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S c i e n t i d i q u e  e t  Technique  q u i  m'a accandé une aLLa caXian 
de aecherrche pendant Les deux années de ptcéparration de 

c e t t e  .thèse. 
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I N T R O D - U C T I O N  

D e p u i s  q u e  l ' o n  s ' e s t  a p e r ç u  q u e  d e s  f a c t e u r s  

d ' e n v i r o n n e m e n t  é t a i e n t  p r é s e n t s  p o u r  u n e  p a r t  i m p o r t a n t e  

, d a n s  l ' é t i o l o g i e  du c a n c e r  c h e z  l 'Homme, l a  c a n c é r o g é n è s e  

c h i m i q u e  p o s e  un p r o b l è m e  de  p l u s  e n  p l u s  a l a r m a n t .  

A f i n  d ' e s s a y e r  de c o m p r e n d r e  p a r  q u e l s  m é c a n i s -  

mes un  a g e n t  c h i m i q u e  p e u t  p r o v o q u e r  un c a n c e r  d a n s  un 

o r g a n i s m e ,  d e  n o m b r e u s e s  r e c h e r c h e s  s o n t  a c t u e l l e m e n t  e n t r e -  

p r i s e s  à l ' é c h e l o n  m o l é c u l a i r e .  En e f f e t ,  l e s  c a n c é r o g è n e s  

c h i m i q u e s  q u i  s o n t  p o u r  l a  p l u p a r t  d e s  m o l é c u l e s  o r g a n i -  

q u e s  d e  p e t i t e  t a i l l e ,  i n t e r a g i s s e n t ,  a p r è s  a c t i v a t i o n  d a n s  

l ' o r g a n i s m e ,  a v e c  l e s  m a c r o m o l é c u l e s  c e l l u l a i r e s ,  p a r t i c u -  

l i è r e m e n t  l e  D N A .  On c o n ç o i t  d o n c  l a  n é c e s s i t é  d e  m u l t i p l i e r  

l e s  é t u d e s  d ' i n t e r a c t i o n  DNA-cancérogène ,  d a n s  l e  b u t  d ' a c c u -  

m u l e r  l e  p l u s  g r a n d  nombre  p o s s i b l e  de  s c h é m a s  de  m é c a n i s m e s .  

Nous a v o n s  c h o i s i  d ' é t u d i e r  l a  c a n c é r o g é n è s e  

c h i m i q u e  p a r  l e  4 - n i t r o q u i n o l é i n e - 1 - o x y d e  q u i  r e p r é s e n t e  un 

m o d è l e  d ' é t u d e  i n t é r e s s a n t ,  s e s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  é t a n t  

t r è s  b i e n  c o n n u e s .  



G É N É R A L I  T É S  



C H A P I T R E  7  - LA C A N C E R U G E N E S E  C f f l M 7 Q U E .  

A l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  d e  n o m b r e u s e s  d o n n é e s  p e r m e t t e n t  

d ' é n o n c e r  q u e  l a  c a u s e  d u  c a n c e r  c h e z  l'Homme e s t  e s s e n t i e l -  

l e m e n t  d ' o r i g i n e  c h i m i q u e .  Le p r e m i e r  t r a v a i l  a l l a n t  e n  c e  

s e n s  e s t  c e l u i  d e  l ' A n g l a i s  P e r c i v a l  P o t t  q u i  r e m a r q u a ,  i l  

y  a  de  c e l a  d e u x  s i è c l e s ,  l a  f r é q u e n c e  a n o r m a l e m e n t  é l e v é e  

d e s  t u m e u r s  d u  s c r o t u m  c h e z  l e s  r a m o n e u r s  ( 1 3 2 ) .  P o t t  a t t r i b u a  

à j u s t e  t i t r e  c e t t e  a f f e c t i o n  a u  c o n t a c t  c o n t i n u  a v e c  l a  

s u i e .  

E n v i r o n  c e n t  a n s  p l u s  t a r d ,  e n  1 8 6 1 ,  l e  p h y s i c i e n  B u t l i n  

n o t a  q u ' a u  Danemark ,  l e s  r a m o n e u r s  a r r i v a i e n t  à s e  p r é v e n i r  

du  c a n c e r  p a r  l a  p r a t i q u e  d ' u n e  h y g i è n e  r é g u l i S r e ,  c ' e s t - à -  

d i r e  e n  é v i t a n t  l e  p l u s  p o s s i b l e  l e  c o n t a c t  a v e c  l ' a g e n t  

c h i m i q u e  c o n t e n u  d a n s  l a  s u i e  ( 1 2 ) .  L ' h y p o t h è s e  d e  P o t t  é t a i t  

d o n c  v é r i f i é e ,  e t  l e s  b a s e s  d e s  p r e m i è r e s  m e s u r e s  p r é v e n t i v e s  

c o n t r e  l e  c a n c e r  é t a i e n t  p o s é e s .  

Dans l e s  a n n é e s  q u i  s u i v i r e n t ,  e t  c e c i  j u s q u ' à  n o s  j o u r s ,  

d ' a u t r e s  o b s e r v a t i o n s ,  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  g r o u p e s  d e  p e r s o n n e s  

e x p o s é e s  à un même composé  c h i m i q u e ,  c o n d u i s i r e n t  à a l l o n g e r  

l a  l i s t e  d e s  c a n c é r o g è n e s  c o n n u s  c h e z  l 'Homme. 
ème 

P a r a l l è l e m e n t ,  d è s  l e  d é b u t  , d u  X X  s i è c l e ,  l e s  p r e m i è r e s  

c o n s  t a  t a t i o n s  s u r  l'Homme a v a i e n t  i n c i t é  c e r t a i n s  c h e r c h e u r s  

à t e s t e r  d i f f é r e n t s  p r o d u i t s  c h i m i q u e s  s u r  d e s  a n i m a u x .  On 

a s s i s t a  a l o r s  à l a  d é c o u v e r t e  de  t o u t e  une  s é r i e  d e  n o u v e a u x  

c o m p o s é s ,  s y n t h é t i q u e s  e t  n a t u r e l s ,  c a n c é r o g è n e s  c h e z  l e s  

a n i m a u x  d e  l a b o r a t o i r e .  

Un p r e m i e r  g r o u p e  d e  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  s y n t h é t i q u e s  a 

a i n s i  é t é  i d e n t i f i é  a v a n t  1940 ( F i g u r e  1 ) .  

De 1940 à 1 9 6 0 ,  d ' a u t r e s  n o u v e a u x  c o m p o s é s  f u r e n t  i n v e n t o r i é s ;  

p a r m i  c e u x - c i  c i t o n s  1'AAF e t  l e  4NQ0 : l e  p r e m i e r  c a r  s o n  

mécan i sme  d ' a c t i o n  e s t  m a i n t e n a n t  t o t a l e m e n t  é l u c i d é ,  l e  

s e c o n d  c a r  i l  c o n s t i t u e  l ' o b j e t  d e  n o t r e  t r a v a i l .  ( F i g u r e  2 ) .  



D i b e n z ( a , h )  a n t h r a c è n e  B e n z o  ( a ) p y r è n e  

3-Mé t h y l c h o l a n t h r è n e  

2 ' - 3 - D i m é t h y l - 4 - a m i n o -  

a z o b e n z è n e  

7 ,  1 2 - D i m é t h y l b e n z ( a )  

A n t h r a c è n e .  

N ,N-Dimé thy l -4 -amino-  

a z o b e n z è n e  

O 

2 - ~ a ~ h t h y l a m i n e  E s  t r o n e  

F i g u r e  1 . -  P r i n c i p a u x  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  s y n t h é t i q u e s  

d é c o u v e r t s  a v a n t  1940  (95). 
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On c o n n a î t  é g a l e m e n t  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  n a t u r e l s ,  

q u i  s e r a i e n t  p o u r  l a  p l u p a r t  p r é s e n t s  d a n s  c e r t a i n e s  

a l i m e n t a t i o n s  ( 1 0 3 ) ,  e t  d o n t  l e  p o u v o i r  c a n c é r o g è n e  a  é t é  

d é m o n t r é  c h e z  l e s  a n i m a u x  d e  l a b o r a t o i r e .  Q u e l q u e s  u n s  d e  

c e s  c o m p o s é s  s o n t  p r é s e n t é s  s u r  l a  f i g u r e  3 .  

Un d é f a u t  d a n s  l a  c o n s e r v a t i o n  d e s  a l i m e n t s  p e u t  a u s s i  ê t r e  

p r é j u d i c i a b l e .  P a r  e x e m p l e ,  o n  s a i t  q u e  l ' a f l a t o x i n e ,  q u i  

e s t  un d e s  c o n s t i t u a n t s  d e  l a  m o i s i s s u r e ,  e s t  r e s p o n s a b l e  d e  

l ' i n d u c t i o n  d u  c a n c e r  d u  f o i e  d a n s  c e r t a i n e s  p o p u l a t i o n s  

d ' A f r i q u e  d u  N o r d  e t  d e   haïl lande ( 7 8 ) .  

Au t o t a l ,  d ' a p r è s  E . C . M i l l e r ,  p l u s  d ' u n e  d o u z a i n e  d e  

c l a s s e s  d e  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  s o n t  c o n n u e s  c h e z  l e s  

a n i m a u x  ( 9 5 ) .  L e u r  g r a n d e  m a j o r i t é  e s t  d ' o r i g i n e  o r g a n i q u e ,  

m a i s  o n  d i s t i n g u e  p a r m i  e l l e s  u n  p e t i t  g r o u p e  d e  c o m p o s é s  

m é t a l l i q u e s ,  d é r i v a n t  p a r  e x e m p l e  d u  b é r y l l i u m ,  d u  c a d m i u m ,  

d u  c h r o m e ,  d u  c o b a l t  e t  d u  n i c k e l .  

La  mise e n  é v i d e n c e  d e  p r o p r i é t é s  c a n c é r o g è n e s  c h e z  u n  a n i m a l  

n ' i m p l i q u e  p a s  d u  t o u t  l ' e x i s t e n c e  d e s  mêmes p r o p r i é t é s  c h e z  

l 'Homme,  e t  a c t u e l l e m e n t ,  s e u l e  u n e  d o u z a i n e  cie s u b s t a n c e s  

p e u v e n t  ê t r e  c o n s i d é r é e s  a v e c  c e r t i t u d e  comme c a n c é r o g è n e s  

c h e z  l 'Homme.  

Le  t a b l e a u  A e n  d o n n e  l a  l i s  t e  l a  p l u s  r é c e n t e ,  é t a b l i e  p a r  

E . C . M i l l e r  e n  1 9 7 8  ( 9 5 ) .  

Nous  n ' a v o n s  p a s  m e n t i o n n é  d a n s  c e t t e  l i s t e  l e s  p r o d u i t s  

c h i m i q u e s  q u i ,  comme l e s  n i t r o s a m i n e s  p a r  e x e m p l e ,  n e  s o n t  

p a s  c a n c é r o g è n e s  m a i s  l e  d e v i e n n e n t  a p r è s  i n g e s t i o n ,  à l a  

s u i t e  d e  r é a c t i o n s  a v e c  d ' a u t r e s  s u b s t a n c e s  q u i  p r é e x i s t e n t  

d a n s  1 ' o r g a n i s m e  (170).  

S e l o n  l e s  M i l l e r  ( 1  0 2 ,  9 5 ) ,  u n  p h é n o m è n e  m a r q u a n t  d a n s  

1' é t i o l o g i e  d u  c a n c e r  c h e z  l 'Homme e s t  l e  r ô l e  j o u é  p a r  l e  

f a c t e u r  e n v i r o n n e m e n t .  

E n  e f f e t ,  l e s  c o n c l u s i o n s  t i r é e s  d ' é t u d e s  é p i d é m i o l o g i q u e s  s u r  

d e  p e t i t s  g r o u p e s  e t h n i q u e s ,  e x p o s é s  à d e  g r a n d e s  q u a n t i t é s  

d ' u n  m ê m e  a g e n t  p e n d a n t  d e  n o m b r e u s e s  a n n é e s ,  m o n t r e n t  q u e  

8 0  à 9 0  % d e s  c a n c e r s  c h e z  l 'Homme s o n t  d û s  à l ' e n v i r o n n e m e n t .  
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# 

A g e n t s  c h i m i q u e s  S i t e s  d e  f o r m a t i o n  de  l a  t u m e u r  

O r i g i n e  i n d u s t r i e l l e  

2-Naph t y l a m i n e  v e s s i e  

B e n z i d i n e  
( 4 , 4  ' - D i a m i n o b i p h é n y l e )  v e s s i e  

( 
4 - A m i n o b i p h é n y l e  
4 - N i t r o b i p h é n y l e  v e s s i e  

E t h e r  D i c h l o r o m é  t h y l i q u e  poumons 

D i s u l f u r e  d e  c h l o r o é t h y l e  a p p a r e i l  r e s p i r a t o i r e  

C h l o r u r e  de  v i n y l e  mésenchyme du  f o i e  

G o u d r o n s ,  s u i e ,  c e r t a i n e s  
h u i l e s  p e a u ,  poumons 

Composés du  c h r o m e  poumons  

Composés du  n i c k e l  poumons , s i n u s  n a s a u x  

A m i  a n  t e  p l è v r e ,  p é r i t o i n e  

A m i a n t e  p l u s  fumée  d e  
poumons ,  p l è v r e ,  p é r i  t o i n e  

c i g a r e t t e  

O r i g i n e  m é d i c a l e  

N , N - B i s  ( 2  c h l o r o é t h y 1 ) - 2 -  v e s s i e  
n a p h  t y  l a m i n e  

D i é t h y l s t i l b e s t r o l  v a g i n  

O r i g i n e  s o c i a l e  

Fumée d e  c i g a r e t t e  poumons ,  a p p a r e i l  u r i n a i r e  , p a n c r é a s  

N o i x  d ' a r e c  e t  c h i q u e s  m u q u e u s e  b u c c a l e  

T a b l e a u  A . A g e n t s  c h i m i q u e s  r e c o n n u s  c a n c é r o g è n e s  c h e z  1 'Homme. 

d ' a p r è s  M i l l e r ,  E . C .  C a n c e r  R e s .  ( 1 9 7 8 ) ,  3 8 ,  1479-  - 
1 4 9 6 .  



W e i s b u r g e r  e t  W i l l i a m s  ( 170) d o n n e n t  l ' e x e m p l e  d e s  t u m e u r s  

de  l ' i n t e s t i n  e t  d e  l ' e s t o m a c .  Aux E t a t s - U n i s  l e  t a u x  d e s  

c a n c e r s  de l ' e s t o m a c  e s t  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e ,  a l o r s  q u e  

c e l u i  d e s  c a n c e r s  d u  c o l o n  e s t  a c t u e l l e m e n t  l e  p l u s  é l e v é  du  

monde.  Au J a p o n ,  l a  s i t u a t i o n  e s t  i n v e r s é e  : o n  y t r o u v e  

énormémen t  d e  c a s  d e  c a n c e r s  de  l ' e s t o m a c ,  m a i s  t r è s  p e u  de  

c a n c e r s  du c o l o n .  

L e s  é p i d é m i o l o g i s t e s  o n t  s u i v i  l e s  i m m i g r a n t s  J a p o n a i s  a u x  

E t a t s - U n i s ,  e t  o n t  p u  c o n s t a t e r  q u e  l e  f a c t e u r  e n v i r o n n e m e n t  

e s t  b i e n  p r é d o m i n a n t ,  p u i s q u e  c e s  i m m i g r a n t s ,  s u r t o u t  c e u x  

de  l a  d e u x i è m e  g é n é r a t i o n ,  s o u f f r e n t  d e  moins  e n  moins  d e  

t u m e u r s  de  l ' e s t o m a c ,  e t  de  p l u s  e n  p l u s  d e  t u m e u r s  d u  c o l o n .  

En c o n c l u s i o n ,  i l  a p p a r a î t  q u e  l a  p r é v e n t i o n  v i s  à v i s  

d ' a g e n t s  c a n c é r o g è n e s  d e v r a i t  ê t r e  une  d e s  p r é o c c u p a t i o n s  

m a j e u r e s  d a n s  l a  p o l i t i q u e  s a n i t a i r e  p o u r  l 'Homme. 

J u s q u e  v e r s  l e s  a n n é e s  1 9 5 0 - 1 9 6 0 ,  l a  r e c h e r c h e  s u r  l a  

c a n c é r o g e n è s e  c h i m i q u e  s  ' é t a i t  s u r t o u t  c a n t o n n é e  d a n s  1 ' é n u -  

m é r a t i o n  de  n o u v e a u x  p r o d u i t s  c a n c é r o g è n e s ,  e t  d a n s  l ' i d e n t i -  

f i c a t i o n  d e s  t u m e u r s  i n d u i t e s .  

P a r  l a  s u i t e ,  l e s  é n o r m e s  p r o g r è s  d e  s c i e n c e s  n o u v e l l e s  comme 

l a  C h i m i e  O r g a n i q u e ,  l a  B i o c h i m i e  e t  p l u s  t a r d  l a  B i o p h y s i q u e ,  

d o n n è r e n t  un é l a n  d é t e r m i n a n t  à l a  r e c h e r c h e  s u r  l a  c a n c é r o -  

g e n è s e  c h i m i q u e .  



Ces  d i x  d e r n i è r e s  a n n é e s ,  d e u x  c o n c e p t s  i m p o r t a n t s  o n t  

é t é  é n o n c é s  q u i  o n t  p e r m i s  d ' a b o r d e r  l ' é t u d e  de  l a  c a n c é r o -  

g e n è s e  c h i m i q u e  a u  n i v e a u  m o l é c u l a i r e  : 

- l e  m é t a b o l i s m e  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s ;  e n  p a r t i c u l i e r ,  

l ' a c t i v a t i o n  de  p r é c a n c é r o g è n e s  e n  c a n c é r o g è n e s  u l t i m e s  r é a c t i f s ,  

- l ' i n t e r a c t i o n  c h i m i q u e  d e s  m é t a b o l i t e s  a c t i f s  de  l a  

p l u p a r t  d e s  c a n c é r o g è n e s  a v e c  u n e  g r a n d e  v a r i é t é  de n u c l é o p h i  l e s  

c o m p r e n a n t  l e  D N A ,  l e  R N A  e t  l e s  p r o t é i n e s .  

1. Le m é t a b o l i s m e  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s .  

I l  comprend  d e u x  v o i e s  e n z y m a t i q u e s  d i f f é r e n t e s ,  q u i  

a g i s s e n t  s i m u l t a n é m e n t ,  e n  a b o u t i s s a n t  à d e s  r é s u l t a t s  o p p o s é s  : 

- l a  v o i e  d ' a c t i v a t i o n ,  q u i  d o n n e  d e s  m é t a b o l i t e s  a c t i f s ,  

n o c i f s  p o u r  l a  c e l l u l e ,  p u i s q u ' i l s  r é a g i s s e n t  d i r e c t e m e n t  

a v e c  l e s  n u c l é o p h i l e s  c i b l e s ;  

- l a  v o i e  d e  d é t o x i f i c a t i o n ,  q u i  m é t a b o l i s e  l e  c a n c é r o g è n e  

e n  p r o d u i t s  i n a c t i f s ,  i n o f f e n s i f s  p o u r  l a  c e l l u l e  e t  q u i  s e r o n t  

e n s u i t e  é l i m i n é s  p a r  l ' o r g a n i s m e .  

A )  La v o i e  d ' a c t i v a t i o n .  .................... 

P a r m i  t o u t e s  l e s  r é a c t i o n s  q u e  p e u t  s u b i r  un c a n c é r o g è n e  

c h i m i q u e  q u i  p é n è t r e  d a n s  un o r g a n i s m e ,  i l  e n  e s t  u n e ,  e n z y -  

m a t i q u e ,  q u i  p e u t  l e  t r a n s f o r m e r  e n  une  o u  p l u s i e u r s  f o r m e s  

a c t i v e s .  Ce s o n t  s u r t o u t  l e s  M i l l e r  q u i  o n t  c o n t r i b u é ,  a v e c  

l e u r s  c o l l a b o r a t e u r s ,  à c e t t e  d é c o u v e r t e .  

En 1 9 4 7 ,  c e s  c h e r c h e u r s  o n t  c o n s t a t é  q u e  d e s  R a t s  t r a i t é s  a v e c  

un  c a n c é r o g è n e  : l e  N , N  d i m é t h y l - 4 - a m i n o  a z o b e n z è n e  é t a i e n t  

c a p a b l e s  d e  t r a n s f o r m e r  c e  composé  e n  d ' a u t r e s  f o r m e s ,  q u ' o n  

r e t r o u v a i t  l i é e s  a u x  p r o t é i n e s  d a n s  l e  f o i e  d e  c e s  a n i m a u x  

( 9 8 ) .  C e t t e  p r e m i è r e  o b s e r v a t i o n  l e u r  d o n n a  l ' i n t u i t i o n  d e  - 
l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  a c t i v a t i o n  m é t a b o l i q u e .  



D ' a u t r e s  o b s e r v a t i o n s  s e m b l a b l e s ,  à p r o p o s  d ' a u t r e s  c a n c é -  

r o g è n e s ,  v i n r e n t  r e n f o r c e r  l e u r  h y p o t h è s e .  P a r  e x e m p l e  i l s  

c o n s  t a t è r e n t  q u e  1 ' a c é t y l a m i n o f  l u o r è n e  (AAF) , p u i s s a n t  

h é p a t o c a n c é r o g è n e  c h e z  l e  R a t ,  i n d u i s a i t  d e s  t u m e u r s  l o i n  d e  

s o n  s i t e  d ' i n j e c t i o n  e t  n e  r é a g i s s a i t  p a s  LM V ~ Z & O  s u r  l e  

D N A  ou  l e  R N A  ( 99  ) .  

D ' a u t r e s  c h e r c h e u r s  n o t è r e n t  é g a l e m e n t  c e  phénomène ,  t e l s  

H e i d e l b e r g e r  ( 4 4 )  e t  l e s  W e i s b u r g e r  ( 168) ,  q u i  é t u d i è r e n t  l e  

c a s  d e s  h y d r o c a r b u r e s  a r o m a t i q u e s  e t  d e  1'AAF. 

C ' e s t  e n  1 9 7 0 ,  q u e  J . A . M i l l e r  é n o n ç a  c l a i r e m e n t  l e  

c o n c e p t  d e  l ' a c t i v a t i o n  e n z y m a t i q u e  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s ,  

s e  b a s a n t  s u r  u n e  l a r g e  é t u d e  d e s  d i v e r s  composés  c o n n u s  à c e t t e  

d a t e  ( 1  0 2 ) .  

En f a i t ,  l a  p l u p a r t  d e s  p r o d u i t s  c h i m i q u e s  a y a n t  l e  p o u v o i r  

d ' i n d u i r e  une  t u m e u r  c a n c é r e u s e ,  n e  s o n t  e n  r é a l i t é  q u e  d e s  

p r é c a n c é r o g è n e s  q u i  s o n t  m é t a b o l i s é s  e n  un  c a n c é r o g è n e  

p r é c u r s e u r ,  p u i s  f i n a l e m e n t  c o n v e r t i s  e n  un o u  p l u s i e u r s  c a n -  

c é r o g è n e s  u l t i m e s .  Ce s o n t  l e s  f o r m e s  u l t i m e s  q u i ,  s a n s  a c t i v a -  

t i o n  e n z y m a t i q u e ,  r é a g i s s e n t  a v e c  l e s  m a c r o m o l é c u l e s  c e l l u -  

l a i r e s  d e  l ' o r g a n e  c i b l e .  

Le s c h é m a  s i m p l i f i é  p r é s e n t é  c i - d e s s o u s  i l l u s t r e  c e s  m é c a n i s m e s .  

A c t i v a t i o n  : 

p r é c a n c é r o g è n e  
l 

1 c a n c é r o g è n e  1 \ ., d é t o x i f i c a t i o n  : 
( p r é c u r s e u r  ] 

I / 1 p r o d u i t s  n o n  

\1 / c a n c é r o g è n e s  

p c é r o g è n e ( s ) )  

m a c r o m o l é c u l e s  
______5 

r é p a r a t i o n  
a l  t é r é e s  

I 
l 

j, 
i n i t i a t i o n  d u  c a n c e r  



L e  c a s  d e  I ' A A F ,  d e  l a  s é r i e  d e s  a r y l a m i d e s ,  r e p r é s e n t e  

u n  d e s  e x e m p l e s  l e s  m i e u x  c o n n u s  a c t u e l l e m e n t .  Le  s c h é m a  d e  

s o n  a c t i v a t i o n  e s t  d o z n é  d a n s  l a  f i g u r e  4 .  

L a  p r e m i è r e  é t a p e  d e  c e t t e  t r a n s f o r m a t i o n  c o n s i s  t e  e n  u n e  

h y d r o x y l a t i o n ,  comme l ' o n t  m o n t r é  C r a m e r  a& e n  1 9 6 0  ( 2 0 ) .  

La d e u x i è m e  é t a p e  e s t  u n e  é s t é r i f i c a t i o n  d u  g r o u p e  h y d r o x y l e ,  

c o n d u i s a n t  à l a  f o r m a t i o n  d e  p l u s i e u r s  e s t e r s .  D e  B a u n  a& 

( 2 3 )  e t  M i l l e r  a l  ( 9 7  ) o n t  b e a u c o u p  c o n t r i b u é  à l ' é l u c i -  

d a t i o n  d e s  m é c a n i s m e s  i m p l i q u é s  d a n s  c e t t e  é t a p e  u l t i m e .  

L e s  a u t r e s  a m i d e s  e t  a m i n e s  a r o m a t i q u e s  s u i v e n t  l e  même s c h é m a  

d ' a c t i v a t i o n  q u e  1 'AAF ( 2 3 ,  100) .  

Un a u t r e  e x e m p l e  c o n n u  a c t u e l l e m e n t  e s t  c e l u i  d e s  h y d r o -  

c a r b u r e s  a r o m a t i q u e s  p o l y c y c l i q u e s ,  i l l u s t r é  d a n s  l e  s c h é m a  

c i - d e s s o u s  p a r  l e  c a s  d u  b e n z o ( a ) p y r è n e  ( 5  1 ,  87) : 

mono-oxygénase 

NADPH 

NADPH 
_____j 

c a n c é r o @ n e  ---- 
r é c u r s e u r  e,,,, 

c a n c é r o p è n e  
u l t i m e  

C o n t r a i r e m e n t  à c e  q u e  c e r t a i n s  a u t e u r s  a v a i e n t  t o u t  d ' a b o r d  

p e n s é  (134) ,  l e  m é t a b o l i t e  p r é c u r s e u r  i n t e r v e n a n t  d a n s  l a  

c a n c é r o g e n è s e  c h i m i q u e  i n d u i t e  p a r  c e s  c o m p o s é s  n ' e s t  p a s  

u n  é p o x y d e  d e  l a  r é g i o n  K .  C ' e s t  c e  q u ' o n t  p r o u v é  B o r g e n  

e t  a l  ( I l ) ,  p u i s  S i m s  e t  a& e n  1 9 7 4  ( 1 4 7 ) .  

L e s  b r i l l a n t e s  é t u d e s  d e  H u b e r m a n  ~l;t a.t e n  1 9 7 6 ,  p u i s  d e  

L e v i n  e t  ai? e n  1 9 7 7  o n t  m o n t r é  p a r  l a  s u i t e  q u e  l e  m é t a b o l i t e  

u l t i m e  m a j e u r  d u  b e n z o ( a ) p y r è n e  e s t  l e  7 6 ,  8 a - d i h y d r o x y - 9 a ,  
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I O a - é p o x y - 7 , 8 , 9 ,  10-tétrahydrobenzo(a)pyrène (5  1 ,  87  ) ( V o i r  

schéma p r é c é d e n t )  . 
Le s a f r o l ,  q u i  e s t  un  h é p a t o c a n c é r o g è n e  c h e z  l e  R a t  e t  

l a  S o u r i s ,  s e r a i t  m é t a b o l i s é  d e  t e l l e  s o r t e  q u ' o n  a b o u t i r a i t  

à p l u s i e u r s  f o r m e s  u l t i m e s ,  l a  p r e m i è r e  é t a p e  d ' a c t i v a t i o n  

c o n d u i s a n t  d ' a b o r d  à l a  f o r m a t i o n  d u  l ' O H - s a f r o l  ( 6 3  ) .  

I l  e x i s t e  d e  n o m b r e u x  c a n c é r o g è n e s  d o n t  l e  m é t a b o l i s m e  

e s t  e n c o r e  mal c o n n u .  Une g r a n d e  p a r t i e  d e  l a  r e c h e r c h e  s u r  

l a  c a n c é r o g e n è s e  c h i m i q u e  a  t o u j o u r s  p o u r  o b j e t  1 ' é l u c i d a t i o n  

d e  c e s  m é c a n i s m e s ,  q u i  s o n t  p a r f o i s  t r è s  c o m p l e x e s .  

Le d e u x i è m e  p o i n t  f o n d a m e n t a l  s o u l i g n é  p a r  l e s  M i l l e r  

( 1 0 0 ,  102) e s t  q u e  l e s  f o r m e s  u l t i m e s  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i -  

m i q u e s ,  d a n s  t o u s  l e s  c a s  c o n n u s ,  s o n t  d e  t r è s  p u i s s a n t s  

é l e c t r o p h i l e s ,  q u i  n ' o n t  a u c u n  b e s o i n  d ' ê t r e  p r i s  e n  c h a r g e  

p a r  d e s  enzymes  p o u r  i n t e r a g i r  a v e c  l e s  n u c l é o p h i l e s  c e l l u -  

l a i r e s .  

Le schéma  c i - d e s s o u s  m o n t r e  l a  f o r m a t i o n  d i r e c t e  d e  l ' i n t e r -  

m é d i a i r e  r é a c t i f  à p a r t i r  d u  N-acétoxy-AAF, une  d e s  f o r m e s  

u l t i m e s  d e  1'AAF ( 1 0 0 ) .  

O 
l I 

O 

O 

N-acétoxy-AAF 

c a n c é r o g è n e  u l t i m e  
i n t e r m é d i a i r e  é l e c t  r o p h i l e  

I l  f a u t  n o t e r  q u e  c e r t a i n s  c a n c é r o g è n e s ,  t e l s  l e s  

a g e n t s  a l k y l a n t s ,  s o n t  d e s  c a n c é r o g è n e s  à a c t i o n  d i r e c t e  

( 100 ,  170) , c ' e s  t - à - d i r e  q u e  c e s  composés  s o n t  e n  eux-mêmes 

d e s  é l e c t r o p h i l e s  p u i s s a n t s ;  de  c e  f a i t ,  i l s  n ' o n t  p a s  b e s o i n  

d ' ê t r e  a c t i v é s  d a n s  l ' o r g a n i s m e ,  comme l e  s o n t  l e s  p r é c a n c é -  

r o g è n e s ,  p o u r  p o u v o i r  r é a g i r  a v e c  l e u r s  c i b l e s  ( T a b l e a u  B ) .  

I l s  s e r o n t  donc moins  s p é c i f i q u e s  q u e  l e s  p r é c a n c é r o g è n e s .  

I l s  a u r o n t  a u s s i  un p o u v o i r  c a n c é r o g è n e  m o i n s  é l e v é  : e n  

e f f e t ,  l e u r  t r è s  g r a n d e  r é a c t i v i t é  i m p l i q u e  une g r a n d e  i n ;  

s t a b i l i t é ;  i l s  s o n t  donc  p l u s  f a c i l e m e n t  d é t r u i t s  d a n s  

l ' o r g a n i s m e  a v a n t  d ' a v o i r  p u  a t t e i n d r e  l e u r  c i b l e .  



O -  C O  
B P r o p i o l a c t o n e  

E t h y  l è n e  i m i n e  

D i m é t h y l  s u l f a t e  

D i s u l f u r e  d e  2 - c h l o r o - é t h y l e  

( g a z  m o u t a r d e )  

c h l o r u r e  d e  b e n z y l e  

m é t h y l  m é t h a n e  s u l f o n a t e  

é t h y l  m é t h a n e  s u l f o n a t e  

T a b l e . a u  B-_. C a n c é r o g è n e s  à a c t i o n  d i r e c t e .  



B )  La  d é t o x i f i c a t i o n .  ----------------- 

Dans  b e a u c o u p  de  c a s ,  l a  v o i e  m é t a b o l i q u e  v e r s  l e  

c a n c é r o g è n e  u l t i m e  n e  r e p r é s e n t e  q u ' u n  f a i b l e  p o u r c e n t a g e  

du m é t a b o l i s m e  t o t a l ;  l a  m a j e u r e  p a r t i e  c o n s i s t e  e n  f a i t  

e n  une d e s a c t i v a t i o n  ou  d é t o x i f i c a t i o n ,  q u i  e n t r e  e n  compé- 

t i t i o n  a v e c  l a  r é a c t i o n  d ' a c t i v a t i o n .  

I l  e x i s t e  d o n c  d a n s  l a  c e l l u l e  d e s  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s  

c a p a b l e s  d e  t r a n s f o r m e r  l e s  c a n c é r o g è n e s  e n  m é t a b o l i t e s  

i n a c t i f s ,  q u i  s o n t  e n s u i t e  e x c r é t é s  p a r  l ' o r g a n i s m e  ( 100 ,  

1 7 0 ) .  

Ces r é a c t i o n s  p e u v e n t  ê t r e  o x y d a t i v e s  comme l a  p l u p a r t  du  

t e m p s ,  o u  r é d u c t r i c e s  comme d a n s  l e  c a s  d e s  h y d r o c a r b u r e s  

a r o m a t i q u e s  p o l y c y c l i q u e s  e t  d e s  d é r i v é s  a r o m a t i q u e s  n i t r é s .  

Dans c e  c a s ,  l e  s y s t è m e  e n z y m a t i q u e  d e  r é d u c t i o n  e s t  p r é s e n t  

à l a  f o i s  c h e z  l e s  mammifè re s  e t  l e s  b a c t é r i e s .  Un b o n  

e x e m p l e  e s t  c e l u i  d u  4 - n i t r o q u i n o l é i n e - 1  o x y d e  q u i  e s t  l e  

p r é c a n c é r o g è n e  d o n t  n o u s  c h e r c h o n s  à é l u c i d e r  l e  mode 

d ' a c t i o n .  C ' e s t  c e  q u e  n o u s  m o n t r e r o n s  d a n s  l e  d e u x i è m e  

c h a p i t r e .  

C )  La s E é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  : __-- .............................. ---------- --- 
r ô l e  d e s  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s .  ---------- ---------- ---- --- 

L e s  d e u x  t y p e s  de  r é a c t i o n s ,  l ' a c t i v a t i o n  e t  l a  d é t o x i -  

f i c a t i o n ,  s o n t  d o n c  e n z y m a t i q u e s .  C e c i  i m p l i q u e  q u e  l ' i n d u c -  

t i o n  d ' u n  c a n c e r ,  d a n s  une  e s p è c e  d o n n é e ,  e t  p o u r  u n e  même 

e s p è c e  d a n s  un t i s s u  d o n n é ,  d é p e n d  e s s e n t i e l l e m e n t  d e  l a  

p r é s e n c e ,  de  l ' a c t i v i t é  e t  d e  l a  r é g u l a t i o n  d e s  e n z y m e s  

r e s p o n s a b l e s  de  c e s  t r a n s f o r m a t i o n s  m é t a b o l i q u e s .  

C ' e s t  a i n s i  p a r  e x e m p l e ,  q u e  l e  C o b a y e ,  q u i  n e  p o s s è d e  p a s  

l ' e n z y m e  q u i  e f f e c t u e  l ' h y d r o x y l a t i o n ,  n e  p e u t  m é t a b o l i s e r  

1'AAF e n  N-OH-AAF ( 1 0 1 ) .  

B e a u c o u p  d e  c a n c é r o g è n e s ,  d a n s  c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  

e x p é r i m e n t a l e s  c h e z  l e s  a n i m a u x ,  m a i s  a u s s i  c h e z  l 'Homme, 

p o s s è d e n t  une  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  p o u r  c e r t a i n s  o r g a n e s  c i b l e s .  



P a r  e x e m p l e ,  c e r t a i n e s  a m i n e s  a r o m a t i q u e s  p r o v o q u e n t  un  

c a n c e r  d e  l a  v e s s i e  c h e z  l 'Homme, l e  C h i e n  e t  l e  H a m s t e r ,  

m a i s  un c a n c e r  d u  f o i e  c h e z  l a  S o u r i s  ( 1 6 9 ) .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l e  2 ' -3 -d imé t h y  1-4 a m i n o b i p h é n y l e  donne  d e s  

c a n c e r s  d e  l ' i n t e s t i n  c h e z  l e  R a t  ( 1 4 9 ) ,  m a i s  d e s  t u m e u r s  

d e  l a  v e s s i e  c h e z  l e  H a m s t e r  ( 1 4 8 ) .  

P o u r  e x p l i q u e r  c e s  p h é n o m è n e s ,  W e i s b u r g e r  e t  W i l l i a m s  (1  70 ) 

p r o p o s e n t  un m é c a n i s m e  d a n s  l e q u e l  l e  f o i e  j o u e r a i t  l e  r ô l e  

de  d i s t r i b u t e u r s  d e s  m é t a b o l i t e s  a c t i f s  v e r s  l e s  a u t r e s  o r g a n e s ;  

s e l o n  l ' e s p è c e  c o n c e r n é e  e t  s e l o n  l a  p r é s e n c e  o u  n o n  d e  

c e r t a i n s  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s ,  l a  s p é c i f i c i t é  d e  t i s s u  s e r a i t  

a l o r s  d é t e r m i n é e .  

D ' a p r è s  Conney e t  Kuntzman ( 1  7 ) ,  l e s  s u b s t a n c e s  c a n c é r o g è n e s  

q u i  p é n è t r e n t  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  s o n t  m é t a b o l i s é e s  

p a r  l e s  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s  o r d i n a i r e m e n t  f o n c t i o n n e l s ,  

e t  r e s p o n s a b l e s  d u  m é t a b o l i s m e  de  s u b s t a n c e s  e n d o g è n e s  s i m i -  

l a i r e s .  Le f o i e  é t a n t  un o r g a n e  i m p l i q u é  d a n s  l e  c a t a b o l i s m e  

d e  p l u s i e u r s  composés  e n d o g è n e s ,  on comprend  q u ' i l  p u i s s e  

p o s s é d e r  l a  p l u p a r t  d e s  s y s t è m e s  d ' a c t i v a t i o n  e t  d e  d é t o x i f i c a -  

t i o n  s p é c i f i q u e s ;  s e l o n  W e i s b u r g e r  e t  W i l l i a m s  ( 1 7 0 ) ,  i l  n ' y  

a u r a i t  p a s  d e  c a n c é r o g è n e  q u i  n e  s o i t  m é t a b o l i s a b l e  d a n s  l e  

f o i e . *  

L e s  r é a c t i o n s  d ' a c t i v a t i o n  q u i  s ' y  p a s s e n t  n e  c o n d u i s e n t  p a s  

s e u l e m e n t  à d e s  c a n c é r o g è n e s  u l t i m e s  à a c t i o n  d i r e c t e  a g i s -  

s a n t  s u r  p l a c e ,  m a i s  é g a l e m e n t  à d e s  f o r m e s  c o n j u g u é e s  q u i  

s e r v e n t  à t r a n s p o r t e r  l e  c a n c é r o g è n e  v e r s  un a u t r e  o r g a n e  

c i b l e .  E t  c ' e s t  à l ' e n d r o i t  du  t i s s u  o u  d e  l a  c e l l u l e  où  s e  

t r o u v e n t  d e s  enzymes  c a p a b l e s  d e  d é t a c h e r  l e s  e n t i t é s  a c t i v e s  

d e  l e u r  c o n j u g u é  de t r a n s p o r t ,  q u e  l e  c a n c e r  r i s q u e  d ' ê t r e  

d é c l e n c h é .  

C ' e s t  a i n s i  q u e  l e  c a n c e r  de  l a  v e s s i e  i n d u i t  p a r  l e s  a r y l -  

a m i d e s ,  s e r a i t  dû  au  d é c h a r g e m e n t  d a n s  c e t  o r g a n e  d e s  f o r m e s  

a c t i v e s ,  p r é a l a b  l e m e n t  t r a n s p o r t é e s  s o u s  fo rme  d e  g l u c u r o n i d e r ; ,  , 
s y n t h é t i s é s  d a n s  l e  f o i e .  La f i g u r e  5 ,  p r é s e n t é e  p a r  E . C . M i l l e r  

e n  1 9 7 8  ( 9 5 )  m o n t r e  c e s  m é c a n i s m e s .  

*Ces systèmes enzymatiques s o n t  également p ré sen t s  dans d ' a u t r e s  organes,  

comme l e  r e i n ,  l e  poumon,. l e  t r a n s i t  g a s t r o - i n t e s t i n a l ,  mais à un moindre 

degré ( 170). 
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F i g u r e  5 .  - F o r m a t i o n  e t  t r a n s p o r t  d e s  m é t a b o l i t e s  ( p r é c u r s e u r s  

e t  u l t i m e s )  p o s t u l é s  d a n s  l ' i n d u c t i o n  du  c a n c e r  d e  

l a  v e s s i e  p a r  l e s  a r y l a m i d e s  ( 9 5 ) .  



11 f a u t  d ' a u t r e  p a r t  n o t e r  l e  r ô l e  j o u é  p a r  l a  f l o r e  

b a c t é r i e n n e  q u i  h a b i t e  l e s  i n t e s t i n s  d e  t o u s  l e s  m a m m i f è r e s ,  

d a n s  l ' a c t i v a t i o n  de  c e r t a i n s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s .  

En p a r t i c u l i e r ,  c e r t a i n e s  de  c e s  b a c t é r i e s  p o s s è d e n t  l e s  

enzymes  n é c e s s a i r e s  à l ' h y d r o l y s e  d e s  f o r m e s  c o n j u g u é e s  q u e  

n o u s  a v o n s  c i t é e s  p r é c é d e m m e n t ,  comme l e s  g l u c u r o n i d e s  ( 1 7 1  ) . 
De p l u s ,  l e  m é t a b o l i s m e  d ' u n  c a n c é r o g è n e  c h i m i q u e  d é p e n d  d e  

t o u t e  une  s é r i e  d ' a u t r e s  v a r i a b l e s ,  p o u r  un même i n d i v i d u  : 

l ' â g e ,  l e  s e x e ,  l a  c o m p é t e n c e  i m m u n i t a i r e ,  l ' a l i m e n t a t i o n ,  

e t c . .  . (100 , 170) .  

L e  m é t a b o l i s m e  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  e s t  d o n c  un 

phénomène  c o m p l e x e ,  s p é c i f i q u e  d e  l ' e s p è c e  e t  d e  l ' i n d i v i d u  

d a n s  u n e  même e s p è c e .  C e t t e  é t a p e  r e p r é s e n t e  un f a c t e u r  d é c i -  

s i f  p o u r  1 ' a c t i v i t é  d ' u n  c a n c é r o g è n e ,  e t  l a  c o n n a i s s a n c e  p a r -  

f a i t e  du  m é t a b o l i s m e  de  c h a q u e  composé  d a n g e r e u x  a i d e r a i t  à 

l a  p r é v e n t i o n  c o n t r e  l e  c a n c e r .  

Comme l e  suggèrent l e s  M i l l e r  (100 , 102 ) ,  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  

d e s  m é t a b o l i t e s  u l t i m e s ,  d a n s  t o u s  l e s  ca s ,  p e r m e t t r a i t  de  

r e c h e r c h e r  d e  f a ç o n  t h é o r i q u e  e t  p r a t i q u e  : 

. à i n h i b e r  o u  p r é v e n i r  l a  f o r m a t i o n  i n  v i v o  de  c e s  f o r m e s  

é l e c t r o p h i l e s ;  

. à r e n d r e  c e s  é l e c t r o p h i l e s  f o r t s  i n o f f e n s i f s  p o u r  l a  

c e l l u l e ,  e n  l e s  p i é g e a n t  p a r  d e  p e t i t e s  m o l é c u l e s  n u c l é o p h i l e s ,  

n o n  t o x i q u e s  p o u r  l ' o r g a n i s m e .  

En c e  q u i  c o n c e r n e  l a  p r o d u c t i o n  d e s  m é t a b o l i t e s  u l t i m e s ,  

e l l e  e s t  s o u s  l a  d é p e n d a n c e  d e s  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s  a c t i v a -  

t e u r s  e t  i n h i b i t e u r s ,  q u i  s ' i n t e r r é g u l e n t  e n t r e  e u x .  Une 

s o l u t i o n  p r o p o s é e  p a r  W e i s b u r g e r  e t  W i l l i a m s  ( 1  7 0 )  , c o n s i s  t e -  

r a i t  à e s s a y e r  d ' a g i r  s u r  c e s  enzymes  : 

. e n  c h e r c h a n t  à i n h i b e r  c e u x  q u i  s o n t  r e s p o n s a b l e s  d e  

1 ' a c t i v a t i o n  du p r é c a n c é r o g è n e  e n  c a n c é r o g è n e  u l t i m e .  

, e n  e s s a y a n t  d e  s t i m u l e r  c e u x  q u i  i n t e r v i e n n e n t  d a n s  l a  

d é t o x i f i  c a t i o n .  

La  m a n i p u l a t i o n  d e s  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s  p a r a î t  c e p e n d a n t  

d é l i c a t e ,  c e s  enzvmes  G t a n t  i m p l i q u é s  a v a n t  t o u t  d a n s  l e  

f o n c t i o n n e m e n t  n o r m a l  d e  La c e l l u l e .  P a r  c o n s é q u e n t ,  e n  modi-  

f i a n t  l e u r  e c t i v i t e ,  on r i s q u e  d e  f a i r e  a p p a r a î t r e  d e s  f o n c t i o n s  



c e l l u l a i r e s  n o u v e l l e s  q u i  p o u r r a i e n t  ê t r e  p a t h o l o g i q u e s ,  

e t  p r o b a b l e m e n t  i n c o n t r ô l a b l e s .  

C e t t e  t e c h n i q u e  n é c e s s i t e r a  s û r e m e n t  e n c o r e  b i e n  d e s  é t u d e s  

a v a n t  d e  p o u v o i r  d é b o u c h e r  s u r  u n e  t h é r a p e u t i q u e  v a l a b l e ,  e n  

s u p p o s a n t  q u ' e l l e  y p a r v i e n n e .  

I I .  I n t e r a c t i o n  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  a v e c  l e s  a c i d e s  

n u c l é i q u e s ,  

Comme n o u s  1' a v o n s  é v o q u é  p r é c é d e m m e n t ,  l e  d e u x i è m e  

p o i n t  f o n d a m e n t a l  d é m o n t r é  p a r  l e s  M i l l e r  e s t  l e  s u i v a n t  : 

L e s  f o r m e s  a c t i v e s  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  s o n t  d e s  

é l e c t r o p h i l e s  p u i s s a n t s ,  q u i  s e  f i x e n t  d i r e c t e m e n t  e t  d e  

f a ç o n  c o v a l e n t e  d a n s  l a  m a j o r i t é  d e s  c a s ,  s u r  l e s  a c i d e s  

n u c l é i q ü e s  e t  l e s  p r o t é i n e s ,  

Nous  d i s c u t e r o n s  s u r t o u t  d e s  i n t e r a c t i o n s  a v e c  l e s  a c i d e s  

n u c l é i q u e s ,  p a r t i c u l i è r e m e n t  l e  D N A  q u i  a  é t é  l ' o b j e t  

d ' é t u d e s  t r è s  n o m b r e u s e s .  

S u r  l e s  p r o t é i n e s ,  l a  f i x a t i o n  a l i e u  a u  n i v e a u  d e s  a t o m e s  

d e  s o u f r e  e t  d ' a z o t e  ( 9 5 ) .  C e s  m a c r o m o l é c u l e s  p o u r r a i e n t  

j o u e r  u n  r ô l e  d a n s  l e  t r a n s p o r t  d e s  f o r m e s  u l t i m e s ,  comme 

l ' o n t  s u g g é r é  t o u t  r é c e m m e n t  M a i n i g i  e t  S o r o f  ( 9 1 ) .  

A )  L a  n a t u r e  d e s  i n t e r a c t i o n s  e t  d e  l ' a l t é r a t i o n  r é -  
__-__-___-_I-------- - - - -  _ - - - - -  --- 
s u l t a n t e ,  ----- -- 

7 ) Ya . tu te  dea initetnctianb , 

S e l o n  l a  t h è s e  d e s  M i l l e r ,  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e  

R N A  e t  l e  D N A  e t  l e s  m é t a b o l i t e s  a c t i f s ,  a b o u t i s s e n t  e s s e n -  

t i e l l e m e n t  à d e s  l i a i s o n s  c o v a l e n t e s ,  e t  s e u l  c e  t y p e  d e  l i e n ,  

t r è s  s t a b l e ,  p o u r r a i t  ê t r e  e n  r a p p o r t  a v e c  l ' i n d u c t i o n  d ' u n  

c a n c e r  ( 9 5  , 1 0 2 ) ,  

D e p u i s  1 9 7 0 ,  d e  n o m b r e u s e s  r e c h e r c h e s  o n t  é t é  d é v e l o p p é e s ,  

a f i n  d e  d é t e r m i n e r  l a  n a t u r e  d e s  i n t e r a c t i o n s  r e n c o n t r é e s ,  

p o u r  t o u s  l e s  p r o d ~ i i t s  r e c o n n u s  c a n c é r o g è n e s  à c e t t e  d a t e .  

D e u x  m i s e s  a u  p o i n t  d e  c e s  t r a v a u x  o n t  é t é  f a i t e s ,  e n  1 9 7 3  

p a r  I r v i n g  ( 5 7 ) ,  e t  e n  1 9 7 5  p a r  S a r m a  e t  ( 1 3 9 ) .  



C e s  a u t e u r s  s e  s o n t  s u r t o u t  i n t é r e s s é s  a u  D N A ,  l e s  r e c h e r c h e s  

s u r  l e  R N A  é t a n t  m o i n s  n o m b r e u s e s  e t  m o i n s  a v a n c é e s .  

I l  r e s s o r t  d e  l e u r  é t u d e  q u e  l e s  c i b l e s  d e  c e s  i n t e r a c t i o n s ,  

a u  n i v e a u  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e ,  s o n t  p r i n c i p a l e m e n t  l e s  q u a t r e  

b a s e s  e t  p a r f o i s  1 3  l i a i s o n  p h o s p h o d i e s t e r  ( 1 3 9 ) .  

L e s  g r o u p e m e n t s  l e s  p l u s  r é a c t i f s  s e m b l e n t  ê t r e  l e s  a t o m e s  

d ' a z o t e  d e s  b a s e s  p u r i q u e s  e n  p o s i t i o n  3 e t  7 ,  q u i  n e  s o n t  

e n g a g P s  d a n s  a u c u n e  l i a i s o n .  Le  N-7 d e  l a  g u a n i n e  s e r a i t  l e  

s i t e  l e  p l u s  r é a c t i - f ,  s u i v i  d u  N - 3  e t  d u  N-7 d e  l ' a d é n i n e  

( v o i r  p o u r  i l l u s t r a t i o n  l a  f i g u r e  6 ) .  

La  p l u ~ a r t  d e s  c a n c é r o g è n e s  r é a g i s s a n t  s u r  c e s  s i t e s  s o n t  d e s  

a g e n t s  a l k y l a n t s  q u i  s e  f i x e n t  a u  D N A  p a r  s u b s t i t u t i o n  n u c l é o -  

p h i  l e ,  d e  t y p e  1 o u  de  t y p e  2 ,  comme d a n s  l e  c a s  d u  M M S  e t  d u  

DMS. 

C e p e n d a n t ,  b e a u c o u p  d ' a u t r e s  c o m p o s é s ,  p a r t i c u l i è r e m e n t  l e s  

c a n c é r o g è n e s  u l t i m e s  d é r i v a n t  d e  l ' a c t i v a t i o n  d e  p r é c a n c é r o -  

g è n e s ,  r é a g i s s e n t  e n  d ' a u t r e s  s i t e s  d e s  b a s e s  p u r i q u e s  e t  

p y r i m i d i q u e s .  L e s  r é a c t i o n s  s e  f o n t  a l o r s  à u n  d e g r é  p l u s  

f a i b l e ,  m a i s  a v e c  u n e  p l u s  g r a n d e  s p é c i f i c i t é ,  comme l ' i n d i q u e  

l a  f i g u r e  6 .  

E n f i n ,  comme l e  s o u l i g n e  E , C , M i l l e r  ( 9 5 ) ,  o n  p e u t  o b s e r v e r  

p l u s  d ' u n  p r o d u i t  d ' a d d i t i o n  s u r  l e  D N A  p o u r  u n  c a n c é r o g è n e  

d o n n é ,  C e l a  e s t  d û  d ' u n e  p a r t ,  a u  f a i t  q u e  l a  p l u p a r t  d e s  

c a n c é r o g è n e s  p e u v e n t  ê t r e  m é t a b o l i s é s  e n  p l u s i e u r s  f o r m e s  

u l t i m e s ,  e t  q u e  d ' a u t r e  p a r t ,  i l  e x i s t e  d e  m u l t i p l e s  s i t e s  

n u c l é o p h i l e s  d a n s  l a  m a c r o m o l é c u l e  d e  D N A .  

P a r  e x e m p l e ,  d a n s  l e  c a s  d e  l l A A F ,  o n  o b t i e n t  s u r  l e  D N A  d e u x  

c o m p o s é s  d i f f é r e n t s  : u n  p r o d u i t  m a j e u r ,  p a r  f i x a t i o n  d e  8 0 %  

d u  c a n c é r o g è n e  s u r  l e  C-8 d e  l a  g u a n i n e  (81  , 9 6 ) ,  e t  un c o m p o s é  

m i n e u r ,  r é s u l t a n t  d e  l ' a d d i t i o n  d e s  d e r n i e r s  2 0 %  s u r  l e  2-NH2 

d e  c e t t e  même b a s e  ( 8 0 ) .  

La  s i t u a t i o n  e s t  p r a t i q u e m e n t  i n v e r s é e  p o u r  u n e  a u t r e  a r y l -  

a m i d e ,  1 'AAP : l a  r é a c t i o n  m a j e u r e  a  l i e u  s u r  l e  6-NH d e  2  
l ' a d é n i n e ,  e t  l e  p r o d u i t  d ' a d d i t i o n  m i n e u r  e s t  s i t u é  s u r  l e  

C - 8  d e  l a  g u a n i n e .  C ' e s t  c e  q u ' o n t  m o n t r é  S c r i b n e r  e t  Naimy 

( 1 4 1 ,  1 4 2 ) .  
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F i g u r e  6 . -  S i t e s  d ' i n t e r a c t i o n  d e  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  s u r  

le. D N A  i n  v i v o  e t  i n  ~ i X t . 0  (139) .  



E n  c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  h y d r o c z r b u r e s  a r o m a t i q u e s ,  l a  

f i x a t i o n  c o v a l e n t e  d e s  m é t a b o l i t e s  u l t i m e s  s u r  l e  D N A  a é t é  

m o n t r é e  i n  v l v o  p a r  G e l h o i n  e n  1 9 6 9  ( 3 9 ) .  La r é a c t i o n  a u r a i t  

l i e u  s u r  l e  2 - N H  e t  l e  C - 8  d e  l a  g u a n i n e ,  l e  6 - N H 2  d e  l ' a d é -  
2 

n i n e ,  e t  l e  4 - N H  d e  l a  c y t o s i n e  ( 1 3 9 ) .  
2 

T r è s  r é c e m m e n t ,  G r o y  E X  n t  ( 4 1 )  o n t  i d e n t i f i é  l e  s i t e  m a j e u r  

d e  f i x a t i o n  d e  l ' a f l a t o x i n e  B ,  s u r  l e  D N A  comme é t a n t  l e  N - 7  

d e  l a  g u a n i n e ,  

S u r  c e s  e x e m p l e s ,  n o u s  p o u v o n s  d é j à  c o n s t a t e r  q u ' i l  

e x i s t e  u n e  c e r t a i n e  s p é c i f i c i t é  a u  n i v e a u  d e  l ' i n t e r a c t i o n  

c h i m i q u e  D N A - c a n c é r o g è n e .  

C ' e s t  a i n s i  q u ' e n  p l u s  d e  l a  s p é c i f i c i t é  d ' e s p è c e  e t  d e  t i s s u ,  

d u e  a u x  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s  i m p l i q u é s  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  

d e s  c a n c é r o g è n e s ,  n o u s  t r o u v o n s  u n e  s p é c i f i c i t é  d a n s  l ' i n t e r -  

a c t i o n  c h i m i  q u e  e n  e l l e - m ê m e ,  e n t r e  l a  p e t i t e  m o l é c u l e  e t  l a  

m a c r o m o l é c u l e ,  

L a  d é t e r m i n a t i o n  d e s  s i t e s  d e  f i x a t i o n  d u  m é t a b o l i t e  

u l t i m e  s u r  l e s  m a c r o m o l é c u l e s  c i b l e s  a p p a r a î t  d o n c  comme un 

d e s  problèmes d e  b a s e  à r é s o u d r e ,  p o u r  m i e u x  c o m p r e n d r e  l ' a c t i o n  

d ' u n  c a n c é r o g è n e .  

Une a u t r e  q u e s t i o n  t r è s  i m p o r t a n t e  à é l u c i d e r  p a r  l a  s u i t e ,  

e s t  d e  d é t e r m i n e r  l e q u e l  d e  c e s  p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n  e s t  l e  

p l u s  d a n g e r e u x ,  e t  d ' i d e n t i f i e r  l e  r ô l e  s p é c i f i q u e  d e  c h a c u n  

d ' e u x  d a n s  l e  p r o c e s s u s  d e  l a  c a n c é r o g é n è s e .  

Comme l ' o n t  s i - g n a l é  I r v i n g  ( 5 7 )  e t  S a r m a  e t  a t  ( 1 3 9 ) ~  

n o u s  r a p p e l o n s  q u e  s i  l a  f i x a t i o n  c o v a l e n t e  d e s  m é t a b o l i t e s  

u l t i m e s  a u  D N A  e s t  c e l l e  q u i  p r é d o m i n e  i n  v i v o ,  d o n c  l a  p l u s  

i n t é r e s s a n t e  à é t u d i e r ,  i-1 p e u t  e x i s t e r  d ' a u t r e s  i n t e r a c t i o n s  

e n t r e  l e  D N A  e t  l e s  c a n c é r o g è n e s  o b t e n u e s  i n  v i , t f i o .  

C e s  i n t e r a c t i o n s  n o n  c o v a l e n t e s  p e u v e n t  ê t r e  c l a s s é e s  e n  d e u x  

g r o u p e s  : 

- l a  f i x a t i o n  i n t e r n e  o u  i n t e r c a l a t i o n  , d a n s  l a q u e l l e  

l ' a g e n t  c h i m i q u e  e s t  i n s é r é  e n t r e  l e s  p a i r e s  d e  b a s e s  d u  D N A ;  



- l a  f i x a t i o n  e x t e r n e ,  d a n s  l a q u e l l e  i l  i n t e r a g i t  a v e c  l e s  

b a s e s  e n  d e s  s i t e s  q u i  n ' i n t e r v i e n n e n t  p a s  d a n s  l e u r  a p p a r i e -  

m e n t ,  11 e s t  a l o r s  f i x é  s e l o n  une  d i r e c t i o n  p r a t i q u e m e n t  

p e r p e n d i c u l a i  r e  a u  p l a n  d e s  b a s e s .  

C e s  i n t e r a c t i o n s ,  q u i  o n t  l i e u  in v i t t a ,  s o n t  t r è s  d i f f i c i l e -  

m e n t  e x t r a p o l a b l e s  i n  v i v o .  C ' e s t  p o u r q u o i  n o u s  n e  d é v e l o p p e -  

r o n s  p a s  i c i  c e s  é t u d e s ,  q u i  s o n t  d ' u n  i n t é r ê t  m o i n d r e  p o u r  

l a  c o m p r é h e n s i o n  d e s  p h é n o m è n e s  d  ' i n d u c t i o n  d e  l a  c a n c é r o -  

g e n è s e  c h i m i q u e .  

2 ) !datu te  de & '  al . térrat ian tréa u t t a n t e  dea maclromo.té cu leh  

a-  a l t é r a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  

L a  c o n n a i s s a n c e  du  r ô l e  c e n t r a l  du  D N A  d a n s  l e  s t o c k -  

a g e  de l ' i n f o r m a t i o n  g é n é t i q u e ,  e t  d e  c e l u i  d e s  R N A  d a n s  l a  

t r a n s c r i p t i o n  d e  c e t t e  i n f o r m a t i o n  e n  p r o t é i n e s  c e l l u l a i r e s ,  

a amené Ce n o m b r e u x  a u t e u r s  à é t u d i e r  l a  n a t u r e  d e  l a  p e r t u r -  

b a t i o n  i n d u i t e  s u r  c e s  m a c r o m o l é c u l e s ,  a p r è s  f i x a t i o n  c o v a l e n t e  

d u  m é t a b o l i t e  u l . t i m e ,  

Nous d iscu terons  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  d e  l ' a l t é r a t i o n  d e  l a  

s t r u c t u r e  d u  DNA m o d i f i é  p a r  un  c a n c é r o g è n e ,  o b j e t  d e  l ' é t u d e  

q u e  n o u s  p r é s e n t o n s  d a n s  c e  m é m o i r e ,  

L e s  m é t h o d e s  d ' é t u d e  s o n t  e s s e n t i e l  l e m e n t  p h y s i  c o c h i m i q u e s ,  

e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  s p e c t r o s c o p i q u e s .  L ' é t u d e  s e  f a i t  s u r  

l e  D N A  i s o l é .  

Des t e c h n i q u e s  comme l a  s p e c t r o p h o t o m é t r i e  d ' a b s o r p t i o n ,  l e s  

p r o f i l s  d e  t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n ,  l a  f l i ~ o r e s c e n c e ,  l e  d i c h r o ï s m e  

c i r c u l a i r e ,  l a  R M N ,  l e  d i c h r o ï s m e  e t  l a  b i r é f r i n g e n c e  é l e c -  

t r i q u e s ,  l a  v i s c o s i t é ,  l e  g r a d i e n t  d e  s u c r o s e  a l c a l i n ,  s o n t  

d ' u n e  t r è s  g r a n d e  u t i l i t 6  p o u r  l a  v i s u a l i s a t i o n  d e  l a  p e r t u r -  

b a t i o n  m o l é c u l a i r e  o b t e n u e .  

L ' e x e m p l e  q u i  a é t é  l e  p l u s  é t u d i é  j u s q u ' i c i  e s t  c e l u i  

d e  I ' A A F ,  

En 1 9 7 1 ,  N e l s o n  e x  ne ( 1 1 4 )  o n t  d é b u t é  p a r  un t r a v a i l  s u r  cles 

o l i g o n u c l é o t i d e s  m o d i f i e s  p a r  c e  c a n c é r o g è n e ,  u t i l i s a n t  l a  

t e c h n i q u e  d e  RMN e t  d e  d i c h r o T s m e  c i r c u l a i r e .  A p a r t i r  d e  l e u r s  



r é s u l t a t s ,  c e s  a u t e u r s  o n t  a l o r s  s u g g é r é  un  m o d è l e  p r é v o y a n t  

a u  n i v e a u  d u  D N A  u n e  d é n a t u r a t i o n  l o c a l e  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e ,  

i n d u i t e  p a r  l a  f i x a t i o n  c o v a l e n t e  du c a n c é r o g è n e .  

P e u  de  t e m p s  a u p a r a v a n t ,  d ' a u t r e s  c h e r c h e u r s  a v a i e n t  o b s e r v é  

de  t e l l e s  r é g i o n s  d é n a t u r é e s ,  e n  e x a m i n a n t  p a r  m i c r o s c o p i e  

é l e c t r o n i q u e  l e  D N A  e x t r a i t  de  f o i e s  d ' a n i m a u x  t r a i t é s  p a r  

1'AAF ( 3 3 ) .  

F u c h s  C 2  al o n t  p r o p o s é  p l u s  r é c e m m e n t  un m o d è l e  o r i g i n a l  

d '  i n t e r a c t i o n  DNA-cancérogène  , b a s é  s u r  de  n o m b r e u s e s  é t u d e s  

i n  v i X 4 0 ,  a p r è s  f i x a t i o n  du N-Ac-AAF s u r  l e  D N A  l i b r e  e n  

s o l u t i o n  ( 3 7 ) .  L e u r s  r é s u l t a t s  s o n t  d ' a i l l e u r s  e n  b o n  a c c o r d  

a v e c  c e  q u e  p r é v o y a i e n t  N e l s o n  CX al ( 1  1 4 ) .  Dans c e  m o d è l e ,  

p r é s e n t é  d a n s  l a  f i g u r e  7 ,  l e  c a n c é r o g è n e  f i x é  s u r  l e  C-8 
* 

de l a  g u a n i n e  e s t  i n s é r é  p r o f o n d é m e n t  d a n s  l a  d o u b l e  h é l i c e ,  

p r o v o q u a n t  u n e  o u v e r t u r e  p a r t i e l l e  de  c e l l e - c i .  La  g u a n i n e  

e s t  a l o r s  r e j e t é e  à l ' e x t é r i e u r  ( 3 7 ) .  Ce phénomène  s e  man i -  

f e s t e  e n  p a r t i c u l i e r  p a r  u n e  m o d i f i c a t i o n  d e  l a  t e m p é r a t u r e  

de  f u s i o n  du  D N A  t r a n s f o r m é ,  q u i  e s t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  

d ' u n  D N A  n o n  t r a i t é  ( 3 4 ,  3 7 ) .  

F u c h s  e x  al a v a i e n t  p e n s é  p o u v o i r  é t a b l i r  u n e  c o r r é l a t i o n  

e n t r e  c e t t e  p é n é t r a t i o n  d u  n o y a u  f l u o r è n e  à l ' i n t é r i e u r  de  

l a  d o u b l e  h é l i c e  e t  l e  p o u v o i r  c a n c é r o g è n e  de  1 'AAF. Dans c e  

b u t ,  i l s  a v a i e n t  é t u d i é  l a  f i x a t i o n  s u r  l e  D N A  du  N-Ac-AAFF 

e t  d u  N-Ac-AAIF ( 3 6 ,  3 7 ) ,  l ' empêchemen t  s t é r i q u e  d e  ce  d e r -  

n i e r  l u i  i n t e r d i s a n t  d e  s ' i n s é r e r  e n t r e  l e s  p l a n s  d e s  b a s e s ,  

comme i l  e s t  m o n t r é  d a n s  l a  f i g u r e  7 .  

T r è s  r é c e m m e n t ,  L e f è v r e ,  F u c h s  e t    aune o n t  c o m p l é t é  c e s  

t r a v a u x  e n  a n a l y s a n t  l e s  m o d è l e s  o b t e n u s  a v e c  l e s  d é r i v é s  

de l l A A F ,  s u r  d e s  t r i n u c l é o t i d e s  ( 8 5 ) .  

Des é t u d e s  s i m i l a i r e s  s o n t  a c t u e l l e m e n t  e n t r e p r i s e s  

p a r  M . C .  L a n g ,  R .  F u c h s  e t  M .  D a u n e ,  s u r  ~ ' A A P .  I l s  o n t  e x a m i -  

n é  l e s  m o d i f i c a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  d u  D N A  a p r è s  r é a c t i o n  a v e c  

l e  N-Ac-AAP, q u i  e s t  l e  c a n c é r o g è n e  u l t i m e  ( 8 3 ) .  L e u r s  r é s u l -  

t a t s  m o n t r e n t  q u e ,  c o n t r a i r e m e n t  à 1' AAF, c e  c a n c é r o g è n e  n ' e s t  

p a s  i n s é r é  p r o f o n d é m e n t  d a n s  l a  d o u b l e  h é l i c e .  

*selon ces au t eu r s ,  l e  cancérogène f i x é  s u r  l e  2-NH 2  p o u r r a i t  ê t r e  couehé 

dans l e  grand s i l l o n  du DNA, e t  ne provoquerai t  qu'une t r è s  f a i b l e  déna- 

t u r a t i o n  (2 1 ) .  
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Anderson et a t ( 4 )  ont également travaillé in vitha; ils ont 
constaté dans le cas de la 2-naphtylamine, une diminution de 

la température de fusion du D N A  traité par une forme ultime de 

ce cancérogène. Leurs études cependant restent très incomplètes. 

Il est intéressant de pouvoir étudier la modification 

de la structure du D N A  in viXho, la condition impérative étant 

bien entendu de pouvoir synthétiser chimiquement le métabolite 

ultime. En effet, la propriété des cancérogènes ultimes de se 

fixer directement sur le D N A ,  permet d'employer une méthodologie 

relativement simple. La préparation des échantillons est plus 

rapide et demande un investissement de matériel moins important 

qu'une technique in vivo. 

Bien souvent d'autre part, les effets obtenus in V ~ V O  sont 

trop faibles pour être décelés par des techniques spectros- 

copiques (57). La technique in viXna permet donc, e n  accentuant 
le défaut, de le visualiser. 

Cependant, comme le soulignent Irving (57) et Sarma et a l  ( 1 3 9 ) ,  

il faut tout de même rester prudent dans l'interprétation 

biologique de résultats obtenus in vitho. L e  fait que le D N A  

puisse être beaucoup plus altéré par un cancérogène in vitha que 

in vivo, s'explique par la différence de conformation de la 

macromolécule, à l'état libre et à l'état compact dans la 

chromatine. 

Cependant, et tout en sachant que la lésion observée in viXh0 

doit être minimisée, il est possible grâce à ces études d'établir 

des comparaisons entre différents cancérogènes; en particulier, 

elles permettent d'évaluer la perturbation plus ou moins impor- 

tante de la structure en double hélice du DNA modifié,selon la 

nature du cancérogène étudié. 

La fixation sur les acides nucléiques d'une petite 

molécule organique peut, dans certains cas,modifier profondément 

la structure de ces macromolécules, ce qui peut entraîner une 

altération fonctionnelle de celles-ci. Cette perturbation peut 
.. 
etre dramatique pour la cellule, et pourrait être respodsable' 

de la perte du contrôle de la division cellulaire, qui est la 

cause principale de l'initiation du cancer. 



b- altérations fonctionnelles. 

L'interaction d'un cancérogène chimique avec le 

DNA peut conduire à plus d'un changement dans ses propriétés 

biologiques. Parmi les effets cités par Irving ( 5 7 ) ,  citons 

plus spécialement : 

- l'inhibition de la synthèse du DNA: 
- l'inhibition de la transcription; 

- la production de mutations. 
Sarma a[ relatent également un effet sur le cycle cellulaire, 

mais les études sont encore peu nombreuses à ce sujet, et l'effet 

n'est pas toujours en nette corrélation avec la fixation du 

cancérogène sur le DNA (139). 

B) L e  destin des Eroduits de l'interaction acides nucléiques- -------------- ...................................... --- 
cancérogènes. Relation avec l'initiation du cancer. ------- .......................................... 

Dans l'ensemble, il apparaît que la liaison cancérogène- 

DNA soit une condition nécessaire, mais non suffisante pour 

donner lieu à l'induction de tumeurs malignes. Il n'existe en 

effet pas toujours une bonne corrélation entre la f i x a t i ~ n  des 

composés chimiques au DNA et leur pouvoir cancérogène (95 ,100). 

C'est que, comme nous allons le décrire brièvement, il existe 

toute une série de réactions s o p h i s t i q u é e s , c o r r e s p o n d a n t  3 des 

mécanismes de réparation,qui sont mises en jeu dès qu'un cancé- 

rogène se fixe sur les acides nucléiques. Ceci n'est pas sur- 

prenant du tout puisque l'on sait qu'un changement dans la 

structure du DNA, même s'il est minime,peut être dangereux ou 

létal pour la cellule. 

Actuellement, les auteurs s'intéressent de plus e n  plus à ces 

phénomènes, et l'hypothèse d'une relation de cause à effet, 

existant entre une défaillance dans le processus de la réparation 

et l'induction de tumeurs cancéreuses a été émise. 

On connaît surtout la réparation du DNA, le cas du RNA 

étant beaucoup moins étudié. Nous insisterons donc sur l'impor- 

tance de cette étape, puisqu'il semble logique, après avoir 

étudié l'interaction DEA-cancérogène, de relier cette première 

phase à l'événement fondamental pour la cellule qu'est la répa- 



ration des altérations du DNA. Nous montrerons que ces méca- 

nismes, bien qu'ils représentent un processus de défense cel- 

lulaire, peuvent aller à l'encontre du bon fonctionnement 

de la cellule, en induisant des fonctions anormales qui 

peuvent aboutir à la transformation néoplasique. 

Actuellement, trois types de mécanismes sont connus : 

. la réparation photoenzymatique, très spécifique et très 
efficace; 

. la réparation par excision, qui est fidèle et n'introduit 
pas d'erreur dans la portion de DNA néoformée; 

. la réparation par tolérance, ou réplication post-répli- 
cative, qui supprime la lésion en donnant une copie du DNA 

inexacte par rapport à la matrice primitive. Ce mécanisme est donc 

source d'erreurs. 

Le processus de photoréactivation est le plus simple et le plus 

spécifique des trois procédés. Il répare uniquement les lésions 

dues aux rayons ultra-violets, c'est-à-dire les dimères de pyri- 

midine (76). Dans l'ordre de complexité viennent ensuite la 

réparation par excision et la réparation post-réplicative. 

Ces processus sont enzymatiques, les enzymes impliquées se 

trouvant dans le noyau. Elles ont été énumérées par Irving en 

1973 (57). Cependant, dans la plupart des cas, leur fonctionne- 

ment exact est mal connu. 

Sur la figure 8 ,  on trouvera un schéma des trois processus cités 

précédemment. L'explication détaillée de ces mécanismes est 

donnée dans différentes revues : Kondo (1975), Dévoret Q A  a l  

(1975), Setlow (1978) et Marx (1978). (76, 26,143, 93). 

Ces trois processus de réparation fondamentaux sont connus chez 

la bactérie et il existe des systèmes analogues chez les animaux 

supérieurs, l'Homme en particulier. 

Il nous paraît intéressant de souligner maintenant que, 

si un organisme est capable de réparer les lésions de son DNA, 

il peut également tolérer le défaut. C'est-à-dire qu'il effectue 

sa division cellulaire, la réplication de son DNA, etc . . . ,  en 
dépit de l'existence de ces altérations; elles sont alors perpétuées 
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sur la macromolécule. C'est Ise cas de certaines lésions in- 

duites par les cancérogènes chimiques, comme nous le verrons 

dans le prochain paragraphe. 

2 )  Led ptzUCeddUb impLiyu&a dans Re caa des  cancEtzagènes 

ch imiques  . 

L'existence de la réparation des lésions induites par 

les cancérogènes a été montrée chez la bactérie, et plus récem- 

ment chez les mammifères, en utilisant des cellules en culture. 

En faisant une post-incubation de ces cellules en présence de 

nucléotides marqués, après les avoir traitées avec un cancé- 

rogène donné, on peut observer,dlune part, la disparition des 

lésions, et d'autre part, une incorporation de la radioactivité. 

Ceci signifie qu'un processus de réparation a été déclenché. 

E n  fait, les études en cours actuellement semblent montrer 

qu'un composé cancérogène fixé au DNA peut avoir trois destins 

différents : 

. la cellule étant au repos, la lésion est reconnue et 
excisée par les systèmes de réparation, ce qui est le cas le 

plus favorable ( réparation par excision); 

. la lésion est reconnue et éliminée tardivement, au cours 
de la réplication ou après cette même réplication, ce deuxième 

cas é'tant particulièrement dangereux pour la cellule (réparation 

pos t-réplicative) ; 

. la lésion n'est pas reconnue du tout et persiste sur la 

macromolécule, ce dernier cas étant également redoutable, à plus 

ou moins longue échéance. 

a- l'élimination des produits de l'interaction cancé- 

rogène-DNA. 

La réparation par excision, qui représente la phase 

positive, a été étudiée par de. nombreux auteurs, dans des cellules 

en culture traitées par des cancérogènes. * 

R De tous récents travaux parus en 1978 permettent maintenant l'étude des phé- 

nomènes de réparation dans l'animal tout entier, et dans les difffrents organes 

( Petzold et Swenberg (130); Craddock et Henderson (19) ) .  



Un p r e m i e r  m o d è l e  d ' é t u d e  e s t  c e l u i  d e  Regan  e t  S e t l o w  ( 1 3 6 )  

q u i  o n t  e x a m i n é  c e  m é c a n i s m e ,  d a n s  d e s  c e l l u l e s  h u m a i n e s  e n  

c u l t u r e  t r a i t é e s  p a r  d e s  a g e n t s  p h y s i q u e s  e t  c h i m i q u e s  : l e  

r a y o n n e m e n t  u l t r a - v i o l e t ,  l e s  r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s ,  e t  

c e r t a i n s  c a n c é r o g è n e s .  Ces a u t e u r s  o n t  c o n s t a t é  q u e  l e s  l é s i o n s  

i n d u i t e s  p a r  l e s  r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s ,  q u i  s o n t  p r i n c i p a l e m e n t  

d e s  c a s s u r e s  s u r  un b r i n  d u  D N A ,  s o n t  r é p a r é e s  r a p i d e m e n t ,  l e  

nombre  de  b a s e s  e x c i s é e s  é t a n t  t r è s  f a i b l e .  P a r  c o n t r e ,  d a n s  

l e  c a s  d e s  d i m è r e s  d e  p y r i m i d i n e s  i n d u i t s  p a r  l e s  r a y o n s  u l t r a -  

v i o l e t s ,  l ' e x c i s i o n  e s t  p l u s  l e n t e ,  l e  nombre  d e  b a s e s  r e m p l a c é e s  

é t a n t  b e a u c o u p  p l u s  i m p o r t a n t .  

L e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s  é t u d i é s  p a r  S e t l o w  e t  Regan  p e u v e n t  

ê t r e  c l a s s é s  d e  l a  même m a n i è r e  e n  d e u x  g r o u p e s  m a j e u r s  : 

. c e u x  q u i  s o n t  r é p a r é s  s e l o n  l e  m o d è l e  r a p i d e ,  comme l e s  

r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s  : c ' e s t  u n e  r é p a r a t i o n  s u r  u n e  c o u r t e  

d i s  t a n c e ;  

. c e u x  q u i  s o n t  e x c i s é s  d e  l a  même m a n i è r e  q u e  l e s  d i m è r e s  

d e  p y r i m i d i n e ,  p a r  e x c i s i o n  l e n t e  : c ' e s t  u n e  r é p a r a t i o n  s u r  

u n e  g r a n d e  d i s t a n c e .  

L e s  r é s u l t a t s  d e  c e s  a u t e u r s  s o n t  s c h é m a t i s é s  dans l a  f i g u r e  9 .  

A i n s i  l e s  a g e n t s  a l k y l a n t s ,  d o n t  o n  s a i t  q u ' i l s  i n d u i s e n t  d e s  

c a s s u r e s  s u r  un  s e u l  b r i n  duDNA, s u i v e n t  l e  même p r o c e s s u s  

d ' e x c i s i o n  q u e  l e s  r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s .  P a r  c o n t r e ,  l e s  

p r é c a n c é r o g è n e s  p e u v e n t  i n d u i r e  u n e  l é s i o n  p l u s  i m p o r t a n t e  

s u r  l e  D N A ,  q u i  e s t  r é p a r é e  p a r  u n  m é c a n i s m e  p l u s  é l a b o r é ,  

s i m i l a i r e  à c e l u i  i n d u i t  p a r  l e s  r a y o n s  U . V .  

11 e s t  u t i l e  d e  n o t e r  à c e  n i v e a u  q u e  l ' o n  s ' e s t  a p e r ç u  

a s s e z  r écemment  q u e  c e  c l a s s e m e n t  e n  d e u x  c a t é g o r i e s  e s t  e n  

f a i t  à n u a n c e r .  P a r  e x e m p l e ,  d a n s  l e  c a s  d e  l1AAF,  on s a i t  

q u ' i l  e x i s t e  d e s  d i f f é r e n c e s  n o t a b l e s  e n t r e  l e  m é c a n i s m e  i m p l i q u é  

e t  c e l u i  q u i  r é p a r e  l e s  l é s i o n s  i n d u i t e s  p a r  U.V. ( 1 ,  2 ) .  Le 

t r a v a i l  d e  S e t l o w  e t  Regan  m o n t r e  c e p e n d a n t  b i e n  q u e  l a  n a t u r e  

d e  l a  r é p a r a t i o n ,  e n  p a r t i c u l i e r  s a  d u r é e ,  e s t  i n f l u e n c é e  p a r  

l a  n a t u r e  d e  l a  l é s i o n  du  D N A .  

La c o m p r é h e n s i o n  d e s  p h é n o m è n e s  d e  r é p a r a t i o n  c h e z  

l ' e u c a r y o t e ,  l'Homme e n  p a r t i c u l i e r ,  a  é t é  f a c i l i t é e  p a r  l a  

d é c o u v e r t e  d e  C l e a v e r ,  e n  1968 ( 1 4 ) .  Ce c h e r c h e u r  a  m o n t r é  q u e  
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des cellules humaines de Xeirodettma Pigmen;toaum (X.P.) sont 

incapables d'exciser les lésions induites par les rayons U.V., 

mais peuvent éliminer celles dues aux radiations ionisantes. 

D'autres auteurs par la suite, tels Stich e x  a l ,  en 1973 ( 1 5 3 ) ,  

ont noté la grande sensibilité de ces cellules X . P . à  divers 

cancérogènes chimiques. La propriété des cellules X.P. a alors 

été utilisée systématiquement,de la manière suivante : 

il suffit de mesurer parallèlement l'amplitude de la réparation 

dans des cellules X.P. et des cellules normales, après traite- 

ment par le cancérogène chimique que l'on veut étudier. Un 

autre classement des cancérogènes en deux catégories a ainsi pu 

être effectué : 

*les agents dont les lésions sont réparées de la même 

manière dans les cellules X.P. et les cellules normales; 

.les agents dont les lésions ne sont pas ou sont mal réparées 

dans les cellules X.P., alors qu'elles le sont dans les cellules 

normales. 

La corrélation entre les deux méthodes de travail est 

d'ailleurs très bonne, comme nous le montre l'étude réalisée 

par Cleaver en 1973 (16). Il obtint le classement suivant : 

- les agents alkylants, comme les radiations ionisantes, 
causent des lésions réparables par les cellules X.P.5 

- les précancérogènes donnent des produits qui sont peu 
ou pas éliminés par ces mêmes cellules. 

D'après Cleaver (15) et Setlow e t  al (144), l'incapacité des 

cellules X . P .  à réparer par excision proviendrait du manque 

ou du mauvais fonctionnement de l'endonucléase responsable de 

l'incision du DNA, au cours de la première étape de l'excision 

lente. On comprend ainsi que ces cellules soient capables d'ef- 

fectuer une excision rapide. 

De la même manière que Cleaver, Setlow (143) en 1978 a ainsi 

examiné un large éventail d'agents cancérogènes. Son étude 

aboutit à un classement plus nuancé, où les deux catégories 

précédemment citées, les agents alkylants et les précancérogènes, 

s'interpénètrent à plusieurs reprises, 

Setlow souligne donc que l'image n'est pas si simple, et critique 

cette technique de recherche : elle ne permet pas de tenir 

compte des éventuelles lésions qui ne seraient pas réparées, 

c'est-à-dire de la sélectivité de la réparation. 



Le mécanisme de la réparation post-réplicative a été 

également mis en évidence, daas certaines conditions, après 

traitement de cellules de mammifères par des cancérogènes. 

Comme nous le verrons par la suite (p. 27) ce processus peut 

être dangereux pour la cellule. Il intervient plus tardivement 

que la réparation par excision, et n'est probablement mis en 

route que si la cellule doit effectuer la réplication de son 

DNA, alors qu'il y persiste encore certaines lésions. D'Ambrioso 

et Setlow (3) ont décelé le fonctionnement d'un tel mécanisme, 

dans des conditions d'expérience particulières, les agents 

utilisés étant 1'AAF et llU.V.,Fujiwara a noté également ce 

phénomène dans le cas de certains agents alkylants (38). 

Setlow (143), puis Marx (93) ont décrit tout récemment un groupe 

de complémentation dans les cellules X.P., où la défaillance 

est dans la réparation post-réplicative. L'utilisation de telles 

cellules permettra probablement de mieux comprendre ce mécanisme 

dans l'avenir. 

. b -  La sélectivité de la réparation. 

Nous avons montré (5II.A). 1 )  de ce chapitre p. 13) que 

la fixation d'un cancérogène chimique peut se faire en différents 

sites du DNA, avec une certaine spécificité selon le composé. 

 autre part, les travaux décrits dans le précédent paragraphe 
démontrent qu'il existe des lésions qui sont réparées plus vite 

que d'autres, selon la nature globale de la perturbation struc- 

turale du DNA. Plus précisément, il semble que le site de substi- 

tution, sur les bases puriques ou pyrimidiques, soit le facteur 

déterminant, aussi bien de l'aptitude à réparer que de la vitesse 

de la réparation. 

c'est ainsi qu'il existe des lésions qui ne sont pas excisables, 

car non reconnues par l'endonucléase initiale (Voir Figure 8). 

Par ailleurs, pour un même cancérogène, les différentes altérations 

qui sont supprimées peuvent l'être avec des vitesses qui ne sont 

pas forcément identiques. 

Dans le cas de l'agent méthylant le N-méthyl-Nt-nitro-N-nitroso 

guanidine (NMNG), Lawley et Orr (84) ont montré que les bases 

alkylées sont excisées avec une certaine sélectivité, la Nj-méthyl- 

guanine étant la plus facilement réparée. Pour le 7-bromo-méthyl- 

benz(a)anthracène, les lésions sur l'adénine sont plus facilement 



éliminées que celles qui affectent la guanine ( 8 8 ) .  

Dans le cas de I'AAF, Fuchs et Daune ont essayé en 1976 

de corréler leur modèle d'insertion-dénaturation avec les 

phénomènes de réparation (21); Comme nous l'avons noté plus 

haut (p.14), les sites de fixation de ce cancérogène sur le DNA 

sont au nombre de deux : un produit majeur sur le C-8 de la 

guanine, et un composé mineur sur le 2-NH2 de cette même base.11 

se trouve,comme le relatent Daune et Fuchs, que le produit fixé 

sur le 2-NH2 n'est pas encore réparé au bout de 8  semaines alors 

que le produit d'addition sur,le C-8 est éliminé en sept jours. 

La persistance de cette fixation de ~ ' A A F  en cette position 

signifie que le cancérogène ne peut apparemment pas être éliminé 

par excision. Fuchs et Daune supposent que ce produit pourrait 

être supprimé par un mécanisme de réparation post-réplicative. 

Ces auteurs d'autre part, ont montré que la dénaturation obtenue 

dans le DNA modifié par 1'AAF est due à une fixation interne du 

cancérogène, sur le C-8 de la guanine (37), les résidus fixés en 

position N-2 étant couchés dans le grand sillon (21). Par consé- 

quent, de ces deux lésions, c'est celle qui induit la plus petite 

perturbation structurale sur le DNA qui semble être la plus 

dangereuse. 

Plus récemment, en 1977, l'étude de Yamasaki Q X  al? (172) 

a également montré que la fixation de 1'AAF sur le 2-NH2 de la 

guanine serait la plus impliquée dans l'induction de la cancéro- 

génèse par ce composé. Ces auteurs ont en effet constaté que les 

deux produits d'addition sont éliminés avec des vitesses très 

différentes, par deux endonucléases spécifiques de chaque lés'ion. 

Ces exemples nous ont montré l'intérêt qu'il y a à connaître 

la nature de la perturbation induite sur le DNA, ainsi que les 

sites d'interaction, pour faciliter la compréhension du ou des 

mécanismes par lequel un cancérogène peut agir dans un organisme. 

Marx note d'ailleurs que dans certains cas cette information 

manque cruellement (93). 

La probabilité pour un agent chimique d'induire une trans- 

formation néoplasique serait donc fonction de deux facteurs : 

. tout d'abord de sa capacité de se lier au DNA, et à altérer 

sa fonction de matrice, 



. ensuite, de la nature de sa liaison au DNA,qui intro- 
duirait un défaut qui ne serait pas excisé, parce que non 

reconnu par l'endonucléase. 

En 1973, Cleaver (16) soulignait en effet que le danger résidait 

plutôt dans le pourcentage de lésions résiduelles non réparées. 

On peut imaginer facilement que la réplication d'un DNA non 

réparé soit désastreuse. Sarma et al (139) en donnent pour exemple 

celui de l'alkylation : un mauvais codage dans le brin parental, 

dû à une lésion telle que le O -alkyl-guanine, ou le N7-alkyl- 6 
guanine, doit introduire des erreurs dans le nouveau brin synthé- 

tisé, au cours de la réplication. La réplication d'un tel DNA 

doit conduire à l'impression permanente de l'erreur, au niveau 

de la séquence en bases du DNA. 

11 semble maintenant évident qu'il existe une relation 

entre la défaillance dans la réparation et le cancer chez l'Homme. 

Cette hypothèse est étayée par la découverte du fait que des 

sujets atteints de certaines maladies héréditaires ont un risque 

élevé de développer un cancer. Ces maladies sont caractérisées 

par une déficience en l'un ou l'autre des processus de la répa- 

ration du DNA. Setlow (143) et Marx (93) ont minutieusement 

décrit ces affections, qui, à ce jour, sont au nombre de trois : 

le Xekodetma Pigmentoaum (Xp),llAtaxha Telangiectaaia (AT), et 

l'anémie de Fanconi (AF) . 
Nous avons signalé l'existence de cellules XP au paragraphe a), 

p. 21. Les patients atteints de cette maladie sont très sensibles 

au rayonnement ultra-violet et développent facilement des cancers 

de la peau (93, 143). On sait également que les cellules XP sont 

incapables de réparer les lésions du DNA produites par ces mêmes 

radiations (14). 

L'existence de telles anomalies a conduit certains auteurs, tels 

Setlow et Marx à émettre l'hypothèse d'une relation entre l'alté- 

ration persistante du DNA et l'induction d'un cancer chez l'Homme. 

Setlow nuance cependant son jugement, en notant que tous les 

cancers ne proviennent pas d'un déficit dans la réparation (143). 

Mais il souligne que même chez les individus normaux, c'dst l'ap- 

titude à la réparation, par rapport aux autres processus cellu- 

laires, qui est le paramètre important dans l'étape initiale de 

la cancérogenèse. 



La connaissance du contrôle et de la cinétique des 

processus de r6paration semble donc aussi importante que celle 

des voies d'activation et d'inactivation d'un cancérogène 

chimique, pour aider à la compréhension du phénomène de la cancé- 

rogénèse chez l'Homme. 

3 )  Rôle de cehXainn phoccasus de h é p a h a f i o n  dans l a  

c a n c é h ~ g e n è b  e ;  h e l a f i o n  mu-tagenèn e-cancC2nagQnQa Q. 

a- La réparation post-réplicative. 

Comme nous l'avons déjà évoqué précédemment, ce 

mécanisme peut être déclenché tardivement, à la suite de la 

non-reconnaissance de certaines lésions sur le DNA, et peut être 

à l'origine de nombreuses erreurs. 

En 1974, Loeb ek a l  ont donné la preuve que les erreurs intro- 

duites au cours d'une telle réparation peuvent être la cause 

de l'induction de transformations malignes ( 8 9 ) .  Kondo a égale- 

ment souligné en 1 9 7 5  qu'un tel processus "tolérant" serait en 

partie responsable de l'induction néoplasique par les cancérogènes 

chimiques. Le développement de la capacité de réparation post- 

réplicative, qui provient de l'évolution de la cellule vers des 

systZmcs de plus en plus complexes, augmente inzvitablement la 

probabilité des erreurs dans la réparation du DNA, ce qui peut 

conduire à des mutations, des aberrations chromosomiques et au 

cancer (76). 

b- les fonctions de réparation "S.O.S." 

Une autre hypothèse d'explication du mécanisme d'in- 

duction de cancers par les agents chimiques a été émise par 

Radman (135) et Dévoret ( 2 5 ) ,  en 1 9 7 7 .  Ces auteurs ont montré 

que le traitement de certaines bactéries par des cancérogènes, 

peut induire dans ces organites de nouvelles fonctions cellu- 

laires, appelées "fonctions S.O.S.". L'une d'entre elles est 

la réactivation du phage dans la bactérie. 



Le schénz ci-dessous illustre~l'hypothèse de Dévoret. 

Lés ion -induction lyzogénique 

cellulaire 

Bactérie / 1 \ 

Arrêt du programme 
de réplication 
de la bactérie 

Ce mécanisme de sauvegarde permet une meilleure réparation sur 

le plan quantitatif, mais désastreuse sur le plan qualitatif. 

Le phénomène est caractérisé par un pouvoir hautement mutagène, 

les erreurs commises étant encore plus nombreuses que dans le 

cas de la réparation "tolérante". Radman et Dévoret ont postulé 

que l'existence de tels mécanismes chez les êtres supérieurs 

pourraient expliquer le déclenchement d'un cancer (25, 135). 

Un an plus tard, deux chercheurs français en collaboration avec 

des équipes américaines, ont montré pour la première fois, que 

des fonctions "S.O.S." pouvaient être induites par les cancéro- 

gènes chimiques dans les cellules eucaryotes (Sarasin et 

Hanawalt, 1978 (138); Lytle, Coppey et Taylor, 1978 (90)). Ils 

ont constaté la réactivation (îu virus V.S.40 ( 1 3 8 ) ~  et du virus 

de l'Herpès (go), dans des cellules supérieures traitées par 

différents agents chimiques et physiques, et ont fait l'analogie 

entre cette réactivation et l'induction lysogénique du phage 

chez la bactérie (135, 25). 

Un tel processus, enclin à produire ces erreurs, pourrait être 

responsable à la fois de l'activité mutagène de nombreux cancé- 

rogZnes, et aussi porter une grande responsabilité dans l1induc- 

t i v n  de tumeurs malignes chez les mammifères (138, 90). 

c- relation mutagenèse-cancérogenèse. 

Comme l'ont noté de nombreux auteurs, il semble que 

la pZupart des cancérogènes soient des mutagènes (57, 139, 95). 

De plus, nous venons de voir que des mécanismes générateurs de 

mutations peuvent ëtre induits par des cancérogènes. 

De ce fait, il peut être tentant pour le théoricien d'attribuer 

à un événement essentiellement mutagène,la responsabilité de 



l'induction d'un cancer; en effet, la cancérogénèse et la muta- 

génèse ont ceci de commun qu'elles provoquent toutes deux une 

perturbation héréditaire du génotype. 

Le concept de l'origine du cancer par mutation somatique est 

discuté depuis plusieurs années. E.C.Miller ( 9 5 )  a pris position 

très récemment sur ce problème, et a noté que la corrélation 

m u t a g e n è s e - c a n c é r o g e n è s e ,  qui n'est que qualitative, est basée 

sur deux faits : 

. la plupart des formes ultimes des cancérogènes chimiques 
sont de puissants électrophiles; 

. la plupart des mutagènes chimiques se transforment égale- 
ment en de puissants électrophiles. 

Cependant, les mutagènes n'agissent que sur le DNA, alors que 

les cancérogènes attaquent aussi le RNA et les protéines. E.C. 

Miller en conclut que la corrélation soulignée plus haut ne 

peut pas être utilisée seule pour montrer que la cancérogénèse 

implique essentiellement des événements mutagènes, 

En conclusion, le phénomène de la cancérogénèse chimique, 

et les mécanismes qui y sont impliqués, sont loin d'être claire- 

ment compris à l'heure actuelle. En particulier, le problème 

de l'identificqtion de la cible reste encore non résolu. 

On sait que les cancérogènes chimiques interagissent non seule- 

ment avec le DNA, mais également avec le RNA et les protéines. 

n'autre part, il est clair que le déclenchement d'un cancer 

consiste en une véritable perte du contrôle de la division cel- 

lulaire. 

Deux grands types de mécanismes moléculaires ont été proposés 

par ies Miller et d'autres auteurs, pour expliquer un tel 

changement dans le comportement cellulaire ( 1 0 2 ,  1 0 0 ,  9 5 ,  1 3 9 )  : 

. un mécanisme génétique, basé sur l'hypothèse que la trans- 
formation d'une cellule normale en cellule cancéreuse dépend 

de l'altération directe du génôme. Les arguments en faveur de 

cette théorie sont les suivants : 

- la modification directe du DNA, qui peut, en altérant 
le génôme, perturber totalement le mode de vie d'une cellule, 



- l a  p o s s i b i l i t é  d e  l ' i m p l i c a t i o n  d ' u n  é v è n e m e n t  

m u t a g è n e ,  

- l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  d e  m a l a d i e s  comme XP,  A T ,  FA, 

c h e z  l 'Homme, où l e  d é f i c i t  d e  l a  r é p a r a t i o n  du  D N A  e s t  

a s s o c i é  a u  c a n c e r  i n d u i t  c h e z  c e s  m a l a d e s ,  

- l ' a c t i v a t i o n  d e  v i r u s  d a n s  d e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  

p a r  d e s  c a n c é r o g è n e s .  

. un  m é c a n i s m e  é p i g é n é t i q u e ,  b a s é  s u r  l e  f a i t  q u e  l e s  

c a n c é r o g è n e s  u l t i m e s  r é a g i s s e n t  s u r  l e  R N A  e t  l e s  p r o t é i n e s .  

S e l o n  c e t t e  t h é o r i e ,  c ' e s t  l e  c o n t r ô l e  d e  l ' e x p r e s s i o n  de, 

l ' i n f o r m a t i o n  g é n é t i q u e  q u i  s e  t r o u v e  a f f e c t é ,  p a r  e x e m p l e ,  

à l a  s u i t e  d e  c h a n g e m e n t s  s u b i s  p a r  l e s  p r o t é i n e s  r é p r e s -  

s e u r s  o u  d é r é p r e s s e u r s  du  génôme.  

L e s  M i l l e r  o n t  é g a l e m e n t  p r o p o s é  d e s  m é c a n i s m e s  q u ' i l s  o n t  

a p p e l é s  é p i g é n é t i q u e s  i n d i r e c t s ,  e n  n o t a n t  : 

- l e  r ô l e  de  l a  c o m p é t e n c e  i m m u n i t a i r e  ( o n  s a i t  e n  

e f f e t  q u ' i l  p e u t  e x i s t e r  d a n s  c e r t a i n s  c a s  u n e  r e l a t i o n  e n t r e  

l e  c a n c e r  e t  l ' i m m u n o d é p r e s s i o n ) ,  

- l a  c o n s é q u e n c e  d e s  a l t é r a t i o n s  d a n s  l a  b a l a n c e  

h o r m o n a l e ,  

- l a  p o s s i b i l i t é  p o u r  l ' h ô t e  de  s é l e c t i o n n e r  d e s  

c e l l u l e s  p r é c a n c é r e u s e s  à l ' é t a t  l a t e n t ,  On c o n n a î t  l ' e f f e t  

p r o m o t e u r  d e  c e r t a i n s  a g e n t s ,  q u i  d é c l e n c h e n t  l a  d i v i s i o n  

c e l l u l a i r e  d e  c e s  c e l l u l e s  p r é c a n c é r e u s e s .  

Le s c h é m a  de  l a  f i g u r e  1 0  i l l u s t r e  c e s  d e u x  t h é o r i e s .  

~ u o i q u ' i l  e n  s o i t ,  c e  s o n t  l e s  a l t é r a t i o n s  q u e  s u b i t  

l e  D N A  q u i  j o u e n t  l e  r ô l e  d é t e r m i n a n t  d a n s  l e  p r o c e s s u s  de  l a  

c a n c é r i s a t i o n .  

N o u s  a v o n s  d o n c  c h o i s i  d e  p r e n d r e  l a  t h é o r i e  g é n é t i q u e  d i r e c t e  

comme h y p o t h è s e  de  t r a v a i l  ; n o u s  a v o n s  e n t a m é  u n e  é t u d e  d e s  

n o d i f  i c a t i o n s  p h y s i q u e s  du  D N A ,  a p r e s  f i x a t i o n  c o v a l e n t e  i n  
v i , ? X u  s u r  l a  m a c r o m o l 6 c u l e ,  d u  d i  A c - 4 H A Q 0 ,  p r i s  comme f o r m e  

u l t i m e  d u  4 N Q Q .  

Une t e l l e  G t u d e  s e  j u s t i f i e  p a r  l a  n é c e s s i t é  de  m i e u x  c o n n a î t r e  

l a  na t : : r e  d e  l n  p e r t u r b a t i o n  i n d u i t e  p a r  ce composé  c h i m i q u e  

s u r  l e  D N A ,  a f i n  d ' e s s a y e r  de c o m p r e n d r e  s o n  mode d ' a c t i o n .  



PRE C A N C E R O G E N E  

1 C A N C E R O G E N E  ( 

+Bases dans l e s  Acides Nucléiqi 

-Acides aminés dans l e s  P ro t é i r  

A l t é r a t i o n  d e s  A c i d e s  N u c l é i q u e s  o u  ( e t )  d e s  P r o t é i n e s  

M u t a t i o n s  a n g e m e n t  d e  1 ' e x p r e s s i  

du génôme 

A c t i v a t i o n  S é l e c t i o n  d e  c e l l u l e s  

v i r u s  m o r a l e s  à l ' é t a t  l a t e r  

[ n é o p l a s i q u e  
J 

F i g u r e  1 0 .  Mécan i smes  m o l é c u l a i r e s  p o s t u l é s  d a n s  - 
l ' i n i t i a t i o n  d u  c a n c e r  (102) .  



C H A P I T R E  I l  - L ' E X E M P L E  DU 4 - N l T R O ~ U l N O L E i N E -  7 - O X Y D E ,  

UN P R E C A N C E R O G E N E .  

C e  c o m p o s é  c h i m i q u e  s y n t h é t i q u e  a  é t é  l ' o b j e t  d e  

n o m b r e u s e s  é t u d e s  d e p u i s  l a  d é c o u v e r t e  d e  s o n  p o u v o i r  c a n -  

c é r o g è n e ,  c h e z  l e s  a n i m a u x  d e  l a b o r a t o i r e .  

S i  s e s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  s o n t  t r è s  b i e n  c o n n u e s ,  i l  n ' e n  

e s t  p a s  d e  m ê m e  d e  s o n  mode d ' a c t i o n ,  e n  p a r t i c u l i e r  d e s  m é c a n i s -  

mes m o l é c u l a i r e s  i n t i m e s  i n t e r v e n a n t  d a n s  l a  c a n c é r o g e n è s e  i n -  

d u i t e  p a r  c e  c o m p o s é .  

Deux  r e v u e s  g é n é r a l e s  s u r  c e  p r é c a n c é r o g è n e  o n t  é t é  p u b l i é e s  

e n  1 9 7 1  ( 3 0 ) ,  e t  p l u s  r é c e m m e n t  e n  1 9 7 6  ( 1 0 8 ) .  

1. L e s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  d u  4 N Q O .  

C ' e s t  e n  1 9 5 7  q u e  c e  p o u v o i r  c a n c é r o g è n e  a  é t é  m o n t r é  p o u r  

l a  p r e m i è r e  f o i s  p a r  N a k a h a r a  e t  al, c h e z  l a  s o u r i s  ( 1 1 2 ) .  

D e p u i s  c e t t e  d a t e ,  d e  n o m b r e u x  a u t e u r s  o n t  r a p p o r t é  l e  p o u v o i r  

c a n c é r o g è n e  p u i s s a n t  d u  4 N Q O .  

S e l o n  Kawazoe  Q X  al, c e  p o u v o i r  d ' i n d u i r e  d e s  t u m e u r s  m a l i g n e s  ' 

a u r a i t  une  c a u s e  s t r u c t u r a l e ,  p u i s q u ' i l  p r o v i e n d r a i t  d e  l a  

p r é s e n c e  d u  n o y a u  q u i n o l é i q u e  ( 6 8 ) .  E n  e f f e t ,  l a  4 - n i t r o p y r i -  

d i n e - 1 - o x y d e  n ' e s t  p a s  c a n c é r o g è n e ,  c e  q u i  d é m o n t r e  l ' e x i s t e n c e  

d ' u n e  t e l l e  r e l a t i o n  e n t r e  l a  s t r u c t u r e  e t  l a  f o n c t i o n  d u  4 N Q O .  

Le s c h é m a  c i - d e s s o u s  e n  d o n n e  l ' i l l u s t r a t i o n  r a p i d e  : 

c a n c é r o g è n e  n o n  c a n c é r o g è n e  



D ' a u t r e  p a r t ,  N a k a h a r a  e t  a l ,  a p r è s  a v o i r  é t u d i é  d e  nombre-ux 

d é r i v é s  du  4NQ0, o n t  a t t r i b u é  l a  s p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  d e  c e  

d e r n i e r  à l a  p r é s e n c e  du g r o u p e m e n t  n i t r o  e n  p o s i t i o n  4  e t  

d e  l a  f o n c t i o n  N-oxyde e n  p o s i t i o n  1 i l  1 ) .  Kawazoe e;t al o n t  

o b t e n u  a p r è s  e u x  d e s  r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  ( 7 3 ) .  

Le p o u v o i r  c a n c é r o g è n e  du  4NQ0 a  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  

c h e z  d e s  a n i m a u x  d e  l a b o r a t o i r e  a u t r e s  q u e  l a  S o u r i s ,  t e l s  l e  

R a t ,  l e  Hams t e r ,  l e  L a p i n ,  e t  même l e  Cobaye  q u i  r é s i s  t e  h a b i -  

t u e l l e m e n t  à d e  n o m b r e u x  p r é c a n c é r o g è n e s  ( 3 0 ) .  

I l  p e u t  ê t r e  i n t é r e s s a n t  d e  n o t e r  q u e  l e  4NQO a  é t é  t e s t é ,  t r è s  

r é c e m m e n t ,  d a n s  d e s  c e l l u l e s  h u m a i n e s  m i s e s  e n  c u l t u r e .  Il 

s e m b l e r a i t  q u e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  m a l i g n e  o b t e n u e  s o i t  a l o r s  

b e a u c o u p  moins  m a r q u é e  q u e  d a n s  d e s  c e l l u l e s  d e  S o u r i s  s o u m i s e s  

a u x  mêmes d o s e s  d e  c e  c a n c é r o g è n e  ( 1 1 3 ) .  

P r o p r i é t é s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  n o m b r e u x  c a n c é r o g è n e s .  --- ------------------- ----------------------- ---- 

Comme l a  p l u p a r t  d e s  c a n c é r o g è n e s ,  l e  4NQ0 e s t  un 

m u t a g è n e .  

De nombreux  a u t e u r s  o n t  mi s  e n  é v i d e n c e  c e t t e  p r o p r i é t é  c h e z  

d e s  b a c t é r i e s  : Neunaapaka Ckaaaa ( 1 2 6 ) ,  A ~ p e k g i l l u h  Nidulana 

( 9 ) ,  e t  d ' a u t r e s  o r g a n i t e s  ( 1  1 7 ) .  I s h i z a w a  e t  E n d o  o n t  o b s e r v é  

c e t  e f f e t  s u r  l e  b a c t é r i o p h a g e  T ( 6 1 ) .  4 
En 1 9 7 4 ,  P r a k a s h  e t  a l  ont e x a m i n é  l a  n a t u r e  d e s  m u t a t i o n s  i n -  

t r o d u i t e s  p a r  l e  4NQ0, s u r  l e  D N A  de  l e v u r e  d e  b i è r e ,  e n  com- 

p a r a n t  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d u  D N A  n o r m a l  e t  d u  D N A  d e s  m u t a n t s  

( 1 3 3 ) .  I l s  o n t  c o n s t a t é  q u e  l a  m o d i f i c a t i o n  s e  s i t u a i t  a u  n i v e a u  

d e s   aires d e  b a s e s  G - C ,  q u i  p e u v e n t  ê t r e  s u b s t i t u é e s ,  d o n n a n t  

d e s  t r a n s i t i o n s  : G-C -, A - T ,  o u  d e s  t r a n s v e r s i o n s  : G-C --, T - A .  

2 )  L1Lnduc:tLan de Qunctiana n a u v e l l e a  chez &eh pau- 

cahyutea e x  &a eucakyotea  . 

Endo a& o n t  m o n t r é ,  e n  1 9 6 3 ,  q u e  d e s  b a c t é r i e s , t r a i -  

t é e s  a u  4NQ0, é t a i e n t  c a p a b l e s  d e  r é a c t i v e r  un  p h a g e  e n  l e u r  

s e i n  ( 2 7 ) .  



Un phénomène  s i m i l a i r e  a  é t é  o b s e r v é  p a r  l a  s u i t e  c h e z  l ' e u c a -  

r y o t e  : d e s  c e l l u l e s  d e  H a m s t e r  p e u v e n t  e n  e f f e t  a c t i v e r  l e  

v i r u s  V.S.40, s i  on l e s  s o u m e t  à u n e  c e r t a i n e  d o s e  de  4NQ0 ( 4 5 ) .  

Nous a v o n s  n o t é  d a n s  l e  p r e m i e r  c h a p i t r e  q u e  d e  t e l s  p r o c e s s u s  

p e u v e n t  ê t r e  i n d u i t s  p a r  d e s  c a n c é r o g è n e s  c h i m i q u e s ,  e n  l i a i -  

s o n  a v e c  l a  r é p a r a t i o n  d e s  l é s i o n s  d u  D N A  p r o d u i t e s  p a r  c e s  

a g e n t s .  I l  n ' e s t  d o n c  p a s  s u r p r e n a n t  de c o n s t a t e r  d e  t e l s  f a i t s  

d a n s  l e  c a s  du 4NQO. 

C e t t e  p r o p r i é t é  e s t  é g a l e m e n t  commune à d e  nombreux  

c a n c é r o g è n e s .  

En 1 9 7 2 ,  P h i l l i p s  a  n o t é  q u e  l e  4NQ0 p e u t  d a n s  c e r t a i n e s  c o n d i -  

t i o n s  a l t é r e r  l a  r é p o n s e  i r , i m u n i t a i r e  c h e z  l a  S o u r i s  ( 1 3 1 ) .  

Un a n  p l u s  t a r d ,  O u t z e n  e t  P r e h n  o n t  a s s o c i é  c e t  e f f e t  à l a  

p e r t u r b a t i o n  de  l ' i m m u n i t é  à m é d i a t i o n  c e l l u l a i r e  ( 1 2 7 )  . 

C e t t e  p r o p r i é t é  du  4NQ0 a  é t é  d é c o u v e r t e  d e u x  a n s  a v a n t  

q u e  s o n  p o u v o i r  c a n c é r o g è n e  n e  s o i t  c o n n u ,  p a r  S a k a i  c?X a l  (137) .  

I l  f a u t  n o t e r  q u e  c e c i  n ' a  r i e n  d e  p a r a d o x a l ,  p u i s q u ' i l  e x i s t e  

d e s  c a n c é r o g è n e s  q u i  p o s s è d e n t  é g a l e m e n t  un p o u v o i r  a n t i t u m o r a l ;  

l e  D N A  e s t  d ' a i l l e u r s  d a n s  c e  d e r n i e r  c a s  é g a l e m e n t  l a  c i b l e  

p r i n c i p a l e  ( 8 6 ) .  

I I .  La  s p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  du 4NQ0 : l e s  o r g a n e s  c i b l e s .  

De n o m b r e u x  t e s t s  o n t  é t é  r é a l i s é s  s u r  d i f f é r e n t s  a n i m a u x  

de  l a b o r a t o i r e ,  e n  u t i l i s a n t  l e  4NQO. I l  e n  r e s s o r t  q u e  p o u r  

u n  même a n i m a l ,  l e  s i t e  d e  l a  t u m e u r  o b t e n u e  d é p e n d  d u  mode 

d '  a d m i n i s  t r a t i o n  du c a n c é r o g è n e  ; l e s  t r o i s  o r g a n e s  c i b  l e s  p r i n -  

c i p a u x  é t a n t  l e s  poumons ,  l e  p a n c r é a s  e t  l ' e s t o m a c .  



A) I n i e c t i o n  s o u s - c u t a n é e .  -- ------------------- 

Ce p r o c é d é  c o n d u i t  c h e z  l ' a n i m a l  à l a  f o r m a t i o n  d e  

t u m e u r s  d u  poumon e t  d e  l ' a p p a r e i l  r e s p i r a t o i r e .  

Un d e s  p r e m i e r s  t r a v a u x  r é a l i s é s  e n  c e  s e n s  e s t  c e l u i  d e  

M o r i  e t  Y a s u n o ,  c h e z  l a  S o u r i s ,  e n  1 9 6 1  (106). Des  r é s u l t a t s  

i d e n t i q u e s  o n t  é t é  o b t e n u s  p a r  S u z u k i  ( 1 5 8 )  e t  M o r i  C X  al 

(104) e n  i n j e c t a n t  l e  4NQ0 à d e s  1 , a p i n s  e t  à d e s  ~ a t s .  

C e r t a i n s  a u t e u r s  o n t  p u  p r o v o q u e r  l ' a p p a r i t i o n  d e  c e s  t u m e u r s  

p a r  u n e  s e u l e  i n j e c t i o n  d u  c a n c é r o g è n e  à d e s  S o u r i c e a u x  âgés  

d e  1 à 3 j o u r s  ( 4 6 ) .  

Comme n o u s  l ' a v o n s  m o n t r é  d a n s  l e  p r e m i e r  c h a p i t r e ,  

l a  s p é c i f i c i t é  d e  t i s s u  d ' u n  c a n c é r o g è n e  p e u t  a v o i r  d e u x  

o r i g i n e s  : 

- t o u t  d l  a b o r d  l ' a c c u m u l a t i o n  d a n s  l ' o r g a n e  c i b l e  d e s  

m é t a b o l i t e s  a c t i f s ;  

- d a n s  u n  d e u x i è m e  t e m p s ,  l e  d é f i c i t  d e  r é p a r a t i o n  d u  D N A ,  

a l t é r é  p a r  l a  f i x a t i o n  d e  c e s  f o r m e s  a c t i v é e s  . 
D a n s  l e  c a s  d u  4 N Q 0 ,  l ' é t u d e  d e  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  m é t a b o l i t e s  

d a n s  l ' o r g a n i s m e ,  a p r è s  i n j e c t i o n  s o u s - c u t a n é e ,  e x p l i q u e  e n  

p a r t i e  l a  p r e m i è r e  s p é c i f i c i t é  d e  t i s s u .  K a w a z o e  6 L i  al o n t  

a i n s i  s u i v i  l e  c h e m i n e m e n t  d e  4NQ0 r a d i o a c t i f  chez d e s  S o u r i s  

( 7 5 ) ;  i l s  o n t  c o n s t a t é  q u e  l a  q u a n t i t é  m a x i m a l e  d e  m é t a b o l i t e s  

a c t i f s  s e  r e t r o u v a i t  d a n s  l e  poumon,  a u g m e n t a n t  l e  r i s q u e  d e  

c a n c e r  d a n s  c e t  o r g a n e .  

P l u s  r é c e m m e n t ,  C o x  e t  I r v i n g  o n t  é v a l u é  l e  p o u r c e n t a g e  r e l a t i f  

d e  l e s i o n s  du  D N A  d a n s  l e  f o i e ,  l e  poumon e t  l e  r e i n  d ' u n  a n i -  

m a l  t r a i t é  a u  4NQ0, a i n s i  q u e  l e  t a u x  d e  r é p a r a t i o n  d u  D N A  

d a n s  c e s  t r o i s  o r g a n e s  ( 1 8 ) .  L e u r s  r é s u l t a t s  o n t  m o n t r é  q u e  l e  

t i s s u  d o n t  l e  D N A  e s t  l e  p l u s  a l t é r é  e t  l e  m o i n s  r é p a r é  e s t  

l e  t i s s u  p u l m o n a i r e .  

B )  I n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e .  
--Li------------------- 

L a  t u m e u r  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  o b t e n u e  d a n s  c e  c a s  e s t  

u n e  t u m e u r  d u  p a n c r é a s  p l u t ô t  q u e  d u  f o i e .  

C ' e s t  c e  q u ' o n t  r a p p o r t é  H a y a s h i  e t  H a s e g a w a  c h e z  l e  R a t  ( 4 3 )  

e t  K o n i s h i  e t  ai! c h e z  l e  p o r c  ( 7 7 ) .  



Les résultats tout récents de Denda et al peuvent expliquer 
cette spécificité (24). En effet, ces chercheurs ont mesuré, 

dans chaque organe de l'animal traité au 4NQ0, l'intensité 

de la réparation du DNA; ils ont constaté que le foie était 

capable de réparer les lésions beaucoup mieux que le pancréas. 

Ce type d'administration donne lieu selon Mori et Ohta 

(105) à des cancers de l'estomac; ces auteurs sont en accord 

avec Kato e x  al qui ont détecté LM VLVU l'accumulation d'en- 

viron 80% des métabolites a.ctifs du 4NQ0 dans cet organe (67). 

III. Le métabolisme du 4N00. 

Le 4NQ0, comme tous les précancérogènes, peut induire 

des tumeurs en des sites éloignés de l'endroit d'administra- 

tion, ce que nous venons de montrer. Ce composé peut donc 

être métabolisé dans l'organisme et,comme dans le cas de 

tous les cancérogènes, on distingue une voie d'activation 

et une voie de détoxification. 

A) .................... La voie d'activation : la ~remière é t a ~ g .  --- ----------- 

En 1962, Okabayashi et Yoshimoto (118) ont montré que, 

chez les microorganismes, le 4NQ0 pouvait être réduit, donnant 

lieu à la formation de trois métabolites différents : le 

4 hydroxyaminoquinoléine 1-oxyde (4HAQO), le 4-aminoquinoléine 

1-oxyde (4AQ0), et le 4-aminoquinoléine (4AQ). 

4 NQO 4 HAQO 4AQO 4 AQ 



Ces auteurs ont alors noté que,de ces trois composés, le 

4HAQO est le composé majeur retrouvé dans les organites. 

Trois ans plus tard, Sugimura e t  al ont pu déceler chez le 

Rat la conversion enzymatique du 4NQ0 en 4HAQO et 4AQ0 (154). 

Ils ont mesuré les quantités de ces deux métabolites dans 

différents organes de l'animal; le résultat de leurs inves- 

tigations indique que dans le foie le métabolite formé est 

principalement le 4AQ0, alors que dans le poumon, c'est 

l'hydroxylamine qui prédomine. 

D'autres travaux,tels ceux de Hoshino e x  d l  (48), sont venus 

renforcer l'hypothèse de l'existence d'une conversion du 

4NQ0 en 4HAQO d'une part, et 4AQ0 d'autre part, par deux 

formes enzymatiques différentes dont l'activité serait plus 

ou moins développée selon l'organe. 

En 1966, Sugimura e t  d l  ont identifié l'enzyme qui catalyse 

la réduction du 4NQ0 en 4HAQO ( 1 5 5 ) ,  que d'autres auteurs 

appelèrent la 4NQO-réductase. Cette enzyme a été détectée par 

la suite chez les animaux sensibles à l'action du 4NQ0 et 

préférentiellement dans les organes cibles; par contre son 

activité est beaucoup plus.faible chez le Chien qui n'est 

pas sensible au pouvoir cancérogène du 4NQ0 (157). 

Le pouvoir cancérogène du 4HAQO et celui du 4AQ0 

avaient déjà été testés en 1963 par Shirasu (145, 146). 

Ces premiers essais avaient alors montré que le 4HAQO est 

cancérogène, alors que le 4AQ0 ne l'est pas. Par ailleurs, 

de ces deux métabolites, seul le 4HAQO possède des propriétés 

biologiques voisines de celles du 4NQ0, comme l'ont noté 

Endo et Kume (28). Les deux composés ont en effet deux pro- 

priétés communes caractéristiques des cancérogènes. La pre- 

mière est l'induction du prophage chez la Bactérie (27) et la 

deuxième, le pouvoir mutagène (116). 

En faisant l'analogie avec les arylamides, pour lesquelles 

la forme précurseur est une hydroxylamine, de nombreux cher- 

cheurs ont émis l'hypothèse suivante : le pouvoir cancérogène 

du 4NQ0 s'exprime par sa réduction en 4HAQ0, qui serait le 

métabolite précurseur. 



Les travaux de Endo et Kume (28, 29), puis ceux de Hozumi 

(50) sont tout à fait en accord avec cette hypothèse : en 

comparant le pouvoir cancérogène du 4HAQO avec celui du 4NQ0, 

ils ont constaté que llhydroxylamine est plus cancérogène 

que le dérivé nitré. Ceci a été ensuite revérifié par de 

nombreux auteurs. 

La première étape de l'activation métabolique du 4NQ0, c'est- 

à-dire sa réduction en 4HAQ0, était donc démontrée. 

B) La voie de desactivation. ........................ 

Comme tous les cancérogènes, le 4NQ0 subit aussi une dé- 

toxification dans l'organisme. 

C'est principalement le 4AQ0, dont nous avons noté la mise 

en évidence précédemment, qui intervient dans cette désacti- 

vation. En effet, ce composé n'est pas cancérogène (29, 145) 

et il s'accumule principalement dans le foie qui n'est pas 

un organe cible (145). 

Kawazoe QZ a l  (74) ont étudié le métabolisme du 4HAQO chez 

la Souris et ils ont constaté qu'après injection sous-cutanée, 

trois composés sont formés: le 4AQ0, le 4AQ, le 4-OH-QO, qui 

ne sont pas cancérogènes. Les deux derniers métabolites inter- 

viendraient donc également dans la détoxification du 4NQ0. 

Le schéma ci-dessous illustre ces voies métaboliques. 
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Comme nous l'indique ce schéma, le 4HAQO doit subir 

lui aussi une transformation dans l'organisme, avant d'être 

vraiment actif. En effet, comme nous le montrerons dans le 

paragraphe suivant, ce métabolite seul ne réagit pas avec 

le DNA i n  vi;h;ttta. 

Cette phase de l'activation du 4NQO est primordiale, puis- 

qu'elle aboutit à la formation des métabolites ultimes qui 

interagissent directement avec les cibles cellulaires. 

Actuellement, les études effectuées pour déterminer la (les) 

forme(s) ultime(s) de ce précancérogène ne sont pas encore 

tout à fait terminées; nous nous sommes donc trouvée dans 

l'obligation de les reprendre en partie. 

Le choix de la forme ultime employée dans une étude 

i n  viZttu étant particulièrement crucial et le problème 

assez long à débattre, nous avons préféré discuter ce point 

dans un chapitre précis : le chapitre III, p. 48 à 5 9 ) .  

IV. L'interaction du 4NQ0 avec les acides nucléiques. 

Le 4NQ0, qui est un précancérogène, se fixe sur les 

acides nucléiques et les protéines i n  v i v o ,  après activation 

métabolique. 

A) La mise en évidence de cette interaction. ........................................ 

Ishizawa et Endo ont été parmi les premiers à mettre 

en évidence cette interaction en montrant, en 1967, l'action 

du 4HAQO sur le DNA de phage T 4  (60). D'autres chercheurs 

se sont intéressés par la suite à cette propriété du cancé- 

rogène, et ont démontré que le 4NQ0 se lie i n  v i v o  non seule- 

ment au DNA, mais également sur le RNA et les protéines. 

Kuroki UL? ( 8 2 ) ,  puis Andoh Qt UL? (7) ont ainsi étudié 

l'incorporation de 4NQ0 radioactif dans des cellules de 

mammifères en culture. Ils ont constaté qu'après un certain 

temps, la radioactivité s'accumulait au niveau des protéines 

et des acides nucléiques de ces cellules. 

Plus récemment, en 1974, Morita et Mifuchi ont démontré que 

l'action du 4NQO pouvait, dans certains organismes, être 

dirigée spécifiquement vers le DNA mitochondrial (107). 



Endo &k a l  ont noté que cette fixation du cancérogène aux 

macromolécules cellulaires conduisait à des perturbations 

dans leur fonctionnement : la réplication et la transcrip- 

tion sont perturbées et peuvent être inhibées; la synthèse 

des protéines est également affectée (30). 

B) L'étude de la nature de cette interaction. ......................................... 

Dans le but de comprendre par quels mécanismes molécu- 

laires le 4NQ0 exerce son pouvoir cancérogène, l'étude de 

l'interaction de ce composé avec les acides nucléiques et les 

protéines a été abordée, les recherches ayant été orientées 

de deux manières différentes : 

. une approche i n  v i f ~ o ,  qui a montré la fixation non 
covalente du 4NQ0 sur le DNA et les protéines. L'interaction 

serait dans ce cas de nature ionique (110, 92, 125, 121, 

123, 128, 129, 122, 124). Ces études ne tiennent pas compte 

de l'activation enzymatique du 4NQ0 LM vivo, et ne vont donc 
pas dans le sens de la théorie de Miller. Actuellement, de 

tels résultats semblent difficilement concevables in vivo 

et sont donc d'un moindre intérêt dans l'étude de la cancé- 

rogénèse chimique induite par le 4 N Q O .  

. une approche in vivo, où les auteurs ont étudié les 
propriétés physicochimiques des acides nucléiques extraits 

de cellules traitées au 4NQ0 ou au 4HAQO. Dans ce cas, les 

chercheurs ont pu mettre en évidence la fixation du cancéro- 

gène sur le DNA et le RNA, la liaison étant covalente. Cette 

approche a donc donné des résultats en accord avec la théorie 

de Miller. 

C'est bien sûr la deuxième étude qui nous fournit les rensei- 

gnements les plus intéressants. D'ailleurs les travaux i n  

V ~ X X U  sur l'interaction 4NQO-DNA n'ont jamais été repris depuis 

1971. Nous décrirons ici les résultats précédemment obtenus 

à partir de l'étude in vivo. 

Une propriété intéressante du 4NQ0 et de ses dérivés 

est que ces composés sont fluorescents. Ceci a rendu possible 

la détection du faible pourcentage de cancérogène fixé sur 

les acides nucléiques i n  v i v o ,  la spectroscopie de fluorescence 



étant une technique très sensible. 

La première étude i n  V ~ V U  a é t é  réalisée par Tada al en 

1967 (160). Ces auteurs ont injecté du 4HAQO par voie intra- 

péritonéale à des Rats portant une ascite hépatomateuse ; après 

un certain temps, ils ont extrait le DNA et le RNA des cellules 

tumorales. Après purification des échantillons, ils ont pu 

constater qu'un composé fluorescent était resté fixé sur les 

macromolécules. 

D'autre part, le DNA ainsi recueilli, après plusieurs lavages 

et précipitation à l'éthanol, est toujours fluorescent; par 

contre le DNA obtenu après action i n  vcZ&o du 4HAQ0 et après avoir 

subi la même technique de purification, ne présente aucune 

fluorescence après précipitation à l'éthanol. 

La réaction L M  v ~ X & U  aboutissant à une fixation non covalente, 

Tada Q Z  al en conclurent que les complexes formés ,in V L V O  et 

i n  v i t k ~  étaient différents. De plus, le produit fixé i n  v i v o  

était encore présent après digestion enzymatique du DNA; il 

semble donc que la liaison formée soit très stable. 

La démonstration était donc faite que le 4HAQ0, ou l'un de 

ses dérivés, se fixe sur le DNA i n  v i v o ,  non par interaction 

ionique, mais par l'intermédiaire d'une liaison covalente. 

Tada Q X  al? ont pu calculer facilement le pourcentage de 

cancérogène fixé sur le DNA, en utilisant un produit enrichi 

en carbone 14 sur le noyau quinoléique. Ils ont montré que 

la fixation était de l'ordre de 0 , 5 Z 0  à 1 , 2 % 0 ,  ce qui est 

vraiment peu. Ceci cependant n'a rien d'étonnant, car les 

quantités fixées L M  v i v o  sont le plus souvent peu importantes 

( 5 7 ) .  

Ces mêmes chercheurs ont montré d'autre part que cette fixa- 

tion du 4HAQO activé i n  v i v o  inhibait la synthèse du RNA 

(1 60). 

La même année, Matsushima e t  aL (94) ont repris les 
travaux de T;.,ia Q X  al avec le 4NQ0 et le 4HAQ0, et ont relié 
cette fixation sur le DNA i n  v i v o  au pouvoir cancérogène de 

ces deux composés chimiques. En effet, le DNA extrait de 

cellules traitées au 4NQO ou au 4HAQO est fluorescent, alors 

qulaprCs traitement d e  ces mêmes cellules avec le 4AQ0 qui 

n'est pas cancérogène, on récupère un matériel non fluorescent. 



Deux ans plus tard, Ikegami QZ a l  ont également travaillé 

i n  vivu, avec du 4NQ0 marqué au carbonei4en utilisant la même 

technique sur une ascite d'Ehrlich (52). Ils ont réalisé 

une étude plus approfondie, en essayant de déterminer les 

sites de fixation du cancérogène sur le DNA. 

Pour cela ils ont effectué une dépurination du DNA extrait 

après traitement des cellules au 4NQO. En mesurant la radio- 

activité située dans la fraction de dépurination et la frac- 

tion apurinique, ils ont constaté que 90% du cancérogène était 

fixé sur les bases puriques. Ces auteurs soulignèrent alors 

la nécessité d'étudier la nature précise des complexes 

quinoléine-purine. 

Une première information a été fournie en 1971 par 

Tada QZ a l  qui ont cultivé des cellules ascitiques en pré- 

sence de 4NQ0 marqué au tritium (161). Ils ont extrait le 

DNA et le RNA de ces cellules et ont soumis ces macromolécules 

à une hydrolyse chimique, suivie d'une chromatographie sur 

papier. Les fractions ainsi obtenues se sont révélées être 

au nombre de trois et ont été identifiées comme étant : 

. une fraction dont la mobilité correspond à celle de 

l'adénine; 

. une deuxième fraction dont la mobilité correspond à celle 

de la guanine; 

. une troisième fraction constituée de 4AQ0, que Tada e x  a l  

interprètent comme provenant de la dégradation d'un autre 

produit d'addition quinoléine-purine. 

Comme l'ont observé Tada e x  al ( 1 6 0 ) ,  le 4HAQO ne se 

fixe pas de façon covalente sur le DNA i n  v i t k a .  D'autre 
part,Tanooka et Takahashi ont montré que ce métabolite ne 

peut réactiver à lui seul le DNA de phage i+n vLxk0 (166). 

Ceci signifie que le 4HAQO doit être activé i n  vivo pour 

pouvoir interagir de façon covalente sur les macromolécules. 

Tada ek a l  ont mis en évidence, en 1972, une enzyme qui pour- 

rait, selon ces auteurs,jouer un rôle dans l'activation du 

4HAQO i n  vivo (162). Leurs résultats seront discutés de façon 

plus détaillée dans le chapitre III, p. 52 à 55. 



En f a i s a n t  r é a g i r  l e u r  p répa ra t ion  enzymatique avec l e  4HAQ0, s u r  

d e s  h o m o p o l y n u c l é o t i d e s  i n  v i X 4 0 ,  c e s  c h e r c h e u r s  o n t  pu  

d é t e r m i n e r  l e s  s i t e s  d e  f i x a t i o n  d u  c a n c é r o g è n e ,  a p r è s  

h y d r o l y s e  e t  c h r o m a t o g r a p h i e  d e s  m a c r o m o l é c u l e s  ( 1 6 4 ) .  I l s  

o n t  a i n s i  n o t é  l ' e x i s t e n c e  d e  q u a t r e  c o m p o s é s  : 

. d e u x  p r o d u i t s  s t a b l e s ,  l e  c a n c é r o g è n e  é t a n t  f i x é  s u r  l a  

g u a n i n e ;  

. un p r o d u i t  s t a b l e ,  l e  c a n c é r o g è n e  é t a n t  f i x é  s u r  l ' a d é -  

n i n e :  

. un p r o d u i t  m i n e u r  i n s t a b l e ,  l e  c a n c é r o g è n e  é t a n t  f i x é  

s u r  l a  g u a n i n e  ; i l  s e  d é c o m p o s e  p e n d a n t  l ' h y d r o l y s e  a c i d e ,  

e n  d o n n a n t  du  4AQ0. 

La même e x p é r i e n c e  r é a l i s é e  p a r a l l è l e m e n t  i n  v i v o  l e u r  a  

d o n n é  l e s  mêmes p r o d u i t s  (1 6 4 ) .  

I l  s e m b l e  d o n c  q u e  l e  4 N Q 0  r é a g i s s e  p l u s  p a r t i c u l i è r e -  

m e n t  s u r  l e s  b a s e s  p u r i q u e s  d u  D N A ,  s u r t o u t  s u r  l a  g u a n i n e .  

C e p e n d a n t ,  l e s  a t o m e s  c o n c e r n é s  s u r  c e s  b a s e s  n e  s o n t  p a s  

e n c o r e  d z t e r m i n é s .  On p e u t  p e n s e r  q u e  s u r  l a  g u a n i n e ,  d e u x  

o u  t r o i s  a t o m e s  s o i e n t  i m p l i q u é s ,  a l o r s  q u e  s u r  l ' a d é n i n e ,  

u n  s e u l  s i t e  p a r t i c i p e r a i t  à l a  l i a i s o n  a u  c a n c é r o g è n e .  

Une s e u l e  h y p o t h è s e  p r é c i s e  a  é t é  é m i s e ,  p a r  Kawazoe Q X  a L ,  

e n  1 9 7 5 ,  a u  s u j e t  d u  s i t e  d e  f i x a t i o n  s u r  l ' a d é n i n e  ( 7 1  1. Ces  

c h e r c h e u r s  o n t  é t u d i é ,  à l ' a i d e  d e  l a  s p e c t r o s c o p i e  d ' a b s o r p -  

t i o n ,  d e  l a  RMN e t  d e  l a  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e ,  l a  s t r u c t u r e  

d u  p r o d u i t  d ' a d d i t i o n  o b t e n u  a p r è s  h y d r o l y s e  d ' a c i d e  p o l y -  

a d é n y l i q u e ,  t r a i t é  L M  v i $ t O  a v e c  l e  4 H A Q O  e t  l e  s y s t è m e  en-  

z y m a t i q u e  i s o l é  p a r  Tada  ex a l .  L e u r s  r é s u l t a t s  l e s  o n t  a m e n é s  

à p o s t u l e r  d e u x  s i t e s  d e  f i x a t i o n  s u r  l ' a d é n i n e  : l e  6-NH2 e t  

l e  N - 1  d e  c e t t e  b a s e  ( 7 1 ) .  

Le schéma c i - d e s s o u s  p r é s e n t e  l e s  d e u x  s t r u c t u r e s  p r o p o s é e s  

p a r  Kawazoe Q,t a& (7 1 ) . 



C) L a - n a t ~ ~ e - ~ ~ ~ s i ~ ~ e - d s ~ - ~ e ~ t G ~ b a t i o n s - i f l d G i ~ $ ~ - s ~ ~  
les macromolécules cellulaires. .............................. 

A l'heure actuelle, nous possédons peu de renseigne- 

ments à ce sujet. * 

Certains auteurs ont observé la production de cassures sur 

un seul brin, et sur les deux brins du DNA de cellules 

cultivées en présence de 4NQO ou de 4HAQO (156, 47, 5). 

Stich et San ont mis en évidence dans des cellules traitées 

au 4NQ0 deux types d'anomalies chromosomiques : une perte 

de la structure enroulée de la chromatine et des cassures 

le long de la chaîne de DNA (150). 

Andoh Q X  al, en 1975, ont noté que le 4NQ0 pouvait être 

responsable de la dissociation i n  v i v o  de complexes DNA- 

protéines (6). 

Rien n'a été fait cependant pour étudi.er plus précisément 

la perturbation structurale éventuelle du DNA après fixation 

du cancérogène, que ce soit i n  V ~ V O  ou i n  v ~ X ~ U .  

V. La réparation des lésions induites par le 4NQO. 

Depuis 1970, ces mécanismes sont beaucoup étudiés, car 

de nombreux auteurs perçoivent actuellement l'importance 

des phénomènes de réparation. 

La première étape a été la mise en évidence de ces processus 

dans des cellules en culture traitées par le 4NQ0 ou le 

4HAQO. 

A) Mise en évidence. ----------------- 

En 1970, Stich et San ont montré que des cellules de 

mammifère, après traitement au 4NQ0, étaiént le siège d'une 

réparation assez intense pendant huit à dix heures. Cette 

activité chute ensuite brutalement, pour persister cependant 

faiblement pendant une ass.ez longue période de temps (150). 



I l s  n o t è r e n t  é g a l e m e n t  q u e  s u i v a n t  l a  d o s e  d e  c a n c é r o g è n e  

e m p l o y é e ,  l e s  c e l l u l e s  p e u v e n t  commencer  à r é p l i q u e r  l e u r  

D N A  a v a n t  q u e  l a  r é p a r a t i o n  d e s  l é s i o n s  n e  s o i t  t e r m i n é e .  

La même a n n é e ,  H o r i k a w a  QZ ai? o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  d e s  c a s s u r e s  

s u r  un s e u l  b r i n  du D N A  d e  c e l l u l e s  t r a i t é e s  a u  4 N Q 0  e t  a u  

4 H A Q O  ( 4 7 ) .  I l s  o n t  a l o r s  c o n s t a t é  q u e  c e s  r u p t u r e s  d i s p a r a i s -  

s a i e n t  a p r è s  t r a i t e m e n t  a u  c a n c é r o g è n e  e t  q u e  l e  D N A  r e p r e n a i t  

s a  t a i l l e  i n i t i a l e .  

Deux a n s  p l u s  t a r d , k n d o h  e t  I d e  ( 5 )  o b s e r v è r e n t  a u s s i  d e s  c a s -  

s u r e s ,  à l a  f o i s  s u r  u n  s e u l  e t  d e u x  b r i n s  du  D N A ,  d a n s  d e s  

c e l l u l e s  d e  S o u r i s .  C e s  r u p t u r e s  é t a i e n t  r é p a r é e s ,  m a i s  a v e c  

d e s  v i t e s s e s  d i f f é r e n t e s  : i l  f a l l a i t  2 4  h e u r e s  p o u r  q u e  

l e s  l é s i o n s  s u r  l e s  d e u x  b r i n s  d i s p a r a i s s e n t ,  a l o r s  q u ' e n  t r o i s  

h e u r e s  l e s  c a s s u r e s  s u r  un  s e u l  b r i n  é t a i e n t  r é s o r b é e s .  

Ce phénomène  d e  r é p a r a t i o n  du  D N A  a  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  

p l u s  r é c e m m e n t  d a n s  d e s  c e l l u l e s  d e  p a n c r é a s d e  Cobaye  c u l t i v é e s  

d a n s  un m i l i e u  e n r i c h i  e n  4 H A Q O  ( 5 6 ) .  Comme n o u s  l ' a v o n s  n o t é  

a u  p a r a g r a p h e  I I ,  l e  p a n c r é a s  e s t  un o r g a n e  c i b l e  d u  4 ~ ~ 0 .  

C e c i  p e u t  e x p l i q u e r  q u e  c e s  a u t e u r s  a i e n t  o b s e r v é  d a n s  c e  

t i s s u  une r é p a r a t i o n  l i m i t é e  q u i  n e  d u r e  q u e  d e u x  h e u r e s .  

En m e s u r a n t  l e  t a u x  d e  r é p a r a t i o n  du  D N A  i n d u i t  p a r  l e  

4 N Q 0  e t  l e  4 N P 0  q u i  n ' e s t  p a s  c a n c é r o g è n e ,  S t i c h  e t  a l  ( 1 5 2 )  

o n t  m o n t r é  q u e  c e  p h é n o m è n e ,  à l ' é c h e l o n  c e l l u l a i r e ,  e s t  b i e n  

e n  r e l a t i o n  a v e c  l ' a l t é r a t i o n  d e  l a  m a c r o m o l é c u l e ,  p a r  f i x a t i o n  

d u  c a n c é r o g è n e .  En e f f e t ,  l e  4 N P 0  d o n t  a u c u n  m é t a b o l i t e  n e  s e  

f i x e  a u  D N A ,  e s t  i n c a p a b l e  d ' i n d u i r e  u n e  t e l l e  a c t i v i t é  e n .  

c u l t u r e  d e  c e l l u l e s .  

Dans l e u r  p r e m i è r e  é t u d e ,  S t i c h  e t  S a n  ( 1 5 0 )  a v a i e n t  

c o n s t a t é  q u e  l a  d u r é e  d e  l ' é l i m i n a t i o n  d e s  l é s i o n s , i n d u i t e s  

p a r  l e s  r a y o n s  u l t r a - v i o l e t s , é t a i t  p r a t i q u e m e n t  l a  même q u e  

c e l l e  d e  l z  p h a s e  d e  r é p a r a t i o n  p r i n c i p a l e  d é c l e n c h é e  p a r  l e  

4 N Q 0 .  



D'autres auteurs par la suite ont comparé les deux phénomènes, 

en utilisant des cellules de Xefiodefima PigmenZohum. Nous 

avons noté dans le chapitre 1 (p.23) que ces cellules possé- 

daient une anomalie, qui provient de mutations génétiques 

ayant affecté leur aptitude à réparer le DNA; plus spécialement, 

leur matériel enzymatique est inapte à inciser le DNA au 

niveau des lésions. De nombreux travaux ont montré que de 

telles cellules, cultivées en prêsence de 4NQ0, avaient une 

activité de réparation presque nulle - sans l'être jamais 

totalement- (151, 153 , 165). 

En 1972, Takebe ex  a l  (165) en conclurent que dans les cellules 

normales, les lésions induites par le 4NQ0 peuvent être réparées 

par un mécanisme d'excision. La même année, Tanooka et Takahashi 

ont également mis en évidence une réparation par excision dans 

des bactéries traitées par le 4NQ0 ( 166). 

Il a fallu attendre l'étude générale de Setlow et Regan, 

en 1974 (136) reprise par Setlow en 1978 (143) pour préciser 

la nature exacte du mécanisme de la réparation du 4NQO. 

Ces deux chercheurs ont montré que ce cancérogène était éliminé 

selon les deux sortes de mécanismes d'excision : lrexcision 

rapide et l'excision lente, cette dernière constituant le 

processus le plus impliqué. Ce résultat est bien en accord 

avec les premières observations des auteurs que nous avons cités 

plus haut (151, 153, 165). 

Il semble donc que les lésions induites par le 4NQ0 sur 

le DNA soient de deux types : 

. une lésion mineure réparable selon le mécanisme qui 
excise les lésions dues aux radiations ionisantes, et que les 

cellules X.P. sont capables d'éliminer; 

. une lésion majeure réparable par un processus analogue à 

celui qui fonctionne dans le cas de l'ultra-violet, et qui 

n'est pas éliminée par les cellules X.P. 

Walker et Sridhar ont également comparé la réparation de 

certains agents méthylants, de l'ultra-violet, et du 4NQ0 dans 

des cellules de mammifères ( 167). Une conclusion intéressante 

de ces auteurs est la suivante : 

Les cassures sur un seul brin du DNA, induites par le 4NQ0 



correspondent en réalité à une fragilisation de la chaEne en 

certains points, celle-ci ne se cassant réellement qu'à l'ana- 

lyse en gradient de sucrose alcalin, Les agents méthylants 

au contraire, induisent ces ruptures de façon directe sur le 

DNA . 

C) La relation rézaration-cancérogénèse -------------- --------------- ----- 

En 1975, Ikenaga ex al ont démontré que l'inactivation 

et la mutagénèse induites chez Esche~ichia coli, après traite- 

ment de ces bactéries au 4NQ0, provenaient en majeure partie 

de la non excision des quatre produits d'addition quinoléine- 

purine formés sur le DNA (53). En effet, dans une bactérie 

normale, capable d'exciser les lésions de son DNA, le 4NQ0 

ne peut exercer son pouvoir mutagène. Par contre, chez la 

bactérie mutante qui ne peut éliminer ces produits, on voit 

les lésions persister sur son DNA. 

Ces auteurs émirent alors l'hypothèse, en soulignant la rela- 

tion m u t a g e n è s e - c a n c é r o g e n è s e ,  que l'existence d'une telle 

propriété chez l'eucaryote pourrait être à l'origine de l'in- 

duction de cancers par le 4NQ0 (53). 

Deux ans plus tard, Ikenaga reprit ces travaux avec Takebe et 

Ishii, et cette fois sur des cellules humaines (55). Ils ont 

alors observé que le 4NQ0 induisait dans ces cellules des 

lésions identiques à celles obtenues chez E . c u ~ ~ ,  qui pou- 

vaient être excisées dans les cellules normales, alors qu'elles 

ne l'étaient que faiblement dans des cellules X.P. 

Ikenaga et Kakunaga ont encore souligné, en 1977, le rôle vital 

de l'excision pour la cellule traitée au 4NQ0, notant que chez 

la Souris les lésions non éliminées conduisaient au cancer (54). 

Selon ces auteurs, le mécanisme impliqué serait alors la 

réparation post-réplicative : nous avons vu au chapitre 1 (p.27) 

le rôle néfaste de ce processus de réparation et son 'effet 

mutagène. 

En bloquant la réplication du DNA avec de llhydroxy-urée, 

Ikenaga et Kakunapa ont réussi à inhiber la transformation 

maligne dans ces cellules de Souris (54). Kakunaga avait déjà 

réussi précédemment (64, 65) à empêcher le développement de 



cette transformation dans des cellules traitées au 4NQ0, en 

utilisant la caféine qui, comme llhydroxy-ur-e,est un inhi- 

biteur de la réplication du DNA; la réparation "tolérante" 

ne pouvait donc agir. En 1976, Nomura a constaté le même 

phénomène chez la Souris ( 1  1 5 ) .  

Comme le pense Kondo, les cancers induits par le 4NQ0 

seraient donc dûs à la persistance sur le DNA d'une ou plusieurs 

lésions, non reconnues par les enzymes de l'excision, la répa- 

ration "tolérante" étant alors mise en jeu (76). 

Nous avons noté au début de ce chapitre que le 4NQ0 

pouvait induire la survie du virus V.S.40dans des cellules de 

mammifères (45). Ce processus, qu'on pourrait assimiler aux 

fonctions "S.O.S." dont nous avons parlé au chapitre 1 (p.27), 

est probablement impliqué dans la cancérogenèse induite par 

le 4NQO. 

Comme nous l'avons signalé dans le paragraphe III, à 

propos du métabolisme du 4NQ0, nous allons maintenant consacrer 

un chapitre spécial à une discussion sur le métabolite ultime 

de ce précancérogène. 



C H A P I T R E  1 1 1  - D I S C U S S I O N  S U R  L E  M E T A B O L T T E  U L T I M E .  

1. Généralités. - 

Si la première étape de l'activation métabolique du 

4NQ0 est bien connue et parfaitement démontrée chez les 

procaryotes et les eucaryotes (Chapitre II,III, p. 3 5 ) ,  le 

problème est plus complexe en ce qui concerne le (les) méta- 

bolite (s) ultime (s) réagissant directement sur les cibles 

cellulaires. 

Chez l'eucaryote, on peut imaginer qu'il existe plusieurs 

formes activées du 4HAQO qui seraient spécifiques du tissu 

où la tumeur est induite, et également spécifiques de la cible 

moléculaire : surtout le DNA, dans le noyau ou la mitochondrie, 

mais aussi le RNA et les protéines dans le cytoplasme. C'est 

ce qui a lieu dans le cas du N-hydroxy AAF, cancérogène pré- 

curseur, qui dans le foie du Rat est transformé en différents 

métabolites ultimes, suivant la cible avec laquelle il inter- 

agit. Les travaux de E.Kriek (79), J.A.Miller ( 1 0 2 ) ,  Miller 

e t  a l  (97) et Irving a l  (58, 5 9 ) ,  illustrent bien ces méca- 

nismes i n  v i v o .  

Très récemment d'ailleurs, E.C.Miller (95) a noté que l'activa- 

tion des cancérogènes chimiques en plusieurs formes était 

générale. 

Les connaissances actuelles en ce qui concerne le 4HAQO 

sont encore incomplètes et le problème n'est pas clairement 

élucidé. On peut cependant comprendre la difficulté d'isoler 

et de caractériser ces métabolites ultimes, très instables, 

qui ont donc un temps de vie très court dans la cellule. 

En général, l'étude de la dernière étape d'activation d'un 

cancérogène chimique peut s'orienter de deux façons différentes : 

- on peut rechercher la forme active i n  v i v o ;  nous citerons 
en exemple les travaux de De Baun e t  a& (23) qui ont mis en 
évidence, dans les protéines solubles du foie de Rats traités 



au précancérogène AAF, un ester sulfurique du N-OH-AAF. 

On peut déceler dans certains cas l'apparition d'une activité 

enzymatique nouvelle, ou son augmentation si elle préexistait 

déjà. C'est ainsi que Bartsch Q X  ai (10) ont montré l'action 

d'une transacétylase qui transforme le N-OH-AAF en une 

forme ultime, le N-Acétoxy-AAF, dans le foie et d'autres tissus 

de rongeurs. 

De Baun Q X  d l  (23) ont mis en évidence une activité sulfo- 

transférasique dans le cas de tumeurs induites par deux autres 

cancérogènes précurseurs : le 4-acétylaminostilbène et le 4-  

acétylaninobiphényle. 

- une démarche i n  V ~ X ~ O  consiste à tester la réactivité avec 

des nucléophiles simples ou complexes, de composés synthétiques 

considérés comme modèles de la forme ultime postulée. 

Les travaux de Scribner Q X  al (140) illustrent cette méthode 

d'investigation dans le cas de 1'AAF. De même Miller et Miller 

(100) proposent comme forme activée du safrol un ester du 1'- 

hydroxysafrol, en partant de la réactivité in vikna, sur le 

DNA,du 1'-Acétoxysafrol synthétisé chimiquement. 

Les deux méthodes sont complémentaires l'une de l'autre. 

En particulier un résultat positif in v L X h 0  demande à être 

vérifié i n  vivo. 
Le cas des arylamides et plus spécialement de l'AAF, représente 

un bon exemple d'étude complète de l'activation métabolique 

d'un cancérogène chimique. Nous en trouvons un exemple dans 

les travaux de De Baun Q X  al (22), sur le N-Acétoxy-AAF qui 

est une des formes ultimes de 1'AAF; après hydrolyse du DNA 

traité in vivo par le cancérogène précurseur, puis chromato- 

graphie de llhydrolysat, ces auteurs ont obtenu des produits 

identiques aux modèles synthétisés i n  v ~ A ~ o ,  par réaction du 

cancérogène ultime sur la guanosine. 

Dans le cas du benzo(a)pyrène, Ivanovic C d  al (62) ont 

réalisé très récemment une étude similaire chez le Hamster. 

Ils ont comparé les spectres de fluorescence obtenus in V - ~ V O  

et i n  V L ~ ~ U  avec le métabolite ultime postulé, ainsi que les 

composés formés dans les deux cas après hydrolyse des DNA et 

chromatographie liqulde en haute pression. 



Leurs travaux ont montré l'identité des spectres de fluores- 

cence i n  V ~ V U  et i n  v i Z h 0 .  Par ailleurs, le profil chromato- 

graphique des composés d'addition obtenus i n  v i v o  est stric- 

tement le même que celui des modèles synthétisés i n  v i t h a .  

Ivanovic Q X  al concluent donc que chez le Hamster, le B.P.D.E. 

' est le métabolite ultime majeur du benzo(a)pyrène, responsable 

de la modification du DNA par fixation covalente. 

II. Cas du 4HAQO. 

A) Méthode ----------------- d'investigation -------------- i n  vLXk0 : le di Ac-4HAQ0. ------------ - 

Dans le cas du 4HAQ0, une première étude a été réalis.ée 

en 1968 par Enomoto ex  ae (32) qui ont travaillé i n  v i X h 0 .  

Ces auteurs ont montré que le dérivé diacétylé synthétique du 

4HAQO (di Ac-4HAQO) réagissait directement sur le DNA, le 

RNA et les protéines, sans activation enzymatique. La liaison 

formée est alors une liaison covalente. 

Le di Ac-4HAQO est un électrophile puissant. Reprenant la 

théorie des Miller (102, IOO), et faisant l'analogie avec 

l'AAF, dont les formes activées sont les esters de l'OH-AAF, 

Enomoto UL proposent alors le di Ac-4HAQO comme modèle 

synthétique d'un des métabolites ultimes du 4HAQO. Ils notent 

d'ailleurs que d'autres esters pourraient être impliqués 

dans l'activation. 

En 1970, Miller (102) a postulé,par analogie avec l'AAF, que 

le dérivé disulfate du 4HAQO pourrait représenter un méta- 

bolite ultime. 

Il souligne alors la similitude de structure de ce composé et 

du di Ac-4HAQO qui représenterait le modèle i n  v i Z h 0 ,  et 

conclut que ces deux produits pourraient réagir de façon 

identique sur le DNA. C'est ce que montre le schéma ci-après, 

proposé par Miller (1G2) : 



--&- - O - C O C H ,  

d i s u l f a t e  4HAQO d i  A C - 4 ~ ~ ~ 0 %  

* 
Cet t e  s t r u c t u r e  a  é t é  démontrée par  Kawazoe e t  Araki (69). 

P o u r  r e n f o r c e r  l e u r  h y p o t h è s e ,  e t  c ' é t a i t  l ' o r i g i n a l i t é  

d e  l e u r  t r a v a i l ,  Enomoto  Q X  al ( 3 2 )  o n t  c o m p a r é  l e s  s p e c t r e s  

d e  f l u o r e s c e n c e  o b t e n u s  i n  v i t h a  a p r è s  r é a c t i o n  d u  d i  Ac-4HAQO 

s u r  l e  D N A ,  a v e c  c e u x  o b t e n u s  i n  v i v o  a v e c  l e s  m é t a b o l i t e s  

p r é c u r s e u r s ,  p a r  Tada  Q X  a t ( 1 6 0 )  e t  M a t s h u s i m a  ex d ( 9 4 ) .  Ces  

a u t e u r s  a v a i e n t  m o n t r e  q u e  l e  D N A  e x t r a i t  de c e l l u l e s  

a s c i t i q u e s , t r a i t é e s  a u  4NQ0 o u  a u  4HAQ0, é t a i t  f l u o r e s c e n t .  

L a  c o m p a r a i s o n  d e s  d e u x  r é s u l t a t s  m o n t r e  d e s  s p e c t r e s  d e  f l u o r e s -  

c e n c e  t r è s  s e m b l a b l e s  ( 3 2 )  e t  Enomoto al e n  c o n c l u e n t  q u e  

l e  d i  Ac-4HAQO s ' e s t  f i x é  s u r  l e  D N A  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e ,  e t  q u e  

l a  r é a c t i v i t é  d u  4HAQO i n  v i v o  d é p e n d  d e  s o n  e s t é r i f i c a t i o n .  

Ce p r e m i e r  t r a v a i l  n ' e s t  c e p e n d a n t  q u ' u n e  é b a u c h e ,  comme l e  

s o u l i g n e n t  d ' a i l l e u r s  c e s  a u t e u r s ;  e n  e f f e t ,  p o u r  p o u v o i r  

a f f i r m e r  q u e  l e  d i  Ac-4HAQO p e u t  r e p r é s e n t e r  u n e  f o r m e  u l t i m e  

d u  4HAQ0, i l  f a u t  a v o i r  m o n t r é  q u e  l e s  p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n  

b a s e - c a n c é r o g è n e  o b t e n u s  i n  v i t n o  s o n t  i d e n t i q u e s  à c e u x  q u i  

s o n t  f o r m é s  i~ v i v o .  

Le t r a v a i l  d e  Enomoto ex dl?, q u i  m o n t r e  s e u l e m e n t  l a  s i m i l i t u d e  

d e s  s p e c t r e s  d e  f l u o r e s c e n c e ,  e s t  d o n c  à c o m p l é t e r .  

2 )  Lea p ~ ~ o p n i é X é a  d u  d i  Ac -4 f fAQO.  

D ' a u t r e s  a u t e u r s  o n t  t r a v a i l l é  i n  v i t h o  s u r  l e  

d i  Ac-4HAQ0, é t u d i a n t  s a  r é a c t i v i t é  e t  s o n  c o m p o r t e m e n t  c h i -  

m i q u e .  Rawazoe al ( 6 9 ,  7 0 )  e t  A r a k i  ek al ( 8 )  o n t  e x a m i n é  

l e s  p r o p r i é t é s  c h i m i q u e s  d e  c e  p r o d u i t .  I l s  o n t  n o t é  s a  g r a n d e  

r é a c t i v i t é  e t  s o n  i n s t a b i l i t é  , p a r t i c u l i è r e m e n t  e n  m i l i e u  

a q u e u x .  Ce d i a c é t a t e  p e u t  s e  d é c o m p o s e r ,  e n  p r é s e n c e  d ' e a u  o u  

d ' a u t r e s  s o l v a n t s ,  e n  d o n n a n t  d e s  r a d i c a u x  l i b r e s  p a r  c o u p u r e  

h o m o l y t i q u e  d ' u n e  d e s  l i a i s o n s  N-O ( 8 ,  7 0 ) .  



Kawazoe Q R  al ont étudié le pouvoir cancérogène du 

di Ac-4HAQO (72) et ont montré que par injection sous-cutanée 

à des Souris, ce composé induisait des tumeurs au site d'in- 

troduction : essentiellement des fibrosarcomes et des rhabdo- 

myosarcomes. Deux ans plus tard, Enomoto C R  al ont obtenu des 

tumeurs de la peau sur des Souris, après injection sous-cutanée 

de di Ac-4HAQO à ces animaux (31). 

Araki Q R  al? (8) ont fait la corrélation entre la forma- 

tion de radicaux libres, mentionnée précédemment et l'induction 
f de tumeurs par le di Ac-4HAQO. 

Dans sa revue des cancérogènes chimiques, en 1973 (57), 

Irving reprend, à propos du 4NQ0, le schéma proposé par Miller 

(p. 51 ) ,  en y incluant les arguments de Kawazoe ek  al et Araki 
eR aL. La figure I l  nous en donne l'illustration. 

Sarma Q R  al en 1975 (139), citent également les travaux 

de ces auteurs japonais, en suggérant que la formation de ces 

radicaux libres à partir du di Ac-4HAQO pourrait être liée à la 

fixation de cette éventuelle forme ultime du 4HAQO sur le DNA. 

En conclusion, le premier travail de physicochimie de 

Enomoto e k  al (32) et les hypothèses de Kawazoe ek at(69, 70), 

Araki e k  al ( 8 ) ,  Miller (102) et Irving (57) semblent constituer 

une base de recherche solide pour entreprendre une étude in 

Vi..-t&O de l'interaction DNA-di Ac-4HAQO. 

B) Méthode ----------------- d'investigation ------------- i n  vivo : ggchgycSg-fi:;lg 

activité enzymatiqge. ------------ ---- 

Plus récemment, l'étude biochimique et enzymologique 

de l'activation du 4HAQO n'a été abordée que par une seule 

équipe japonaise : Tada et Tada.11~ ont tout d'abord cherché 

à déceler une enzyme qui serait responsable de l'activation 

du 4HAQO in vivo. 

* Nous rappelons ici les travaux de Nagata & Cd ( 109) et de Hozumi (49) 

qui ont remarqué également la formation de radicaux libres à partir du 

4HAQO in V ~ A O ,  et ont fait l'hypothèse d'une relation entre cette pro- 

priété et le pouvoir cancérogène du 4HAQO in vivo. 





Leurs premières recherches en 1972 (162) avaient abouti à 

l'isolement d'une fraction enzymatique, à partir du cytosole 

de cellules tumorales d'ascite traitées au 4HAQO. Cette 

fraction ayant une activité de phosphotransférase, les Tada 

pensaient alors à la formation in vivo d'un ester phosphorique 

du 4HAQO. 

Par la suiteyune meilleure purification de cette première 

fraction enzymatique (159, 163) leur a suggéré que l'enzyme 

responsable de l'activation du 4HAQO pourrait être une amino- 

acyl tRNA synthétase, ATP dépendante et sérine dépendante : 

une séryl tRNA synthétase (163); ces auteurs ont purifié cette 

enzyme à partir de deux fractions cytoplasmiques d'origine 

différente : l'une provenant de cellules ascitiques (159, 163), 

et l'autre de levure de bière (163). 

Après avoir ajouté cette séryl tRNA synthétase in vitto, à du 

DNA libre en solution en présence de 4HAQ0, ils constatèrent 

en effet la présence d'un substituant lié au DNA de façon 

covalente en fin de réaction et,dlaprès eux, ce substituant 

serait le 4HAQO lui-même. Ils proposèrent alors, comme forme 

ultime du 4HAQ0, un aminoacyl-4HAQ0, en l'occurence le séryl- 

4HAQO. Dans cette hypothèse, la fonction N-oxyde ne serait 

donc pas impliquée dans l'activation. 

Ces mêmes chercheurs ont pu réaliser, à l'aide de produits 

marqués au tritium et au carbone 14, une comparaison "in vivo- 
in viXt0" des composés d'addition obtenus sur le DNA (162, 163). 

Ils ont examiné les composés base-cancérogène obtenus in vivo, 

après traitement des cellules au 4NQ0 ou au 4HAQO (162, 161), 

ainsi que les produits résultant de l'action du 4HAQO i n  vifko 

sur le DNA, en présence de la séryl tRNA synthétase (162). La 

caractérisation a été faite par chromatographie sur papier, 

après hydrolyse acide. Dans les deux cas, les résultats sont 

semblables, ce qui est un point positif de leur travail. 

Cependant, si les Tada ont bien isolé une enzyme qui 

semble activer le 4HAQO in vivo, ils n'ont pas identifié la 

forme activée qu'ils postulent, c'est-à-dire le séryl-411AQ0, ni 



X le complexe enzyme-4HAQO . Ils mentionnent d'ailleurs que 

l'isolement de la forme ultime leur a été impossible, à cause 

de sa très grande instabilité. 

Dans leur dernier travail (163), ils présentent un schéma 

hypothétique de mécanisme : 

Enzyme O 
ATP 4HAQ0 =="ww 
Séiine ,O Serine Sér-4HAQO 

+Séryl-4HAQO + t ?  
Q Q 

Sérine 

Nous pensons que ce schéma est criticable; en effet, si un tel 

système d'activation peut se concevoir LM v i v o  chez le pro- 

caryote, où le DNA est libre dans la cellule, et s'il est con- 

cevable pour la fixation du cancérogène aux RNA et aux protéines 

chez l'eucaryote, on s'explique mal l'interaction du séryl- 

4HAQO avec le DNA nucléaire dans cette même cellule eucaryote. 

Si l'on admet la formation de ce séryl-4HAQO LM vivo, avec 
comme corrolaire sa très faible durée de vie, comment imaginer 

son passage dans le noyau à travers la membrane cellulaire? En 

effet, ce mono-ester serait formé par action d'une séryl tRNA 

synthétase qui, chez l'eucaryote, est une enzyme essentiellement 

cytoplasmique. Les Sada l'extraient d'ailleurs du cytosole des 

cellules qu'ils utilisent (162, 159, 163). 

Dans son étude i n  vivo du métabolisme de l'OH-AAF, Kriek 

(79) note que l'une des formes ultimes détectées dans le cyto- 

plasme, le N-sulfate AAF, ayant une très faible durée de vie, 

ne peut pénétrer dans le noyau et se fixe surtout au rRNA 

cytoplasmique et aux protéines du foie du Rat. Irving e x  a l  

ont d'ailleurs proposé un autre ester, intermédiaire, le N-O- 

glucuronide du N-OH AAF qui interviendrait dans la réaction 

avec le DNA, probablement comme forme de transport (59, 58). 

x D'autres auteurs japonais, Tanooka et Takahashi (166) reprenant les 

travaux des Tada, retrouvèrent l'activité enzymatique de la séryl tRNA synL 

thétase, mais ils soulignent que la forme ultime obtenue avec l'enzyme 

isolée est inconnue. Ils proposent d'ailleurs le schéma suivant : 

DN A 
4NQ0 - 4HAQO - X A X' -DNA, avec X # X' 



La réaction du séryl-4HAQO sur le DNA LM v i z h ~ ,  suggérée 
par les japonais, peut donc se concevoir : la barrière membra- 

naire du noyau n'existe pas dans ce cas. Pour qu'il puisse 

réagir sur le DNA i n  vivo, cet ester devrait donc être formé 

dans le noyau de la cellule. Ceci est incompatible, dans le 

système proposé par les japonais, avec les fonctions d'une amino 

acyl tRNA synthétase qui sont strictement cytoplasmiques. La 

séryl tRNA synthétase isolée par ces auteurs jouerait peut-être 

le rôle de transporteur du 4HAQO jusqu'au noyau de la cellule 

eucaryote. 

En résumé,le système d'activation du 4HAQO proposé par 

Tada et Tada, ne serait valable chez l'eucaryote, que pour 

expliquer la fixation aux RNA et aux protéines cytoplasmiques, 

mais pas au DNA. 

Il semble donc que l'activation du 4HAQO in vivo relève 

de mécanismes complexes. On peut supposer d'ailleurs, par analogie 

avec d'autres cancérogènes chimiques, tel l'AAF, qu'il existe 

plusieurs formes ultimes du 4HAQO suivant la cible de l'inter- 

action. 

Les résultats des deux études, l'une i n  v ~ X ~ U  avec le di Ac-4HAQ0, 

l'autre LM V ~ V O ,  ne sont pas forcément en contradiction; et même, 

comme le suggèrent les Miller ( 1 0 0 ) ,  eiles se compléteraient 

plutôt: en effet, il se peut qu'in viXh0, le di Ac-4HAQO et 

l ' e s t e r - h y p o t h é t i q u e - m o n o a c y l é  du 4HAQ0, tous deux fortement 

électrophiles, donnent les mêmes composés d'addition sur le DNA. 

Une meilleure connaissance des mécanismes chimiques impliqués 

dans les deux cas pourrait nous permettre de discuter cette 

hypothèse. 

III. Bilan et conclusion. 

Comme nous l'avons déjà souligné, il semble que les 

travaux de Enomoto Q X  dl (32), et l'hypothèse correspondante 

des Miller (102, 100) et d'autres auteurs (57, 139) peuvent 

fournir une bonne base de travail. Il semble possible d'attri- 

buer au di Ac-4HAQO le rôle de forme ultime du 4HAQ0, du moins 



comme modèle synthétique d'un métabolite actif disulfate, comme 

l'ont suggéré les Miller ( 1 0 2 ,  1 0 0 )  puis Irving ( 5 7 ) .  

Miller ne rejette cependant pas la possibilité de la formation 

du dérivé diacétylé i n  vivo; cette suggestion du modèle synthé- 

tique vient de ce que le di Ac-4HAQO n'a été obtenu jusqu'à 

présent que par synthèse chimique et que sa réactivité sur le 

DNA n'est connue qu'in Wi240. 

Endo al? ont présenté en 1971  une étude générale sur 

le 4NQ0 ( 3 0 ) .  Au sujet du métabolisme de ce cancérogène, ils 

soulignent, évoquant le travail de Enomoto e x  dl, que l'activa- 

tion enzymatique du 4HAQO en di Ac-4HAQO reste à démontrer. 

Cependant, à part les travaux de Tada et Tada qui restent 

d'ailleurs incomplets, rien n'a été fait sur la recherche des 

formes d'activation du 4HAQO in vivo. En particulier, on n'a 

jamais isolé une enzyme responsable de la diacétylation du 

métabolite précurseur, qui pourrait être, comme dans le cas 

du N-Ac-AAF, une transacétylase (10). 

Aucun chercheur n'a jamais mentionné non plus, dans le cas du 

4HAQ0, l'action d'une sulfatransférase qui effectuerait la 

disulfonation de ce composé. 

La démonstration, par Kawazoe e x  UL ( 7 2 )  puis Enomoto 

aL ( 3 1 )  du pouvoir cancérogène du di Ac-4HAQO LM b L t u  pourrait 

être un argument en faveur de l'hypothèse d'une forme ultime 

diacétylée in vhva . 
En effet, comme le relate Miller ( 1 0 2 ) ,  une propriété des can- 

cérogènes ultimes est de donner des tumeurs uniquement au lieu 

d'injection; le phénomène s'explique par la très grande réactivité 

de ces formes qui n'ont pas besoin d'être métabolisées dans les 

tissus pour interagir avec leurs cibles. Weisburger et Williams 

(170) indiquent, quant à eux, que les métabolites ultimes des 

cancérogènes chimiques, par injection sous-cutanée, sont in- 

capables d'induire des tumeurs à un endroit éloigné de leur site 

d'injection. 

x Un premier test négatif avait été effectué par Shirasu (145) en appliquant 

le di Ac-4HAQO sur la peau des animaux testés. 

Comme l'a suggéré ençuite Kawazoe (69) ,  la grande instabilité du di Ac 4HAQO 

semble expliquer le résultat de Shirasu, le composé s'étant probablement 

dégradé à l'air libre, avant de pouvoir pénétrer les tissus. 



Cependant, les résultats de Kawazoe ek  al (72) et Enomoto 
e k  al (31) ne suffisent pas à eux-seuls, car ce pouvoir canré- 

rogène i n  b i z u  est intrinsèque au di Ac-4HAQ0, et ne signifie en 

rien que l'introduction de 4NQ0 ou de 4HAQO dans un organisme 

entraîne en son sein une formation de dérivé diacétylé. Les 

travaux de ces auteurs sont cependant à retenir. 

Dans un domaine de recherche tout à fait différent, les 

travaux effectués sur la réparation du DNA altéré par le 4NQ0, 

aboutissent à des résultats qui pourraient renforcer l'hypothèse 

de l'interaction d'un dérivé diacétylé avec le DNA i n  v k v o .  

Comme nous l'avons noté dans le chapitre II, Setlow et Regan (136) 

puis Setlow en 1978 (143) ont constaté que les lésions dues au 

4NQ0 étaient réparées de deux manières différentes : 
' 1  .par un mécanisme u.v.like ", qui correspondrait à la réparation 

d'une perturbation du DNA relativement importante, supprimée par 

un mécanisme d'excision; 

.par un mécanisme "X Ray like", observé dans des cellules de 

Xekodenma Pigmenkanum qui ne peuvent effectuer la réparation 

par excision (14). Nous avons noté que les agents alkylants in- 

duisaient des lésions qui sont réparées par ce deuxième mécanisme. 

Il semblerait donc que le 4NQ0 soit responsable de deux 

sortes de perturbations du DNA et que les vitesses de réparation 

ne soient pas les mêmes dans les deux cas : 

. une lésion majeure, qu'on pourrait attribuer selon Setlow 

et Regan (136) à la dénaturation locale de la double hélice, 

après fixation covalente du noyau quinoléique sur le DNA, 

. une lésion mineure, représentée par des cassures sur un 
seul brin du DNA et qui pourrait provenir d'une alkylation. 

Si l'on considère le dérivé diacét~lé du 4HAQ0, on peut envisager 

la possibilité d'une acétylation qui se rapproche de l'alkylation 

(méthylation ou éthylation) en ce sens qu'elle introduit sur le 

DNA un défaut de petite taille : fixation de quelques atomes 

seulement. 

Actuellement, le mécanisme d'action du di Ac-4HAQO sur le DNA 

C M  W L ~ ~ V  est encore mal connu, mais nos connaissances nous per- 

mettent de retenir cette hypothgse. 



Tout ceci n'en est encore qu'au stade de la suggestion et 

llacétylation du DNA doit être démontrée i n  v i X h o  ez i n  v i v o .  

Ceci fera partie de nos investigations futures. 

Ikenaga QX al (55) ont également étudié la réparation du 
DNA dans le cas du 4NQ0 et leurs résultats sont en accord avec 

ceux de Setlow et Regan (136, 143). 

Cependant ces auteurs attribuent à la lésion mineure du DNA 

une autre origine que celle que nous venons de postuler : cette 

perturbation proviendrait selon eux dela décomposition du 

composé d'addition 4NQO-guanine très instable, entraînant sur le 

DNA une cassure sur un seul brin qui serait rapidement ré- 

parée. 

Les deux hypothèses ne sont pas forcément incompatibles. 

Il est possible également que ce soit la thèse de Ikenaga Q X  

al qui soit la seule valable : c'est-à-dire qu'une acétylation 

ne donnerait pas de coupure sur un seul brin du DNA. De ce fait, 

la lésion induite ne serait pas réparée rapidement, ou pas 

réparée du tout, les endonucléases ne reconnaissant pas le 

défaut. 

On sait en effet qu'il existe des agents alkylants qui induisent 

des altérations qui persistent sur le DNA. Par exemple, Goth 

et Rajewsky (40) ont montré que la persistance de l'O6-ethyl- 

guanine sur le DNA du cerveau de Rats, traités à l'éthylnitroso- 

urée, est en relation avec l'induction du cancer du système 

nerveux chez ces animaux. 

Une acétylation persistante représenterait une deuxième 

origine du pouvoir cancérogène du 4HAQ0, la première provenant 

de la persistance sur le DNA de produits d'addition 4NQO-purine 

(53, 54, 55). 

La fixation de résidus acétylesur le DNA reste donc à démontrer 

dans le cas du 4NQO. Son existence i n  v i v o  renforcerait l'hypo- 

thèse selon laquelle le di Ac-4HAQO serait une forme ultime 

du 4HAQO. 



En conclusion, il reste beaucoup à faire pour identifier 

exactement le(s) métabolite(s) ultime(s) du 4HAQO intervenant 

dans la réaction de ce cancérogène avec les nucléophiles cibles 

de la cellule, particulierement le DNA. La figure 12 représente 

un bilan des connaissances actuelles sur le métabolisme du 4NQ0. 

Comme nous l'avons montré dans ce chapitre, il existe un 

faisceau d'arguments permettant de proposer comme forme ultime 

le dérivé diacétylé du 4HAQ0, tout au moins comme modèle syn- 

thétique i n  uiXRu. 

Nous avons donc choisi de réaliser une étude i n  V ~ R X O  de 

l'interaction entre le DNA et le di Ac-4HAQ0, tout en sachant 

bien que : 

1 -  Il faut d'abord mettre au point une méthode correcte 

de préparation et de purification des DNA modifiés par le 

cancérogène in U ~ Z R O .  

2 -  Ce premier résultat obtenu, il est alors nécessaire de 

faire le travail i n  vivo avec les métabolites précurseurs 

(4NQ0, 4HAQO) pour pouvoir effectuer une comparaison des résul- 

tats trouvés dans les deux cas. 

3- Une étude physicochimique bn vbkno, dont nous avons noté 

l'intérêt au chapitre 1, p. 18, devrait permettre de proposer 

un modèle d'interaction DNA-cancérogène. 

4- L'élucidation du mécanisme de cette interaction ne 

pourra être obtenue que si les processus chimiques sont parfaite- 

ment connus. Ce travail est entrepris depuis une année au 

laboratoire par Bernard Bailleul, en collaboration avec Madame 

M.F.Lhomme et Monsieur le Professeur J.Lhomme, à l'Université 

des Sciences et Techniques de Lille. 





P A R T I E  E X P E R I M E N T A L E  



1. L e s  c a n c é r o g è n e s .  

T o u t e s  l e s  m a n i p u l a t i o n s  du  4 N Q 0  e t  d e  s e s  d é r i v é s  

o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s o u s  u n e  h ô t e  p u i s s a n t e  e t  a v e c  d e s  g a n t s .  

Le p r o d u i t  q u e  n o u s  e m p l o y o n s  e s t  un p r o d u i t  du 

commerce ( F l u k a )  q u e  n o u s  u t i l i s o n s  t e l  q u e  1. 

Son p o i n t  d e  f u s i o n  e s t  d e  155"C,  c e  q u i  e s t  e n  a c c o r d  a v e c  

l a  l i  t t é r û t u r e  ( 1  1 9 ) .  

Ce composé  é t a n t  s e n s i b l e  à l a  l u m i è r e ,  n o u s  l e  c o n s e r v o n s  à 

l ' o b s c u r i t é  e t  à - 2 0 " ~ .  

P o i d s  m o l é c u l a i r e  du 4 N Q 0  : 190 g .  

La s y n t h è s e  d u  c a n c é r o g è n e  p r é c u r s e u r  e s t  e f f e c t u é e  

a u  l a b o r a t o i r e ,  p a r  r é d u c t i o n  du  4 N Q O .  

Nous u t i l i s o n s  l a  m é t h o d e  d e  Enomoto  Ck al ( 3 2 ) .  L ' h y d r o g é n o -  

t i o n  m o d é r é e  s e  f a i t  p a r  l ' a c i d e  a s c o r b i q u e .  Le mode o p é r a t o i r e  

d é t a i l l é  e s t  d é c r i t  d a n s  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e  d e  c e  m é m o i r e ,  

p. 1. 

Nous a v o n s  c a r a c t é r i s é  l e  4 H A Q O  e t  n o s  r é s u l t a t s  s o n t  

e n  a c c o r d  a v e c  c e u x  de Okano Ck al ( 1 1 9 ,  1 2 0 )  : 

- p o i n t  de  f u s i o n  : 2 0 2 " ~  

- s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n .  I l  a  é t é  e n r e g i s t r é  a p r è s  
-3 a v o i r  d i s s o u t  l e  4 H A Q O  d a n s  du tampon c i t r a t e  2  x 10 M ,  p H  7 .  

Nous a v o n s  n o t é  d e u x  maxima : 

. u n e  b a n d e  à 3 5 8  nm 

. u n e  b a n d e  à 2 5 6  nm 

P o i d s  m o l é c u l a i r e  du 4 H A Q O  : 176 g .  

( F i g u r e  1 3 )  

Nous s y n t h é t i s o n s  c e  composé  à p a r t i r  du c a n c é r o g è n e  

p r é c u r s e u r ,  l e  4 H A Q O .  

C e t t e  é t a p e  e s t  r é a l i s é e  s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  Kawazoe e t  A r a k i  (69) .  





L ' a g e n t  a c é t y l a n t  u t i l i s é  e s t  l ' a n h y d r i d e  a c é t i q c e .  Le mode 

o p é r a t o i r e  e s t  d é c r i t  d a n s  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e ,  p .  1. 

Nous a v o n s  t o u j o u r s  s y n t h é t i s é  de  p e t i t e s  q u a n t i  t é s  

d e  d i  Ac-4HAQO. En e f f e t ,  l a  p r é p a r a t i o n  d e  g r a n d e s  q u a n t i t é s  

s ' e s t  a v é r é e  i m p o s s i b l e ,  d u  f a i t  d e  l ' i n s t a b i l i t é  du p r o d u i t  ; 

e n  p a r t i c u l i e r ,  l a  r e c r i s t a l l i s a t i o n  f i n a l e  p r é s e n t a i t  d a n s  

c e  c a s  d e s  d i f f i c u l t é s .  

Le composé  q u e  n o u s  a v o n s  o b t e n u  p o s s è d e  l e s  c a r a c -  

t é r i s t i q u e s  a n n o n c é e s  p a r  Kawazoe e t  A r a k i  ( 6 9 )  : 

- c r i s t a u x  l é g è r e m e n t  c o l o r é s  ( b e i g e )  

- p o i n t  de  f u s i o n  : 1 1 0 ° c  

- a n a l y s e  é l é m e n t a i r e  : e n  a c c o r d  a v e c  l a  f o r m u l e  

b r u t e  du  d i  Ac-4HAQO ; p o i d s  m o l é c u l a i r e  : 260  g .  

L ' a n a l y s e  s p e c t r o s c o p i q u e  a  a p p o r t é  d ' a u t r e s  p r e u v e s  

de  l a  v a l i d i t é  d u  p r o d u i t  s y n t h é t i s é .  

Le s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  d ' u n e  s o l u t i o n  é t h a n o l i q u e  de  n o t r e  

composé  a  m o n t r é  q u ' i l  s ' a g i s s a i t  b i e n  d e  d i  Ac-4HAQO. L e s  

b a n d e s  o b s e r v é e s  s o n t  i d e n t i q u e s  à c e l l e s  m e n t i o n n é e s  d a n s  l a  

l i t t é r a t u r e  ( 1 2 0 )  : 

- un maximum à 35 1 nm 

- un maximum à 2 5 8  nm 

Ce s p e c t r e  e s t  r e p r é s e n t é  s u r  l a  f i g u r e  1 4 .  

Nous a v o n s  c a l c u l é  l e s  v a l e u r s  d e s  E : 

- 1 - 1 - € 35 1 
= 13000  mole  x 1 x cm 

- 1 - 1 
9700  mole  x  1 x  cm 

La  RMN du  p r o t o n  n o u s  a é g a l e m e n t  p e r m i s  d e  v é r i f i e r  l e s  d o n n é e s  

d e  Kawazoe e t  A r a k i  ( 6 9 ) .  Le s p e c t r e  de  n o t r e  p r o d u i t ,  e f f e c t u é  

e n  o n d e  c o n t i n u e ,  m o n t r e  l e s  mêmes v a l e u r s  d e  d é p l a c e m e n t s  c h i m i -  

q u e s  q u e  c e l l e s  n o t é e s  p a r  c e s  a u t e u r s  ( F i g .  1 5 )  : 

- 2  ~ i c s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  2  g r o u p e m e n t s  a c é t y l e  

6 = 2 , 2 3  ppm 

6 = 2 , 3 8  ppm 







- 2 d o u b l e t s  AB d û s  a u x  p r o t o n s  e n  p o s i t i o n  2  e t  3 

= 6 , 9 7  ppm 

= 6 , 2 8  ppm 

D ' a p r è s  c e  s p e c t r e  R M N ,  Kawazoe e t  A r a k i  s u g g è r e n t  t r o i s  s t r u c -  

t u r e s  p o s s i b l e s  s e l o n  l e s  p o s i t i o n s  d e s  g r o u p e m e n t s  a c é t y l e  s u r  

l e  n o y a u  : 

En  e x a m i n a n t  l e  s p e c t r e  I . R .  d e  s o n  p r o d u i t ,  Kawazoe e t  A r a k i  

é l i m i n e n t  l e s  p o s s i b i l i t é s  (1) e t  ( I I I )  q u a n t  à l a  s t r u c t u r e .  

Nous avons  e n r e g i s t r é  l e  s p e c t r e  I . R .  du  d i  Ac-4HAQO p r é p a r é  

a u  l a b o r a t o i r e ,  e n  p a s t i l l e  de K B r .  Le r é s u l t a t ,  p r é s e n t é  s u r  l a  

f i g u r e  16, e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  o b t e n u  p a r  Kawazoe e t  A r a k i  ( 6 9 ) .  

Nous r e t e n o n s  d o n c  l a  f o r m u l e  ( I I ) .  

La  p u r e t é  de  n o t r e  p r o d u i t  a  é g a l e m e n t  é t é  v é r i f i E e  

p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  m i n c e ,  s u r  d e s  m i c r o p l a q u e s  

d e  s i l i c e  c o n t e n a n t  un r é v é l a t e u r  f l u o r e s  c e n t .  La c o m p o s i t i o n  

du  s o l v a n t  e m p l o y é  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

- 5 7, a c é t o n e  

- 9 5  % c h l o r o f o r m e  

P r a t i q u e m e n t  une s e u l e  t a c h e  e s t  o b s e r v é e  ; e l l e  e s t  r e v é l é e  

à d e u x  l o n g u e u r s  d ' o n d e  d i f f é r e n t e s  : 2 5 4  nm e t  3 6 6  nm, C e p e n d a n t  

d e u x  t a c h e s  d e  t r è s  f a i b l e  i n t e n s i t é  s o n t  t o u j o u r s  p r é s e n t e s .  

Nous l e s  a v o n s  a t t r i b u é e s  à un d é b u t  de  d é g r a d a t i o n  du d i  Ac-4HAQO 

s u r  l a  s i l i c e .  





Le d é r i v é  é t a n t  t r è s  r é a c t i f ,  i l  s e  d é c o m p o s e  f a c i -  

l e m e n t ,  à l ' a i r ,  e n  p r é s e n c e  d ' e a u  e t  à l a  l u m i è r e .  

Nous l e  c o n s e r v o n s  d o n c  d a n s  un r é c i p i e n t  f e r m é  p u r g é  à l ' a z o t e ,  

e n  p r é s e n c e  d e  d e s s é c h a n t ,  à l ' o b s c u r i t é ,  à - 2 0 " ~ .  

I I .  Le DNA. 

A )  M a t é r i e l  u t i l i s é  p o u r  l a  c o m p a r a i s o n  i n  v ~ v o - L ~  v i a h o .  _--_------------- ---------- ........................ 

L e s  m é t h o d e s  de  I k e g a m i  ex a l  ( 5 2 )  e t  T a d a  EX a l  

( 1 6 0 )  o n t  é t é  u t i l i s é e s .  

Le D N A  a  é t é  e x t r a i t  d e  c e l l u l e s  a s c i t i q u e s .  Nous a v o n s  t r a v a i l l é  

s u r  l ' h é p a t o m e  d e  Z a j d e l a ,  q u i  e s t  e n t r e t e n u  a u  l a b o r a t o i r e  ; 

l ' a s c i t e  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  R a t s  W i s t a r .  

L ' i s o l e m e n t  d u  D N A  a  é t é  e f f e c t u é  d e  d e u x  m a n i è r e s  d i f f é r e n t e s  : 

- a p r è s  t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  a u  4 H A Q O  o u  a u  4 N Q 0 ,  

d e  m a n i è r e  à é t u d i e r  l a  f i x a t i o n  du  c a n c é r o g è n e  i n  v i v o .  

- à p a r t i r  d e  c e l l u l e s  n o n  t r a i t é e s  a u  c a n c é r o g è n e  ; 

c e  m a t é r i e l  e s t  u t i l i s é ,  d ' u n e  p a r t ,  comme t é m o i n  d a n s  l ' é t u d e  

i n  v i v o  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  d a n s  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  

i n  v i t n a  p a r  a c t i o n  du  d i  A c - 4 H A Q O .  

La t r a n s p l a n t a t i o n  s u r  l ' a n i m a l  e s t  e f f e c t u é e  d e  l a  

m a n i è r e  s u i v a n t e  : on i n j e c t e  p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e  e n v i r o n  

1 0 6  c e l l u l e s  t u m o r a l e s  à d e s  R a t s  W i s t a r  m â l e s  â g é s  d e  3 m o i s .  

S e p t  j o u r s  a p r è s  l a  t r a n s p l a n t a t i o n ,  l e  4 N Q O  ou  l e  4 H A Q O  e s t  

i n j e c t é  a u x  R a t s ,  t o u j o u r s  p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e ,  c ' e s t - à - d i r e  

d a n s  l ' a s c i t e .  

E t a n t  d o n n é e  l ' i n s o l u b i l i t é  du  4 N Q 0  d a n s  l ' e a u ,  l e s  

s o l u t i o n s  d e  4 N Q 0  e t  d e  4 H A Q O  s e r v a n t  a u x  i n j e c t i o n s  n e  s o n t  

p a s  p r é p a r é e s  de  l a  même m a n i è r e  : 

- s o l u t i o n  de 4 N q 0 .  -------------- - 
Le 4 N Q 0  e s t  d ' a b o r d  d i s s o u s  d a n s  u n e  q u a n t i t é  m i n i m a l e  d e  DM$O ; 

l a  s o l u t i o n  o b t z n u e  e s t  e n s u i t e  d i l u é e  de f a ç o n  a p p r o p r i é e  a v e c  

d e  l ' e a u  p h y s i o l o g i q ' u e ,  a f i n  d '  o b t e n i r  une  c o n c e n t  r a t i o n  d e  

0 , 3 2  M ( 5 2 ) .  



- s o l u t i o n  de  4HAQ0. --------------- - 

Une s o l u t i o n  à 0 , 4  M e s t  o b t e n u e  e n  d i s s o l v a n t  d i r e c t e m e n t  l e  

4HAQO d a n s  d e  l ' e a u  p h y s i o l o g i q u e .  

Dans l e s  d e u x  c a s ,  0 , 5  m l  de  s o l u t i o n  o n t  é t é  i n j e c t é s .  

A p r è s  un t emps  d ' a c t i o n  d u  c a n c é r o g è n e  d ' u n e  h e u r e  

ou  d e u x  s e l o n  l ' e s s a i  e f f e c t u é ,  l e s  r a t s  s o n t  t u é s  p a r  d é c a p i -  

t a t i o n .  Le l i q u i d e  a s c i t i q u e  e s t  p o n c t i o n n é  e t  s o n  v o l u m e  

m e s u r é .  

L e s  c e l l u l e s  s o n t  o b t e n u e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  à 1 5 0 0  t o u r s / m n ,  

p e n d a n t  5 m i n u t e s .  Le c u l o t  c e l l u l a i r e  e s t  r e m i s  e n  s u s p e n s i o n  

d a n s  une  s o l u t i o n  d e  s u c r o s e  0 , 2 5  M ,  t a m p o n n é e  p a r  10  % de P . B . S .  

L e s  c e l l u l e s  s o n t  a l o r s  c e n t r i g u g é e s  e n  g r a d i e n t  de  s u c r o s e  

[0,88 M/0 ,25  M y  10 % P.B.S . ] ,  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  h é m a t i e s  c o n t a -  

m i n a n t e s .  On e f f e c t u e  a i n s i  t r o i s  l a v a g e s  s u c c e s s i f s .  

La t e c h n i q u e  d ' e x t r a c t i o n  e m p l o y é e  e s t  c e l l e  d e  Marmur ; e l l e  

e s t  d é c r i t e  d a n s  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e  d e  c e  m é m o i r e ,  p. II à I V .  

L e s  é c h a n t i l l o n s  o b t e n u s  o n t  é t é  c o n t r ô l é s  e n  s p e c t r o s c o p i e  

d ' a b s o r p t i o n  ; l e  s p e c t r e  U V  d u  D N A  p r é s e n t e  un maximum à 260  nm. 

Le r a p p o r t  d e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s  à 2 6 0  nm e t  à 280  nm, 

D . O .  2 6 0  nm/D.O. 280 nm, i n d i q u e  l e  p o u r c e n t a g e  r é s i d u e l  de  

p r o t é i n e s .  Nous a v o n s  t o u j o u r s  o b t e n u  un r a p p o r t  t r è s  v o i s i n  d e  2 ,  

q u i  e s t  l e  c r i t è r e  d ' u n e  a b s e n c e  de  p r o t é i n e s .  

L ' u t i l i s a t i o n  d e  c e l l u l e s  a s c i t i q u e s e s t  i n t é r e s s a n t e ,  

l a  q u a n t i t é  d e  m a t é r i e l  r é c u p é r é  é t a n t  a b o n d a n t e  : n o u s  r e c u e i l -  

l o n s  e n v i r o n  15 mg de  D N A  p a r  r a t .  Nous a v o n s  t r a v a i l l é  s u r  d e u x  

r a t s ,  c e  q u i  n o u s  a  f o u r n i  30  mg de D N A  à c h a q u e  e s s a i .  

B) M a t é r i e l  u t i l i s é  p o u r  l ' é t u d e  ~ h y s i c o - c h i m i q u e  i n  v i z k a .  ----------------- ------------ - ---------- ----------- 

En p l u s  du  D N A  e x t r a i t  d e  l ' a s c i t e ,  n o u s  a v o n s  a u s s i  

t r a v a i l l é  s u r  un D N A  d e  P o u l e t  q u i  n o u s  a  é t é  f o u r n i  p a r  l e  

l a b o r a t o i r e  de  M o n s i e u r  l e  P r o f e s s e u r  M .  DAUNE, à S t r a s b o u r g .  

L e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c e  m a t é r i e l  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

- c o e f f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  m o l é c u l a i r e  

- c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  m o l a i r e  à 2 6 0  nm, 

e - 1 - 1 
260 

= 6600  m o l e  x  1 x  cm . 



- p o u r c e n t a g e  d ' h y p e r c h r o m i c i t é  : H = 41 % . 
- t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n  e n  m i l i e u  O , ]  M N a C l ,  

Tf = 8 7 ' ~ .  

L a  p r é p a r a t i o n  du  D N A  d é n a t u r é  e s t  e f f e c t u é e  de  l a  

m a n i è r e  s u i v a n t e  : On i n c u b e  l a  s o l u t i o n  de  D N A  à 1 0 0 ' ~  p e n d a n t  

15 m i n u t e s ,  e n  t u b e  s c . e l l é .  Le t u b e  e s t  e n s u i t e  p l o n g é  b r u t a -  

l e m e n t  d a n s  l a  g l a c e .  

I I I .  L e s  m é t h o d e s  s p e c t r o s  c o p i q u e s .  

Nous a v o n s  e m p l o y é  t r o i s  t e c h n i q u e s  d i f f é r e n t e s  : 

l a  s p e c t r o s c o p i e  d '  a b s o r p t i o n ,  l a  s p e c t r o s c o p i e  de f l u o r e s c e n c e ,  

e t  l a  b i r é f r i n g e n c e  l i n é a i r e  é l e c t r i q u e .  

A) La  ---- s p e c t r o s  ---- ---- c o ~ 4 g - ~ : ~ b s ~ ~ 2 ~ i g ~ .  

L e s  m e s u r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  à l ' a i d e  d ' u n  s p e c t r o -  

p h o t o m è t r e  C a r y  118  M y  q u i  a  é t é  é q u i p é  a u  l a b o r a t o i r e ,  p a r  

G é r a r d  L e c o c q ,  d ' u n  s y s t è m e  d ' e n r e g i s t r e m e n t  d e s  t e m p é r a t u r e s  

de  f u s i o n .  E t a n t  d o n n é e  l a  g r a n d e  s e n s i b i l i t é  d e  l a  t e m p é r a t u r e  

de  f u s i o n  v i s - à - v i s  d e  l a  f o r c e  i o n i q u e ,  l e s  m e s u r e s  d ' u n e  même 

s é r i e  o n t  é t é  r é a l i s é e s  s t r i c t e m e n t  à l a  même f o r c e  i o n i q u e ,  c ' e s t -  

à - d i r e  e n  u t i l i s a n t  l a  même s o l u t i o n  s t o c k  comae t ampon .  

L ' a p p a r e i l  u t i l i s é  e s t  un s p e c t r o f l u o r i m è t r e  d i f f é r e n -  

t i e l  FICA, t o t a l e m e n t  c o r r i g é .  I l  e s t  s i t u é  à l ' u n i v e r s i t é  d e s  

S c i e n c e s  e t  T e c h n i q u e s  de L i l l e ,  à V i l l e n e u v e  d l A s c q ,  d a n s  l e  

l a b o r a t o i r e  d e  M o n s i e u r  l e  P r o f e s s e u r  A .  L a b l a c h e - C o m b i e r .  

T o u t e s  l e s  m a n i p u l a t i o n s  o n t  é ~ é  e f f e c t u é e s  e n  e a u  b i d i s  t i l l é e .  

L e s  m e s u r e ;  de b i r é f r i n g e n c e  é l e c t r i . u e  o n t  é t é  e f f e c -  

t u é e s  d a n s  l e  l a b o r a t o i r e  d e  M o n s i e u r  C .  H o u s s i e r  à l ' U n i v e r s i t é  

d e  L i è g e ,  a u  S a r t - T i l m a n .  

La f o r c e  i o n i q u e  d e s  s o l u t i o n s  c o r r e s p o n d  à u n e  m o l a r i t é  e n  s e l  

d e  10-3  M .  



La d e s c r i p t i o n  d é t a i l l é e  d e s  p r é c é d e n t e s  m é t h o d e s  e s t  

d o n n é e  d a n s  1 ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e ,  p .  V à X I V .  

I V .  P r é p a r a t i o n  d e s  s o l u t i o n s  d e  D N A  t r a n s f o r m é  i n  v i ; t k ~ .  

La r é a c t i o n  a  é t é  e f f e c t u é e  s u r  l e  D N A  n a t i f  a u s s i  

b i e n  q u e  s u r  l e  D N A  d é n a t u r é .  L e s  m a n i p u l a t i o n s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  

à pH 7 ,  d a n s  d e u x  t ampons  c o r r e s p o n d a n t  à d e u x  f o r c e s  i o n i q u e s  

d i f f é r e n t e s  : l ' u n  d e s  d e u x  t a m p o n s  c 0 n t i e n . t  0 , 0 5  M d e  NaCl ,  

a l o r s  q u e  l ' a u t r e  n ' e n  c o n t i e n t  p a s .  La m i s e  a u  p o i n t  d e  l a  

t e c h n i q u e  d e  p r é p a r a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  a  é t é  r é a l i s é e  p o u r  

l e  D N A  n a t i f  d a n s  l e  tampon n e  c o n t e n a n t  p a s  de  N a C l .  E l l e  a  

é t é  l é g è r e m e n t  m o d i f i é e  p o u r  l ' é t u d e  d a n s  l e  tampon d e  f o r c e  

i o n i q u e  p l u s  é l e v é e .  

A )  M i s e  , - - , - , - , - - , - - - - - - - - - - - - i i - i i i i - i i i i i -E--  e n  s o l u t i o n  d e s  r é a c t i f s  r é ~ a r a t i o n  -------,-------- du m é l a n g e  

r é a c t i o n n e  1. ----------- 

Nous n o u s  sommes p l a c é e  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  de  t a m p o n  

a n a l o g u e s  à c e l l e s  u t i l i s é e s  p a r  M i l l e r  e x  al ( 9 6 )  e t  F u c h s  e t  

Daune ( 3 4 ) ,  e t  q u i  s o n t  t r è s  v o i s i n e s  d e  c e l l e s  e m p l o y é e s  p a r  

E n o n o t o  al ( 3 2 ) .  Le D N A  e s t  m i s  e n  s o l u t i o n  d a n s  u n  tampon 
-3  

c i t r a t e  2  x 10  M y  pH 7 .  Le d i  Ac-4HAQO e s t  s o l u b i l i s é  d a n s  

l ' é t h a n o l .  La  r é a c t i o n  e s t  d o n c  e f f e c t u é e  e n  m i l i e u  tampon c i t r a t e /  

é t h a n o l  e t  d a n s  l e s  p r o p o r t i o n s  : 8 0  % ; 20 %. 

L a  s o l u t i o n  d e  D N A  e m p l o y é e  e s t  à 0 , 5  m g / m l ,  c e  q u i  

n o u s  s e m b l e  ê t r e  l ' o r d r e  d e  g r a n d e u r  l e  p l u s  f a v o r a b l e .  En e f f e t ,  

c e t t e  c o n c e n t r a t i o n  r e l a t i v e m e n t  é l e v é e  f z v o r i s e  l a  f i x a t i o n  d ü  

du  c a n c é r o g è n e  s u r  l e  D N A ,  a u x  d é p e n s  de  l a  r é a c t i o n  d ' h y d r o l y s e  

d u  d i  Ac-4HAQO. Une c o n c e n t r a t i o n  e n  D N A  s u p é r i e u r e  s e r a i t  d i f -  

f i c i l e m e n t  u t i l i s a b l e  : l a  v i s c o s i t é  d e  l a  s o l u t i o n  r e n d r a i t  s a  

m a n i p u l a t i o n  m o i n s  a i s é e .  



Une s o l u t i o n  mère  d e  d i  Ac-4HAQO d a n s  l ' é t h a n o l  e s t  

p r é p a r é e  ; e l l e  e s t  e n s u i t e  d i l u é e  d e  f a ç o n  a p p r o p r i é e  a u  c o u r s  

d u  m é l a n g e  a v e c  l a  s o l u t i o n  d e  D N A .  L a  c o n c e n t r a t i o n  d e  c e t t e  

s o l u t i o n  m è r e  e s t  d o n c  c o n d i t i o n n é e  p a r  c e l l e  d e  l a  s o l u t i o n  d e  

D N A  : l e s  q u a n t i t é s  d e  c a n c é r o g è n e  e t  d e  D N A  m i s e s  e n  p r é s e n c e  

s o n t  d é f i n i e s  p a r  l e  r a p p o r t  R ( 3 4 )  : 

R = C o n c e n t r a t i o n  e n  c a n c é r o g è n e ,  e n  m o l e / l i t r e  I 

C o n c e n t r a t i o n  e n  n u c l é o t i d e s ,  e n  mole  d e  p h o s p h o r e / l i t r e  

d a n s  l e  m é l a n g e  r é a c t i o n n e l .  

Nous u t i l i s o n s  u n e  s o l u t i o n  mère  de  c a n c é r o g è n e  à 6 mg/ 

m l .  L ' é t h a n o l  e m p l o y é  e s t  à 9 J , 9  % d e  p u r e t é  ( P r o l a b o )  ; i l  e s t  

c o n s e r v é  s u r  t a m i s  m o l é c u l a i r e  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  é v e n t u e l l e s  

t r a c e s  d ' e a u ,  p o u r  é v i t e r  l a  d é c o m p o s i t i o n  du d i  Ac-4HAQO d a n s  

l ' é t h a n o l  a v a n t  r é a c t i o n .  A p r è s  m é l a n g e  d e s  d e u x  r é a c t i f s ,  l e  

vo lume f i n a l  de l ' é c h a n t i l l o n  e s t  de  2 c 5  m l  : 

- 2 m l  de  s o l u t i o n  d e  D N A  d a n s  l e  t ampon  c i t r a t e  

( 80 ' 1 2 x 1 o m 3  n ,  p x  7 .  

( 2 0 1 1  - (500 - x)  u 1  d ' é t h a n o l .  
- x  li. 1 de  s o l u t i o n  de  d i  Ac-4HAQO d a n s  l ' é t h a n o l *  

A p a r t i r  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e s  d e u x  s o l u t i o n s  m e r e s  (DNA : 

0 , 5  mg/ml ,  d i  Ac-4HAQO : 6 mg/ml)  , n o u s  a v o n s  c a l c u l é ,  p o u r  c h a -  

q u e  v a l e u r  d e  R ,  l e s  q u a n t i t é s  r e s p e c t i v e s  d ' é t h a n o l  e t  de 

d i  Ac-4HAQO à a j o u t e r  a u x  2 m l  d e  l a  s o l u t i o n  d e  D N A  ( v o i r  l e  

T a b l e a u  c i - d e s s o u s )  : 

R 
S o l u t i o n  d e  E t O H  S o l u t i o n  de 

D N A  e n  m l  ( 5 0 0  - x )  p l  d i  Ac-4HAQO e n  p l  ( x )  



La r é a c t i o n  e s t  e f f e c t u é e  e n  t u b e s  S o v i r e l  d e  10 m l  

à b o u c h o n s  v i s s é s ,  p r é a l a b l e m e n t  p u r g é s  à l ' a z o t e ,  p o u r  é v i t e r  

l ' o x y d a t i o n  d u  d i  Ac-4HAQO. La s o l u t i o n  d e  D N A  e s t  é g a l e m e n t  

p u r g é e ,  a i n s i  q u e  l a  s o l u t i o n  mère  é t h a n o l i q u e  de  c a n c é r o g è n e .  

On r é p a r t i t  t o u t  d ' a b o r d  l e s  2  m l  de  s o l u t i o n  d e  D N A  d a n s  c h a -  

q u e  t u b e ,  a i n s i  q u e  l e s  q u a n t i t é s  d ' é t h a n o l  c o r r e s p o n d a n t  à 

c h a q u e  v a l e u r  d e  R .  Le c a n c é r o g è n e  e s t  a j o u t é  e n  d e r n i e r  l i e u  ; 

a p r è s  f o r t e  a g i t a t i o n  a u  v i b r e u r ,  l e s  t u b e s  s o n t  i n c u b é s  au  

b a i n - m a r i e ,  à l ' o b s c u r i t é ,  à 37 ' C .  Le t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  a  é t é  

d é t e r m i n é  e x p é r i m e n t a l e m e n t ,  comme n o u s  l e  v e r r o n s  c i - d e s s o u s .  

B )  T e m p é r a t u r e  de  l a  r é a c t i o n .  --- ...................... 

L e s  t u b e s  s o n t  i n c u b é s  à 3 7 ' ~ .  C e t t e  t e m p é r a t u r e  e s t  

u t i l i s é e  p a r  Enonioto e;t al ( 3 2 )  p o u r  l e  d i  Ac-4HAQ0, M i l l e r  e;t 
al ( 9 6 )  e t  F u c h s  e t  Daune ( 3 4 )  p o u r  l e  N-Ac-AAF. 

C) Temps d e  r é a c t i o n .  --- ------------- 

La d u r é e  d ' i n c u b a t i o n  a  é t é  d é t e r m i n é e  e n  e f f e c t u a n t  

u n e  c i n é t i q u e  d e  s o l v o l y s e  du d i  Ac-4HAQ0, e n  m i l i e u  tampon 

c i t r a t e  2 x 1 0 - ~  M y  ;H 7  / é t h a n o l  : 8 0 / 2 0 ,  à 3 7 O ~ .  Le p a r a m r t r e  

t emps  d é p e n d  d o n c  e s s e n t i e l l e m e n t  d u  c o m p o r t e m e n t  c h i m i q u e  du 

d i  Ac-4HAQO d a n s  c e  m i l i e u  à l a  t e m p é r a t u r e  de  37OC. Le r a p p o r t  

é t h a n o l  
l a  f o r c e  i o n i q u e  e t  l a  t e m p é r a t u r e  s o n t  e n  e f f e t  d e s  

tampon ' 
f a c t e u r s  d é t e r m i n a n t s  de  l a  v i t e s s e  d e  d é c o m p o s i t i o n  d u  d i  A c -  

4HAQO. 

C e t t e  c i n é t i q u e  de s o l v o l y s e  a  é t é  a n a l y s é e  à l ' a i d e  

d e  l a  s p e c t r o s c o p i e  d ' a b s o r p t i o n .  

La s o l u t i o n  u t i l i s é e  c o r r e s p o n d  à l a  c o m p o s i t i o n  s u i v a n t e  : 

- 3  - 2  m l  d e  tampon c i t r a t e  2  x 10 M ,  pH 7  i 8 0 1 2 0  - 5 0 0  111 d e  d i  Ac-4HAQO d a n s  l ' é t h a n o l  

La s o l u t i o n  m è r e  d e  d i  Ac-4HAQO e s t  à 0 , l  mg/ml .  A p r è s  m é l a n g e  

a v e c  l e  t ampon ,  l e  c a n c é r o g è n e  e s t  d o n c  à une  c o n c e n t r a t i o n  d e  

0 , 0 2  m g l m l ,  

Nous a v o n s  s u i v i  l e s  v a r i a t i o n s  d u  s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  du 

d i  Ac-4HAQQ d a n s  l e  m é l a n g e  t ampon  c i t r a t e / E t Q H  : 8 0 / 2 0 ,  à 3 7 " C ,  

e n  f o n c t i o n  du  t e m p s .  

Le m é l a n g e  e s t  r é a l i s é  d a n s  l a  g l a c e .  Un p r e m i e r  s p e c t r e  e s t  



t r a c é  à t = O ,  d e  450  nm -P 2 2 0  nm, e t  l a  c e l l u l e  d e  m e s u r e  e s t  

e n s u i t e  d i r e c t e m e n t  i n c u b é e  à 37°C ; on t r a c e  un  s p e c t r e  t o u s  

l e s  q u a r t s  d ' h e u r e .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  p r é s e n t é s  ë a n s  l a  f i g u r e  1 7  : n o u s  

c o n s t a t o n s  q u e  l a  c i n é t i q u e  d ' h y d r o l y s e  du  d i  Ac-4HAQO e s t  

t r è s  r a p i d e ,  p u i s q u ' a p r è s  3 1 4  d ' h e u r e  d ' i n c u b a t i o n  n o u s  n ' o b s e r -  

v o n s  p l u s  a u c u n e  v a r i a t i o n  n o t a b l e  du s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  du  
* 

composé .  De p l u s ,  n o u s  p o u v o n s  o b s e r v e r  s u r  c e  s p e c t r e  d ' a b s o r p -  

,tien d e s  m o d i f i c a t i o n s  i m p o r t a n t e s  : 

- L ' i n t e n s i t é  de  l a  b a n d e  à 35 1 nm e s t  f o r t e m e n t  

d i m i n u é e ,  c e  q u i  i n d i q u e  q u e  l e  ( s )  p r o d u i  t ( s )  f  o r m é ( s )  p o s s è d e ( n t )  

à c e t t e  l o n g u e u r  d ' o n d e  un c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  m o l a i r e ,  r ,  

b e a u c o u p  p l u s  f a i b l e  q u e  l e  d i  Ac-4HAQO. 

- L ' i n t e n s i t é  d e  l a  b a n d e  à p l u s  f a i b l e  l o n g u e u r  d ' o n d e  

e s t  p a r  c o n t r e  a u g m e n t é e ,  c e  q u i  s i g n i f i e  une  a u g m e n t a t i o n  du E 

a u  maximum d e  c e t t e  b a n d e .  Ce maximum e s t  l é g è r e m e n t  d é p l a c é ,  

p u i s q u ' i l  e s t  s i t u é  à 2 5 4  nm, a u  l i e u  de  257  nm. 

- Nous n o t o n s  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  n o u v e l l e  b a n d e ,  

à 232 nm. 

- Dans l a  z o n e  450  nm-400 nm, n o u s  o b s e r v o n s  u n e  

a u g m e n t a t i o n  d e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e ,  q u i  é t a i t  p r a t i q u e m e n t  n u l l e  

a u  temps  t = 0 .  

Nous a v o n s  c a l c u l é  l e s  v a l e u r s  d e s  E du d i  Ac-4HAQO h y d r o l y s é ,  

a u  t emps  t = 3 1 4  d ' h e u r e ,  q u i  r e p r é s e n t e  l e  t emps  l i m i t e ,  

a u - d e l à  d u q u e l  l e  s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  n e  v a r i e  p l u s .  

- 1 - 1 - E 
35 1 

= 5 3 0 0  m o l e  x  1 x cm 

- 1 - 1 - E 
2 5 4  

= 10600 mole  x 1 x cm 
- 1 - 1 

- '260 = I O ~ G O  m o l e  x  I x cm 

- 1 - 1 - E 
2  3  2  

=12000 m o l e  x 1 x cm 

A p r è s  24 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  à 3 7 ' ~ ,  l e  s p e c t r e  o b t e n u  

p r é s e n t e  u n e  a l l u r e  t r è s  d i f f é r e n t e  ; e n  p a r t i c u l i e r ,  n o u s  

p o u v o n s  n o  t e r  l l a p p a r i  t i o n  de  n o u v e l l e s  b a n d e s  d ' a b s o r p t i o n  q u i  

c o r r e s p o n d e n t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  à l a  p r é s e n c e  d e  n o u v e a u x  p r o -  

d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  d u  c a n c é r o g è n e  ( F i g u r e  1 8 ) .  







Nous a v o n s  t r a c é  l a  c o u r b e  d e  s o l v o l y s e  d u  d i  Ac-4HAQ0, 

c ' e s t - à - d i r e  l a  v a r i a t i o n  d u  p o u r c e n t a g e  d e  d é c o m p o s i t i o n  e n  

f o n c t i o n  du  t e m p s ,  a f i n  d e  d é t e r m i n e r  l e  t e m p s  d e  d e m i - s o l v o l y s e ,  

= 1 / 2 *  a u  b o u t  d u q u e l  50 % d u  p r o d u i t  e s t  d é c o m p o s é .  Le p o u r c e n -  

t a g e  d e  d é c o m g o s i t i o n  e s t  c a l c u l é  d e  l a  m a n i è r e  s u i v a n t e  : 

Nous a v o n s  p r i s  comme s p e c t r e  l i m i t e  l e  s p e c t r e  c o r r e s p o n d a n t  

a u  t e m p s  t = 3 / 4  d ' h e v r e  p u i s q u e ,  comme n o u s  p o u v o n s  l e  v o i r  s u r  

l a  f i g u r e  17, l e s  s p e c t r e s  c o r r e s p o n d a n t s  a u x  t e m p s  t = 3 1 4  

d ' h e u r e ,  1 h e u r e  e t  1 h e u r e  30 ,  s o n t  s u p e r p o s a b l e s ,  a u x  e r r e u r s  

d ' e x p é r i e n c e  p r è s .  

Nous a v o n s  e f f e c t u é  les c a l c u l s  à 351 nm. 

La  c o u r b e  d e  s o l v o l y s e  e s t  r e p r é s e n t é e  d a n s  l a  f i g u r e  1 9 .  

E l l e  e s t  i m p r é c i s e  a u  d é b u t ,  é t a n t  d o n n é e  l a  r a p i d i t é  de  l a  

s o l v o l y s e .  Le t e m p s  d e  d e m i - s o l v o l y s e  n e  p e u t  ê t r e  d é t e r m i n é  

a v e c  e x a c t i t u d e  : i l  e s t  a v  maximum d e  8 m i n u t e s .  C e p e n d a n t ,  

n o u s  a v g n s  c h o i s i ,  d a p s  un p r e m i e r  t e m p s ,  u n e  d u r é e  d ' i n c u b a -  

t i o n  d e  1 h 30 p o u r  l a  r é a c t i o n , D N A - d i  Ac-4HAQ0, p u i s q u ' i l  

e s t  b i e n  ç o n n u  que l ' h y d r o l y s e  d u  c a n c é r o g è n e  e s t  m o i n s  r a p i d e  

e n  p r é s e n c e  d u  D N A  q u i ,  d a n s  c e  c a s ,  " p r o t é g e r a i t "  l e  c a n c é r o -  

g è n e ,  P o u r  c h a q u e  e s s a i  e f f e c t u é ,  n o u s  i n c u b o n s  " o u j o u r s  un 

D N A  t é m o i n  s a n s  c a n c é r o g è n e  ( R  = 0) q u i  n o u s  s e r v i r a  d e  r é f é -  

r e n c e  d a n s  l ' a n a l y s e  d e s  r é s u l t a t s .  

A p r è s  r é a c t i g n  d u  d i  Ac-4HAQO s u r  l e  D N A ,  l a  m é t h o d e  

d e  p u r i f i c a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  s ' e s t  a v é r é e  t r è s  d é l i c a t e ,  

e t  a  n é c e s s i t é  b e a u c o u p  d ' e s s a i s  a v a n t  d ' ê t r e  d é f i n i t i v e m e n t  

m i s e  a u  p o i n t .  Nous p r é s e n t e r o n s  c e  t r a v a i l  d a n s  l a  p a r t i e  

" R é s u l t a t s " ,  p u i s q u ' i l  n o u s  a é t é  p o s s i b l e  à p a r t i r  d e  c e s  

e s s a i s  d ' a f f i r m e r  q u e  l e  c a n c é r o g è n e  é t a i t  b i e n  l i é  d e  f a ç o n  

c o v a l e n t e  a u  D N A .  C ' e s t  é g a l e m e n t  à l a  s u i t e  d e  c e s  t r a v a u x  

q u e  n o u s  a v o n s  é t é  amenée  à m o d i f i e r  l e  t e m p s  d e  r é a c t i o n .  





V .  D o s a g e  du c a n c é r o g è n e  f i x é  s u r  l e  D N A .  

Nous a v o n s  c a l c u l é  l e s  p o u r c e n t a g e s  d e  c a n c é r o g è n e  f i x é  

s u r  l e  D N A  e n  u t i l i s a n t  l a  s p e c . t r o s c o p i e  d ' a b s o r p t i o n .  L ' u t i l i -  

s a t i o n  d ' u n  p r o d u i t  r a d i o a c t i f ,  m a r q u é  s u r  l e  n o y a u  q u i n o l é i q u e ,  

n o u s  a u r a i t  p e r m i s  d ' e f f e c t u e r  un d o s a g e  p l u s  p r é c i s  : l ' o b t e n -  

t i o n  d ' u n  t e l  p r o d u i t  n o u s  a  é t é  i m p o s s i b l e  j u s q u ' à  p r é s e n t .  

A p r è s  p u r i f i c a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s ,  l e s  s p e c t r e s  

d ' a b s o r p t i o n  s o n t  e n r e g i s t r é s ,  d e  5 0 0  nm à 2 2 0  nm : 

- La z o n e  s p e c t r a l e  d e  5 0 0  nm à 310  nm c o r r e s p o n d  a u  

c a n c é r o g è n e .  

- La z o n e  s p e c t r a l e  d e  3 0 0  nm à 220 nm c o r r e s p o n d  

p r i n c i p a l e m e n t  a u  D N A ,  m a i s  i l  e x i s t e  a u s s i  d a n s  c e  d o m a i n e  une  

c o n t r i b u t i o n  d u e  a u  c a n c é r o g è n e .  

P u i s q u e ,  comme n o u s  l e  v e r r o n s  p a r  l a  s u i t e ,  l a  q u a n t i t é  d e  

c a n c é r o g è n e  f i x é e  a u  D N A  e s t  t r è s  f a i b l e ,  i l  e x i s t e  un  i m p o r t a n t  

f a c t e u r  e n t r e  l ' o r d r e  d e  g r a n d e u r  de  l a  D . O .  d u e  à l ' a b s o r b a n c e  

du  D N A  e t  c e l u i  d e  l a  D . O .  d u e  à l ' a b s o r b a n c e  d u  c a n c é r o g è n e  

f i x é  s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e .  Ce f a c t e u r  e s t  d e  100  e n v i r o n .  

Le d o s a g e  e s t  e f f e c t u é  d e  l a  m a n i è r e  s u i v a n t e  : 

Le p o u r c e n t a g e  d e  f i x a t i o n  d u  c a n c é r o g è n e  e s t  d o n n é  p a r  l e  

r a p p o r t  My o ù  CC] r e p r é s e n t e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  c a n c é r o g è n e  
rp i 
L J  

f i x é ,  e x p r i m é e  e n  m o l e / l ,  e t  [PI l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  D N A ,  e x p r i -  

mée e n  mole  d e  P / 1 .  

La v a l e u r  de  CC], e n  m o l e /  l i t r e ,  e s t  d o n n é e  p a r  l a  l o i  d e  g e e r -  

L a m b e r t  : 
D . O .  

c a n c é r o g è n e  
Ilc) = d a n s  l a q u e  l l e  , 

E 
1 i é 

x  1 
c a n c .  

D . O .  : d e n s i t é  o p t i q u e  a u  maximum d e  l a  b a n d e  
c a n c é r o g è n e  

d ' a b s o r p t i o n  d u e  a u  c a n c é r o g è n e ,  d a n s  l a  r é g i o n  v i s i b l e  d u  

s p e c t r e .  E l ié : c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  m o l a i r e  du c a n c é r o -  
c a n c .  

g è n e  à l ' é t a t  f i x é ,  a u  maximum d ' a b s o r p t i o n  d e  l a  b a n d e ,  e x p r i -  

- 1 - 1 
mé e n  m o l e  . l . c m  . 

D . O .  c a n c .  
1. = I cm, d o n c  CC] = - 1 i é 

t c a n c .  



L a  v a l e u r  D . O .  n o u s  s e r a  d o n n é e  à p a r t i r  du s p e c t r e ,  a u  
c a n c .  

maximum d ' a b s o r p t i o n  d e  l a  b a n d e  du  c a n c é r o g è n e .  Nous n e  p o s s é -  

l i é  
d o n s  m a l h e u r e u s e m e n t  p a s  l a  v a l e u r  d u  ' c a n c .  

l e s  é t u d e s  d e  

l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e  d i  Ac-4HAQO e t  l e s  n u c l é o t i d e s  n ' a y a n t  

p a s  e n c o r e  a b o u t i  à l a  s y n t h è s e  d ' u n  m o d è l e  b a s e - c a n c é r o g è n e .  

O r ,  c e t t e  v a l e u r  d u  E d u  c a n c é r o g è n e  à l ' é t a t  f i x é  e s t  p r o b a -  
a 

b l e m e n t  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  du  E du p r o d u i t  à l ' é t a t  l i b r e  . 
Nous a v o n s  d o n c  d û  f a i r e  u n e  a p p r o x i m a t i o n  e n  c o n s i d é r a n t  q u e  

l a  v a l e u r  d u  E d u  c a n c é r o g è n e  l i b r e ,  h y d r o l y s é ,  é t a i t  l a  même 

q u e  c e l l e  du E c o r r e s p o n d a n t  a u  c a n c é r o g è n e  f i x é  d e  f a ç o n  c o v a -  

l e n t e .  C e t t e  a p p r o x i m a t i o n  i n t r o d u i t  u n e  e r r e u r  d a n s  n o s  r é s u l -  

t a t s ,  m a i s  l a  c o m p a r a i s o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  e n t r e  e u x  r e s t e  

t o u j o u r s  v a l a b l e .  

L e s  c a l c u l s  o n t  é t é  r é a l i s é s  à p a r t i r  d e  l a  b a n d e  s i t u é e  à 

351 nm, u n i q u e m e n t  due  a u  c a n c é r o g è n e .  En m i l i e u  t a m p o n  c i t r a t e /  

é t h a n o l  8 0 / 2 0 ,  l a  v a l e u r  l i m i t e  du  E 35 1 
d u  d i  Ac-4HAQO à l ' é t a t  

l i b r e ,  a p r è s  h y d r o l y s e ,  e s t  d o n n é e  p a r  l e  s p e c t r e  l i m i t e  o b t e n u  

l o r s  d e s  d e u x  s o l v o l y s e s  e f f e c t u é e s  : 

- l ' u n e  e n  t ampon  c i t r a t e  2 x 1 0 - ~  M y  pH 7 l é t h a n o l  8 0 1 2 0  

( F i g u r e  1 7 )  

- l ' a u t r e  e n  t ampon  c i t r a t e  2  x  l o m 3  M + 0 , 0 5  M NaCl, pH 7  

é t h a n o l  8 0 / 2 0  ( F i g u r e  2 5 ) .  

Dans  u n  p r e m i e r  c a s ,  n o u s  a v o n s  o b t e n u  une  v a l e u r  d e  : 
- 1 - 1 

€35  1 
= 5 3 0 0 m o l e  x l x c m  

Dans l e  d e u x i è m e  c a s  : 

- 1 - 1 
€35  1 

= 5 8 0 0  m o l e  x 1 x  cm 

La  v a l e u r  d e  [CI e s t  d o n c  d o n n é e  p a r  : 

D . O .  
c a n c .  - 3  CC] m o l e / l  = , e n  t ampon  c i t r a t e  2  x  10 M y  pH 7  

5 , 3  103  

D . O .  
c a n c .  - 3  [CI m o l e / l  = , e n  t ampon  c i t r a t e  2  x  10 M + 0 , 0 5  M 

3 

* ~ u c h s  e t  Daune ( 3 5 )  o n t  p r é s e n t é ,  e n  1 9 7 2 ,  une  m é t h o d e  de  d o s a g  
s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e  du  N-Ac-AAF f i x é  s u r  l e  D N A ,  e n  u t i l i s a n t  
l a  v a l e u r  du E du c a n c é r o g è n e  l i é ,  q u i  a v a i t  é t é  dé t e rminCie  
p a r  K r i e k  ex a& e n  1967 ( 8 1 ) .  



Le c a l c u l  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  D N A ,  [PI ,  e s t  e f f e c -  

t u é  d e  m a n i è r e  a n a l o g u e  : 

D . O .  
260  (DNA) 

CpI = 
E 

2 6 0  x  1 

[PI : e x p r i m é e  e n  m o l e  P /  1 

D .  O .  
260  

(DNA) : d e n s i t é  o p t i q u e  p r o v e n a n t  de  l ' â b s o r b a n c e  d u  D N A  

c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  m o l a i r e  d u  D Y A ,  à 260 nm '260 ' 

D . O .  
260  (DNA) 

1 = 0 , 1 c m  + LP] = 

'260 
x  I o - ]  

Le c a n c é r o g è n e  a b s o r b e  é g a l e m e n t  à 260  nm a v e c  un c o e f f i c i e n t  
- 3  d ' e x t i n c t i o n  E 

2 6 0  
= 10200  e n  tampon c i t r a t e  2  x  10 M ,  e t  un 

'260 = 9 0 0 0  d a n s  l e  t ampon  c o n t e n a n t  d u  NaCl ( 0 , 0 5  M ) .  Nous 

r e t r a n c h e r o n s  d o n c  l a  c o n t r i b u t i o n  du c a n c é r o g è n e  à 260 nm, y ,  

d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

-3  , e n  t a m p o n  2  x  10 M ,  pH 7 : y "  CC] x  10  
4 

. e n  t ampon  2  x   IO-^ M ,  pH 7 + 0 , 0 5  M NaCl  : y [ c ] x 9 x 1 0  
3 

En c e  q u i  c o n c e r n e  l e  D N A  n a t i f ,  une  d e u x i è m e  c o n t r i -  

b u t i o n  s ' a j o u t e  à 2 6 0  nm : c e l l e  d u e  à l ' h y p e r c h r o m i c i t é  é v e n -  

t u e l l e  d u  D N A ,  qui p r o v i e n d r a i t  de l a  d é n a t u r a t i o n  p a r t i e l l e  

de  l a  d o u b l e  h é l i c e  a p r è s  f i x a t i o n  du  c a n c é r o g è n e .  

Donc D.O. 
260 

= D.O.  
260 (DNA) + D.0.260 (cancérogène) + D . O .  (hyperchtomici té) 260 

Nous n ' a v o n s  c e p e n d a n t  p a s  t e n u  c o m p t e  d e  c e t t e  c o n t r i b u t i o n  : 

n o u s  v e r r o n s  p a r  l a  s u i t e ,  à p a r t i r  d e  l ' e x a m e n  d e s  t e m p é r a t u r e s  

d e  f u s i o n  d e s  D N A  t r a n s f o r m é s ,  q u e  c e  f a c t e u r  c o r r e c t i f  e s t  

s û r e m e n t  t r è s  f a i b l e .  

Donc ,  D . O .  
260 

(DNA) = D . O .  
260 ( t o t a l e )  - y 

- 1 - 1 
P o u r  l e  D N A  n a t i f ,  l e  E~~~ e s t  é g a l  à :̂ 6600  m o l e  . l .  cm . 

D . O .  
260  (DNA) 

Donc [ g  = 
3 

6,6 x 10 x I O - '  



Le p o u r c e n t a g e  de  f i x a t i o n  du  c a n c é r o g è n e  s u r  l e  D N A  n a t i f  s e r a  

d o n c  donné  p a r  : 

rcl - D . O .  x 6,6 
- - c a n c .  - 1 x 10 , d a n s  l e  tampon s a n s  N a C l -  
[pl D . O .  2 6 0  

(DNA) x 5 ,3  

Dans  l e  c a s  du  D N A  d é n a t u r é ,  l a  c o n t r i b u t i o n  due  à 

l ' h y p e r c h r o m i c i t é  é v e n t u e l l e  n ' e x i s t e  p a s .  

Nous a v o n s  c a l c u l é  l e  E 
2 6 0  

p o u r  l e  D N A  d é n a t u r é  ; i l  e s t  é g a l  

- 1 - 1 
à 8 8 0 0  m o l e  . l . c m  . Le p o u r c e n t a g e  d e  f i x a t i o n  du c a n c é r o g è n e  

s u r  l e  D N A  d é n a t u r é  s e r a  d o n c  d o n n é  p a r  : 

[cl D . O .  x  8 ,s  
- - c a n c .  - x 1 O - '  , dans l e  tanpon sans NaCl. 
[p l  D .O .  

260 
(DNA) x 5 ,3  

Dans c e s  d é t e r m i n a t i o n s ,  n o u s  a v o n s  a d o p t é  u n e  même v a l e u r  p o u r  

l e s  c o e f f i c i e n t s  d ' e x t i n c t i o n  E~~~ e t  € 3 5 1  du c a n c é r o g è n e ,  q u ' i l  
s o i t  l i é  a u  D N A  n a t i f  ou a u  D N A  d é n a t u r é .  En d ' a u t r e s  t e r m e s ,  

n o u s  n ' a v o n s  p a s  t e n u  c o m p t e  de  l ' e f f e t  hypochrorne  q u e  p o u r r a i t  

s u b i r  l e  c a n c é r o g è n e  l o r s q u ' i l  e s t  l i é  a u  D N A  n a t i f ,  d u  f a i t  

d e  s o n  i n t e r a c t i o n  a v e c  l e  champ i n t e r n e  d.e l a  d o u b l e  h é l i c e .  

I l  n e  n o u s  e s t  p a s  p o s s i b l e  d ' e n  t e n i r  c o m p t e ,  d a n s  l ' é t a t  

a c t u e l  de  n o s  c o n n a i s s a n c e s  c o n c e r n a n t  l a  l i a i s o n  DNA-di Ac- 

4HAQO. 

L e s  s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  s e r o n t  t o u j o u r s  p r é s e n t é s  

a v e c  d e s  v a l e u r s  d e  D . O .  c o r r e s p o n d a n t  à u n e  l a r g e u r  de  l a  

c e l l u l e  d e  m e s u r e  d e  1 cm. 





C H A P I T R E  7  - L E S  P R C ~ G L E ! I I E S  P O S E S  PAR 14  ' r ' l i K I T T C A T I d N  D E S  

E C U A U T Z L L O Y S  D E  Q U A  ~ t ,  r i lrzo. 
?\ . IZSE f IV E V Z D E N C E  D E  L A  L T 4 ? 3 C i \ i  C O V A L F N P E  

D N A -  C A h C E R O G E N F .  

Gne f o i s  l a  r é a c t i o n  DNA-ca-~cCrogSnz  e f f e c t u é e ,  

d e  n o m b r e u x  p r o b l è r c ç  de  pnr ;"caâ t ion  < u  "Yi% c r z r - r f o r n S  s e  

s o n t  p o s é s .  La mise ai2 p o i n t  GP méthoc3es nc3:s p e r m e t t a n t  

d ' o b t e n i r  d e s  échantillons de D N A  d é b a r r a s s e s  < e s  p r o d u i t s  

n ' a y a n t  p a s  r é a g i  de  f a c o n  c o v a l e n t e  a  é t e  I C F ~ U I  : n c u s  

a l l o n s  l a  d é c r i r e  d a n s  c e  c h a p i t r e .  

L e  n é l a n g e  r é a c t i c f i c e 1  { z n v L r o n  2,5 -1) e s t  

r e f r o i d i  d è s  l a  : in  de  l a  r e a c ~ i o n  e c  rd?c<;o$ec? e n  e x c è s  

e s t  é l i m i n é  p;y e x t r a , - t i , - ~ i  a 1 V t t ~ e r  E - .  ;:i , - c c  i,a ? r é s e n c e  

du c a n c é r o g è ~ ~ c  d z n s  l a  p h a s e  é t h é r é e  est z C v e l é c  p a r  q a  cou -  

l e u r  j a u n e .  Des e x t r a c t i o n s  r . l r c e s o i v e s  son :  d o n c  r E a l i s 6 e s  

a v e c ,  à c h a q u e  f o i s ,  2 m l  d ' é t l l e r  j u s q u r . 2  o b t e n t i o n  d ' u n e  

? h a s e  é t h é r é e  i n c o l o r e .  

Lâ d e u x i è m e  phcse 2s l a  ~ u r l f L c a t i o n  c o n s i s  t e  

à é l i m i n e r  u n e  a r i t r e  F r a c t i c n  de  c a n c é r o g - : - ~ r  q u i ,  b i e n  q u e  

n ' a y a n t  p a s  r é a g i  d e  f a ç o n  covalente s u r  l e  D A J z l ,  n ' e s t  p a s  

é l i m i n c e  p a r  l ' e x t r a c t i o n  à l ' é t h e r .  C - t ~ c  é : zae  e s t  t r è s  

d é l i c a t e  e t  n o t i  a p o s é  d e  nomsl-etix ~ z c l ) l ? n i - S .  IJous i r i s i s t e -  

r o n s  p a r t i c u l i è r e n i e r l t  s u r  c e t t e  n i s e  a u  p o i n t  L e c h n i q u e ,  c e e t e  

 hase f i n a l e  d c  1 a o u r i f i c a t . c n  c o n d i t i  o n y a r ~ t  ?a i -  7 - s i l j - t e  

t o u s  l e s  r 6 s ü l - t s t s  o b t e n u s  au  I O X L S  de  I ' : r a l - s e  p n y z i r o - c h i -  

n i q v e  e t  s ; c c t r o s c o p i q u e  d e s  D Y A  m o d i f i é s  p c r  Ic L a n e é r o g è n e .  

. . 
1. La d i a L y s 2  cr: r : o n t i n : l  : l a  p r e m i e r e  r:C.?h-c<e n:::r>lo=rG~ ----. .. - .--.-----,-, --,. .--- .--..-.---.-.--. ~ i i i i . . 2 *  

C e t t c  mé tho ï j s  de p u r i f i c a : i v n  C t é  ~ t i l i s é e  

p a r  F u c h s  ~ . I R G ~ C :  (?A) d 3 ; l ç  ~;-/:~C--?~.,J;./. 

A p r è s  e x t r a c t i u r !  5 l f Z 5 i t r ,  l e s  é c h û r i t i i l e > . s  ac3nt m i s  e n  d i a -  
- 3  

l y s e  d a n s  1.- ':l;m::.,o~ ci :.: . ; t e  2 :c 10 M ,  kili 7 .  I.,e b a i n  d e  d i a -  
, . . .. 

l y s e  e s t  p r o c e g e  d e  l a  ; b . j n ~ + . ? r ~  e n v i r o n n a n t e  e t  g & r d é  a u  f r o i d ,  



A 3 .  

s o u s  a g i t a t i i n n -  2 c zniine 02111 e s t  r e n p l a c i . :  5. dciZfG::ents i n t e r -  

v a l l e s  d e  t ~ i ~ p s ,  !.es p r e m i e r s  c h a n g e m e n t s  n x r t a r i t  e s p a c é s  q u e  

d '  u n e  h e u r e .  

Nous  a v o n s  e f f e c r u G  ia c i n é t i q u e  s u i . v a z t e  : L e s  é c h a n t i l i o n s  

o n t  é t é  c o n t r ô l C s  e n  s p e c t r o s c o p i e  d ' a b s o r p t i o n  a p r è s  9 ,  1 5 ,  

1 7  e t  1 9  change:r,e^i:s d u  U,;in d e  8 i a l . y s e .  L a  ? ; l i é e  t o t a l e  d e  

l a  m a n i p u l . a t i o r i  a St6 d e  4 x 2 4  heure : :  

Le q p e c t r e  c l ' a k s o r p t i o n  frr. c a n c 6 r o g k n e  i i b r e  

p r é s e n t a n t  d e u x  b a n d e s ,  l ' u n s  à 3 5 1  n u ,  l q a n . r e  à 253 n a  

( F i g u r e s  1 4  e t  i 7 j ,  c i  1% ç p e . - L r e  d u  31JA i . s o l é  p r 5 s e i l t a i t  = n e  

b a n d e  i n " c n s o  2 7 5 0  7 2 z g  or: s ' a t ~ e e n d  à une i ~ - ~ r \ t r i b u t i o i - ~  d ü  c a n -  

c é r o g è n e  C i x é  à 2 6 0  nrii d a n s  l a  b e n d e  d u  P X k  ; p a r  c o n t r e ,  l a  

z o n e  500  n m - ? C O  nn: c ~ r r z s p o n d  a u  c a n c 6 r o g è n c  c z u ; ,  ?Lcus a v o n s  

d o n c  e n r e g i s t i é  cricqric s p e c t r e ,  d e  502 nn 3 220 c a l ,  e t  a v o n s  

exsrnine 3 c i i a q x e  J:c i . ~  c e s  de i lx  z o n e s  s p n c L - r ? . I . e ~ ,  

La f i g u r e  2"J  m o n c r e  les s p e c t - ~ s  n b t e r u ! ;  <:LayGç 9 c' :~angemen t s  
. . 

d u  b a i n  d e  d i a l y s e  p o u r  d e s  v a l e u r s  d e  R c.-a1.e.s à 1 et 2 .  
. " 

L a  p r e m i S r e  c o n ç t n t a t i o n  e s t  q u e ,  d a n s  1': iegroz > C O  na- -300  nm, 

l a  p r 2 s e n c e  d e  b a n d e s  n e t a b l e s  s i g ï i i f i e  que? le d i  L I ~ - : I W A Q O ,  

o u  p l u t 8 t  l'un s e s  p r o à u L ~ s  d'hydrolyse, z i n ~ ? e ï z . g i  a v e c  

l e  D N A ,  ~ , z ~ : < ~ ~ ; . i j ~ l  à!? l a  h a n d a  d u e  c u  c a - ~ . ç ~ r o ' ~ ~ ~ "  , , . . L  .SI s i  t u e  à 

3 3 0  nm ; o n  p e u t  n o t e r  é g a l . e m e n t  l a  ~ i é c . ~ . ~ ~ - ~  - . .  d ' u n  6 p a u I e r n e n t  

d a n s  l a  r é g i o n  3 9 0  nm-370 nn. 

D a n s  l a  z o n e  6 . ' a h ç o i p t i o n  U . V . ,  n o u s  c o n s t a t o r s  q u ' à  2 6 0  nm, 
- .  

l a  D . O .  d e s  DNA a y a n t  r e a g i .  E - J ~ C  l e  canrc,:c;;~.r-,r e s t  s u p é -  

r i e u r e  à c e l l e  d u  D N A  t e m o i n  (Y. = O ) .  La - ~ a : ~ c r  5 250 nm à 

e l l e  s e u l e  n ' e s c  c e p e n d a n t  p a s  u t i i i s a b l - e ,  La d i a l y s e  i n t r o -  

d u i s a n t  t o u j o u r s ,  d ' u n  é c h a r . t i i l o n  à un  a u t r c ,  cn f a c t e u r  d e  

G i l u t l o n  n o n  r e p r o d u c t i b l e .  !le même, p o u r  c e t t e  r a i s o n ,  l a  

v a l e u :  à 3 3 0  i i i l l  2 e l l e  s e u l e  c ' e s C  p a s  u t i i i ç a E i e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  n c u s  ~e ccnsidéreions pas, C a n s  c s t t e  m i s e  a u  

p o i n t ,  les e f f e t s  I iyperci i l -ornes  o u  h y p o c h r o i n o r ;  p r !uvan t  e x i s t e r  

d a n s  1-s I i l i : ? i i ~ ~  : - : : ç~e~" , i i ; kn :~ i~ i ; :  2. 2 5 0  i.iï P L  33: r ~ n .  
. . 

Nous  a v o n s  L ~ : r ~ ! c : t - - ~ s c  c. iaqile é c h a n t S  I t o n  P T T  i k  r a p p o r t  

D . O .  
3 3 0  e t  , î . , i - : n s  a i n s i .  s u i v i  l a  c i n é t i G ~ i -  d e  $ . i a !yse ,  

\ 3 . 0 .  
2 6 0  

Comme n ~ r i s  1.e z: .-?trt: 1.e T a b l e a u  1 ( p .  7 9  1, ce ~ . a j ? p o r b  r e s t e  

constant nu bi;c~i .  d e  1 7  c h a r i g e n e n t s  d u  b 2 i . n  r!e d i a l - y s e  : 





T a b l e a u  1 ---- 

Nombre  
d e  

V a l e u r s  d u  r a p p o r t  D . O .  / n . 0 , 2 6 û  
3 :: 3 

p o u r  d i f f é r e n t s  K 

c h a n g e m e n t s  -- pp 

R =  l R = 2  R = O  

L a  f i g u r e  2 1  ea c'oczc. ! . ' L l l . r i i , C i a L i o n ,  p o i l ï  u? r a ?pc j r t  d s  

d é p a r t  R -̂  2 : lc:  s p e i - t r e  d ' a b ç o i i : t i o n  nn  v a - - i e  p P i i s  a u  b o u t  
, .  . d e  1 7  c h a n g e r n e a t : ~  d u  h a i n  d e  a l z ~ y s e .  

N o u s  a v o n s  d o n c  a t t e i n . 5  u n e  l i a i t e  ; c e p e n d c n t ,  c e c i  e s t  à 

i n t e r p r é t e r  a v e c  p r u d e c c i  : l a  p r é s e n c e  d e  13. b a n d e  à 3 3 0  nm, 

a p r è s  d i a l y s e  e n  c o n c i n u ,  n e  s i g n i f i e  e n  r i e n  q u e  l e  p r o d u i t  

f i x é  a u  D N A  l ' e s t  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e .  

I I .  L a  ~ r é c . i ~ i t a t i o n  a I ' é t h a n o ! ,  

Pulsq- un c e r t a i n  n o m b r e  d ' a u t e u r s ,  t e l s  S a d a  

Q X  a[ ( 1 6 0 )  e t  E n o m o t o  22 a l  ( 3 2 )  o n t  u t i l i s é  l a  p r é c i p i t a t i o n  

à l ' é t h a n o l  p o u r  p u r i f i e r  l e u r s  6 c h n n t l l L ~ c s  d c  E N A  a p r è s  

r é a c t i o n ,  s o i t  a v e c  l e  4HAQ0, s o j  t a v o c  le d 6 i i ~ : é  d i  Ac-4HAO0, 

n o u s  a v o n s  v o u l u  t e s  t e r  c e t t e  r n é t h o d ?  s u r  n c s  é c h a n t i l l o n s  . 
Nous  a v o n s  d o n c  s o ü n i s  L e s  é c h a n t i l l o n s  p r 4 c G d ~ n t s ,  p u r i f i é s  

p a r  d i a l y s e  e n  c o n t i ~ u ,  ; u n e  p r é c i p i t a t i o l  2 1 9 6 t h a n o ! .  

L a  t e c h n i q u e  e s t  l a  s u i v a n t e  : o n  a j o u r 2  d c h a q u e  é c h a n t i l l o n  : 

- 0 , l  v ~ 1 u x e  d e  7 a C 1  5 3l 

- L v o l ~ m e s  c ' i ' é t ' i a n o i  f r o i d  

L e s  t u b e s  snne  a l o r ,  f o r t e l n e n t  a g i t é s  e t  lt' 3 N A  p r s c i p i t e .  

On c e n t r i f u a t h  7 s s ~ - i j u t i o t i s  2 0  i n l n u t e s  2 50d0 t j m n  ; l e  c u l o t  

e s t  s é c h é  e t  r c a L s  e n  s o : u t i o n  d a n s  l e  t a n p o n .  



hl- . - 
d-4 



A p r è s  d i s s o l u t i o n  O G  E N A ,  l e s  s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  d e s  s o l u -  

t i o n s  o n t  é t é  e n r e g i s t r é e s .  Nous  a v o n s  a l o r s  c o n s t a t é  q u e ,  d a n s  

l a  z o n e  spectrale c o r r e s p o n d a n t  a u  c a n c é r o g è n e ,  l ' i n t e n s i t é  d e  

l a  b a n d e  d ' a b s o r p t i o n  é t a i t  f o r t e m e n t  d i m i n u é e .  

L e s  v a l e u r s  d e s  r a p p o r t s  D ~ 0 . 3 3 0 / D . 0 . 2 6 0 ,  a v a n t  e t  a p r è s  p r é c i -  

p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l ,  s o n t  d o n n é e s  d a n s  l e  T a b l e a u  I I  c i - d e s s o u s  

Avant p r é c i p i  c a t i o n  

à l lEtOH 

Après p r é c i p i  kat i o n  

à 1'EtOH 

V a l e u r s  r a p p o r t  

p o u r  d i f f é r e n t s  R 

I l  s e m b l e  d o n c  q u ' u n e  g r a n d e  p a r t i e  d u  c a n c é r o g è n e  s o i t  é l i m i n é e  

p a r  l ' é t h a n o l .  On p e u t  d ' a i l l e u r s  s ' e n  r e n d r e  c o m p t e  même à 

l ' o e i l  n u  : l e  s u r n a g e a n t  e s t  c o l o r é  e n  j a u n e .  

P o u r  a f f i n e r  l a  d é t e c t i o n  du  c a n c é r o g è n e  l i é  a u  

D N A ,  n o u s  a v o n s  m i s  à p r o f i t  l e  f a i t  q u e  l e  d i  Ac-4HAQO e s t  

f l u o r e s  c e n t .  Kou:: a v o n s  d o n c  t r a c é  l e s  s p e c t r e s  d e  f l u o r e s c e n c e ,  

a p r è s  un c e r t a i n  n o m b r e  d e  p r é c i p i t a t i o n s  s ü c c e s s i v e s  à l ' é t h a n o l  

a f i n  de  m o n t r e r  q u ' i l n  s e u i l  p e u t  ê t r e  a t t e i n t ,  a u - d e l à  d u q u e l  l e  

c a n c é r o g i 5 n e  r e s r c  d é £  i n l t i  v e m e c t  f i x é .  

Le v o l u x e  d? l ' n c 5 a ~ 1 t i l ? c : i  e s i  s o i g n e u s e m e n t  m e s u r é  a v a n t  c h a q u e  

p r é c i ? 4 t a i _ ! ' o ~ ,  A r r ,  ; c c i l ; r i  f u ç a t i o n  d ~  p r é c i p i t é ,  O ?  l e  d i s s o u t  

à n o u v e a ~ .  i ; ; j i -  . \r , ' u n e  d e  t e z p o n  i d e n t i q u e  à c e l u i  n o t é  a u  

d é p a r t ,  d e  fa:: ln 2 n i a l , l t e n i r ,  d ' u n e  p r é c i p i t î t i o n  2. u n e  a u t r e ,  

u n e  c o n c e x + t  r a t i o n  et: 3 S A  c o n s  t a n t e  p o u r  un même é c h a n t i l l o n .  

A p r è s  c h a q u e  p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l ,  l ' é c h a n t i l l o n  e s t  d i a l y s i  

d e u x  h e u r e s  ( 2  c:;ar.igzvents d u  b a i n )  d a n s  l e  t a m p o n ,  p o u r  é l i m i n e r  

l ' é t h a n o l  r e ç  t a n t .  



Nous a v o n s  e t u d i é  d e u x  é c h a n t i l l o n s  d i f f é r e n t s  : 

R = 0 , 5  e t  R = i ,  a i n s i  q u ' u n  t é m o i n  s a n s  c a n c é r o g è n e ,  R = 0 .  j 

Les  s p e c t r e s  de  l Z u o ~ e s c e n c e  s o n t  r é a l i s é s  à p a r t i r  d e  f r a c -  1 

t i o n s  Ge 1 0 0  d 1 ,  J i l ~ S c  s d e  f a ç o n  i d e n t i q u e  d ' i in  é c h a n t i l l o n  t. 
à l ' a u t r e ,  p o u r  q u e  l e s  r é s u l t a t s  p u i s s e n t  ê t r e  c o m p a r é s  e n t r e  

e u x .  

Les  s p e c t r e s  U " 6 ~ i s s i c n  de L L u o r e s c e n c e  o n t  é t é  e n r e g i s t r é s ,  

l a  l o n g u e u r  Z ' o n d e  d ' e x c i t a t i o n  é t a n t  f i x é e  à 3 5 0  nm. La 

c o n c e n t r a t i o n  du D X h  e s t  d e  0 , 4 3  mg/ml p o u r  l ' é c h a n t i l l o n  

R = 0 , 5  e t  de 0,52 : ~ g / ~ : i l  p o u r  7 ' é c h a n t i l l o n  R = 1 .  

L e s  r é s u l t a t . -  o b t e r i i ~ s  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l e s  f i g u r e s  2 2  e t  

2 3 ,  P u i s q u e  _e U N A  n ' s i s  t  p a s  f 7 u o r e s c e n t ,  l a  b e n d e  d ' é m i s s i o n  

o b s e r v 5 e  e s t  due 31: c a n c é r a g è ~ e  f i x é  s u r  l a  r i a c r o m o l é c u l e .  

Dzns l e s  d e u x  c ( 5 ,  . % o u ;  poi ;vons c o n s t a t e r  q u ' u n e  l i m i t e  e s t  

a t t e i n t e  a p r z s  o e ~ ;  r r t c ; p i t a t i o ? s  à L % t X a n o ? ,  p u i s q u e  l ' i n t e n -  

s i t é  d u  s p e c t r e  oh t e n u  n e  v a r i e  p r a t i q u e m e n t  p l u s  e n s u i t e  ; 

l e  r é s u l t a t  e s t  d ' a l i l ~ u r s  q u a s i m e n t  a t t e i n t  a p r è s  l a  p r e m i è r e  

p r é c i p i  t a t l o n .  

Nous a t t r i b u o n s  l e s  v a r i n t i o n s  m i n i m e s ,  observées e n t r e  l a  
. .. d e u x i è m e  e t  la t L O I S ~ , E  fie p r é c i p i t a t i o n ,  à l ' e r r e u r  i n t r o d u i t e  

a l o r s  d a n s  1 2  c n n c e n t r a t i o n .  En e f f e t ,  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é  l e s  

s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  d e s  l i q u i d e s  d e  p r é c i p i c a t i o n  c b t e n u s  à 

p a r t i r  d u  t é ~ o i ~ .  R - (1, d e  3 0 0  nm à 2 2 0  nm. Wous a v o n s  a l o r s  

pu c o n s t a t e r  q ~ i z  l e s  aic L ~ X  p r e ~ i è r e s  p r C c i p i t c ? t i o n r ;  à l ' é t h a n o l  

n l e n t r a ? n a i e n ;  a u c u n ?  y e r t e  e n  m a t é r i e l ,  l a  D . O .  d e s  l i q u i d e s  

de p r é c i p i t a t i o n  c o r r e s p o n d a n t s  é t a n t  n u l l e ,  à 2 6 0  nm. P a r  

c o n t r e ,  l e  s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  du l i q u i d e  de  t r o i s i è m e  p r é c i -  

p i t a t i o n  m o n t r e  u n e  1 6 g è r e  absorbante à 2 6 0  nm : D . O .  = 0 , 0 5 .  

E n  c o n s i d é r a n t  que l e s  é c h a n t i l l o n s  R = 0 , 5  e t  = 1 o n t  s u b i  

l a  même p e r t z  ? n e  l e  t é x o i n  K = O ,  on p e u t  s u p p o s e r  q u e  c e t t e  

p e r t e  e n  n a t 6 r i c i  p - i i ~ ~ e  e x p l i q u e r  l a  v a r i a t i o n  min ime  n o t é e  

e n t r e  l a  L G - l i  r t  ia ji :te p r 4 c i p i t a t i o n .  

',-: nax imuni  d e  1 d  b a n d e  d ' é m i s s i o n  e s t  s i t u é  à 

l a  m ê ~ ; ; ~ .  l o n g i l  , ~ l r  c ' k o n d r .  a v a n t  e t  z p r è s  p r é c i p i t a t i o n  : 4 6 3  nm. 

La  Eornic- Si- 1 ?':.>..le es: p r a t i c ~ u c m e n t  l a  mene d a n s  l e s  d e u x  

c a s  ; o n  p ~ x l t  : ~pi>:-.,a;;: n o t e r , a v a n t  l e  t r a i t e m e n t  à l ' é t h a n o l ,  

l a  p r é s e n c e  d '  1 i ,, i11erncnt à 4 5 5  nm q u i  d i s p a r a î t  d è s  l a  

p r e m i è r e  p i - é r i p i  t n t i o n .  

I l  s e m b l e  clonc q u e  c e , t a r n s  p r o d u i t s ,  q u i  s o n t  é l i m i n é s  p a r  

l ' é t h a n o l ,  ~è S i f i r r e r a i e ~ t  de c e u x  q u i  r e s t e n t  f i x é s  s u r  l e  
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D N A  q u e  d e  p a r  l e u r  r e n d e m e n t  q u a n t i q u e - .  

Le f a i t  q u ' u n e  c e r t a i n e  q u a n t i t é  d e  c a n c é r o g è n e  

s o i t  é l i m i n é e  p a r  l ' é t h a n o l  p e u t  ê t r e  i n t e r p r é î é  de  d e u x  

m a n i è r e s  d i f f é r e n t e s  : 

. A p r è s  d i a l y s e ,  t o u t  l e  c a n c é r o g è n e  n ' e s t  p a s  f i x é  

de  f a ç o n  c o v a l e n t e  ; c e t t e  h y p o t h è s e  s e r a i t  e n  a c c o r d  a v e c  

l e s  r é s u l t a t s  de  Enomoto  6'1 ( 3 2 )  e t  d e  T a d a  Qt al ( 1 6 0 ) .  

On admet  d a n s  c e  c a s  q u e  l a  p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l  é l i m i n e  

l e s  m o l é c u l e s  de  c a n c é r o g è n e  q u i  s o n t  f i x é e s  s u r  l a  m a c r o -  

m o l é c u l e  p a r  d e s  l i a i s o n s  d e  f a i b l e  é n e r g i e  : d e  t y p e  i o n i q u e ,  

o u  de t y p e  h y d r o p h o b e ,  ou ( e t )  l i a i s o n s  h y d r o g è n e .  

. T o u t  l e  c a n c é r o g è n e  e s t  b i e n  f i x é  de f a ç o n  c o v a l e n t e  ; 

d a n s  c e  c a s ,  l a  p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l ,  g u i  i m p l i q u e  l e  

p a s s a g e  dli D N A  de  l ' é t a t  d i s s o u s  à L 1 6 t a t  de  p r é c i p i t e , ,  e s t  

t r o p  b r u t a l e  e t  p e u t  f a v o r i s e r  l ' h y d r o l y s e  d e  l a  L i a i s o n  

DEA-cancé rogène .  

La d e u x i è m e  h y p o t h è s e  n o u s  p a r a î t  f o r t  p e u  p r o b a b l e ,  1 ' é t h a n o l  

n ' é t a n t  p a s  e n  g é n é r a l  un a g e n t  d ' h y d r o l y s e .  C e p e n d a n t ,  l e s  

m é c a n i s m e s  c h i m i q u e s  i m p l i q u é s  d a n s  l ' i n t e r â c t i o n  DNA-di Ac- 

4HAQO e t  l e s  s i t e s  d e  c e t t e  i n t e r a c t i o n  é t a n t  e n c o r e  m a l  

c o n n u s ,  n o u s  n e  p o u v i o n s  é l i m i n e r  d i r e c t e m e n t  c e t t e  é v e n t u a l i t é ,  

Une t r o i s i è m e  é t a p e  d u  t r a v a i l  a  d o n c  c o z s i s t é  à c h e r c h e r ,  

à l ' a i d e  d e  d i f f é r e n t s  t e s t s ,  l a  n a t u r e  de l a  l i a i s o n  du 

c a n c é r o g è n e  q u i  r e s t e  f i x é  s u r  l e  D N A ,  a p r e s  d i a l y s e .  

I I I .  L e s  t e s t s  e f f e c t u é s  s u r  l e  D N A  " m o d i f i é " .  

Nous a v o n s  s o u m i s  l e s  é c h a n t i 7 1 0 n s  d e  D N A ,  a p r è s  

e x t r a c t i o n  2 l ' é t h e r  ou a p r è s  d i a l y s e ,  à d e u x  t e s t s  d i f f é -  

r e r z t s  q u i  n o u s  o n t  n o n t r é  q u e  l a  m a j e u r e  p a r t i e  du  c a n c é r o g è n e  

r e t r o u v é  s u r  i e  2 N A  a p r è s  d i a l y s e  n ' é t a i t  p a s  f i x é e  d e  f a ç o n  

c o v a l e n t e  s i ? r  Id r n a c r o m o l é c u i e .  

A )  D i a L x s e  ---- ------------...--- d a n s  u n  m é l a c g e - & a g p o n / é t h a n o l  : 5 0 1 5 0 .  ------------------ 

C e t t e  t e c h n i q u e  de  p u r i f i c a t i o n  a  é t é  u t i l i s é e  

p a r  Chang al d a n s  l e  c a s  du  N-Ac-AAF ( 1 3 ) .  La m é t h o d e  e s t  

p l u s  l e n t e  q u e  l a  p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l ,  m a i s  e l l e  p r é s e n -  

t e  l ' a v a n t a g e  d ' ê t r e  m o i n s  b r u t a l e .  



Nous a v o n s  d i a l y s é  d e u x  s é r i e s  d ' é c h a n t i l l o n s  

i d e n t i q u e s ,  a p r è s  e x t r a c t i o n  à l ' é t h e r  : l h n e  d a n s  l e  t ampon  

s e u l  e t  l ' a u t r e  d a n s  l e  m é l a n g e  t a m p o n / é t h a n o i  : 5 0 1 5 0 .  

L e s  r é s u l t a t s  s o n t  i n d i q u é s  d a n s  l e  T a b l e a u  I I I  c i - d e s s o u s  : 

Valeurs du r appor t  D . O . l j O / D . O .  
260 

C h a n g e m e n t s  - 
R = l  R - 2  

Dialyse dans 
5 

tampon setil  
10  

15 

Oialysc  dans 5 
tûzpon 

E t h  alto i 1 O 

50/50 15 

On r e m a f q ù e  q u e  : 

A p r è s  5  c l ~ a i z g e r n e n t s  d e s  d e u x  b a i n s  d e  d i a l y s e ,  o n  o b t i e n t ,  

p o u r  l e  s o l v a n t  t a m p o n / é t h a n o l ,  l a  même v a l e u r  du r a p p o r t  

D * O * 3 3 0 / " * 0 " 2 6 0  q u e  c e l l e  o b t e n u e  d a n s  l e  tamyon s e u l ,  a p r è s  

19  c h a n g e m e n t s  ( v o i r  T a b l e a u  I, p .  7 9 ) .  

. A p r è s  10 c h a n g e m e n t s  du b a i n  t a m p o n / é t h a n o l ,  o n  o b t i e n t  

une  v a i e u r  Q u  r a p p o r t  D . O .  3 3 0 / D ' 0 ' 2 6 ~  i d e n t i q u e  à c e l l e  o b t e n u e  

l o r s  d e  i a  p r é c i p i t a t i o n  2 l ' é t h a n o l  ( v o i r  T a b l e a u  I I ,  p .  8 0 ) .  

. Q u a n d  l e  t a m p o n  s e u l  e s t  u t i l i s é  comme b a i n  d e  d i a l y s e ,  

l a  l i m i t e  oDte  - u e  p o u r  l e  r a p s o r t  D . O .  3 3 0 / ~ . o . 2 6 0  e s t  t o u j o u r s  

s l ~ p é r i c u r - e  à la v a l e u r  o b t e n u e  p a r  p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l .  

Fr - o n , - l u s i o n ,  c e c i  n o u s  m o n t r e  q u e  l a  p r é c i p i t a -  

t i o n  à, l '  Gr i l an01  p r é c é d e m m e n t  e f f e c t u é e  n 7 h y d r o l y s e  p a s  l a  

l i a i s o n  c o v a ~ e r ~ t e  e n t r e  l e  D N A  e t  l e  c a n c é r o g è n e ,  p u i ~ q u e  l a  

d i a l y s e  d a n s  u n  inGlange t a m p o n / é t h a n o l  a b o u t i t  a u  même r é s u l t a t .  

Le c a n c é r o g g ~ e  ? u ;  e s t  é l i m i n e  p a r  l ' é t h a n o l  e s t  d o n c  f i x é  a u  

D N A  p a r  l ' i c t e r n i e d i a i r e  4 ' u n e  l i a i s o n  n o n  c o v a ? e n t e ,  de f a i b  l e  

é n e r g i e .  



B )  D i a l y s e  -----------------------------L-_- d a n s  u n  m i l i e u  NaCl  1 5 M .  

A f i n  d e  m o n t r e r  l e  c a r z c t è r e  n o n  c o v a l e n t  d e  l a  

l i a i s o n  d u  c a n c é r o g è n e  é l i m i n 6  à l ' é t h a n o l . ,  n o u s  a v o n s  e s s a y é  

d e  p r o u v e r  l e  c a r a c t è r e  i o n i q u e  d e  c e t t e  i n t e r a c t i o n .  E n  

e f f e t ,  P a u l  al ( 1 2 8 )  o n t  m o n t r é  q u e  l e  4NQ0, q u i  s e  f i x e  

p a r  l i a i s o n  e s s e n t i e l l e m e n t  i o n i q u e  s u r  l e  D N A  i n  V ~ A R O ,  

é t a i t  d i s s o c i é  d e  l a  m a c r o m o l é c u l e  p a r  a u g m e n t e t i o n  d e  l a  

f o r c e  i o n i q u e  du  m i l i e u .  

N o u s  a v o n s  d o n c  d i a l y s é  l e s  é c h a n t i l l o n s  d e  D M A ,  a p r è s  l i m i t e  

d e  d i a l y s e  d a n s  l e  t a m p o n  s e u l ,  c o n t r e  u n  t a m p o n  NaCl  1 , 5  M .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a p r è s  p l u s i e u r s  c h a n g e r , e n t s  du b a i n  d e  

d i a l y s e  ( T a b l e a u  I V  c i - d e s s o u s )  n o u s  o n t  a a e n e e  à p e n s e r  q u e  

l ' e f f e t  d e  l a  f o r c e  i o n i q u e  é t a i t  l e  même q u e  c e l u i  d e  l ' é t h a -  

n o l  : ! a  b a n d e  à 330 nm d i s p a r a î t  p r e s q u e  t o t a l e n e n t , c o m m e  

l ' i n d i q u e n t  l e s  r a , ,  o r t s  D . 0 .  3 3 0 / 3 . 0 .  2 3 0  ' 

D i a l y s e  : 

Tampon s e u l  

D i a l y s e  : 

1,5 Fi NaCl  

Valeurs  du ra.?port D . O .  3 3 0 / ~ ' ~ ' 2 6 0  

C h a n g e m e n t s  -- 
R =  l R = 2  

A p r e s  p r é c i p i -  
t a t i o n  à l ' é t h a -  
n o  1 

P a r  c o n s é q u e n t ,  n o u s  a v o n s  m o n t r é  q u e  l a  d i a l y s e  

d a n s  l e  t a m p o n  s e u l  4 t a i t  i n e f f i c a c e .  

Nous  a v o n s  c l i o i s i  de p u r i f i e r  nos é c h a n t i l l o n s  p a r  p r é c i p i t a t i o n  

à l ' é t h a n o l  : e n  e f i e ~ ,  c o n t r a i r e m e n t  à u n e  d i a l y s e ,  c e t t e  m é t h o -  

d e  p r é s e n t e  l ' a v a n t a g e  d ' ê t r e  t r è s  r a p i d e ,  c e  q u i  n o u s  s e m b l e  



ê t r e  u n  f a c t e u r  f a v o r a b l e  d a n s  l e  c a s  d u  d i  Ac-4HAQO d o n t  n o u s  

a v o n s  s o u l i g n é  p r é c é d e m m e n t  l ' i n s t a b i l i t é  e n  n i l i e u  a q u e u x .  

L ' e x a m e n  d e s  s p e c t r e s  d'absorption o b t e n u s  a u  

c o u r s  d e  d i a l y s e s  d a n s  l e  t a m p o n  s e u l  s e m b l e  x o n t r e r  u n e  é v o l u -  

t i o n  i m p o r t a n t e  du  d i  Ac-4HA.O q u a n d  i l  r e s t e  t r o p  l o n g t e m p s  

e n  s o l u t i o n  a q u e u s e ,  D a n s  l a  f i g u r e  2 1 ,  r e p r é s e n t a n t  l e  s p e c t r e  

d u  d i  Ac-4HAQO e n  c o u r s  d e  d i a l y s e  d a n s  l e  t a a p o n ,  o n  p e u t  c o t e r  

l a  p r é s e n c e  d r x n  G p a u l e m e n t  à 3 9 0  nm, p u l - ,  q u a n d  l a  d u r é e  

a u g m e n t e ,  d ' u n  a u t r e  à 3 7 0  nm. L'épaulement à 3 9 0  nm c o r r e s p o n -  

d r a i t  à l a  b a n d e  o b s e r v é e  à c e t t e  l o n g u e u r  d ' o n d e  d a n s  l e  s p e c -  

t r e  d u  d i  Ac-4HAQO s e u l ,  a p r è s  2 4  h e u r e s  d e  s o l v o l y s e  ( F i g .  1 8 ) .  

On p e u t  d o n c  p e n s e r  q u e  p e n d a n t  l ' i n c u b a t i o n  d e  1 h  3 0 ,  à 3 7 ' ~ ~  

d e s  p r o d u i t s  d ' h y d r o l y s e  d u  d i  Ac-4HAQO v i e n d r a i e n t  e n  c o n t a c t  

a v e c  l a  m a c r o m o l é c ~ l e ,  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l ' é t h a n o l  p r é s e n t  

d a n s  l a  s o l u t i o n .  P a r  l n  s u i t e ,  L ' é t h a n o l  é t a n z  é l i n i n é  e u  c o u r s  

d e  l a  d i a l y s e ,  c e s  p r o d u i t s  s e r a i e n t  l i b é r é a  d a n s  l e  m i l i e u  

a q u e u x  e t  s u b i r a i e n t  l a  d é g r a d a t i o n  n o t é e  e n  s o l v o l y s e ,  e n  2 4  h 

e t  p l u s .  C e t t e  hypothèse n e  p e u t  e n c o r e  ê t r e  v é r i f i é e  a v e c  p r é c i -  

s i o n  a c t u e l l e m e n t ,  n o s  c o n n a i s s a n c e s  s u r  l e s  p r o p r i é t é s  c h i m i q u e s  

d u  d i  Ac-4HAQO é t a n t  t r o p  i n c o m p l è t e s .  M a i s  c e t t e  o b s e r v a ~ i o n  

n o u s  d o n n e  c e p e n d a n t  d e  f o r t e s  p r é s o m p t i o n s  p o u r  s u p p o s e r  q u e  

l a  d i a l y s e ,  même e n  p r é s e n c e  d ' é t h a n o l ,  e s t  urie m a u v a i s e  m é t h o d e  

d e  p u r i f i c a t i o n  d a n s  l e  c a s  d u  d i  Ac-4EAQO. C e t t e  t e c h n i q u e  e s t ,  

e n  e f f e t ,  t r o p  l e n t e  e t  p e u t  d o n c  f a v o r i s e r  l a  d é g r a d a t i o n  d u  

c o m p o s é  e n  m i l i e u  a q u e u x ,  d o n n a n t  d e s  p r o d u i t s  d e  d é c o m p o s i t i o n  

q u i  r i s q u e n t  de  s o u i l l e r  l e s  p r é p a r a t i o n s .  

L a  p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l  p r é s e n t e  un a u t r e  

a v a n t a g e  : e l l e  e s t  u t i l i s é e  p o u r  e x t r a i r e  l e  D N A  i n  u i Z f ~ 0 .  

En 1 9 7 1 ,  K a p u l e r  e t  M i c h e l s o n  ( 6 6 )  a v a i e n t  o b s e r v é ,  

d a n s  l e  c a s  d ü  E-Ac-AhF, u n  p h é n o m e n e  ç e m b l x b  l e  à c e l u i  q u e  n o u s  

v e n o n s  d e  d é c r i r e .  L I ;  m o n t r è r e n t  q u e ,  a p r è s  r é a c t i c n  d e  c e  

c a n c é r o g è n e  u i t l m e  s u r  l e  » N A  i n  u ~ , ~ ? L o  p u i s  s é p a r a t i o n  du  c a n c é -  

r o g è n e  n ' a y d n t  ? u s  r e a g i  s u r  i lne c o l o n n e  d e  S e p h a d e x  G 2 5 ,  l e s  

s p e c t r e s  d ' a u ç o r p t i r > n  d e  l e u r s  é c 1 i a n : i l l o n s  p r é s e n t a i e n t  u n e  

l a r g e  b a n d e ,  5 e n - r i r o n  ;!+O nn,. C e t t e  b a n d e  d i s p a r a i s s a i t  a p r è s  

p r é c i p i t a t i o n  d e s  3I;A '5 l ' é t l i û n o l ,  d é m a s q u a n t  a l o r s  l a  b a n d e  à 

3 0 5  nm, q u i  c o r r e s p o n d  a c  c s n c é r o g è n e  f i x é  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e .  



I l s  a v a i e n t  a l o r s  é m i s  l ' h y p o t h è s e  d e  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  

à t r a n s f e r t  de  c h a r g e  e n t r e  l e  N-Ac-AAF e t  l e s  b a ~ e s  d u  D N A ,  

c e  c o m p l e x e  é t a n t  d é t r u i t  p a r  p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l .  

I l  s e  p e u t  q u ' u n e  t e l l e  i n t e r a c t i o n  a i t  l i e u  d a n s  l e  c a s  d u  

d i  Ac-4HAQ0, p u i s q u e  n o u s  a v o n s  m o n t r é  q u e  l e  c a n c é r o g è n e  é t a i t  

é l i m i n é  e n  m i l i e u  lTaC1 1 , 5  M .  N ~ U S  n e  sommes c e p e n d a n t  p a s  e n  

me: a r e  de  c o n c l u r e  a v e c  p r é c i s i o n  a c t u e l l e i n e n t  ; c e c i  n ' e s t  

d ' a i l l e u r s  p a s  l e  b u t  de  n o t r e  t r a v a i l ,  p u i s q u e  n o u s  n o u s  i n t é r e s ,  

s o n s  à l a  l i a i s s n  c o v a l e n t e  du  c a n c é r o g è n e  s u r  l e  D N A .  

Un tra- ail t o u t  r e c e n t  s u r  l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e s  

p o l y n u c l é o t i d e s  s y n t h é t i q u e s  e t  l e  N-Ac-AAF a  é t é  e n t r e p r i s  p a r  

H a r v a n  QZ aL e n  1 3 7 7  ( 4 2 ) .  Ces c h e r c h e u r s  o n t  p u r i f i é  l e u r s  é c h a n  

t i l l o n s  de  d e u x  m a n i è r e s  d i f f é r e n t e s  : 

- d i a 1 y . e  e n  c o n t i n u  d a n s  l e  t ~ z r p o n  s e u l  ; 

- p ~ é c i p i t a t i o n s  e t  l a v a g e s  à I ' é t h â n o l .  

I l s  o n t  m o n t r é  q u z  l a  f a ç c r i  l a  p i - 1 s  s û r e  d q é l i z ; l n e r  t o u t  l e  c a n -  

c é r o g è n e  n o n  f i x é  d e  f a c o n  c o v a l e n t e  é t a i t  l a  p r é c i p i t a t i o n  à 

l ' é t h a n o l .  

En c o n c l u s i o n ,  p u i s q u e  d a n s  l e  c a s  d u  d i  Ac-4HAQ0, 

a p r è s  d e u x  p r é c i p i t a t i o n s  à l ' é t h a n o l ,  l a  nSme q u a n t i t é  d e  c a n c é -  

r o g è n e  r e s t e  f i x é e  s u r  l e  D N A ,  n o u s  avorLç  ô ' o p t é  l a  rn6thod2 de  

p u r i f i c a t i o n  s u i v a n t e  : d e u x  p r é c i p i t a t i o n s  à l ' é t h a n o l ,  a p r è s  

e x t r a c t i o n  à 1-éther e t  d i a l y s e  r a p i d e  p o u r  é l i m i n e r  l ' é t h e r  

r e s t a n t .  

I V .  A m é l i o r a t i o n  d e  l a  q é t h c d e  : d i m i n u . t I o n  du t 2 p s  de  r é a c t i o n .  -- 

PenoanL  l a  d t ~ r é e  d e  l ' i n c u b a t i o n  d u  d i  Ac-4HAQ0, 

e n  p r é s e n c e  de  D N A ,  i l  y a  c o n c u r r e n c e  e n t r e  d e u x  phénomènes  

c h i m i q u e s  : 

- L 'un  q u i  r e p r é s e n t e  l a  r é a c t i o n  f a v o r a b l e  : 

f o r m a t i o n ,  à p a r t i r  du d i  hc-4HAQ0, d e  composés  r é a c t i f s  q u i  s e  

f i x e n t  s u r  l e  D h A  d e  f a ç o n  c o v a l e n c e  ; 

- I ' a u t r e  q u i  e s t  d é f a v o r a b l e  : une  d é g r a d a t i o n  

p l u s  poussGe  d u  cc1n C-i>gè71e,  c;ui a b o u t i t  à l a  n a i s s a n c e  d a n s  

l e  m i l i e u  d e  p r o d u i  t v  d i v e r s  q u i  p o u r r a i e n t  a l o r s  : 



. s o i t  s e  f i x e r  a u  D N A  p a r  l i a i s o n  de  f a i b l e  

é n e r g i e  ; 

. s o i t  i n t e r a g i r  e n t r e  e u x  p a r  d e s  r é a c t i o n s  

i n t e r m o l é c u l a i r e s  p o u r  d o n n e r  d ' a u t r e s  c o m p o s é s  p l -us  c o m p l e x e s .  

Kous a v o n s  n o t é  d a n s  :a p a r t i e  e x p é r i m e n t a l e  

( P a r a g r a p h e  I V ,  C ; p .  6 9 )  q u e  l e  t emps  d e  1 1 2  s o l v o l y s e  du 
-3  d i  Ac-4HAQO e n  m i l i e u  r a n p o n  c i t r a t e  2 x 10  M, pH 7 / é t h a n o l  : 

8 0 / 2 0 ,  à 3 7 " ~ ,  G c a l  *. 2,. Lqcrd:e  d e  8 m i n u t e s .  P a -  c o n s é q u e n t ,  

a u  b o u t  d ' e n v i r o n  I I  i; d ' h e u r e ,  t o u t  l e  G :  Ac-LFIAQO e s t  d é c o m p o s é .  

En p r é s e n c e  d e  13 n l a c r c n o l é c ~ l e  d e  D N A ,  l a  s o l - ? @ l y s e  e s t  r a l e n -  

t i e .  P o u r  c e t t e  : - c l . ; o n ,  ;;^us a .  :ans t o u t  d ' a b o r d  c h o i s i  un  t e n p s  

d ' i n c u b a t i o n  d e  1 h ? O ?  m s i s  i l  s e  p e u t  q 3 ' a v e c  une  d u r é e  d e  

r é a c t i o n  p l u s  c o u r t e  cri ~ r r i v e  a u  m g ~ e  r é s u l t a t  " " n a ? .  Nous 

a v o n s  d o n c  essa1.é ~e i ~ i m i n r i e r  l e  t e n p s  d r  r é a c t i o n  d e  m o i t i é  

a f i n  d e  l i n i t e r ,  p e - i l  sr.: l t  i n t e r - i t i o n  "\lA-di Ac-4KAQ0, l e  

deux ièn ie  phérornen  - ch;  n i  qrie dG;_fa; o r a b l e  q u e  n o r s  a v o n s  c i  t é  p l u s  

h a u t .  

P o u r  c e l a ,  n o u s  a v o n s  f ; . L t  r é a g i r  d e u x  é c h a n t i l l o n s  DNA-cancéro-  

g è n e  R = 0 , 5 ,  p r é p a r é s  d e  f a ç o n  i d e n t i q u e ,  l ' u n  é t a n t  i n c u b é  

p e n d a n t  1 h  30 e t  l ' a u t r e  p e n d a n t  3 1 4  d ' h e u r e .  Nous a v o n s  a l o r s  

c o m p a r é ,  a p r è s  p r é c i p i t a t i o n  2 l ' é t h a n o l ,  l e s  s p e c t r e s  d ' a b s o r p -  

t i o n  o b t e n u s  d a n s  l e s  d c ü i :  c a s ,  erz c a l c u l a ~ t  l e s  r a p p o r t s  

D . O .  i D . 0 ,  3 a n s  l a  z o n e  s p e c t r a l e  c o r r e s p o n d a n t  a u  
c a n c é r o g è p  3 D X A  

c a n c é r o g è n e ,  l '  n b s 2 r o a n c e  e s t  t r è s  f û L S  l e .  E n  a u g x c n t a n t  d ' u n  

f a c t e u r  10  l a  l a r g e u r  d e  l a  c e l l u l e  de m e s u r e  e t  e n  a m p l i f i a n t  

10  f o i s  l a  s e n s i b i l i t é  d e  l l a p p a r e . l ,  n o u s  o b t o n o n s  c c p e n d a n t  

un s i g n a l  p r é c i s .  

Les  c a l c u l s  d e s  r a p p o r t s  D . 0 .  c a n c ~ r o , g ~ n e ~ ~ ' ~ . D K h '  d a n s  l e s  d e u x  
c a s ,  n o u s  o n t  dôi?n@ d e s  r é s u l t a L ç  i d e n t i q u e s ,  a u x  e r r e u r s  d ' e x p é -  

r i e l c e  p r è s  : 

t = l h 3 0  ---------- 
D.O.  = 0 , 0 4 2  1 3.0. 
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s- 
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Nous a v o n s  d o n c  f i n a l e m e n t  c h o i s i  un t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  d e  

3 / 4  d ' h e u r e  q u i  n o u s  p e r m e t  d e  l i m i t e r  l a  d é g r a d a t i o n  d u  

d i  Ac-4HAQO e n  m i l i e u  a q u e u x .  

E n f i n ,  n o u s  t e r m i n o n s  l a  p u r i f i c a t i o n  d e s  é c h a n -  

t i l l o n s  p a r  u n e  c e n t r i f u g a t i o n  de  2 0  m i n u t e s  à 5 0 0 0  t / m n .  

En r é s u m é ,  l a  m é t h o d e  d e  p r é p a r a t i o n  d e s  é c h a n -  

t i l l o n s  d e  D N A  i n  v k Z h 0  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

- I n c u b a t i o n  à 3 7 ' ~ )  p e n d a n t  3 1 4  d ' h e u r e ,  à l ' o b s c u r i t é  

- E x t r a c t i o n  à l ' é t h e r  

- D i a l y s e  r a p i d e  a f i n  d ' é l i m i n e r  l ' é t h e r  r e s t a n t  

- Deux p r é c i p i t a t i o n s  à l ' é t h a n o l  

- D i a l y s e  r a p i d e  a f i n  d ' é l i m i n e r  l ' é t h a r o l  r e s t a n t  

- C e n t r i f u g a t i o n  d e s  s o l u t i o n s  2 0  m i n u t e s  à ' 000  t / m n .  

Ces c o n d i t i o n s  o n t  é t é  l é g è r e m e n t s  m o d i f i é e s  p o u r  

l e s  m a n i p u l a t i o n s  e n  f o r c e  i o n i q u e  é l e v é e .  E l l e s  s o n t  r é a l i s é e s  

d a n s  un t ampon  c i t r a t e  2  x l a e 3  H + 0 , 0 5  M N s C 1 ,  pH 7 e t  c e c i  

n o u s  a  amenée  à n o d i f i e r  l e  p a r a m è t r e  t e m p s  de  l a  r é a c t i o n  

DNA-di Ac-4HAQO. Nous a v o n s  e f f e c t u é  u n e  c i n é t i q u e  d e  s o l v o l y s e  

du d i  Ac-4HAQO d a n s  l e  tampon 2  x l c 3  M + 0 , 0 5  X N a C l ,  pH 7 1  

é t h a n o l  c 8 0 1 2 0 ,  d e  l a  même m a n i è r e  q u e  n o u s  l ' a v i o n s  f a i t  d a n s  

l e s  a u t r e s  c o n d i t i o n s  de  f o r c e  i o n i q u e .  L e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a -  

l y s e  s p e c t r o s c o p i q u e  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l a  f i g u r e  2 4 .  Nous 

c o n s t a t o n s  q u e  d a n s  c e s  c o n d i t i o n s  d e  f o r c e  i o n i q u e ,  l a  s o i v o l y s e  

e s t  l é g è r e m e n t  r a l e n t i e ,  l e  t e m p s  l i m i t e  é t a n t  d e  1 h e u r e .  

Nous a v o n s  é g a l e m e n t  t r a c é  l a  c o u r b e  de  s o l v o l y s e  q u i  e s t  p r é s e n -  

t é e  d a n s  l a  f i g u r e  2 5 .  Le t emps  d e  d e m i - s o l v o l y s e ,  t 1 1 2 '  
e s t  

d ' e n v i r o n  10 m i n u t e s .  P a r  a n a l o g i e  a v e c  l e  temps  a d o p t é  d a n s  l e  

t ampon  s a n s  N a C l ,  n o u s  a v o n s  i n c u b é  c e s  é c h a n t i l l o n s  p e n d a n t  

1 h  1 5 .  Les  a u t r e s  c o n d i t i o n s  d e  p r é p a r a t i o n  de  c e s  s o l u t i o n s  

s o n t  i d e n t i q u e s  à c e l l e s  que  n o u s  a v o n s  é n u m é r é e s  p r é c é d e m m e n t .  







C H A P I T R E  Il' - L A  C O M P A R A I S O N  I N  V I V O - I N  V I T R O .  

Dans  un t r a v a i l  q u e  n o u s  a v o n s  d E j à  c i t é ,  

Enomoto Q X  al ( 3 2 )  o n t  é t u d i é  l ' i n t e r a c t i o n  DNA-di Ac-4HAQO i n  

v i x n o .  I l s  o n t  c o m p a r é  l e u r s  r é s u l t ~ . t s  à c e u x  o b t e n u s  i n  v i v o  

p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  ( T a d a  QR al ( 1 6 0 )  ; M a t s u s h i m a  Q X  aL ( 9 4 ) )  

a p r è s  t r a i t e m e n t  d e  c e l l u l e s  a s c i  t i q u e s  p a r  l e s  c a n c é r o g è n e s  

p r é c u r s e u r s  e t  e x t r a c t i o n  d u  D N A  t r a n s f o r m é .  1 1 s  o n t  u t i l i s é  

l a  f l u o r e s c e n c e  comme m é t h o d e  de  c a r a c t é r i s a t i o n  d e  i e ü r s  D N A .  

M a l g r é  s o n  i n t é r ê t ,  l e  t r a v a i l  d l E n o m o t o  a l  c o m p o r t e ,  n o u s  

s e m b l e - t - i l ,  q u e l q u e s  f a i b l e s s e s .  En p a r t i c u l i e r  : 

- l a  c o m p a r a i s o n  LM v ~ v o - ~ K  v i Z k 0  e s t  f a i t e  s u r  d e s  D N A  

d ' o r i g i n e s  d i f f é r e n t e s  ; 

- l e s ' é t u d e s  s p e c t r o s c o p i q u e s  q u i  o n t  s e r v i  à f a i r e  c e t t e  

c o m p a r a i s o n  n e  s o n t  p a s  d é c r i t e s  a v e c  p r é c i s i o n  ; 

- e n f i n ,  1 ' a p p a r e i l l a g e  p e r m e t t a n t  1' é t u d e  d e  l a  f l u o r e s -  

c e n c e  a  é t é  s u f f i s a m m e n t  a m é l i o r é  c e s  d i x  d e r n i è r e s  a n n é e s  p o u r  

e s p é r e r  r é a l i s e r ,  à c e  j o u r ,  u n e  é t u d e  p l u s  f i r e .  

Nous a v o n s  r e p r i s  c e t t e  é t u d e  c o m p a r a t i v e  i n  v i v o -  

i n  v i Z k ~  e n  p r e n a n t ,  d a n s  l e s  d e u x  c a s ,  un D N A  e x t r a i t  de c e l -  

l u l e s  a s c i z i q u e s .  

1. E t u d e  i n  v i v o .  

A p r è s  e x t r a c t i o n ,  l e  D N A  e s t  m i s  e n  s o l u t i o n  d a n s  

l e  tampon c i t r a t e  2 x   IO-^ M ,  pH 7 .  La c o n c e n t r a t i o n  d e s  s o l u t i o n s  

e s t  d e  1 mg /ml .  

L e s  s p e c t r e s  d ' é m i s s i o n  d e  f l u o r e s c e n c e  de  c i n q  é c h a n t i l l o n s  

d i f f é r e n t s  o n t  é t é  e n r e g i s t r é s  : 

- D N A  e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  a p r è s  t r a i z e m e n t  a u  4NQO 

p e n d a n t  1 h e u r e  ; 

- D N A  e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  a p r è s  t r a i t e m e n t  a u  4NQ0 

p e n d a n t  2 h e u r e s  ; 



- D N A  e x t r a i t  a p r è s  t r e i t e m e n t  a u  4HAQ0, p e n d a n t  2 h e u r e s  

- D N A  t é m o i n  e x t r a i t  d e  c e l l u l e s  n o n  t r a i t é e s .  

C e s  s p e c t r e s  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l e s  f i g u r e s  2 6  e t  2 7 ,  p o u r  l e  

4NQ0 e t  l e  4HAQO r e s p e c t i v e m e n t .  Le s i g n a l  d e  f l u o r e s c e n c e  e s t  

t r è s  f a i b l e ,  s u r t o u t  p o u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  cie D N A  o b t e n u s  a p r è s  

t r a i t e m e n t  a u  4NQ0 ( F i g .  2 6 ) .  Nous  a v o n s  d û  p o u s s e r  p r a t i q u e m e n t  

à f o n d  l a  s e n s i b i l i t é  d e  l ' a p p a r e i l ,  c e  q u i  e x p l i q u e  l e  b r u i t  d e  

f o n d  o b s e r v é .  

L e s  s p e c t r e s  d e s  d e u x  D N A  t é m o i n s  n o u s  m o n t r e n t  q u e  l e  D N A  s e u l  

n ' e s t  p a s  f l u o r e s c e n t  q u a n d  o n  l ' e x c i t e  à 3 5 0  n r ,  c e  q u i  e s t  

l o g i q u e  p u i s q u ' i l  n ' a b s o r b e  p a s  à c e t t e  1 o n g : ~ e u r  d ' o n d e .  

La b a n d e  f i n e  q u e  n o u s  o b s e r v o n s  à 4 0 0  n a  e s t  d u e  à l a  r a i e  

Raman de  l ' e a u  d u  m i l i e u .  

D a n s  l e s  d e u x  c a s ,  n o u s  o b s e r v o n s  u n e  b a n d e  

d ' é m i s s i o n  p r i n c i p a l e  d o n t  l e  maximum e s t  à 4 6 5  nm. C e c i  s i g n i f i e  

q u e  l e  4 N Q 0  e t  l e  4HAQ0, a p r è s  a c t i v a t i o n  m é t a b o l i q u e  i r z .  v i v o ,  

o n t  d o n n é  u n e  f o r m e  u l t i m e  q u i  s ' e s t  f i x é e  a u  D K A  Ce f a ç o n  c o v a -  

l e n t e ,  p u i s q u e  n o u s  r e t r o u v o n s  c e  p r o d u i r  s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e  

a p r è s  e x t r a c t i o n  d u  D N A ,  l a  m é t h o d e  c o m p o r t a - n t  p l u s i e u r s  p r é c i p i -  

t a t i o n s  à l ' é t h a n o l .  Nos r é s u l t a t s  s o n t  d o n c  e n  a c c o r d  a v e c  c e u x  

d e  T a d a  Q X  al ( 1 6 0 )  e t  M a t s u s h i m a  Q X  UL ( 9 4 )  q u i  o n t  o b t e n u  u n e  

b a n d e  d e  f l u o r e s c e n c e  d o n t  l e  maximum e s t  à 4 6 5  n q .  

D a n s  l e  c a s  d u  DNA e x t r a i t  a p r è s  t r a i t e n e n ,  d e s  c e l l u l e s  a u  

4HAQ0, n o u s  p o u v o n s  n o t e r  l a  p r é s e n c e  d ' é p a u l c ~ e n t s  à 4 7 5  nm, 

4 8 5  n a  e t  4 9 5  nm ( F i g .  2 7 ) .  L e s  é p a u l e m e n t s  2. 475nn e t  à 4 9 5  nm 

s o n t  é g a l e m e n t  v i s i b l e s  s u r  l e  s p e c t r e  du  D N A  e x t r a i t  a p r è s  

t r a i t e m e n t  a u  4NQ0, p e n d a n t  2  h e u r e s  [ F i g .  2 6 ) .  

L e s  s p e c t r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  à u n e  même s e n s i -  

b i l i t é  d e  l ' a p p a r e i l ,  m a i s  e n  p o s i t i o n  v a r i a b l e  ( n o n  c a l i b r é e ) .  

I l  n o u s  a  d o n c  é t é  i m p o s s i b l e  d e  f a i r e  u n e  c o m p a r a i s o n  q u a n t i -  

t a t i v e  p r é c i s e .  N o u s  p o u v o n s  s e u l e m e n t  c o n s  t a t î r ,  p o u r  c h a c u n  

d e s  d e u x  c a n c é r o g è n e s ,  q u e  l a  q u a n t i t é  d e  p r o d u i t  f i x é  d e  f a ç o n  

c o v a l e n t e  e s t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  s u p é r i e u r e  p o u r  t e m p s  d ' a c t i o n  

d e  2 h e u r e s ,  Pa b a n d e  d ' é m i s s i o n  d e  f l u o r e s c e n c e  é t a n t  a l o r s  

p l u s  i n t e n s e  q u ' a p r è s  u n  t e m p s  d ' a c t i o n  d ' u n e  h e u r e .  
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I I .  E t u d e  i n  v i t ~ v .  

Nous a v o n s  u t i l i s é  l e  D N A  e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  

n o n  t r a i t é e s  au  c a n c é r o g è n e  e t  n o u s  l ' a v o n s  f a i t  r é a g i r  a v e c  

l e  d i  Ac-4HAQ0,se lon  l a  m é t h o d e  q u e  n o u s  a v o n s  d é c r i t e  d a n s  

l a  p a r t i e  e x p é r i m e n t a l e ,  p .  67 à 7 1 .  

Nous a v o n s  p r é p a r é  d e u x  é c h a n é i ? l ç n ç  d e  D N A  : 

R = 0 , 2  e t  R = 0 , 5 .  

L e s  s p e c t r e s  d ' é m i s s i o n  d e  f l u o r e s c e n c e  o n t  é t é  e p r e g i s t r é s ,  

l a  l o n g u e u r  d ' o n d e  e x c i t a t r i c e  é t a n t  t o u j o u r s  f i x e e  à 350  nm. 

L e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  D N A  d e s  d n u x  é c h a n t i l l o n s  é t a i e n t  d e  

0 , 2 6  mglm1 p o u r  R = 0 , 2  e t  d e  0 , 3  mg/ml p o u r  R = 0 , 5 .  

Nous a v o n s  pu e f f e c t u e r  l ' e n r e g i s t r e m e n t  à u n e  s e n s i b i l i t é  d e  

l ' a p p a r e i l  e n v i r o n  10 f o i s  p l u s  f a i b l e  q u e  tans l e  c a s  d e s  

é c h a n t i l l o n s  i n  v i v o .  I l  s e m b l e  d o n c  q u ' i n  vi.Xko l e  c a n c é r o g è n e  

s e  s o i t  f i x é  e n  p l u s  g r a n d e  q u a n t i t é  s u r  l e  D N A .  Ces  s p e c t r e s  

d ' é m i s s i o n  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l a  f i g u r e  2 8  : l e  maximum de  l a  

b a n d e  e s t  à 465 nm e t  n o u s  d i s t i n g u o n s  t r è s  p e t t e m e n t  d e s  é p a u -  

l e m e n t s  à 475 nm, 485 nm e t  495 nm. La p r e s e n c e  de  c e s  é p a u l e -  

m e n t s  i n d i q u e  q u ' i l  y a u r a i t  p l u s i e u r s  b a n d e s  d ' é m i s s i o n  de  

f l u o r e s c e n c e ,  l a  p r i n c i p a l e  é t a n t  c e l l e  d o n t  l e  maximum e s t  à 

465 nm. 

Dans l e u r  é t u d e  d ' i n t e r a c t i o n  du d i  Ac-4HAQO a v e c  

l e  D N A ,  Enomoto  ~k a l  ( 3 2 )  o n t  o b s e r v é  un maximum d ' é m i s s i o n  

e n  f l u o r e s c e n c e  à 470 nm. I l s  n ' o n t  c e p e n d a x t  p a s  m o n t r é  l e u r s  

s p e c t r e s  d a n s  l e u r  p u b l i c a t i o n .  

I I I .  C o n c l u s i o n .  

Dans l e s  d e u x  c a s ,  n o u s  a v o n s  d o n c  o b t e n u  d e s  

s p e c t r e s  d e  f l u o r e s c e n c e  d o n t  l e s  b a n d e s  s o n t  situées a u x  mêmes 

l o n g u e u r s  d ' o n d e .  La  s e u l e  d i f f é r e n c e  r é s i d e  d a n s  l ' i n t e n s i t é  

d e s  b a n d e s  q u i  e s t  b e a u c o u p  ~ 1 x 1 s  f n i b l e  i i . z  U ~ ~ J U .  11 s e m b l e  

l o g i q u e  d ' a t t r i b u e r  c e t t e  d i f f é r e n c e  à une  f i x a t i o n  p l u s  f a i b l e  

d u  c a n c é r o g è n e  Li? v i v o ,  l e s  r é a c t i o n s  é t a n t  t o u j o u r s  t r è s  p e u '  

m a r q u é e s  d a n s  c e  c a s ,  c e  q u e  n o u s  a v o n s  s i g n a l &  d a n s  l a  p a r t i e  

" G é n é r a l i t é s " ,  p .  1 8 .  



unités arbitraires 



La s i m i l i t u d e  d e s  s p e c t r e s  d e  f l u o r e s c e n c e  i n  

v i v o  e t  i n  v i x t o  n e  s i g n i f i e  c e p e n d a n t  p a s  f o r r é n 7 e n t  q u e  l e s  

p r o d u i t s  b a s e - c a n c é r o g è n e  s o i e n t  i d e n t i q r i e s  d2-.s l e s  d e ü x  c2.s .  

A u t r e m e n t  d i t ,  p o u r  p o u v o i r  c o n c l u r e  s i  o u i  o u  n o n  l e  d i  Ac-4HAQO 

p e u t  r e p r é s e n t e r  l ' u n e  d e s  f o r m e s  ü l t l m e s  d u  4fiAQO L M  v 4 v o ,  

i l  f a u t  a v o i r  c o m p a r é  l e s  p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n  o b t e n u s  d a n s  l e s  

d e u x  c a s ,  a p r è s  h y d r o l y s e  d e s  D N A  t r a n s f o r m é s  e L  c h r o m a t o g r a p h i e  

d e s  h y d r o l y s a t s  ( v o i r  D i s c u s s i o n  s u r  l e  m é t a b o l i t e  u l t i m e ,  p .  59). 

A c t u e l l e m e n t ,  n o u s  n ' a v o n s  p a s  e n c o r e  pu r é a l i s e r  c e  t r a v a i l .  

E n  e f f e t ,  c e c i  n é c e s s i t e  u n e  m é t h o d e  d e  s é p a r a t i o n  t r e s  f i n e  

a p r è s  h y d r o l y s e  d e s  D N A ,  a i n s i  q u ' u n  moyen  d e  d é t e c t i o n  t r è s  

p r é c i s  d u  c a n c é r o g è n e  f i x é .  

Nous  d i s p o s o n s  d e p u i s  p e u  a u  l a b o r a t o i r e  d ' u n  a p p a r e i l  d e  c h r o m a -  

t o g r a p h i e  l i q u i d e  h a u t e  p r e s s i o n  q u i  n o u s  p e r m e t t r a  d ' e f f e c t u e r  

u n e  b o n n e  s é p a r a t i o n  a p r è s  h y d r o l y s e .  Q u a n t  a u  r e p é r e g e  d e s  p r o d u i t s  

d l a d d i t i o n , i l  n e  s e r a  f a i t  p r é c i s é m e n t  q u e  s i  o n  a  i n t r o d u i t  u n  

m a r q u a g e  r a d i o a c t i f  s u r  l e  n o y a u  q u i n o l é i q u e  d e s  d i f f é r e n t s  

c a n c é r o g è n e s  u t i l i s é s  : l e  4NQ0, l e  4HAQO L M  v i v o  e t  l e  d i  Ac-  

4HAQ0 i n  v i z t o .  L e s  a u t e u r s  q u i  o n t  r é a l i s é  c a e  t e l l e  é t u d e  

o n t  d '  a i l l e u r s  t o u j o u r s  u t i l i s é  c e t t e  t e c h n i q u e  d e  m a r q u a g e  ( 6 2 ,  

1 6 2 ,  1 6 1 ) .  

L ' o b t e n t i o n  d e  4NQ0 m a r q u é  s u r  l e  n o y a u  q u i n o l é i q u e  n o u s  a  é t é  

i m p o s s i b i e  j u s q u ' à  p r é s e n t .  Nous  d i s p o s e r o n s  c e p e n d a n t  d e  c e  

p r o d u i t  d a n s  un t r è s  b r e f  d é l a i  ; n o u s  a u r o n s  a;ors l e  m a t é r i e l  

n é c e s s a i r e  p o u r  t e r m i n e r  l a  c o m p a r a i s o n  LM v i v o - C M  u l k f ~ o .  

L q u ü t i l i s a t i o n  d ' u n  t e l  p r o d u i t  n o u s  p e r m e t t r a  é g a l e m e c t  d e  d o s e r  

a v e c  p r é c i s i o n  l a  q u a n t i t é  d e  c a n c é r o g è n e  f i x é e  s u r  l e  D N A ,  i n  

v i v o  d ' u n e  p a r t ,  e t  L M  v L ~ ~ o  d ' a u t r e  p a r t ,  e n  u t i l i s a n t  d u  

d i  A c - 4 H A Q O  m a r q u é  s u r  l e  n c y a u  q u i n o l é i q u e .  



CHAPITRE III - L'INTERACTION DA'4-Di AC 4 H A Q O  IN VITRO. 

1. E x p l o r a t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  DNA-di Ac-4BAQOs 

A) E t u d e  e n  f o n c t i o n  de l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  du DNA. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - -  

C e t t e  é t u d e  a  é t é  r g a l i s é e  e n  m i l i e u  t ampon  c i -  
- 3  

t r a t e  2 x 10 M ,  pH 7 / é t h a n o l  8 0 / 2 0 ,  l a  r é a c t i o n  é t a n t  e f f e c -  

t u é e  s u r  l e s  D N A  n a t i f  e t  d é n a t u r é  d o n t  l e s  s t r ~ c t u r e ç  s o n t ,  

r e s p e c t i v e m e n t ,  e n  d o u b l e  h é l i c e  e t  m o n o c a t é n a i r e .  

L e s  s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  d e  t o u s  I r s  é c h a n t i l l o n s  

p r é p a r é s  o n t  é t é  e n r e g i s t r é s  a f i n  d e  d o s e r  l e  c a n c g r o g è ~ e  f i x é  

s u r  l e  D N A ,  s e l o n  l a  m é t h o d e  d é c r i t e  p r é c é d e m m e n t  d e n s  l a  

p a r t i e  e x p é r i m e n t a l e  ( p .  72 à 7 5 ) .  

L e s  f i g u r e s  2 9  e t  30 m o n t r e n t  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  

p o u r  u n e  s é r i e  d ' é c h a n t i l l o n s  d e  D N A  n a t i f  e t  u a e  s é r i e  d i é c h a n -  

t i l l o n s  d e  D N A  d é n a t u r é ,  r e s p e c t i v e m e n t .  

La p r e m i è r e  c o n s t a t a t i o n  e s t  q u e  l e  maximum d e  l a  b a n d e  due  a u  

c a n c é r o g è n e  f i x é  e s t  s i t u é  à e n v i r o n  350  nm p o r r  l e  DNA n a t i f ,  

a l o r s  q u ' i l  e s t  o b s e r v é  à 360 nm p o u r  l e  D K A  d é n a t u r é .  

Nous p o u v o n s  é g a l e m e n t  c o n s  t a t e r  q u e  l ' i n t e n s i t é  d e s  b a n d e s  d u  

c a n c é r o g è n e  e s t  b e a u c o u p  p l u s  g r a n 2 e  d a n s  l e  c a r  d u  DWk d é n a t u r é .  

I l  s e m b l e  d o n c  q u e  l a  q u a n t i t é  d e  p r o d u i t  f i x é  d a n s  c e  c a s  s o i t  

p l u s  i m p o r t a n t e .  

Comme n o u s  l ' a v o n s  Géjà s i g n a i 6  d a n s  l a  p a r t i e  

e x p é r i m e n t a l e  ( P a r a g r a p h e  V, p .  7 5 ) ,  n o u s  n e  t e n o n s  p a s  c o m p t e ,  

d a n s  n o s  c a l c u l s ,  de  l f e f  £ e t  hypochrome  é v e n t c e l  p o u v a n t  e x i s t e r  

a u  n i v e a u  du  c a n c é r o g è n e  à 350 nm, a p r è s  f i x a t i o n  s u r  l e  D N A  

n a t i f  ; c ' e s t - à - d i r e  d e  l a  d i f f é r e n c e  d e s  v a l e u r s  d e s  E d u  c a n c é -  

r o g è n e  f i x é ,  s u r  l e  D N A  n a t l f  e t  l e  D N A  d é n a t u r é .  

Dans l e s  d e u x  c a s ,  n o u s  a v o n s  d o n c  u t i l i s é  l a  v a l e u r  du E 350  
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q u i  c o r r e s p o n d  a u  maximum d e  l a  b a n d e  d u  p r o d u i t  d e  s o l v o l y s e  
- 1 - 1 

( F i g .  1 7 )  : E 
3 5 0  

= 5 3 0 0  m o l e  . I . c m ,  e t  n o u s  a v o n s  r e l e v é  s u r  

l e s  s p e c t r e s  d e  D N A  t r a n s f o r m é s  l e s  D . O .  a u  maximum d e  l a  b a n d e  

d u  c a n c é r o g è n e  : 350  nm p o u r  l e  D N A  n a t i f  e t  3 6 0  nm p o u r  l e  D N A  

d é n a t u r é .  

S i  l ' o n  e x a m i n e  d a n s  l e s  f i g u r e s  2 9  e t  30 l a  

r é g i o n  s p e c t r a l e  d e  4 5 0  nm à 5 0 0  nm, o n  c o n s t a t e  q u ' à  5 0 0  nm 

l a  d e n s i t é  o p t i q u e  n ' e s t  p a s  n u l l e .  O r ,  l e  c a n c é r o g è n e  s e u l  

n ' a b s o r b e  p a s  à c e t t e  l o n g u e u r  d ' o n d e  : n o u s  a v o n s  n o t é  p r é c é -  

demment  q u e  l a  b a n d e  o b t e n u e  a u  t e m p s  l i m i t e  d e  s o l v o l y s e  p r e -  

n a i t  n a i s s a n c e  à 4 7 0  nm ( F i g .  1 7 ;  p a r t i e  e x p G r i r n e a t a l e ,  g a r a -  

g r a p h e  I V ,  C ; p .  6 9 ) .  L ' e f f e t  e s t  d ' a i b l e u r ç  b e a u c o u p  p l u s  

m a r q u é  d a n s  l e  c a s  d u  DNA n a t i f .  

D ' a u t r e  p a r t ,  n o u s  o b s e r v o n s  q u e  l a  b a n d e  d ' a b s o r p t i o n  d u  c a n c é -  

r o g è n e  f i x é  e s t  d i s y m é t r i q u e ,  p a r t i c u l i è r e m e z t  d a n s  l e  c a s  d u  

D N A  n a t i f .  Le  maximum e s t  a l o r s  d i f f i c i l e m e n t  r e p s r a b l e  a v e c  

p r é c i s i o n .  

I l  s e m b l e  d o n c  q u ' u n e  a b s o r b a n c e  p a r a s i  t e  v i e n n e  

s ' a j o u t e r  à c e l l e  d u e  a u  c o m p o s é  f i x é ,  c e  q u i  m o d i f i e  a l o r s  l a  

f o r m e  d e  l a  b a n d e  d ' a b s o r p t i o n .  

P o u r  e s s a y e r  d . ' e x p l i q u e r  l a  p r é s e n c e  d e  c e t t e  

a b s o r p t i o n  p a r a s i t e ,  n o u s  a v o n s  é m i s  d e u x  h y p o t h è s e s  r 

. C e t  e f f e t  p r o v i e n d r a i t  d e  l a  t u r b i d i t é  d e s  

s o l u t i o n s .  Ce p h é n o m è n e  d e  d i f f u s i o n  s e r a i t  d û  à l a  p r é s e n c e  

d ' a g g r é g a t s  m o l é c u l a i r e s  d a n s  l e  m i l i e u  p a r  a c c o l e m e n t  d e  m o l é -  

c u l e s  d e  D N A .  

. Ce même e f f e t  p o u r r a i t  p r o v e n i r  d e  l a  f i x a t i o n  

s u r  l e  DNA, e n  t r è s  p e t i t e  q u a n t i t é ,  d e  p r c d u i t s  d e  d é c o ï ~ p o s i t i o n  

d u  d i  Ac-4HAQO q u i  s e r a i e n t  f i x é s  d e  f a ç o n  s u f f i s a m m e n t  s t a b l e  

s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e  p o u r  n e  p a s  ê t r e  é l i m i n é s  l o r s  d e  l a  p r é c l -  

p i  t a t i o n  à l ' é t h a n o l .  M a l g r é  l a  p u r i f i c a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s ,  

c e s  c o m p o s é s  " X " ,  i n c o n n u s ,  d o n n e r a i e n t  a l o r s  c e t t e  l é g è r e  a b s o r -  

b a n c e  p a r a s i t e .  

Q u e l l e  q u e  s o i t  l ' o r i g i n e  d e  c e t t e  b a n d e  d ' a b s o r p -  

t i o n  p a r a s i t e ,  l e  f a i t  e s t  q u ' e l l e  i n t r o d u i t :  u n e  c o n t r i b u t i o n ,  

p a r t i c u l i è r e m e n t  a u  maximum d e  l a  b a n d e  d u  c a n c é r o g è n e ,  c e  q u i  

d o i t  i n t r o d u i r e  u n e  e r r e u r  d a n s  l a  v a l e u r  d e  l a  D . O .  à c e t t e  

l o n g u e u r  d ' o n d e ,  1 ' e r r e u r  i n t e r v e n a n t  e n s u i  t e  d a n s  l e  p o u r c e n t a g e  



d e  f i x a t i o n  du  c a n c é r o g è n e .  Nous a v o n s  d o n c  p e n s é  q u ' i l  é t a i t  

n é c e s s a i r e  d e  c o r r i g e r  l a  D . O .  l u e  s u r  l e s  s p e c t r e s ,  à 350 n n  

e t  à 3 6 0  nm, e n  t e n a n t  c o m p t e  d e  l a  c o n t r i b u t i o n  d e  c e t t e  

b a n d e  p a r a s i t e .  

L e s  c a l c u l s  o n t  d o n c  é t é  e f f e c t u é s  a p r è s  m i s e  a u  p o i n t  de d e u x  

m é t h o d e s  d e  c o r r e c t i o n  q u i  t i e n n e n t  c o m p t e  d e s  d e u x  h y p o t h è s e s  

é m i s e s  p r é c é d e m m e n t .  

a )  P r e m i è r e  h y p o t h è s e  : l a  d i f f u s i o n  ( c o r r e c t i o n  1). 

S e l o n  c e t t e  h y p o t h è s e ,  d a n s  l a  r é g i o n  s p e c t r a l e  

e x t é r i e u r e  à l a  b a n d e  d ' a b s o r p t i o n  du  c a n c é r o g è n e ,  c ' e s t - à - d i r e  

p o u r  d e s  l o n g u e u r s  d ' o n d e  s u p é r i e u r e s  à 4 7 0  nm, l P a b s o r b a n c . e  

q u e  n o u s  o b s e r v o n s  e s t  u n i q u e m e n t  due a u  phénomène  de  d i f f u s i o n .  

La l o i  p h y s i q u e  r é p o n d a n t  à c e  phénomène  p e u t  s ' e x p r i m e r  de 

l a  m a n i è r e  s u i v a n t e  : 

D . O .  
1 

X = K X -  

d i f f u s i o n  X 4  

K : c o n s t a n t e  d e  d i f f u s i o n  ou  d e  R a y l e i g h  

X : l o n g u e u r  d ' o n d e  

P o u r  c h a q u e  s p e c t r e  d e  D N A  n a t i f  e t  de  D N A  d é n a t u r é ,  l e s  v a l e u r s  

d e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s  e n t r e  5 0 0  nm e t  4 8 0  nm n o u s  o n t  p e r m i s  d e  

c a l c u l e r  l a  c o n s t a n t e  K q u i  e s t  d o n n é e  p a r  l a  p e n t e  d e  l a  

d r o i t e  : 
D . O .  

X d i f f u s i o n  

C o n n a i s s a n t  l a  v a l e u r  d e  K ,  o n  p e u t  c a l c u l e r ,  p o u r  c h a q u e  é c h a n -  

t i l l o n ,  l a  c o n t r i b u t i o n  à s o u s t r a i r e  à 3 5 0  n n  e t  à 3 6 0  nm, q u i  

c o r r e s p o n d e n t  a u x  maxima d e s  b a n d e s  d u  c a n c é r o g è n e  p o u r  l e s  D N A  

n a t i f  e t  d é n a t u r é  r e s p e c t i v e m e n t  : 

D . O .  = D . O .  - 
c o r r i g é e  l u e  ( 3 3 0 1 4  

- K 
D . O .  c o r r i g é e  = D . O .  l u e  ( 3 6 0 ) ~  



Nous a v o n s  é g a l e m e n t  c a l c u l é  l a  c o n t r i b u t i o n  à 260 nm, d a n s  

l a  b a n d e  du D N A  : 

D . O .  = D . O .  - 
c o r r i g é e  l u e  

( 2 6 0 1 ~  

Nous a v o n s  t o u j o u r s  o b t e n u  à c e t t e  d e r n i è r e  I o n g i - e u r  d ' o n d e  

une v a l e u r  de  l a  c o r r e c t i o n  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e ,  du  f a i t  

du f a c t e u r  d ' e n v i r o n  100 e n t r e  l ' o r d r e  de  g r a n d e u r  d e s  D . O .  

d u e s  a u  D N A  e t  a u  c a n c é r o g è n e  s e u l .  

La f i g u r e  31 m o n t r e  l e  r é s u l c a t  o b t e n u  a p r è s  c o r -  

r e c t i o n  t o t a l e  d a n s  l a  b a n d e  d u e  a u  c a n c é . r o g è n e 2 p o u r  un é c h a n -  

t i l l o n  R = 0 , 5  d e  D N A  n a t i f .  L e s  c o n t r i b u t i o n s  d u e s  à l a  

d i f f u s i o n  o n t  é t é  c a l c u l é e s  t o u s  l e s  10 nm. 

S u r  c e t t e  c o u r b e  ' c o r r i g é e ,  on p e u t  f a i r e  d e u x  r e m a r q u e s  d o n t  

l a  p r e m i è r e  n o u s  a  f a i t  m e t t r e  e n  d o u t e  l a  p o s s i b i l i t é  d e  

l ' i n t e r v e n t i o n  d ' u n  phénomène  d e  d i f f u s i o n  : 

- l a  b a n d e  du  c a n c é r o g è n e  o b t e n u e  a p r è s  c o r r e c -  

t i o n  p r e n d  n a i s s a n c e  à 440  nm a u  l i e u  3e 470  nm ; 

- l e  maximum d e  c e t t e  b a n d e  e s t  d é p l a c é  e t  s e  

t r o u v e  à 360 nm a u  l i e u  d e  3 5 0  nm a v a n t  c o r r e c t i o n .  

Nous a v o n s  é g a l e m e n t  e f f e c t u é  u n e  t e l l e  c o r r e c t i o n  s u r  t o u t e  

l a  b a n d e  du c a n c é r o g è n e  d a n s  l e  c a s  d u  D N A  d é n a t u r é  p c u r  un 

é c h a n t i l l o n  R = 0 , 5 .  Le r é s u l t a t  e s t  p r é s e n t é  d a n s  l a  f i g u r e  3 

La d e n s i t é  o p t i q u e  à 5 0 0  nm, a v a n t  c o r r e c t i o n ,  é t a n t  b e a u c o u p  

p l u s  f a i b l e  d a n s  c e  c a s  e t  l ' i n t e n s i t é  d e s  b a n d e s  p l u s  i m p o r -  

t a n t e ,  l e  phénomène  i n t e r v i e n t  p e u .  

Nous a v o n s  n o t é  q u e  l e  maximux d ' a b s o r p t i o n ,  a p r è s  c o r r e c E i o n ,  

é t a i t  d é p l a c é  d e  2 nm. 

En r é s u m é ,  n o u s  c o n s t a t o n s  q u e  l a  c o r r e c t i o n  

i n t e r v e n a n t  p o u r  l e  D N A  d é n a t u r é  e s t  p r a t i q u e m e n t  n é g l i g e a b l e ,  

c o m p a r a t i v e m e n t  à c e l l e  i n t e r v e n a n t  s u r  l e  D N A  n a t i f .  

L e s  r é s u l t a t s  du  d o s a g e ,  e n  t e n a n t  compce d e  c e t t e  

p r e m i è r e  h y p o t h è s e ,  sont d o n n é s  c i - d e s s o u s  : 







a) R é a c t i o n  su r  Ze DNA n a t i f  

L e s  p o u r c e n t a g e s  d e  f i x a t i o n  p o u r  d i f f é r e n t s  

r a p p o r t s  R s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l e  T a b l e a u  V : 

- 

% d e  F i x a t i o n  

0 , 0 2  

0 , 1 6  

0 , 4 9  

0 , 6 /  

0 9 1 7  

0 , 6 5  

0 , 7 8  

0 , 4 9  

0 , s  

? , 6 3  

non c a i c u l d ~  l e  

0 , . 3  

Nous p o u v o n s  c o n s t a t e r  q u e  n o u s  o b t e n o n s  d e s  r é s u l t a t s  q u i  n e  

s o n t  p a s  r e p r o d u c t i b l e s  p o u r  d e s  é c h a n t i l l o n s  de  même r a p p o r t  

R d e  d é p a r t .  La c o u r b e  : % d e  f i x a t i o n  = f ( R '  z s t  d ' a i l l e u r s  

i m p o s s i b l e  à t r a c e r  ( F i g .  3 3 ) .  

De p l u s ,  d a n s  c e r t a i n s  c a s ,  l e  p o u r c e n L a g e  l e  f i x a t i o n  a é t é  

i m p o s s i b l e  à c a l c u l e r ,  l a  s o u s t r a c t i o n  d e  l a  c c a t r i b u t i o n  'sue 

à l a  d i f f u s i o n ' , '  à 350  n m ,  a y a n t  donné  u n e  v a l e u r  d e  D . O .  n é g a -  

t i v e  à 3 5 0  nm. 

8 )  R é a c t i o n  s u r  Ze D N A  déna turé .  

L e s  p o u r c e n t a g e s  d e  f i x a t i o n  s c a t  d o n n é s  d a n s  

l e  T a b l e a u  V I ,  p .  9 8 .  





T a b l e a u  V I  

% d e  f i x a t i o n  

Dans  c e  c a s  ( F i g .  3 4 ) ,  l e s  m e s u r e s  s e  p l a c e n t  à p e u  p r è s  

c o r r e c t e m e n t  s u r  u n e  c o u r b e  d e  v a r i a t i o n  c o n t i n u e ,  c e  q u i  

n ' e s t  p a s  s u r p r e n a n t  p u i s q u e  l e  t e r m e  c o r r e c t i f  e s t  t r è s  

f a i b l e .  

Comme n o u s  l ' a v o n s  n o t é  p r é c é d e m m e n t ,  l e s  

r é s u l t a t s  d u  d o s a g e  s u r  l e  D N A  n a t i f ,  à l ' a i d e  Ge c e t t e  

m é t h o d e  d e  c o r r e c t i o n ,  s e m b l e n t  a b e r r a n t s .  D ' a u t r e  p a r t ,  

n o u s  a v o n s  o b s e r v é  q u e  l a  v a l e u r  d e  l a  c o n s t a n t e  d e  d i f f u -  

s i o n  K v a r i a i t  d ' u n e  l o n g u e u r  d ' o n d e  à u n e  a u t r e  d a n s  d e s  

p r o p o r t i o n s  n o n  n é g l i g e a b l e s ,  e t  q u ' e n f i n  l e  s p e c t r e  " d i £  f é -  
11 

r e n c e o b t e n u ,  q u i  d e v r a i t  c o r r e s p o n d r e  a u  c i i . n c é r o g S n e  s e u l  l i é  

s u r  l e  D N A ,  n ' e s t  p a s  l e  même p o u r  l e s  D N A  n a t i f  e t  d é n a t u -  

r é  ( d é b u t  d ' a b s o r p t i o n  à 4 4 0  nm d a n s  un c a s  e t  à 4 7 0  nm d a n s  

l ' a u t r e  ; F i g s .  31 e t  3 2 ) .  

P o u r  t o u t e s  c e s  r a i s o n s ,  i l  n o u s  a  s e m b l é  q u e  c e t t e  c o r r e c -  

t i o n  n ' é t a i t  p a s  v a l a b l e  e t  n o u s  n o u s  sommes tou ; :née  v e r s  l a  

d e u x i è m e  h y p o t h è s e  ( é m i s e  p .  9 4 )  d o n t  n o u s  e x p o s o n s  l e s  

r é s u l t a t s  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  s u i v a n t .  

b )  D e u x i è m e  h y p o t h è s e  : L e s  p - : o & u i t s  d e  

d é g r a d a t i o n  d u  d i  Ac-4KAQO ( c o r r e c t i o n  I I ) .  

A f i n  d ' é t a y e r  c e t t e  h y p o t h è s e ,  n o u s  a v o n s  

e f f e c t u é  l e  t e s t  s u i v a n t  : 





Nous a v o n s  p r é p a r é  s i m u l t a n é m e n t  d e u x  é c h a n t i l l o n s  de  D N A  

R = 1 ,  l ' u n  o b t e n u  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  n o r m a l e s  d e  r é a c t i o n  

e t  l ' a u t r e  e n  u t i l i s a n t  une  s o l u t i o n  de  d i  Ac-4tL'iQO d é j à  

t o t a l e m e n t  h y d r o l y s é  a p r è s  i n c u b a t i o n  d e  314  d ' h e u r e  à 3 7 " ~  

(R = 1 ) .  Dans c e  d e r n i e r  c a s ,  l e s  p r o d u i L s  B l e c t r o p h i l e s  

r é a c t i f s  q u i ,  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  n o r m a l e s ,  s o n t  s u s c e p t i b l e s  

de s e  f i x e r  p a r  l i a i s o n  c o v a l e n t e  s u r  l e  D N A ,  s o n t  a b s e n t s  

du mi l i eu  e tnepeuvent  p l u s  y  ê t r e  f o r m é s .  

La  m a n i l - t l a t i o n  a  été e f f e c t u é e  s u r  l e  D N A  

n a t i f ,  d ' u n e  p a r t ,  e t  s u r  l e  DNh d é n a t u t é ,  d ' a u t r e  p a r t .  

Dans l e s  d e u x  c a s ,  n o u s  a v o n s  c o m p a r é  l e s  spec t - : e s  d ' a b s o r p -  

t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  R = 1 p r é p a r é s  d a n s  I c s  c o n à i t i o n s  

n o r m a l e s , a v e c  l ' é c h a n t i l l o n  R = 1 X . Un t é ~ o i n  R = O ,  s a n s  O 
c a n c é r o g è n e ,  a  s e r v i  de  r é f é r e n c e .  L e s  E i g u r e s  35 e t  3 6  

m o n t r e n t  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n c s ,  d a n s  ? a  z o n e  s p e c t r a l e  du 

c a n c é r o g è n e  p o u r  l e  D N A  n a t i f  e t  l e  D Y A  d é n a t u r é ,  r e s p e c t i v e -  

m e n t .  

Le s p e c t r e  de  l ' é c h a n t i l l o n  d e  D N A  n a t i f  R = 1 p r é s e n t e  

une  a b s o r b a n c e  n o t a b l e .  de 5 0 0  nm à 3 0 0  n m ,  q u i  a u g m e n t e  

de  f a ç o n  i r r é g u l i è r e  p o u r  d e v e n i r  a s s e z  i m p o r t a n t e  de  3 8 0  nrn 

à 300  nm. 

Dans l e  c a s  du D N A  d é n a t u r é ,  c e t t e  a b s o r b a n c e  e s t  m o i n s  i n t e n s e .  

L ' a l l u r e  g é n é r a l e  du  s i g n a l  d ' a b s o r p t i o n  es: c e p e n d a n t  l a  même 

q u e  d a n s  l e  c a s  du  D N A  n a t i f .  

Nous a v o n s  e n r e g i s t r é  l e  s p e c t r e  d e  f ' u o r e s -  

c e n c e  d e  l ' é c h a n t i l l o n  de D N A  n a t i f  PL = ijX\ l a  l o n g u e u r  
*j' 

d ' o n d e  d ' e x c i t a t i o n  é t a n t  f i x é e  à 350  nm e t  n o u s  a v o n s  n o t é  

s u r  c e  s p e c t r e  l a  p r é s e n c e  d ' u n ?  f a i b l e  b a n d e  d ' é m i s s i o n ,  

d o n t  l e  maximum e s t  s i t u é  à e n v i r o n  510-520  n n  ( F é g .  3 7 ) .  

L ' a n a l y s e  d e s  é c h a n t i l l o n s  R = 1 3; 1 n o u s  a C 
d o n c  m o n t r é  q u e  d e s  p r o d u i t s  d ' h y d r o l y s e  ou de  d é g r a d a t i o n  d u  

d i  Ac-4KAQO r e s t e n t  f i x é s  s u r  l e  D N A  a p r P s  p u r i f i c a t i o n .  

I l  s e  p e u t  q u e ,  d a n s  l e s  c o n * ' i t i o n s  normz, lns  d e  r é a c t i o n ,  c e s  

mêmes composés  f o r m é s  e n  m i l i e u  a q u e u x  v i e n n e n t  s e  f i x e r ,  

é g a l e m e n t  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e ,  s u r  l a  n a c r o . 3 o l é c u l e ,  m a i s  e n  

q u a n t i t é  b e a u c o u p  p l u s  f a i b l e ,  l a  r é a c t i o n  p r é d o m i n a n t e  é t a n t  

t o u j o u r s  l a  f i x a t i o n  c o v a l e n t e  à p a r t i r  du d i  Ac-4BAQO. 









La p r é s e n c e  de  c e s  composés  p e u t  d ' a i l l e u r s  ê t r e  d é t e c t é e  

à l ' o e i l  n u  s u r  l e s  p r é c i p i t é s  d e  D N A  n a t i f  0, q u i  s o n t  

t r è s  l é g è r e m e n t  c o l o r é s .  

Comme n o u s  l e  d é t a i l l e r o n s  p a r  l a  s u i t e ,  n o u s  

a v o n s  c o n s t a t é  q u e  c e s  p r o d u i t s  "X" n e  s o n t  p a s  d é s t a b i l i s a n t s .  

En e f f e t ,  l e s  é c h a n t i l l o n s  de  D N A  n a t i f  @ o n t  l a  nême tem-  

p é r a t u r e  de  f u s i o n  q u e  l e  t é m o i n  R ; 3 s a n s  c a n c é r c g g n e .  

I l  n o u s  a  p a r u  t e n t a n t  d ' e x ~ l i q u e r  l a  d é f o r -  

m a t i o n  d e  l a  b a n d e  d ' a b s o r p t i o n  du c a n c é r o g è n e  p a r  l a  p r é s e n -  

c e  s u r  l e  D N A  d e  c e s  composés  de  d é g r a d a t i o n .  

La  v a l e u r  e x a c t e  d e  l a  c o n t r i b u t i o n  à 3 5 0  nm e t  à 360 n n ,  d a n s  
... 

c e  c a s ,  e s t  i m p o s s i b l e  à c o n n o l t r e  p o u r  un é c h a n t i l l o n  d o n n é .  

Nous a v o n s  c e p e n d a n t  e s s a y é  d e  l ' é v a l u e r ,  d e  l a  f a c o n  s u i v a n t e  : 

Dans l e  c a s  du D N A  n a t i f ,  n o u s  a v o n s  c o n s t a t é  q u e  l a  D . O .  

d e  l ' é c h a n t i l l o n  R = 10, à 350  nm e s t  e x v i r o n  l e  d o u b l e  d e  

c e l l e  n o t é e  à 5 0 0  nm ( F i g .  3 5 )  : 

x = D .  0  .500 , = 0,012 
D.  o. 

35 O 
= 2,2 - 2 +- D.O.  

35 O 
- 2 x  

D . O .  = 0,027 D . O .  
350 nm 5 O0 

En c a l c u l a n t ,  à p a r t i r  du s p e c t r e  d e  l ' é c h a n t i l l o n  R = l @ ,  

l e s  r a p p o r t s  e x i s t a n t  e n t r e  l a  D . O .  à 5 0 0  nm (x) e t  l a  D . O .  

t o u s  l e s  10 nm, d e  490111x1 à 300  nm, n o u s  a v o n s  p u  é v a l u e r  a p p r o -  

x i m a t i v e m e n t ,  p o u r  l ' é c h a n t i l l o n  R = 1 ,  1.2 c s n t r i b u t i c n  d u e  a u x  

p r o d u i t s  "X", à p a r t i r  d e  l a  v a l e u r  de  x p o u r  c e t  é c h a n t i l l o n .  

Ces  c a l c u l s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  s u r  d e u x  e s s a i s  R = 1 ,  l e  

r é s u l t a t  é t a n t  l e  même d a n s  l e s  d e u x  c a s .  

La  c o u r b e  c o r r i g g e  o b t e n u e  e s t  p r é s e n t e e  d a n s  l a  f i g u r e  3 8 .  

NOLIS c o n s t a t o n s  q u e  l e  maximum e s t  nette men^ v i s i b l e  e c  q u ' i l  

e s t  s i t u é  à 350  nm. D ' a u t r e  p a r t ,  l a  b a n d e  du c e n c é r o g è ~ e ,  

a p r è s  c o r r e c t i o n ,  p r e n d  n a i s s e n c e  à b70 nm, en  a c c o r d  a v e c  l e  

s p e c t r e  du d i  Ac-4HAQ0, a u  temps  l i n i t e  d e  s o l v c i y s e .  

P o u r  o b t e n i r  l a  D . O .  c o r r i g é e ,  à 350  nm, n o u s  

s o u s t r a y o n s  d o n c  p o u r  c h a q u e  é c h a n t i l l o n  d e  D N A  n a t i f  l a  ' v a l e u r  

2 x ,  x  é t a n t  l a  D .0 .  à 5 0 0  nm. 





Nous a v o n s  r é a l i s é  u n e  c o r r e c t i o n  s i m i l a i r e  

d a n s  l e  c a s  du  D N A  d é n a t u r é ,  e n  u t i l i s a n t  l e s  s p e c t r e s  d e  p l u -  

s i e u r s  é c h a n t i l l o n s  R = 10 e t  R = 2  @. La f i g u r e  3 9  m o n t r e  

l e  r é s u l t a t  o b t e n u  p o u r  R = 1 .  Nous pouvon-s  c o n s  t a t e r  q u e  l a  

c o r r e c t i o n  e s t  p e u  i m p o r t a n t e  e t  q u e  l e  maximum d e  l a  b a n d e ,  

a p r è s  c o r r e c t i o n ,  e s t  t o u j o u r s  s i t u é  à 3 6 0  nm. 

Dans l e  c a s  d u  D N A  d é n a t u r é ,  n o u s  a v o n s  n o t é  s ü r  l e s  é c h a n t i l -  

l o n s  0, q u e  l a  D . O .  à 3 6 0  nm é t a i t  e n v i r o n  3 f o i s  s u p g r i e u r e  

à c e l l e  n o t é e  à 5 0 0  nm ( e x e m p l e  : f i g .  3 6 )  : 

La v a l e u r  de  l a  D . O .  
3 6 0  

q u e  n o u s  e ~ p l o y o n s  p o u r  c a l c u l e r  l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  c a n c é r o g è n e  f i x é  CC] .-!st d o n c  o b L e n u e  e n  

s o u s t r a y a n t ,  p o u r  c h a q u e  é c h a n t i l l o n  d e  D N A  d é a a t u r é ,  l a  

v o l e u r  3 y ,  y  é t a n t  l a  D . O .  à 5 0 0  nm. 

Nous sommes c o n s c i e n t e  du  f a i t  q ü e  c e t t e  c o r r e c -  

t i o n  e s t  t r è s  c r i t i c a b l e .  E n  e f f e t ,  n o u s  n ' a v o n s  2uci ine p r e u v e  

c h i m i q u e  p o u r  é t a y e r  c e t t e  h y p o t h è s e ,  s i  c e  n ' e s t  l a  c o n n a i s -  

s a n c e  d e  l a  g r a n d e  i n s t a b i l i t é  du  d i  Ac-4HAQO e n  m i l i e u  a q u e u x .  

D ' a u t r e  p a r t ,  c e t t e  c o r r e c t i o n  n e  n o u s  pexrne t  p a s  d e  t e n i r  

c o m p t e  de  l a  c o n t r i b u t i o n  d e s  p ï u d r i i c s  "X" à 2 6 0  n a ,  d a n s  l e  

c a l c u l  de l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  DEA. C e t t e  c o n t r i b u t i o n  s e r a i t  

p r o b a b l e m e n t  t r è s  f a i b l e ,  p u i s q u ' i l  e x i s t e  un f a c t e u r  100  e n t r e  

l e s  v a l e u r s  d e s  D . O .  d a n s  l e s  d e u x  z o n e s  s p e c t r a l - S .  

Q u o i q u ' i l  e n  s o i t ,  l a  c o r r e c t i o n  soit ê t r e  

e f f e c t u é e  e t  n o u s  a v o n s  c a l c u l é  l e s  p o u r c e n t a g e s  d e  c a n c é r o g è n e  

f i x é  s u r  l e  D N A  e n  u t i l i s a n t  c e c t e  n é t h g d e .  

a )  R é a c t i o n  s u r  l e  D E A  n a t i f .  

L e s  r é s u l t a t s  d e s  c a l c u l s  s o n t  p r é s e n t ë s  

d a n s  l e  T a b l e a u  V I I ,  p .  1 0 2 .  
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T a b l e a u  V I 1  

R Z d e  f i x a t i o n  

La  p r e m i è r e  c o n s t a t a t i o n  e s t  q u e  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d a c s  c e  

c a s  m o n t r e n t  d e s  v a l e u r s  b e a u c o u p  p l u s  r e p r o d u c t i b l e s ,  p o u r  

d e s  r a p p o r t s  R de  d é p a r t  i d e n t i q u e s .  D ' a u ~ r e  p a r t ,  c e s  r é s u l -  

t a t s  s e m b l e n t  a s s e z  c o h é r e n t s ,  l e s  p o u r c e n t a g e s  d e  f i x a t i o n  

p r e n a n t  d e s  v a l e u r s  r é g u l i è r e m e n t  c r o i s s a n t e s  a u  f u r  e t  à me- 

s u r e  q u e  R a u g m e n t e  d e  0 , l  à 1 .  C ' e s t  c e  q u e  m o n t r e  l a  f i g u r e  4 0 ,  

q u i  donne  l a  c o u r b e  : % d e  f i x a t i o n  = f ( R ) .  

P o u r  d e s  v a l e u r s  de  R s u p é r i e u r e s  à 1 ,  un  s e z i l  d e  f i x a t i o n  

p a r a î t  ê t r e  a t t e i n t .  I l  s e m b l e  d o n c ,  d a n s  l e s  l i m i t e s  de v a -  

l i d i t é  de  l a  m é t h o d e  d e  c o r r e c t i o n ,  q u ' i l  n e  s o i f  p a s  p o s s i b l e  

de  f i x e r  s u r  l e  D N A  n a t i f  p l u s  d e  1 % de  c a n c é r o g è n e  e n v i r o n ,  
- 

d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d e  p r é p a r a t i o n  e m p l o y é e s  : Tampon 2 x 10 3 M ,  

pH 7/EtOH 8 0 / 2 0 ,  t emps  d e  r é a c t i o n  t = 3 / 4  c ' ' h e u r s ,  t e m p é r a t u r e  

O = 3 7 * ~ ,  c o n c e n t r a t i o n  d e  D N A  a u  d é p a r t  : 0,5 ng / rn l .  

N o u s  a v o n s  t r a c é  l a  c o u r b e  d ' é t a l o n n a g e  : 

D . O .  
350  x 103 = f  (7, d e  f i x a t i o n )  q u i  p e r m e t  l a  d é t e r m i n a t i o n  

D .  O 
2 6 0  

s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e  du p o u r c e n t a g e  de f i x a t i o n  du  c a n c g r o g è n e  

s u r  l e  D N A  n a t i f ,  c o n n a i s s a n t  l e s  v a l e u r s  d e s  D . O .  à 350 nm 





e t  à 260  nm. C e t t e  c o u r b e  e s t  p r é s e n t é e  d a n s  l a  f i g u r e  4 1 .  

M a l g r é  l ' i m p r é c i s i o n  d u  d o s a g e  e f f e c t u é ,  n o u s  

p o u v o n s  t o u t  de  même c o n s  t a t e r  q u e  l e  t a u x  de  f i x a t i o n  d u  

c a n c é r o g è n e  s u r  l e  D N A  n a t i f  e s t  f a i b l e ,  l a  v a l e u r  m a x i m a l e  

a t t e i n t e  é t a n t  d ' e n v i r o n  1 %. Un s i  f a i b l e  t a u x  d ' a d d i t i o n  

p e u t  a v o i r  d e u x  o r i g i n e s  : l ' u n e  c h i a i q u e ,  l i g e  à l a  g r a n d e  

r é a c t i v i t é  du d i  A c - 4 H A Q O  e n  m i l i e u  a q u e u x ,  l ' a u t r e  s t é r i q u e  ; 

d a n s  c e  c a s ,  c e r t a i n s  s i t e s  r é a c t i o n n e l s  s e r a i e n t  s i t u é s  à 

l ' i n t é r i e u r  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e  e t  p a r  c o c s é q u e n t  < i f f i c i l e m e n t  

a c c e s s i b l e s  a u  c a n c é r o g è n e .  La c o r ~ p a r a i s o n  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  p a r  r é a c t i o n  s u r  l e  D N A  d é n a t u r é  n o u s  d o n n e r a  un 

p r e m i e r  é l é m e n t  d e  r é p o n s e ,  c e  q u e  n o u s  ê l l o n s  v o i r  m a i n t e n a n t .  

b )  R é a c t i o n  s u r  l e  E N A  à é n s t u r é .  

Dans  l e  T a b l e a u  V I 1 1  c i - d e s s o u s ,  n o u s  d o n n o n s  

l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d a n s  ce  c a s  : 

R % d e  f i x a t i o n  

Comme n o u s  l ' i n d i q u e  l e  t a b l e a u ,  l a  r é a c t i v i t é  du  c a n c é r o g è n e  

s u r  l e  D N A  d é n a t u r é  e s t  supérieure à c e l l e  s u s  l e  D N A  n a t i f .  

Le t a u x  cl,c f i x a t i o n  e s t  e n v i r o n  3 f o i s  p:.u.s i ~ ~ o i t a n t  s u r  l e  

D N A  s i ~ p l e  c h a - n e .  

La c o u r b e  p r é s e n t é e  s u r  l a  f i g u r e  42 n o u s  m o n t r e  q u ' u n  s e u i l  

de  f i x a t i o n  e s t  a t t e i n t ,  de l a  même m a n i è r e  que  p o u r  l e  DNA 

n a t i f ,  p o u r  d e s  v a l e u r s  de  R s u p é r i e u r e s  à 1 .  La v a l e u r  







m a x i m a l e  d u  t a u x  d e  f i x a t i o n  e s t  d ' e n v i r o n  3 2 .  

Nous a v o n s  é g a l e m e n t  t r a c é  l a  c o u r b e  d e  d é t e r -  

D . O .  m i n a t i o n  s p e c t r o p h o t o r n é t r i q u e  : 3 3 6 0  x 10 = f ( %  d e  f i x a -  
D . O .  

2 6 0  

t i o n ) .  C e t t e  c o u r b e  e s t  d o n n é e  d a n s  l a  f i g u r e  4 3 .  

La  c o m p a r a i s o n  e n t r e  l e s  r é a c t i -  & s  s ~ r  - e  D N A  

n a t i f  e t  l e  D N A  d é n a t u r é  n o u s  a   ontr ré l'existence d ' u n  s e u i l  

d e  f i x a t i o n  du  c a n c é r o g è n e ,  d a n s  l e s  d e u x  c a :  . 
P u i s q u e  d a n s  l e  c a s  du D N A  d é n a t u r é  l a  c o r r e c t i o n  q u e  n o u s  

e f f e c t u o n s  e s t  p r a t i q u e m e n t  n é g l i g e a b  Te,  l e  s e u i l  q u e  n o u s  

o b s e r v o n s  é g a l e m e n t  p o u r  l e  D N A  n a t i :  n ' e s t  d ~ n c  p a s  un a r t e -  

f a c t  dû  à l a  m é t h o d e  de d o s a g e ,  c k s ' c - 2 - d i r e  à l a  c o r r e c t i o n .  

I l  s e m b l e  d o n c  q u e  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d e  r é a c t i o n  e m p l o y é e s ,  

l a  f i x a t i o n  du c a n c é r o g è n e  a t t e i g n e  r a p i d e m c n c  un :aux l i m i t e ,  

q u i  n e  c o r r e s p o n d  p r o b a b l e m e n t  p a s  à une  s a t u r a t i o n  d e s  s i t e s  

r é a c t i o n n e l s .  Au c o n t r a i r e ,  ce  ph6nomène  s e r a i t  p l u t ô t  dû à 

l a  g r a n d e  i n s t a b i l i t é  du d i  Ac-4HdQO e n  m i l i e u  a q u e u x  : l a  

r é a c t i o n  d ' h y d r o l y s e  du c a n c é r o g è n e  v i e n t  C O -  c u r r e n c e r  l a  

r é a c t i o n  d e  f i x a t i o n  s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e .  

C e t t e  é t u d e  n o u s  i n d i q u e  d o n c  q u e  1, r é a c t i -  

v i t é  du  d i  Ac-4HAQO s u r  l e  D N A  d é p e n d  de  s a  s ' : ~ u c t u r e  s e c o n -  

d a i r e .  

P u i s q u e  l a  r é a c t i o n  e s t  f a v o r i s é e  s u r  l e  D N A  d é n a t L r é ,  on p e u t  

p e n s e r  q u e  t o u s  ou  u n e  g r a n d e  p a r t i e  d e s  s i t e s  de  f i x a t i o n  du  

c a n c é r o g è n e  s e r a i e n t  s i t u é s  à l ' i n t é r i e u r  de  l a  d o u b l e  h é l i c e ,  

c ' e s t - à - d i r e  q u ' i l s  n e  s e r a i e n t  a c c e s s i b l e s  p a r  a u c c a e  d e s  d e u x  

g o r g e s  d u  D N A  n a t i f .  La r é a c t i o n  n e  s e r a i t  a l o r s  r e n d u e  p o s s i -  

b l e ,  e n  c e s  s i t e s ,  q u e  p a r  l e s  p h é n o n ~ è r i e s  d e  " r e s p i r a t i o n " ,  q u i  

e n  p r o v o q u a n t  l ' a p p a r i  t i o n  d e  r é g i o n s  t r a n s i  t o i r e n e n  t o u v e r t e s ,  

d é g a g e r a i e n t  c e s  n t o m e s .  





S u r  l e  D N A  m o n o c a t é n a i r e ,  c e s  s i t e s  r é a c t i o n -  

n e l s  s e r a i e n t  a l o r s  t o t a l e m e n t  d é m a s q u é s  e t  l ' e f f e t  s t é r i q u e  

s e r a i t  l e v é .  Du f a i t  d e  c e  d é m a s q u a g e  d e  c e r t a i n s  s i t e s ,  

e t  d o n c  d e  l a  p r é s e n c e  s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e  d ' u n e  q u a n t i t é  

de  p r o d u i t s  s u p p l é m e n t a i r e s  q u i  p o u r r a i e n t  i n t e r a g i r  de  f a ç o n  

d i f f é r e n t e  a v e c  l e s  b a s e s ,  o n  p e u t  s ' e x p l i q u e r  l e  d é p l a c e m e n t  

du maximum de l a  b a n d e  du  c a n c é r o g è n e ,  de  350  nm à 360 n a .  

Nous n e  p o u v o n s  m a l h e u r e u s e m e n t  p a s  i n t e r p r é -  

t e r  a v e c  b e a u c o u p  p l u s  d e  p r é c i s i o n  n o s  r é s u l t a t s ,  l e s  s i t e s  

de  f i x a t i o n  de c e  c a n c é r o g è n e  s c r  l e s  b a s e s  é t a n t  e n c o r e  mal  

c o n n u s .  

Des a u t e u r s  j a p o n a i s  ( 1  6 4 ,  1 6 2 )  o n t  i d e n t i f i é  q u a t r e  p r o d u i t s ,  

a p r è s  a c t i o n  d e s  c a n c é r o g è n e s  p r é c u r s e u r s  LM v i v o  : 3 composés  

d ' a d d i t i o n  s u r  l a  g u a n i n e  e t  un p ï o d u i t  s u r  l t a d S n i n e .  Cepen-  

d a n t ,  l e s  a t o m e s  i m p l i q u é s  d a n s  c e s  i n t e r a c t i o n s  n ' o n t  p a s  é t é  

d é t e r m i n é s .  Kawazoe Q Z  ( 7  1 )  o n t  s e u l e m e n t  p r o p o s é ,  p o u r  

l e  p r o d u i t  s u r  l ' a d é n i n e ,  d e u x  s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s  : l e  

c a n c é r o g è n e  s e r a i t  f i x é  s o i t  s u r  l e  N - 1 ,  s o i t  s u r  l e  6-NH 2  
de c e t t e  b a s e .  Ces  a t o m e s  s o n t  a c c e s s i b l e s  p a r  l e s  g o r g e s  du  

D N A  d a n s  l a  s t r u c t u r e  e n  d o u b l e  h é l i c e .  Ces  s i t e s  n e  s o n t  d o n c  

p a s  m a s q u é s  s u r  l e  D N A  n a t i f .  

C e c i  n ' e s t  p a s  e n  c o n t r a d i c t i o n  a v e c  n o s  r é s u l t a t s ,  c a r  l ' a d é -  

n i n e  n e  r e p r é s e n t e  p a s  l a  s e u l e  c i b l e  d e  l ' i n t e r a c t i o n  s u r  l e  

D N A .  Zn e f f e t ,  l a  g u a n i n e  s e r a i t  é g a l e m e n t  i m p l i q u é e  e t  i l  

n ' e s t  p a s  i m p o s s i b l e  d e  p e n s e r ,  à p a r t i r  d e  r é s u l t a t s  c o n c e r -  

n a n t  d ' a u t r e s  c a n c é r o g è n e s ,  q u e  l e  C - 8  e t  l e  2-NH2 de  c e t t e  

b a s e  s o i e n t  c o n c e r n é s .  Le C - 8 ,  q u i  s e  t r o i l v e  à l ' i n t é r i e u r  d e  

l a  d o u b l e  h é l i c e ,  s e r a i t  d o n c  démasqué  s u r  l e  D N A  d é n a t u r é ,  

c e  q u i  e x p l i q u e r a i t  c e t t e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  r é z c t i v i t é  q u e  

n o u s  a v o n s  o b s e r v ê e  d a n s  l e  c a s  d u  d i  Ac-4EAQO. 

Nous a v o n s  e n r e g i s t r é  l e s  s p e c t r e s  de  f l u o r e s -  

c e n c e  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  D N A  n a t i f  e t  de  D N A  d é n a t u r é .  Ces  

s p e c t r e s  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l e s  f i g u r e s  44  e t  45,  r e s p e c t i v e m e n t  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  n e  s o n t  p a s  e n  c o n t r a d i c t i o n  a v e c  n o t r e  

h y p o t h è s e .  







D'un  p o i n t  de  v u e  p u r e m e n t  q u a l i t a t i f ,  e t  d e  l a  même m a n i è r e  

q u e  p o u r  l e  D N A  d e  c e l l u l e s  a s c i t i q u e s  u t i l i s é  l o r s  d e  l a  

c o m p a r a i s o n  L M  v i v o - L M  v i X h o ,  n o u s  o b s e r v o n s  une  b a n d e  d ' é m i s -  

s i o n ,  q u i ,  d a n s  l e s  d e u x  c a s ,  a  un maximum s i t u é  à l a  même 

l o n g u e u r  d ' o n d e  : 465 nm. 

L ' é t u d e  e n  f o n c t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  s e c o n -  

d a i r e  n o u s  a  d o n c  c o n d u i t  à p e n s e r  q u e  l a  p l u s  g r a n d e  p a r t i e  

d e s  s i t e s  r é a c t i o n n e l s  , d a n s  1 ' i n t e r a c t i o n  DNA-di Ac-4HAQ0, 

s e r a i e n t  s i t u é s  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e .  

A f i n  d ' é t a y e r  c e t t e  h y p o t h è s e  e t  de  d é ~ e r m i n e r  s i  d e s  s i t e s  

e x t e r n e s  s o n t  é g a l e m e n t  i m p l i q u é s  ( p a r  e x e m p l e  : l e  6-NH 
2 

e t  l e  N-2 d e  l ' a d é n i n e  ( 7 1 ) ) ,  e t  d a n s  q u e l l e s  p r o p o r t i o n s ,  

n o u s  a v o n s  e n t r e p r i s .  u n e  é t u d e  e n  f o n c t i o n  d e  l a  f o r c e  

i o n i q u e .  

B )  E t u d e  e n  f o n c t i o n  d e  l a  f o r c e  i o n i q u e  .................................. -- 
R ô l e  d e  l a  s t r u c t u r e  d-pamiqsg-dg-pJ&. ---- 

L e s  d e u x  c a t é g o r i e s  d e  s i t e s  r é a c t i o n n e l s  

s u r  l e  D N A  ( s i t e s  i n t e r n e s  - s i t e s  e x t e r n e s )  s e  d i f f é r e n c i e n t  

de  c e t t e  m a n i è r e  : 

- S i t e s  i n t e r n e s  ( m a s q u é s ) .  La r é a c t i o n  s u r  

de  t e l s  s i t e s  p o s s è d e  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s u i v a n t e s  : f a i b l e  

r é a c t i o n  s u r  l e  D N A  n a t i f  ; a u g m e n t a t i o n  d e  l a  r é a c t i v i t é  

s u r  l e  D N A  d é n a t u r é  ( d é m a s q u a g e )  ; f o r t e  i n h i b i t i o n  d e  l a  

r é a c t i o n  e n  a b s e n c e  de  l a  s t r u c t u r e  d y n a m i q u e  du D N A ,  à f o r c e  

i o n i q u e  é l e v é e  ( r e s p i r a t i o n  i n h i b é e ) .  

- S i t e s  e x t e r n e s  ( n o n  m a s q u é s ,  a c c e s s i b l e s  

p a r  l e s  g o r g e s  d u  DNA). Dans c e  c a s ,  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s o n t  

l e s  s u i v a n t e s  : r é a c t i o n  p o s s i b l e  s u r  l e  D N A  n a t i f  a u s s i  

b i e n  q u e  s u r  l e  D N A  d é n a t u r é  ; a u c u n e  i n h i b i t i o n  de  l a  r é a c t i o n  

e n  a b s e n c e  de  l a  s t r u c t u r e  dynam*.:e du D N A ,  à c o n d i t i o n  q u e  

l a  f o r c e  i o n i q u e  n e  v i e n n e  p a s  i n h i b e r  l a  r é a c t i o n  c h i m i q u e  
\ .  \ .  

e n  e l l e -même  . 



G l o b a l e m e n t ,  l ' e f  £ e t  o b s e r v é  d é p e n d  du  p o u r -  

c e n t a g e  r e s p e c t i f  d e s  d e u x  s o r t e s  d e  s i t e s .  P a r  e x e m p l e ,  s ' i l  

e x i s t e  d e s  s i t e s  e x t e r n e s  d a n s  l e  c a s  d u  d i  Ac-4HAQ0, n o u s  

d e v r i o n s  p o u v o i r  o b s e r v e r ,  s u r  l e  D N A  n a t i f ,  q u a n d  l a  f o r c e  

i o n i q u e  a u g m e n t e ,  une  i n h i b i t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  q u i  n e  s e y a i t  

q u e  p a r t i e l l e .  

Nous a v o n s  donc  e n t r e p r i s  c e t t e  é t u d e ,  a f i n  d e  d é t e r m i n e r  d a n s  

q u e l l e  m e s u r e  l a  s t r u c t u r e  dynamique  du D N A  n a t i f  p e u t  f a v o r i -  

s e r  l a  r é a c t i o n  d u  d i  Ac-4HAQO s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e .  

P o u r  c e l a ,  n o u s  a v o n s  a u g m e n t é  l a  f o r c e  i o n i q u e  du m i l i e u  
- 3  

p a r  a d d i t i o n  du  NaCl d a n s  l e  t ampon  c i t r a t e  2 x 10 M ,  pH 7 .  

L ' a d d i t i o n  de NaCl d a n s  l e  m i l i e u  t e n d  à s u p p r i m e r  l a  s t r u c -  

t u r e  d y n a m i q u e  d u  D N A ,  c ' e s t - à - d i r e  q u ' i l  n ' e x i s t e  p r a t i q u e -  

ment  p l u s  de r é g i o n s  t r a n s i t o i r e m e n t  o u v e r t e s .  En d ' a u t r e s  

t e r m e s ,  l e  phénomène  de  r e s p i r a t i o n  e s t  i n h i b é .  

Nous a v o n s  e f f e c t u é  l e s  m a n i p u l a t i o n s  s u r  l e  

D N A  n a t i f  e t  é g a l e m e n t  s u r  l e  D N A  d é n a t u r é ,  a f i n  de s a v o i r  s i  

l ' é v e n t u e l l e  i n h i b i t i o n  o b s e r v é e  n e  p r o v e n a i t  p a s  de  l ' i n h i -  

b i t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  c h i m i q u e  e n  e l l e - m ê m e ,  d u  f a i t  de  

l v  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  f o r c e  i o n i q u e .  

L e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  i n c u b é s  p e n d a n t  I h  15 ( V o i r  c h a p i t r e  1, 

p a r a g r a p h e  I V  ; p .  8 8 ) .  

L e s  s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  

D N A  o n t  é t é  e n r e g i s t r é s  a p r è s  p u r i f i c a t i o n .  La f i g u r e  4 6  m o n t r e  

c e s  s p e c t r e s ,  p o u r  d e u x  r a p p o r t s  R = 0 , 5  e t  R = 1 ,  d a n s  l e  c a s  

du  D N A  n a t i f .  La f i g u r e  4 7  m o n t r e  l e s  s p e c t r e s  c o r r e s p o n d a n t  

a u x  mêmes v a l e u r s  de R ,  p o u r  e D N A  d é n a t u r é .  

Nous p o u v o n s  c o n s t a t e r  q u e  d a n s  l e s  d e u x  c a s  l a  r é a c t i o n  s e m b l e  

i n h i b é e , p u i s q u e  l a  b a n d e  due  a u  c a n c é r o g è n e  e s t  p r a t i q u e m e n t  

i n e x i s t a n t e .  En p a r t i c u l i e r ,  on  d i s t i n g u e  t r è s  ma l  l e  maximum 

q u i  s e r a i t  d a n s  l e s  d e u x  c a s  s i t u é  à e n v i r o n  350  nm. 

De-lx e s s a i s  [R = 0 , 5 ,  R = 11 x  2 n o u s  o n t  d o n n é  d e s  r é s u l t a t s  

i d e n t i q u e s .  







Nous a v o n s  p r é p a r é  d e u x  é c h a n t i l l o n s  R = 10, 
e n  e f f e c t u a n t  l a  r é a c t i o n  s u r  l e  D N A  n a t i f  e t  s u r  l e  D N A  d é n a -  

t u r é .  Nous a v o n s  a l o r s  c o n s t a t é  q u e  l a  f i x a t i o n  - h y p o t h é t i q u e -  

d e s  p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  "X" n ' é t a i t  p a s  i n h i b é e  p a r  l ' a u g -  

m e n t a t i o n  de  l a  f o r c e  i o n i q u e ,  p u i s q u e  n o u s  a v o n s  r e t r o u v é  

l a  même a l l u r e  d e  b a n d e  q u e  p r é c é d e m m e n t ,  d a n s  l e s  d e u x  c a s .  

De p l u s ,  n o u s  a v o n s  n o t é  s u r  l e s  s p e c t r e s  o b t e n u s  q u e  l e s  

v a l e u r s  d e s  r a p p o r t s  D .0 .350 /D .0 .500  é t a i e n t  l e s  mêmes q u ' e n  

D . O .  
a b s e n c e  d e  NaCl  : 350  e 2  x ,  d a n s  l e  c a s  d u  D N A  n a t i f  e t  

D .  O .  D . O .  
350  5 0 0  - 3  x  d a n s  l e  c a s  du D N A  d é n a t u r é  ; x r e p r é s e n t e  l a  

v a l e u r  d e  l a  D . O .  à 5 0 0  nm. 

Nous a v o n s  d o n c  e f f e c t u é  l e s  c a l c u l s  d e s  p o u r c e n t a g e s  d e  f i x a -  

t i o n ,  q u a n d  c e l a  é t a i t  p o s s i b l e ,  e n  u t i l i s a n t  l a  m é t h o d e  de  

c o r r e c t i o n  I I .  La  v a l e u r  du € 35 O 
e m p l o y é e  e s t  c e l l e  d o n n é e  p a r  

- 1 - 1 
l a  s o l v o l y s e  e n  p r é s e n c e  de  NaCl  : E 35 O 

= 5 8 0 0  mole  . l .  cm 

( C h a p i t r e  1, f i g .  2 4 ) .  Le T a b l e a u  I X ,  c i - d e s s o u s ,  m o l t r e  l e s  

r é s u l t a t s  o b t e n u s  : 

a 
Ces v a l e u r s  s o n t  d e  l ' o r d r e  d e s  e r r e u r s  e x p é r i m e n t a l e s  

X non  d é t e c t a b i e  p a r  n o t r e  m é t h o d e  d e  d o s a g e .  

DEA d é n a t u r é  

0 , 5  1 

0 , 2 7  0 , 2 7  

1 

R 

% d e  
f i x a t i o n  

D N A  n a t i f  

035  1 0 , 5  2  

0 , 0 6  * x 0 , 0 5 *  >: 



S i  l ' o n  c o m p a r e  c e s  r é s u l t a t s  à c e u x  o b t e n u s  d a n s  l e  tampon 

2 x 1 0 - ~  M y  pH 7 ,  s a n s  NaCl ( T a b l e a u  V I I ,  p .  102, p o u r  l e  D N A  

n a t i f  ; T a b l e a u  V I I I ,  p .  103, p o u r  l e  D N A  d é n a t u r é ) ,  on c o n s -  

t a t e  q u e  l a  r é a c t i o n  e s t  i n h i b é e  d ' u -  f a c t e u r  10  e n v i r o n .  

C e p e n d a n t ,  i l  s e m b l e  q u e  n o t r e  m é t h o d e  de  d o s a g e  n e  s o i t  p a s  

a s s e z  s e n s i b l e  p o u r  d é t e r m i n e r  a v e c  p r é c i s i o n  l ' a m p l i t u d e  de 

c e t t e  i n h i b i t i o n .  En p a r t i c u l i e r ,  d a n s  l e  c a s  d u  D N A  n a t i f ,  

i l  e s t  d i f f i c i l e  d e  d i r e  s i  l e  p o u r c e n t a g e  d e  c a n c é r o g è n e  f i x é  

e s t  n u l  o u  n o n .  

Une m é t h o d e  de d o s a g e  à l ' a i d e  de r a d i o é l é m e n t s  n o u s  p e r m e t t r a  

d e  c o n c l u r e  a v e c  p l u s  d e  c e r t i t u d e .  

C e p e n d a n t ,  l e  f a i t  e s t  q u e  l a  r é a c t i o n  e s t  

i n h i b é e  d a n s  l e s  d e u x  c a s ,  c ' e s t - à - d i r e  é g a l e m e n t  d a n s  l e  c a s  

d u  D N A  d é n a t u r é .  C e c i  s i g n i f i e r a i t  q u e ,  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  de  

f o r c e  i o n i q u e  u t i l i s é e s ,  l a  r é a c t i o n  c h i m i q u e  e n  e l l e - m ê m e  

n e  p e u t  s e  f a i r e .  

Une t e l l e  c o n c l u s i o n  p e u t  ê t r e  t i r é e  e n  a p p l i q u a n t  l a  t h é o r i e  

d e s  p o l y é l e c t r o l y t e s .  Dans  l e  c a s  du  D N A ,  l ' a t m o s p h è r e  d e  con-  

t r e - i o n  s i t u é e  a u t o u r  d e s  g r o u p e m e n t s  n h o s p h a t e s ,  c h a r g é s  

n é g a t i v e m e n t ,  d é p e n d  de  l a  f o r c e  i o n i q u e .  L ' i n t e r a c t i o n  é l e c -  

t r o s t a t i q u e  e n t r e  l e s  i o n s  p o s i t i f s  ( l e s  r é a c t i f s  é l e c t r o -  

p h i l e s  f o r m é s  à p a r t i r  du  d i  Ac-4BAQO) e t  l e  D N A  e s t  t r è s  r é -  

d u i t e  q u a n d  on a u g m e n t e  l a  f o r c e  i o n i q u e  du  m i l i e u ,  d u  f a i t  
+ 

d e  l a  c o m p é t i t i o n  a v e c  l e s  i o n s  p o s i t i f s  d u  t a m p o n ,  l ' i o n  Na 

e n  p a r t i c u l i e r .  La  c o n s é q u e n c e  e n  e s t  d o n c  l ' i n h i b i t i o n  de  l a  

r é a c t i o n  c h i m i q u e ,  p u i s q u e  l ' a t t r a c t i o n  é l e c t r o s t a t i q u e  d e s  

d e u x  r é a c t i f s  e s t  e m p ê c h é e  ; o r ,  c e t t e  a p p r o c h e  d e s  s i t e s  

r é a c t i o n n e l ;  e s t  n é c e s s a i r e  à l a  r é a c t i o n .  

P a r  c o n s é q u e n t ,  d a n s  l e  c a s  du D N A  n a t i f ,  

i l  e s t  d i f f i c i l e  d e  d é t e c t e r  un e f f e t  a d d i t i o n n e l  p r o v e n a n t  

de  l ' a b s e n c e  de l a  s t r u c t u r e  d y n a m i q u e  d e  l a  m a c r o m o l é c u l e .  

C e t t e  p r e m i è r e  a p p r o c h e  n e  n o u s  p e r m e t  d o n c  

p a s  de  c o n c l u r e ,  comme n o u s  l ' a v i o n s  e s p é r é ,  q u a n t  à l ' e f f e t  

d e  l a  s t r u c t u r e  d y n a m i q u e  du  D N A  s u r  l a  r é a c t i o n  DNA-di Ac-IHAQC 

P a r  a i l l e u r s ,  n o t r e  d o s a g e  n ' e s t  p a s  a s s e z  s e n s i b l e  q u a n d  i l  

s ' a g i t  d e  d é t e c t e r  de t r è s  f a i b l e s  p o u r c e n t a g e s  d e  f i x a t i o n  

du c a n c é r o g è n e  s u r  l e  D N A .  



I I .  L e s  m o d i f i c a t i o n s  de l a  s t r u c t u r e  d u  D N A ,  a p r è s  f i x a t i o n  

c o v a l e n t e  du c a n c é r o g è n e .  - 

Deux t e c h n i q u e s  d i f f é r e n t e s  o n t  é t é  u t i l i s é e s  

p o u r  c e t t e  é t a u d e ,  q u i  a  é t é  r é a l i s é e  s u r  l e  D N A  n a t i f  : 

. La  m e s u r e  d e s  t e m p é r a t u r e s  d e  f u s i o n  q u i  

donne  d e s  r e n s e i g n e m e n t s  s u r  l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  du D N A  

e t  s u r  s a  p e r t u r b a t i o n  é v e n t u e l l e .  

. La m e s u r e  d e  l a  b i r é f r i n g e n c e  é l e c t r i q u e  

q u i  d o n n e  d e s  i n f o r m a t i o n s  s u r  l e s  s t r u c t u r e s  s e c o n d a i r e  e t  

t e r t i a i r e .  

A )  M e s u r e  d e s  t e m p é r a t u r e s  d e  f u s i o n .  -------------- ------------------ 

L ' a p p a r e i l  d e  m e s u r e  q u i  a  é t é  m i s  a u  p o i n t  

a u  l a b o r a t o i r e  e s t  c o u p l é  a v e c  un  e n r e g i s t r e u r  X . Y .  q u i ,  

e n  f i n  de  m a n i p ~ l a t i o n ~ d o n n e  l e  t r a c é  d e  l a  c o u r b e  s i g m o ï d e  

D . O .  = f ( T )  e t  de l a  c o u r b e  d é r i v é e  d ( D . O . ) / d ~ , a p r è s  a v o i r  

g a r d é  l e s  d o n n é e s  e n  mémoire  ( T  r e p r é s e n t e  l a  t e m p é r a t u r e ) .  

Nous a v o n s  t o u j o u r s  u t i l i s é  l e s  v a l e u r s  d e s  t e m p é r a t u r e s  d e  

f u s i o n ,  T f ,  d o n n é e s  p a r  l e  t r a c é  d e s  c o u r b e s  d é r i v é e s  : l a  

T f  e s t  a l o r s  l a  v a l e u r  de l a  t e m p é r a t u r e  a u  maximum de  l a  

c o u r b e  d é r i v é e .  C e t t e  d é t e r m i n a t i o n  e s t  e n  e f f e t  b e a u c o u p  

p l u s  p r é c i s e  q u e  c e l l e  o b t e n u e  à p a r t i r  d e  l a  c o u r b e  s i g m o ï d e  

D . O .  = f  ( T ) .  P o u r  c h a q u e  é c h a n t i l l o n ,  n o u s  a v o n s  t o u j o u r s  f a i t  

d e u x  m e s u r e s  d e  Tf e t  n ' a v o n s  j a m a i s  o b s e r v é  p l u s  d e  O , Z O c  

d ' é c a r t  e n t r e  l e s  t e m p é r a t u r e s  d e  f u s i o n  d ' u n e  mgme s o l u t i o n  

de  D N A .  

L e s  m e s u r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  d e u x  s é r i e s  d ' é c h a n t i l l o n s  

de  D N A  n a t i f ,  p o u r  d i f f é r e n t s  p o u r c e n t a g e s  d e  f i x a t i o n ,  e n  
- 3  

m i l i e u  tampon c i t r a t e  2  x  10 M, pH 7 .  A p r è s  p u r i f i c a t i o n  

d e s  é c h a n t i l l o n s  e t  e n r e g i s t r e m e n t  d e s  s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n ,  

p o u r  l e  c a l c u l  d e s  p o u r c e n t a g e s  de  f i x a t i o n  du c a n c é r o g è n e ,  

l e s  s o l u t i o n s  d e  D N A  s o n t  d i l u é e s  2 0  f o i s  p o u r  l ' e n r e g i s t r e m e n t  

d e s  t e m p é r a t u r e s  d e  f u s i o n .  La l o n g u e u r  d ' o n d e  d u  s p e c t r o p h o t o -  

m è t r e  e s t  f i x é e  à 260  nm. 



1 )  Choix du 2Emoin de menuhe : 

Campatainon den T h  de D U A  @ ex de D N A  R = O. 

L e s  p r e m i è r e s  m e s u r e s  q u e  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é e s  

o n t  é t é  l e s  s u i v a n t e s  : n o u s  a v o n s  c o m p a r é  l e s  t e m p é r a t u r e s  

d e  f u s i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  PNA @ ( R  = 10, R = 2 X )  à O 
c e l l e  d ' u n  D N A  t é m o i n  R = O,à une  f o r c e  i o n i q u e  s t r i c t e m e n t  

i d e n t i q u e .  C e t t e  m a n i p u l a t i o n  a  é t é  r é a l i s é e  a f i n  de  d é t e r m i n e r  

s i  l e  D N A  R = O é t a i t  un b o n  t é m o i n  p o u r  l e s  n e s u r e s  d e  T f .  

L e s  r é s u l t a t s  d e s  t r o i s  e s s a i s  e f f e c t u é s  s o n t  d o n n é s  d a n s  

l e  T a b l e a u  X c i - d e s s o u s  : 

E t a n t  d o n n é e  l a  p r é c i s i o n  d e s  m e s u r e s  (I O , ~ " C ) ,  c e s  r é s u l t a t s  

n o u s  m o n t r e n t  q u e  l e s  p r o d u i t s  " X "  q u i  s e  f i x e n t  s u r  l e  D N A  

n a t i f  n e  s o n t  p a s  d é s t a b i l i s a n t s  ; l e u r  p r é s e n c e  n ' a p p o r t e r a  

a u c u n e  c o n t r i b u t  i o n  d a n s  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e s  t e m p é r a t u r e s  d e  

f u s i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  p r é p a r é s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  n o r m a l e s  

de r é a c t i o n , p u i s q u e  l a  q u a n t i t é  de  c e s  p r o d u i t s  e s t  p r o b a b l e -  

men t  b e a u c o u p  p l u s  f , a i b l e  d a n s  ce  c a s  q u e  d a n s  c e l u i  d ' u n  

Nous a v o n s  donc  p r i s  comme Tf de  r é f é r e n c e ,  p o u r  c h a q u e  s é r i e  

d ' é c h a n t i l l o n s ,  c e l l e  de l a  s o l u t i o n  de  DNA R = 0 .  



2 ) REa u t f a t a  de6 mea ukea. 

a )  P r e m i è r e  s é r i e  d ' é c h a n t i l l o n s .  

Le T a b l e a u  X I  p r é s e n t e  l e s  v a l e u r s  q u e  

n o u s  a v o n s  o b t e n u e s  : 

% d e  f i x a t i o n  O 0 , 7 3  0 , 8 8  0 , 9 0  

- -- - -- -. 

Tf moyenne 5 9 , 0 5  5 7 , 9  5 7 , 7  

b )  Deuxième s é r i e  d ' é c h a n t i l l o n s .  

T a b l e a u  X I I  

% de f i x a t i o n  O O ,23 0,43 O ,  68 0 ,93  0,87 

Tf moyenne 57,47 57,25 56,9 56,2 55 $75 55,8 



L a  p r e m i è r e  c o n s t a t a t i o n  e s t  q u e ,  au  f u r  e t  à m e s u r e  q u e  l e  

p o u r c e n t a g e  de f i x a t i o n  du  c a n c é r o g è n e  a u g m e n t e ,  l e s  t e m p é r a -  

t u r e s  de f u s i o n  d e s  D N A  t r a n s f o r m é s  d i m i n u e n t ,  e t  d e  f a ç o n  

a s s e z  r é g u l i è r e  s e m b l e - t - i l .  La  v a l e u r  du A T £  d é f i n i  p r é c é d e m -  

m e n t  e s t  d o n c  n é g a t i v e .  Comme l e  m o n t r e  l a  f i g u r e  4 8 ,  p o u r  l a  

d e u x i è m e  s é r i e  de m e s u r e s ,  l a  c o u r b e  : Tf = f ( %  d e  f i x a t i o n )  

e s t  une  d r o i t e ,  a u x  e r r e u r s  d ' e x p é r i e n c e  p r è s .  

Nous a v o n s  é g a l e m e n t  t r a c é  l e  g r a p h e  : - ATm = f ( %  de  f i x a -  

t i o n ) ,  e n  u t i l i s a n t  l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  d a n s  l e s  d e u x  s é r i e s  

d e  m e s u r e s  ( F i g .  4 9 ) .  Aux e r r e u r s  d ' e x p é r i e n c e  p r è s ,  l e s  

p o i n t s  o b t e n u s  s o n t  c o r r e c t e m e n t  a l i g n é s  s u r  u n e  d r o i t e .  

Nous a v o n s  c a l c u l é  l a  p e n t e  d e  c e t t e  d r o i t e , q u i  d o n n e  l a  

v a l e u r  d e  l a  d é s t a b i l i s a t i o n   AT^ p o u r  un p o u r c e n t a g e  de  

f i x a t i o n  d e  1 % : 2 , 1 ° c  t O , Z O c .  

C e t t e  d i m i n u t i o n  de  1 2  t e m p é r a t u r e  de  f u s i o n ,  

a i n s i  r e l i é e  au  p o u r c e n t a g e  d e  f i x a t i o n ,  i n d i q u e  q u e  l a  

l i a i s o n  c o v a l e n t e  d u  c a n c é r o g è n e  s u r  l e  D N A  i n t r o d u i t  une  

p e r t u r b a t i o n  d a n s  l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e ,  q u i  s e  t r a d u i t  p a r  

u n e  d é n a t u r a t i o n  p a r t i e l l e  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e .  

La v a l e u r  d e  c e t t e  d é s t a b i l i s a t i o n ,  q u i  e s t  d e  2 , 1 ° c  î a r  p o u r -  

c e n t a g e  d e  f i x a t i o n ,  s e m b l e  r e l a t i v e m e n t  é l e v é e  c o m p a r a t i v e -  

ment  à d ' a u t r e s  c a n c é r o g è n e s .  P a r  e x e m p l e ,  d a n s  l e  c a s  du 

N-Ac-AAP, l a  d é s t a b i l i s a t i o n  e s t  d e  1 , 2  O C  p a r  p o u r c e n t a g e  

de  p h é n a n t h r y l - a t i o n  ; e n  c e  q u i  c o n c e r n e  l e  N-Ac-AAF, c e t t e  

v a l e u r  e s t  d e  1 , l O c  p a r  p o u r c e n t a g e  d e  f l u o r ë n y l a t i o n  ( 8 3 ) .  

C e c i  s u g g è r e  que  l a  d é s t a b i l i s a t i c n  o b t e n u e  d a s s  l e  c a s  du  

d i  Ac-4HAQO e s t  a s s e z  i m p o r t a n t e .  

L ' o b s e r v a t i o n  s u r  l e s  D N A  t r a n s f o r m é s  d ' u n e  

p e r t u r b a t i o n  s t r u c t u r a l e  d e  c e t t e  a m p l e u r  p e u t  a m e n e r  à p e n s e r  

q u e  l e  c a n c é r o g è n e  s e r a i t  f i x é ,  p o u r  u n e  b o n n e  p a r t i e ,  e n  d e s  

s i t e s  i n t e r n e s .  La f i x a t i o n  s u r  c e s  a t o m e s  p r o v o q u e r a i t  a l o r s  

u n e  r u p t u r e  d e s  l i a i s o n s  h y d r o g è n e  s u r  un a s s e z  g::anT nombre  

de  p a i r e s  d e  b a s e s  a v o i s i n a n t e s ,  ce  q u i  a b o u t i r a i t  à l a  f o r m a -  

t i o n  d ' o u v e r t u r e s  l o c a l e s  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e ,  d a n s  l e s  z o n e s  

d e  f i x a t i o n  du c a n c é r o g è n e .  C e t t e  h y p o t h è s e  e s t  e n  a c c o r d  a v e c  

l e  r é s u l t a t  de  l ' é t u d e  e n  f o n c t i o n  de  l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  

(Paragraphe 1, A ,  p .  104)  a  s u g g é r é  q u e  l e  n o y a u  q u i n o l é i q u e  

s e  f i x e r a i t  e n  g r a n d e  p a r t i e  s u r  d e s  a t o m e s  s i t u é s  à l ' i n t é -  

r i e u r  de  l a  d o u b l e  h é l i c e .  Nous n e  p o u v o n s  m a l h e u r e u s e m e n t  p a s  







c o n c l u r e  a v e c  p l u s  de  p r é c i s i o n  p u i s q u e  s e u l s  l e s  s i t e s  d e  

f i x a t i o n  s u r  l ' a d é n i n e  s o n t  c o n n u s ,  l e s  a t o m e s  c o n c e r n é s  s u r  

l a  g u a n i n e  r e s t a n t  i n d é t e r m i n é s .  P a r  c o m p a r a i s o n  a v e c  d ' a u t r e s  

c a n c é r o g è n e s ,  comme l 'AAF,  o n  p e u t  p e n s e r  q u e  l a  f i x a t i o n  du  

n o y a u  q u i n o l é i q u e  s u r  l e  C - 8  d e  l a  g u a n i n e  p o u r r a i t  ê t r e  e n  

a c c o r d  a v e c  n o t r e  h y p o t h è s e .  

P a r  a i l l e u r s ,  i l  f a u t  n o t e r  q u e  c e t t e  d é s t a b i -  

l i s a t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  du D N A  p o u r r a i t  ê t r e  due  é g a l e m e n t  

à une  r é a c t i o n  d ' a c é t y l a t i o n  d e  l a  m a c r o m o l é c u l e , d o n t  l ' e f f e t  

s ' a d d i t i o n n e r a i t  à c e l u i  c a u s é  p a r  l a  f i x a t i o n  du  n o y a u  q u i n o -  

l é i q u e  ; c e c i  e x p l i q u e r a i t  l ' a m p l e u r  d e  l ' e f f e t  g l o b a l  o b s e r v é .  

Nous a v o n s  é v o q u é ,  d a n s  l e  c h a p i t r e  I I I  de  l a  p a r t i e  " G é n é r a l i -  

t é s "  ( p .  5 7  ), l a  p o s s i b i l i t é  de  l ' i n t e r v e n t i o a  d ' u n e  a c é t y l a t i o n  

d a n s  l ' i n t e r a c t i o n  DNA-di Ac-4-?AQO i n  v i X n 0  ; c e  p r o b l è m e  s e r a  

l ' o b j e t  d ' u n e  d i s c u s s i o n  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  I I I  d e  c e  c h a p i t r e  

( p  117) 

La  m i s e  e n  é v i d e n c e  d ' u n e  a c é t y l a t i o n  d e v r a i t  a l o r s  ê t r e  s u i v i e  

d ' a u - r e s  i n v i - s t i g a t i o n s ,  a f i n  d e  d é t e r m : n e r  l e s  c c n t r i b u t i o n s  

r e s p e c t i v e s  d e s  d e u x  phénomènes  ( f i x a t i o n  du  n o y a u  q u i n o l é i q u e  - 
a c é t y l a t i o n )  d a n s  l a  d é s t a b i l i s a t i o n  de  l a  s t r u c t u r e  du D N A .  

3 )  Meauae de6 T d  bu& l e b  é c h a n ; t i U o n a  de. V N A  

p t E p a h E b  e n  p t E a e n c e  d e  NaCt. 

A f i n  d e  v é r i f i e r  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  r s a c t i o n  

o b s e r v é e  d a n s  l e  c a s  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  D N A  n a t i f  p r é p a r é s  

d a n s  l e  tampon e n r i c h i  e n  NaCl ,  n o u s  a v o n s  m e s u r é  l e s  t e m p é r a -  

t u r e s  d e  f u s i o n  d e  c e s  é c h a n t i l l o n s .  

L o r s q u e  l ' o n  a u g m e n t e  l a  f o r c e  i o n i q u e ,  o n  s t a b i l i s e  l a  s t r u c -  

t u r e  e n  d o u b l e  h é l i c e  du  D N A ,  c e  q u i  s e  t r a d u i t  p a r  une  a u g -  

m e n t a t i o n  de  l a  t e m p é r a t u r e  de f u s i o n .  C ' e s t  a i n s i  q u e  l e  

te rnoin  R = O s a n s  c a n c é r o g è n e  a  u n e  t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n  
- 3  

d ' e n v i r o n  7 6 ' ~  d a n s  l e  t ampon  c i t r a t e  2 x  10 M + 0,05 M 

N a C l ,  pH 7 .  



Le T a b l e a u  X I I 1  ci-dessousdonne l e s  r é s u l t a t s  

de  n o s  m e s u r e s  : 

R O 0 , 5  1 O 0 9 5  2  

% de f i x a t i o n  O 0 , 0 6  x O 0 , 0 5  X 

Tf moyenne 7 6 , 3 5  7 6 , 5  7 6 , 3  7 6 , 2 5  7 6 , 2  7 6 , 2 5  

X = f i x a t i o n  d e  c a n c é r o g è n e  n u l l e  o u  t r o p  f a i b l e  p o r r  

ê t r e  d é t e c t é e  ( V o i r  T a b l e a u  I X ,  p. 108). 

Nous p o u v o n s  c o n s t a t e r  q u e ,  a u x  e r r e u r s  d ' e x p é r i e n c e  p r è s ,  

l e s  é c h a n t i l l o n s  d e  D N A ,  a p r è s  r é a c t i o n  a v e c  l e  c a n c é r o g è n e ,  

o n t  l a  même t e m p é r a t u r e  de  f x s i o n  q u e  l e  D N A  t é m o i n  R = 0 .  

C e c i  m o n t r e  b i e n  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  d e  f i x a t i o n  du 

n o y a u  q u i n o l é i q u e ,  p u i s q u e  n o u s  v e n o n s  d e  v o i r  q u e  c e t t e  l i a i -  

s o n  du c a n c é r o g è n e  s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e  a v a i t  un e f f e t  d é s t a -  

b i l i s a n t .  

B )  M e s u r e  d e  l a  b i r é f r i n ~ e n c e  é 3 . e c t r i g u e .  __- - -_- - - - - - - - - - - - - - - * * - - - - - - - - - - - -  -- 

L e s  p r e m i è r e s  m e s u r e s  o n t  été e f f e c t u é e s  

p a r  l e  D o c t e u r  C .  H o u s s i e r ,  à L i è g e ,  s u r  un é c h a n t i l l o n  de  D N A  

t r a n s f o r m é  ( %  d e  f i x a t i o n  : 0 , 2 )  e t  s u r  un  D N A  t é n o i n  R = O 

q u i  a  s e r v i  de  r é f é r e n c e .  

A p r è s  p u r i f i c a t i o n ,  l a  f o r c e  i o n i q u e  d e s  é c h a n t i l l o n s  e s t  

a j u s t é e  p a r  d i a l y s e  d a n s  un t a m p o n  c i t r a t e  1 0 - ~  M ,  pH 7 e t  

l e s  m e s u r e s  s o n t  e f f e c t u é e s  s u r  d e s s o l u t i o n s  d i l u é e s  10 f o i s  

a v e c  ce même t ampon .  



L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  d o n n é s  d a n s  l a  

f i g u r e  5 0  q u i  r e p r é s e n t e  l a  v a r i a t i o n  d e  l a  b i r é f r i n g e n c e  

An 
s p é c i f i q u e  : ( D . o e i 6 0 )  , e n  f o n c t i o n  d e  l ' i n t e n s i t é  E du champ 

é l e c t r i q u e  a p p l i q u é  a u x  b o r n e s  d e  l a  c e l l u l e  d e  K e r r .  On p e u t  

c o n s t a t e r  q u e ,  même à c e  f a i b l e  t a u x  d e  f i x a t i o n  d e  0 , 2  % ,  

l a  b i r é f r i n g e n c e  s p é c i f i q u e  du  D N k  t r a n s f o r m é  e s t  e n v i r o n  

10 à 15 % p l u s  f a i b l e  q u e  c e l l e  du  D N A  t é m o i n .  C e t t e  c h u t e  

de  l a  b i r é f r i n g e n c e  i n d i q u e  u n e  p e ~ t u r b a t i o n  a s s e z  i m p o r t a n t e  

de  l a  s t r u c t u r e  du D N A ,  p e r t u r b a t i o n  q u i  p e u t  a v o i r  d e u x  

o r i g i n e s  : 

. u n e  d é n a t u r a t i o n  p a r t i e l l e  d e  l a  d o u b l e  

h é l i c e  q u i  c o r r e s p o n d  à un d é s e m p i l e m e n t  d e s  b a s e s  ; 

. l ' a p p a r i t i o n  de  c a s s u r e s  s u r  un s e u l  b r i n  

l e  l o n g  d e  l a  c h a î n e  a u x  e n d r o i t s  d e  f i x a t i o n  du c a n c é r o g è n e ,  

c e  q u i  e n t r a î n e r a i t  u n e  a u g m e n t a t i o n  du p l i s s e m e n t  de  l a  c h a î -  

n e  ( m o d i f i c a t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e ) .  

Ces  d e u x  phénomènes  n e  s o n t  d ' z i l l e u r s  p a s  i n d é p e n d a n t s  l ' u n  

d e  l ' a u t r e .  

L ' é t u d e  s u r  l e s  t e m p é r a t u r e s  d e  f u s i o n  n o u s  

a  m o n t r é  q u e  l e  d é s e m p i l e m e n t  d e s  b a s e s  s e  p r o d u i s a i t  à coup  

s û r .  P a r  c o n t r e ,  l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  du  

p l i s s e m e n t  de  l a  c h a î n e  e s t  p l u s  d g l i c a t e ?  m a i s  c e c i  e s t  t o u z  

à f a i t  e n v i s a g e a b l e  p u i s q u e  l ' o n  s a i t  q u e  l a  p e r t u r b a t i o n  d e  

la s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  d ' u n e  m a c r o m o l é c u l e  i m p l i q u e  l e  p l u s  

s o u v e n t  u n e  m o d i f i c a t i o n  de  s a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e .  La p r é s e n c e  

s u r  l e  D N A  d e  z o n e s  d e  d é n a t u r a t i o n  p o u r r a i t  d o n c  e n t r a î n e r  

u n e  a u g m e n t a t i o n  de  l a  f l : n i b i l i t é  de  l a  c h a î n e  : 1 z  macromo- 

l é c u l e  s e  t r o u v e r a i t  a l o r s  p l u s  r e p l i é e  s u r  e l l e - m ê m e ,  ce  q u i  

e x p l i q u e r a i t  l a  c h u t e  d e  l a  b i r é f r i n g e n c e  q u e  n o u s  o b s e r v o n s .  

En r é s u m é ,  c e  p r e m i e r  e s s a i  a m o n t r é ,  e n  

a c c o r d  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  d e s  m e s u r e s  d e  t e m p é r a t u r e s  de  f u s i o n ,  

q u e  l a  s t r u c t u r e  d a  D N A  s e m b l e  f o r t e m e n t  ~ . f f e c t é e  p a r  l a  f i x a -  

t i o n  d u  c a n c é r o g e n e .  Comme n o u s  l ' a v o n s  s o u l i g n é  p o u r  l e s  

e f f e t s  o b s e r v é s  g r â c e  a u x  m e s u r e s  de  l a  T f ,  i l  s e  p e u t  q u ' u n  

phénomène  d l a c é t y l a t i o n  d u  D N A  a i t  é g a l e m e n t  une  p a r t  d e  r e s -  

p o n s a b i l i t é  d a n s  l a  c h u t e  i m p o r t a n t e  d e  l a  b i r é f r i n g e n c e .  





Ces  m e s u r e s  n e  c o n s t i t u e n t  c e p e n d a n t  q u ' u n e  

p r e m i è r e  a p p r o c h e  e t  l ' é t u d e  29 l a  b i r é f r i n g e n c e  é l e c t r i q u e  

e s t  à c o m p l é t e r .  D ' a u t r e  p a r t ,  l a  m e s u r e  du d i c h r o ï s m e  é l e c t r i -  

q u e  d a n s  l a  b a n d e  du c a n c é r o g è n e ,  à 350  nm, d e v r a i t  n o u s  p e r m e t -  

t r e  d e  d é t e r m i n e r  l ' o r i e n t a t i o n  du c h r o m o p h o r e  q u i n o l é i q u e  d a n s  

l a  m a c r o m o l é c u l e  d e  D N A .  A c t u e l l e m e n t ,  l ' a p p a r e i l  d e  m e s u r e  

s i t u é  d a n s  l e  l a b o r a t o i r e  d e  M .  C l .  H o u s s i e r  n ' e s t  p a s  a s s e z  

s e n s i b l e  p o u r  d é t e c t e r  l e s  t r è s  f a i b l e s  e f f e t s  d i c h r o y q u e s  q u i  

c o r r e s p o n d e n t  à une f i x a t i o n  d u  c a n c é r o g è n e  de  0 , l  % à 1 % 

( d u  f a i t  d e  l a  t r è s  f a i b l e  v a l e u r  de l a  D . O .  d a n s  l a  b a n d e  

du c a n c é r o g è n e ) .  Une a m é l i o r a t i o n  de  l a  s e n s i b i l i t é  de  d é t e c -  

t i o n  d e  l ' z p p a r e i l l a g e  e s t  a c t u e l l e m e n t  e n  c o u r s  à L i è g e  e t  

c e c i  n o u s  p e r m e t t r a ,  q u a n d  l a  m i s e  a u  p o i n t  e n  s e -  t e r m i n é e ,  

d ' e f f e c t u e r  l e s  m e s u r e s  d e  d i c h r o i s n e  é l e c t r i q u e  s u r  n o s  é c h a n -  

t i l l o n s .  

I I I .  D i s c u s s i o n  s u r  l e  m é c a n i s m e  c h i m i q u e  i m p l i q u é  d a n s  l ' i n t e r -  

a c t i o n  DNA-di Ac-4HAQO. I n t e r v e n t i o n  é v e n t u e l l e  d ' u n e  

r é a c t i o n  d % c é t y l a t i o n .  

A c t u e l l e m e n t ,  l e s  m é c a n i s m e s  c h i m i q u e s  i m p l i -  

q u é s  d a n s  l a  r é a c t i o n  DNA-di Ac-4HAQO s o n t  e n c o r e  mal  c o n n u s .  

L ' é t u d e  d u  c o m p o r t e m e n t  c h i m i q u e  d u  d i  Ac-AMAQO e n  m i l i e u  

û q u e u x ,  e f f e c t u é e  a u  l a b o r a t o i r e  p a r  B e r n a r d  B a i l l e u l ,  e n  c o l -  

l a b o r a t i o n  a v e c  K o n s i e u r  l e  P r o f e s s e u r  J .  Lhomme, d e v r a i t  

p e r m e t t r e  u n e  m e i l l e u r e  c o m p r é h e n s i o n  d e s  p h é n o m è n e s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  comme n o u s  l ' a v o n s  s o u l i g n é  p r é c é d e m m e n t ,  l ' i n t e r -  

v e n t i o n  d ' u n e  r é a c t i o n  d ' a c é t y l a t i o n  du  DNA p e u t  ê t r e  e n v i s a g é e  

d a n s  l e  c a s  du d i  Ac-4HAQO (Paragraphe II d e  c e  c h a p i t r e ,  p .  114  ; 

c h a p i t r e  I I I  d e  l a  p a r t i e  " G é n é r a l i t é s " ) .  La s o l u t i o n  du p r o -  

b l è m e ,  à s a v o i r  : " e x i s t e - t - i l  o c i  o u  n o n  u n e  a c e t y l a t i o n  d u  

DNA ? y  a i d e r a i t  à l a  c o m p r é h e n s i o n  d u  mécan i sme  i m p l i q u é  d a n s  

l ' i n t e r a c t i o n  GNA-di Ac-4HAQO. Mous a v o n s  d o n c  e n t r e p r i s  d ' e s -  

s a y e r  de r é s o u d r e  c e t t e  q u e s t i o n  e t  c e c i  f e r a  p a r t i e  de n o s  

i n v e s t i g a t i o n s  f u t u r e s .  P o u r  e f f e c t u e r  u n e  t e l l e  é t u d e ,  i l  s e r a  

n é c e s s a i r e  d ' u t i l i s e r  un p r o d u i t  marqué  s u r  l e s  f o n c t i o n s  

a c é t y l e .  



Le schéma c i - d e s s o u s  m o n t r e  d i f f é r e n t e s  p o s s i b i l i t é s  de  r é a c -  

t i o n  du d i  Ac-4HAQO e n  m i l i e u  aquerrx,  d a n s  l ' h y p o t h è s e  d ' u n  

mécan i sme  i o n i q u e  ( u n  m é c a n i s m e  r a d i c a l a i r e  n ' e s  t c e p e n d a n t  

p a s  à r e j e t e r )  : 

Q o 

- On p e u t  i m a g i n e r  q u e  l e s  d e u x  f o n c t i o n s  a c é t y l e  

du d i  Ac-4HAQO n ' a i e n t  p a s  l a  même r é a c t i v i t é  c h i m i q u e  e t  i l  

s e m b l e  a l o r s  p o s s i b l e  d e  p e n s e r  q u e  l a  f o ~ c t i o n  @ e s t  p l u s  

* s e n s i b l e  à l ' h y d r o l y s e  q u e  l e  g r o u p e m e n t  @ . 
- D ' a u t r e  p a r t ,  l a  s t r u c t ~ s e  du  r é s i d u  q u i n o l é i q u e  

q u i  s e  f i x e  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e  s u r  l e  D N A  e s t  i n c o n n u e  j u s q u '  

i c i  ; e n  p a r t i c u l i e r ,  c e  composé  f i x é  p o u r r a i t  ê t r e  s o i t  un 

d é r i v é  n o n o a c é t y l é ,  s o i t  un c y c l e  q u i n o l é i q u e  q u i  n e  p o r t e r a i t  

a u c u n e  f o n c t i o n  a c é t y l e .  

Un p r e m i e r  t e s t  a d o n c  é t é  r é a l i s é  de  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : n o u s  

a v o n s  f a i t  r é a g i r  s u r  l e  D N A  d u  d i  Ac-4HAQO m a r q u é  a u  c a r b o n e  

1 4 ,  s u r  l e s  d e u x  f o n c t i o n s  a c é t y l e  ( p r é p a r é  a u  l a b o r a t o i r e  p a r  

B e r n a r d  B a i l l e u l )  e t  n o u s  a v o n s  r e t r o u v é ,  a p r è s  p u r i f i c a t i o n ,  

une  r a d i o a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  s u r  l e  D N A .  C e c i  n o u s  a  s u g g é r é  

l a  p r é s e n c e  s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e  de g r o u p e m e n t s  a c é t y l e  a p r e s  

i n t e r a c t i o n  a v e c  l e  d i  Ac-4HAQO. D ' a u t r e s  e s s a i s  s i m i l a i r e s  

s o n t  à e f f e c t u e r  e t  un t e l  r é s u l t a t ,  s ' i l  e s t  r e p r o d u c t i b l e ,  

p e u t  ê t r e  i n t e r p r é t é  de  t r o i s  f a ç o n s  d i f f é r e n t e s  : 

. L a  p r  . :ence de c e s  g r o u p e m e n t s  a c é t y l e  p r o v i e n -  

G r a i t  u n i q u e m e n t  de  l ' a c é t y l a t i o n  d t r e c t e  du  D M A ,  à p a r t i r  
+- 

d ' u n  i o n  c a r b o n i u m  C -  C H 3  ( c o u p u r e  @ ,  o u  c o u p u r e  0, 
I I 
O 

ou l e s  d e u x  à l a  f o i s ) .  Dans c e  c a s ,  o n  c o n s i d è r e  q u e  l e  n o y a u  

q u i n o l é i q u e  f i x é  s u r  l a  m a c r o m o l é c u l e  n e  p o r t e  p l u s  de f o n c t i o n  

a c é t y l e .  

. Les  r P s i d u s  a c é t y l e  d é t e c t é s  c o r r e s p o n d r a i e n t  



u n i q u e m e n t  à l a  p r é s e n c e  s u r  l e  DNA d u  c y c l e  q u i n o l é i q u e  mono- 

a c é t y l é  ( f o n c t i o n  a c é t y l e  0). C a n s  c e  c a s ,  i a  r é a c t i o n  

d ' a c é t y l a t i o n  d i r e c t e  d u  D N A  n ' a  p a s  l i e u  ( c o u p u r e  0 o u  

a l o r s  c o u p u r e  @ d o n n a n t  d e  l ' a c i d e  a c é t i q u e ) .  D a n s  c e t t e  

h y p o t h è s e ,  l e s  c o u p u r e s  @ e t  @ n ' a u r a i e n t  p a s  l i e u .  

. L e s  d e u x  m é c a n i s m e s  p r é c é d e m m e n t  c i t é s  p o u r -  

r a i e n t  i n t e r v e n i r  s i m u l t a n é m e n t  : i l  y a u r a i t  a l o r s  f i x a t i o n  

d ' u n  d é r i v é  q u i n o l é i q u e  m o n o a c é t y  l é  e t  a c é t y  l a t  i o n  d i r e c t e  d u  

DNA d e  p a r  l a  f o n c t i o n  a c é t y l e  @ s e u l e .  

A f i n  d ' e s s a y e r  d e  d é t e r m i n e r  s i  o u i  o u  n o n  i l  

e x i s t e  u n e  a c é t y l a t i o n  d u  D N A ,  nous e n v i s a g e o n s  d ' e f f e c t u e r  

d i f f é r e n t e s  m a n i p u l a t i o n s  e n  u t i l i s s n t  u ~  p r o d u i t  m a r q u é  a u  

c a r b o n e  1 4  s u r  l e s  f o n c t i o n s  a c é t y l e  d e  l a  m a n i è r e  s u i v a n t e  : 

1 - T o u t  d ' a b o r d ,  r é a c t i o n  s u r  l e  D N h  d e  d i  Ac-4TiAQO 

m a r q u é  s u r  l e s  d e u x  f o n c t i o n s  a c é t y l e ,  a f i n  d e  r e n o u v e l e r  l e  

p r e m i e r  t e s t  q u e  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é  (? .  118) e t  d ' é v a l u e r  l e  

p o u r c e n t a g e  g l o b a l  d ' a c é t y l a t i o n  s u r  l e  D N A .  

2 - R é a c t i o n  s u r  l e  D N A  d ' u n  p r o d u i t  m a r q u é  s p é c i -  

f i q u e m e n t  s u r  l a  f o n c t i o n  a c é t y l e  0 . D a n s  ce  c a s ,  l l o b t e r i t i o n  

a p r è s  p u r i f i c a t i o n  d ' u n e  r a d i o a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  n u l l e  i n d i -  

q u e r a i t  q u e  l e  c y c l e  q u i n o l é i q u e  f i x é  s u r  l e  D N A  n ' e s t  p a s  a c é -  

t y l é .  P a r  c o n t r e ,  l a  p r é s e n c e  d e  g r o u p e m e n C s  a c é t y l e  r é s i d u s l s  

p o u r r a i t  p r o v e n i r ,  s o i t  d e  l a  f i x a t i o n  d ' u n  d é r i v é  q u i n o l é i q u e  

m o n o a c é t y l é ,  s o i t  d ' u n e  a c é t y l a t i o n  d i r e c t e  d u  D N A .  A f i n  d e  

l e v e r  c e t t e  a m b i g u i t é ,  u n e  d e u x i è m e  r é a c t i o n  DNA-di Ac-4HAQO 

d e v r a i t  ê t r e  e f f e c t u é e ,  e n  u t i l i s a n t  un p r o d u i t  m a r q u é  d e  

f a ç o n  m i x t e  : m a r q u a g e  a u  t r i t i u m ,  s u r  c e  c y c l e  q u i n o l é i q u e ,  

e t  m a r q u a g e  s p é c i f i q u e  a u  c a r b o n e  14,  s u r  l a  f o n c t i o n  a c é t y l e  a . 
A p r è s  r é a c t i o n  d ' u n  t e l  c o m p o s é  s u r  l e  D N A ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  

r é s i d u e l l e  e n  t r i t i u m  d o n n e r a i t  l e  p o u r c e n t a g e  d e  f i x a t i o n  d u  

c y c l e  q u i n o l é i q u e  ; s i  l a  r a d i o a c t i v i t é  comptée e n  c a r b o n e  1 4  

d o n n a i t  u n  t a u x  d ' a c é t y l a t i o n  c o r r e s p o n d a n t  à l a  q u a n t i t é  d e  

d é r i v é  q u i n o l é i q u e  p r é c é d e m m e n t  d é t e r m i n e e ,  c e c i  s i g n i f i e r a i t  

q u e  l e  c o m p o s é  f i x é  s u r  l e  D N A  e s t  u n  d é r i v é  r n o n o a c é t y l é .  D a n s  

l e  c a s  c o n t r a i r e ,  c e c i  i n d i q u e r a i t  q u e  l e  D N A  a  é t é  a c é t y l é  

à p a r t i r  d e  l a  f o n c t i o n  a c é t y l e  a du  d i  Ac-LHAQO ( v o i r  s c h é m a ,  

p .  118 ;  c o u p u r e  a). 



3 - R é a c t i o n  s u r  l e  D N A  d ' u n  d é r i v é  d i a c e t y l é  

marqué  s p é c i f i q u e m e n t  a u  c a r b o n e  14 s u r  l a  f o n c t i o n  a c é t y l e  a . 
L ' o b t e n t i o n ,  a p r è s  p u r i f i c a t i o n ,  d ' u n  m a r q u a g e  r é s i d u e l ,  s i g ~ i -  

f i e r a i t  q u ' u n e  a c é t y l a t i o n  du  D N A  a e u  l i e u ,  l a  f o n c t i o n  a c é -  

t y l e  @ é t a n t  i m p l i q u é e  ( v o i r  s c h é m a  p .  118, c o u p u r e  @ ) .  

La  m i s e  a u  p o i n t  d e  c e s  m a n i p u l a t i o n s  c é c e s -  

s i t e r a  un  i m p o r t a n t  t r a v a i l  de  p r é p a r a t i o n  d e s  p r o d u i t s  m a r q u é s .  

B e r n a r d  B a i l l e u l  e t  moi-même c o m p t o n s  r é a l i s e r  c e  t r a v a i l  e n  

c o l l a b o r a t i o n  a v e c  l e  l a b o r a t o i r e  du  P r o f e s s e u r  J e a n  Lhomme. 

Dans t o u s  l e s  c a s  e n v i s a g é s ,  s i  l a  r é a c t i o n  d ' a c é t y l a t i o n  e s t  

m i s e  e n  é v i d e n c e ,  l e  d o s a g e  du t a s x  d ' a c é t y l a t i o n  p o u r r a  ê t r e  

f a i t  p u i s q u e  n o u s  e m p l o i e r o n s  d e s  p r o d u i t s  m a r q u é s .  



C O N C L U S 1  O N  E  T P E R S P E C T I V E S  



Dans c e  t r a v a i l  n o u s  a v o n s  m o n t r é  q u e  l e  

d i  Ac-hHAQO, q u i  r e p r é s e n t e r a i t  une  f o r m e  u l t i m e  d u  4NQ0, 

r é a g i s s a i t  s u r  l e  D N A  de  f a ç o n  d i r e c t e ,  l a  l i a i s o n  f o r m é e  

é t a n t  c o v a l e n t e .  

L ' é t u d e  de  l a  r é a c t i v i t é  du  d i  Ac-4HAQO 

d a n s  d i f f é r e n t e s  c o n d i t i o n s  n o u s  s u g g è r e  1 ' i n t e r v e n t i o n  de  

s i t e s  d e  f i x a t i o n  i n t e r n e s , . m a s q u é s .  

L ' é t u d e  p h y s i c o - c h i m i q u e  d e s  D N A  t r a n s  f  o r n é s  

n o u s  p e r m e t  de  p e n s e r  q u e  l a  f i x a t i o n  du  c a n c é r o g è n e  p e r t u r b e  

a s s e z  f o r t e m e n t  l a  s t r u c t u r e  de  l a  m a c r o m o l é c u l e .  

La c o m p a r a i s o n  i n  v i v o - i n  v i a h o  q u e  n o 7 - s  

a v o n s  e n t r e p r i s e  n o u s  a  d o n n é  d e s  p r e m i e r s  r é s u l t a t s ,  e n  s p e c -  

t r o s c o p i e  de  f l u o r e s c e n c e ,  q u i  s e m b l e n t  p r o m e t t e u r s .  Cepen-  

d a n t ,  a f i n  d e  s a v o i r  s i  l e  d i  Ac-4HAQO r e p r é s e n t e  r é e l l e m e n t  

un m é t a b o l i t e  u l t i m e  du 4NQ0, o u  â ' i l  p p u t  ê t r e  z c c e p t é  comme 

m o d è l e  s y n t h é t i q u e  i n  v i t 4 0  d ' u n e  f o r n e  u l t i ~ . e  i n  v i v o ,  i l  

f a ü d r a  c o m p l é t e r  c e  t r a v a i l ,  e n  i d e n t i f i a n t  l e s  p r o d u i t s  d t a d d i -  

t i o n  b a s e - c a n c é r o g è n e ,  à l ' a i d e  d e  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  l i q u i d e  

h a u t e  p r e s s i o n .  C e t t e  é t u d e  n é c e s s i t e r a  l ' e m p l o i  d e  c a n c é r o g è n e s  

m a r q u é s  s u r  l e  c y c l e  q u i n o l é i q u e ,  c e  q u i  n o u s  p e r m e t t r a  d ' a i l -  

l e u r s ,  d a n s  l e s  d e u x  c a s ,  de  d o s e r  a v e c  p r é c i s i o n  l e  c a n c é r o g è n e  

f i x é  s u r  l e  D N A .  

Dans  u-2 p r o c h e  a v e n i r ,  e n  c e  q u i  c o n c e r n e  

l ' i n t e r o c t i o n  DNA-di Ac-4HAQO i n  v i X h 0 ,  n o u s  n o u s  f i x o n s  l e s  

o b j e c t i f s  s u i v a n t s  : 

1 - L ' e m p l o i  d e  d i  Ac-4HAQO m a r q u é  s u r  l e  c y c l e  

q u i n o l é i q u e .  C e l a  n o u s  p e r m e t t r a  d ' e f f e c t u e r  un d o s a g e  b e a u -  

coup p l u s  p r é c i s  du  c a n c é r o g è n e  f i x é ,  c e  q u i  a u . é l i o r e r a  l e s  

r G s u l t a t s  d e s  é t u d e s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  d é j à  e n t r e p r i s e s .  

2 - Des m e s u r e s  s y s t é < . a t i q u e s  de  b i r é f r i n g e n c e  e t  

de d i c h r o y s m e  é l e c t r i q u e s ,  s u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  de D N A  t r a n s -  

f o r m é .  C e t t e  é t u d e  v i e n d r a  c o m p l é t e r  l e s  r Z s u l t a t s  d e s  d é t e r -  

m i n a t i o n s  d e s  t e m 2 é r a t u r e . s  de  f u s i o n ,  En p a r t i c u l i e r ,  l e  

d i c h r o r s m e  é l e c t r i q u e  n o u s  r e n s e i g n e r a  s u r  l ' o r i e n t a t i o n  du  

c y c l e  q u i n o l S i q u e  a u  s e i n  de l a  d o u b l e  h é l i c e .  Ces m a n i p u l a -  

t i o n s  s e r o n t  e f f e c t u é e s  e n  c o l l a b o r a t i o n  a v e c  11. C .  H o u s s j e r ,  

à L i è g e .  



3 - La m i s e  e n  é v i d e n c e  - s i  e l l e  e x i s t e -  d ' u n e  

r é a c t i o n  d ' a c é t y l a t i o n  s u r  l e  DEA. C e t t e  r e c h e r c h e  s e r a  e n t r e -  

p r i s e  e n  u t i l i s a n t  du  d i  Ac-4HAQO m a r q u é  ai.: c a r b o n e  1 4  s u r  

l e s  g r o u p e m e n t s  a c é t y l e .  I l  s e r a  a l o r s  p o s s i b l e  d e  d é t e r m i n e r  l a  

c o n t r i b u t i o n  r e l a t i v e  d e  c h a c u n e  d e s  d e u x  r é a c t i o n s  - a c é t y l a -  

t i o n  e t  f i x a t i o n  du n o y a u  q u i n o l é i q u e -  d a n s  l a  p e r t u r b a t i o n  

d e  l a  s t r u c t u r e  du D N A .  L ' é t u d e  de  l a  r é a c t i o n  d ' a c é t y l a t i o n ,  

e n  f o n c t i o n  de l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  d e  l a  m a . c r o n o l é c u l e ,  

p e r m e t t r a  d ' o b t e n i r  d e s  r e n s e i g n e m e n t s  s u r  L ' a c c e s s i b i l i t é  

d e s  s i t e s  d ' a c é t y l a t i o n .  

La  m i s e  e n  é v i d e n c e  s u r  l e  D N A  d ' u n e  r é a c t i o n  

d ' a c é t y l a t i o n  L M  v ~ X ~ L O ,  à p a r t i r  du d i  Ac-4HAQ0, c o n d u i r a  à l a  

r e c h e r c h e  d e  c e t t e  a c é t y l a t i o n  i n  v i v o .  En e f f e t ,  l ' e x i s t e n c e  

d ' u n e  t e l l e  r é a c t i o n  d a n s  l e s  d e u x  c a s  s e r a i t  e n  f a v e u r  de  

l ' h y p o t h è s e  de l a  f o r m a t i o n  du  d é r i v é  d . i a c é t y l é  i n  v i v o .  

De p l u s ,  c e c i  p o u r r a i t  p e u t - ê t r e  p e r m e t t r e  d ' e x p l i q u e r  1 ' e x i s -  

t e n c e  d e s  d e u x  p r o c e s s u s  de  r é p a r a t i o n  Z é m o n t r é s  d a n s  l e  c a s  

du 4NQ0 ( l ' u n  "U.V.  l i k e "  ; l ' a u t r e  " X . R .  l i k e " ) .  

Une m e i l l e u r e  c o n n a j s s c n c e  du  c o m p o r t e m e n t  

c h i m i q u e  d u  d i  Ac-4HAQO e t  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e s  s i t e s  de  f i x a -  

t i o n  du c a n c é r o g è n e  s u r  l e s  b a s e s  p u r i q u e s  a i d e r a i e n t  à l a  

c o m p r é h e n s i o n  du mode d ' i n t e r a c t i o n  DNA-di Ac-4HAQO. Des t r a -  

v a u x  s o n t  e f f e c t u é s  e n  c e  s e n s  a u  l a b o r a t o i r e ,  p a r  B e r n a r d  

B a i l l e u l  e n  c o l l a b o r a t i o n  a v e c  l l é q u i ? e  du P r o f e s s e u r  J .  Lhomme. 

L ' é l u c i d a t i o n  de c e s  d e u x  q u e s t i o n s  n o u s  f o u r n i r a  de  p r é c i e u x  

r e n s e i g n e m e n t s ,  q u i  n o u s  p e r m e t t r o n t  a l o r s  d e  p r o p o s e r  un m o d è l e  

d ' i n ~ e r a c t i o n  DEA-di Ac-4HAQO. 
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A P P E N D I C E  T E C H N I Q U E  



1. Le 4HAQO. Méthode de Enomoto QZ aL (32) 

Mode o p ~ ~ ~ y o ~ r g .  ------ 

4g de 4NQ0 sont dissous dans 25C31 d'éthanol, dans un 

flacon de 500ml équipe d'un agitateur magnétiqce, On ajoute 

ensuite, sous agitation, 20g d'acide ascorbique, et 60ml 

d'ammoniaque concentré. Le flacon est alors f e i ~ é ,  et on 

maintient une forte agitation pendant 15 m i n ~ t s s .  

Les cristaux jaunes de 4HAQO ainsi formés sont lavés plusieurs 

fois avec une solution aqueuse d v e c i d e  ascorbique, puis à l'eau. 

Le produit est récupéré par centrifugation, et séché sous vide, 

à l'obscurité, en présence de P2OY 

II. Le di Ac-4HAQO. Méthodes de Kawazoe et Araki (69 ) et 

Enomoto Q Z  a l  (32). 

Mode o~ératoire. ------ -------- 

On dissout 150mg de 4HAQO dans 3ml d'anhydride acétique, 

dans un ballon placé dans un bain de glace; un barbotage d'azote 

est installé en permanence dans le ballon. Le composé, tout 

d'abord en suspension, est dissous a u  Bout de 45 minutes. 

Après avoir centrifugé la solution, o n  la verse dans 80ml d'eau 

glacée, sous agitatron vigoureuse. Le précipité résultant est 

recueilli par filtration, lavé à l'eau, et séché sous vide sur 

P 2 O 5 >  à l'obscurité. 

La recristallisation est effectuée selon la méthode de Enomoto 

QZ a l  (32 ) : le di Ac-4HAQO e s t d i s s o u s  dans un volume minimum 

d'acétone; un g r a ~ d  volume d'éther ethylique anhydre est ajouté, 

et la zristallisation a lieu à - 1 2 O ~ ,  en bain de glace/acétone. 

Les cristaux sont essorés, puis séchés sous vide. 
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EXTRACTION ET P U R l F I C A T I O N  VU V N A  

Methade  d e  "MARMUR* rnod i&Lée l ' .  

1. S o l u t i o n s  e r n v l o v é e s  : 

EDTA s a l i n  : 0 , 1 5  M N a C l  + 0 , l  M EDTA, pH 8 .  ---------- 
L'EDTA e t  l e  pH é l e v é  i n h i b e n t  l ' a c t i v i t é  D N a s i q u e .  

S o d i u m  L a u r y l  s u l f a t e  (NaC ----------- --------- 1 2 H 2 6 S 0 4 )  : s o l u t i o n  à 1 0 % .  

Le d é t e r g e n ;  a n i o n i q u e  l y s e  l a  p l u p a r t  d e s  c e l l u l e s ,  i n h i b e  

l e s  e n z y m e s  e t  d é n a t u r e  q u e l q u e s  p r o t é i n e s .  

T s o s  me c r i s t a l l i n .  I i l - - - ~ - -  9 

L y s e  l e s  c e l l u l e s  r é s i s t a n t  a u  S . D . S .  

P e r c h l o r a t e  d e  s o d i u m  : 5 M .  ..................... 
La f o r t e  c o n c e n t r a t i o n  e n  NaCLO f a c i l i t e  l a  d i s s o c i a t i o ~ ~  d e s  

4  
a c i d e s  n u c l é i q u e s  e t  d e s  p r o t é i n e s .  

C b l o r o f  o r m e - a l c o o l  i s o a m y l i q u e ,  24  : 1 ( v / v )  . 
S e r t  à l a  d é p r o t é i n i s a t i o n .  Le  c h l o r o f o r m e  p r o v o q u e  u n e  d é n a -  

t u r a t i o n  e n  s u r f a c e  d e s  p r o t é i n e s .  L ' a l c o o l  i s o a m y l i q u e  d i m i n u e  

l a  q u a n t i t é  de  m o u s s e ,  f a c i l i t e  l a  s é p a r a t i o n  e t  m a i n t i e n t  l a  

s t a b i l i t é  d e s  d i f f é r e n t e s  c o u c h e s  c e n t r i f u g é e s .  

A l c o o l  é t h y l i q u e ,  9 9 % .  ---------------- 
P r é c i p i  t e  l e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  a p r è s  d é p r o t é i n i s a t i o n .  

C i t r a t e  s a l i n  (SSC)  : 0 , 1 5  M N a C l  + 0 , 0 1 5  M c i t r a t e  t r i s o d i q u e ,  
+ 

pH 7 , O  - 0 , 2 .  

M a i n t i e n t  l a  f o r c e  i o n i q u e  du  D N A  d i s s o u s  e t  c o m p l e x e  l e s  i o n s  

d i v a l e n t s .  

C i t r a t e  s a l i n  d i l u é  ( 0 , l  x SSC) : 0 , 0 1 5  M N a C l  + 0,0C)15 M ------------------- 
c i t r a t e  t r i s o d i q u e .  

Le D N A  s e  d i s s o u t  p l u s  v i t e  d a n s  l e s  s c l u t i o n s  s a l i n e s  d i l u é e s ,  

m a i s  j a m a i s  d a n s  l ' e a u  p u r e .  

. C i t r a t e  s a l i n  c o n c e n t r é  ( I O x S S C )  : 1 , 5  M N a C l  + 0 , 1 5  M c i t r a t e  ------------------- ---- - 
t r i s o d i q u e .  S o l u t i o n  m è r e .  

% M A R M U R ,  J .  J . M o l . B i o 1 .  ( 1 9 6 1 ) ,  3, 2 0 8 - 2 1 8 .  



. ----- RMase, 0 , 2 %  : 2 mg/ml d a n s  0 , 1 5  M NaCl ,  pH 5 .  

La s o l u t i o r  e s t  c h a u f f é e  à 80°C p e n d a n t  10  m i n u t e s  p o u r  i n -  

a c t i v e r  l a  DNase 

. Acétate-EDTA - - - - - - - - -. - - - : 3 M a c é t a t e  de  s o d i u m  + 0 , 0 0 1  M EDTA, pH 7 .  

Donne 1 ' e n v i r o n n e m e n t  i o n i q u e  n é c e s s a i r e  p o u r  l ' é t a p e  à l ' i s o -  

p r o p a n o l .  

. --- IsOp-gp~a~. 

P r é c i p i t e  s é l e c t i v e m e n t  l e  D N A .  Le R N A  r e s t e  e n  s o l u t i o n .  

I I .  P r o t o c o l e  e x p é r i m e n t a l .  

- o b t e n t i o n  d e s  n o y a u x  : l e s  c e l l u l e s  o u  1.e t i s s u  s o n t  h o m o g é n é i  ---------------- --- 
d a n s  10  v o l u m e s  d ' a c i d e  c i t r i q u e  0 , 0 2 5  M, p e n d a n t  2 m i n u t e s .  

L ' h o m o g é n a t  e s t  f F l t r é  e t  c e n t r b f u g é  à 2000  t o u r s l n n  p e n d a n t  

5  m i n u t e s .  

Le c u l o t  de n o y a u x  e s t  l a v é  p l u s i e c r s  f o i s  à l ' a c i d e  c i t r i q u e .  

- l e s  n o y a u x  s o n t  n e u t r a l i s é s  p a r  d u  T r i s  H C 1  0 , 5  M ,  pH 7 , 5 ,  e t  

s u s p e n d u s  d a n s  10 v o l u m e s  d'EDLA s a l l n .  

On a j o u t e  a l o r s  l e  SDS 1 0 %  - 2 4  f i n a l .  

- a g i t a t i o n  p e n d a n t  une h e u r e .  

- on a j o u t e  l e  NaC104 5 M - - 1  M f i n a l .  

- d é p r o t é i n i s a t i o n  : p a r  l e  c h l o r o f o r ~ ~ e - a l c o o l  i s o a m y l i q u e ,  2 4 :  1 

On r e c o u v r e  3 0  m i n u t e s  e n  a g i t a n t .  Le m e l a n g e  e s t  e n s u i t e  c e n -  

t r i f u g é  5  m i n u t e s  à 5 0 0 0  t o u r s / m n .  

La p h a s e  a q u e u s e ,  q u i  c o n t i e n t  l e  D N A ,  e s t  r é c u p é r é e ,  e t  r e -  

d é p r o t é i n i s é e  p l u s i e u r s  f o i s .  

- l e  D N A  e s t  p r é c i p i t é  p a r  d e u x  v o l u m e s  d ' é t h a n o l  a j o u t é s  à l a  

p h a s e  a q u e u s e  f i n a l e .  L e s  f i b r e s  s o n t  e n r o u l é e s  s u r  b a g u e t t e  

de v e r r e .  Le D N A  e s t  e s s o r é  e t  d i s s o u s  d a n s  l e  S S C .  

- on a j o u t e  l a  RNase : 5 0  y g / m l .  On i n c u b e  à 3 7 " ~  p e n d a n t  3 0  mn. 

- on a j o u t e  de  l a  p r o n a s e  : 5 0  p g / m l .  On i n c u b e  à 3 7 " ~  p e n d a n t  

2 h e u r e s .  

- on d é p r o t é i n i s e  p l u s i e u r s  f o i s .  

- l e  D N A  e s t  p r é c i p i t é  p a r  2  v o l u m e s  d ' é t h a n o l ,  p u i s  d i s s o u s  d a n  

0 , l  x Ç S C  + 119 vo lume  d ' a c é t a t e - E D T A .  



- o n  a j o u t e ,  s u r  a g i t a t e u r  v i b r a n t ,  0 , 5  v o l u m e  d ' i s o p r o p a n o l ,  

e t  l e  D N A  e s t  e n r o u l é  

- on  l a v e  l e  D N A  a v e c  de l ' é t h a n o l  à 7 0  % ,  p - ~ i s  à 9 0  % .  

- l e  D N A  e s t  d i s s o u s  d a n s  du  t a m p o n ,  e t  c o n s e r v é  à - 2 0 ' ~ .  



1 )  T h é o r i e .  ---.----- 

S i  o n  e n v o i e  s u r  u n  é c h a n t i l l o n  d e  m a t i è r e  u n e  l u m i è r e  d e  

f r é q u e n c e  c o n v e n a b l e ,  i l  y a  a b s o r p t i o n  d e  l ' o n d e .  L ' a b s o r p t i o n  

p a r  u n e  m o l é c u l e  d ' u n e  r a d i a t i o n  l u m i n e u s e  c o r r e s p o n d ,  à l ' é c h e l l e  

m o l é c u l a i r e ,  à u n e  t r a n s i t i o n  é n e r g é t i q u e .  L ' é n e r g i e  e s t  T e l i é e  

à l a  f r é q u e n c e  d e  l ' o n d e  a b s o r b é e  p a r  l a  r e l a t i o n  d ' E i n s t e i n  : 

AE : d i f f é r e n c e  d ' é n e r g i e  

h : c o n s t a n t e  d e  P l a n c k  

v o  : f r é q u e n c e  d e  l ' o n d e  a b s o r b g e .  

D a n s  l e  c a s  d e s  t r a n s i t i o n s  é l e c t r o n i q u e s ,  - -es  é n e r g i e s  

é c h a n g é e s  s o n t  é l e v é e s ,  e t  l e  d o m a i n s  s p e c t r a l  c o n c e r n é  s e  s i t u e  

d a n s  l a  r é g i o n  v i s i b l e - u l t r a - v i o l e t  ( f a i b l e s  l o n g u e u r s  d ' o n d e ) .  

P a r  c o n t r e  l a  r é g i o n  i n f r a - r o u g e  d u  s p e c t r e  ( g r a n d e s  l o n g u e u r s  

d ' o n d e )  c o r r e s p o n d  à d e  f a i b l e s  é n e r g i e s  é c h a n g é e s  : c e  s o n t  l e s  

m o u v e m e n t s  d e  r o t a t i o n - v i b r a t i o n ,  p e n d a n t  l e s q u e l s  l a  m o l é c u l e  

r e s t e  t o u j o u r s  d a n s  l e  même é t a t  é b e c t r o n ! . q c e .  

L a  v a r i a t i o n  d '  i n t e n s i  t é  l u m i n e u s e  d u e  à 1' a b s o r p t i o n  r é p o n d  

à l ' é q u a t i o n  : 

1 : i n t e n s i t é  d e  l a  l u m i è r e  i n c i d e n t e .  
O 

1 : i n t e n s i t é  d e  l a  l u m i è r e  t r a n s m i s e .  
- 1 - 1 

E : c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  m o l a i r e  e n  m o l e  x 1 x cm 

c  : c o n c e n t r a t i o n  e n  m o l e I l .  

1 : l o n g u e u r  d u  t r a j e t  o p t i q u e  e n  cm. 



Dans  c e s  c o n d i t i o n s ,  l ' a b s o r b a n c e  e s t  d é f i n i e  p a r  l a  l o i  d e  

B e e r - L a m b e r t  : 

D . O .  = ~ l c  

D . O .  : d e n s i t é  o p t i q u e  o u  a b s o r b a n c e .  

Le c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  m o l a i r e  E e s t  c a r a c t é r i s t i q u e ,  à u n e  

l o n g u e u r  d ' o n d e  d o n n é e ,  d ' u n  c o n p o s é  d o n n é ,  d a n s  u n e  c o n f o r n a t i o n  

d o n n é e .  

P a r  e x e m p l e ,  l e  c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  m o l a i r e  d u  D N A  d e  t h y m u s  

d e  Veau à l ' é t a t  n a t i f ,  à 2 6 0  nm, e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  d ' u n  D N A  

d o u b l e  h é l i c e  : 
- 1 

€ 2 6 0  
= 6 6 0 0  cm- ' .  m o l e  d e  P .  1. 

La  c o n c e n t r a t i o n  d u  D N A  e s t  t o u j o u r s  e x p r i m é e  e n  m o l e  d e  P h o s -  

p h o r e /  1. 

Du p o i n t  d e  v u e  e x p é r i m e n t a l ,  o n  n e s u r e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  e n  

f o n c t i o n  d e  l a  l o n g u e u r  d ' o n d e .  On o b t i e n t  a l o r s  u n  s p e c t r e  d ' a b -  

s o r p t i o n ,  q u i  e s t  c o n s t i t u é  d ' u i . e  s u c c e s s i o n  d e  b a n d e s  c o r r e s -  

p o n d a n t  a u x  d i f f é r e n t e s  t r a n s i t i o n s  é n e r g é t i q u e s .  

2 )  A p p l i c a t i o n  à l ' é t u d e  d e  I ' i n t e r a c t i o c  D N A - c a n c é r o g è n e .  - ............................................... --- 

En a p p l i q u a n t  l a  l o i  d e  B e e r - L a m b e r t ,  i l  e s t  p o s s i b 3 - e  d e  d o s e  

un c o m p o s é  d a n s  u n e  c o n f o r m a t i o n  d o n n é e ,  s i  l ' o n  c o n y a î t  l a  

v a l e u r  d e  s o n  E à u n e  l o n g u e u r  d ' o n d e  d o ~ n é e .  D a n s  l e  c a s  d e  

1 ' i n t e r a c t i o n  D N A - c a n c é r o g è n e ,  l a  s p e c t r o s c o p i e  d ' a b s o r p t i o n  

perme:  d ' o b t e n i r  d e s  r e n s e i g n e m e n C s  s u r  l e s  n o d i f i c a : i o n s  s t r u c -  

t u r a l e s  é v e n t u e l l e s  d u  D N A  e t  du  c a n c é r o g s n e ,  p a r  o b s e r v a t i o n  dei  

v a r i a t i o n s  d e s  E c o r r e s p o n d a n t s ,  L a  v a r i a t i o n  d e  l a  p o s i t i o n  d e s  

maxima d ' a b s o r p t i o n  e s t  é g a l e m e n t  l e  s i g n e  d e  l a  p e r t u r b a t i o n .  

a )  a u  n i v e a u  d u  D N A .  

Le  s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  d u  D N A  p r é s e n t e  u n e  b a n d e  à 2 6 0  n  

La f i x a t i o n  d u  c a n c S r o g è n e  s u r  c e  DFh p e u t  e n t t a z n e r  d e s  m o d i f i -  

c a t i o n s  d a n s  l a  c o n f o r m a t i o n  e t  l a  s t a b i l i t é  d e  1s m a c r o m o l é c u l e  

Une o u v e r t u r e  p a r t i e l l e  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e  s e  m a n i f e s  t e  e n  

s p e c t r o s c o p i e  d ' a b s o r p t i o n  p a r  d e u x  r f f e t s  l i é s  : 

- u n e  h y p e r c h r o m i c i t é  à 2 6 0  nm. 



- u n e  v a r i a t i o n  n o t a b l e  d e  l a  t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n ,  

e n  f o n c t i o n  d u  p o u r c e n t a g e  d e  c a n c é r o g è n e  f i x é .  

L ' i n t e r p r é t a t i o n  d e  t e l s  f a i t s n é c e s s i t e  q u e l q u e s  r a p p e l s  : 

. L ' h y p e r c h r o m i c i t é  c a r a c t é r i s e  l ' a u g n e n t a t i o n  d u  E d ' u n  
5 

c o m p o s é  s a n s  q u ' i l  y  a i t  v a r i a t i o n  d e  s a  c o n c e n t r a t i o n . D a a s  l e  

c a s  d u  D X A ,  l e  p a s s a g e  d e  l ' é t a t  d o u 3 l e  h é l i c e  à ? ' G t a t  s i m p l e  

c h a î n e  s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  n o t a b l e  d e  l a  D . O .  à 

2 6 0  nm. C ' e s t  c e  q u i  s e  p r o d u i t  q u a n d  o n  c h a u f f e  un D N A  j u s q u ' à  

e n v i r o n  9 0 " ~ .  I l  y a  s é p a r a t i o n  d e s  d e u x  c h a c n e s ,  p a r  r u p t u r e  

d e s  l i a i s o n s  h y d r o g è n e ,  c e  q u i  s e  t r a d u i t  p a r  u n e  h y p e r c h r o m i c i t é .  

On d i t  q u ' i l  y  a e u  d é n a t u r a t i o n  t h e r n i q i z e  d u  D N A .  

. T e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n  ( V o i r  f i g u r e  51) .  

S i  l ' o n  t r a c e  l a  c o u r b e  D . O .  2 6 0  = f ( T ) ,  on  o b s e r v e  u n  p o i n t  

d ' i n f l e x i o n  q u i  c o r r e s p o n d  2 l a  t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n  T  d u  D N A .  
f J 

L a  v a l e u r  d e  T  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  d ' u n  D N A  d o n n é ,  p u i s q u ' e l l e  
f 

e s t  f o n c t i o n  d u  p o u r c e n t a g e  e n  b a s e s  ( G - C l  qu'il c o n t i e n t .  

L a  t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n  d ' u n  D N A  d o n n é  d g p e n d  é g a l e m e n t  d e  l a  

f o r c e  i o n i q u e  d u  m i l i e u ,  c ' e s t - à - d i r e  d e  l ' é t a t  d y n a m i q u e  d e  l a  

m a c r o m o l é c u l ~ e .  

C x  c o n ç o i t  q u ' u n e  d é s o r g a n i s a t i o n  p a r t i e l l e  d e  l a  d c u b l e  h é l i c e  

e n t r a î n e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d a n s  s a  c o n r b e  d e  f u s i o n ,  c ' e s t - à - d i r e  

u n e  t e m p é r a t u r e  Tf  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  d ' u n  D N A  q u i  a u  d é p a r t  

e s t  n a t i f .  

L a  d é t e r m i n a t i o n  p r é c i s e  d e s  t e m p é r a t u r e s  d e  f u s i o n  a  n é c e s s i  t é  

l ' e ï n p l o i  d ' u n  m i c r o c a l c u l a t e u r  p o u r  l e  c o n t r ô l e  d e  l a  t e m p é r a t u r e ,  

e t  l e  t r a i t e m e n t  n u m é r i q u e  d e s  m e s u r e s .  C e t t e  t e c h n i q u e  a  p o u r  

a v a n t a g e  d ' o p t i m a l i s e r  l a  p r é c i s i o n  e t  d e  f a c i l i t e r  l a  d é t e r m i n a - ,  

t i o n  d e  l a  t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n .  C e l l e - c i  c o r r e s p o n d  a u  maximum 

d e  l a  c o u r b e  
d ( D . 0 . )  

t r a c é e  p a r  l e  c a l c u l a t e u r ?  
= f ( T )  

dT 

5 )  a u  n i v e a u  d u  c a n c é r o g è n e .  

L e s  p e r t u r b a t i o n s  a p p o r t é e s  d a n s  s o n  s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  
A 

p e u v e n t  e c r e  a t t r i b u é e s  à l f i n f i . n e n c e  du  champ i n t e r n e  d e  l a  

d o u b l e ' r . 9 i c e .  C e t  e f f e t  s e r a  d ' a u t a n t  p l u s  i m p o i t a n t  q u e  l e  

c a n c é r o g è n e  s e r a  i n t r o d u i t  p r o f o n d é m e n t  à 1 ' i q t é r i e u r  d e  l a  

m a c r o m o l é c u l e .  La p e t i t e  n o l é c u l e  à l ' é t a t  f i x é  s u b i t  a l o r s  c e t  

* ~ a  d e s c r i p t i o n  d é t a i l l é e  du p r i n c i p e  de 1 ' a p p a r e i l l a g e  e s t  donnée dans l e  

Mémoire p r é s e n t é  p a r  Gérard Lecocq pour  l ' o b t e n t i o n  du ~ i ~ l ô m e  d 'Etudes  
Approfondies ( o p t i o n  Elect romagnét isme e t  systèmes micro-onde) ( 1 9 7 7 )  . 







e n v i r o n n e m e n t  é l e c t r o n i q u e ,  c e  q u i  e x p l i q u e  q u ' e l l e  p u i s s e  

d o n n e r  u n  s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  d i f f é r e n t .  

On c o n ç o i t  d o n c  q u e  l e  E d u  c a n c é r o g è n e  à l ' é t a t  f i x é  d o i t  ê t r e  

d i f f é r e n t  d u  E d u  c a n c é r o g è n e  à l ' é t a t  l i b r e .  

I I .  La  f l u o r e s c e n c e .  

1 )  T h é o r i e .  ------- 

La f l u o r e s c e n c e  e s t  u n  p h é n o m è n e  d e  p h o t o l u m i n e s c e n c e  m e t t a n t  

e n  j e u  d e s  c h a n g e m e n t s  d a n s  l a  d i s t r i b u t i o n  é 1 e c t r o n i q . e  a u  s e i n  

d ' u n e  m o l é c u l e .  

S i  l ' o n  c o n s i d è r e  l e s  é n e r g i e s  a s s o c i é e s  a u x  d i f f é r e n t s  é t a t s  

é l e c t r o n i q u e s  d ' u n e  m o l é c u l e ,  on  p e u t  c o n s t r u i r e  u n  d i a g r a m m e  

d e s  n i v e a u x  é n e r g é t i q u e s  ( V o i r  F l g u r e  5 2 ) .  Le n i v e a u  d ' é n e r g i e  

l e  p l u s  f a i b l e  c o r r e s p o n d  à l ' é t a t  f o n d a m e n t a l  d e  l a  m o l é c u l e ,  

l e s  a u t r e s  s o n t  r e l a t i f s  a u x  é t a t s  e x c i t é s .  

P a r m i  c e u x - c i  o n  d i s t i n g u e  d e u x  c a t é g o r i e s  : l e s  é t a t s  s i n g u l e t  

e t  l e s  é t a t s  t r i p l e t .  

L e s  é t a t s  s i n g u l e t  d i f f è r e n t  d e s  é t a t s  t r i p l e t  p a r  l e  f a i t  q u ' i l  

p e u v e n t  ê t r e  a t t e i n t s  d i r e c t e m e n t  p a r  a b s 2 r p t i o n  d ' u n e  r a d i a t i o n  

l u m i n e u s e .  C ' e s t  a u  n i v e a u  d e s  é t a t s  s i n g u l e t  q u e  s ' e x p r i m e  l e  

p h é n o m è n e  d e  f l u o r e s c e n c e .  

I l  y a o u t  d ' a b o r d  u n e  p h a s e  d ' a b s o r p t i o n  d e  l a  l u m i è r e  e t  

s e l c ?  l a  l o n g u e u r  d ' o n d e  e n v i s a g é e ,  l a  m o l é c u l e  s e  t r o u v e  d a n s  

l ' u n  d e s  C t a t s  e x c i t é s  s i n g u l e t .  E n  r é a l i t é ,  l a  m o l é c u l e  n e  p e u t  

r e s t e r  d a n s  un é t a t  e x c i t é  é l e v é  e t  d e s  p r o c e s s u s  d e  r e c o n v e r s i o  

d ' é n e r g i e  i n t r a m o l é c u l a i r e s  l a  r a n è n e n t  a u  p l u s  b a s  n i v e a u  v i b r a  

t i o n n e l  d u  p r e m i e r  é t a t  e x c i t é  s i n g u l e t .  L a  m o l é c u l e  p o s s è d e  a 1 0  

u n e  ç t a b i  l i t é  s u £  f  i s a n t e  p o u r  y d e m e u r e r ,  s u i v a n t  l e s  c o n d i t i o n s  

d e  IO-'' à  IO-^ s e c o n d e s .  

Le r e t o u r  a u  p l u s  b a s  n i v e a u  é n e r g é t i q u e  d e  l ' é t a t  f o n d a m e n t a l  

p e u t  s e  f a i r e  d e  t r o i s  f a ç o n s  n a r m i  l e s q u e l l e s  l a  f l u o r e s c e n c e  : 

é m i s s i o n  d ' u n e  r a d i a t i o n  l u m i n e u s e  r a m e n a n t  l a  m o l é c u l e  à 1 ' u n  

d e s  n i v e a u x  v i b r a t i o n n e l s  d e  1 ' é t a t  f o n d a m e n t a l ,  s u i v i e  d ' u n e  

r e c o n v e r s i o n  i n t e r n e  c o n d u i s a n t  a u  p l u s  b a s  n i v e a u  v i b r a t i o n n e  1. 



Le p h é n o m è n e  d e  f l u o r e s c e n c e  e s t  c o n c u r r e n c é  p a r  d e u x  a u t r e s  

p o s s i b i l i t é s  d e  r e t o u r  à l ' é t a t  f o n d a m e n t a l  ( V o i r  F i g u r e  5 2 )  : 

- R e c o n v e r s i o n  d ' é n e r g i e  s o i t  a u  s e i n  d e  l a  m o l é c u l e ,  s o i t  

a v e c  l e s  a u t r e s  m o l é c u l e s  d u  m i l i e u ,  s o u s  f o r m e  d ' é n e r g i e  d e  

r o t a t i o n  ou  d e  v i b r a t i o n .  Ce s o n t  l e s  t r a n s i t i o n s  n o n  r a d i a -  

t i v e s .  

- T r a n s f e r t  d e  l ' é n e r g i e  à u n e  a u t r e  m o l é c u l e ,  q u i  p a s s e  a l o r s ,  

à s o n  t o u r ,  d a n s  u n  é t a t  é l e c t r o n i q u e  e x c i t é .  

La  d u r é e  d e  v i e  d u  p r e m i e r  é t a t  e x c i t é  e s l  d o n c  u n e  g r a n d e u r  

i m p o r t a n t e  c a r  c ' e s t  d u r a a t  c e t  i n t e r v a l l e  d e  t e m p s  q u e  

d o i v e n t  a g i r  c e s  d e u x  p h é n o m è n e s  p h y s i q u e s  m o i i f i a n t  l ' é m i s -  

s i o n  d e  f l u o r e s c e n c e .  

Un p r o d u i t  f l u o r e s c e n t  e s t  é g z l e m e n t  c a r a c t é r i s é  p a r  s o n  

r e n d e m e n t  q u a n t i q u e  d e  f l u o r e s c e n c e  @ .  

n o m b r e  d e  p h o t o n s  é m i s  p a r  f l u o r e s c e n c e  
@ = 

n o m b r e  d e  p h o t o n s  a b s o r b é s  

2 )  S p e c t r e s  o b t e n u s .  ---------------- 

D ' a p r è s  l e  d i a g r a m m e  d e s  n i v e a u x  d - é n e r g i e ,  o n  v o i t  q u e  l e  

s p e c t r e  d ' é m i s s i o n  d e  f l u o r e s c e n - e  s e  s i t u e  t o a j o u r s  d a n s  u n  

d o m a i n e  d e  f r é q u e n c e s  i n f é r i e u r e s  à c e l u i  d u  s y e c t r e  d ' a b s o r p -  

t i o n .  

O n  d i s t i n g u e  d e u x  s o r t e s  d e  s p e c r r e s  : 

- l e  s p e c t r e  d ' é m i s s i o n  d e  f l u o r e s c e n c e  : c ' e s t  l a  v a r i a t i o n  

d e  l ' i n t e n s i t é  é m i s e  à u n e  l o r g u e u r  d ' o n d e  e x c i - a t r i c e  d o n n é e ,  

e n  f o n c t i o n  d e  l a  l o n g u e u r  d ' o n d e .  

- l e  s p e c t z e  d ' e x c i t a t i o n  d e  f l u o r e s c e n c e  ; c ' e s t  l a  v a r i a t i o n  

d e  l ' i n t e n s i t é  d '  é m i s s i o n  à u n e  l o n g u e u r  d ' o n d e  é m e t t r i c e  f i x é e ,  

e n  f o n c t i o n  d e  l a  l o n g u e u r  d ' o n d e  d ' e x c i t a t i o n .  

I I I .  L ' a n i s o t r o p i e  o p t i q u e  : l e  d i c h r o ï s m e  e t  l a  b i r é f r i n g e n c e  

l i n é a i r e s .  ---- 

1 )  A s p e c t  g é n e r a l .  ----------.."--- 

L e s  p h é n o m è n e s  d e  d i c h r o i s r n e  e t  d e  b i r é f r i n g e n c e  l i n é a i r e s  

s ' o b s e r v e n t  e n  m i l i e u  a n i s o t r o p e  : on a p p l i q u e  u n e  f o t c e  a u  

m i l i e u ,  c e  q u i  o r i - e n t e  a r b i t r a i r e m e n t  l e s  m a c r o m o l é c u l e s .  



L a  f o r c e  d q  o r i e n t a t i o n  p e u t  ê t r e  : 

. s o i t  u n  champ é l e c t r i q u e  : o n  p a r l e  a l o r s  d e  d i c h r o ? s m e  

e t  d e  b i r é f r i n g e n c e  é l e c t r i q u e s .  

. s o i t  u n  f l u x  d ' é c o u l e m e n t  : c ' e s t  l e  p h é n o m è n e  d e  d i -  

c h r o y s m e  e  t d e  b i r é f r i n g e n c e  d ' é c o u l e m e n t .  

L ' é c h a n t i l l o n  e s t  é c l a i r é  e n  l u a i è r e  p o l a r i s é e ;  l ' o r i e n t a t i o n  

d e s  c h r o m o p h o r e s  p a r  r a p p o r t  à l a  d i r e c t i o n  d e  l a  f o r c e  a p p l i -  

q u é e  e s t  a l o r s  à l ' o r i g i n e  d u  d i c h r o ï s m e  l i n G a i r e ,  e t  d e  l a  

b i r é f r i n g e n c e  q u i  e n  d é c o u l e .  Ce d e r n i e r  p h é n o m è n e  e s t  c o n n u  

é g a l e m e n t  s o u s  l e  nom d ' e f f e t  K e r r .  

La t h é o r i e  g é n é r a l e ,  e t  l ' a p p a r e i l l a g e  e m p l o y é  s o n t  p a r f a i -  
% 

t e m e n t  d é c r i t s  d a n s  l ' o u v r a g e  d e  E .  F r é d é r i c q  e t  C . H o u s s i e r  , 
d a n s  l e  c a s  d ' u n e  f o r c e  a p p l i q u e e  é l e c t r i q c e .  

2 )  Cas  d ' u n e  f o r c e  d ' o r i e n t a t i o n  é l c c t r i q - 2  : a p p l i c a t i o n  à -------------------------------------- - ----------- 
l ' i n t e r a c t i o n  l i g a n d - m a c r o 3 o l é c u l e .  ---------------- 

a )  Le d i c h r o y s m e  é l e c t r i q u e .  

S i  l a  m a c r o m o l é c u l e  e s t  a l l o n g é e ,  e l l e  s ' o r i e n t e  l e  p l u s  

s o u v e n t  s u i v a n t  s o n  g r a n d  a x e ,  e t  d a n s  u n e  d i r e c t i o n  p a r a l l è l e  
-+ 

à c e l l e  d u  champ é l e c t r i q u e  E . 
L a  l u m i è r e  p o l a r i s é e  e s t  e n v o y é e  s u r  l a  c e l l u l e  d e  K e r r ,  e t  

l ' a b s o r p t i o n  d e  l ' o n d e ,  d a n s  l e ?  d i r e c t i o n s  p a r a l l è l e  e t  p e r -  

? e n d i c u l a i r e ,  ~ ç t  d ' a u t a n t  p l u s  é l e v é e  q u e  l a  d i r e c t i o n  d u  moment  

d e  t r a n s i t i o n  c o n c e r n é  e s t  p a r a l l è l e  à c e l l e  d u  champ é l e c t r i q u e  
-* 
E '  d e  l a  l u m i è r e  i n c i d e n t e .  

Sc'r iéna ? --+ E ( f o r c e  
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d ' o r i e n t a t i o n )  
-, '"\. ,' .,., cM3"3&.flC 

i 
i 

,J+sc I :~;T>-L- 
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a x e  d e  l a  d o u b l e  
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 olécu cul es d e  D N A  1 

* FREDERICQ, E .  and H O U S Ç I E R ,  C. E l e c t r i c  Dichroism and E l e c t r i c  B i r e f r i n -  

gence ( 19 73) Clarendon,  Oxford. 



Dans  l e  c a s  d u  D N A ,  r e p r é s e n t é  s u r  c e  s c h é m a ,  l e s  moments  

de  t r a n s i t i o n  c o n c e r n é s  s o n t  c e u x  d e s  t r a n s i t i o n s  , s i t u é s  

d a n s  l e  p l a n  d e s  b a s e s ;  c e s  p l a n s  s o n t  p e r p e n d i c u l a i r e s  à 

l ' a x e  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e .  

S c h é ~ a t i q u e m e n t ,  1 ' a b s o r p t i o n  d e  l a  l u m i è r e  s e r a  d o n c  m a x i -  

m a l e  d a n s  l a  d i r e c t i o n  p e r p e n d i c u l a i r e  à l a  f o r c e  é l e c t r i q u e  
+ 
E ,  e t  n u l l e  d a n s  l a  d i r e c t i o n  p a r a l l è l e  à c e t t e  même f o r c e  : 

Al : a b s o r b a n c e  d a n s  l a  d i r e c t i o n  p e r p e n d i c u l a i r e .  

A / /  : a b s o r b a n c e  d a n s  l a  d i r e c t i o n  p a r a l l è l e .  

On o b t i e n t  d o n c  un d i c h r o ï s m e  n é g a t i f  : 

4 

P o u r  u n e  même i n t e n s i t é  du  champ é l e c t r i q u e  E ,  l a  v a l e u r  d u  

d i c 5 r o ï s m e  d ' u n  D N A  a y a n t  r é a g i  a v e c  un c a r . c é r o g è n e ,  p a r  

c o m p a r a i s o n  à c e l l e  d ' u n  D N A  t é m o i n ,  p e u t  d o n n e r  d e s  r e n s e i -  

g n e m e n t s  s u r  l ' a l t é r a t i o n  é v e n t u e l l e  d e  l a  m a c i o m o l é c u l e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  s i  l a  c h a î n e  e s t  t o t z - l e m e n t  o r i e n t é e ,  i l  

e x i s t e  une  r e l a t i o n  e n t r e  l e  d-. c h r o i s r n e ,  l'absorbante e t  

l ' a n g l e  a q u e  f a i t  l e  moment d e  t r a n s i t i o n  c o n c e r n é  a v e c  

l ' a x e  d ' o r i e n t a t i o n ,  c ' e s t - à - d i r e  l ' a x e  d e  l a  d o c b l e  h é l i c e ,  

d a n s  l e  c a s  du D N A  : 

3 (5) = -. ( 3 c o s a - 1 )  2 ( 1 )  
\ A  A 2 

AAS : d i c h r o ï s m e  é l e c t r i q u e  à s a t u r a t i o n  ( o r i e n t a t i o n  t o t a l e ) .  

A : a b s o r b a n c e .  

X : l o n g u e u r  d ' o n d e  à l a q u e l l e  on o b s e r v e  l e  phénomène .  

a : a n g l e  d é f i n i  p - -Gcédemment ,  m e s u r é  e n  d e g r é s .  

En p r a t i q u e ,  on u t i l i s e  l e  d i c h r o ï s m e  r é d u i t ,  l ' o r i e n t a t i o n  

d e s  m a c r o m o l é c u l e s  n ' é t a n t  j a m a i s  p a r f a i t e  : 



@ :  f o n c t i o n  d ' o r i e n t a t i o n .  

La  r e l a t i o n  ( 1 )  s e  t r a n s f o r m e  a l o r s  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

1 r é d u i t  1 

Dans l e  c a s  d ' u n  c a n c é r o g è n e  f i x é  a u  D N A ,  s i  l ' o n  e n v o i e  

s u r  l ' é c h a n t i l l o n  o r i e n t é  Q n e  l u m i è r e  d e  l o n g u e u r  d ' o n d e  

c o n v e n a b l e ,  on p o u r r a  d é t e r m i n e r  a , c o n n a i s s a n t  l e s  v a l e u r s  

d e s  A A  d o n n é e s  p a r  l ' a p p a r e i l ,  e t  c e l l e  d e  l ' a b s o r b a n c e  

f o u r n i e  p a r  l e  s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n .  

O n  e f f e c t u e  e n  r é a l i t é  l a  m e s u r e  d e  ? a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

. une p r e m i è r e  s é r i e  d e  m e s u r e s  d a n s  l a  b a n d e  2u D N A ,  

à 2 6 0  nm, donne  d e s  v a l e u r s  de/-\ ; i l  y c o r r e s ? o n d  un 

j A  /260nm 

a n g l e  
1 ' . u n e  d e u x i è m e  s é r i e  d e  m e s u r e s ,  d a n s  l a  z o n e  d ' a b s o r p t i o n  

d u  c a n c é r o g è n e ,  f o u r n i t  l e  i l  y c o r r e s p o n d  

X c a n c é r o g è n e  

un a n g l e  a 2 ' 
La  v a l e u r  d e  a e s t  a l o r s  o b t e n u e  e n  f a i s a n t  l e  r a p p o r t  de  2  
d e u x  é q u a t i o n s  : 

- 
3 

- - 2  ($1 260nm 
@ a (  3 c o s  a l  - I ) 

2 

3 
- - -  0 - (  3 c o s  2 a, - i 1 (5) 

c a n c é r o g è n e  



S t a t i s t i q u e m e n t  a - 9 0  d e g r é s ,  c e  q u i  d o n n e  l ' é q u a t i o n  
1 

s u i v a n t e  : 

1 (aA'A) b a s e s  

(At\/ A ) c a n c é r o g è n e  
2  

= ( 1 - 3 c o s  a 2 )  

L a  m e s u r e  d e  a d o n n e  d o n c  l a  p o s i t i o n  d;; mol len t  d e  t r a n s i t i o n  
2 

d u  c a n c é r o g è n e  p a r  r a p p o r t  à l ' a x e  d e  l a  d o u b l e  h é l i c e .  Con- 

( 6 )  

n a i s s a n t  l ' o r i e n t a t i o n  d e  c e t t e  t r a n s i t i o n  d a n s  l a  p e t i t e  

m o l é c u l e ,  o n  p e u t  a i n s i  d é t e r m i n e r  l a  p o s i t i o n  d u  c a n c é r o g è n e  

d a n s  l a  m a c r o m o l é c u l e .  

On u t i l i s e  e n  p r a t i q u e  d u  D N A  s o n i q u é ,  d e  f a ç o n  à p o u v o i r  

a s s i m i l e r  l a  m a c r o m o l é c u l e  à un b a t o n n e t  r i g i d e .  

b )  L a  b i r é f r i n g e n c e  é l e c t r i q u e .  

S i  l ' a b s o r p t i o n  d e  l a  l u m i è r e  e s t  d i f f e r e n t e  s u i v a n t  l a  

d i r e c t i o n  d e  p o l a r i s a t i o n ,  l e s  i n d i c e s  d e  r é f r a c t i o n  s o n t  

d o n c  d i f f é r e n t s ,  l e s  v i t e s s e s  d e  p r o p a g a t i o n  d e  l a  l u m i è r e  

n ' é t a n t  p a s  l e s  mêmes.  C ' e s t  l e  p h é n o m è n e  d e  b i r é f r i n g e n c e ,  

o u  d o u b l e  r é f r a c t i o n ,  o u  e f f e t  Kerr : 

On = n 4 -  ==L 

An : b i r é f r i n g e n c e .  

n y  : i n d i c e  d e  r é f r a c t i o n  d a n s  l a  d i r e c t i o n  p a r a l l è l e .  

n ~  : i n d i c e  d e  r é f r a c t i o n  d a n s  l a  d i r e c t i o n  p e r p e n d i c u l a i r e .  

De l a  même m a n i è r e  q u e  p o u r  l e  d i c h r o ï s m e ,  on  u t i l i s e  l a  

b i r é f r i n g e n c e  r E d u i t e  : 

An = @ . A n s  , O < @ < 2  

r é d u i t  

Anç : b i r é f r i n g e n c e  à s a t u r a t i o n .  

Q : f o n c t i o n  d % r i e n t a t i o n .  

La  m e s u r e  d e  La b i r é f r i n g e n c e  d o n n e  d e s  r e n s e i g n e m e n t s  s u r  

l a  s t r u c t u r e  g l o b a l e  d e  l a .  m a c r o m o l é c u l e .  



L ' i n t é r ê t  d ' u n e  t e l l e  m e s u r e  e s t  q a e  l e s  e f f e t s  o b s e r v é s  e n  

b i r é f r i n g e n c e  s o n t  p l u s  a c c e n t u é s  q u e  c e u x  o b t e n u s  e n  d i -  

c h r o l s m e .  L a  v a l e u r  du An donne  d o n c  une  i d É e  p l u s  p r é c i s e  

de  l a  p e r t u r b a t i o n  s t r u c t u r a l e  é v e n t u e l l e  d u  D N A .  

La m e s u r e  s u r  l e  D N A  e s t  e f f e c t u é e  d a n s  l a  r é g i o n  v i s i b l e ,  

à 5 5 0  nm. La b i r é f r i n g e n c e  o b t e n u e  e s t  n é g a t i v e ,  1 " f f e t  d e s  

b a n d e s  du D N A  à 2 6 0  nm s e  r é p e r c u t a n t  e n c o r e  à c e t t e  l o n g u e u r  

d ' o n d e .  

En p r a t i q u e ,  on c a l c u l e  l e s  v a l e u r s  d e  - An , p o u r  d i f f é r e n t e s  

A 2 6 0  
v a l e u r s  de  l ' i n t e n s i t é  d u  c h a n p  é l e c t r i q u e  E ,  e t  on t r a c e  l a  

c o u r b e  : 

An : b i r é f r i n g e n c e  r é d u i t e  dor  ;.ée p a r  l ' a p p a r e i l .  

A : a b s 0 r b a n c e . à  2 6 0  nm. 

E : m e s u r é e  e n  kV/cm. 

La c o m p a r a i s o n  de l a  c o u r b e  o b z e n u e  p o u r  un D N A  n a t i f  t é m o i n ,  

a v e c  c e l l e  donnée  p a r  un D N A  m o d i f i é  p a r  un c a n c é r o g è n e ,  

i n d i q u e  l ' a m p l e u r  d e  l a  p e r t u r b a t i o n  i n d u i t e  d a n s  l a  d o u b l e  

h é l i c e ,  p a r  l a  f i x a t i o n  de l a  p e t i t e  m o l é c u l e .  


