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> La théorie de la mutagenese somatique indique
que la transformation maligne des cellules est
intimement liée a la formation de dommages
a PADN et au risque que ces derniers puissent
mener a des mutations favorables a la croissance
cellulaire anarchique. €lle énonce le lien logique
qui associe le cancer a I’exposition a des agents
génotoxiques. Les spectres de mutations, notam-
ment dans le gene p53, recensent les mutations
dans un type de cancer donné en fonction de
leur position nucléotidique. Les positions les
plus fréquemment mutées sont différentes selon
les cancers et refletent donc la signature du ou
des agents mutagénes qui en sont a l'origine.
La technologie LMPCR (ligation-mediated PCR)
permet de cartographier au niveau nucléotidique
les sites les plus fréquemment endommagés par
un agent génotoxique donné. Ainsi, on a la possi-
bilité de chercher une corrélation entre ces sites
fréquemment endommagés et les sites fréquem-
ment mutés dans un type de cancer. Cela a été
notamment appliqué pour confirmer a I'échelle
moléculaire le lien étiologique reliant une expo-
sition aux UVB au cancer de la peau, ainsi que
celui qui s’établit entre plusieurs substances de
la fumée de tabac et le cancer du poumon. <
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réparation et I"apop-
tose, peut entrafner la

multiplication anarchi-
que de cellules anor-
males et la formation
d’une tumeur.

Afind’expliquerlarela-
tion qui existe entre les
dommages a ’ADN, les
mutations et la forma-
tion des tumeurs, on se
fonde sur la théorie de
la mutagenese somati-
que énoncée par Thilly
en 1983 [2] puis amé-

Atrticle disponible sur le site h

’ADN des cellules est constamment endommagé par des
stress endogénes comme les especes oxygénées réacti-
ves produites par le métabolisme cellulaire, et par des
stress exogénes tels que les ultraviolets (UV) [1]. Ces
altérations peuvent mener a des mutations, c’est-a-dire
a des modifications de I'information génétique codée
par la molécule. Certains changements dans I'infor-
mation génétique des cellules somatiques (mutations
ponctuelles et/ou réarrangements chromosomiques)
sont une cause premiére de transformation maligne des
cellules. U'accumulation de ces altérations dans des
geénes importants qui jouent un réle dans le maintien de
I’intégrité cellulaire, tel le controle du cycle cellulaire, la
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liorée par Holmquist et
Gao en 1997 [3]. Cette
théorie tente de pré-
dire la probabilité qu’a
un dommage causé par
un agent mutagene
d’aboutir a la transfor-
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mation maligne d’une cellule. Plusieurs facteurs inter-
viennent successivement dans la mutagenése somati-

que : (1) la fréquence des dommages, (2) la vitesse de
leur réparation, (3) le comportement de la polymérase
lors de la réplication de I’ADN endommagé et (4) la
sélection des mutations « avantageuses » (Figure 1).
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Il est donc fondamental de pouvoir mieux situer ces dommages
(c’est-a-dire quelles sont les positions nucléotidiques) et mieux
savoir a quelle vitesse ils sont réparés pour comprendre leur impli-
cation dans la transformation maligne des cellules. La technologie
LMPCR (ligation-mediated PCR ou réaction de polymérisation en
chaine ol intervient la liaison d’un adaptateur) permet de scruter
ces deux parametres. La technologie LMPCR n’est capable de mettre
en évidence qu’un seul type de dommages : les cassures monocaté-
naires qui ne touchent qu’un seul brin de I’ADN ; il existe cependant
des moyens enzymatiques ou chimiques de transformer d’autres
types de dommages en cassures et ainsi élargir la gamme de Iésions
susceptibles d’étre explorées (Figures 2 et 3).
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Figure 1. Représentation schématique de la théorie de la
mutagenése somatique. La probabilité qu’une mutation donnée
soit associée a une transformation maligne donnée suppose :
(1) que des dommages en quantité suffisante surviennent a
cet endroit (fréquence des dommages) ; (2) qu'ils ne soient
pas réparés ou qu’ils soient réparés suffisamment lentement
(réparation) pour que (3) la polymérase de réplication de I’ADN
ait le temps de venir répliquer cet ADN endommagé, qu’elle
interpréte mal cette base endommagée et ainsi qu’elle « fixe »
la mutation (en incorporant un mauvais nucléotide en face de
la base endommagée) (erreur de réplication) et finalement (4)
que cette mutation influe sur le phénotype cellulaire dans une
fonction associée a la transformation maligne (sélection des

mutations « avantageuses »).

Depuis quelques années, des bases de données recen-
sent les mutations propres aux tumeurs humaines
(http://p53.free.fr ; http://www-p53.iarc.fr). Il s’agit
essentiellement de mutations dans le gene p53: ce
géne est trés fréquemment muté (dans plus de 50 %

des tumeurs humaines) et il s’agit de mutations ponc-
tuelles. Mais d’autres génes comme ras, comptant un
nombre plus restreint de mutations connues sont éga-
lement analysés. Ces bases de données permettent de
reconstituer des spectres de mutations indiquant les
sites mutés dans un type de tumeur donné en fonction
de la position nucléotidique. U'étude des spectres de
mutations de p53 dans différents types de tumeurs a
permis de faire apparaitre des « points chauds » (hot
spots) de mutations spécifiques de certains types
de cancers, suggérant que ces spectres mutationnels
sont en quelque sorte la signature du ou des agents
mutagenes a 'origine de la transformation maligne [4]
(Tableau IA). La technologie LMPCR s’est avérée un outil
essentiel pour vérifier si ces points chauds de mutations
correspondaient effectivement a des positions nucléo-
tidiques fréquemment endommagées et/ou réparées
lentement. Ainsi, des liens étiologiques entre certains
agents génotoxiques et certains types de cancer ont pu
étre établis a I"échelle de la structure moléculaire.

Le cancer de la peau et les différentes
longueurs d’ondes des rayons UV

Le cancer de la peau a depuis longtemps été associé a
I’exposition aux rayons UV du soleil et plus particulie-
rement aux UVB (280-320 nm) qui, contrairement aux
UVC (100-280 nm), ne sont pas arrétés par la couche
d’ozone. Les mutations de p53 les plus fréquentes dans
ce type de cancer sont des transitions C — T (une cyto-
sine est remplacée par une thymine) y compris quelques
transitions en tandem CC —> TT. Ces mutations sont la
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conséquence de la formation de diméres de pyrimidines (DCP), corres-
pondant a des liaisons covalentes entre deux pyrimidines adjacentes
(Figure 3A), aprés une irradiation UV. Huit points chauds de mutations
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Figure 2. Représentation schématique de la technique LMPCR.
La technique LMPCR permet d’étudier les cassures monoca-
ténaires (une cassure sur un seul des 2 brins d’ADN). Certains
agents lésionnels provoquent des cassures monocaténaires
directement. Cependant, comme l'illustre le schéma, la majorité
des dommages a I’ADN doivent étre convertis de fagon enzy-
matique ou chimique en cassure monocaténaire possédant un
phosphate a son extrémité 5°. Les étapes de la technique sont
les suivantes. Une extension est réalisée a partir d’une amorce
spécifique du géne choisi (amorce 1) et s’arréte & la premiére
cassure rencontrée qui correspond au lieu du dommage initial.
L'amorce spécifique offre ’avantage d’un premier degré de
produit un bout franc sur lequel on vient lier un adaptateur. ||
en résulte des fragments d’ADN dont les deux extrémités sont
connues et qu’on peut alors amplifier par PCR avec une amorce
correspondant a 'adaptateur et une seconde amorce spécifique
du géne étudié (amorce 2). Cette seconde amorce est choisie
|égerement en aval de la premiere afin de donner un deuxieme
obtenus comptent une taille et une quantité qui dépendent
respectivement de la position nucléotidique des dommages de
départ et de leur fréquence initiale a chaque position donnée.
Une migration dans un gel d’acrylamide suivie d’un électro-
transfert sur une membrane de nylon puis d’une hybridation
avec une sonde spécifique radioactive permettent de visualiser
I’ensemble des produits PCR.

ont été mis en évidence dans les cancers de la peau : ils
sont situés aux codons 151/152, 177, 196, 245, 248, 278,
286 et 294 de la protéine p53 (Tableau IA) [36].

Une premiére étude réalisée a I’aide de la LMPCR avec
des cellules irradiées aux UVC, soit sous une longueur
d’onde proche de celle qui est la mieux absorbée par
I’ADN (260 nm), a montré que les points chauds de
mutations aux codons 151, 278, 286 et 294 étaient
fréquemment endommagés (Tableau IB) [5]. Une expé-
rience comparable réalisée dans notre laboratoire mais
cette fois avec des UVB [6], a révélé que les 8 points
chauds de mutation sont alors fréquemment endom-
magés, et non plus seulement 4 (Tableau IB). Ainsi, le
spectre mutationnel des cancers de la peau correspond
mieux aux dommages consécutifs a une exposition aux
UVB qu’a ceux dus aux UVC. D’autre part, il semblerait
que les couches supérieures de I’épiderme soient suffi-
santes pour protéger les cellules de 'effet génotoxique
des UVC mais pas de celui des UVB [7]. Ainsi, bien que
la longueur d’onde des UVC cause de fagon tres efficace
des dommages a I’ADN, les résultats obtenus grace a
la technologie LMPCR ont permis de montrer qu’ils ne
constituent pas le meilleur modéle expérimental pour
simuler une exposition solaire de la peau.

&
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A Type de tumeurs
Tous les types 175, 245, 248, 249, 273 et 282
Peau (non mélanocytiques)
Poumon 157, 158, 175, 245, 248, 249 et 273
Poumon (non fumeurs) 158, 175, 249 et 273
Poumon (fumeurs) 157 et 245
Foie (associé a AFB1) 249

B Agent endommageant

uve 151, 278, 286, 290 et 294

UvB 151, 177, 196, 245, 248, 278, 286, 290 et 294
BPDE 157, 248 et 273

NNK 241, 245 et 248

AFB1 226, 243, 244, 245, 248 et 249

codons de p53 fréquemment mutés

151/152, 177, 196, 245, 248, 278, 286 et 294

codons de p53 fréquemment endommagés

sur la mutagenése engendrée par les UV. Plu-
sieurs phénomenes concourent a une surre-
présentation des C™ dans les sites fréquem-
ment mutés. Le premier phénomene indique
que la formation des DCP est plus fréquente
aux sites 5’-CCG et 5’-TCG ou les cytosines
sont méthylées [14, 15] ; cette observation
a été associée au fait qu’il y a plus de DCP
formés quand les Csont méthylées, possi-
blement a cause d’une meilleure absorption
directe des UV de la lumiére solaire [14, 15].
Le second phénomene accrédite 'idée que
la probabilité de désamination spontanée
d’une cytosine méthylée, ce qui produit une
thymine (T), serait plus grande lorsqu’elle
participe @ un DCP [16, 17]. Or, une ADN
polymérase qui réplique une molécule d’ADN
comportant un DCP désaminé tend a incor-
porer des adénines en face des DCP, ce qui

Tableau I. A. Points chauds de mutations de p53 en fonction du type de tumeur. B. Positions

fréquemment endommagées par les agents génotoxiques cartographiées par LMPCR.

Les UVA représentent 5,1 % de I’énergie solaire terrestre (contre 0,3 % pour
les UVB). On a longtemps considéré que leur nocivité était négligeable par
rapport a celle des autres longueurs d’onde d’UV et qu’ils ne pouvaient
qu’oxyder indirectement I’ADN via la production d’espéeces réactives oxygé-
nées. Or le spectre des mutations créées par une irradiation aux UVA montre
une prédominance de transversions T—> G [8] ; ceci s’explique difficilement
par les seuls dommages oxydatifs qui ne provoquent habituellement pas ce
genre de mutations. Depuis longtemps, la formation de DCP par les UVA avait
été soupgonnée ; elle a été détectée certes, mais reste un sujet de contro-
verse [9]. La cartographie des DCP consécutifs a une irradiation aux UVA
réalisée a I'aide de la LMPCR a confirmé la formation préférentielle de DCP
aux dipyrimidines TT (Figure 4), ce qui est cohérent avec le spectre muta-
tionnel secondaire aux UVA mis en évidence chez les rongeurs [8, 10]. Ainsi,
la cartographie des dommages a permis d’élucider 'origine d’une fraction
des mutations provoquées par les UVA. Uusage de doses d’irradiation
conformes a celles des rayons solaires tend cependant a confirmer le rle
prédominant des UVB dans I"étiologie des cancers non mélanocytiques [11].
Toutefois, un point chaud de mutations au codon 600 du gene BRAF a récem-
ment été associé spécifiquement aux cancers mélanocytiques provoqués par
le soleil [12]. Méme si plusieurs longueurs d’ondes peuvent entrainer ce type
de mutation, la capacité des UVA a atteindre des couches plus profondes
de la peau suggére que leur responsabilité dans la formation de mélanomes
pourrait étre plus considérable quanticipé initialement [13, 37].

Influence de la méthylation des cytosines
sur la mutageneése par les rayons UV

La détermination de la fréquence des dommages nucléotidiques a aussi per-
mis de mettre en évidence I'influence de la méthylation des cytosines (C™)
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engendre les transitions C—T ou CC—TT
caractéristiques des mutations trouvées
dans les tumeurs cutanées [17-19].

€tude de la vitesse de réparation du nucléotide

La correspondance entre sites fréquemment endomma-
gés et sites mutés n’est jamais parfaite (Tableau 1). Ce
constat témoigne évidemment de I'influence des autres
étapes de la mutagenése somatique (Figure 1). A 'aide
de la technologie LMPCR, des variations de la vitesse
de réparation & chaque site de 1 a 15 (quantifiée en
temps nécessaire pour 50 % de réparation) ont pu étre
relevées entre les sites réparés les plus rapidement
et ceux réparés les plus lentement [20]. Le contexte
de séquence aurait donc une influence déterminante
sur la vitesse de réparation d’'un dommage. On a ainsi
déterminé que certains sites fréquemment mutés cor-
respondaient en fait a des sites réparés lentement,
notamment les codons 177, 196, 245, 248 et 278 de p53
[21]. Cependant, la vitesse de réparation des DCP ne
peut pas expliquer a elle seule le spectre mutationnel
des tumeurs de la peau [22].

Identification de carcinogenes
a origine du cancer du poumon

Le cancer du poumon continue d’étre la principale cause
de mortalité par cancer [23]. Il a été associé depuis
tres longtemps a I’exposition au tabac et, en particu-
lier, a la fumée des cigarettes. Celle-ci ne comprend
pas moins de 20 carcinogenes différents susceptibles de
provoquer des tumeurs pulmonaires chez des rongeurs



Figure 3. Dommages a ’ADN examinés par LMPCR. Dommages fréquents a I’ADN

consécutifs & une exposition (A) aux UV, (B) au BPDE, (C) a I’AFB1 ou (D) & un
analogue de la NNK et qui ont pu étre examinés a 'aide de la technologie LMPCR.
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La modification provoquée par I’agent génotoxique est indiquée en rouge et le
mode de conversion du dommage en cassures monocaténaires pour son étude

0 avec la technologie LMPCR est indiqué entre parentheses.

[24]. Ces substances carcinogénes sont réparties
dans plusieurs classes de composés dont les princi-
pales sont les hydrocarbures aromatiques polynucléés
(HAP), contenus dans les goudrons de la cigarette, et
les nitrosamines qui sont des dérivés de la nicotine. La
technologie LMPCR a été utilisée pour cartographier les
dommages causés par plusieurs carcinogenes présents
dans la fumée du tabac.

Le gene p53 est muté dans 70 % des cancers du poumon
chez ’lhomme®. Dans 40 % des cas, il s’agit de transver-
sions G — T et dans 24 % de transitions G — A [4]. Les
codons les plus fréquemment mutés dans les tumeurs
pulmonaires associées a la cigarette sont les codons
157, 158, 175, 245, 248, 249 et 273 de p53. Certains sont
aussi fréquemment mutés dans les cancers du poumon
chez les non fumeurs (codons 158, 175, 249 et 273) tan-
dis que d’autres sont plus spécifiques des cancers asso-
ciés a la consommation de cigarettes : les codons 157
et 245 (Figure 5 et Tableau IA). Le géne K-ras est I'un
des premiers genes altérés dans le cancer pulmonaire
et il est activé par des mutations ponctuelles dans 30 %
des adénocarcinomes pulmonaires et des carcinomes a
larges cellules [25]. Les mutations de K-ras semblent
particulierement spécifiques des adénocarcinomes pul-
monaires et la plupart affectent le codon 12. €lles sont
composées a 80 % de transversions G —> T et a 20 % de
transitions G —> A [25].

Une étude par la technologie LMPCR en 1996 [26] a
montré une formation préférentielle dans les cellules
traitées au BPDE (la forme activée du benzo[a]pyréne,
un des HAP présent dans la fumée de cigarette) de
dommages sur des guanines (Figure 38) dans les points
chauds de mutation de p53, en particulier les codons
157, 248 et 273. Les codons 248 et 273 sont fréquem-
ment mutés dans tous les types de cancer, mais le
codon 157 est, lui, trés spécifique du cancer du poumon
chez les fumeurs (Tableau IB et Figure 5). Cette étude
correspond a la premiére démonstration a I’échelle de
la structure moléculaire d’un lien étiologique entre un
carcinogéne donné et le cancer pulmonaire. D’autres
HAP de la fumée de cigarette ont montré des pro-
fils comparables de dommages, avec des différences

! http//p53.free.fr
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cependant concernant leur fréquence relative a une position donnée.
€n effet, plusieurs autres HAP ont entrainé une formation préféren-
tielle de dommages a des sites correspondant aux points chauds de
mutation des codons 157, 158, 245, 248 et 273 de p53 [27]. Ainsi,
les HAP en général semblent contribuer significativement au spectre
mutationnel du cancer du poumon chez I’lhomme. Comme pour les
DCP, la vitesse de réparation des dommages du BPDE semble avoir une
influence sur la probabilité de formation des mutations. €n particulier,
la réparation aux points chauds de mutations des codons 157, 248 et
273 s’est avérée 2 a 4 fois plus lente que la réparation dans les autres
sites endommagés [28].

La cartographie des dommages causés par d’autres substances de
la fumée de cigarette a également été réalisée a I’aide de la LMPCR.
Nous avons montré dans notre laboratoire que des dérivés réactifs
de la NNK, un carcinogéne pulmonaire prouvé chez les animaux de
laboratoire, créent des dommages (Figure 30) a des codons fré-
quemment mutés dans le cancer du poumon, notamment le codon
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Figure 4. Exemple d’application de la techni-
que LMPCR. Ces autoradiogrammes montrent

Type d'UV
Dose la cartographie des DPC obtenus sur le géene
(k)/m?) aprt (adénine phosphoribosyltransférase)
«<TT199-200 apres une irradiation aux UVA, UVB, UVC ou a
$£=<TT202-203 la lumiere solaire simulée (SSL). Les quatre
premiéres colonnes de chaque autoradio-
b gramme correspondent a la LMPCR appliquée
E sur de I’ADN spécifiquement cassé au niveau
des G, des A, des T et C ou sur des C seuls. Elles
= permettent de suivre la séquence sur le gene
et donc de situer le lieu des dommages. Cha-

<TT 243-244 . o ) ,

cune des fleches a droite représente un site
4£—<Tr251_252 dipyrimidinique, c’est-a-dire un site potentiel
pE de DCP. Les bandes sur I'autoradiogramme
E correspondent a des sites effectivement
endommagés. Leur intensité dépend du nom-
— bre de molécules d’ADN au départ qui étaient
- cassées a cette position nucléotidique. La

colonne identifiée « NoUV » correspond a la
LMPCR faite sur de I’ADN non irradié. Elle sert

de controle négatif et constitue un indicateur

E<TT277—278

-
du bruit de fond produit par la technique.
On peut remarquer que les UVA provoquent
presque exclusivement leurs DCP sur des sites
TT alors que les autres longueurs d’ondes sont
moins exclusives et endommagent tous les
types de dipyrimidines. Le tableau recense
les dommages quantifiés a partir de ces deux
autoradiogrammes et des autoradiogrammes
correspondants au brin opposé (non mon-
trés). La localisation de ces dommages aux TT
coincide avec le spectre de mutations aux UVA
précédemment publié [8]. (adapté de [10]).

12 de K-ras ainsi que les codons 241, 245 et, plus
modérément, le codon 248 de p53 (Tableau IB) [29].
Le méme type d’analyse a été réalisé sur I'acroléine,
un aldéhyde détecté en quantité trés importante dans
la fumée de cigarette. Ce composé induit des dom-
mages aux mémes codons que ceux qui sont affectés
par le BPDE et semble méme avoir un effet inhibiteur
sur la réparation des dommages créés par le BPDE
[30]. Cependant, ces dommages ne produisent pas de
mutations, probablement parce que I’ADN polymérase
est dotée de la capacité de les répliquer sans faire
d’erreur (Figure 1) ; néanmoins, sa contribution aux
mutations provoquées par la fumée de cigarettes
reste a déterminer [31]. Ainsi, la technologie LMPCR
aide peu a peu a éclaircir la contribution relative
de différents composés du tabac dans les cancers
pulmonaires.
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Lien étiologique entre I’aflatoxine Bl
et le carcinome hépatocellulaire

D’autres agents génotoxiques ont également été étudiés
par LMPCR. Cest le cas de I'aflatoxine B1 (AFB1) dont on
soupgonne la responsabilité dans la formation du carci-
nome hépatocellulaire (CHC). Cette mycotoxine est consi-
dérée comme la cause majeure de CHC dans les régions ou la
nourriture est fortement contaminée par le champignon qui
la produit. Un point chaud de mutations uniques, une trans-
version G —> T, a été observé dans ces tumeurs au codon 249
de p53. Denissenko et al. [32] ont constaté que si ’AFBL
suscite effectivement des dommages sur de nombreuses
guanines de p53 (Figure 3C), tel n’est pas particulierement
le cas dans le codon 249, méme si 'on constate des dom-
mages & cette position nucléotidique (Tableau IB). Ainsi,
I’exposition a ’AFB1 ne suffirait pas a elle seule a expliquer
le fait que ce codon de p53 constitue un point chaud de
mutations dans le CHC. Le rle synergique d’une infection
paralléle avec le virus de I’hépatite B a été suggéré ; celle-ci
contribuerait a sélectionner les mutants au codon 249.

Conclusion

La technologie LMPCR apporte donc des informations
importantes qui permettent de mettre en rapport les
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Figure 5. Spectre des codons mutés de p53 dans les tumeurs

pulmonaires. Les graphiques représentent le pourcentage de

273

mutations ponctuelles recensées dans p53 a un codon donné
dans les tumeurs pulmonaires chez des fumeurs (4) ou des non
fumeurs (B). Ainsi, on peut déterminer les mutations de p53
qui sont spécifiquement associées a I"exposition a la fumée du
tabac (http://www-p53.iarc.fr).

dommages a I’ADN causés par certaines substan-

ces génotoxiques et des mutations caractéristiques
trouvées dans certaines tumeurs. Cette technique est
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également fréquemment utilisée pour examiner de pres
d’autres phénomeénes concernant notamment la répa-

273

ration des dommages, le fait qu’un brin soit transcrit ou
non (réparation couplée & la transcription) [4], I"éloi-
gnement d’une région par rapport au promoteur [33]
ou encore le réle exercé par différentes protéines sur
certains aspects précis de la réparation [34, 35]. ¢
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SUMMARY
Mapping DNA damage
to understand somatic mutagenesis

Somatic mutation theory explains how DNA damage
can lead to the malignant transformation of cells. It
therefore elucidates the connection between genotoxic
agents and cancers. Mutational spectra, which tend to be characteris-
tic of a cancer type, are available for certain genes like p53 which is
frequently mutated in tumors. A mutational spectrum could therefore
be the signature of the genotoxic agent(s) at the origin of the mali-
gnant transformation. Ligation-mediated PCR (LMPCR) is a genomic
sequencing method that can be used for the mapping of DNA damage
at nucleotide resolution. Such a mapping can then be compared to a
mutational spectrum to test the hypothesis that implies one agent
can cause mutations into one cancer type. LMPCR has been used this
way to map DNA damage generated by different UV wavelengths. The
frequently damaged sites following UVB irradiation correlate with the
mutational spectrum of p53 in skin cancer. Similarly, BPDE, the activa-
ted form of the benzo[alpyrene present in tobacco smoke, generates
frequent adducts at sites corresponding to mutation hotspots of p53
in lung cancers. Still, the correlation between BPDE damage sites and
pb53 mutations is not perfect and this suggests a role of other genotoxic
substances that are also present in tobacco smoke, such as the nitro-
samine NNK. Finally, and beyond this objective of better understanding
somatic mutagenesis, LMPCR is commonly used whenever DNA damage
frequency and/or repair is to be investigated. ¢
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