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2. Radiation induced genomic instability

The term radiation-induced genomic instability refe
to a phenomenon observed

in a number of different cellular systems whereby
radiation exposure appears to

induce a type of instability in individual cellsathis
transmittedo their progeny, leading to a persistent
enhancement in the rate at which genetic changgs
in the descendants of the irradiated cell afteryman
generations of replication. The genetic endpoints
studied have included malignant transformation,
chromosomal aberrations, specific gene mutatiams$
cell survival. Typically, this phenomenon has been
studied by examining the occurrence of such genet
effects in clonal populations derived from singdfis
surviving radiation exposure. This phenomenon is
illustrated schematically in Figure 1 for the intan
of mutations in an irradiated cell population (l&it
2000).

Mutations are generally rare events, occurring with
frequency around 10 By the standard paradigm, a
specific mutation would be induced in a small frarct
of the irradiated cells (B); this mutation would be
transmitted to all of the progeny of that cell. Moslls

in the population, however, would not be mutated a

that locus (A). The radiation induced genomic
instability phenomenon is shown in C and D; where
no mutations were induced in the irradiated cells
themselves, an increased frequency of mutantssan
the descendants of many of the irradiated celteen
population. Early evidence for the existence ohsac
phenomenon was derived from an

examination of the kinetics of radiation-induced
malignant transformation of celis vitro (Kennedyet
al., 1980; Kennedy and Little, 1984). These results
suggested that transformed foci did not arise feom
single, radiation damaged cell. Rather, radiation
appearedo induce a type of instability in 20-30% of
the irradiated cell
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2. Instabilité génomique induite par les rayonnemets
Le terme instabilité génomique induite par le rayement
se réfere a un phénomene observé dans un certaioreo
de systemes cellulaires ou I'exposition aux rayorerds
semble induire un type d'instabilité dans des tedlu
individuelles qui sont transmises a leur descerglanc
conduisant a une augmentation persistante dedaséta
#quelle les changements génétiques surviennest dan
les descendants des cellules irradiées apres deraoses
générations de réplication. Les conséquences géeséti
étudiées ont inclus la transformation maligne, les
&berrations chromosomiques, les mutations génétique
Spécifiques, et la survie des cellules. De facoregde, ce
'6hénomeéne a été étudié en examinant la survenisésde
effets génétiques dans des populations clonalesssie
cellules uniques survivant a I'exposition aux ray@ments.
Ce phénomene est illustré schématiquement a lad-igu
pour l'induction de mutations dans une populatien d
cellules irradiée (Little, 2000).

Les mutations sont des événements rares en général,
survenant avec une fréquence autour d& DOapreés le
paradigme standard de la radiobiologie, une mutatio
particuliére serait induite dans une petite fracties
cellules irradiées (B), cette mutation serait traisg a toute
a descendance de cette cellule. Cependant larpldes
cellules dans la population ne serait pas mutéelaotis
*#R). Le phénoméne d'instabilité génomique induitlpa
radiation est représenté en C et D, alors qu'aucwtation
>Fa été induite dans les cellules irradiées ellésmes, une
fréquence accrue de mutants survient chez les migsots
d'un grand nombre de cellules irradiées dans lalptpn.
Les premiers signes de I'existence d'un tel phéneroat
été déduits d'un examen de la cinétique de la
transformation maligne radio-induite des cellutesitro
(Kennedy et al, 1980;. Kennedy et Little, 1984)sCe
résultats suggérent que des foyers transformés ne
surviennent pas a partir d'une seule cellule endagém pa
rayonnement. Plut6t, le rayonnement semble induirg/pe
d'instabilité dans 20-30% de la population de ¢edlu
irradiées;
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Figure 1 Schematic representation of radiation- Figure 1 Représentation schématique de I'instadbili

induced genomic instability. Open circles represent génomique radio-induite. Les cercles ouverts regmént
normal wild-type cells, while closed circles remat | les cellules normales de type « sauvage », lesesepteins
mutated cell. (B) Example of a cell directly représentent les cellules mutées. (B) Exemple dahiele
mutated by radiation exposure; the mutation is mutée directement apres irradiation; la mutatioh es
transmitted to all of its progeny. However, most transmise a toute la descendance. Cependant, Eapldes
of the cells in the irradiated population will rétethe cellules de la population irradiée conservent |&pbtype
wild-type phenotype (A). (C and D) Examples of  de type « sauvage » (A). Les exemples (C et Dutktion
mutations arising as a result of radiation-induced résultant d’une instabilité génomique radio-induite
genomic inslability. The irradiated cell and its cellule irradiée et sa descendance directe sortygde
immediate progeny are wild-type, but the frequency « sauvage », mais la fréquence a laquelle les nounst
with which mutations arise amongst the more distargurviennent chez les descendants de la celluldigeest
descendants of the irradiated cell is elevatedl@,it élevée (Little, 2000).

2000).
cette instabilité augmente la probabilité de larenue d'un
population; this instability enhanced the prob&pitif second événement de transformation néoplasique. Ce
the occurrence of a second, neoplastic-transformingecond événement est un événement rare, survesgnt a
event. This second event was a rare one, occuniihc une fréquence d'environ f0et implique dans cette

the frequency of approximately f0and involved the transformation un ou plusieurs des descendantsalieges
actual transformation of one or more of the progeyirradiées d'origine apres de nombreuses séries/s&ods
the original irradiated cells after many roundself  cellulaires. Cet événement de transformation sotdgec
division. This transforming event occurred with the une fréquence constante par cellule et par générat a
constant frequency per cell per les caractéristiqgues d'un événement mutagéene (ldgrete
generation, and had the characteristics of a matageal. 1984). Ainsi, les foyers néoplasiques transtsme
event (Kennedyt al.,1984). Thus, neoplastically  semblent pas provenir de la cellule irradiée agiine, mais
transformed foci did not appear to arise from the | plutét d'un ou plusieurs de ses descendants. Gekats
original irradiated cell but rather from one or ma@f sont compatibles avec I'hypothése que le rayonnemen
its progeny. These findings were consistent with th induit une instabilité génétique dans les cellgjes
hypothesis that radiation induces genetic instghii  augmente la vitesse a laquelle la transformatioligmaou
cells that enhances the rate at which malignant d'autres événements génétiques se produisentehez |




transformation or other genetic events occur in
descendants of irradiated cells after many germrsiti
of cell replication.

This hypothesis has subsequently been confirmed
number of experiment systems for various genetic
endpoints (Morgaet al.,1996; Little, 1998;
Baverstock, 2000; Romneyt al.,2001 a). In terms of
mutagenesis, approximately 10% of clonal populati
derived from single cells surviving radiation expies
showed a significant elevation in the frequency of
spontaneously arising mutations

as compared with clonal populations derived from-r
irradiated cells (Chang and Little, 1992; Litdeal.,
1997). This increased mutation rate persisted

for approximately 30 generations post-irradiatioant
gradually subsided. Interestingly, the molecular
structural spectrum of these late-arising mutants
resembles those of spontaneous mutations in teat
majority of them are point mutations (Grosovsgtyal.,
1996; Littleet al.,1997), indicating that they arise by
different mechanism from that of direct X-ray-inedc
mutations which involve primarily deletions. An
enhancement of both minisatellite @tial.,1992) and
microsatellite (Romnegt al.,2001b) instability has
also been observed in the progeny of irradiateld cel
selected for mutations at thieymidine kinaséocus,
further evidence that a subpopulation of genetycall
unstable cells arises in irradiated populations ¢f
interest that instability as measured in minisaéell
sequences of X-ray-transformed mouse 10T% cells
was markedly enhanced when the cells were giow
vivo as compared to prolonged cultivationvitro
(Paquette and Little, 1994).

An enhanced frequency of non-clonal chromosom
aberrations was first reported in clonal descersgdant
mouse hematopoietic stem cells examined

12-14 generations after exposure to alpha radiatior
(Kadhimet al.,1992).

Persistent radiation-induced chromosomal instabilit
has since been demonstrated in a number of other
cellular systems (Sabatietal., 1992; Holmberget al.,
1993; Marder and Morgan, 1993; Kadhétal.,1995;
Little etal., 1997; Ponnaiyat al.,1997). Susceptibilit
to radiation-induced chromosomal instability differ
significantly among cells from different strainsrofce
(Watsonet al.,1996a;Ponnaiyeet al.,1997). It is now
clear that genomic instability, both chromosomal an
mutational instability, can be induced by high @wl
LET radiation (Littleet al.,1997; Belyako\et al.,
1999; Limoliet al.,2000; Evant al.,2001) and in
most cell types. It has been shown recently thagHo
term instability can be induced by irradiation efls

descendants des cellules irradiées apres de noseasreu
générations de réplication cellulaire.

Cette hypothése a ensuite été confirmée dans rtairce
inombre de systemes expérimentaux pour des paesmet
génétiques variés (Morgan et al, 1996;. Little, 8,99
Baverstock, 2000;. Romney et al, 2001 a). En temhees
mutagénese, environ 10% des populations clonadasss
ale cellules uniques survivant a I'exposition aux
rayonnements ont montré une élévation significadiwda
fréequence des mutations survenant spontanément par
rapport aux populations clonales issues de celhoes
oradiées (Chang et Little, 1992; Little et al, 99 Ce taux
de mutation plus élevé a persisté pendant envidon 3
générations apreés l'irradiation, puis a peu a fEpadi. Fait
intéressant, le spectre structural moléculaireedencutants
tardifs ressemble a celui de mutations spontangéesla
gue la majorité d'entre eux sont des mutationstpeties
tiGrosovsky et al, 1996;.. Little et al, 1997), ce ipdique
gu'ils relévent d'un mécanisme différent de ceas d
rautations directes aux rayons X qui impliquent
principalement des délétions. Une augmentation de
I'instabilité des minisatellites (Li et al., 199&)des
microsatellites (Romney et al., 2001b) a égaleraant
observée dans la descendance des cellules irsadiée
sélectionnées par les mutations au niveau du loeuas
thymidine kinase, une preuve supplémentaire qseua-
population de cellules génétiquement instablesientv

l'instabilité telle que mesurée dans des séquealees
sminisatellite de cellules de souris transforméedem
vayons X 10?% ont été nettement améliorées lorsque
les cellules ont été cultivéesvivo par rapport a une cultu
prolongédn vitro (Paquette et Little, 1994).

dUne fréquence accrue des aberrations chromosomiaune
clonales a été signalée dans la descendance chimale
cellules souches hématopoiétiques de souris examiné
112-14 générations aprés I'exposition a des rayoantm
alpha (Kadhim et al., 1992).

Une instabilité chromosomique radio-induite pdesite a
depuis été démontrée dans un certain nombre dsautre
systémes cellulaires (Sabatier et al, 1992;. Hotmbeal,
1993. Marder et Morgan, 1993; Kadhim et al, 1998|d_et
al, 1997; Ponnaiya et al., 1997). La sensibiliténatabilité
chromosomique radio-induite differe de facon sigative
entre les cellules de différentes souches de s@asson e
al, 1996a;. Ponnaiya et al, 1997.). Il est mainéckir que
l'instabilité génomique, a la fois chromosomiqueest
mutation, peut étre induite par les rayonnemeritsea
élevé ou faible (Little et al, 1997; Belyakov et H999;
Limoli et al, 2000; Evans et al, 2001) et dansligpart des
types cellulaires. Il a été montré récemment Gostbilité
a long terme peut étre induite par l'irradiatios dellules

dans les populations irradiées. Il est intéresgdamoter que

)



with single alpha particles from a focused microbec
(Kadhimet al.,2001), supporting earlier observation

that the instability phenotype can be activatedoly

radiation doses, becoming saturated at higher dose

(Kadhimet al.,1995; Grosovsket al.,1996; Littleet
al., 1997).

Finally, a persistently increased rate of cell Hewds
been shown to occur in cell populations many
generations after irradiation (Seymairal.,1986;
Chang and Little, 1992; Belyakat al.,1999). This
phenomenon has been variously referred to as
occurring as a result of “lethal mutations” or “agtd
reproductive failure”, but has been measured as a
reduction in the ability of cells to attach and

form macroscopic colonies in a classic clonogenic
survival assay. In some cellular systems, an isaea
rate of apoptotic cell death has been shown to
accompany this phenomenon (Jamali and Trott, 19
Limoli et al.,1998; Belyakowet al.,1999). Persistent
reproductive failure has been linked to chromosom
instability (Limoli et al.,1998) and malignant
transformation (Lewigt al.,2001; Redpath

and Gutierrez, 2001), and evidence presented to

suggest that DNAs at least one of the critical target:s

in the initiation of this phenomenon (Limalt al.,
1999).

Instability was attenuated by treating the irragliat
cells with free radical scavengers or allowing
potentially lethal damage to be repaired by comitue

holding prior to analyzing the subsequent develagn

of chromosomal instability (Limokt al.,2001). It has

been proposed that oxidative stress perhaps coase

to enhanced, p53-independent apoptosis may
contribute to the perpetuation of the instability
phenotype in these populations (Limetial.,1998;
Redpath and Gutierrez, 2001).

Of importance in terms of radioprotection is whethe

this phenomenon occuirs vivoand thus may be
related to the induction of cancer. The transmissio
chrornosomal instabilitin vivo has indeed been

demonstrated in several distinct experimental nmsode

(Pampfer and Streffer, 1989; Watsetral.,1996b;
Ullrich and Davis, 1999), and evidence presented t
suggest that instability induced in X-irradiateduse
hematopoietic stem cells may be related to the
occurrence of the nospecific genetic damage found
radiation-induced leukemias in these mice (MacDa
et al.,2001).

Another interesting model involves the induction o
mouse mammary tumors by radiation. Sensitivity tc
tumor induction was found to be strain specific &nd
correlate with the induction of chromosomal inslibi

1avec des particules alpha a partir d'un uniqueafa@ceau
soncentré (Kadhim et al., 2001), confirmant des
observations antérieures qui affirment que I'inisité
2phénotypique peut étre activée par des faiblessddse
rayonnement, et saturée a des doses plus élevadbi(K et
al, 1995;. Grosovsky et al, 1996;. Little et al919.

Enfin, la persistance d'un taux accru de déceslagk aété
mis en évidence dans des populations cellulaiies
nombreuses générations apres irradiation (Seymaly e
1986;. Chang et Little, 1992; Belyakov et al, 1992
phénomene a été diversement interprété comme sunva
la suite de « mutations létales» ou « échec retdeda
reproduction », mais a été mesuré comme une réudé
la capacité des cellules a se fixer et a formercdemies
macroscopiques dans un test de survie clonogénique*
classique. Dans certains systemes cellulaires, une
augmentation du taux de mort cellulaire par apaptos
afi;compagné ce phénomene (Jamali et Trott, 199&ILet
al, 1998;. Belyakov et al. 1999). Un échec persidie la
aleproduction a été lié a une instabilité chromosprmi
(Limoli et al, 1998.) et & la transformation makgfiLewis
et al, 2001;. Redpath et Gutierrez, 2001), et desyes
pour suggérer que I'ADN est au moins une des cibles
sessentielle dans l'initiation de ce phénomene (Liietal.,
1999).

L'instabilité a été atténuée par le traitementaddisiles
irradiées par les capteurs de radicaux libres omgttant la
réparation de dommages potentiellement mortelsipar
prise en charge avant le développement de hiliséa
nehromosomique (Limoli et al., 2001). Il a été pre@aque
par l'intermédiaire de I'augmentation du stresslaky;
fapoptose p53-indépendante peut contribuer a la
perpétuation de l'instabilité phénotypique dans ces
populations (Limoli et al, 1998;. Redpath et GuBer
2001).

En termes de radioprotection il est important d®gasi ce
phénomene se produit vivo et peut donc étre lié a
I'induction du cancer. La transmission de l'inditbi
chromosomiquén vivo a en effet été démontrée dans
plusieurs modeéles expérimentaux distincts (Pangifer
eBtreffer, 1989; Watson et al, 1996b;. Ullrich ewi3a1999)
et la preuve présentée pour suggérer que l'ingéinitiuite
alans les cellules souches hématopoiétiques deils 36
irradiée peut étre liee a I'apparition de dommanges
spécifiques trouvés dans les leucémies radio-iaduihez
ces souris (MacDonald et al., 2001).

nah autre modéle intéressant implique l'inductioriudeeurs
mammaires de souris par les rayonnements. La s@@sib
fl'induction des tumeurs a été jugée spécifiguadmlche
et en corrélation avec l'induction de l'instabilit
chromosomique dans les cellules épithéliales manemai
irradiées in vivo (Ullrich et Davis, 1999). L'indian d'une




in mammary epithelial

cells irradiatedn vivo (Ullrich and Davis, 1999). The
induction of such instability was dose dependént. |
was subsequently shown that the sensitive, cancer
prone mouse strain (BALBK) was characterized by
reduced expression of the DNA repair enzyme DN/
PKcs, leading to inefficient end rejoining of DNA
double strand breaks induced by radiation (Okaghs
al., 2000). This finding is of interest in relation teet
recent evidence for the involvement of chromosom
telomeres in radiation sensitivity and genomic
instability (Bouffleret al.,2001).

DNA-PKcs has been shown to play an essential ro
telomere function and capping (Gilleyal.,2 001 ;
Baileyet al.,2001).A high frequency of telomere
fusions occur in DNA-PKcs deficient cells (Gilley
al., 2001); the loss of telomeres has been associate
with the development of chromosomal instability

in cancer cells (Fouladit al.,2000). Transmissible
instability might thus be a consequence of suceess
bridge-breakage-fusion cycles resulting from telcen
loss.

In sum, it appears well established that ionizing
radiation can induce a type of transmissible intgb
in cells that enhances the probability of the ocence
of multiple genetic effects in the descendantdef t
surviving cells, sometimes after many generatidns
replication. Two questions remain to be clarifiedtat
is the event(s) that initiates the process; and isave
signal transmitted over many generations of
replication? Current studies are focused on idgntf
the mechanism for the phenomenon, including the
of oxidative stress, and its importance in termthef
effects of radiatiomn vivo.

-réduite de I'enzyme de réparation de I'ADN, 'ADKeB

A'ADN induites par les rayonnements (Okayasu e8&l00).

d'instabilité génomique (Bouffler et al., 2001).

2dellules cancéreuses (Fouladi et al., 2000). ldbilté

telle instabilité était dose-dépendante. Il a drséiié
montré que la souche de souris (BALBK) sensible,
prédisposée au cancer était caractérisée par (nession

finalement inefficace, rejoignant les cassures thsutie

Cette constatation est d'intérét en ce qui condeme
wulonnées récentes relatives a lI'implication desriétes du
chromosome dans la sensibilité aux rayonnemerms et

On a montré que la DNA-PKcs joue un rble essedtabk
la fonction des téeloméres (Gilley et al, 2001; Bgpiét al,
2001). Une fréquence élevée des fusions télomegique
se produisent dans les cellules déficientes en ABls
(Gilley et al, 2001.), la perte de télomeres aadtociée aL
développement d'une instabilité chromosomique s

transmissible pourrait donc étre la conséquenaydes
pont-cassure-fusion successives résultant de ta ger
iteloméres.

eEn somme, il semble bien établi que les rayonnesnent
ionisants peuvent induire un type d'instabilitésmissible
dans les cellules qui accroit la probabilité deuevenue de
multiples effets génétiques dans les descendantsdileles
survivantes, parfois aprés de nombreuses généatmn
réplication. Deux questions restent a éclaircieltpest I
@événement (s) qui déclenche le processus, et cratlla
nature du signal transmis sur de nombreuses g@areate
réplication? Les études actuelles se concentrent su
I'identification des mécanismes de ce phénomene,
notamment le réle du stress oxydatif, et son ingra en
rirmes des effets des rayonnemémtgvo.

* Test fondé sur la capacité d’une cellule vialsi@ée a se multiplier et
a former une colonie d’au moins 50 cellules. llrpetr d’évaluer la
cytotoxicité de xénobiotiques en fonction de laamafé des cellules a
s’attacher a leur support et a se diviser. Ceggtstotamment la
méthode de choix en recherche oncologique, carihpt de mettre en
évidence des défauts apparaissant lors de la tizdtipn cellulaire,
tels que des dommages chromosomiques ou I'appadganort

cellulaire par apoptose.




