dép6t. Deux
expériences indépendantes ont été réalisées (n = 2)
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Le syndrome de Gorlin est une maladie génétiquecpeaue du grand public. En effet, avec
une prévalence estimée a 1 pour 60000 individus@renne, ce syndrome est classé parmi les
maladies rares. Aussi nommé nsevomatose basoce|uidie est transmise sous un mode
autosomique dominant. Bien qu’'une hétérogénéitétggure existe, le défaut présent chez ces
patients consiste majoritairement en une mutatiomisgeau du gen®TCH1 (93, 94). Le
produit de ce gene code pour une protéine transmagraioe jouant le role de récepteur du
ligand hedgehog. L’interaction entre ces deux astele la voie sonic hedgehog permet
I'activation de celle-ci menant a la modulationlddranscription de génes. Bien qu’a ce jour
toutes les cibles transcriptionnelles ne soientdeasites, certaines comme le géfECH1,
autorisant un rétrocontrole de la voie, ou encergéne codant pour la cycline D1, permettant
la régulation du cycle cellulaire sont connues. idega découverte, de nombreuses études ont
démontré le rdle crucial de cette voie de signaisaau niveau du développement
embryonnaire (113). Que ce soit chez les invertebodes vertébres, elle permet la régulation
spatiale et temporelle de la formation et de laratign de divers tissus dont le tube neural, les
poumons, la peau, le squelette axial, les deriessehembres (98, 118-120). Elle est, de plus,
cruciale au processus d’'organogénése en controt@aimment la croissance des doigts et
I'organisation du cerveau. Il a été démontré quiamie était inhibée chez I'adulte sain mais
gu’elle pouvait étre réactivée afin de permettreéigénération tissulaire, la prolifération et la
survie cellulaire (113). La mutation hétérozygateggénePTCH1 (ou de tout autre acteur de la
voie SHH) présent dans les cellules des patientinGantraine donc une activation aléatoire
de cette voie pourtant essentielle a un développeembryonnaire normal. Le phénotype des
patients présente donc de nombreuses anomaliesvdiodpement (83). Par exemple, on peut
citer les défauts squelettiques, les anomalies a®togiques comme les pits palmo-plantaires
ainsi que les anomalies oro-faciales comme les lukcdievres. D’autres symptémes
caractérisent le phénotype de ces patients. Et) #$f@ossedent aussi une forte prédisposition
a développer des carcinomes basocellulaires, ajos d’autres cancers comme les
médulloblastomes ou les rhabdomyosarcomes. Lesutgnmitanées représentent I'un des
critéres les plus évidents de diagnostic de la diakavec prés de 97% de malades atteints (86).
La survenue de ces tumeurs dés I'age de 20 anestfvec la situation de la population
générale ou ces cancers se développent généralempeas 60 ans. Ces carcinomes
basocellulaires sont des cancers cutanés se d@aalogpux dépends des kératinocytes présents
au niveau de la couche la plus superficielle deelau : I'épiderme. De plus en plus d’études

montrent I'importance du microenvironnement et noteent des fibroblastes, dans I'apparition
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de cestumeurs (171, 172). Bien que le syndroni&odkn ne soit pour le moment pas consideéré
comme étant une maladie d’hyper-radiosensibilité)IMet al. (91) ont apporté la preuve de
ce phénotype chez les patients Gorlin. En effet,elefants Gorlin traités par radiothérapie
présentent une augmentation significative du nondier&8CC dans le champ d’irradiation 6
mois a 3 ans apres traitement (91). En revanch#hdaotype radiosensible des cellules n’est
pas établi aussi clairement (173-175).

A la lumiére de toutes ces données, nous avonsdkmidé de travailler avec trois lignées de
fibroblastes primaires issus de patients atteintsysthdrome de Gorlin et une lignée issue d’'un
patient considéré comme sain. Cette derniére aé&léjamployée en tant que témoin dans de
nombreuses études et notamment dans celle de Nametsal. (219) portant sur les effets des
rayonnements ionisants. L’hyper-radiosensibilité ligmées GM01552 et GM02098 a déja été
démontré par Chaet al. (174). En revanche, aucune publication n’est tépen ce qui
concerne la troisieme lignée : GM03300. Le tessut®ie clonale a long terme nous a permis
de retrouver ce résultat d’hyper-radiosensibilitéde I'étendre a la derniére lignée. Nos
résultats, ainsi que ceux de nos collaborateurSHE#M Evry (Equipe M. MARTIN) ont aussi
révelé une large gamme de niveau de sensibilitéélemt parfaitement avec I'ampleur de
'anomalie présente au niveau de la protéine PTQitisi, la souche GM01552 possédant la
mutation la plus précoce au niveau du gene et darcprotéine tronquée plus précocément,
possede I'hyper-radiosensibilité la plus importatte phénotype d’hyper-radiosensibilité est
bien souvent associée a des défauts dans la régoxsmmages de 'ADN (DDR). En effet,
on peut citer plusieurs exemples comme celui desopees atteintes d’ataxia telangiectasia
(68, 69). Porteurs d’une mutation au niveau du g&hkl, ces patients possedent un défaut
dans la signalisation des cassures double brinraiggant aprés une irradiation ionisante. lls
présentent donc un phénotype d’hyper-radiosensilghractéristique. Dans le méme esprit,
des mutations du géne NBS1 codant pour une progsisentielle a la formation du complexe
MRE11-RAD50-NBS1 méne au syndrome de Nijmegen (8)ouveau, la défaillance de la
reconnaissance des cassures double brin induitdepeayonnements ionisants entraine une
hyper-radiosensibilité. Ces patients présentensiadiautres caractéristiques phénotypiques
communes a toutes les maladies présentant destsiéfada signalisation ou des réponses
effectives de la DDR comme une forte prédisposiéiarevelopper des cancers, ainsi que des
problémes neurologiques (68). Ces caractéristighesotypiques mises en paralléles avec
celles des patients atteints du syndrome de Goolis ont amené a questionner I'impact de la

mutation du gene PTCH1 sur la réponse aux domnaegg8ADN chez ces derniers. Tres peu
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d’études se sont intéréssées a ce lien : seuleBhétides ressortent lorsque I'on cherche
‘NBCCS + DNA damage response’ sur le site de Pubmed
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) et 28 avechegts clés ‘NBCCS + DNA repair’.

Afin d’avoir une vue d’ensemble des systemes dargén, nous avons décidé de continuer
la caractérisation cytotoxique des fibroblastesdige étude. Nous avons donc poursuivi les
tests de survie a long terme en étudiant I'impactlifférents stress physiques ou chimiques
menant a différents dommages a I’ADN et donc a Gbilisation de différentes voies de
réparation.

L’impact de la mutation présente au niveau du gé&feH1 dans les fibroblastes Gorlin sur
les voies de réparation des cassures double bsmremieres suspectées au vue du phénotype
d’hyper-radiosensibilité, a été testé a I'aide datiress chimique générateur de cassure double
brin pur : la bléomycine. Contrairement aux rayonasts ionisants, ce stress chimique va donc
mettre en jeu les voies de réparation des casdotdse brin de 'ADN : la voie de réparation
par suture non homologue et la voie de réparatawrgcombinaison homologue, en fonction
de la phase du cycle cellulaire dans lequel sevérda cellule au moment de la survenue du
dommage. Notre étude n’a pas permis de mettre ider&e de sensibilité des lignées Gorlin
par rapport a la lignée normale révélant ainsinatb@ble bon fonctionnement de ces deux voies
de réparation. L'étude de la disparition des f@dPAX par nos collaborateurs (Equipe M.
MARTIN d’Evry et Equipe J. LAMARTINE de Lyon) a penis d'étudier la réparation des
cassures double brin de ’'ADN. Aucune difféerenca été observée en terme de cinétique de
réparation entre la lignée normale et les troiedgs Gorlin menant a la conclusion d’'une
absence de différence au niveau de cette actiMité.nouveau protocole de traitement :
I'éléctrochimiothérapie a base de bléomycine aesti& chez trois patients atteints du syndrome
de Gorlin et présentant des carcinomes basoce#alabn résécables de par leurs localisations
et leurs tailles (220). Cette molécule chimiqueprnesente donc pas d’effet négatif comme la
radiothérapie pour ces patients.

Les rayonnements ultraviolet B entraineront prial@ment I'apparition de CPD mettant en
jeu le systéme de réparation par excision de ntide Tout comme Brellieat al. (179), nous
n‘avons pas mis en évidence de sensibilité a esstlans nos trois lignées de fibroblastes
Gorlin par rapport a la lignée normale. En revanctans leur étude, Applegageal.,(177)
décrivent une sensibilité a ce stress exogene efast ils discutent de la possibilité que leurs
lampes émettent aussi des rayonnements ultravidlet®r, ces deux rayonnements UV

entrainent des dommages différents a ’ADN. Notrayse de la réparation des CPD par HPLC
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couplée a la spectrométrie de masse en tandemanpesnis de nous assurer qu'il N’y avait
pas de différence entre les lignées Gorlin étudééslignée normale. Nous avons donc décidé
de tester l'impact des rayonnements ultraviolet L&s UVA, connus pour générer des
dommages a 'ADN grace a la production de ROS g|éitrainent vont donc mener a la
formation préférentielle de cassures simple brioxytlation de bases ainsi que de diméres de
pyrimidines (17, 20). lls méneront donc a la mahition des voies de réparation par excision
de bases pour la réparation des cassures simpletdes bases oxydées ; et de la voie de
réparation par excision de nucléotides pour laredmm des diméres de pyrimidine. Nos
résultats vont dans le sens d’'une sensibilité ieellastes Gorlin a ce stress, expliquant en
méme temps, tout du moins en partie, le phénotypeopensible retrouvé par I'équipe
d’Applegateet al. (177) aprés une irradiation UVA et UVB. Ces rayameets ultraviolets,
tous deux composants du spectre solaire, ont géteiment impliqués dans I'apparition des
carcinomes basocellulaires (158). Il est fortememtommandé aux patients Gorlin de se
protéger du soleil, afin de limiter I'apparition des cancers cutanés. Toutes les données des
études de survie clonogénique mises en paralléfablent indiquer que la voie NER n’est pas
impactée par la présence de la mutation du B&@#i1. En revanche, elles nous permettent de
suspecter une possible défaillance de la répargi@wnexcision de bases au niveau de ces
cellules de peau chez les patients Gorlin. En eftails les stress menant a I'activation de cette
voie (rayonnement ionisant et UVA) ménent a desnpthyes de sensibilité cellulaire. En
revanche, les autres stress testés (UVB et bléom)yne faisant pas intervenir la voie BER, ne
semblent pas entrainer de sensibilité particuliere.

Nous avons donc décidé de focaliser notre attestiotiétat du systéme de réparation associé
aux bases oxydées, aux sites abasiques et auxasmssuple brin, le systeme BER. D’un point
de vue transcriptomique, la sous-expression deajanté des acteurs testés est observée. En
effet, 18 génes sont retrouvés sous-exprimés su2detestés. Toutefois, I'effondrement est
particulierement marquant au niveau des glycosyldaeBER. La glycosylase MYH, ainsi que
la glycosylase bi-fonctionelle OGG1 apparaisseute® les deux sous-exprimées dans les trois
lignées Gorlin étudiées par rapport a la lignéanade a I'état basal sans stress exogene. Ces
deux acteurs de la reconnaissance de la Iésiom@daxine sont aussi retrouves réduits apres
les trois doses de rayonnements ionisants test@ssrésultats transcriptomiques ont pu étre
confirmés d’un point de vue activité a l'aide degphoices réparation. En effet, sur ces tests
miniaturisés (199), l'activité d’excision-resyntleédes lésions associées a la reconnaissance

par la glycosylase OGG1l apparait comme drastiquerdeninuée, dans deux lignées
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cellulaires sur les trois étudiées. Apreés expasiiaine forte dose de rayonnement ionisant, il
est intéressant de noter que I'étude de transeniites genes et I'étude d’activité mettent en
évidence une sous-expression et donc une dimindtamtivité pour les glycosylases étudiées
dans la lignée normale. En revanche, concernafigleses Gorlin, il apparait que ces résultats
ne présentent globalement pas de différence sigtiffie entre le niveau basal et le niveau post-
irradiation. Il est toutefois important de se saquvgue ce niveau basal dans les cellules Gorlin
est faible par rapport & celui des cellules norsal¥es études ont démontré qu’une faible
expression d'OGG1 pouvait entrainer une accumulatiespéce réactive de I'oxygene (ROS)
menant & laugmentation des lésions 8-o0xoG (201).20e MitoSOXM, un colorant
fluorogénique ciblant spécifiguement I'anion supgde produit au niveau mitochondrial,
nous a permis de vérifier la production de ce R@Bsdes fibroblastes de notre étude. Les
résultats démontrent qu’il 'y a pas de différestatistique que ce soit au niveau basal, ou
apres différentes doses d’irradiations dans la tijgathanions superoxydes présents dans les
mitochondries de deux lignées sur les trois étedieus avons ciblé la production de ce ROS
au niveau mitochondrial car étant polarisé, I'ansuperoxyde ne peut pas traverser les
membranes hydrophobes de la mitochondrie ou illesROS le plus abondant, sauf en
empruntant les canaux anioniques (200). La faikpeession de la glycosylase bi-fonctionelle
OGG1 n'entrainerait donc pas d’accumulation de @SR niveau basal. Toutefois, il est
possible que cette diminution dOGG1 impacte ladption ou I'accumulation des autres
especes réactives de I'oxygene comme le peroxyagdbgene ou le radical hydroxyl. En
effet, trés instable, 'anion superoxyde se disnmapeédement en peroxyde d’hydrogene@k)

a l'aide des superoxydes dismutases (SOD) (221)adeal hydroxyl peut par la suite étre
formé via une réaction de Fenton faisant intervEHisO. et un ion de cuivre (I) libre (222).
Cependant, les rayons UV par rupture homolytiqué'adrl, les ultrasons par cassures des
liaisons de I'eau et les rayonnements ionisantgaudiolyse de I'eau sont également capables
de générer ce radical hydroxyl (223). Or, contragat a I'anion superoxyde, ce radical est
considéré comme étant tres réactif vis-a-vis detesyes biologiques et notamment de 'ADN
ou il entrainera des dommages oxydatifs (224). &pr@osition a des rayonnements ionisants,
les trois lignées Gorlin réagissent de maniererbgéhe : la production d’anions superoxydes
va fortement augmenter dans la lignée GM01552 sagde la lignée GM02098 conserve un
niveau relativement stable. Enfin, un autre réléat@on superoxyde est a prendre en compte :
il permet le déclenchement de la voie intrinséqeel’dpoptose en facilitant la sortie du

cytochrome C de la mitochondrie (225).
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La glycosylase UNG et I'endonucléase APE1 sonsellgssi retrouvées drastiquement sous-
exprimées dans les trois lignées Gorlin par rappde lignée normale au niveau basal. La
premiére est la glycosylase permettant de cliveratile présent dans I'ADN, la deuxiéme
autorise le clivage de la liaison phospho-diestef AIDN laissant un hydroxyle 3’-OH et un
5’-phosphate terminale libre. Le lien entre cesxdacteurs de la voie de réparation BER et la
radiosensibilité a pu étre confirmé (203, 204).dvadt al. (204) démontrent en effet qu’une
inhibition d’APE1 a l'aide de siRNA entraine unemiliution de la radiorésistance. Il est
intéressant de noter que la radiorésistance ceudst proportionnelle a la quantité d’APE1
présente (204). Ainsi, la diminution que nous obses au niveau basal dans les lignées
cellulaires que nous étudions pourrait donc ergrdnphénotype de radiosensibilité visible au
niveau cellulaire et plus généralement au niveallodganisme. A nouveau, la réponse aux
stress radiatifs semble étre plus forte au nivealadignée normale pour laquelle il y a une
sous-expression de ces genes apres irradiatiorreeamche, I'expression est globalement
similaire pour les trois lignées de fibroblastesmpires Gorlin sans et avec irradiation
démontrant une absence d’adaptation de ces lignaesstress ionisant. Outre son role dans la
réponse cellulaire face a un stress oxydant, ARERu@ssi engagé dans de nombreux autres
processus cellulaires comme la transcription gémida prolifération ou la mort cellulaire
(226).

Nos expériences de PCR en temps réel n'ont pasemigvidence de détérioration de
I'expression génique de la polymérfisgans les lignées Gorlin par rapport a la lignéenade
gue ce soit a un niveau basal ou apres les diti&saioses de rayonnements ionisants testées.
Toutefois, dans leur étude, Solebhl. (205) démontrent qu'une délétion de cette polysera
peut mener a des défauts de réparation par exasibases et une hyper-sensibilité aux agents
alkylants. L’étude de I'activité d’excision-resygse a l'aide des puces plasmides de la startup
LX Repair nous informe que les Iésions alkylanta# snoins efficacement réparées dans deux
lignées Gorlin sur les trois étudiées. Comme précgdent, la lignée possédant l'activité
d’excision-resynthese la plus proche de la lignéemale est la lignée GM02098 présentant
I'hyper-radiosensibilité la moins forte. A nouveairéponse a l'irradiation est plus forte dans
la lignée normale que dans les lignées Gorlin éagliou les ratios obtenus ne sont pas
significativement différents.

Enfin, I'expression du géne codant pour XRCC1 dst aussi significativement diminuée
dans les cellules Gorlin. Dés 1998 (206), ce geagealécrit comme jouant un role dans la

radiosensibilité cellulaire suite a une expositiotles rayonnements ionisants.
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En revanche, le lien entre I'expression de la bgaet la radiosensibilité a été tres peu étudié.
Toutefois, deux lignées Gorlin sur les trois étadi@résentent une diminution de I'expression
de cette ligase.

L’addition de l'effondrement de I'expression deyagisylases du BER associé a la forte
diminution de l'activité d’excision-resynthese désions gérées par ce systeme de réparation
nous menen a conclure a une déficience de ceteearbniveau des fibroblastes de patients
Gorlin. Les cellules de ces patients sont donc mdquipées pour faire face aux bases
endommagées résultant de petites altérations ch@migomme les bases oxydées ou les
cassures simple brin. Ceci pourrait donc expligtert du moins en partie, le phénotype de
sensibilité aux UVA et aux RI décrits dans les déiga Gorlin. Toutefois, I'absence
d’augmentation de la production de I'anion supedexgians les lignées Gorlin par rapport a la
lignée normale nous autorise a penser que le prabtke fond chez ces patients n’est pas la
surexpression de I'anion superoxyde. En revanchegponse hétérogene de ses lignées au
niveau de la production de ses ROS apres irradiggnt étre corrélée avec la radiosensibilité
(Equipe M. MARTIN d’Evry et Equipe J. LAMARTINE deyon). Plus la cellule sera hyper-
radiosensible, plus elle produira d’anions supedesy Il en va de méme avec l'activité
d’excision-resynthese des Iésions du BER. Or, haeigtation de ROS dans la mitochondrie va
mener a l'augmentation des dommages a I'ADN et pladiculierement a des dommages
oxydatifs normalement pris en charge par la voieégaration par excision de bases. Or, la
voie BER est drastiquement impactée au niveau leashinc apres irradiation, menant a une
déficience dans la réparation des dommages oxgd&tis résultats pourraient donc permettre
d’expliquer la prédisposition aux cancers des p#ieGorlin et plus particulierement
'augmentation de la survenue des BCC apres ragtiagie dans le champ d'irradiation (91).
L’effet de lirradiation que nous avons décrit jusgla est toujours supérieur dans la lignée
normale par rapport aux lignées Gorlin démontraet faible adaptation de ces lignées mutées
au stress. Nos expériences n'ont pour le momenp@anis de mettre en évidence le moyen
mécanistique reliant cet effondrement du BER etnlatation PTCH1. Toutefois, c’est la
premiere fois qu’un lien entre la voie de réparaB&R, I'hyper-radiosensibilité et la mutation
du gendPTCH1 présente dans les cellules Gorlin est mis en acile

Enfin, I'étude protéomique que nous avons menédaslignée GM01552 par rapport a la
lignée normale GM00730 sans irradiation a permisédéler des dérégulations majeures au
niveau des voies de régulation du stress oxydadt ehétabolisme du glutathion. Il semble

d’apres cette étude que la lignée de fibroblastdifGeétudiée ici présente une baisse de
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régulation de la réponse au stress oxydant. En, éffds de ces protéines majeures sont
retrouvées sous exprimées : la superoxyde dismugaetbéorédoxine ainsi que la phospholipid-
hydroperoxide glutathione peroxydase. Etant I'ues dnzymes clés du systéme cellulaire
contre les radicaux libres, la superoxyde dismuizeenet de catalyser la dismutation du
superoxyde en dioxygene et peroxyde d’hydrogene.thiarédoxine, retrouvée dans le
cytoplasme est une enzyme agissant comme un ad#dokyElle permet en effet de créer des
ponts disulfures entre résidus cystéine afin dditexcla réduction des protéines. Ce systéme
antioxydant fait aussi intervenir la NADPH ainsiega thiorédoxine réductase (227). Enfin, la
GPX4 catalyse la réaction de réduction du peroxyldgdrogene et permet donc la protection
des cellules contre les dommages oxydatifs. A nireaissance, aucune étude n'a jusqu’'a
présent été menée pour étudier le role du stregdaok dans des cellules issues de patients
Gorlin. Ce role semble toutefois étre lié au systelm défense anti-oxydant de la cellule, ainsi
gu’a la régulation de I'apoptose via la voie inb@éque de signalisation. Ainsi, la dérégulation
de la voie SHH présente dans les lignées Gorlimrpdulonc impacter la défense anti-oxydante
de la cellule. La dérégulation de cette défensetreofes radicaux libres, prévenant
habituellement les dommages oxydatifs (228), peuccentrainer une augmentation de ces
derniers. Couplées a l'effondrement de la voie éwmaration des bases oxydées, BER, ces
données permettent de mieux appréhender 'augnmmtdés carcinomes basocellulaires et
plus généralement des cancers chez les patientis Gerlien direct entre BER, stress oxydant
et fibroblastes Gorlin n'avait jamais été mis efdéxce jusqu’a maintenant.

Il est intéressant de noter qu’une dérégulatiomdtabolisme du glutathion est aussi mise en
exergue par cette étude protéomique. Cet enzyméaestoxydant majeur de la cellule,
permettant la neutralisation des radicaux libres.phospholipid-hydroperoxide glutathione
peroxydase (GPX4) joue un réle important dans leabwisme de cet anti-oxydant. La sous-
expression de cette enzyme ainsi que l'isocitréeydrogénase [NADP] dans la lignée de
fibroblaste Gorlin étudiée semble indiquer une ¢mide cette défense antioxydante. En effet,
lisocitrate déhydrogénase [NADP] joue un rble démgroduction de NADPH nécessaire a
'oxydation du glutathion par la glutathion rédws#a Le NADPH est aussi nécessaire a la
réduction de la thiorédoxine par la thiorédoxirguaetase. En ce qui concerne le role de GPX4,
'étude de Yantt al. (229) a démontré que les cellules dérivées desshatérozygotes pour
cette protéine présentaient une sensibilité acuMeayonnements ionisantainsi gu’au stress
oxydant. Or, cette diminution d‘expression de IaXx@Re retrouve dans les cellules de patients

Gorlin présentant elles aussi une hyper-radioséeisib
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L’hyper-radiosensibilité est bien souvent un phgpetpouvant étre relié a un défaut dans
'une des voies de réparation des cassures douinle ka voie de réparation par suture non
homologue et |la voie de réparation par recombimaigmnologue. Bien qu’une sous-expression
globale puisse étre présumeée, la réponse des $igBédin de notre étude apparait plus
homogene que lors de notre étude des géenes duTREEefois, trois génes sont statistiquement
régulés a la baisse dans les lignées Gorlin pgrora@ la lignée normaleKu80, RAD50 et
XPC. Ku80, impliqués dans le complexe hétérodimérifuecontenant aussi la sous-unité
Ku70, se lie aux extrémités des cassures douleebnpermet d’initier la voie de réparation
par suture non homologue. Dans leur étudestal. (207), ont relié une augmentation de la
sensibilité cellulaire aux rayonnements ionisante@sous-régulation de I'expression de Ku80.
Trés peu d’études portent sur I'impact d’'une délamn de I'expression de RAD50 seule. En
effet, ce gene code pour une protéine appartenacbplexe MRN, c’est donc le rble de
'ensemble de ce complexe qui est étudié pour ohéber si il y a un lien avec I'hyper-
radiosensibilité. Kurodat al. (208) ont mis en évidence qu’une inhibition decoenplexe
entrainait une hyper-radiosensibilité.

En revanche, le lien entre I'expressiondRC, acteur du NER et la radiosensibilité a été peu
etudié. En effet, les études portant sur XPC éntdeeplus souvent le lien entre un défaut de
cette protéine et une potentielle hyper-photosdiisibT outefois, récemment, il a été montré
gue XPC jouait aussi un réle important dans la deieéparation par excision de bases (BER).
L’étude de D’Erricoet al. démontre ainsi I'hypersensibilité des cellules XB@x agents
oxydants (230). La diminution significative de lession du gen€PC dans les fibroblastes
Gorlin que nous étudions a la fois au niveau basals aussi apres irradiation, nous permet
donc d’'imaginer une défaillance des voies NER olrRIans ces cellules. Toutefois, I'étude
de la réparation de CPD suite a une expositior At nous permet de réfuter cette hypothese.
La voie NER n’est pas affectée dans les lignéedirsgue nous étudions. Ce résultat va dans
le méme sens que I'étude de Vadiral. (170) et met en exergue une nouvelle fois la défeie
de la voie de réparation par excision de bases. jg@&€également un rble dans la coordination
de la réparation de I'ADN et de I'activation deseckpoint de cycle cellulaire a travers
I'interaction directe de XPC avec les protéines A@IVATR (231). En effet, dans les cellules
n’exprimant pas XPC, la phosphorylation d’ATM eAdR et donc par prolongement de Chk1l
et Chk2 est significativement réduite entrainamtcdane réponse défaillante de la cellule a une
irradiation UV. Nous avons donc poursuivi notredéten nous intéressant aux autres réponses

effectives de la DDR, ainsi qu'a la signalisatioe de dernier. D'un point de vue
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transcriptomique, une tres forte sous-expressiantidés genes appartenant a la signalisation
de la DDR a été observée. Le transducteur ATM peamida signalisation des cassures double
brin est retrouvé sous-exprimé non seulementat esal mais aussi apres les différentes doses
de rayonnements ionisants testé dans les troiédgy@orlin par rapport a la lignée normale.
De méme, le génATR permettant la signalisation des cassures simjbedst dérégulé a la
baisse a I'état basal et aprés irradiation dandigeges Gorlin testés. Ces deux données
permettent de souligner I'impact de la mutation PILGur la signalisation des cassures de la
molécule d’ADN. Une étude a démontré que la pediimb d’ATR pouvait conduire a une
fragmentation chromosomique et a une létalité eorborgire précoce chez des souris (210,
211). De plus, Barzilat al. (212) ont mis en évidence un lien entre une d&fime en ATM et

la régulation des ROS au sein de la cellule. Orgdficience retrouvée ici entraine une
dérégulation que nous avons déja évoquée dansdagiron de I'anion superoxyde au niveau
des lignées Gorlin aprés exposition a des rayonnennanisants. En plus de cela, ATM et ATR
sont des régulateurs clés de la réponse aux donsntegADN dont dépend la stabilité du
génome (213). Ainsi, la dérégulation des geAdd! et ATR retrouvée ici entraine une
instabilité génomique dans les fibroblastes Gaglim a été démontré par nos collaborateurs
(Equipe M. MARTIN d’Evry et Equipe J. LAMARTINE deyon). Cette instabilité génomique

a déja été corrélée avec I'apparition de cancel@jroisieme géne testé, celui codant pour la
protéine p53 est lui aussi retrouvé fortement sogsimé au niveau basal et aprés I'exposition
des cellules a différentes doses de rayonnememiaitts. De nombreuses études démontrent
un lien entre p53 et cancérogéenese. Cette progamdienne du génome, possede de multiples
réles dont la régulation du cycle cellulaire, lpagation de ’ADN ou I'entrée en apoptose (45).
Elle peut aussi étre activée par les facteurs ATKITER. De plus, XPC peut aussi jouer un role
dans le processus d’entrée en mort cellulaire progrée (232). Nous avons donc voulu savoir
si cette forte sous-expression o3 et deXPC entrainait des défauts au niveau de la mort
cellulaire programmée. D’aprés nos expériences agumage a I'annexine V et a l'iodure de
propidium, aucune différence significative n’estoavée entre les lignées Gorlin et la lignée
normale au niveau basal ou apres difféerentes ddsasyonnements ionisants. Ce résultat
démontre que l'apoptose n’est pas impactée par dtatiron PTCH1, contrairement aux
différentes voies de réparation de 'ADN dans aégsées. Finalement, nos collaborateurs se
sont intéressés a la régulation du cycle cellulairent pu mettre en évidence un défaut des

phases G2/M dans les cellules Gorlin. Toutes cesé&ks menent a I'idée d’'une dérégulation
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globale de la signalisation des dommages a ’ADNaatant plus particulierement les voies de
réparation de I'’ADN spécialisées dans le stresslaniy

L'utilisation de I'étude par protéomique nous asayermis de mettre en évidence d’autres
défauts d’expression protéique au niveau de lakgaorlin GM01552 par rapport a la lignée
normale sans irradiation aux rayonnemenisa voie WnT est retrouvée dérégulée a travers la
modification de I'expression de trois protéinesscléla caténinggl ; la S-phase kinase-
associated protein 1 et la protéine Wnt-2b. Lareag$1 fait partie d'un complexe de protéines
constituant les jonctions adhérentes, nécessérecgulation de I'adhésion et de la croissance
cellulaire (233). Il est intéressant de noter ges dérégulations dans I'expression de cette
protéine sont retrouvées dans de nombreux cancamne les médulloblastomes (234), aussi
présents chez les patients Gorlin. De plus, ndslmmiateurs ont noté une augmentation de
'adhérence des fibroblastes Gorlin par rapport fdlanoblastes normaux, que nous retrouvons
aussi dans nos cultures. En effet, en observanmauwoscope, les fibroblastes Gorlin
apparaissent plus étalés et plus gros que ledfdstes normaux. La quantification du nombre
de cellules a confluence dans une flasque 75démontre le méme phénoméne. La protéine
SKP1 appartient au complexe SCF (SKP1-CUL1-F-Bamtdtn) impliqué dans la régulation
de l'ubiquitination de protéines spécifiques petargt par la suite leurs dégradations par le
protéosome. Parmi les substrats de ce complexerewauve de nombreuses protéines
impliquées dans la régulation du cycle cellulagtans la réplication de 'ADN et dans le
développement (235). Une sur-régulation aberraateettains composants de ce complexe a
pu étre reliée a de nombreux cancers, dont notamegenancers de la peau (236). Enfin, une
derniére protéine appartenant a la signalisationT Wst retrouvée sous-exprimée dans les
cellules Gorlin par rapport aux cellules normatgsst la protéine WNT2B. Cette protéine fait
partie de I'une des voies d’induction WnT impliqudgns les processus de développement
comme la régulation cellulaire et la différentiatio'implication de cette protéine dans
'apparition des cancers et notamment des carcisopasocellulaires a été démontrée par
Bonifaset al. (237). En effet, dans leur étude, ils démontrem sur-expression du transcript
codant pour WNT2B au niveau des carcinomes bastaeds, contrairement a sa faible
présence au niveau de la peau. Cette étude n'e$h gaule a mettre en évidence en lien entre
la voie WnT et la voie de signalisation sonic héudgemutée dans les cellules de patients Gorlin
(217, 218, 238).

A la lumiere de toutes ces informations, nous paswbnc supposer que les fibroblastes issus

de patients atteints du syndrome de Gorlin poss$euam seulement une mutation du gene
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PTCH1 menant a une activation aberrante de la voie SHhis gue cette mutation impacte
aussi d’autres voies de régulation cellulaire dantoie de réparation de '’'ADN par excision
de bases. Couplées a un effondrement de la dédmtisexydante de la cellule, ces données
permettent de mieux appréhender le phénotype ditspisition aux cancers présents chez les
patients Gorlin.

En combinant tous ces résultats, nous sommes eaorendg proposer un modeéle pour

expliquer le phénotype des patients Gorlin (FigiBe

Syndrome de Gorlin
Mutation PTCH1

.

Activation aléatoire de la

voie SHH

/

Perturbation de 1la DDR

Diminution des défenses
l anti-oxydantes

Instabilité génomique

Baisse du systéme

BER

\

Défauts du développement Dommages oxydatifs CANCER

Figure 43 : Modéle d'explication de I'apparition du phénotype des patients
Gorlin. Les patients atteints du syndrome de Gorlin pos#ade mutation du gergTCH1
(ou de l'un des acteurs de la voie de signalisationic hedgehog). Cette mutation va
entrainer I'activation alétaoire de la voie de alggation hedgehog (SHH). Or, il a été montré
gue cette voie jouait un réle trés important daes développement cellulaire et
I'embryogenése. Cette fonction permet I'explicatitenl’apparition des nombreux défauts de
developpement des patients (anomalies costalesfication des tissus mous...). Notre
étude a permis de mettre en évidence que la présimcette mutation au niveau du géne
PTCH1 entrainait la perturbation de la réponse aux dogeside 'ADN et un effondrement
du systéme de réparation par excision de bases)(BERiplée a une baisse de la défense
anti-oxydante, la réparation des dommages oxyladst donc impactée menant a
I'apparition de cancers et notamment de carcindmasscellulaires. L'instabilité génomique
retrouvée par nos collaborateurs (Equipe M. MARTdN CEA d’Evry et Equipe J.
LAMARTINE a Lyon) va aussi dans le sens d’une augtaton de I'apparition des cancers.
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Dans cette étude, nous nous sommes intéressdtehde la dérégulation de la voie
sonic hedgehog sur la réponse aux dommages de I'&fidNle mieux comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires conduisanedyper-radiosensibilité et a une
prédisposition élevée aux divers cancers chezdésmis Gorlin. Pour ce faire, des
fibroblastes de patients atteints du syndrome ddirGont été utilisés en tant que
modele d’étude. En effet, ces cellules possedeminutation du geneTCH1, acteur
essentiel de la voie SHH entrainant une activatdéatoire de cette voie de
signalisation jouant un rdle primordial dans le aéppement cellulaire,
'embryogenese ainsi que I'organogénese. Les defautniveau du développement
retrouvés chez ces patients sont donc facilemalplelia cette mutation. Toutefois, les
patients Gorlin souffrent aussi d’'une forte prédspon a développer des cancers et
plus particulierement des carcinomes basocelldaies travaux ont permis de mettre
en évidence une perturbation de la réponse aux @gesnde '’ADN passant par une
sous-régulation de I'expression génique des sessamme ATM et ATR. Jouant un
réle fondamental dans la balance survie/mort cahel I'expression de53 est aussi
retrouvée fortement diminuée. Toutefois, I'analylee 'apoptose n'a pas révélé de
différence entre la lignée normale et les lignéeslits étudiées. Allant dans le sens
d’'une modulation de la réponse aux dommages deNAlbs collaborateurs (Equipe
M. MARTIN et Equipe J. LAMARTINE) ont retrouvé ungérégulation du cycle
cellulaire en mettant en évidence un défaut desgsh&2/M dans les cellules Gorlin.
De plus, une dérégulation de la défense anti-oxgddes fibroblastes Gorlin a aussi
éte retrouvée. Mise en parallele avec la baissyshéme de réparation par excision de
bases (BER), la réparation des dommages oxydaifsienc impactée menant a
'apparition de cancers et notamment de carcindmasscellulaires. Toutefois, I'étude
des autres voies de réparation a aussi permis tteene@ évidence une absence de
modulation de la cinétique de réparation des dimmdegpyrimidines pris en charge par
la voie de réparation d’excision des nucléotideERN Plus globalement, I'étude
protéomique que nous avons pu mener nous a peendsgsiner une modulation plus
globale de la physiologie cellulaire. Le métaboksdu glutathion, mais aussi la voie
WnT sont retrouvés modulés dans la lignée Gorlidiée par rapport a la lignée
contrOle. Le premier joue un rble dans la protectellulaire face au stress oxydant
démontrant une nouvelle fois la perturbation deysteme de protection de l'intégrité

cellulaire. La voie de signalisation WnT, quantli&,goue un réle important dans
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'embryogenese et la programmation cellulaire deslules souches vers la
différentiation ou la prolifération. Ainsi, une natibn d’'un des acteurs de la voie de
signalisation sonic hedgehog entraine la pertwbate la voie WnT, allant a nouveau
dans le sens de l'apparition de défaut du dévelmppé présents chez les patients
Gorlin.

Cette étude a été menée sur des fibroblastes etddesrkératinocytes, siege de
I'apparition de ces cancers cutanés. Bien que bigmce du microenvironnement
dans I'apparition des tumeurs ait été apportéephaieurs études, il serait tout de
méme intéressant d’étudier la réponse moléculdimekulaire de ces cellules d’'un
point de vue basal et apres exposition a des ra&yoants ionisants. Ce genre d’analyse
pourrait étre complémenté par I'étude de peau agite en 3 dimensions. Ce systéme
de culture permet, en reconstruisamivitro ce qu’il se passe vivo, d'étudier les
cellules responsables de la genese des BCC dansneimonnement direct. Ainsi, il
serait plus facile de comprendre le phénotype daigposition aux carcinomes
basocellulaires observables chez les patientsataisyndrome de Gorlin.

Afin de vérifier I'impact de la dérégulation devaie BER dans les fibroblastes issus
de patients atteints du syndrome de Gorlin, ilisémgeressant de tester I'effet d’'une
surexpression d’'un de ces acteurs, ou bien d’'useedeymes anti-oxydantes sous-
exprimeées. Si cette expérience permet de mettrévielence une restauration de la
sensibilité cellulaire a I'exposition aux rayonneitgeionisants, alors un traitement en
thérapie génique ou bien a base d’anti-oxydantrpdugtre étudié pour permettre de
rétablir un phénotype normal, ou tout du moins gusche de la normale, chez les
patients atteints de ce syndrome.

Une autre question qui est au cceur de ces travaugatherche est celle des effets
biologiques des faibles doses de rayonnementsaiotsi€t le risque de cancers qui en
découlent. L’étude de la survie clonale des fibmstds Gorlin apres irradiation a une
faible dose révele un accroissement de la mort&iééte hyper-sensibilité aux faibles
doses de rayonnements ionisants n’'avait encoreiga@@ décrite. Elle confirme le
risque que courent ces individus s'’ils devaierd éposés a des faibles doses dans un
contexte environnemental ou médical.

Enfin, tout au long de cette étude, nous nous s@rpniacipalement intéressés a
I'effet des rayonnements ionisantsur les fibroblastes de patients Gorlin. Or, été&

prouveé que les rayonnements UVB et UVA, tous deampmosants du spectre solaire,
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menaient a I'apparition des carcinomes basocelkdaiAinsi, il serait intéressant
d’étudier la réponse aux dommages de 'ADN suiten@ exposition aux UVA ; nos
études n'ayant pas montré de sensibilité des esli@brlin aux rayonnements UVB.
Pour finir, I'un des objectifs ultimes de notredahtoire est I'identification de facteur
biologique ou pharmacologique pouvant moduler kgsonses aux dommages de
'ADN. La découverte de biomarqueur protéique pauvaredire la radiosensibilité
permettrait d’identifier facilement les personnadiosensibles autorisant une meilleure
adaptation des techniques d’'imagerie médicale sutdétements par radiothérapie
pour ces patients afin d’éviter les effets inddsea a long terme. De plus, la découverte
de ce genre de facteurs constituerait une ciblapeéitique des cancers radiorésistants
comme les glioblastomes ou encore une cible préeepbur les personnes souffrant
des effets indésirables de la radiothérapie. Enfidentification de voies de
signalisation responsables de la modulation déparation de '’ADNpourraient étre
utilisées a visée thérapeutique ou préventive edasr maladies engendrant une baisse

de réparation.
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| - Matériels

Les lignées primaires humaines de fibroblastessééb lors de ces études sont des
cellules provenant de I'institut Coriell pour lacherche médicale (Coriell Institute for
Medical Research).

Les caractéristiques biologiques de ces lignéet repertoriées dans le Tableau 7.
Chacune des lignées Gorlin posséde donc une nmutapécifique menant a la
production de protéines différentes. Le positioneenades mutations au niveau du géne

PTCHL1 est récapitulé sur la Figure 44.

Changement  Effet sur

Age . Exon i Séquence de
Nom Sexe i Origine ) de transcrit/ o
(année) affecté o . référence
nucléotide protéine
Institut
GMO00730 F 45 .
Coriell

Institut © Exonl @ c91del T* :Décalage du cad NM1083603

GMO01552 M 27 ,
Coriell = 5" UTR -258 del T de lecture NM108602
Institut ISV 17 +1 .

GMO02098 M 31 ) Intron Erreur d'épissage NM_000263
Coriell G>C
Institut c1168 G>A Décalage deadre

GMO03300 F 11 _ Exon 8 NM_000263
Coriell c1170 delC de lecture -

Tableau 7: Caractéristiques des lignées primaires utilisédsrs de cette
étude. Toutes les cellules de cette étude proviennenirdsiiut Coriell. Les trois
lignées Gorlin possédent une mutation au niveagéhePTCH1. C’est la lignée
GMO01552 qui possede la mutation la plus précocs, Par ordre croissant vient
la lignée GM03300 et enfin, la lignée GM02098.
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Figure 44 : Positionnement des mutations présentes au seirgllignées
Gorlin de notre étude.Plus la mutation est proche du 5’ terminal, plupriatéine
produite sera courte.
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Il - Méthodes

A - Culture cellulaire

1) Passage, maintien et récolte

Les lignées cellulaires sont cultivées dans duemiDMEM Glutamax (4,59 Glu ,Pyr,
Invitrogen) complémenté a 10% en Sérum de veaddd3&F) (HyClone , Thermo
Scientific) et en 100X pénicilline/streptomycinen\itrogen). Les cellules sont
cultivées dans des incubateurs & 37°C et enribbtb &n CQ.

Afin de pouvoir garantir aux cellules suffisammendtespaces pour leur
développement et obtenir une quantité suffisantealkiles pour nos études, ces
derniéres sont passées une fois par semaine. elayutes cellules sont d’abord rincées
a l'aide de PBS (Invitrogen) puis trypsinées adéade 2 mL de trypsine-EDTA (0,5
g/L trypsine, 0,2 g/L EDTA ; Invitrogen). Les cdlig vont alors se décoller. Puis,
I'action de la trypsine est arrétée avec du mitieculture. Aprés comptage des cellules
au compteur automatique (Countess - Invitrogeninamuellement a l'aide de lame
Kova®, les cellules sont ensemencées a raison de 180@sknt dans de nouvelles

flasques (Corning CellBirfd- Life Technologies).

2) Conservation

Les cellules sont régulierement congelées pourraintien au sein du laboratoire.
Pour cela, les cellules sont trypsinées, comptées gentrifugées a 400g pendant 5
min. Le culot cellulaire est repris dans la solntde congélation (DMSO 5% + SVF)
et transféré dans des cryotubes Nunc (Dutschaiyarr de 1.10cellules par tube. Les
cellules sont congelées progressivement a -80%did& Ide bicell, puis transférées dans
I'azote liquide.

Lors de la décongélation, les cellules sont reprd@ucement dans du milieu de
culture puis centrifugées afin de retirer le DM¥Ddfin, elles sont remises en culture

dans de nouvelles flasques dans les conditionsuedles.
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B - Stress cellulaire

1) Irradiation ionisante

Les cellules sont cultivées dans des flasques @Ggri@ellBin®. Une fois a
subconfluence (80 - 85% de confluence), elles som@nt non exposées (0 Gy), soit
exposees a des doses d’irradiations croissantes/denements gamma. (2,2 Gy/min,
Co* ou 0,077 Gy/min, C8 pour la faible dose d’irradiation). L’irradiatese situe sur
le centre du CEA Grenoble, dans l'entreprise Arccldart spécialisée dans la
restauration du bois et des matériaux poreux. Apresliation, les flasques sont
remises a incubation jusqu’a la récolte cellulaPeur celles-ci, les cellules sont
trypsinées comme indiqué ci-dessus. Puis, aprdsifagation, les culots cellulaires
sont rapidement congelés a -80°C pour I'étude aestriptomique. Pour I'étude de
protéomique, les culots seront rincés 4 fois @éale PBS a 4°C avant d’étre congelé
a -80°C.

2) Irradiation UVA ou UVB

Les cellules sont cultivées dans des boites deiresltrondes de chez Beckton
Dickinson. Une fois a subconfluence (80 - 85% defloence), elles sont soit non
exposees, soit exposées a des doses croissamgg®drements UVA ou UVB (UVA
: 700L Waldmann ou UVB : VL215G irradiator, Bioblgc Aprés irradiation, les boites
sont remises a incuber jusqgu’a la récolte cellalaRour celle-ci, les cellules sont
trypsinées comme indiqué ci-dessus. Puis, aprésifogation, les culots cellulaires

sont rapidement congelés a -80°C pour I'étudeatestiriptomique.

3) Stress chimique

Les cellules sont cultivées dans des flasques @Ggri@ellBind®. Une fois a
subconfluence (80 - 85% de confluence), elles somtnon exposees, soit exposees a
des doses croissantes de bléomycine (Sigma-Aldrigbnes exposition, les cellules

sont rincées et sont ensuite remises a incubewn’pusa récolte cellulaire. Les cellules

164



sont trypsinées comme indiqué ci-dessus. Puis,sapehtrifugation, les culots

cellulaires seront rapidement congelés a -80°C péwde de transcriptomique.

C - Caractérisation a l'aide du test de survie cloogénique

La survie cellulaire a long terme a été étudiéaidd du test de survie clonogénique.
Les fibroblastes primaires humains sont ensemenfadsles densités (20 cellulesRAm
dans des puits de plaque 6 puits puis strességda ke différents stress physiques ou
chimiques 24 h post ensemencement. Les cellulé®rsaite cultivées durant 14 jours,
en changeant le milieu tous les 2 jours. Au bout4lgours, les colonies formées sont
révélées a l'aide du cristal violet (0.5% dang®OHEtOH 1:1). Enfin, le comptage de
chaque puits est effectué a I'ceil nu deux fois.

D - Etude du phénotype réparation des fibroblastes

1) Etude transcriptomigue

a. Extraction ARN

L’extraction de I'’ARN total nécessite I'utilisatiodu kit ‘GenEluté™ Mammalian
Total RNA Miniprep Kit' (Sigma-Aldrich), suivant & recommandations du
fournisseur. Rapidement, les culots cellulaires sesuspendus soigneusement dans la
solution de lyse contenant 1% de 2-mercaptoethaediysat est ensuite placé sur une
colonne Gene Elute Filtration puis centrifugé 2 mé@s a 15000 rpm. Un volume
d’EtOH 70% est ajouté a I'éluat puis ce mélangeirashiédiatement placé dans une
GenElute Binding Column. Chaque colonne est cemféié 30 secondes a 15000 rpm
avant d’éliminer I'éluat. Les acides nucléiquefixsur la colonne sont rincés par ajout
d’'un volume de solution de lavage n°1 et une ndevetntrifugation a 15000 rpm
pendant 30 secondes est opérée. Chaque colonrneemrsgoite 80 L d’'une solution
de DNAse I/Buffer RDD et est incubée a températmmbiante durant 15 minutes afin
de dégrader tout 'ADN présent. La DNAse est éligairpar rincage a l'aide d’'un

volume de tampon de lavage n°1 et une centrifugaBoiis deux rincages a l'aide de
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500 pL de solution de lavage n°2 contenant 80%Q@FHESoNt opérés. Enfin, 50 uL de
solution d’élution de 'ARN sont disposés sur chageolonne, ce qui permet de
récupérer une solution contenant ’ARN. La conaaiun et le taux de contamination
en protéines sont dosés par mesure d’absorbané® ard et 280 nm a l'aide du

Nanodrop 1000. Si le rapport 260/280 est compriseeh,7 et 2,1, la pureté de
I'échantillon est acceptable en termes de contamimade protéines. L'intégrité de

’ARN extrait est vérifiee a I'aide d’'une migraticeur gel d’'agarose 1% dans du TBE
0,5% RNAse Free. L’ARN est considéré comme intagangl 2 bandes nettes
correspondant aux sous-unités 28S et 18S sontligsbleés avec un rapport 2:1 en

termes de quantités. Enfin, les échantillons sonservés a -80°C.

b. Reverse Transcription

L’ARN total est reverse transcrit a I'aide du Buperscript [l Reverse Transcriptase’
(Invitrogen) suivant les recommandations du fowsmis. Brievement, 2 ug d’ARN
total sont incubés a 65°C pendant 5 minutes erepoésde 100 ng de Random Primers
(Promega) et 10 mM d’'un mix de dNTPs (Sigma) pocsibés dans la glace pendant 1
minute. Le tampon 5X contenant 0,1 M de DTT, 45tamid’inhibiteurs de
ribonucléases (Sigma) et 200 U de reverse trariasgplll RT est alors ajouté. Le
mélange est incubé a 25°C pendant 5 minutes, paigf@ a 50°C pendant 60 minutes.
Enfin, la réaction est inactivée par chauffage dC7@endant 15 minutes. Les

échantillons sont stockés a -20°C.

c. PCR guantitative en temps réel (RT-gPCR)

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) epteréel est effectuée a I'aide du
mix Takyon Low Rox (Eurogentec). Un mix contena®ul de mastermix, 2 pl
d’amorce Forward (stock a 2 uM), 2 uL d’amorce Rsedstock a 2 uM) ainsi que 3,5
uL d’eau nucléase free est déposé dans chaquedpunies plague 96 puits. Puis, 2,5 pl
d’ADN complémentaire a 4 ng/uL est déposé sur ce &ur une plague, chaque
échantillon sera déposé en duplicat technique.llde geux contréles sont nécessaires
: 'un permettant de s’assurer de I'absence deatoimiation en ADN génomique ; et
lautre permettant d’indiquer une éventuelle contetion de I'eau. La plaque est
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ensuite centrifugée 3 minutes a 700 rpm. Puis, edleinsérée dans le Stratagene
MX3500. Le profil thermique suivant est utilisé :

- 3min & 95°C

- 10sec a 95°C

- 60sec a 60°C

- 1min & 95°C

- 30sec a 55°C

- 30sec a 95°C

Le géne de ménage choisi est celui de la GAPDH.

40 cycles

2) Etude de I'activité d’excision-resynthese

a. Extraction des protéines nucléaires

L’extraction s’effectue a partir des culots celltgéa préalablement préparés. Il faut
en moyenne 5 millions de cellules afin d’obtenirhon rendement d’extraction. Le
culot cellulaire est décongelé puis lavé a laide H mL de PBS. Aprés une
centrifugation de 5 minutes a 500 g, le culot daile est repris dans 500 pL de tampon
A (HEPES pH 7,9 10 mM, MgCI2 1.5 mM, KCI 10 mM, fm X-100 0.02%, DTT
0,5 mM, PMSF 18g/mL) par million de cellules. Aprés 20 minutesndlibation dans
la glace, le tout est vortexé durant 30 secondés qantrifugé 5 minutes a 2300 g a
4°C. Apres avoir jeté le surnageant, le culot ¢ailfe est repris dans 12,5 L de tampon
B (HEPES pH 7,9 10 mM, MgClI2 1.5 mM, KCI 400 mM, ER 0.2 mM, Glycerol
25%, DTT 0.5 mM, PMSF 18g/mL, antiprotease 0.7X (Roche Diagnostics GmBH,
Penzberg)) par million de cellules. Apres une iratidn de 20 minutes dans la glace,
deux congélations (dans I'azote liquide)-décongatat(a 4 °C) sont réalisées. Enfin,
une centrifugation a 13500 g a 4 °C pendant 10 tegest réalisée avant I'aliquotage

du surnageant. Les échantillons sont conservég°&€-8

b. Dosage des protéines nucléaires

La concentration en protéine nucléaire des extestsdéterminée a l'aide du kit
‘MicroBC assay protein quantification kit' (Interich). Ce kit utilise la méthode de
I'acide bichinchonique : les protéines placées éiemalcalin sont capables de réduire
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les ions Cd&' en ion Cu+. Le sel de sodium de I'acide bicinchanie réagit alors avec
les ions Ctien formant un complexe de couleur pourpre soldéies I'eau et présentant
une forte absorption a 562 nm. Ce dosage a liglague 96 puits. Une gamme étalon
est effectuée a l'aide d’une solution de BSA deceottration connue (2 mg/mL).
Chacun de nos échantillons a tester est dosésaditations et déposé en duplicat sur
la plague. 100 pL de réactif MicroBC assay esttgjau 100uL de I'échantillon, puis
incubé pendant 1 h a 60°C. Enfin, 'absorbancenesturée a 560 nm.

c. Biopuces plasmides

Le principe de la biopuce plasmide est expliquédarkigure 28.

Cette technique permet d’étudier les activités d@rn-resynthése des extraits
préalablement réalisés. L’activité de réparationtrseluit par l'incorporation de
nucléotides fluorescen{siCTP-Cy5)au niveau du site ou se situait la Iésion. Sept
dommages connus pour étre réparés par des enzyfoesdes voies de réparation
distinctes (BER et NER) sont situés au niveau tis girédéterminés : photoproduits,
adduits psoralene, adduits de cisplatine, 8-oxagearbase alkylée, cytosine et
thymine glycol et enfin, site abasique. Chacunecds Iésions a été controlée
préalablement & son incorporation dans les plagnideis concentrations différentes
de chacune des lésions sont présentes. Les imagfeacs|uises en scannant la biopuce
a l'aide d’'un scanner InnoScan710AL (Innopsys). Heanées sont normalisées en

utilisant le logiciel Normalizelt.

E - Etude de la production de I'anion superoxyde

La production de l'anion superoxyde est étudiéeaild du MitoSOXM (Life
Technologies). Ce colorant fluorogénique cible c@lement la mitochondrie des
cellules vivantes ou il sera oxydé par I'anion soggde mais pas par les autres ROS
présents. Rapidement, les cellules sont cultivésguja subconfluence (80 - 85% de
confluence). Aprés un ringage a l'aide de milienssaVF, la solution de MitoSOX
est ajoutée a la concentration finale de 5uM recanté@e par le fabriquant. Les
cellules sont incubées pendant 10 minutes puigemau PBS. Enfin, les cellules sont

analysées par cytométrie en flux (FACScalibur, BDsBiences) avec les conditions
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d’excitation/émission suivantes : 510/580 nm. Rmunfirmer ces résultats, les cellules
montées sur une lame de microscopie a l'aide dgéeml , Y2 d’eau et observées au

microscope de fluorescence avec les mémes corglifiexcitation et d’émission.

F - Etude de la mort cellulaire programmée

Le marquage des cellules vivantes s’effectue ad'au kit ‘Annexin V-lodure de
Propidium’ de chez Life Technologies. Dans un peniemps, les cellules sont
trypsinées comme indiqué ci-dessus, puis centréfsigée culot obtenu est lavé au PBS.
Les cellules sont alors resuspendues a raisonld® dellules/mL dans du tampon.
Puis, la suspension cellulaire est incubée damsixmcontenant I'annexin V et l'iodure
de propidium. Aprés 15 minutes d’incubation danade& et a température ambiante,
du tampon est ajouté afin de stopper la réactiofinEles cellules sont analysées par
FACS (Facscalibur, BD Biosciences) en excitant & d®. L’émission est regardée a
530 nm et 570 nm. Afin de vérifier les résultatsenlois par cette technique, les cellules
sont dans un second temps montées sur une lameicdescopie a l'aide de %
glycérol ,1/2 d’eau et observées au microscope lderescence avec les mémes

conditions d’excitation et d’émission.

G - Etude protéomique et validation de génes

1) Etude protéomigque

Cette étude protéomique a été effectuée a I'instikuBiologie et de Pathologie de

Grenoble (IBP), au niveau de la plateforme Proneéthégé par M. SEVE.

a. Extraction des protéines totales

Afin de procéder a I'extraction des protéines &dafle nos culots cellulaires, ces
derniers sont lysés 5 minutes a 95°C dans unei@olobntenant 4% SDS dans 0.1M
Tris-HCI, pH 7.6. Aprés une bref sonication pouassurer de la bonne lyse, une

centrifugation a 14000 g pendant 10 minutes estgfée. Le dosage des protéines est
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effectué a l'aide du kit BCA protein assay (Therfischer). Afin de réduire les

cystéines, dudlithiothréitol (DTT)est ajouté a une concentration finale de 0,1 M.

b. Digestion protéiqgue

Les protéines sont digérées a l'aide de la trypgneutilisant un protocole de
préparation du protéome décrit par Ridegal. (239). Brievement, le lysat protéique
est déposé sur des colonnes de filtration YM-30rasimn (MRCFORO030, Millipore),
centrifugé et rincé trois fois a I'aide d’'une sabutd’'urée 8 M dans 0,1 M Tris-HCI,
pH 8,5. Puis, 12 mM final de methanethiosulfonase ajouté sur les filtres. Les
échantillons sont ensuite incubés 20 minutes adeatyre ambiante sous agitation a
500 rpm. Les filtres sont ensuite rincés trois &isc une solution d’'urée 8 M dans 0,1
M Tris-HCI, pH 8,5 ; puis a nouveau trois fois aveee solution de 0,5 M de
triethylammonium bicarbonate. Finalement, la trgpsiysine C (Promega) dans du
tampon 0,5 M TEAB est ajouté sur chaque filtre auecatio protéine/enzyme de 40/1.
Les échantillons sont ensuite incubés a 37°C surula Les peptides issus de la
digestion sont récupérés par centrifugation. Apséshage, ces derniers sont
resuspendus dans une solution de 1% acétonitfl®% acide trifluoroacétique et
dessalés a l'aide d’'une colonne Pierce® C-18 (TbeS8uientific). A nouveau, la
concentration en petides est déterminée a I'aid&itdBCA protein assay (Thermo

fischer).

c. Marquage a I''TRAQ

Les échantillons sont marqués a l'aide du kit dectie iTRAQ (Isobaric tags for
relative and absolute quantitatioccgntenant 8 solutions de marquages en suivant les
instructions du fournisseur (iTRAQ Reagents 8 gAgplications kit ; AB Sciex). En
bref, chaque solution peptidique est incubée 2dsaitempérature ambiante avec 'un
des réactifs ITRAQ. Apres le marquage, les écHansilsont poolés avec un ratio 1/1

afin d’obtenir un total de 600 pg de peptides.

d. Isoélectrofocalisation des peptides par offgel

La séparation des peptides en fonction de leut smBléctrique a été réalisée a l'aide

du kit OFFGEL linear pH 3-10 (Agilent Technologyrsun 3100 OFFGEL en suivant
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les instructions du fournisseur. Brievement, leangk de peptides marqués a I'étape
précédente est séché puis resuspendu dans le tdoysonpar le fabricant et déposé
dans les puits de l'appareil d’éléctrofocalisatitin courant constant de 50 pA et
maximum 8000 V a été utilisé pour cette étape. {disde fractionnement complet, les
échantillons peptidiques ont été récupérés de @pqiis, puis séchés et dessalés a

I'aide de colonn&18 ZipTips (Millipore).

e. Chromatographie liquide en phase inverse

A nouveau, une séparation des peptides est efeecdu€aide du systéme de
chromatographie liquide en phase inverse (RP-napqUltimate 3000, Dionex,
Thermo Scientifique) contrélé par le logiciel Chreleon (version 6.80 ; Dionex,
Thermo Scientifique) et couplé a un maldi PROBOmMmtd@é par le logiciel pCarrier
2.0 (Dionex, Thermo Scientifique) autorisant le @éde la solution en spot. Les
fractions préalablement séchées et désalées amingéiges en suspension dans de I'eau
contenant 0,1% de TFA et injectées sur une préoeld€18, 5 UM, taille des pores :
100 A ; LC Packings)lans 2% d'acétonitrile (ACN) ; 0,05% de TFA peridamin a
un deébit de 2QL / min. Puis, les peptides piégés ont été segmeshromatographie
en phase inverse (Acclaim PepMap RSLQUA%S 15 cm, nanoViper C18,2n, 100
une taille de pores ; Thermo Scientifique) aveq@radient de tampon A (0,05% de
TFA) et tampon B (80% d'ACN ; 0,04% de TFA) a ubitide 0,3uL / min. Le gradient
a été mis en place comme suit: 5-55 min, 12-46% ¢d&5-60 min, 46-62% de B ; et
60-70 min, 94% des fractions B. Enfin, les peptidat été déposes sur une plague
d’échantillon MALDI (AB Sciex) a une frequence de point par 15 secondes. La
matrice d’acide la-cyano-4-hydroxy-cinnamique (2 mg / ml dans 70%GNA; 0,1%
de TFA) a été ajoutée en continu a l'effluent dedl@nne a un débit de O, / min
et, par conséquent, intégrée dans chaque spotatpseep MALDI préparées. Chaque
échantillon a été spotté sur deux plaques difféseat sera donc analysé en double.

f. Analyse par MALDI TOF-TOF

Les analyses par spectrométrie de masse et spéttr@uie masse en tandem ont été
réalisées en utilisant le MALDI TOF/TOF Analyse@00 (AB Sciex) contrblée par le

logiciel Explorer Series 4000 (version 3.5). L'inghent a été utilisé en mode réflecteur
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positif et calibré en utilisant le mix standard tdlénnage de Brucker (Brucker
Daltonics). Les spectres ont été acquis avec um messe/nombre d’'ions (m/z) dans
la gamme des 700-4000. La tolérance sur la magaaiggie a été fixée a 50 ppm.
Jusqu’a 30 des ions les plus intenses caractdrasam ratio signal sur bruit supérieur
a 25 de chaque spot ont été sélectionnés en targrqaurseurs de la fragmentation en
utilisant le mode CID (Collision Induced Dissoctat) pour I'analyse par spectrométrie

de masse en tandem.

g. Analyse des données

Le logiciel ProteinPilot (version 4.5) avec I'algorithme Parag¥ra été utilisé pour
l'identification et la quantification relative dpsptides et des protéines. Chaque spectre
MS/MS a été confronté a la base de donnée humaiiiraiKB 2014 02 /Swiss-Prot
(European Bioinformatics Institute)). L’effort deaherche a été mis sur ‘Thorough ID’
et le taux de faux positif (False Discovery Ratalyais, FDR) a été fixé a 1%. Seules
les protéines quantifiées avec au moins un peptiele% de confiance ont été inclues.

Le logiciel PathwayStudio a été utilisé pour I'é&yghar gene ontology.

2) Etude par western blot

Une analyse par western blot a aussi été condfiiteda quantifier les protéines
présentes dans les extraits protéiques. Briever28nfig de chaque échantillon est
meélangé a du bleu de Laemli puis chauffé a 90°Claenl0 minutes afin de dénaturer
les protéines. Ces échantillons sont ensuite démaséain gel d’acrylamide TGX stain
free (Bio-Rad) (le pourcentage résolutif dépendadrille de la protéine d’intérét) et
mis a migrer & 150 V durant 1h30. Puis, le tramsfes protéines sur une membrane est
effectué a l'aide du Trans-Blot® Turbo™ Transfeys@&m (100-240 VAC, 50-60 Hz,
Max Power 276 VA, 250 V T 6,3 A). Apres une étageblbcage de la membrane
pendant 1 heure a température ambiante sous agitdéins du TBS 1X/Tween-20
0,5%, Lait lyophilisé 5%, la membrane est incubéd'anticorps primaire sur la nuit.
Apres trois rincages de 5 minutes a I'aide de TRS Wween-20 0,5%, la membrane est
incubée 1 heure dans l'anticorps secondaire diars dlu TBS 1X/Tween-20 0,5%,
Lait lyophilisé 5%. A nouveau, la membrane est émdrois fois a l'aide de TBS
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1X/Tween-20 0,5%, puis I'étape de révélation s'effie a I'aide du kit clarity Western
ECL (Bio-Rad) grace au Chemi-doc XRS+ system (BamR

H - Analyse statistigue

L’analyse statistique des données a été effectligiel@ du test de Student aprés avoir
vérifié 'homogénéité des variances a l'aide du tlesLevens. L'analyse de la variance
par Anova a un facteur a aussi été utilisée. L#&rdnces ont été considéré comme

significatives lorsque la p value était inférieud,a5.
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Annexe 1

Tableau représentant les protéines sur-expriméeslddignée GM01552 par rapport

a la lignée GM00730 sans irradiation.
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£ B 3 Normal] S - S
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o 09} CJT o
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SH3GL2 1 1 1.99 0.287 1.29E-& 8.14E-4 -0.5416
ZNF609 1 1 1.49 0.329 1.73E-€ 1.30E-3 -0.4823
S100A4 5 68 7.92 0.343 5.88E-& 1.44E-3 -0.4644
SNX18 2 3 1.91 0.356 5.68E-4 1.76E-3 -0.4489
HSPB6 4 31 6.88 0.372 1.73E-3D 1.93E-3 -0.4290
LAMTORS 1 1 10.99 0.395 3.02E-3 2.42E-3 -0.4040
HMGB1 2 6 6.98 0.434 3.21E-& 3.52E-2 -0.3629
HIBCH 1 1 2.33 0.442 4.85E-3 3.25E-3 -0.3544
TTC21A 4 4 1.21 0.444 1.42E-& 4 .58E-3 -0.3529
SNX3 1 5 6.79 0.452 1.64E-4 5.31E-3 -0.3453
RPL18 1 2 7.45 0.461 2.89E-6 3.95E-3 -0.3360
CRABP2 4 12 9.42 0.468 1.52E-3 5.24E-3 -0.3295
GPX4 1 1 5.58 0.470 7.04E-3 4.60E-2 -0.3283
EIF3F 1 3 3.36 0.492 1.64E-3 1.92E-Z -0.3080
ATPIF1 2 5 10.38 0.500 6.57E-& 5.28E-3 -0.3010
WNT2B 1 2 2.30 0.504 1.05E-Z 5.97E-3 -0.2973
DCC 1 1 0.90 0.507 4.48E-2 1.01E-Z -0.2950
PPP1R7 1 2 3.06 0.508 6.30E-3 8.11E-3 -0.2942
NCALD 1 4 3.63 0.521 7.41E-4 5.29E-3 -0.2836
PTGIS 7 22 3.00 0.523 4.14E-Z 1.00E-2 -0.2817
DNAH12 1 1 0.42 0.524 7.86E-3 7.27E-3 -0.2804
LGALS3 6 61 4.40 0.527 1.78E-4 6.88E-3 -0.2781
SORBS3 3 7 1.64 0.528 1.89E-4 7.94E-¢ -0.2777
HNRNPDL 1 1 1.90 0.544 3.92E-3 9.05E-2 -0.2642
IDH1 6 31 1.93 0.547 8.31E-3 8.38E-3 -0.2618
PTX3 1 2 3.15 0.557 2.04E-4 9.21E-3 -0.2544
HIST1H4A 10 208 10.68 0.566 1.53E-3 9.46E-3 -0.2475
ILF3 2 2 1.34 0.578 4.01E-2 1.33E-Z -0.2379
RPLPO 7 34 3.15 0.581 8.54E-3 1.15E-2 -0.2356
AK?2 1 3 6.69 0.584 1.34E-4 1.13E-Z -0.2335
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RANBP1 1 1 10.45 0.588 3.36E-2 1.20E-2 -0.2305
GLOD4 1 4 3.51 0.589 5.71E-3 3.27E-2 -0.2302
TXN 6 46 8.57 0.589 1.34E-2 1.17E-2 -0.2302
GREM1 1 1 5.98 0.594 2.86E-2Z 1.31E-Z -0.2266
ACS 3 4 8 1.39 0.595 2.69E-3 2.78E-2 -0.2252
TMPO 2 3 1.98 0.596 1.25E-3 1.13E-2 -0.2247
LMAN1 6 24 1.37 0.605 6.33E-4 1.52E-2 -0.2180
EPPK1 1 1 0.37 0.607 1.55E-2 1.64E-2 -0.2170
LGALSL 12 228 8.89 0.608 2.47E-3 1.37E-2 -0.2159
NQO1 10 53 3.28 0.611 1.11E-2 1.52E-2 -0.2141
COX4l1 3 6 6.51 0.621 7.73E-5 2.21E-Z -0.2069
CCAR2 4 7 1.41 0.624 6.30E-3 4.98E-Z -0.2051
TFG 3 6 2.25 0.629 2.7TTE-Z 2.96E-2 -0.2014
HIST3H3 6 44 5.15 0.637 7.59E-3 2.21E-2 -0.1961
PSVID11 2 2 3.55 0.640 2.31E-Z 1.93E-Z -0.1936
DBI 2 6 22.99 0.648 2.40E-Z 2.46E-2 -0.1885
KRT8 1 1 1.86 0.654 3.53E-2 2.22E-Z -0.1842
RPL23A 4 20 7.69 0.655 5.08E-3 3.86E-2 -0.1837
RPSA 4 9 6.10 0.658 9.32E-3 2.38E-2 -0.1819
TSPO 1 11 4.73 0.662 1.83E-4 2.75E-2 -0.1790
CS 2 6 1.50 0.663 1.34E-2 1.24E-2 -0.1786
CAV1 6 78 4.49 0.664 1.11E-2 2.02E-2 -0.1777
CCT6A 3 12 2.45 0.666 4.44E-2 4.02E-2 -0.1763
ENO1 24 223 2.30 0.669 4.77E-2 2.50E-2 -0.1747
COL6A2 10 36 1.08 0.670 4.28E-2 2.87E-2 -0.1739
APRT 3 22 7.22 0.671 5.84E-4 3.79E-2 -0.1734
UBE2NL 1 2 5.23 0.672 4.77E-2 2.15E-2 -0.1725
ERH 5 29 7.69 0.674 4.48E-2 2.54E-2 -0.1716
RPL36A 4 ]
RPL36AL 3 10 5.66 0.675 7.01E-3 2.47E-2 -0.1708
MATR3 7 13 1.65 0.677 9.47E-S3 1.59E-2 -0.1695
XPO1 3 8 0.84 0.678 4.45E-4 3.36E-2 -0.1687
MTHFD1 9 14 0.96 0.681 3.78E-2 2.88E-2 -0.1666
S100A6 6 45 10.00 0.688 8.16E-3 3.02E-2 -0.1623
OD1 6 16 6.49 0.689 1.96E-Z 5.00E-2 -0.1616
CDC42 3 19 5.76 0.690 7.11E-G 3.45E-2 -0.1609
KARS 1 3 1.34 0.694 9.62E-4 3.16E-2 -0.1584
TKT 12 53 1.44 0.697 1.29E-2 3.39E-2 -0.1571
PSME2 5 8 6.28 0.698 4.47E-2 1.50E-2 -0.1559
RPL13 3 20 5.21 0.700 2.69E-2 3.96E-2 -0.1548
FSCN1 15 66 2.23 0.701 3.03E-2 3.27E-2 -0.1543
PDIAG 10 65 3.86 0.702 1.86E-3 4.01E-2 -0.1539
SLC25A1 2 6 3.54 0.710 5.85E-4 2.84E-2 -0.1488
JUCLGL 2 3 2.02 0.725 2.17E-2 4.48E-Z -0.1399
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PRKCDBP 2 10 4.21 0.727 7.31E-3 4.44E-2 -0.1385
PCBP2 3 14 3.01 0.727 2.63E-2 3.62E-2 -0.1382
FAU 1 5 16.95 0.733 9.83E-3 3.79E-2 -0.1351
CLIC1 4 25 3.73 0.739 4.82E-Z 4.71E-2 -0.1316
PKM 2 5 1.69 0.744 1.31E-2 3.88E-2 -0.1283
NHP2L1 3 8 9.38 0.758 3.12E-3 4.66E-2 -0.1204
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Annexe 2

Tableau représentant les protéines sous-exprimaes k& lignée GM01552 par

rapport a la lignée GM00730 sans irradiation.
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P4HAL 7 16 2.62 1.373 3.59E-3 4.18E-2 0.1378
FLNB 29 96 0.58 1.374 4.79E-2 4.84E-2 0.1378
RIMS2 2 2 0.92 1.376 2.64E-2 4.59E-Z 0.1385
NOC2L 5 7 0.93 1.390 3.40E-2 2.29E-Z 0.143
CTNNB1 3 7 1.54 1.402 2.98E-2 3.13E-2 0.1468
LMO7 8 19 0.71 1.418 2.90E-2 4.65E-2 0.1516
CNN2 7 19 2.27 1.427 4.63E-2 3.43E-2 0.1544
DNAJB4 1 3 2.97 1.434 3.34E-2 3.77E-2 0.1565
ASNS 1 7 2.50 1.440 9.30E-4 2.70E-Z 0.1583
KHSRP 7 14 2.53 1.443 1.56E-2 4.37E-2 0.1593
CSRP1 5 31 7.77 1.448 2.70E-2 3.37E-2 0.1608
MOGS 3 18 2.15 1.449 8.81E-3 4.45E-2 0.1612
EIF4A2 2 11 2.46 1.484 1.54E-5 3.12E-2 0.1713
TUBA1B 2 23 2.00 1.486 2.40E-4 3.23E-2 0.1721
MARCKS 8 34 5.72 1.529 3.83E-2 2.29E-2 0.1844
TAGLN 17 125 3.48 1.532 9.24E-3 2.25E-2 0.1853
TPM2 2 8 3.17 1.550 1.74E-5 2.44E-Z 0.1903
XP1 1 1 7.36 1.564 8.90E-3 2.06E-Z 0.1943
HBA1 3 13 10.56 1.585 1.34E-2 3.86E-2 0.2000
AP2M1 2 4 3.68 1.586 4.54E-2 1.91E-Z 0.2002
PEA15 3 7 13.08 1.595 1.23E-3 2.42E-2 0.2026
TCIRG1 2 9 2.17 1.612 5.85E-3 2.50E-Z 0.2072
OGT 1 1 1.15 1.621 3.28E-2 1.72E-2 0.2096
ABCD3 1 1 1.67 1.658 3.71E-2 1.38E-Z 0.2196
PFKP 2 3 2.17 1.700 3.16E-3 1.26E-Z 0.2304
TGM2 2 10 2.33 1.757 1.05E-2 1.01E-2 0.2446
MIF 2 9.57 1.856 1.17E-2 1.09E-Z 0.2686
SAMDIL 1 1 0.38 1.893 3.55E-2 8.38E-3 0.2771
FAM219A 1 1 9.19 1.943 3.66E-3 6.98E-: 0.2885
A2ML1 3 3 1.24 1.965 5.12E-3 6.41E-3 0.2934
ALDH1A3 6 14 2.54 1.971 1.81E-3 4.25E-3 0.2947

196



TRAM1 2 3 2.94 1.976 1.44E-3 6.01E-3 0.2958
TPM1 8 20 5.99 1.981 1.80E-6 5.87E-& 0.2968
NUP62 1 1 2.68 2.021 1.83E-2 6.12E-3 0.3056
PCNT 5 10 0.27 2.115 3.42E-2 1.74E-2 0.3252
PSTPIP2 1 1 2.40 2.394 2.60E-3 2.98E-3 0.3791
DDX6 2 4 1.24 2.477 4.85E-3 2.58E-3 0.3940
KRT7 5 7 2.77 2.558 4.45E-4 2.15E-3 0.4079
TMTC3 2 3 2.30 2.638 5.48E-3 2.22E-G 0.4212
UCHL1 5 13 3.59 2.692 1.67E-5 1.83E-& 0.4300
TES 3 8 2.61 3.861 7.63E-9 7.64E-4 0.5867
CALD1 3 8 1.26 4.136 6.04E-9 1.01E-& 0.6166
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Annexe 3: Tableau des primers utilisés pour la RT-qPCR

Géne Numeéro d'entrée sur Amorce Forward Amorce Reverse
GenBank
GAPDH NM_002046.3 gagtcaacggatttggtcgt ttgattttggaggoatct
PTCH1 NM_000264.3 acaaactcctggtgcaaacc ctttgtcgtggacccattct
Gli2 NM_005270.4 caccaaccagaacaagcaga acctcagcctcctgcttaca
CCND1 NM_053056.2 agctgtgcatctacaccgac tgtttgttctcctcecgecte
UNG NM_080911.1 aatggcagctgtatccaacc caccccaacatdigtcac
MYH NM_012222.2 ccagagagtggagcaggaac tttctggggaagttgaccac
OGG1 NM_002542.5 tggaagaacagggcgggcta atggacatccacgggcac
APE1 NM_001641.2 gctgcectggactctctcate gctgttaccagcacmaac
Polg NM_002690.1 gagaagaacgtgagccaagc cgtatcatcctgccgaatct
XRCC1 NM_006297.2 cagccctacagcaaggactc gctgtgactgggtiatgtc
Liglll NM_013975.2 gctcagcaggagatggtttc tctaggtcccgtgtrata
Ku70 NM_001469.3 agaggagctgaagacccaca cctctggtcagteggga
Ku80 NM_021141.3 ccccaattcagcagcatatt ccttcagccagacggag
DNA-PKcs NM_006904.6 catggaagaagatccccaga tgggcacaccaatitaac
XRCC4 NM_003401.3 cattgttgtcaggagcagga tctgcaggtgcticatttt
Ligd NM_002312.3 ggacgatttctceegttttt gcggtgatgaatagtctc
MRE11 NM_005591.3 cccagaggagcttgactgac ttcattttcctggdcaag
RAD50 NM_005732.2 cttggatatgcgaggacgat ccagaagctggaggttac
NBS1 NM_002485.4 ttggttgcatgctcttcttg ggctgcticttggaatca
XPC NM_004628.4 ccatgaggacacacacaagg tccaatgaaccaattcac
ATM NM_000051.3 ggacagtggaggcacaaaat gtgtcgaagacaggtggt
ATR NM_001184.3 ctcgctgaactgtacgtgga gcatagctcgacdatgga
p53 NM_000546.4 gttccgagagctgaatgagg tctgagtcaggcegtttct
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Annexe 4 : Article soumis & DNA Repair

I mpair ment of base excision repair in dermal fibroblastsisolated

from Nevoid Basal Cell Carcinoma patients
A. CHARAZAC 1:2; P. HALDIA *:2; S. SAUVAIGO?; T. DOUKI*:?; W. RACHIDI *:2
1) Univ. Grenoble Alpes, INAC, SCIB, F-38000 GrdapBrance
2) CEA, INAC, SCIB, F-38054 Grenoble, France.
3) LX-Repair, 7 parvis Louis Néel, 38040 GrenoBlance

ABSTRACT

The nevoid basal cell carcinoma syndrome (NBCC®)p aalled Gorlin syndrome is an
autosomal dominant disorder whose incidence isnestid at about 1 per 57 000 - 256 000
individuals. It is characterized by several devateptal abnormalities, radiosensitivity and
an increased predisposition to the developmenasélucell carcinomas (BCCs). Mutations in
the tumor suppressor gene PTCH1, which is parhefSonic Hedgehog (SHH) signaling
pathway, are responsible for these clinical matdtens. As several genetic mutations in the
DNA repair genes are responsible of photo or ramgtssivity and high predisposition to
cancers, we hypothesized that these effects inrGgyhdrome might be due to a defect in the
DNA damage response (DDR) and/or the DNA repaiactigs. Therefore, the objective of
this work was to investigate the sensitivity of rsKibroblasts from NBCCS patients to
different DNA damaging agents and the modulatiorthef DNA repair capacities by these
agents. To that aim, we used fibroblasts from @oplatients or healthy individuals and
compared their radiosensitivity and their resis¢atw several stresses. Gorlin’s fibroblasts
showed high radiosensitivity and also less resigtda oxidative stress-inducing agents when
compared to controls. However, no difference i eelbility was shown after exposure to
UVB or bleomycin. As BER is responsible for the a@pof oxidative DNA damage, we
decided to assess the BER mechanisms in Gorlibiellasts. Interestingly, the levels of
both BER gene expression and BER protein activigyendrastically decreased in Gorlin's
fibroblasts with respect to control. Another insgieg fact is the increasing production of
superoxide in the mitochondria of Gorlin cells af&posure to ionizing radiation.

1. INTRODUCTION

First described by Gorlin and Goltz in 1960 (1) tevoid basal cell carcinoma syndrome
(NBCCS) also called Gorlin syndrome, is a rare soneal dominant disorder whose
prevalence varies from 1 case per 57 000-256 O@l@eigeneral population (2). Patients with
NBCCS may present various developmental abnormslguch as palmar and plantar pits,
odontogenic keratocysts, skeletal abnormalitiesfid(biribs, scoliosis, polydactyly),
neurological disorders (like mental deficiency ordulloblastoma), and an increased
predisposition to the development of basal celtioamas (BCCs) of the skin (2, 3). The
onset of skin tumors at a young age (3) is in @sttto that at 60-65 years in the general
population. NBCCS patients are predisposed to caimmhuction by ionizing radiation.
Indeed, Gorlin patients undergoing radiotherapgttiment develop multiple BCCs, the major
clinical feature, within the irradiation field (dpaand neck) 6 months to 3 years after
treatment (4). In addition to the occurrence of BCGorlin patients are at high risk of
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developing medulloblastoma which is the cause efmature death, rhabdomyosarcoma,
ovarian and uterine fiboromas (3).

To date, more than 200 mutations have been repirtéd tumor suppressor gene patched 1
(Ptchd) which is mainly considered to be responsible @urlin syndrome (3, 5). No
correlation between genotype and patient’'s phemotyps described so far. The protein
encoded by this gene acts as a transmembrane geéapthe sonic hedgehog (SHH) ligand
(6). In the absence of SHH, PTCH1 constitutivelpmesses the activation of the hedgehog
signaling by inhibiting a second transmembrane gimotalled Smoothened (SMO). The
binding of SHH to PTCH1, or PTCH1-inactivating mtigas, relieves this suppression and
restores SMO activity, which leads to the activatemd nuclear translocation of the zinc
transcription factors (Glil, Gli2 and Gli3) (7). dtily conserved among species, this Sonic
Hedgehog signaling pathway plays a critical rolepatterning, proliferation, and cell fate
determination of a broad range of cells and tis{8¢sIn the adult stage, the pathway is
considerably down-regulated and is restrictedssue regeneration and stem cell renewal (9).
SHH aberrant activation has been observed in sewgpas of human cancer such as
leukemia, gastrointestinal, lung, ovarian or evexabt and in almost all sporadic BCCs (10).
NBCCS patient cells exhibit chromosomal instabilityl). Sensitivity to genotoxic stresses
such as UV (12, 13) and ionizing radiation (14) é&een reported. However, contradictory
results have been published on this sensitivityth for UV and IR (15, 16). Thus, the
underlying mechanism remains elusive in the semsitells. Some studies have suggested
that increased radiosensitivity of cells might bergly linked with the failure of cells to
repair the DNA lesions induced by the exposureatbation (17-19). Because complex DNA
damage and in particular double-strand breaks jplagnajor role in the lethality and
mutagenicity of ionizing radiation, deficient DNAachage response and DNA repair may be
one of the origins of NBCC.

A wide variety of DNA repair pathways are expressedaells. They evolved in order to
maintain the integrity of the genome continuoushyreaten by both endogenous and
exogenous stresses. Among all, small DNA lesioch si3 deamination, oxidation, alkylation
or single strand breaks will be repaired by theebeascision repair (BER) system. This
pathway is initiated by DNA N-glycosylases (like GG, MYH...) which recognize and
remove specific damaged or inappropriate basesergting an abasic sites (AP) that is
subsequently cleaved by an AP endonuclease. Thkimgssingle-stranded break can then be
processed by the combined action of both polymeaiaddigase (20, 21). Nucleotide excision
repair (NER) is an additional important mechanitiat handles a variety of lesions affecting
the DNA helix structure including UV-induced lessoand bulky chemical adducts. The NER
process involves the action of more than 30 pretéma stepwise manner that includes
damage recognition, local unwinding of the helixaldincision of the lesion, gap-filling using
the undamaged single-stranded DNA and finally stih@nd ligation (20, 22). Other important
pathways are the homologous recombination (HR) ted non-homologous end joining
pathway (NHEJ) both allowing the repair of DNA dtesstranded breaks notably induced by
ionizing radiation (20, 23).

Like NBCCS, numerous genetic disorders presentypgihradiosensitivity, photosensitivity
or even increased proneness to cancer exist. $hisei case for Xeroderma Pigmentosum
(XP) where a mutation in a DNA repair gene of theRNpathway leads to UV sensitivity,
neurological abnormalities and a great risk of tlapieg skin cancer (24). Another such
genetic disorder is Ataxia-Telangiectasia (AT) vhis characterized by hypersensitivity to
ionizing radiations, predisposition to malignanciasd neurological defects because of
mutations in the ATM gene involved in the NHEJ repgaathway (25). Because deficient
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DNA repair is a common feature to these syndromesdecided to investigate whether this
was not also the case in Gorlin syndrome. Therefeeedesigned this work in order to study
the sensitivity of skin fibroblasts from NBCCS patis to different DNA damaging agents
and the modulation of the DNA repair capacitiesre;lave demonstrate that the PTCH1
mutations present in Gorlin fibroblasts lead thembé more sensitive to the exposure to
ionizing radiation and to UVA. Furthermore, our ekments showed a drastic decrease in
the gene expression of BER and DNA damage signaiagides, the BER activity was found
to be globally downregulated in these PTCH1 mutatetl lines. Finally, an increased
production amount of superoxide anion was foun@&aonlin fibroblasts after an irradiation
stress.

2. MATERIALSAND METHODS

Cell lines and culture conditions.

Primary human dermal fibroblasts of a healthy 4&rgeold woman (GM00730) or NBCCS
patients of 11 to 31 years old men and women (GMR1&M02098 and GM03300) were
purchased from Coriell Institute for Medical ReséafNJ, USA). GM00730 was found to be
representative among three other control humangpyitilbroblasts.

The cells were grown in Dulbecco’s modified Eagleliedium supplemented with Glutamax
(Invitrogen, CA, USA), 10% FBS (Thermo Fisher Seier IL, USA) and 1% penicillin-
streptomycin (Invitrogen, CA, USA). Incubation wasutinely at 37°C in an incubator
supplied with 5% C@

Long-term cytotoxicity assay.

Long-term cytotoxicity of gamma irradiation (2.2@yh, Cd° Arc Nucleart, CEA
Grenoble), UVA radiation (UVA 700L Waldmann, Germarand UVB radiation (VL215G
irradiator, Bioblock, France) were tested with riaggdoses from 0 to 10 Gy, 0 to 100 Jfcm
and 0 to 0.025 J/chrespectively. Bleomycin was also tested as puré @Nuble-stranded
breaks producer with doses varying from 0 uM tdvlL 1

Fibroblasts were plated at 20 cellsfcior this clonogenic assay. The next day, the nradiu
was changed and the cells were stressed. Cells auditeed as previously described (26).
They were then fixed and stained with crystal \tiale order to count the number of colonies
by microscopy.

Treatment and frozen pellets preparation.

Subconfluent cells were either not exposed (0 Gygxposed to 6 Gy gamma radiation at a
rate of 2.2 Gy/min. Fibroblasts were harvestedeeithh (RT-gPCR assay) or 24h (DNA
repair activity assay) after irradiation, centriéagand rinsed with PBS (Invitrogen, CA,
USA). Then, pellets were rapidly frozen at -80°Gildarther use.

Reverse Transcription and Real-Time Quantitativ& PRT-qPCR) analysis.

Total cellular RNA was extracted from each sam@ag the GenElute™ Mammalian Total
RNA Miniprep kit (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallier, France) according to the
manufacturer’s protocol with the optional DNaseatneent step. RNA quantification was
done using NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thétigteer Scientific, IL, USA) and its
quality was assessed using native agarose gekagbaoresis. Total RNA was considered
intact when two acute 28S and 18S bands were zsdal
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For each condition, 2ug of RNA were reverse trahedrto cDNA (Superscriptlll Reverse
Transcriptase, Invitrogen, CA, USA) in the presemdel00 ng/uL of random primers
(Promega, Charbonnieres, France), dNTP mix (10 rhdaoh, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France), 5X-First strand buffer, 0.1M TQTibonuclease inhibitor (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) and SuperScrignkzyme (Invitrogen, CA, USA).

Ten ng of each cDNA was used in gqPCR reactions githe-specific primers (Table 1).
gPCR was performed in a MX3005p Multiplex QuaniwatPCR System (Stratagene, CA,
USA) using Takyon™ gPCR MasterMix for SYBRassays containing Low ROX passive
reference (Eurogentec, Angers, France). At thedérehch run, the amplification’s integrity
indicated by a single melt peak for each producs werified using a dissociation curve
analysis. Target gene mRNA expression was nornthtizehe expressed housekeeping gene
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH#) gliantification was done using the
comparative Ct method involving the comparisonte Ct values of the sample of interest
with the Ct values of normal non-irradiated RNAadibrator. The target's amplifications
efficiencies as well as the endogenous referenees eonsidered to be approximately equal.

DNA excision/synthesis activity analysis.

The DNA repair biochips measure DNA lesions exciSgnthesis repair activities of
substrates present in supercoiled plasmid DNA, ibilized on support (hydrogel coated
surface). Repair activity is reflected by the inmmation of fluorescent nucleotides at the
lesions sites (dCTP-Cy5). Seven lesions known taepaired by distinct enzymes and/or
pathways (BER and NER) are located at predeternsited: photoproducts, psoralen adduct,
cisplatin adduct, 8-oxoguanine, alkylated basesystye and thymine glycols, and abasic
sites. The substrates are controlled by HPLC-MS/An8 for each lesion a concentration
range is available (27). Images were acquired layrsiag the biochip at 532 nm using an
InnoScan710AL scanner (Innopsys, France). Tota #porescence intensity was quantified
using the Mapix software (Innopsys, France). Dagrewnormalized using Normalizelt
software (27). Each sample was characterized bynsealues corresponding to the repair of
the seven DNA lesions present on the biochip.

As described in Millatet al. (27) nuclear extracts were prepared and used at Oldhimip
conduct the DNA repair excision/synthesis reacoonthe modified plasmid arrays. Each
extract was tested in duplicate.

Mitochondrial superoxide production analysis

Mitochondrial superoxide generation was assesséetyj UditoSOX™ (Life Technologies,
CA, USA). This fluorogenic dye is selectively targe to the mitochondria of live cells where
it is oxidized by superoxide but not by other reacbxygen species. MitoSCX was added
at a final concentration of 5uM according to thenafacturer’'s recommendation. Cells were
allowed to load this dye for 10 min and then wasiw@t PBS (Invitrogen, CA, USA). The
measurements were carried out using a FACScalilstnuiment (BD Biosciences, USA).

Statistical analysis.

The data were expressed as the mean +/- SD. #ltisignificance of data was assessed
using the student’s t test after checking varidmomaogeneity with the levene’s test or one-
way ANOVA as appropriate. Differences were consdesignificant when the p value was

<0.05.
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3.RESULTS

3.1. NBCCS fibroblasts are specifically more sewsitto ionizing radiation and UVA-
induced cytotoxicity.

The four human primary cell cultures were exposedntreasing doses of either gamma,
UVA and UVB radiations, or to increasing concentnas of bleomycin. Long-term survival
was then determined 14 days post-stress usingleéhegenic survival assay (26). ThesiC
was thus determined as the dose where half of sefigved. For the ionizing radiation, the
ICso for the GM00730 cell line is 2.1 Gy while it wast Gy ; 1.2 Gy ; 1.4 Gy for GM01552 ;
GMO02098 ; GMO03300 respectively. Upon exposure toAUXadiation, the I of the
GMO00730 cell line was found to be 68.03 Hcithe three Gorlin cell lines show sensitivity
to this stress, as their 4Cis respectively 32.28 J/éniGM01552), 40.15 J/ctn(GM02098)
and 46.33 J/ct(GMO03300). Looking at the results after a UVB s$iethe 1G of all cell
lines did not show any significant differences.dad, it varies from 0.0070 J/é&M02098)

to 0.0097 J/cm(GMO01552) for the Gorlin cell lines and the valise0.0082 J/cénfor the
normal cell line. Finally, exposure to bleomyciml aiot result in different survival responses
between Gorlin and normal cell lines (0.243 uM tbe GM00730 ; 0.285 uM for the
GMO01552 ; 0.297 uM for the GM02098 and 0.263 pMtfe GM03300).

3.2. Fibroblasts from NBCCS patients show a dradticrease of BER and DNA damage
signaling gene expression at basal condition.

We first examined the expression level of a largrges of DNA repair genes in the normal
and the three Gorlin primary cell lines under basaiditions without any exogenous stress
(Figure 2). Several genes from base excision ref#f#R), non-homologous end joining
(NHEJ) and DNA damage signaling pathways were stiidiumerous BER-associated genes
were significantly less expressed in Gorlin celeb. ForMYH which is a BER glycosylase
that removes misincorporated adenines in frontafo& during DNA replication, the fold
change expression in normal cell line compared ddiG cell lines varies from 0.39 + 0.05
(GM01552, p = 0.0012) to 0.59 + 0.14 (GM02098, p.6187). The expression of the uracil-
DNA glycosylase UNG) is also drastically decreased in Gorlin as comgao the normal
cell line (from 0.20 £ 0.05 (GM01552, p = 0.0118).29 + 0.04 (GM03300, p = 0.0141)).
MRNA level of the human 8oxoG-specific glycosyla®&G1,is reduced in Gorlin cell lines
from 0.42 £ 0.08 (GM01552, p = 0.0012) to 0.60 £+O(GM02098, P = 0.0223). Similarly,
the apurinic endonuclease AREJ) expression is reduced from 0.12 + 0.03 (GM03308,
9.9205E-05) to 0.33 = 0.04 (GM01552, p = 0.0003%Giorlin as compared to normal. The
MRNA expression oPolf is not significantly different in Gorlin and norifbroblasts.
However, ligase 3L{glll) expression is reduced in GM01552 (0.43 + 0.08, 2766E-06)
and GM03300 (0.61 + 0.05, p = 0.0001), but no gicgt difference was found for the
GMO02098 cell line.

Next, we assessed the mMRNA expression of DNA damapeling genes. FG&TM, ataxia
telangectasia mutated gene, a kinase which isitedrand activated by DNA double-strand
breaks, the mRNA expression is decreased from 95382 (GM01552, p = 8.3764E-06) to
0.41 + 0.04 (GM02098, p = 2.7832E-05). As compdo=ATR (ATM and Rad3-related), the
fold change expression of Gorlin cells compareddonal ones is declined from 0.44 + 0.02
(GM01552, p = 0.0006) to 0.78 £ 0.1 (GM02098, p.64@9). The mMRNA expression level
of the DNA-dependent protein kinaseNA-PKc3 responsible for the alignment of broken
ends of DNA in the NHEJ pathway is significantlyloeed from 0.42 + 0.03 in GM03300, (p
=0.0027) to 0.74 £ 0.02 in GM02098 (p = 0.0398%5iorlin. Playing a role in the early DNA
double-strand breaks repair, the Rad50 expressioecdreased in all Gorlin as compared to
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normal cell line (from 0.30 + 0.06 (GM03300, p 9011) to 0.58 + 0.08 (GM01552, p =
0.0093). Finally, no significant differences wermumd between Gorlin and normal for the
ligase 4 LiglV) expression.

3.3. Effect of ionizing radiation on BER-associagghe expression in normal and Gorlin
fibroblasts.

We then investigated the gene expression profilthese cell lines 4h following a 6 Gy
irradiation stress (Figure 3). MTT short-term togicassay demonstrate that this stress leads
to less than 20% of mortality 24h after irradiatifm both normal and Gorlin fibroblasts
(Data not shown). The one way anova statisticalyaigashows that the mRNA fold change
of the 22 studied genes (BER and signaling assatigénes) was overall downregulated in
the normal cell line after irradiation as compat@the same cell line without irradiation (p =
9.048E-06). We next assessed the statistical ckamgdween each cell line without
irradiation and after a 6 Gy irradiation. The mRMAel of theMYH is reduced in Gorlin cell
lines from 0.30 + 0.07 (GM01552, p = 0.0127) to8S8 0.03 (GM03300, p = 0.0213)
compared to normal. The fold change expressiodNG is drastically decreased in Gorlin
fibroblasts from 0.22 + 0.03 (GM01552, p = 2.565-660.28 + 0.03 (GM03300, p =1.27E-
05). Concerning the expression@6G1, it varies from 0.34 = 0.04 (GM03300, p = 0.0008)
to 0.53 £ 0.01 (GM01552, p = 0.0164)) in Gorlinlcihes. The APE1 expression fold
collapses in Gorlin when compared to normal (fra®@0t 0.01 (GM03300, p = 1.386E-05)
to 0.31 £ 0.01 (GM01552, p = 6.34E-05)). However significant differences were found in
the gene expression &olp and Liglll between Gorlin and normal cells ; except for the
GMO01552Liglll expression, which is decreased to 0.48 + 0.03F®208).

Regarding th& TM gene expression, it is decreased from 0.31 + @0202098, p = 1.586E-
06) to 0.36 £ 0.02 (GM01552, p = 3.719E-06) in @odell lines. The mRNA expression of
ATRis also downregulated in Gorlin as compared tonabr(from 0.55 + 0.05 (GM01552, p
= 0.0081) to 0.59 + 0.03 (GM03300, p = 0.0131))mifrly, the expression dDNA-PKcs
which decreases from 0.39 = 0.05 (GM03300, p =@)Q@o 0.52 + 0.01 (GM02098, p =
3.475E-05) in Gorlin. mRNA level dRad50is also reduced in Gorlin cell lines (from 0.39 +
0.05 (GM02098, p = 0.0050) to 0.51 + 0.03 (GMO015p2= 0.0122)). Finally,LiglV
expression is increased in GM01552 (1.34 * 0.16,({0082) and decreased in GM02098
(0.74 £ 0.03, p = 0.0055), but no significant difiece was found for the GM03300 cell line.

3.4. Low intrinsic DNA repair capacities in NBCGiSrbblasts.

We used a miniaturized assay that allows among titleeanalysis of the excision/resynthesis
step activity of the BER repair pathway (27). Tlesay involves the quantification of the
repair of plasmid spotted on biochips, each beaaispecific class of DNA damage. The 8-
oxoG lesions highlight the repair capacity of thé&G@&L (8-oxoguanine glycosylase)
glycosylase followed by BER endonuclease and ligaepes. The AIKB lesions show the
repair capacity of the alkyladenine DNA glycosyld#eAG) excision’s activity and BER
endonuclease and ligase resynthesis activity. liindde thymine glycol lesions allow the
observation of the repair capacity of the ThymineADglycosylase (TDG), followed by BER
endonuclease and ligase steps.

We first investigated the excision/resynthesisvitgtiusing the global repair efficiency index
of the four cell lines at the basal level withawadiation (Figure 4). The excision/resynthesis
activity of the 8-o0xoG lesion was found to be statally downregulated in GM01552 (0.05 +
0.03, p = 5,033E-06), and in GM03300 (0.17 + 00% 7,339E-05) as compared to the
normal cell line. Once again, the activity of thé1@L552 and the GMO03300 are found
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reduced for excision/resynthesis activity of the @Arespectively 0.18 + 0.07, p = 0.0016
and 0.35 + 0.06, p = 0.0358). The value represgr@m02098's (0.69 + 0.13, p = 0.0557)

repair activity is not statistically different frothe value of GM00730. Finally, regarding the
activity of excision/resynthesis of the Glycol las$, all three Gorlin cell lines appear to have
a downregulation of this activity (from 0.15 + 0,G¥= 0.0015 (GM01552) to 0.61 £ 0.13, p
= 0.0329 (GM02098)) when compared to the normallice.

We then decided to test the excision-synthesivigctdf these cell lines 24h after a 6 Gy
stress (Figure 5). MTT short-term toxicity assayndastrate that this stress leads to less than
20% of mortality 24h after irradiation for both nwal and Gorlin fibroblasts (Data not
shown). The anova statistical analysis demonstrtitas the excision-resynthesis activity
tested by this biochip are weakened in the irradiatormal cell line as compared to the non-
irradiated (p = 0.0070). In the Gorlin fibrobladiise same one way anova statistical analysis
did not show any differences in the excision/resgais activity of this three lesions after a 6
Gy stress as compared to the respective cell litteout irradiation (p = 0.64 for GM01552 ;
p = 0.43 for the GM02098 and p = 0.39 for the GMIB3 We next compared the repair
activities between the irradiated GM00730 cell lamel the 3 irradiated Gorlin cell lines. The
excision/resynthesis activity of the 8-oxoG lesigas drastically reduced in the GM01552
cell line (0.05 = 0.05, p = 0.0097) compared to tB#M00730 cell line. No statistical
differences were found for the two other Gorlin tigkes (0.50 = 0.12, p = 0.54 for GM02098
and 0.29 + 0.17, p = 0.20 for GMO03300). With regam the activity of the
excision/resynthesis of the AIkB lesions, it wasrfd reduced in the GM01552 cell line (0.15
+0.09, p = 0.0139) in comparison to the GM00730Ire ; while once again no differences
were found for the other Gorlin cell lines (0.6340, p = 0.72 for GM02098 and 0.41 +
0.10, p = 0.17 for GM03300). GM02098 (0.56 *+ 0.08&; 0.46) and GM03300 (0.36 * 0.09,
p = 0.15) are found to possess the same TDG actgtthe normal one. Glycol excision
activity is decreased in GM01552 (0.11 + 0.06, .6085) in comparison to the normal cell
line.

3.5. Superoxide production is increased in Goibinoblasts.

MitoSOX™ dye was used to reveal the production of supeeolidmitochondria of the four
human primary fibroblasts. A one way ANOVA analysévealed that this production was
not statistically different between all cell lings= 0.37) at basal level. However, GM01552
(10.11 £ 0.70, p = 0.034) and GM03300 (4.33 + 1p13,0.034) produced more superoxide
anion than the normal cell line (1.89 + 0.11) afigposure to 6 Gy dfl-radiation (Figure 6).
The GM02098 appears to possess the same abilppyortuce superoxide as the GM00730
cell line (1.59 + 1.88, p = 0.287).

DISCUSSION

It has been shown that several cancers prone dseasult from a defective DNA repair
capacity. This is the case of the Xeroderma Pigazemh syndrome (XP) where patients
exhibit a high sensitivity to UV radiation. The amally high apparition rate of basal cell
carcinomas (BCCs) in sun-exposed skin is due toatious in proteins belonging to the
nucleotide excision repair pathway (24). Ataxiaahglectasia (AT) is another example of
such kind of disorder. The mutation atexia telangiectasia mutategene is responsible for

the highly increased incidence of lymphomas anétdemia in these patients (25). Thus, the
aim of our study was to assess the modulation a#raé DNA repair systems in NBCCS, an
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hyper-radiosensitive disorder and cancer proneadisén order to know if Gorlin phenotype
is due to a defective DNA repair capacity. Our preésesults show that the PTCH1 mutations
lead Gorlin fibroblasts to be more radiosensitigeidnizing radiation and UVA-induced
cytotoxicity. Further experiments have shown a tilradecrease in the gene expression of
BER and DNA damage signaling, as well as in thasexa/resynthesis activity of the base
excision repair pathway. Finally, an increased patidn of superoxide anion was found in
Gorlin fibroblasts after exposure to ionizing raduia.

In the present study, we used fibroblasts whicheveasily obtainable instead of keratinocytes
from NBCCS patients and from one control donorhds been clearly demonstrated that
BCCs in Gorlin patients are derived from epiderk®atinocytes, but more and more data
show clear evidence of stroma cells in the tumdeaklopment (28).

Because Gorlin patients are found to be hyper-gzdlisitive to ionizing radiation, we first
decided to test our cell lines in order to knowhéy were able to reproduce the NBCCS
phenotype. Clonogenic assay showed that the thoekinGibroblasts were more sensitive to
this stress leading to damages preferentially regdyy both NHEJ and BER. Cheanal. (14)
found the same results. The-radiosensitivity, ahdstthe inter-individuality found is
dependent upon the mutation’s position in the PT@klde. On the contrary, Featherstehe
al. (16) were not able to observed survival diffeemetween NBCCS and control fibroblasts
exposed to ionizing radiation. These dissimilasitiaight be explained by methodological
differences or probably more by the individual ei#nces found between all NBCCS
fibroblasts depending upon the mutation’s position.

Other stresses leading to the formation of oth@ssgs of DNA damage were tested. UVA is
known to induce DNA damage by its ability to genef@OS, which leads to the formation of
SSB, oxidized bases such as 8oxoG (29), and CPR (8@ observed that the Gorlin
fibroblasts were more sensitive than normal fibastd to UVA. This may be explained by a
decreased DNA repair although UVA exhibits much endrastic effects on other cellular
compartments such as lipid membranes. We thendté$B, a CPD and 6-4 PP inducer
which are handled by the NER repair pathway. Adligreet al. (15), the Gorlin cell lines
were not sensitive to this agent. On the contrépplegateet al. (12) described an
hypersensitivity of NBCCS fibroblasts to UVB ; thiey mentioned that the sunlamp used in
their experiments substantially emitted in the UWAvelengths. Finally, we did not observe
increased sensitivity of Gorlin cell lines to blegrim, a radiomimetic agent producing
double-strand breaks through an oxidative stredspandent pathway. In summary,
clonogenicity assay demonstrated a strong radidsétysand a lower resistance to agents
generating oxidative stress of the primary Gorledl éines than the normal cell line. In
contrast, no difference was observed for stresseassociated with oxidative stress.

In order to know if the sensitivity to IR and UVAas due to the failure to repair DNA
damage induced by these genotoxic agents, we dbtidassess the mRNA expression of
DNA repair gene in all four cell lines at both basael and after an irradiation stress of 6 Gy
doses. A global downregulation of almost all DNAa#& genes was found with a collapse for
the excision-resynthesis step of BER. Interestin@%G1 and MYH, both of which are
involved in the 8-0xoG repairs, were significanflgwnregulated at basal level and after a
strong irradiation dose. Some studies have alregonstrated that a low expression of
OGG1 might result in the accumulation of reactixggen species (ROS) generating 8-oxoG
lesion (31, 32). Our results also establish a pelaexpression aING andAPEL These two
glycosylases have been shown to be linked withcigfcy in radiosensitivity (33, 34).
Interestingly, it has been exposed by Sadidl. (35) that a deletion in beta-polymerase leads
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to BER repair deficiency and an hyper-sensitiviiymiNA-alkylating agents. Our RT-qPCR
experiments did not show any impairment of geneesgion of this polymerase.

ATM and ATR are key mediators of the DNA damagepoese enabling through their
activation the initiation of signaling pathways uéaging apoptosis, cell cycle progression and
DNA repair (36). The mRNA expression of both kireseas found reduced at basal level and
after an ionizing radiation. Studies on mice havewm that the disruption of ATR might lead
to chromosomal fragmentation and early embryorticaléy (37, 38). On top of that, ATM
and ATR are key controllers of the DNA damage respoon which depends the genome’s
stability (39). Moreover, Barzilaet al. (40) have linked the ATM deficiency to ROS
regulation. Thus, the downregulation of ATM and AGRBne expression found here might
introduce a genomic instability in Gorlin’s fibreatdt.

Next, we wanted to know if this downregulation vedso found at the activity level. In order
to answer this question, we used a miniaturizechyasdlowing the fast and reliable
guestioning of the excision-synthesis step of teRBepair pathway. Overall, the activity of
DNA repair in NBCCS cell lines is decreased whempgared to the normal cell line. AAG
and TDG activity have been found downregulated.ardigg, two of the three NBCCS cell
lines present a decreased of the 8-oxoG lesionsienfresynthesis activity. These results
might be correlated with the collapsing diYH andOGG1gene expression. These data are
another evidence of the BER repair pathway impaitnire Gorlin fibroblasts. The question
of ROS production, and more specifically of sup&exanion in Gorlin and normal
fibroblasts demonstrate an increase after ionizadjation. We thus hypothesized that the
increase in ROS production will lead to the incecaé DNA damage. Along with the BER
repair pathway defect from basal level leads to BRB(henotype. Thus, the results of both
gene expression and DNA repair activity allowedhtghlight of the same downregulation of
DNA repair, and especially of oxidative damageGuorlin’s fibroblast.

An alternative or additional mechanism could be thereased oxidative stress may be at the
origin of the decrease in repair capacities. Indege have recently reported a general
decrease in DNA repair under conditions leadingtmlative stress such as expression of
amyloid [1 peptide (41), selenium depletion (26) or exposareanoparticles (42). It may be
proposed that Gorlin’s cells, like XP’s (43), issasiated with increased production of ROS,
even at the basal level and therefore have towitalincreased level of DNA damage and
impaired DNA repair. This may not explain the impan survival upon exposure to-rays
because bleomycin experiments showed that repaideafdly double-strand breaks is
unaffected in Gorlin’s cells. Similarly, the cekath results after exposure to UVA cannot be
rationalized only in terms of DNA damage that amredpiced at a very low level by this stress.
Yet, accumulation of DNA damage may well explaie thcreased cancer rate observed in
Gorlin patients.
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GENE NAME GENE BANK ENTRY FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER
MYH NM_012222.2 ccagagagtggagcaggaac tttctggggaagttgaccac
UNG NM_080911.1 aatggcagctgtatccaacc caccccaacatctgtcactg

0GG1 NM_002542.5 tggaagaacagggcgggcta atggacatccacgggcacag
APE1 NM_001641.2 gctgectggactctctcate gctgttaccagcacaaacga
PolB NM_002690.1 gagaagaacgtgagccaagce cgtatcatcctgecgaatct
Liglll NM_013975.2 gctcagcaggagatggtttc tctaggtcccgtgecatate
ATM NM_000051.3 ggacagtggaggcacaaaat gtgtcgaagacagctggtga
ATR NM_001184.3 ctcgctgaactgtacgtgga gcatagctcgaccatggatt
DNA-PKcs NM_006904.6 catggaagaagatccccaga tgggcacaccactttaacaa
Rad50 NM_005732.2 cttggatatgcgaggacgat ccagaagctggaagttacgc
Liglv NM_002312.3 ggacgatttctccegttttt gcggtgatgaatcttctegt

Table 1: List of the primers used for the RT-gPGReziments. Reaction mix contains 10 ng of each
cDNA, Takyord™ gPCR MasterMix, and primers forward and reverseCRR was performed in an
MX3005p Multiplex Quantitative PCR System (StratageCA, USA) and the amplification’s integrity
was checked at the end of each run.
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Figure 1: Long term survival curves determined Ksato the clonogenic assay. Cells are plated at low
density, stressed on the second day and culture® feeeks. Crystal violet is used to reveal forming
colonies. We tested 4 stress: ionizing radiation/AU UVB and bleomycin. Anova one way
demonstrate a sensitivity of the NBCCS fibrobldetsthe IR and UVA radiation while no sensitivity

was found for the two others.
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Figure 2: RNA guantitative expression of NBCCS andtrol fibroblasts at basal level determined by
RT-qPCR experiments. The calibrator use is GMOOT@@-irradiated. The upper panel reports results
for the BER genes while the lower one shows datdhi® DNA double strand breaks repair. Collapse
of BER glycosylases gene expression as well as Didfage Response gene signaling is demonstrate
here. As concerned, no statistical differencefénexpression of the polymerase beta was found.

* significantly (p<0.05) different from the normal cell line (GM007%30
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Figure 3: RNA quantitative expression of NBCCS amahtrol fibroblasts after a 6 Gy ionizing
radiation determined by RT-gPCR experimenfike calibrator use is GM00730 non-irradiated. The
upper panel reports results for the BER genes vithigelower one shows data for the DNA double
strand breaks repair. Collapse of BER glycosylase® expression as well as DNA Damage Response
gene signaling is demonstrate here. As concerneditatistical differences in the expression of the
polymerase beta was found. Furthermore, gene esipresf the normal cell line is decreased after a
stress.
* significantly (p<0.05) different from the irradiated normal cetidi(GMO00730).

211



1
08
s
g
26
<
Z
o
l I
0,2 :
| I i i
. ——
8oxoG

AlkB Glycol

=GMO00730 WGMO1552 mGMO2098 = GM03300

Figure 4: Basal DNA excision-synthesis activity etetined using the multiplexed plasmid biochips
comparing the normal primary human fibroblasts #relthree NBCCS fibroblasts at basal level. 8-
ox0G, AlkB and Glycol are found to be less repaireorlin’s fibroblasts.

* significantly (p<0.05) different from the normal cell line (GM00730
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Figure 5: Basal DNA excision-synthesis activity etatined using the multiplexed plasmid biochips

comparing the normal primary human fibroblasts #mel three NBCCS fibroblasts after a 6 Gy

irradiation. Once again, 8-oxoG, AlkB and Glycoédound to be less repaired in Gorlin’s fibroblasts

It is noteworthy that the excision-resynthesis \aigtiof GM00730 after a stress is decreasing as
compared to the same cell line without irradiation.

* significantly (p<0.05) different from the irradiated normal cetidi(GMO00730).
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Figure 6: Anion superoxide production in the Godimd normal fibroblasts 25 min post-stress. FACs
analysis using MitoSO® have demonstrate that there is no significant diffees in the production
between all cell lines at basal level. On contra®01552 and GM03300 produces more anion
superoxide than the GM00730 after a 6 Gy ionizamjation.

* significantly (p<0.05) different from the normal cell line (GM007%30
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Annexe 5 : Communications scientifiques, encadrements deastagiet articles

Communications scientifiques

Congrés annuel de I'European Radiation Researchiet$ot1°me
Rhodes, Grece) : présentation orale (dans le adelda bourse Young Investigator
Award) et présentation d’'un poster.

Congrés ‘Plasticité et Intégrité du Génome’ (PIG®™0édition,
Grenoble, France) : présentation d’un poster.

Encadrements de stagiaires

Wafaa BAYA, étudiante Master 1 de I'Université Jusé&OURIER
Prakriti HALDIA, étudiante Master 2 Erasmus Mundlrle)

Articles

Article soumis ‘Impairment of base excision repair in dermal
fibroblasts isolated from Nevoid Basal Cell Carame patients’.

Article en préparatioriProteomic study of PTCH1 impact in dermal
fibroblasts’.

Article en préparatiofProteomic study of irradiation impact in dermal
fibroblasts isolated from Nevoid Basal Cell Caraime patients’.
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