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Quel devenir pour une cellule irradiée:
survie ou apoptose ?

Evelyne SAGE

CNRS UMR3348
Institut Curie,
Université de Paris-Sud (XI)
Orsay

Société Frangaise de RadioProtection (SFRP)
Recherche et Santé
Journée Faibles Doses
Paris, 19 mars 2013


mailto:Evelyne.Sage@curie.fr

Risques de cancer associés aux faibles doses de radiation

Dommages de dADN -> mutations - cancer

la quantité de dommage est proportionnelle a la dose absorbée
la nature des dommages est la méme a faible et forte dose

Les doses les plus faibles soit-elles peuvent accroitre la
probabilité de développer un cancer

Idée mise a |'épreuve (challenged) :

des expositions aux faibles doses de radiation peuvent-elles avoir un effet
bénéfique pour la santé : hormésis

La persistence d'une instabilité génomique transmissible d'une cellule a I'autre et
le phénomeéne de bystander peuvent-ils ou non augmenter le risque de cancer au
dela de I'extrapolation du modeéle LNT (Little Mutat res 2010)
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Stress oxydatif:
Dommages moléculaires
(lipides, protéines) et
aux mitochondries

—  ADN
ionisations directes et
effet indirect via ROS

CELLULAR SIGNALLING ROS EXCESSIVE .
ROS LEVEL (SURPLUS) Les niveaux de dommages et de
ROS réparation conditionnent le devenir
STRESS MOLECULAR de la cellule irradiée
LESIONS
Low «Stimulated prolferation
«Signalling
Medium Adaptive processes / F 'bl d . \
estimulated transcription of ai .es ‘oses *
10 mGy RN IR Uohace attention a ne pas
faire les erreurs de

sautophagy induction

High ~Apoptosis
sSenescence

I'apprenti sorcier

K Szumiel IJRB 2012 /

Une balance entre les fonctions de
sighaling et de défense des ROS et O
ses effets endommageants décide
du devenir de la cellule irradiée institutCurie




Paradigme pour les risques associés aux radiations et a la radioprotection

Conventional Paradigm for Radiobiology:

Radiation track in cell nucleus | _ .
Direct ionizations | H?:'Zﬂ;“ e:::
+ indirect via free radical
- (‘targeted’)
Molecular damage in cell nucleus,

/ Altered DNA sequences:

signalling‘ Chromosome l Mutations
aberrations |
/ = f>\/l
R - .| Lethal e 1
No effects || | @poplosis | jogses | Lethal Viable
' . || , Abnormal
Cell & tissue . Cell death (and hence tissue | phenotype
remain normal | damage at high doses) | porential for cancer

(& heritable effects)

| NO EFFECT | NON-STOCHASTIC EFFECTS || srocuasnc errects |

Etat des connaissances sur les phénomeénes
radiobiologiques qui ne suivent pas ce paradigme
encore insuffisant pour en formuler de nouveaux O
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Dommages de I'ADN et leur réparation

Number of radio-induced

Types of damage
damage per Gy per cell

Oxidized bases 2000
Single strand breaks 1000
Abasic sites 250
Double strand breaks 40
DNA-protein crosslinks 150
Clustered lesions 130 *

* For X or y rays :
1 DSB / 2 oxybase clusters / 1.3 abasic cluster
augmentent avec le TEL

(Burkart W et al. CR Acad Sci IIT 1999 322:89-101;
Ward JF Prog Nucl Acids Res Mol Biol. 1988 35: 95-125)

* Georgakilas .. Sutherland, 2004 NAR 32, 5609-5620

@

dommages oxydatifs isolés:
réparation rapide et fidéle
qqmin a 2-3 hrs
par BER
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Dommages de I'ADN et leur réparation

Types of damage Number of radio-induced
damage per Gy per cell
Oxidized bases 2000 (A) NHEJ . XRCCA
Repalr - OMALIgase IV Required for both
: - XLr FAST and SLOW
Single strand breaks 1000 Machinery . wurese DOB repei
Abasic sites 250 Ao,
ATM « ATM
Double strand breaks 40 Signalling AN complex :m.,d anhy fot
| o SLOW et
DNA-protein crosslinks 150 TVAPRICTTY, %008 of DSB repair
Clustered lesions 130 * orobins
(8) 100 DSBs repaired with fast kinetics
8 * Low chromatin complexity (euchromatin)
DSB complexes  — 9 TR Y DA | 4-6 hrs
DSB clusters T DSBs repaired with slow kinetics
= * High clvomatin complexity (heterochromating
I * 10-25% of nduced les
% * Requine AT'l;';:KA.Pd f.:':epa- o 8 hr‘s
(Burkart W et al. CR Acad Sci ITI 1999, 322:89-i = Not repaired in the absence of ATM??
Ward JF Prog Nucl Acids Res Mol Biol. 1988, 35: ¢ : ATM signaling defect %""
5 ¢ —_—
* Georgakilas ,..Sutherland, 2004 NAR 32, 5609- 0 4 12 24 >7days

Hours after DSB Induction

Godaarzi, Jeggo, Lobrich 2010 DNA repair 9(12) 1273- 1282 o O
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Clustered lesions or Multiply Damaged Sites (MDS):

Accumulation of DNA lesions (22), including base damage, abasic sites and
strand breaks distributed on both strands within 1 or 2 helix turns, produced
by a single radiation track

DSB-clustered DNA damage non-DSB-clustered DNA damage
sirrgde: complas
osa  [TT] TTTLT smee [PTTTTLT baseresions T ST TET
pae caons LI L L | | comaes TITTTTTTIT befemers TTPTTT 1]

Eccles et al 2011

In cultured human cells, oxidized base and abasic clusters are slowly repaired
compared to DSB
Complex DSB are poorly repaired
Persistent clustered DNA lesions detected in mouse skin 20 weeks after irradiation*

They may lead to
mutations, chromosomal instability and cell death

For review :
L Eccles, P ONeill, M Lomax, Mutat. Res.711, 134-141, 2011
@ E Sage & L Harrison, Mutat. Res.711, 123-133, 2011
INSB

* Gollapalle et al, Radiat Res 167, 207-2016, 2007 institutCurie
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Mutagenesis

is drastically enhanced at MDS

% mutated clones
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2 lesions on same strand (U-06) : poorly mutagenic
2 opposite lesions (IMDS, U/U) : mutation level more than additive (x 1.5-2)
3 opposite lesions (MDS): mutagenesis x3-4 but decreases when distance

between lesions increase (MDS-6)

@

Human cells MRC5-VI

Up to 80% of mutated clones for MDS -

Sedletska & Sage to be published
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More generally:
biological consequences of clustered DNA damage in eukaryotes

Non-DSB Bistranded Lesion

Abasic sites clusters oxybase clusters Tandem lesion
1T T1T1 Togal Llinpl I Tl |l 1T T T T4 1 LT T 1 lggFall
1A 1A 0 ©°61 T a0 114199 EERERANE
BER l mpaired/and abortiye BEIV l \
TTTTTTY Mutagenesis Per';l:;;em‘ Mutagenesis Re|:)llica;:ion
A 1t oc
Complex DSB of biological significance:

=for high LET radiotherapy (proton- & hadron-
therapy) and conventional radiotherapy as well

BER? "
NHEJ =for low doses radiation exposure
Repair Inaccurate
Inhibition Repair Les seules lésions qui vont
cell death  genetic loss laisser une trace dans le

géenome a faible dose !

o
@mss o
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Réponse cellulaire aux dommages (DSB)

DSB end
i histones

DA darmage signalling Questions:

L1 TP T T J1T7T1701

l Sensors

quel est le niveau
d'endommagement requis
pour déclencher la réponse
DDR et donc pour

Transducers augmenter | ‘'efficacité et
la fidélité de la réparation?
Effectors Si les dommages sous un

certain seuil ne sont pas
détectés, la cellule pourrait
mourir ou accumuler des
dommages génétiques

Y
Y

R i
:g "’*"""” 7—, PARP1

— v \,\\

53BP1 —  Recruitment of «— Chromatin remodelling
< 4 repair proteins

p53  Checkpoint O
iv ' i L :
@msﬂ i N eau’d endommggemem‘ requis nstitutCurie
apoptose pour déclencher l'apoptose?




Induction and repair of DSB at low doses of X rays

20y Imn 20y 290 mcy. 3m 200 mCy, 241

at 2 6y, 200 mGy, 20 mGy : efficient repair y-H2AX foci

at 5 mGy repair is slower and less efficient
at 1,2 mGy, 0.1 DSB formed per cell. (1 every 10 cells) : no repair at 24h and
persist up to 7 days, then cell death by apoptosis

A 0.8 - 20 mGy 0.25 - 5 mGy
0.2 - {‘ 01 4]
3 08 | - 3
o 5] Q
5 5 0.15 1 g 1
204 - =
S S 0.1 S 0.05 - Background in the
2 M ] & absence of
7 ' irradiation : 0.05
0 4 0 A 0 4 DSB per cell
005 025 2 24 0.05 025 2 24 005025 2 24
Incubation time (h) Incubation time (h) Incubation time (h)
At very low dose no repair (no signalling, thus cell death?)
F
Réponse DDR dés 1 mGy détectée par les foyers y-H2AX .

Institut
@INSB Rothkamm K., Lobrich M. Proc. Natl.Acad.Sci USA 2003, 100,5057-5062)



Evidence for formation of DNA repair centers and
dose-response nonlinearity in human cells

Publication de Costes et col : Neumaier et al PNAS 109, jan 2012, 443-448

RX 0.1a16y - MCF10A - foyers (RIF) 53BP1 - time-lapse

0=49 RIF/Gy o=40 RIF/Gy 0=17 RIF/Gy

Tl 2_induction™ 35 min - T1 2_induction™ 22 mi Tl 2_induction™ 14 mi
8] 3 lez:rejolution=77 min 5 lezz,::o,uﬁon=173mmri1n 20 lez:,:o,uﬁo,,=248mm?n
c 4 T .} 15 Kj—i—i—i
=2 3 ‘/gf,r CEII
. 2 f /I\ w0 rif \\_
=/ 1} 2 [
= 5 cG . 10 cG 100 cG
<5 Y 0 d Y 54 y
0 2 4 0 2 4 0 2 4
Time post-IR(hrs) Time post-IR(hrs) Time post-IR(hrs)

Conclusions
The total number of RIF was not proportional to dose,
was relatively lower at higher doses (73 vs 28 RIF/Gy at 0.1 and 1 Gy respectively)
RIF induced at low doses appeared more slowly
‘ and were resolved faster than after 16y
Average RIF diameter of 0.64 pm for both high & low doses .
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Altérations génétiques - instabilité génomique

No threshold for the induction of chromosomal damage at clinically
relevant low doses of X-Rays (2 - 100 mGy)

micronoyaux (MN) MN avec foci YH2AX LOH (up to 1 Mb)
apres 1¢re mitose ( = DSB non-réparées) apres plusieurs divisions
Cellules destinées a mourir? Pas siir! WHLA-AZ-B51+ BHLA-AZ- B51-

5 80% 1

S-phase

4.0 1

2
=

2.0 1

BN-cells with yH2AX foci
w & (%)
Ou (=3
b3 =

MN per 100 cell:
o - -
o o o

HLA-AZ loss x10-4 calls
O = N % B & % N 0 W
i 1 -

00+

Radiation dose (mGy) Gonirol 0mey TKE WIL2-NS

0.5% des DSB ne seraient pas refermées par la machinerie de réparation, quelque soit la
dose (contexte chromatinien ou complexité des Iésions multiples)
Perte d'hétérozygotie dans des cellules viables !

Une fraction des cellules endommagées par de faibles doses de radiation
peut survivre au prix d'un RISQUE accru d'instabilité génomique qui
pourrait conduire par ex a une perte d'’hétérozygotie de génes
suppresseurs de tumeur O

%IHSB Publication de Mullenders : Boei et al Rad res 177,602 (2012) institutCurie



Anomalies chromosomiques, détectées par FISH, et aneuploidie apparaissent
plusieurs générations apres 50 - 500 mGy de rayons X type mammographie,
dans des cellules porteuses de mutation BRCA1 et BRCA2

Frankenberg-Schwager & Gregus IJRB 88, 846 (2012)
Pour des doses > 0.5 Gy, ces anomalies ont disparu apreés plusieurs doublement,
par élimination de la population proliférante , ce qui n'est pas le cas pour des
doses < 0.5 Gy !
Effets retardés de l'instabilité chromosomique dans la descendance des cellules
humaines hétérozygotes pour BRCA aprés exposition aux faibles doses mais pas

aux doses élevées de R-X

Les R-X de type mammographie déposent 4-5 fois plus de dose/hit que les rayons y 69Co

Les faibles doses sont plus efficaces pour induire une instabilité
géenomique et les faibles doses de radiation de haut TEL sont plus
efficaces que les radiations de bas TEL

@mse institut




Les altérations épigénétiques, méthylation de I'ADN et expression
des miRNA apreés irradiation a faible et haut TEL (0,1-1 Gy)

Sur cellules hydrides hamster/homme; R-X 2 keV/um 0,5 - 1 6y; Fe 150 keV/um 0,1 - 1 Gy
Analyse dans clones chromosomiquement stables (16-20 générations)
Endpoints : methylation locus spécifique et a CpG et non-CpG et expression de miRNA

hypo > hyperméthylation et tendances différentes entre haut et faible TEL, (dose-dépendence?)
miRNA altérés impliqués dans remodelage de la chromatine, DNA méthylation, apoptose
Un plus grand nombre de miRNA altérés apres R-X (6) que radiation haut TEL (3)
ROS et stress oxydant pourraient contribuer a ces changements épigénétiques

. . L Irradiation
Altérations épigénétiques radio-induite I
DNA Methylation Chromatin Remodeling MiRNA Expression
VDNMT1 (%2 y trimethylation M miRNA
DNMT3a/3b (%2 of H4K
MeCP2 (2 # acetylation of ¥
VYMBD2 @ HAKS © altered gene
v ¥ dlmethylatlg)n expression
hypomethylation  hypermethylation of H3K9 i Dans cellules
v v v DNA methylation © Sl
. - y l 7/ / .
Slrembspii = silencing of chromatin 2 ) oxidative stress (7 der‘egula‘rlons
instability tumor- decondensation DNA damage (89, 10) de miRNA
suppressor apoptosis (&9 17 observées |
genes (p16) 4, tumorigenesis (12
SAT2 satellite
sequences ¥
..le lien manquant pour comprendre l'instabilitée génétique et la r

cancérogénese radio-induites ???

@mse institut
Baulch et col : Aypar et al Mutat res 707, 24 (2011)
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Thank you

%msa institutCurie



10 cGy 5 cGy

100 cGy

Average RIF/nuc

Before 10 min

HT1080

[68)

N

=

0=49 RIF/Gy
Tl/l_indudion= 35 min
Tl/Z_resolution:77 min

-
1

5 cGy

=
H

0

0 2
Time post-IR(hrs)

30 min 1 hr

=40 RIF/Gy
Tl/l_induction= 22 mil'.\
T.l/l_resolu!ion:l73 min
7
f i T
r 1
/ 10 cGy
4
0 7) 4

Time post-IR(hrs)

2 hr 4 hr

0=17 RIF/Gy
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Tl/z_resolution':248 min

Time post-IR(hrs)
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Mutation spectra of MDS-U/hU/0G

[AAAAA A AAA AAAA

IAA A AAA DA AN MDS+1

+C A

[T AMAAAMAMANANANANAANAAAAATTS bp]

T
AATTCCTGATCGATGCTAG U AToGACGTGCTACTGACATGATCTCG
TTAAGGACTAGCTACGATRUA TAC TGCACGATGACTGTACTAGAGC

T [AAAMA A 4T
TTTTTTT [AA AAA A AAAAAAAAAANAAAAAAAAN]
TTTTT [AAA A AAADNAANNAANAN]
TTTTTTT [A_AAA A AAAAAAANANAANAAD]
A
63% of mutations at hU R AAGGACTAGCTACCATRUATA C TCCACGATGACTGTACTAGAGE
3% of mutations at 06 e
MDS' 2 ’I"IE'TT 5°7°/o of mu‘ra.ﬁons at hU
e 4% of mutations at oG
cC T
T gl
[T Gl
[T Al

[A AA A A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA +13 pp |
[AAAAA AN A A DAADAAAAAAAAAAAAAAAAAAAN +65 1p |
[AAAAA AN A A AADAAAAAAAAAAAAAAAAAAN +65 1p |

[L.CGCA T]
AATT CCTGATCGAUGCTAG TA T o6 ACGTGCTACTGACATGATCTCG MDS_6
TTAA GGACTAGCTACGAThUAT A C TGCACGATGACTGTACTAGAGC
TTT|AA AL ADAAR] AA +110 pp
T AA +110 pp
[T A A AAAAAAAAAAAAAAAAARA]
T A AAAAAAAAAAAAAANAAAAAAA] O
T A . ) .
T2l 21% of mutations at hU Deletions are larger than for institutCurie
INSB €2 10% of mutations at oG MDS+1 & MDS-2



Mutation spectra of MDS

T
AATTCCTGATCGAT GCTA G TATGACGTGCTACTCACATGATCTCG
TTAAGGACTAGCTA CGAThUATACTGCACGATGAGTGTACTAGAGC

T

TT
+A T A T A
c ATa

AATTCCTGATCGATGCTAGTATOGACGTGCTACTGACATGTCTCG
TTAAGGACTAGCTACGATCATA C TGCACGATGACTGTACAGAGC

AAAAAAAALN AAAANAAAANAANAAAANNAN
AAAAAAAD DANANAANAAADADANANAAADD

[AAAAANAAAAAA+157PD ]|
A
A
[T C CT|
T
AATTCCTGATCGATGCTAG TAToG ACGTGCTACTGACATGATCTCG
TTAAGGACTAGCTACGAT%UATAC TGCACGATGACTGTACTAGAGC
A
Jpa
A TTT :[AA[)ES
T Al
T T AN AAAA
T AMAADNAAAAAAANAAAAAAAAAAN+ 117 pb]
G
G Gl
B A Al
AATTCCTGATCGATGCTAGTATGACGTGCUACTCACATGATCTCG
TTAAGGACTAGCTACGATCATACUGCACGATGAGTGTACTAGAG
vé:’/f’
ANAAANNAANNAN
[AAAAAAAAAANANANAAAAAAAAAAAAAAAAAAAN
[AAAAAAAAAANAAANAAAAAAAANANAAANAAAN+TS bp| (:>

[BAAMAAAADAADAAAAAADAAADADADADALD+167 bp+V34bp] o i
[RALLA+ 750D institutCurie




Mutagenesis is drastically enhanced at MDS
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Réponse cellulaire aux dommages (DSB)

DMA darmage signalling
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Importance des modifications

épigenétiques

Les modifications des
histones constituent un
code histone qui permet
de sélectionner les
interactions contrélées
dans le temps, et dirige
le recrutement des
protéines impliquées
dans la signalisation du
dommage et dans la
réparation et de
sélectionner la voie de
réparation

Recruitment of «— Chromatin remodelling
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