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ERRATUM

Lire "détoxication" au lieu de "dé&toxification".
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INTRODUCTTION

Depuis que 1l'on s'est apergu que des facteurs
d'environnement étaient présents pour une part importante
‘dans 1'étiologie du cancer chez 1'Homme, la cancérogénése

chimique pose un probléme de plus en plus alarmant.

Afin d'essayer de comprendre par quels mécanis-
mes un agent chimique peut provoquer un cancer dans un
organisme, de nombreuses recherches sont actuellement entre-
prises 3 1'échelon moléculaire. En effet, les cancérogénes
chimiques qui sont pour 1é plupart des molécules organi-
ques de petite taille, interagissent, aprés activation dans
l1'organisme, avec les macromolécules cellulaires, particu-
liérement le DNA. On congoit donc la nécessité de multiplier
les études d'interaction DNA-cancérogéne, dans le but d'accu-

muler le plus grand nombre possible de schémas de mécanismes.,

Nous avons choisi d'é€tudier la cancérogénése
chimique par le 4-nitroquinoléine-l-oxyde qui représente un
modéle d'étude intéressant, ses propriétés biologiques é&tant

trés bien connues,
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CHAPITRE 1 - LA CANCEROGENESE CHIMIQUE.

- Préliminaines -

A l1'heure actuelle, de nombreuses données permettent
d'énoncer que la cause du cancer chez 1'Homme est essentiel-
lement d'origine chimique. Le premier travail allant en ce
sens est celui de 1'Anglais Percival Pott qui remarqua, il
y a de cela deux siécles, la fréquence anormalement &levée
des tumeurs du scrotum chei les ramoneurs (132), Pott attribua
4 juste titre cette affection au contact continu avec la
suie.

Environ cent ans plus tard, en 1861, le physicien Butlin

nota qu'au Danemark, les ramoneurs arrivaient & se prévenir
du cancer par la pratique d'une hygié&ne réguliére, c'est-a-
dire en évitant le plus poésible le contact avec l'agent
chimique contenu dans la suie (12). L'hypothé&se de Pott était
donc vérifiée, et les bases des premiéres mesures préventives
contre le cancer &taient posées.

Dans les années qui suivirent, et ceci jusqu'a nos jours,
d'autres observations, effectuées sur des groupes de personnes
exposées a4 un méme composé chimique, conduisirent a allonger
la liste des cancérogénes connus chez 1'Homme.

Parallélement, dés le début ‘du XXéme siécle, les premiéres
constatations sur l1'Homme avaient incité certains chercheurs
4 tester différents produits chimiques sur des animaux. On
assista alors & la découverte de toute une série de nouveaux
composés, synthétiques et naturels, cancérogénes chez les
animaux de laboratoire.

Un premier groupe de cancérogénes chimiques synthétiques a
ainsi été identifié& avant 1940 (Figure 1).

De 1940 3 1960, d'autres nouveaux composés furent inventoriés;
parmi ceux-ci citons 1'AAF et le 4NQO : le premier car son
mécanisme d'action est maintenant totalement élucidé, le

second car il constitue l'objet de notre travail.(Figure 2).
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On connalt également des céncérogénes chimiques naturels,
qui seraient pour la plupart présents dans certaines
alimentations (103), et dont le pouvolr cancérogéne a été
démontré chez les animaux de laboratoire. Quelques uns de
ces composés sont présentés sur la figure 3.

Un défaut dans la conservation des aliments peut aussi &@tre
préjudiciable. Par exemple; on sait que l'aflatoxine, qui
est un des constituants de la moisissure, est responsable de
1'induction du cancer du foie dans certaines populations

d'Afrique du Nord et de Thailande (78).

Au total, d'aprés E.C.Miller, plus d'une douzaine de
classes de cancérogénes chimiques sont connues chez les
animaux (95). Leur grande majorité est d{origine organique,
mais on distingue parmi elles un petit groupe de composés
métalliques, dérivant par exemple du béryllium, du cadmium,
du chrome, du cobalt et du nickél.

La mise en évidence de propriétés cancérogénes chez un animal
n'implique pas du tout l'existence des mémes propriétés chez
1'Homme, et actuellement, seule une douzaine de substances
peuvent étre considérées avec certitude comme cancérogénes
chez 1'Homme.

Le tableau A en donne la liste la plus récente, établie par
E.C.Miller en 1978 (95).

Nous n'avons pas mentionné dans cette liste les produits
chimiques qui, comme les nitrosamines par exemple, ne sont
pas cancérogénes mais le deviennent aprés ingestion, & la
suite de réactions avec d'autres substances qui préexistent

dans l'organisme (170).

Selon les Miller (102, 95), un phénoméne marquant dans
1' étiologie du cancer chez l'Homme est le r%le joué par le
facteur environnement,
En effet,les conclusions tirées d'@tudes épidémiologiques sur
de petits groupes ethniques, exposés 3 de grandes quantités
d'un méme agent pendént de nombreuses années, montrent que

80 3 90 Z des cancers chez 1'Homme sont dis 4 1l'environnement.

H
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Agents chimiques

Sites

de formation de la tumeur

Origine industrielle

2-Naphtylamine vessie
Benzidine ' cie
(4,4"-Diaminobiphényle) ves
{4—Aminobiphény1e .
4-Nitrobiphényle vessie
Ether Dichlorométhylique poumons

Disulfure de chloroé&thyle
Chlorure de vinyle
certaines

Goudrons, suile,

huiles
Composés du chrome
Composés du nickel
Amiante

Amiante plus fumée de

poumons,

appareil respiratoire

mésenchyme du foie

peau, poumons

poumons
sinus nasaux

plévre, péritoine

cigarette poumons, plévre, péritoine
Origine médicale

N,N-Bis(2 chloroéthyl)-2- vessie

naphtylamine

Diéthylstilbestrol vagin

Origine sociale

Fumée de cigarette

Noix d'arec et chiques

poumons,appareil urinaire,pancréas

muqueuse buccale

Tableau A .

Agents chimiques reconnus cancérogénes chez 1'Homme.

Cancer Res. 1479~

E.C. (1978), 38,

d'aprés Miller,
1496,
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Weisburger et Williams ( 170) donnent l'exemple des tumeurs
de l'intestin et de l'estomac. Aux Etats-Unis le taux des
cancers de l'estomac est rélativement faible, alors que
celui des cancers du colon est actuellement le plus élevé du
monde. Au Japon, la situation est inversée : on y trouve
énormément de cas de cancers de l'estomac, mais trés peu de
cancers du colon.

Les épidémiologistes ont suivi les immigrants Japonais aux
Etats-Unis, et ont pu constater que le facteur environnement
est bien prédominant, puisque ces immigrants, surtout ceux
de la deuxiéme génération, souffrent de moins en moins de

tumeurs de l'estomac, et de plus en plus de tumeurs du colon.

En conclusion, il apparait que la prévention vis i vis
d'agents cancérogénes devrait €tre une des préoccupations

majeures dans la politique sanitaire pour l'Homme.

Jusque vers les années 1950-1960, la recherche sur 1la
cancérogenése chimique s'é€tait surtout cantonnée dans 1'énu-
mération de nouveaux produits cancérogénes, et dans l'identi-
fication des tumeurs induites.

Par la suite, les énormes progrés de sciences nouvelles comnme
la Chimie Organique, la Biochimie et plus tard la Biophysique,
donnérent un €lan déterminant 3 la recherche sur la cancéro-

genése chimique.



- Les tandanceAAgénéaaZQA actuelles -

Ces dix dernié&res années, deux concepts importants ont

té énoncés qui ont permis d'aborder 1'étude de la cancéro-

™

genése chimique au niveau moléculaire :
- le métabolisme des cancérogénes chimiques; en particulier,
l'activation de précancérogénes en cancérogénes ultimes réactifs
- l'interaction chimique des métabolites actifs de la
plupart des cancérogénes avec une grande variété de nucléophiles

comprenant le DNA, le RNA et les protéines.

I. Le métabolisme des cancérogénes chimiques.

I1 comprend deux voies enzymatiques différentes, qui
agissent simultanément, en aboutissant 3 des résultats opposés:
- la voie d'activation, qui donne des métabolites actifs,
nocifs pour la cellule, puisqu'ils réagissent directement
avec les nucléophiles cibles;

- la voie de détoxification, qui métabolise le cancérogéne
en produits inactifs, inoffensifs pour la cellule et qui seront

ensuite liminés par l'organisme.

A) La_yoie dlactivation.

Parmi toutes les réactions que peut subir un cancérogéne
chimique qui pénétre dans un organisme, il en est une, enzy-
matique, qui peut le transformer en une ou plusieurs formes
actives. Ce sont surtout les Miller qui ont contribué, avec
leurs collaborateurs, 4 cette découverte.

En 1947, ces chercheurs ont constaté que des Rats traités avec
un cancérogéne : le N,N diméthyl-4-amino azobenzéne é&taient
capables de transformer ce composé en d'autres formes, qu'on
retrouvait liées aux protéines dans le foie de ces animaux

( 98). Cette premiére observation leur donna l1'intuition de

l'existence d'une activation métabolique.



D'autres observations semblables, 3 propos d'autres cancé-
rogénes, vinrent renforcer leur hypothése. Par exemple 1ils
constatérent que l'acétylaminofluoréne (AAF), pulissant
hépatocancérogéne chez le Rat, induisait des tumeurs loin de
son site d'injection et ne réagissait pas 4An vitro sur le
DNA ou le RNA (99 ).

D'autres chercheurs notérent également ce phénoméne, tels
Heidelberger (44) et les Weisburger (168), qui étudiérent le

cas des hydrocarbures aromatiques et de 1'AAF.

C'est en 1970, que J.A.Miller €nonga clairement le
concept de l'activation enzymatique des cancérogénes chimiques,
se basant sur une large &tude des divers composés connus 3 cette
date (102).

En fait, la plupart des produits chimiques ayant le pouvoir
d'induire une tumeur cancéreuse, ne sont en réalitévque des
précancérogénes qui sont métabolisés en un cancérogéne
précurseur, puis finalement convertis en un ou plusieurs can-
cérogénes ultimes. Ce sont les formes ultimes qui, sans activa-
tion enzymatique, réagissent avec les macromolécules cellu-
laires de 1l'organe cible.

Le schéma simplifié présenté ci-dessous illustre ces mécanismes.

Activation :

précancérogéne

!

cancérogéne

. détoxification
7

précurseur :
. produits non

l : cancérogeénes

cancérogéne(s)

ultime(s)

}

macromolécules

réparation
altérées

|

i

W
initiation du cancer




Le cas de 1'AAF, de ia série des arylamides, représente
un des exemples les mieux connus actuellement. Le schéma de
son activation est domnné dans la figure 4.

La premi&re étape de cette transformation consiste en une
hydroxylation, comme l'ont montré Cramer et al en 1960 (20).
La deuxiéme étape est une estérification du groupe hydroxyle,
conduisant & la formation de plusieurs esters. De Baun et af
(23) et Miller et af (97 ) ont beaucoup contribué a 1'é&luci-
dation des mécanismes impliqués dans cette &tape ultime.

Les autres amides et amines aromatiques suivent le méme schéma
d'activation que 1'AAF (23, 100).

Un autre exemple connu actuellement est celui des hydro-
carbures aromatiques polycycliques, illustré dans le schéma

ci-dessous par le cas du benzo(a)pyréne (51, 87)

mono-bxygénase ,/\w
0 @ NADPH O O

9
OJ0O + 0
8 2
7 NNA

5
d

©
©
©,

HO
OH OH
\Eﬁgggqggggg cancérogéne
précurseur altime

Contrairement & ce que certains auteurs avaient tout d'abord
pensé (134), le métabolite précurseur intervenant dans la
cancérogenése chimique 1induite par ces composés n'est pas

un époxyde de la région K. C'est ce qu'ont prouvé Borgen

et al (11), puis Sims et af en 1974 (147). ‘

Les brillantes études de Huberman ¢f af en 1976, puis de
Levin ¢f al en 1977 ont montrd par la suite que le métabolite

ultime majeur du benzo(a)pyréne est le 78, 8o-dihydroxy-9a,
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10g-8poxy-7,8,9,10-tétrahydrobenzo(a)pyréne (51, 87) (Voir
schéma précédent). ‘

Le safrol, qui est un hépatocancérogéne chez le Rat et
la Souris, serait métabolisé de telle sorte qu'on aboutirait
3 plusieurs formes ultimes, la premi&re étape d'activation

conduisant d'abord 3 la formation du 1'OH-safrol (63).

I1 existe de nombreux cancérogénes dont le métabolisme
est encore mal connu. Une grande partie de la recherche sur
la cancérogenése chimique a toujours pour objet 1'€lucidation

de ces mécanismes, qui sont parfois tré&s complexes.

Le deuxiéme point fondamental souligné par les Miller
(100, 102) est que les formes ultimes des cancérogénes chi-
miques, dans tous les cas connus, sont de trés puissants
électrophiles, qui n'ont aucun besoin d'@tre pris en charge
par des enzymes pour interagir avec les nucléophiles cellu-
laires.
Le schéma ci-dessous montre la formation directe de 1'inter—
médiaire réactif 3 partir du N-acétoxy—-AAF, une des formes
ultimes de 1'AAFV( 100).

e 0

— ]
O N c_ CH, - § Q—’_ _C—CH,
O*C CH&

N-acétoxy—-AAF

CHY

intermédiaire électrophile
cancérogéne ultime

I1 faut noter que certains cancérogénes, tels les
agents alkylants, sont des cancérogénes 3 action directe
(100,170), c'est—-3a-dire que ces composés sont en eux-mémes
des électrophiles puissants; de ce fait, ils n'ont pas besoin
d'étre activés dans l'organisme, comme le sont les précancé-
rogénes, pour pouvoir réagir avec leurs cibles (Tableau B),
Ils seront donc moins spécifiques que les précancérogénes.
Ils auront aussi un pouvoir cancérogéne moins &levé : en
effet, leur trés grande réactivité implique une grande in-
stabilité; ils sont donc plus facilement détruits dans

l'organisme avant d'avoir pu atteindre leur cible.



B Propiclactone

Ethyléne imine

Diméthyl sulfate

(D.M.S.)

CH3—0-802~O—CH3

Disulfure de 2-chloro-éthyle

(gaz moutarde)

Cl—CHZ—CH2 N

- - -~
Cl CH2 CH2

S

chlorure de benzyle

@caz-m

méthyl méthane sulfonate

(M.M.5.)

CH3—SOZ-O-CH3

éthyl méthane sulfonate

(E.M.S.)

CZHS—SOZ-O—CH3

Tableau B . Cancérogénes 3 action directe.




B) La_détoxification.

Dans beaucoup de cas, la voie métabolique vers le
cancérogéne ultime ne représente qu'un faible pourcentage
du métabolisme total; la majeure partie consiste en fait
en une desactivation ou détoxification, qui entre em compé-
tition avec la réaction d'activation.
I1 existe donc dans la cellule des systémes enzymatiques
capables de transformer les cancérogénes en métabolites
inactifs, qui sont ensuite excrétés par l'organisme (100,
170).
Ces réactions peuvent €tre oxydatives comme la plupart du
temps, ou ré&ductrices comme dans le cas des hydrocarbures
aromatiques polycycliques et des dérivés aromatiques nitrés.
Dans ce cas,le systéme enzymatique de réduction est présent
i la fois chez les mammiféres et les bactéries. Un bon
exemple est celui du 4-nitroquinoléine-1 oxyde qui est le
précancérogéne dont nous cherchons & &lucider le mode

d'action. C'est ce que nous montrerons dans le deuxiéme
chapitre.
C) La_sp&cificité d'action des cancéroglnes_chimigues:

Les deux types de réactions, l'activation et la détoxi-
fication, sont donc enzymatiques. Ceci implique que 1'induc-
tion d'un cancer, dans une espé&ce donnée, et pour une méme
espéce dans un tissu donné, dépend essentiellement de la
présence, de l'activité et de la régulation des enzymes
responsables de ces transformations métaboiiques.

C'est ainsi par exemple, que le Cobaye, qui ne posseéede pas
l'enzyme qui effectue l'hydroxylation, ne peut métaboliser

1'AAF en N-OH-AAF (101).

Beaucoup de cancérogdnes, dans certaines conditions
expérimentales chez les animaux, mais aussi chez 1'Bomme,

possédent une activité spécifique pour certains organes cibles.



Par exemple, certaines amines aromatiques provoquent un

cancer de la vessie chez 1'Homme, le Chien et le Hamster,
mais un cancer du foile chez la Souris (169).

D'autre part, le 2'-3-diméthyl-4 aminobiphényle donne des
cancers de l'intestin chez le Rat (149), mais des tumeurs

de la vessie chez le Hamster (148).

Pour expliquer ces phé&noménes, Weisburger et Williams (170)
proposent un mécanisme dans lequel le foie jouerait le rdle

de distributeurs des métabolites actifs vers les autres organes;
selon 1'espéce concernée et selon la présence ou non de
certains systémes enzymatiques, la spécificité de tissu serait
alors déterminée.

D'aprés Conney et Kuntzman (17), les substances cancérogénes
qui pénétrent a l'intérieur de la cellule sont métabolisées
par les systémes enzymatiques ordinairement fonctionnels,

et responsables du métabolisme de substances endogénes simi-
laires. Le foie &€tant un organe impliqué dans le catabolisme
de plusieurs composés endogénes, on comprend qu'il puisse-
posséder la plupart des systémes d'activation et de détoxifica-
tion spécifiques; selon Weisburger et Williams (170), il n'y
aurait pas de cancérogéne qui ne soit métabolisable dans le
foie.%

Les réactions d'activation qui s'y passent ne conduisent pas
seulement 3 des cancérogénes ultimes 3 action directe agis-
sant sur place, mais également & des formes conjuguées qui
servent 3 transporter le cancérogéne vers un autre organe
cible. Et c'est 3 l'endroit du tissu ou de la cellule ol se
trouvent des enzymes capables de détacher les entités actives
de leur conjugué de transport, que le cancer risque d'@tre
déclenché,.

C'est ainsi que le cancer de la vessie induit par les aryl-
amides, serait di au déchargement dans cet organe des formes
actives, préalablement transportées sous forme de glucuronides,
synthétisés dans le foie. La figure 5, présentée par E.C.Miller

en 1978 (95) montre ces mécanismes.

%Ces systémes enzymatiques sont également présents dans d'autres organes,
comme le rein, le poumon, le transit gastro-intestinal, mais 3 un moindre

degré (170).
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I1 faut d'autre part noter le rdle joud par la flore
bactérienne qui habite les intestins de tous les mammiféres,
dans l'activation de certains cancérogénes chimiques.

En particulier, certaines de ces bactéries possédent les
enzymes nécessaires 4 l'hydrolyse des formes conjuguées que
nous avons citées précédemment, comme les glucuronides (171).
De plus, le métabolisme d'un cancérogéne chimique dépend de
toute une série d'autres variables, pour un méme individu :

1'3ge, le sexe, la compétence immunitaire, l1'alimentation
3 9

etc... (100 , 170).

Le métabolisme des cancérogénes chimiques est donc un
phénoméne complexe, spécifique de l'espéce et de 1'individu
dans une méme espéce. Cette étape représente un facteur déci-
sif pour l'activité d'un cancérogéne, et la connaissance par-
faite du métabolisme de chaque composé& dangereux aiderait a
la prévention contre le cancer.

Comme le suggérent les Miller (100,102), la caractérisation
des métabolites ultimes, dans tous les cas, permettrait de
rechercher de facon théorique et pratique :

. 4 inhiber ou prévenir la formation AN vivo de ces formes
électrophilesy

. & rendre ces électrophiles forts inoffensifs pour 1la
‘cellule, en les piégeant par de petites molécules nucléophiles,
non toxiques pour l'organisme.
En ce qui concerne la production des métabolites ultimes,
elle est sous la dépendance des systémes enzymatiques activa-
teurs et inhibiteurs, qui s'interrégulent entre eux. Une
solution proposée par Weisburger et Williams (170), consiste-
‘rait 3 essayer d'agir sur ces enzymes :

. en cherchant a inhiber ceux qui sont responsables de
1'activation du précancérogéne en cancérogéne ultime.

. en essayant de stimuler ceux qui interviennent dans la
détoxification.
La manipulation des syst@mes enzymatiques parait cependant
délicate, ces enzvmes &tant impliqués avant tout dans le
fonctionnement normal de la cellule. Par comséquent, en modi-,

fiant leur activité, on risque de faire apparaltre des fonctioms



cellulaires nouvelles qui pourraient €tre pathologiques,

et probablement incontrdlables,

Cette technique nécessitera slirement encore bien des &tudes
avant de pouvoir déboucher sur une thérapeutique valable, en

supposant qu'elle v parvienne,

II, Interaction des cancérogénes chimiques avec les acides

nuclé&iques,

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le deuxiéme
point fondamental démontré par les Miller est le suivant
Les formes actives des cancérogénes chimiques sont des
€lectrophiles puissants, qui se fixent directement et de
facon covalente dans la majorité des cas, sur les acides
nucléiques et les protéines,

Nous discuterons surtout des interactions avec les acides
nucléiques, particuliérement le DNA qui a été l'objet
d'études trés nombreuses,

Sur les protéines, la fixation a lieu au niveau des atomes
de soufre et d'azote (95), Ces macromolécules pourraient
jouer un rdle dans le transport des formes ultimes, comme

l1'ont suggéré tout récemment Mainigi et Sorof (91).

A) La nature des interactions et de l'altération ré-

sultante,

1) Nature des Linteractions,

Selon la thé&se des Miller, les interactions entre le
RNA et le DNA et les métabolites actifs, aboutissent essen-
tiellement 3 des liaisons covalentes, et seul ce type de lien,
trds stable, pourrait &tre en rapport avec l'induction d'un
cancer (95 , 102),
Depuis 1970, de nombreuses recherches ont &té développées,
afin de déterminer la nature des interactions rencontrées,
pour tous les produits reconnus cancérogénes 3 cette date.
Deux mises au point de ces travaux ont été faites, en 1973

par Irving (57), et en 1975 par Sarma et al (139).



Ces auteurs se sont surtout intéressés au DNA, les recherches
sur le RWA étant moins nombreuses et moins avancées.

Il ressort de leur &tude que les cibles de ces interactions,
au niveau de la double hélice, sont principalement les quatre
bases et parfois la liaison phosphodiester (139),

Les groupements les plus réactifs semblent &tre les atomes
d'azote des bases puriques en position 3 et 7, qui ne sont
engagés dans aucune liaison, Le N-7 de la guanine serait le
site le plus réactif, suivi du N~3 et du N-7 de 1'adénine
(voir pour illustration la figure 6),

La plupart des cancérogénes réagissant sur ces sites sont des
agents alkylants qui se fixent au DNA par substitution nucléo-
phile, de type | ou de type 2, comme dans le cas du MMS et du
DMS.

Cependant, beaucoup d'autres éomposés, particuliérement les
cancédrogénes ultimes dérivant de 1'activation de précancéro-
génes, réagissent en d'autres sites des bases puriques et
pyrimidiques, Les réactions se font alors a un degré plus
faible, mais avec une plus grande spécificité, comme 1l'indique
la figure 6.

Enfin, comme le souligne E,C,Miller (95), on peut observer
plus d'un produit d'addition sur le DNA pour un cancérogéne
donné, Cela est di d'une part, au fait que la plupart des
cancérogdénes peuvent &tre métabolisés en plusieurs formes
ultimes, et que d'autre part, il existe de multiples sites
nucléophiles dans la macromolécule de DNA.

Par exemple, dans le cas de 1'AAF, on obtient sur le DNA deux
composés différents ; un produit majeur, par fixation de 807
du cancérogéne sur le C-8 de la guanine (81 , 96), et un composé
mineur, résultant de 1'addition des derniers 207 sur le 2-—NH2
de cette méme base (80).

La situation est pratiquement inversée pour une autre aryl-
amide, 1'AAP : la réaction majeure a lieu sur le 6—NH2 de
1'adénine, et le produit d'addition mineur est situé sur le
C-8 de la guanine. C'est ce qu'ont montré Scribner et Naimy

(141, 142).



agent

CH3 alkylant

|
H 0
~ 5 72N HAP
b : . g AP
N1 3N AN , AAP
/ vt N t
chalne N “\H H
~. ‘ﬁpagentsalkylants
~
~ N
~ 6
N7 7\
@ 8CH
2 3//3\\ﬁ//
H . N N
agents A
b haTne
alkylants Q ¢
agents DNA
alkylants
HAP
H i H
S Safrol
H 5 N
6 \\\H agents alkylants
agents \\
alkylants—- NI , 3N_ RS
chaine RN “<0 agents alkylants
. «*” | Aflatexine By
DNA }{\ N
N 6
.~ NT 7\ AAP
agents RN AAF
~.H 2 3 BCH=T%1:'a D
alkylants . 9/// JHAR
N N 4 NQO?
] |
ageNLs  (j atne
A AF alkylants DNA
HAP
H.A.P. : hydrocarbure aromatique polycyclique.

mepw- g3ites tré&s réactifs; pas de spécificité.

~P)sites moins réactifs; il peut exister une spécificité.

m Adinine ‘T\'\jnniﬂ!. Guanine le‘osin¢

Figure 6.~ Sites d'interaction de cancérogénes chimiques sur

le DNA in vdivo et Ln vitro (139),



En ce quil concerne les hydrocarbures aromatiques, la
fixation covalente des métabolites ultimes sur le DNA a été
montrée (n vivo par Gelboin en 1969 (39)., La réaction aurait
lieu sur le 2~-NH, et le C-8 de la guanine, le 6-NH, de 1'adé-

2 2

nine, et 1le 4—NH2 de la cytosine (139).
Trés récemment, Groy ef af (41) ont identifié le site majeur
de fixation de l'aflatoxine B] sur le DNA comme étant le N-7

de la guanine,

Sur ces exemples, nous pouvons déj3d constater qu'il
existe une certaine spécificité au niveau de l'interaction
chimique DNA-cancérogéne,

C'est ainsi qu'en plus de la spécificité d'espéce et de tissu,
due aux systémes enzymatiques impliqués dans le métabolisme
des cancérogénes, nous trouvons une spécificité dans 1l'inter-
action chimique en elle-méme, entre la petite molécule et la

macromolécule,

La détermination des sites de fixation du métabolite
ultime sur les macromolécules cibles apparalt donc comme un
des problémes de base 3 résoudre, pour mieux. comprendre l'action
d'un cancérogéne, '
Une autre question tré@s importante a &lucider par la suite,
est de déterminer lequel de ces produits d'addition est le
plus dangereux, et d'identifier le rdle spécifique de chacun

d'eux dans le processus de la cancérogénése.

Comme 1l'ont signalé Irving (57) et Sarma et al (139),
nous rappelons que si la fixation covalente des métabolites
ultimes au DNA est celle qui prédomine 4n vivo, donc la plus
intéressante A 8tudier, il peut exister d'autres interactions
entre le DNA et les cancérogénes obtenues 4n vitro.

Ces interactions non covalentes peuvent €tre classées en deux
groupes ‘
- la fixation interne ou intercalation , dans laquelle

l1'agent chimique est inséré entre les paires de bases du DNAj



- la fixation externe;dans laquelle il interagit avec les
bases en des sites qui n'interviennent pas dans leur apparie-
ment, I1 est alors fixé selon une direction pratiquement
perpendiculaire au plan des bases.

Ces interactions, qui ont lieu An vitro, sont trés difficile-
ment extrapolables {n vivo. C'est pourquoi nous ne développe-
rons pas ici ces études, qui sont d'un intérét moindre pour
la compréhension des phénoménes d'induction de la cancéro-

genése chimique,
2) Nature de R'alténation nésultante des macromolicules
a~ altérations structurales

LLa connaissance du rdle central du DNA dans le stock-
age de l'information génétique, et de celui des RNA dans la
transcription de cette information en protéines cellulaires,

a amené de nombreux auteurs i étudier la nature de la pertur-
bation induite sur ces macromolécules, aprés fixation covalente
du métabolite ultime, '

Nous discuterons plus particuli&rement de l'altération de ‘la
structure du DNA modifié par un cancérogéne, objet de 1'étude
que nous présentons dans ce mémoire,

Les méthodes d'étude sont essentiellement physicochimiques,

et plus particulidrement spectroscopiques., L'@tude se fait sur
le DNA isolé.

Des techniques comme la spectrophotométrie d'absorption, les
profils de température de fusion, la fluorescence, le dichroisme
circulaire, la RMN, le dichroisme et la biréfringence élec-
triques, la viscosité, le gradient de sucrose alcalin, sont
d'une trés grande utilitd pour la visualisation de la pertur-

bation moléculaire obtenue.

L'exemple qui a été le plus &tudié jusqu'ici est ceiui
de 1'AAF,
En 1971, Nelson et al (114) ont débuté par un travail sur des
oligonucléotides modifiés par ce cancérogéne, utilisant 1la

technique de RMN et de dichroisme circulaire. A partir de leurs



résultats, ces auteurs ont alors suggéré& un modéle prévoyant
au niveau du DNA une dénaturation locale de la double hélice,
induite par la fixation covalente du cancérogéne.

Peu de temps auparavant, d'autres chercheurs avaient observé
de telles régions dénaturées, en examinant par microscopie
électronique le DNA extrait de foies d'animaux traités par
1"AAF (33).

Fuchs ¢t af ont proposé plus récemment un modéle original
d'interaction DNA-cancérogéne, basé sur de nombreuses études
An vitro, aprés fixation du N-Ac-AAF sur le DNA libre en
solution (37). Leurs résultats sont d'ailleurs en bon accord
avec ce que prévoyaient Nelson ¢t af (114). Dans ce modéle,
présenté dans la figure 7, le cancérogéne fixé sur le C-8

de la guaninex est inséré profondément dans la double hélice,
provoquant une ouverture partielle de celle-ci. La guanine
est alors rejetée 3 l'extérieur (37). Ce phénoméne se mani-
feste en particulier par une modification de la température
de fusion du DNA transformé, qui est inférieure 3 celle

d'un DNA non traité (34, 37).

Fuchs e¢f af avaient pensé& pouvoir établir une corrélation
entre cette pénétration du noyau fluoréne 3 l'intérieur de
la double hélice et le pouvoir cancérogéne de 1'AAF. Dans ce
but, ils avaient &tudié& la fixation sur le DNA du N-Ac-AAFF
et du N-Ac—-AAIF (36, 37), l'empé€chement stérique de ce der-
nier lui interdisant de s'insérer entre les plans des bases,
comme il est montré dans la figure 7.

Trés récemment, Lefévre, Fuchs et Daune ont complété ces
travaux en analysant les modéles obtenus avec les dérivés

de 1'AAF, sur des trinucléotides (85).

Des études similaires sont actuellement entreprises
par M.C. Lang, R. Fuchs et M. Daune, sur 1'AAP. Ils ont exami-
né les modifications structurales du DNA aprés réaction avec
le N-Ac—-AAP, qui est le cancérogéne ultime (83). Leurs résul-
tats montrent que, contrairement 3 1'AAF, ce cancérogéne n'est

pas inséré profondément dans la double hélice.

*Selon ces auteurs, le cancérogéne fixé sur le 2-~NH2 pourrait €tre couché
dans le grand sillon du DNA, et ne provoquerait qu'une tr&s faible déna-

turation (21).
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Anderson ef af(4) ont également travaillé Am vitrno; ils ont
constaté dans le cas de la 2-naphtylamine, une diminution de
la température de fusion du DNA traité par une forme ultime de

ce cancérogéne. Leurs études cependant restent trés incomplétes.

Il est intéressant de pouvoir &tudier la modification
de la structure du DNA An vitho, la condition impérative &tant
bien entendu de pouvoir synthétiser chimiquement le métabolite
ultime. En effet, la propriété des cancérogénes ultimes de se
fixer directement sur le DNA, permet d'employer une méthodologie
relativement simple. La prépafation des échantillons est plus
rapide et demande un investissement de matériel moins important
qu'une technique An vdivo.
Bien souvent d'autre part, les effets obtenus 4n v{vo sont
trop faibles pour étre décelés par des techniques spectros-
copiques (57). La technique 4An v{tho permet donc, en accentuant
le défaut, de le visualiser.
Cependant, comme le soulignent Irving (57) et Sarma et al (139),
i1 faut tout de méme rester prudent dans l'interprétation
biologique de résultats obtenus 4Ah v{fno. Le fait que le DNA
puisse @tre beaucoup plus altéré par un cancérogéne 4n Vitro que
in vivo, s'explique par la différence de conformation de 1la
macromolé&cule, & 1'état libre et 3 1'état compact dans la
chromatine.
Cependant, et tout en sachant que la l&sion observée Ln vitao
doit 8tre minimisée, il est possible grdce & ces études d'&tablir
des comparaisons entre différents cancérogénes; 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 cancérogéne &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 entralIner une
altération fonctionnelle de celles-ci. Cette perturbation peut
8tre dramatique pour la cellule, et pourrait €tre respoﬁsablei‘
de la perte du contrdle de la division cellulaire, qui est la

cause principale de 1'initiation du cancer.



b~ altérations fonctionnelles.

L'interaction d'un cancé&rogéne chimique avec le

DNA peut conduire & plus d'un changement dans ses propriétés
biologiques. Parmi les effets cités par Irving (57), citons
plus spécialement :

- 1'inhibition de la synth&se du DNAj

- 1'inhibition de la tramscriptions

~ la production de mutations.
Sarma e¢f af relatent également un effet sur le cycle cellulaire,
mais les &tudes sont encore peu nombreuses 3 ce sujet, et l'effet
n'est pas toujours en nette corrélation avec la fixation du

cancérogéne sur le DNA (139).

Dans 1'ensemble, i1 apparait que la liaison cancérogéne-
DNA soit une condition nécessaire, mais non suffisante pour
donner lieu & 1'induction de tumeurs malignes. Il n'existe en
effet pas toujours une bonne corrélation entre la fixation des
composés chimiques au DNA et leur pouvoir cancérogéne (95 ,100).
C'est que, comme nous allons le décrire briéveﬁent, il existe
toute une série de réactions sophistiquées, correspondant 3 des
mécanismes de réparation,qui sont mises en jeu dé&s qu'un cancé-
rogéne 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, méme s'il est minime, peut €tre dangereux ou
1étal pour la cellule.

Actuellement, les auteurs s'intéressent de plus en plus 3 ces
phénoménes, et 1'hypothé&se d'une relation de cause a effet,
existant entre une défaillance dans le processus de la réparation
et 1'induction de tumeurs cancéreuses a été émise.

On connalt surtout la réparation du DNA, le cas du RNA
étant beaucoup moins étudié. Nous insisterons donc sur 1l'impor-
tance de cette étape, puisqu'il semble logique, aprés avoir
étudié 1'interaction DNA-cancérogéne, de relier cette premiére

phase 3 1'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 dé&fense cel-
lulaire, peuvent aller & 1l'encontre du bon fonctionnement

de la cellule, en induisant des fonctions anormales qui

peuvent aboutir 4 la transformation néoplasique.
1) Les différents mécanismes de néparation.

Actuellement, trois types de mécanismes sont connus :

. la réparation photoenzymatique, trés spécifique et trés
efficacey

. la réparation par excision, qui est fidéle et n'introduit
pas d'erreur dans la portion de DNA néoformées

. la réparation par tolérance, ou réplication post-répli-
cative, qui supprime la 1lésion en donnant une copie du DNA
inexacte par rapport a4 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 1lésions
dues aux rayons ultra-violets, c'est-3-dire les dimé&res de pyri-
midine (76). Dans 1l'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 &té énumérées par Irving en
1973 (57). Cependant, dans la plupart des cas, leur fonctionng-
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 ef al
(1975), Setlow (1978) et Marx (1978). (76, 26,143, 93).
Ces trois processus de réparation fondamentaux sont connus chez
la bactérie et 1l existe des systémes analogues chez les animaux

supérieurs, 1l'Homme en particulier.

I1 nous parait 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-d-dire qu'il effectue
sa division cellulaire, la réplication de son DNA, etc..., en

dépit de 1'existence de ces altérations; elles sont alors perpétuées
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sur la macromolécule. C'est le cas de certaines 1ésions in-
duites par les cancérogénes chimiques, comme nous le verrons

dans le prochain paragraphe.

2) Les processus impliqués dans Le cas des canclrogéenes
chimiques .

L'existence de la réparation des lésions induites par
les cancérogénes a été montrée chez la bactérie, et plus récem-
ment chez les mammiféres, en»utilisant des cellules en culture.
En faisant une post—~incubation de ces cellules en présence de
nucléotides marqués, aprés les avoir traitées avec un cancé-
rogéne donné, on peut observér,d'une part, la disparition des
lésions, et d'autre part, une incorporation de la radioactivité.
Ceci signifie qu'un processus de réparation a été déclenché.

En fait, les &tudes en cours actuellement semblent montrer
qu'un composé cancérogéne fiié au DNA peut avoir trois destins
différents :

. la cellule &tant au repos, la lésion est reconnue et
excisée par les systémes de féparation, ce qui est le cas le
plus favorable ( réparation par excision);

. la 1ésion est reconnue et éliminée tardivement, au cours
de la réplication ou apré&s cette méme réplication, ce deuxiéme
cas étant particuliérement dangereux pour la cellule (réparation
post-réplicative)

. la 1ésion n'est pas reconnue du tout et persiste sur la
macromolécule, ce dernier cas étant également redoutable, & plus

ou moins longue &chéance.

a- 1'élimination des produits de l'interaction cancé-

rogéne-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 cancérogénes. %

De tous récents travaux parus en 1978 permettent maintenant 1'étude des phé-
noménes de réparation dans 1'animal tout entier, et dans les différents organes

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



Un premier modéle d'étude est celui de Regan et Setlow (136)
qui ont examiné ce mécanisme, dans des cellules humaines en
culture traitées par des agents physiques et chimiques : le
rayonnement ultra-violet, les radiations ionisantes, et
certains cancérogénes. Ces auteurs ont constaté que les 1&sions
induites par les radiations ionisantes, qui sont principalement
des cassures sur un brin du DNA, sont réparées rapidement, le
nombre de bases excisées &tant trés faible. Par contre, dans

le cas des diméres de pyrimidines induits par les rayons ultra-
violets, 1'excision est plus lente, le nombre de bases remplacées
étant beaucoup plus important.

Les cancérogénes chimiques Etudiés par Setlow et Regan peuvent
€tre classés de la méme maniére en deux groupes majeurs :

. ceux qui sont réparés selon le modé&le rapide, comme les
radiations ionisantes : c'est une réparation sur une courte
distancey

. ceux qui sont excisés de la méme maniére que les diméres
de pyrimidine, par excision lente : c'est une réparation sur
une grande distance.

Les résultats de ces auteurs sont schématisés dans la figure 9.
Ainsi les agents alkylants, dont on sait qu'ils induisent des
cassures sur un seul brin duDNA, suivent le méme processus
d'excision que les radiations ionisantes. Par contre, les
précancérogénes peuvent induire une lésion plus importante
sur le DNA, qui est réparée par un mécanisme plus é&laboré,
similaire 3 celui induit par les rayons U.V.

I1 est utile de noter & ce niveau que l'on s'est apergu
assez récemment que ce classement en deux catégories est en
fait 38 nuancer. Par exemple, dans le cas de 1'AAF, on sait
qu'il existe des différences notables entre le mécanisme impliqué
et celui qui répare les lésions induites par U.V. (1, 2). Le
travail de Setlow et Regan montre cependant bien que la nature
de 1la réparation, en particulier sa durée, est influencée par

l1a nature de l1a lésion du DNA.

La compréhension des phénoménes de réparation chez
l1'eucaryote, 1'Homme en particulier, a é&té facilitée par la

découverte de Cleaver, en 1968 (14). Ce chercheur a montré& que
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des cellules humaines de Xeroderma Pigmentosum (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 et af, en 1973 (153),
ont noté la grande sensibilité de ces cellules X.P.3 divers
cancérogénes chimiques. La propriété des cellules X.P. a alors
été utilisée systématiquement,de la maniére suivante :

il suffit de mesurer parall@lement 1'amplitude de la réparation
dans des cellules X.P., et des cellules normales, apré&s traite-
ment par le cancérogéne chimique que 1'on veut &tudier. Un
autre classement des cancérogénes en deux catégories a ainsi pu
€tre effectué :

*les agents dont les lé€sions sont réparées de la méme
maniére 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 trés bonne, comme nous le montre 1'é&tude réalisée
par Cleaver en 1973 (16). I1 obtint le classement suivant :

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

- les précancérogénes donnent des produits qui sont peu
ou pas éliminés par ces mémes cellules.

D'aprés Cleaver (15) et Setlow et af (144), l'incapacité des
cellules X.P. 8 réparer par excision proviendrait du manque

ou du mauvais fonctionnement de l'endonucléase responsable de
1'incision du DNA, au cours de la premidre étape de 1l'excision
lente. On comprend ainsi que ces cellules soient capables d'ef-
fectuer une excision rapide.

De la m@me maniére que Cleaver, Setlow (143) en 1978 a ainsi
examiné un large éventail d'agents cancérogénes. Son &tude
aboutit 3 un classement plus nuancé, ol les deux catégories
précédemment citées, les agents alkylants et les précancérogeénes,
s'interpénétrent 3 plusieurs reprises. '

Setlow souligne donc que 1'image n'est pas si simple, et critique
cette technique de recherche : elle ne permet pas de tenir

compte des éventuelles 1ésions qui ne seraient pas réparées,

c'est-id-dire de la sélectivité de la réparation.
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Le mécanisme de la réparation post—-réplicative a été

également mis en évidence, dans certaines conditions, aprés
traitement de cellules de mammiféres par des cancérogénes.

Comme nous le verrons par la %uite (p. 27) ce processus peut
gtre déngereux 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 lé&sions. D'Ambrioso
et Setlow (3) ont décélé le fonctionnement d'un tel mécanisme,
dans des conditions d'exp&rience particuli&res, les agents
utilisés &tant 1'AAF et 1'U.V., Fujiwara a noté également ce
phénoméne 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., ot 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 (§II.A).]) de ce chapitre p. 13) que
la fixation d'un cancérogéne chimique peut se faire en différents
sites du DNA, avec une certaine spécificité selon le composé.
D'autre part, les travaux décrits dans le précédent paragraphe
démontrent qu'il existe des l&sions 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 & réparer que de la vitesse
de la réparation.
C'est ainsi qu'il existe des lé&sions qui ne sont pas excisables,
car non reconnues par 1l'endonucl@ase initiale (Voir Figure 8).
Par ailleurs, pour un méme cancérogéne, les différentes altérations
qui sont supprimées peuvent 1'€tre avec des vitesses qui ne sont
pas forcément identiques.
Dans le cas de l'agent méthylant le N-méthyl-N'-nitro-N-nitroso
guanidine (NMNG), Lawley et Orr (84) ont montré& que les bases
alkylées sont excisées avec une certaine sélectivité, la N3—méthy1-

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

benz(a)anthracéne, les lésions sur 1'adénine sont plus facilement



€liminées que celles qui affectent la guanine (88).

Dans le cas de 1'AAF, Fuchs et Daune ont essayé en 1976
de corréler leur modéle d'insertion-dénaturation avec les
phénoménes de réparation (21). Comme nous l'avons noté plus
haut (p.14), les sites de fixation de ce cancérogéne 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 méme base.Il
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 €liminé en sept jours.
La persistance de cette fixation de 1'AAF en cette position
signifie que le cancé&rog&ne ne peut épparemment pas €tre éliminé
par excision. Fuchs et Daune Supposent que ce produit pourrait
étre 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 &8 une fixation interne du
cancérogéne, sur le C-8 de la guanine (37), les résidus fixés en
position N-2 &tant 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 &tre la plus
dangereuse.

Plus récemment, en 1977, 1'&tude de Yamasaki et alf (172)
a également montré& que la fixation de 1'AAF sur 1e_2—NH2 de la
guanine serait la plus impliquée dans 1'induction de la cancéro-
génése par ce composé. Ces auteurs ont en effet constaté que les
deux produits d'addition sont €liminés avec des vitesses trés

différentes, par deux endonucléases spécifiques de chaque 1lésion.

Ces exemples nous ont montré 1'intér@t qu'il y a 3 connaftre
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 canc&rogéne 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 3 altérer

sa fonction de matrice,



. ensuite, de la nature de sa liaison au DNA, qui intro-
duirait un défaut qui'ne serait pas exclsé&, parce que non
reconnu par 1l'endonucléase.
En 1973, Cleaver (16) soulignait en effet que le danger résidait
plutdt dans le pourcentage de lésions résiduelles non réparées.
On peut imaginer facilement q@e la réplication d'un DNA non
réparé soit désastreuse. Sarma et af (139) en donnent pour exemple
celui de 1'alkylation : un mauvais codage dans le brin parental,
7-alky1—

guanine, doit introduire des erreurs dans le nouveau brin synthé-

di & une lésion telle que le 06-a1ky1-guanine, ou le N

tisé, au cours de la réplication. La réplication d'un tel DNA
doit conduire & 1'impression permanente de 1l'erreur, au niveau

de la séquence en bases du DNA.

11 semble maintenant évident qu'il existe une relation
entre la défaillance dans la féparation et le cancer chez 1'Homme.
Cette hypothése est E&tayée paf la découverte du fait que des
sujets atteints de certaines maladies héréditaires ont un risque
8levé de développer un cancer. Ces maladies sont caractérisées
par une déficience en 1'un ou.l'autre des processus de la répa-
ration du DNA. Setlow (143) eﬁ Marx (93) ont minutieusement
décrit ces affections, qui, & ce jour, sont au nombre de trois :
le Xerodenma Pigmentosum (XP),l'Ataxia Telanglectasia (AT), et
l1'anémie de Fanconi (AF). '

Nous avons signalé l'existence de cellules XP au paragraphe a),

P. 21 . Les patients atteints de cette maladie sont tré&s 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 1lésions du DNA produites par ces mémes
radiations (14).

L'existence de telles anomalies a conduit certains auteurs, tels
Setlow et Marx & émettre 1'hypoth&se d'une relation entre 1l'alté-
ration persistante du DNA et 1'induction d'un cancer chez 1'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 méme chez les individus normaux, c'ést 1l'ap-
titude & la réparation, par rapport aux autres processus cellu-
laires, qui est le paramétre important dans 1'&tape initiale de

la cancérogenése.



La connaissance du contrdle et de la cinétique des
processus de réparation semble donc aussi importante que celle
des voies d'activation et d'inactivation d'un cancérogéne
chimique, pour aider 3 la compféhension du phénoméne de la cancé-

rogénése chez 1'Homme.

3) Role de centains processus de réparation dans La
cancirogenese; relation mutagenlse-cancérogiénése.

a- La réparation post-réplicative.

Comme nous 1l'avons déja évoqué précédemment, ce
mécanisme peut €tre déclenché tardivement, & la suite de la
non-reconnaissance de certaines lésions sur le DNA, et peut &tre
g8 1'origine de nombreuses erreurs.

En 1974, Loeb et af ont donné la preuve que les erreurs intro-
duites au cours d'une telle réparation peuvent €tre la cause

de 1'induction de transformations malignes (89). Kondo a égale-
ment souligné en 1975 qu'un tel processus "tolérant" serait en
partie responsable de 1'induction néoplasique par les cancérogénes
chimiques. Le développement de la capacité de réparation post-
réplicative, qui provient de l1'é&volution de la cellule vers des
systémes de plus en plus complexes, augmente inévitablement la
probabilité des erreurs dans la réparation du DNA, ce qui peut
conduire & des mutations, des aberrations chromosomiques et au

cancer (76).
b~ les fonctions de réparation '"S.0.S."

Une autre hypoth&se d'explication du mécanisme d'in-
duction de cancers par les agents chimiques a été émise par
Radman (135) et Dévoret (25), en 1977. Ces auteurs ont montré
que le traitement de certaines bactéries par des cancérogénes
peut induire dans ces organites de nouvelles fonctions cellu-
laires, appelées "fonctions S$.0.S5.". L'une d'entre elles est

la réactivation du phage dans la bactérie.



Le schéma ci-dessous illustre-1'hypothése de Dévoret.
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Ce mécanisme de sauvegarde permet une meilleure réparation sur
le plan quantitatif, mais désastreuse sur le plan qualitatif.

Le phénoméne est caractérisé@ par un pouvoir hautement mutagéne,
les erreurs commises €tant encore plus nombreuses que dans le
cas de la réparation "tolérante'". Radman et D&voret ont postulé
que l'existence de tels mécanismes chez les &tres supérieurs
pourraient expliquer le déclenchement d'un cancer (25, 135).

Un an plus tard, deux chercheurs frangais en collaboration avec
des équipes américaines, ont montré pour la premiére fols, que
des fonctions "S.0.S." pouvaient €tre induites par les cancéro-
génes chimiques dans les cellules eucaryotes (Sarasin et
Hanawalt, 1978 (138); Lytle, Coppey et Taylor, 1978 (90)). Ils
ont constaté la réactivation du virus Vv.S5.40 (138), et du virus
de 1'"Herpés (90), dans des cellules supérieures traitées par
"différents agents chimiques et physiques, et ont fait l'analogie
entre cette réactivation et 1'induction lysogénique du phage
chez la bactérie (135, 25).

Un tel processus, enclin & produire ces erreurs, pourrait &tre
responsable & la fois de 1l'activité mutagéne de nombreux cancé-
rogénes, et aussi porter une grande responsabilité dans 1'induc-

tion de tumeurs malignes chez les mammiféres (138, 90).
¢~ relation mutagenése—-cancérogenése,.

Comme 1'ont noté de nombreux auteurs, il semble que
la plupart des cancé@rogénes solent des mutagénes (57, 139, 95).
De plus, nous venons de voir que des mécanismes générateurs de
mnutations peuvent &tre induits par des cancérogénes.
De ce fait, il peut &@tre tentant pour le théoricien d'attribuer

4 un événement essentiellement mutagéne,la responsabilité de



1'induction d'un cancer; en effet, la cancérogendse et la muta-
génése 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 (95) a pris position
trés récemment sur ce probléme, et a noté& que la corrélation
mutagenése-cancérogenése, qui n'est que qualitative, est basée
sur deux faits :

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

. la plupart des mutagénes chimiques se transforment égale-
ment en de pulssants électrophiles.
Cependant, les mutagénes n'agissent que sur le DNA, alors que
les cancérogénes attaquent aussi le RNA et les protéines., E.C.
Miller en conclut que la corrélation soulignée plus haut ne
peut pas &tre utilisé@e seule pour montrer que la cancérogénése

implique essentiellement des événements mutagénes.

En conclusion, le phénomé&ne de la cancérogénése chimique,
et les mécanismes qui y sont impliqués, sont loin d'@tre claire-
ment compris & l'heure actuelle. En particulier, le probléme
de 1'identification de la cible reste encore non résolu.

On sait que les cancérogénes chimiques interagissent non seule-
ment avec le DNA, mais &galement avec le RNA et les protéines}
D'autre part, 1l est clair que le déclenchement d'un cancer
consiste en une véritable perte du contrdle de la division cel-
lulaire.

Deux grands types de mécanismes moléculaires ont &té proposés
par les Miller et d'autres auteurs, pour expliquer un tel
changement dans le comportement cellulaire (102, 100, 95, 139) :

. un mécanisme génétique, basé sur 1l'hypothése que la trans-

formation d'une cellule normale en cellule cancéreuse dépend
de 1'altération directe du géndme. Les arguments en faveur de
cette théorie sont les sulvants :

- la modification directe du DNA, qui peut, en altérant

le géndme, perturber totalement le mode de vie d'une cellule,
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- la possibilité de l'implication d'un évé&nement
mutagéne, ' |

- la mise en &vidence de maladies comme XP, AT, FA,
chez 1'Homme, ol le déficit de la réparation du DNA est
associé& au cancer induit chez ces malades,

- 1'activation de .virus dans des cellules traitées
par des cancérogénes. |

. un mécanisme épigénétique, basé sur le fait que les

cancérogénes ultimes réagissent sur le RNA et les protéines.
Selon cette théorie, c'est le contrdle de l'expression de
l'information génétique qui se trouve affecté, par exemple,
d la suite de changements subis par les protéines répres-—
seurs ou dérépresseurs du‘génﬁme.

Les Miller ont également proposé des mécanismes qu'ils ont
appelés épigénétiques indirects, en notant :

- le rdle de la compétence immunitaire (on sait en
effet qu'il peut exister dans certains cas une relation entre
le cancer et 1'immunodépression),

- la conséquence des altérations dans la balance
hormonale,

- la possibilité pour 1'hdte de sélectionner des
cellules précancéreuses 3 1'état latent. On connait 1l'effet
promoteur de certains agents, qui déclenchent la division
cellulaire de ces cellules précancéreuses.

Le schéma de la figure 10 illustre ces deux théories.

Quoiqu'il en soit, ce sont les altérations que subit
le DNA qui jouent le rdle déterminant dans le processus de la
cancérisation.
Nous avons donc choisi de prendre la théorie génétique directe
comme hypothése de travail ; nous avons entam@ une Eétude des
modifications physiques du DNA, aprés fixation covalente 4n
vifrno sur la macromolé&cule, du di Ac~4HAQO, pris comme forme
ultime du 4NQO.
Une telle étude se justifie par la nécessité de mieux connaltre
la nature de la perturbation induite par ce composé chimique

sur le DNA, afin d'essayer de comprendre son mode d'action.
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Figure 10. Mécanismes moléculaires postulés dans

1'initiation du cancer (102).



CHAPITRE I1 - L'EXEMPLE DU 4-NITROQUINOLEINE-1-0XYDE,
UN PRECANCEROGENE.

Ce composé chimique éynthétique a été l'objet de
nombreuses études depuis la découverte de son pouvoir can-
cérogéne, chez les animaux de laboratoire.
Si ses propriétés biologiques sont trés bien connues, il n'en
est pas de méme de son mode d'action, en particulier des mécanis-
mes moléculaires intimes intervenant dans la cancérogenése in-
duite par ce composé.
Deux revues générales sur ce précancérogéne ont été& publiées

en 1971 (30), et plus récemment en 1976 (108).

I. Les propriétés biologiques du 4NQO,

C'est en 1957 que ce pouvoir cancérogéne a été montré pour
la premidre fois par Nakahara et af, chez la Souris (112).
Depuis cette date, de nombreux auteurs ont rapporté le pouvoir
cancérogéne puilssant du 4NQO.
Selon Kawazoe ¢Zf af, ce pouvoir d'induire des tumeurs malignes
auralt une cause structurale, puisqu'il proviendrait de la
présence du noyau quinoléique (68). En effet, la 4-nitropyri-
dine-1l-oxyde n'est pas cancérogéne, ce qui démontre l'existence

d'une telle relation entre la structure et la fonction du 4NQO.

Le schéma ci-dessous en donne l1'illustration rapide
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D'autre part, Nakahara ¢t gf , aprés avoir étudid de nombreux
dérivés du 4NQO, ont attribué 1la spécificité d'action de ce

dernier & la présence du groupement nitro en position 4 et
de la fonction N~oxyde en position 1 (11). Kawazoe ¢t af ont

obtenu aprés eux des résultats identiques (73).

Le pouvoir cancérogéne du 4NQO a &té mis en évidence
chez des animaux de laboratoire autres que la Souris, tels le
Rat, le Hamster, le Lapin,et méme le Cobaye qui résiste habi-
tuellement & de nombreux précancérogénes (30).
11 peut €tre intéressant de noter que le 4NQO a été testé, trés
récemment, dans des cellulés humaines mises en culture. Il
semblerait que la transformation maligne obtenue soit alors
beaucoup moins marquée que dans des cellules de Souris soumises

aux mémes doses de ce cancérogéne (113).

1) Le pouvoin mutagine.

Comme la plupart des cancérogénes, le 4NQO est un
mutagéne., '
De nombreux auteurs ont mis en évidence cette propriété chez
des bactéries : Neurosponrna Crassa (126), Asperngillus Nidulans
(9), et d'autres organites (117). Ishizawa et Endo ont observé
cet effet sur le bactériophage T4 (61),
En 1974, Prakash ef af ont examiné la nature des mutations in-
troduites par le 4NQO, sur le DNA de levure de biére, en com-
parant la structure primaire du DNA normal et du DNA des mutants
(133). 11s ont constaté que la modification se situait au niveau
des paires de bases G-C, qui peuvent Etre substituées, donnant

des transitions : G-C — A-T, ou des transversions : G-C — T-A.

2) L'induction de fonctions nouvelles chez Les pro-
caryotes et Les eucaryotes,

Endo et af ont montré, en 1963, que des bactéries,trai-
tées au 4NQO, étaient capables de réactiver un phage en leur

sein (27).



Un phénoméne similaire a été observé par la suite chez l'euca-
ryote : des cellules de Hamster peuvent en effet activer le
virus V.S.40, si on 1les soumét 4 une certaine dose de 4NQO (45).
Nous avons noté dans le premier chapitre que de tels processus
peuvent @tre induits par des cancérogénes chimiques, en liai-
son avec la réparation des lésions du DNA produites par ces
agents. Il n'est donc pas surprenant de constater de tels faits

dans le cas du 4NQO.
3) Modification de La néponse Ammunitaire.

Cette propriété est également commune 3 de nombreux
cancérogénes.
En 1972, Phillips a noté& que le 4NQO peut dans certaines condi-
tions altérer la réponse immunitaire chez la Souris (131).
Un an plus tard, Outzen et Prehn ont associé cet effet & la

perturbation de 1'immunité 3 médiation cellulaire (127).

4) Le pouvoirn antitumonral.

Cette propriété du 4NQO a été découverte deux ans avant
que son pouvoir cancérogéne ne soit connu, par Sakai ef af (137).
Il faut noter que ceci n'a rien de paradoxal, puisqu'il existe
des cancérogénes qui possédent €galement un pouvoir antitumoral;
le DNA est d'ailleurs dans ce dernier cas également la cible

principale ( 86).

IT. La spécificité d'action du 4NQO : les organes cibles.

De nombreux tests ont &té réalisés sur différents animaux
de laboratoire, en utilisant le 4NQO., Il en ressort que pour
un méme animal, le site de la tumeur obtenue dépend du mode
d'administration du cancérogéne; les trois organes cibles prin-

cipaux étant les poumons, le pancréas et l'estomac.



Ce procédé conduit chez 1'animal 3 la formation de
tumeurs du poumon et de l'appareil respiratoire.
Un des premiers travaux rédlisés en ce sens est celui de
Mori et Yasuno, chez la Souris, en 1961 (106). Des résultats
ijdentiques ont &té obtenus par Suzuki (158) et Mori ef al
(104 en injectant le 4NQO & des T,apins et & des Rats.
Certains auteurs ont pu provoquer l'apparition de ces tumeurs
par une seule injection du:cancérogéne i des Souriceaux 4gés
de 1 a3 3 jours (46).
Comme nous l'avons montré dans le premier chapitre,

la spécificité de tissu d'un cancérogéne peut avoir deux
origines :

- tout d'abord 1l'accumulation dans l'organe cible des
métabolites actifsy

- dans un deuxiéme temps, le déficit de réparation du DNA,
altéré par la fixation de ces formes activées .
Dans le cas du 4NQO, 1'étude de la répartition des métabolites
dans l'organisme, aprés injection sous—-cutanée, explique en
partie la premidre spécificité de tissu. Kawazoe ef af ont
ainsi suivi le cheminement de 4NQO radioactif chez des Souris
(75); ils ont constaté que la quantité maximale de métabolites
actifs se retrouvait dans le poumon, augmentant le risque de
cancer dans cet organe.
Plus récemment, Cox et Irving ont &valué le pourcentage relatif
de 1lésions du DNA dans le foie, le poumon et le rein d'un ani-
mal traité& au 4NQO, ainsi que le taux de réparation du DNA
dans ces trois organes (18). Leurs résultats ont montré& que le
tissu dont le DNA est le plus altéré et le moins réparé est

le tissu pulmonaire.
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La tumeur préférentiellement obtenue dans ce cas est
une tumeur du pancréas plutdt que du foie.
C'est ce qu'ont rapporté Hayashi et Hasegawa chez le Rat (43)

et Konishi e£ afl chez le porc (77).



Les résultats tout récents de Denda et af peuvent expliquer
cette spécificité (24). En effet, ces chercheurs ont mesuré,
dans chaque organe de 1'animal traité au 4NQO, l'intensité

de la réparation du DNA; ils ont constaté que le foie &tait

capable de réparer les 1lésions beaucoup mieux que le pancréas.

C) Administrationm orale.

Ce type d'administration donne lieu selon Mori et Ohta
(105 & des cancers de l'estomac; ces auteurs sont en accord
avec Kato et af qui ont détecté {m vdAvo 1l'accumulation d'en-

viron 807 des métabolites actifs du 4NQO dans cet organe (67).

ITI. Le métabolisme du 4NQO.

Le 4NQO, comme tous les précancéroglnes, peut induire
des tumeurs en des sites €loignés de l1'endroit d'administra-
tion, ce que nous venons de montrer. Ce composé peut donc
€tre métabolisé dans l'organisme et, comme dans le cas de
tous les cancérogénes, on distingue une voie d'activation

et une voile de détoxification.
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En 1962, Okabayashi et Yoshimoto (118) ont montré que,
chez les microorganismes, ‘le 4NQO pouvait €tre réduit, donnant
lieu 38 la formation de trois métabolites différents : 1le
4 hydroxyaminoquinoléine I-oxyde (4HAQO), le 4-aminoquinoléine

I-oxyde (4AQ0), et le 4-aminoquinoléine (4AQ).
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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 ef af ont pu déceler chez 1le
Rat la conversion enzymatique du 4NQO en 4HAQO et 4AQO (154).
Ils ont mesuré les quantités de ces deux métabolites dans
différents organes de l1'animal; le résultat de leurs inves-
tigations indique que dans le foie 1le métabolite formé est
principalement le 4AQ0, alors que dans le poumon, c'est
1'hydroxylamine qui prédomine.

D'autres travaux, tels ceux de Hoshino ef af (48), sont venus
renforcer 1'hypothése de l'existence d'une conversion du

4NQO en 4HAQO d'une part, et 4AQ0 d'autre ﬁart, par deux
formes enzymatiques différentes dont l'activité serait plus
ou moins développée selon l'organe.

En 1966, Sugimura ¢ af ont identifié 1'enzyme qui catalyse
la réduction du 4NQO en 4HAQO (155), que d'autres auteurs
appelérent la 4NQO-réductase. Cette enzyme a &té détectée par
la suite chez les animaux sensibles 3 1'action du 4NQO et
préférentiellement dans les organes cibles; par contre son
activité est beaucoup plus. faible chez le Chien qui n'est

pas sensible au pouvoir cancérogéne du 4NQO (157).

Le pouvoir cancérogéne du 4HAQO et celui du 4AQO
avaient déj3 &été testés en 1963 par Shirasu (145, 146).
Ces premiers essais avaient alors montré que le 4HAQO est
cancérogéne, alors que le 4AQ0 ne 1l'est pas. Par ailleurs,
de ces deux métabolites, seul le 4HAQO posséde des propriétés
biologiques voisines de celles du 4NQO, comme 1l'ont noté
Endo et Kume (28). Les deux composés ont en effet deux pro-
priétés communes caractéristiques des cancérogénes. La pre-
miére est 1'induction du prophage chez la Bactérie (27) et 1la
deuxiéme, le pouvoir mutagéne (116).
En faisant 1'analogie avec les arylamides, pour lesquelles
la forme précurseur est une hydroxylamine, de nombreux cher-
cheurs ont émis 1'hypothése suivante : le pouvoir cancérogéne
du 4NQO s'exprime par sa réductiom en 4HAQO, qui serait le

métabolite précurseur.
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Les travaux de Endo et Kume (28, 29), puis ceux de Hoiumi
(50) sont tout & fait en accord avec cette hypothé&se : en
comparant le pouvoir cancérogéne du 4HAQO avec celui du 4NQO,
ils ont constaté que l'hydroxylamine est plus cancérogéne

que le dérivé nitré&. Ceci a été ensuite revérifié par de
nombreux auteurs.

La premiére étape de l'activation métabolique du 4NQO, c'est-—

d-dire sa réduction en 4HAQO, &tait donc démontrée.

B) La_voie de desactivation.

Comme tous les cancérogénes, le 4NQO 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 cancérogéne (29, 145)
et il s'accumule principalement dans le foie qui n'est pas
un organe cible (145).
Kawazoe ¢t al (74) ont &tudié le métabolisme du 4HAQO chez
la Souris et ils ont constaté qu'aprés injection sous-cutanée,
trois composés sont formé@s: le 4AQO0, le 4AQ, le 4-0H~QO, qui
ne sont pas cancérogénes. Les deux derniers métabolites inter-
viendraient donc également dans la détoxification du 4NQO.

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 1'organisme, avant d'étre
vraiment actif. En effet, comme nous le montrerons dans le
paragraphe suivant, ce métabolite seul ne réagit pas avec
le DNA 4in vitho.

Cette phase de l'activation du 4NQO est primordiale, puis-
qu'elle aboutit 3 1la 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 précancérogéne ne sont pas encore
tout 48 fait terminées; nous nous sommes donc trouvée dans
1'obligation de les reprendre en partie.

Le choix de la forme ultime employée dans une étude
Ain vAtho Etant particuli@rement crucial et le probléme
assez long 3 débattre, nous avons préféré discuter ce point

~

dans un chapitre précis : le chapitre III, p. 48 & 59).

IV. L'interaction du 4NQO avec les acides nucléiques.

Le 4NQO, qui est un précancérogéne, se fixe sur les
acides nucléiques et les protéines An vLivo, aprés activation

métabolique.

A) La_mise en_ évidence de cette interaction.

Ishizawa et Endo ont &té parmi les premiers d mettre
en évidence cette interaction en montrant, en 1967, 1l'action
du 4HAQO sur le DNA de phage T, (60). D'autres chercheurs
se sont intéressés par la suite & cette propriété du cancé-
rogéne, et ont démontré que le 4NQO se lie 4An vAv0o non seule-
ment au DNA, mais également sur le RNA et les protéines.
Kuroki et af (82), puis Andoh et af (7) ont ainsi étudié
1'incorporation de 4NQO radioactif dans des cellules de
mammiféres en culture. Ils ont constaté qu}apfés 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
1'action du 4NQO pouvait, dans certains organismes, €&tre

dirigée spécifiquement vers le DNA mitochondrial (107).



Endo e¢f al ont noté que cette fixationm du cancérogdne aux
macromolécules celiulaireskconduisait da des perturbations
dans leur fonctionnement : la réplication et la transcrip-
tion sont perturbées et peuvent &€tre inhibées; la synthése

des protéines est également -affectée (30).

B) L!€tude de_la_nature de cette interaction.

Dans le but de comprendre par quels mécanismes molé&cu-
laires le 4NQO exerce son pouvolir cancérogéne, l'étude de
l'interaction de ce composé avec les acides nucléiques et les
protéines a &été abordée, les recherches ayant &té orientées
de deux maniéres différentes :

. une approche An vifro, qui a montré la fixation non
covalente du 4NQO sur 1le 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 4NQO 4{n v{ivo, et ne vont donc
pas dans le sens de la théorie de Miller. Actuellement, de
tels résultats semblent difficilement concevables An vivo
et sont donc d'un moindre intér&t dans 1'&tude de la cancé-
rogénése chimique induite par le 4NQO.

. une approche 4An vdve, ol les auteurs ont &tudié les
propriétés physicochimiques des acides nucléiques extraits
de cellules traitées au 4NQO ou au 4HAQO. Dans ce cas, les
chercheurs ont pu mettre en évidence la fixation du cancéro-
géne sur le DNA et le RNA, la liaison &tant covalente. Cette
approche a donc donné des résultats en accord avec la théorie
de Miller.

C'est bien sir la deuxiéme &tude qui nous fournit les rensei-
gnements les plus intéressants. D'ailleurs les travaux 4n

vithe sur l'interaction 4NQO-DNA n'ont jamais &té repris depuis
1971. Nous décrirons ici les résultats précédemment obtenus

d partir de 1'étude 4An vdvo.

Une propriété intéressante du 4NQO et de ses dérivés
est que ces composés sont fluorescents. Ceci a rendu possible
la détection du faible pourcentage de cancérogéne fixé sur

les acides nucléiques An viveo, la spectroscopie de fluorescence



étant une technique trés sensible.
La premidre &tude An vivo a 6té réalisée par Tada et af en
1967 (160). Ces auteurs ont inject& du 4HAQO par voie intra-
péritonéale & des Rats portant une ascite hépatomateuse ; aprés
un certain temps, ils ont extrait le DNA et le RNA des cellules
tumorales. Aprés purification des &échantillons, ils ont pu
constater qu'un composé fluorescent &tait resté fixé sur les
macromolécules. _
D'autre part, le DNA ainsi recueilli, aprés plusieurs lavages
et précipitation 4 1'&thanol, est toujours fluorescent; par
contre le DNA obtenu aprés action 4n vitro du 4HAQO et aprés avoir
subi la méme technique de purification, ne présente aucune
fluorescence aprés précipitation & 1'éthanol.
La réaction 4k vLfro aboutissant 3 une fixation non covalente,
Tada ef ak en conclurent que les complexes formés Ah VAVO et
An vitho étaient différents. De plus, le produit fixé& {n vivo
était encore présent aprés digestion enzymatique du DNA; il
semble donc que la liaison formée soit trés stable.
La démonstration &tait done faite que le 4HAQO, ou 1l'un de
ses dérivés, se fixe sur le DNA Lm v{vo, non par interaction
ionique, mais par l'intermédiaire d'une liaison covalente.
Tada e¢f af ont pu calculer facilement le pourcentage de
cancérogéne fixé sur le DNA, en utilisant un produit enrichi
en carbone 14 sur le noyau quinoléique. Ils ont montré que
la fixation &tait de 1l'ordre de 0,57, 3 1,27%7,, ce qui est
vraiment peu. Ceci cependant n'a rien d'étonnant, car les
quantités fixées AN vLvo sont le plus souvent peu importantes
(57).
Ces mémes chercheurs ont montré d'autre part que cette fixa-
tion du 4HAQO activé An v{vo inhibait la synthése du RNA
(160).

La méme année, Matsushima ¢t af (94) ont repris les
travaux de Tada etyaﬂ avec le 4NQO et le 4HAQO, et ont relié
cette fixation sur le DNA {n v{vo au pouvoir canc@rogéne de
ces deux composés chimiques. En effet, le DNA extrait de
cellules trait@es au 4NQO ou au 4HAQO est fluorescent, alors
qu'aprds traitement de ces mémes cellules avec le 4AQ0 qui

n'est pas cancérogéne, on récupére un matériel non fluorescent.



Deux ans plus tard, Ikegami e¢f af ont Egalement travaillé
in vAvo, avec du 4NQO marqué au carbone l4en utilisant la méme
technique sur une ascite d'Ehrlich (52). Ils ont réalisé
une étude plus approfondie, en essayant de déterminer les
sites de fixation du cancérogéne sur le DNA.
Pour cela ils ont effectué une dépurination du DNA extrait
aprés 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 907 du cancérogéne était
fixé sur les bases puriques. Ces auteurs soulignérent alors
la nécessité d'étudier la nature précise des complexes
quinoléine-purine.
Une premiére information a &té fournie en 1971 par

Tada et af qui ont cultivé des cellules ascitiques en pré-
sence de 4NQO marqué au tritium (161). Ils ont extrait le
DNA et le RNA de ces cellules et ont soumis ces macromolécules
a une hydrolyse chimique, suivie d'une chromatographie sur
papier. Les fractions ainsi obtenues se sont révélées &tre
au nombre de trois et ont été identifides comme &tant :

. une fraction dont la mobilité correspond & celle de
1'adénine;

. une deuxiéme fraction dont la mobilité correspond & celle
de la guanines

. une troisiéme fraction constituée de 4AQO0, que Tada et al
interprétent comme provenant de la dégradation d'un autre

roduit d'addition quinolé&ine-purine.
P q P

Comme 1l'ont observé Tada et af (160), le 4HAQO ne se
fixe pas de facon covalente sur le DNA 4n vitro. D'autre
part,Tanooka et Takahashi ont montré que ce métabolite ne
peut réactiver a4 lui seul le DNA de phage 4An vitrho (166).
Ceci signifie que le 4HAQO doit &tre activé Ly vd{vo pour
pouvoir interagir de fagon covalente sur les macromolécules,
Tada ef al ont mis en évidence, en 1972, une enzyme qui pour-
rait, selon ces auteurs, jouer un rdle dans l'activation du
4HAQO 4An vdivo (162). Leurs résultats seront discutés de fagon

plus détaillée dans le chapitre III, p. 52 3 55.



En faisant réagir leur préparation enzymatique avec le 4HAQO, sur
des homopolynucléotides in.vitdo, ces chercheurs ont pu
déterminer les sites de fixation du cancérogéne, aprés
hydrolyse et chromatographie des macromolécules (164). Ils
ont ainsi noté l'existence de quatre composés : »

. deux produits stables, le cancérogéne étant fixé sur la
guanine;

. un produit stable, le cancérogéne étant fixé sur 1'adé-
nine; ‘

. un produit mineur instable, le cancérogéne Etant fixé
sur la guanine ; il se décompose pendant 1'hydrolyse acide,
en donnant du 4AQO. ‘

La méme expérience réalisée parallélement An vAvo leur a

donné les mémes produits (164).

I1 semble donc que le 4NQO réagisse plus particulidre-
ment. sur les bases puriques du DNA, surtout sur la guanine.
Cependant, les atomes concernés sur ces bases ne sont pas
encore déterminés. On peut penser que sur la guanine, deux
ou trois atomes soient impliqués, alors que sur 1'adénine,
un seul site participerait & la liaison au cancérogéne.

Une seule hypothése précise a &té &mise, par Kawazoe ¢t af,
en 1975, au sujet du site de fixation sur 1'adénine (71). Ces
chercheurs ont étudié, a liaide de la spectroscopie d'absorp-
tion, de la RMN et de la spectrométrie de masse, la structure
du produit d'addition obtenu apré&s hydrolyse d'acide poly-
adénylique, traité Am vditro avec le 4HAQO et le systéme en-—
zymatique isolé& par Tada et af. Leurs résultats les ont amenés.

le 6-NH, et

3 postuler deux sites de fixation sur 1'adénine ?

le N-1 de cette base (71).
Le sch&ma ci-dessous présente les deux structures proposées

par Kawazoe et al (71).
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C) La_nature_physique des_perturbations induites sur

e n - - — —— - — - —— = — - ———

A 1'heure actuelle, nous possédons peu de renseigne-—
ments 3 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 4NQO deux types d'anomalies chromosomiques : une perte
de la structure enroulée de la chromatine et des cassures
le long de la chalne de DNA (150).
Andoh ¢t af, en 1975, ont noté que le 4NQO pouvait &tre
responsable de la dissociation 4n v4{vo de complexes DNA-

protéines (6).
Rien n'a été fait cependant pour &tudier plus précisément
la perturbation structurale éventuelle du DNA aprés fixation

du cancérogéne, que ce soit AN vAvo ou 4Ln vithro.

V. La réparation des 1&sions induites par le 4NQO.

<

Depuis 1970, ces mécanismes sont beaucoup étudiés, car
de nombreux auteurs pergoivent actuellement 1'importance
des phénomé&nes de réparation.

La premi@re &tape a 8té la mise en évidence de ces processus
dans des cellules en culture traitées par le 4NQO ou le
4HAQO. |

A) Mise_en_@&vidence.

En 1970, Stich et San ont montré que des cellules de
mammifére, aprés traitement au 4NQO, dtaient le sigge d'une
réparation assez intense pendant huit & dix heures. Cette
activité chute ensuite brutalement, pour persister cependant

faiblement pendant une assez longue période de temps (150).



Ils notérent &également que suivant la dose de cancérogéne
employée, les cellules peuvent commencer 3 répliquer leur

DNA avant que la réparation des 1l&sions mne soit terminée.

La méme année, Horikawa ¢f af ont mis en évidence des cassures
sur un seul brin du DNA de cellules traitées au 4NQO et au
4HAQO (47). Ils ont alors constaté que ces ruptures disparais-
saient aprés traitement au cancérogéne et que le DNA reprenait
sa taille initiale.

Deux ans plus tard,Andoh et Ide (5) observérent aussi des cas-
sures, a8 la fois sur un seul et deux brins du DNA, dans des
cellules de Souris. Ces ruptures étaient réparées, mais avec
des vitesses différentes : il fallait 24 heures pour que

les 1lésions sur les deux brins disparaissent, alors qu'en trois
heures les cassures sur un seul brin &taient résorbées.

Ce phénoméne de réparation du DNA a &té mis en Evidence
plus récemment dans des cellules de pancréasde Cobaye cultivées
dans un milieu enrichi en 4HAQO (56). Comme nous 1l'avons noté
au paragraphe II, le pancréas est un organe cible du 4NQO.

Ceci peut expliquer que ces auteurs aient observé dans ce

tissu une réparation limitée qui ne dure que deux heures.

En mesurant le taux de réparation du DNA induit par le
4NQO et le 4NPO qui n'est pas cancérogéne, Stich et af (152)
ont montré que ce phénoméne, 3 1'échelon cellulaire, est bien
en relation avec 1'altération de la macromolécule, par fixation
du cancérogéne. En effet, le 4NPO dont aucun métabolite ne se
fixe au DNA, est incapable d'induire une telle activité en

culture de cellules.

Dans leur premi&re &tude, Stich et San (150) avaient
constaté que la durée de l1'&limination des 1lésions, induites
par les rayons ultra-violets,&tait pratiquement la méme que
celle de la phase de réparation principale déclenchée par le

4NQO.



D'autres auteurs par la suite ont comparé les deux phénoménes,
en utilisant des cellules de Xeroderma Pigmentosum. Nous

avons noté& dans le chapitre I (p.23) que ces cellules possé-
daient une anomalie, qui provient de mutations génétiques

ayant affecté leur aptitude 3 réparer le DNA; plus spécialement,
leur matériel enzymatique est inapte & inciser le DNA au

niveau des lésions. De nombreux travaux ont montré que de

telles cellules, cultivées en présence de 4NQO, avaient une
activité de réparation presque nulle - sans 1'€tre jamais
totalement- (151, 153 , 165).

En 1972, Takebe e¢f al (165) en conclurent que dans les cellules
normales, les 1lésions induites par le 4NQO peuvent &€tre réparées
par un mécanisme d'excision. La méme année, Tanooka et Takahashi
oﬁt également mis en évidence une réparation par excision dans

des bactéries traitées par le 4NQO (166).

I1 a fallu attendre 1'&tude 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 canc@rogéne &tait éliminé
selon les deux sortes de mécanismes d'excision : 1l'excision
rapide et l'excision lente, cette derniére constituant le
processus le plus impliqué. Ce résultat est bien en accord

avec les premiéres observations des auteurs que nous avons cités
plus haut (151, 153, 165).

Il semble donc que les lésions induites par le 4NQO sur
le DNA soient de deux types :

. une lésion mineure réparable selon le mécanisme qui
excise les 1lésions dues aux radiations ionisantes, et que les
cellules X.P. sont capables d'éliminer;

. une lésion majeure réparable par un processus analogue 2
celui qui fonctionne dans le cas de 1'ultra-violet, et qui
n'est pas éliminée par les cellules X.P.

Walker et Sridhar ont &galement comparé la réparation de
certains agents méthylants, de 1'u1tra-violet, et du 4NQO dans
des cellules de mammiféres (167). Une conclusion intéressante
de ces auteurs est la suivante :

Les cassures sur un seul brin du DNA, induites par le 4NQO



correspondent en réalité 3 ume fragilisation de la chafne en
certains points, celle—~ci ne se cassant réellement qu'a 1'ana-
lyse en gradient de sucrose alcalin, Les agents méthylants

au contraire, induisent ces fuptures de facon directe sur le

DNA .

En 1975, Ikenaga ¢X af ont démontré que 1'inactivation
et la mutagénése induites chez Escherndichia cold, aprés traite-
ment de ces bactéries au 4NQO, provenaient en majeure partie
de la non excision des quatre produits d'addition quinoclé&ine-
purine formés sur le DNA (53). En effet, dans une bactérie
normale, capable d'exciser les 1ésions de son DNA, le 4NQO
ne peut exercer son pouvoir mutagéne. Par contre, chez la
bactérie mutante qui ne peut &liminer ces produits, on voit
les lésions persister sur son DNA.
Ces auteurs émirent alors 1'hypothése, en soulignant la rela-
tion mutagenése-cancérogenése, que l'existence d'une telle
propriété chez 1'eucaryote pourrait @tre a8 1l'origine de 1'in-
duction de cancers par le 4NQO (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 4NQO induisait dans ces cellules des
lésions identiques 3 celles obtenues chez E.col<, qui pou-
vaient 8tre excisées dans les cellules normales, alors qu'elles
ne 1'étaient que faiblement dans des cellules X.P.
Ikenaga et Kakunaga ont encore souligné, en 1977, le rdle vital
de l'excision pour la cellule traitée ah 4NQO, notant que chez
la Souris les lé&sions non €liminées conduilsaient au cancer (54).
Selon ces auteurs, le mécanisme impliqué serait alors la
réparation post-réplicative : nous avons vu au chapitre I (p.27)
le rdle néfaste de ce processus de réparation et son effet
mutagéne. '
En bloquant la réplication du DNA avec de 1'hydroxy-urée,
Ikenaga et Kakunaga ont réussi & inhiber la transformation
maligne dans ces cellules de Souris (54). Kakunaga avait déja

réussi précédemment (64, 65) a4 empécher le développement de



cette transformation dans des cellules traitées au 4NQO, en
utilisant la caféine qui, comme 1'hydroxy-urée,est un inhi-
biteur de la réplication du DNA; la réparation "tolérante"

ne pouvait donc agir. En 1976, Nomura a constaté le méme

phénoméne chez la Souris (115).

Comme le pense Kondo, les cancers induits par le 4NQO
seraient donc dlUs & la persistance sur le DNA d'une ou plusieurs
lésions, non reconnues par les enzymes de 1'excision, la répa-

ration "tolérante" &tant alors mise en jeu (76).

Nous avons not& au début de ce chapitre que le 4NQO
pouvait induire la survie du virus V,S5.40 dans des cellules de
mammiféres (45). Ce processus, qu'on pourrait assimiler aux
fonctions "S.0.S." dont nous avons parlé au chapitre I (p.27),
est probablement impliqué dans la cancérogenése induite par

le 4NQO.

-~

Comme nous l'avons signalé dans le paragraphe III, i
propos du métabolisme du 4NQO, nous allons maintenant consacrer
un chapitre spé&cial & une discussion sur le métabolite ultime

de ce précancérogéne.



CHAPITRE II1 - DISCUSSION SUR LE METABOLITE ULTIME.

I. Généralités.

Si la premiére étape de l'activation métabolique du
4NQO est bien connue et parfaitement démontrée chez les
procaryotes et les eucaryotes (Chapitre II, III, p. 35), le
probléme est plus complexe én ce qui concerne le (les) méta-
bolite (s) ultime (s) réagissant directement sur les cibles
cellulaires.

Chez 1l'eucaryote, on peut imaginer qu'il existe plusieurs
formes activées du 4HAQO qui seraient spécifiques du tissu
od la tumeur est induite, et également spécifiques de la cible
mol&culaire : 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, cancérogéne 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 (102), Miller
et al (97) et Irving ef af (58, 59), illustrent bien ces méca-
nismes An vivo.
Trés récemment d'ailleurs, E.C.Miller (95) a noté que 1'activa-
tion des cancérogénes chimiques en plusieurs formes &était

générale.

Les connaissances actuelles en ce qui concerne le 4HAQO
sont encore incomplétes et le probléme n'est pas clairement
€lucidé. On peut cependant comprendre la difficulté d'isoler
et de caractériser ces métabolites ultimes, tr&s instables,
qui ont donc un temps de vie trés court dans la cellule.

En général, 1'étude de la dernilre étape d'activation d'un
cancérogéne chimique peut s'orienter de deux fagons différentes

- on peut rechercher 1la forme active An vAvo; nous citerons
en exemple les travaux de De Baun ¢t af (23) qui ont mis en

évidence, dans les protéines solubles du. foie de Rats traités



au précancérogéne AAF, un ester sulfurique du N-OH-AAF.

On peut déceler dans certains cas l'apparition d'une activité
enzymatique nouvelle, ou soﬁ augmentation si elle préexistait
déja. C'est ainsi que Bartsch ef af (10) ont montré 1l'action
d'une transacétylase qui transforme le N-OH-AAF en une

forme ultime, le N-Ac&toxy-AAF, dans le foie et d'autres tissus
de rongeurs.

De Baun et af (23) ont mis en &vidence une activité sulfo-
transférasique dans le cas de tumeurs induites par deux autres
cancérogénes précurseurs : le 4—acétylaminostilbéne et le 4~
acétylaminobiphényle.

- une démarche AN v{ftn0 consiste & tester la réactivité avec

des nucléophiles simples ou complexes, de composés synthétiques
considérés comme modéles de la forme ultime postulée.
Les travaux de Scribner ef af (140) illustrent cette méthode
d'investigation dans le cas de 1'AAF. De méme Miller et Miller
(100) proposent comme forme activée du safrol wun ester du 1'-
hydroxysafrol, en partant de la réactivité An vdtro, sur le
DNA, du 1'~Acétoxysafrol synthétisé chimiquement.

Les deux méthodes sont complémentaires 1'une de l'autre.
En particulier un résultat positif An vitro demande 3 &tre
vérifié 4n vdvo.

Le cas des arylamides et plus spécialement de 1'AAF, représente
un bon exemple d'&tude compléte de 1l'activation métabolique
d'un cancérogdne chimique. Nous en trouvons un exemple dans

les travaux de De Baun et a£ (22), sur le N-Acétoxy-AAF qui

est une des formes ultimes de 1'AAF; aprés hydrolyse du DNA
traité {n vdivo par le cancérogéne précurseur, puis chromato-
graphie de 1'hydrolysat, ces auteurs ont obtenu des produits
identiques aux modéles syntﬁétisés in vitho, par réaction du
cancérogéne ultime sur la guanosine.

Dans le cas du benzo(a)pyréne, Ivanovic ef af (62) ont
réalisé trés récemment une &tude similaire chez le Hamster.
Ils ont comparé les spectres de fluorescence obtenus 4N VAVO
et AN vitrno avec le métabolite ultime postulé, ainsi que les
composés formés dans les deux cas aprés hydrolyse des DNA et

chromatographie liquide en haute pression.



Leurs travaux ont montré l'identité des spectres de fluores-
cence An vAvo et An vithro. far ailleurs, le profil chromato-
graphique des composés d'addition obtenus AN vivo est stric-
tement le méme que celul des mod&les synthétisés An vitro.
Ivanovie et af concluent doﬁc que chez le Hamster, le B.P.D.E.
est le métabolite ultime majeur du benzo(a)pyréne, responsable

de la modification du DNA par fixation covalente.

IT. Cas du 4HAQO.

1) L'interaction DNA-dL Ac-4HAQO.

Dans le cas du 4HAQO, une premiére &tude a été réalisée
en 1968 par Enomoto e¢f af (32) qui ont travaillé 4im vitro.
Ces auteurs ont montré& que le dérivé diac&tylé 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, 100), et faisant 1l'analogie avec
1'AAF, dont les formes activées sont les esters de 1'OH-AAF,
Enomoto ¢f af proposent alors le di Ac—4HAQO comme modéle
synthétique d'un des métabolites ultimes du 4HAQO. Ils notent
dfailleurs que d'autres esters pourraient €tre impliqués

dans l'activation.

En 1970, Miller (102) a postulé,par analogie avec 1'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 mod&le An vitro, et
conclut que ces deux produits pourraient réagir de facon
identique sur le DNA. C'est ce que montre le schéma ci-aprés,

proposé par Miller (102)
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Cette structure a été démontrée par Kawazoe et Araki (69).

Pour renforcer leur hypothése, et c'était 1'originalité
de leur travail, Enomoto ¢f af (32) ont comparé les spectres
de fluorescence obtenus 41 vitro aprés réaction du di Ac-4HAQO
sur le DNA, avec ceux obtenus An v{v0 avec les métabolites
précurseurs, par Tada et af(160) et Matshusima ef al(94). Ces
auteurs avaient montré que le DNA extrait de cellules
ascitiques, traitées au 4NQO ou au 4HAQO, était fluorescent.
La comparaison des deux résultats montre des spectres de fluores-
cence trd&s semblables (32) et Enomoto ¢£ af en concluent que
le di Ac-4HAQO s'est fix@ sur le DNA de fagon covalente, et que
la réactivité du 4HAQO 4in vivo dépend de son estérification.
Ce premier travail n'est cependant qu'une ébauche, comme le
soulignent d'ailleurs ces auteurs; en effet, pour pouvoir
affirmer que le di Ac—4HAQO peut représenter une forme ultime
du 4HAQO, il faut avoir montré que les produits d'addition
base-cancérogéne obtenus 4n v{£ro sont identiques & ceux qui
sont formés An vivo.
Le travail de Enomoto et af, qui montre seulement la similitude

des spectres de fluorescence, est donc 3 compléter.
2) Les propriités du di Ac-4HAQO.

D'autres auteurs ont travaillé {mn v{tro sur le
di Ac-4HAQO, &tudiant sa réactivité et son comportement chi-
mique. Kawazoe et al (69, 70) et Araki et af (8) ont examiné
les propriétés chimiques de ce produit. Ils ont noté& sa grande
réactivité et son instabilité , particuliérement en milieu
aqueux. Ce diacétate peut se décomposer, en présence d'eau ou
d'autres solvants, en donnant des radicaux libres par coupure

homolytique d'une des liaisons N-O (8, 70).



Kawazoe e¢f af ont &tudié le pouvoir cancérogéne du
di Ac—-4HAQO (72) et ont montré que par injection sous-cutanée
a des Souris, ce composé induisait des tumeurs au site d'in-
troduction : essentiellement des fibrosarcomes et des rhabdo~
myosarcomes. Deux ans plus térd, Enomoto ¢t af ont obtenu des
tumeurs de la peau sur des Souris, aprés injection sous—-cutanée
de di Ac-4HAQO & ces animaux (31).

Araki et al (8) ont fait la corrélation entre la forma-
tion de radicaux libres, mentionnée précédemment et 1'induction
de tumeurs par le di Ac-4HAQO. *

Dans sa revue des cancérogénes chimiques, en 1973 (57),
Irving reprend, 3 propos du ANQO,Ile schéma proposé par Miller
(p. 51), en vy incluant les arguments de Kawazoe e¢f af et Araki
et al. La figure 11 nous en donne l'illustration.

Sarma ¢t af en 1975 (139), citent &galement les travaux
de ces auteurs japonais, en suggérant que la formation de ces
radicaux libres 3 partir du di Ac—-4HAQO pourrait €tre liée & la

fixation de cette éventuelle forme ultime du 4HAQO sur le DNA.

En conclusion, le premier travail de physicochimie de
Enomoto e¢f af (32) et les hypothé&ses de Kawazoe et af(69, 70),
Araki ef af (8), Miller (102) et Irving (57) semblent constituer
une base de recherche solide pour entreprendre une étude 4R

viZro de 1'interaction DNA-di Ac-4HAQO.

B) Méthode d'investigation 4£n_v4{v0 : recherche d'une

Plus récemment, 1'8tude biochimique et enzymologique
de l'activation du 4HAQO n'a été abordée que par une seule
équipe japonaise : Tadé et Tada.Ils ont tout d'abord cherché
i déceler une enzyme qui serait responsable de l'activation

du 4HAQO 4n vivo.

% Nous rappelons ici les travaux de Nagata ef al (109) et de Hozumi (49)
qui ont remarqué &galement la formation de radicaux libres d partir du
4LHAQO An vitho, et ont fait 1'hypothése d'une relation entre cette pro-—

priété et le pouvoir cancérogéne du 4HAQO An vivo.
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Leurs premiéres recherches en 1972 (162) avaient abouti 2a
1'isolement d'une fraction enzymatique, & partir du cytosole
de cellules tumorales d'ascite traitées au 4HAQO. Cette
fraction ayant une activité de phosphotransférase, les Tada
pensaient alors & la formation 41 v4vo d'un ester phosphorique
du 4HAQO.

Par la suite, une meilleure purification de cette premiére
fraction enzymatique (159, 163) leur a suggéré que l'enzyme
responsable de 1'activation du 4HAQO pourrait €tre une amino-
acyl tRNA synthétase, ATP dépendante et sérine dépendante

une séryl tRNA synthé&tase (163); ces auteurs ont purifié cette
enzyme A& partir de deux fractions cytoplasmiques d'origine
différente : 1'une provenant de cellules asciticues (159, 163),
et 1l'autre de levure de biéré (163).

Aprés avoir ajouté cette sé&ryl tRNA synthétase 4An vitro, 3 du
DNA libre en solution en présence de 4HAQO, ils constatérent
en effet la présence d'un substituant 1ié au DNA de fagon
covalente en fin de réaction et,d'apré&s eux, ce substituant
serait le 4HAQO lui-méme. Ils proposérent alors, comme forme
ultime du 4HAQO, un aminoacyl-4HAQO, en l'occurence le séryl-
4HAQO. Dans cette hypoth&se, la fonction N-oxyde ne serait
donc pas impliquée dans 1l'activation.

Ces mémes chercheurs ont pu réaliser, & 1'aide de produits
marqués au tritium et au carbone 14, une comparaison "in vivo-
An vitno" des composés d'addition obtenus sur le DNA (162, 163).
Ils ont examiné les composés.base-cancérogéne obtenus Ah v4ivo,
aprés traitement des cellules au 4NQO ou au 4HAQO (162, 161),
ainsi que les produits résultant de l'action du 4HAQO Ln vitho
sur le DNA, en présence de la séryl tRNA synthé&tase (162). La
caractérisation a été faite par chromatographie sur papier,
aprés 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 im vivo, ils n'ont pas identifié la

forme activée qu'ils postulent, c'est-d-dire le s&ryl-4HAQO, ni



le complexe enzyme—4HAQOx. Iﬁs mentionnent d'ailleurs que
1'isolement de la forme ultime leur a été impossible, & cause
de sa trés grande instabilité.

Dans leur dernier travail (163), ils présentent un schéma

hypothétique de mécanisme

ATP 4HAQO 04
Sérine DNA ’OODC;?
— - Séryl-4HAQO ——&———9 + Q.

Sérine

PPi

Nous pensons que ce schéma est criticable; en effet, si un tel
systéme d'activation peut se concevoir Ln v4vo chez le pro-
caryote, ol le DNA est libre dans la cellule, et s'il est con-
cevable pour la fixation du cancérogéne aux RNA et aux protéines
chez l'eucaryote, on s'explique mal 1'interaction du sé&ryl-
4HAQO avec le DNA nucléaire dans cette méme cellule eucaryote.
Si 1'on admet la formation de ce séryl-4HAQO in vdivo, avec
comme corrolaire sa trés faible durée de vie, comment imaginer
son passage dans le noyau &a 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 Tada 1l'extraient d'ailleurs du cytosole dés
cellules qu'ils utilisent (162, 159, 163).

Dans son étude An vAvo du métabolisme de 1'OH-AAF, Kriek
(79) note que l'une des formes ultimes détectées dans le cyto-
plasme, le N-sulfate AAF, ayant une trés faible durée de vie,
ne peut pénétrer dans le noyau et se fixe surtout au rRNA
cytoplasmique et aux protéinésAdu foie du Rat. Irving et af
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 tranmsport (59, 58).

% D'autres auteurs japonais, Tanooka et Takahashi (166) reprenant les
travaux des Tada, retrouvérent 1'activité enzymatique de la séryl tRNA syn*
thétase, mais ils soulignent que la forme ultime obtenue avec 1'enzyme
isolée est inconnue. Ils proposent d'ailleurs le sch@ma suivant

DNA
4NQO ——= 4HAQO X Mo X'-DNA, avec X # X'




La réaction du séryl-4HAQO sur le DNA An vifro, suggérée
par les japonais, peut donc sé concevoir : la barri@re membra-
naire du noyau n'existe pas dans ce cas. Pour qu'il puisse
réagir sur le DNA 4n vivo, cet ester devrait donc &tre formé
dans le noyau de la cellule. Ceci est incompatible, dans le
systéme proposé par les japonais, avec les fonctions d'une amino
acyl tRNA synthétase qui sont strictement cytoplasmiques. La
séryl tRNA synthé&tase isolée ﬁar ces auteurs joueralt peut-&tre
le role de transporteur du AHAQO jusqu'au noyau de la cellule
eucaryote.

En résumé,le systéme d'activation du 4HAQO proposé par
Tada et Tada, ne serait valabie chez l'eucaryote, que pour
expliquer la fixation aux RNA ' et aux protéines cytoplasmiques,

mais pas au DNA.

I1 semble donc que 1'activation du 4HAQO Ln vAvo reléve
de mécanismes complexes. On peut supposer d'ailleurs, par analogie
avec d'autres cancérogénes chimiques, tel 1'AAF, qu'il existe
plusieurs formes ultimes du 4HAQO suivant la cible de 1'inter-
action.
Les résultats des deux &tudes, 1l'une 4n vitro avec le di Ac-4HAQO,
1'autre An v4vo, ne sont pas forcément en contradiction; et mé&me,
comme le suggérent les Miller (100), elles se compléteraient
plutdt: en effet, il se peut qu'dn vditro, le di Ac-4HAQO et
l'ester-hypothétique-monoacylé du 4HAQO, tous deux fortement
électrophiles, donnent les m@mes composés d'addition sur le DNA.
Une meilleure connaissance des mécanismes chimiques impliqués
dans les deux cas pourrait nous permettre de discuter cette

hypothése.

III. Bilan et conclusion.

Comme nous 1l'avons déja souligné, il semble que les
travaux de Enomoto e¢f af (32), et 1'hypoth@se 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 r8le de forme ultime du 4HAQO, du moins



-'56 -

comme moddle synthétique d'un métabolite actif disulfate, comme
1'ont suggéré les Miller (102, 100) puis Irving (57).

Miller ne rejette cependant pas la possibilité de la formation
du dérivé diacétylé Anm vdvo; cette suggestion du modé&le synthé-
tique vient de ce que le di A¢-4HAQO n'a &té obtenu jusqu'a
présent que par synth@se chimique et que sa réactivité sur le
DNA n'est connue qu'dn viZtro.

Endo e¢f af ont présenté en 1971 une étude générale sur
le 4NQO (30). Au sujet du métabolisme de ce cancérogéne, 1ils
soulignent, évoquant le travail de Enomoto ef af, que 1l'activa-
tion enzymatique du 4HAQO en di Ac-4HAQO reste & démontrer.
Cependant, & 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 4An vAvo. En particulier, on n'a
jamais isolé& une enzyme responsable de la diacétylation du
métabolite précurseur, quil pourrait gtre, comme dans le cas
du N-Ac-AAF, une transacétylase (10).

Aucun chercheur n'a jamais mentionné non plus, dans le cas du
4HAQO, l'action d'une sulfotransférase qui effectuerait la

disulfonation de ce composé.

La démonstration, par Kawazoe ¢f af (72) puis Enomoto
et af (31) du pouvoir cancérogéne du di Ac-4HAQO 4in s4fu pourrait
8tre un argument en faveur de 1'hypothése d'une forme ultime
diacétylée An vivo % .
En effet, comme le relate Miller (102), une propriété des can-
cérogénes ultimes est de donner des tumeurs uniquement au lieu
d'injection; le phénoméne s'ekplique par la trés grande réactivité
de ces formes qui n'ont pas besoin d'&@tre métabolisées dans les
tissus pour interagir avec leurs cibles. Weisburger et Williams
(170) indiquent, quant éleux; que les métabolites ultimes des
cancérogénes chimiques, par injection sous-cutanée, sont in-
capables d'induire des tumeurs & un endroit &éloigné de leur site

d'injection.

%x Un premier test négatif avait ét& effectué par Shirasu (145) en appliquant
le di Ac-4HAQO sur la peau des animaux testés.

Comme 1'a suggéré ensuite Kawazoe (69), la grande instabilité du di Ac 4HAQO
semble expliquer le résultat de Shirasu, le composé s'étant probablement

dégradé a 1'air libre, avant de pouvoir pénétrer les tissus.



Cependant, les résultats de Kawazoe ¢t af (72) et Enomoto
et af (31) ne suffisent pas 3 eux-seuls, car ce pouvoir cancé-
rogéne 4An A4ftu est intrinséque au di Ac-4HAQO, et ne signifie en
rien que l'introduction de 4NQO ou de 4HAQO dans un organisme
entraine en son sein une formation de dérivé diacétylé&. Les

travaux de ces auteurs sont cependant & retenir.

Dans un domaine de recherche tout & fait différent, 1eé
travaux effectués sur la réparation du DNA altéré par le 4NQO,
aboutissent 3 des résultats qui pourraient renforcer 1l'hypothése
de 1'interaction d'un dérivé diacétylé avec le DNA Ln vdivo.

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
4NQO étaient réparées de deux maniéres différentes :

.par un mécanisme "u.v.like ", qui correspondrait a la réparation
d'une perturbation du DNA relativement importante, supprimée par
un mécanisme d'excisiony

., par un mécanisme "X Ray like", observé dans des cellules de
Xerodenrma Pigmentosum qui ne peuvent effectuer la réparation
par excision (14). Nous avons noté que les agents alkylants in-
duisaient des 1ésions qui sont réparées par ce deuxiéme mécanisme.

I1 semblerait domnc que le 4NQO soit responsable de deux
sortes de perturbations du DNA et que les vitesses de réparation
ne soient pas les mémes dans les deux cas :

. une lésion majeure, qu'on pourrait attribuer selon Setlow
et Regan (136) & la dénaturation locale de la double hélice,
aprés fixation covalente du noyau quinoléique sur le DNA,

. une l&sion mineure, représentée par des cassures sur un
seul brin du DNA et qui pourrait provenir d'une alkylation.

Si 1'on considére le dérivé diacétylé du 4HAQO, on peut envis&ger
la possibilité d'une acétylation qui se rapproche de l'alkylation
(méthylation ou éthylation) en ce sens qu'elle introduit sur le
DNA un dé&faut de petite taille : fixation de quelques atomes
seulement.

Actuellement, le mécanisme d'action du di Ac-4HAQO sur le DNA

in vitho est encore mal connu, mais nos connaissances nous per-

mettent de retenir cette hypothése.



Tout ceci n'en est encore qu'au stade de la suggestion et
l'acétylation du DNA doit &tre démontrée AN vLLho et An vivo.

Ceci fera partie de nos investigationms futures.

Ikenaga et af (55) ont également &tudié la réparation du
DNA dans le cas du 4NQO et leurs résultats sont en accord avec
ceux de Setlow et Regan (136, 143).

Cependant ces auteurs attribuent 3 la lésion mineure du DNA

une autre origine que celle que nous venons de postuler : cette
perturbation proviendrait selon eux de la décomposition du
composé d'addition 4NQO-guanine trés instable, entrainant sur le
DNA une cassure sur un seul brin quil serait rapidement ré-
parée.

Les deux hypothéses ne sont pas forcément incompatibles.

Il est possible également que ce soit la thése de Ikenaga et

af qui soit la seule valable : c'est-d-dire qu'une acétylation
ne donnerait pas de coupure sur un seul brin du DNA. De ce fait,
la 1&sion 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 qul persistent sur le DNA. Par exemple, Goth

et Rajewsky (40) ont montré& que la persistance de 1'06—ethy1—
guanine sur le DNA du cerveau de Rats, traités 3 l'é@thylnitroso-
urée, est en relation avec l'induction du cancer du systéme
nerveux chez ces animaux.

Une acétylation persistante représenterait une deuxidme
origine du pouvoir cancérogéne du 4HAQO, la premiére provenant
de la persistance sur le DNA de produits d'additionm 4NQO-purine
(53, 54, 55).

La fixation de résidus acétylesur le DNA reste donc & démontrer
dans le cas du 4NQO. Son existence 4/n vAiv0o renforcerait 1'hypo-
thése selon laquelle le di Ac-4HAQO serait une forme ultime

du 4HAQO.



En conclusion, il reste beaucoup a8 faire pour identifier
exactement le(s) métabolite(s) ultime(s) du 4HAQO intervenant
dans la réaction de ce cancérogéne avec les nucléophiles cibles
de la cellule, particuliérement le DNA. La figure 12 représente
un bilan des connaissances actuelles sur le métabolisme du 4NQO.

Comme nous 1'avons montré dans ce chapitre, il existe un
faisceau d'arguments pérmettant de proposer comme forme ultime
le dérivé diacétylé du 4HAQO, tout au moins comme modéle syn-
thétique An vitno.

Nous avons donc choisi de r&aliser une étude An vitro de
1'interaction entre le DNA et le di Ac—-4HAQO, tout en sachant
bien que :

1. I1 faut d'abord mettre au point une méthode correcte
de préparation et de purification des DNA modifiés par le
cancérogéne 4 vLtro.

2. Ce premier résultat obtenu, 1l est alors nécessaire de
faire le travail An v{vo avec les métabolites précurseurs
(4NQO, 4HAQO) pour pouvoir effectuer une comparaison des résul-
tats trouvés dans les deux cas.

3. Une &tude physicochimique 4An vAifro, dont nous avons noté
1'intér&t au chapitre I, p. 18, devrait permettre de proposer
un modéle d'interaction DNA-cancérogéne.

4. L'élucidation du mécanisme de cette interaction ne
pourra &tre 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, & 1'Université

des Sciences et Techniques de Lille.
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PARTTIE EXPERIMENTALE



I. Les cancérogénes.

Toutes les manipulations du 4NQO et de ses dérivés

ont été effectuées sous une hdte puissante et gvec des gants.

Le produit que nous employons est un produit du
commerce (Fluka) que nous utilisons tel quel.
Son point de fusion est de 155°C, ce qui est en accord avec
la littérature (119).
Ce composé& &tant sensible & la lumiére, nous le conservons i
1'obscurité et a - 20°C.

Poids moléculaire du 4NQO : 190 g.

La synthése du cancérogéne précurseur est effectuée
au laboratoire, par réduction du 4NQO.
Nous utilisons la méthode de Enomoto e¢f af (32). L'hydrogéna-
tion modérée se fait par l'acide ascorbique. Le mode opératoire
détaillé est décrit dans l'appendice technique de ce mémoire,

Pe Io

Nous avons caractérisé le 4HAQO et nos résultats sont

en accord avec ceux de Okano ¢t af (119, 120) :

- point de fusion : 202°C
- gpectre d'absorption. Il a été enregistré aprés
avoir dissout le 4HAQO dans du tampon citrate 2 x IO'-3 M, pH 7.

Nous avons noté deux maxima

. une bande i 358 nm
. une bande & 256 nm ‘ (Figure 13)
Poids moléculaire du 4HAQO : 176 g.

Neous synthétisons ce composé 3 partir du cancérogéne

précurseur, le 4HAQO.

Cette &tape est réalisée selon la méthode de Kawazoe et Araki (69).
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L'agent acétylant utilisé est 1'anhydride acétique. Le mode
opératoire est décrit dans 1'appendice technique, p. I.

Nous avons toujours synthétisé de petites quantités
de di Ac-4HAQO. En effet, la préparation de grandes quantités
s'est avérée impossible, du fait de 1l'instabilité du produit ;

en particulier, la recristallisation finale présentait dans

ce cas des difficultés.

Contrnoles de pureté.

Le composé que nous avons obtenu posséde les carac-
téristiques annoncées par Kawazoe et Araki (69)

- cristaux légérement colorés (beige)

- point de fusion : 110°C

- analyse &lémentaire : en accord avec la formule

brute du di Ac-4HAQO ; poids moléculaire : 260 g.

L'analyse spectroscopique a apporté d'autres preuves
de la validité du produit synthétisé,
Le spectre d'absorption d'une solution éthanolique de notre
composé a montré qu'il s'agissait bien de di Ac-4HAQO. Les
bandes observées sont identiques & celles mentionnées dans la
littérature (120)

- un maximum a3 351 nm

- un maximum 3 258 am
Ce spectre est représenté sur la figure 14,

Nous avons calculé les valeurs des €

13000 mole—]x 1x cm_1

T €35

9700 mole-lx 1x cm“1

€258

La RMN du proton nous a également permis de vérifier les données
de Kawazoe et Araki (69). Le spectre de notre produit, effectué
en onde continue, montre les mémes valeurs de déplacements chimi-

ques que celles notées par ces auteurs (Fig. 15) :

- 2 pics correspondant aux 2 groupéments acétyle
§
$

2,23 ppm

2,38 ppm
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- 2 doublets AB dis aux protons en position 2 et 3

6,97 ppm
6,28 ppm

fl

D'aprés ce spectre RMN, Kawazoe et Araki suggérent trois struc-
tures possibles selon les positions des groupements acétyle sur

le noyau :

3 N 3 “\N COCH,
L

AN N4 2 \\//\nq
y |
o 0COCH,

(I11)

En examinant le spectre I.R. de son produit, Kawazoe et Araki
€liminent les pogsibilités (I) et (III) quant & la structure.
Nous avons enregistré le spectre I.R. du di Ac-4HAQO préparé

au laboratoire, en pastille de KBr. Le résultat, présenté sur la
figure 16, est identique a4 celui obtenu par Kawazoe et Araki (69).

Nous retenons donc la formule (IL).

La pureté de notre produit a également &té vérifide

par chromatographie sur couche mince, sur des microplaques
de silice contenant un révélateur fluorescent. La composition
du solvant employé est la suivante :

- 5 Z acétone

- 95 7 chloroforme
Pratiquement une seule tache est observée ; elle est révélée
3 deux longueurs d'onde différentes : 254 nm et 366 nm, Cependant
deux taches de trés faiblé intensité sont toujours présentes.
Nous les avons attribuées & un début de dégradation du di Ac-4HAQO

sur la silice.
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Consenvation du di Ac-4HAQO.

Le dérivé étant trés réactif, il se décompose faci-
lement, 3 1'air, en présence d'eau et 3 la lumiére.
Nous le conservons donc dans un récipient fermé purgé i 1'azote,

en présence de desséchant, 4 l'obscurité, 3 - 20°C.

IT. Le DNA,

Les méthodes de Ikegami et af (52) et Tada et al
(160) ont &té utilisées.

Le DNA a &té extrait de cellules ascitiques. Nous avons travaillé

sur l'hépatome de Zajdela, qui est entretenu au laboratoire ;

l'ascite est portée par des Rats Wistar.,

L'isolement du DNA a été effectué de deux maniéres différentes :
~ aprés traitement des cellules au 4HAQO ou au 4NQO,

de maniére 3 étudier la fixationm du cancérogdne {n vivo.

- 38 partir de cellules non traitées au cancérogéne ;
ce matériel est utilisé, d'une part, comme témoin dans 1'étude
Ain vivo et, d'autre part, dans la préparation des échantillons
An vitro par action du di Ac-4HAQO,.

La transplantation sur l'animal est effectuée de la
maniére suivante : on injecte par voie intrapéritonéale environ
106 cellules tumorales & des Rats Wistar mdles dgés de 3 mois.
Sept jours aprés la transplantation, le 4 NQO ou le 4HAQO est
injecté aux Rats, toujours par voie intrapéritonéale, c'est-a-dire
dans l'ascite.

Etant donnée 1'insolubilité du 4NQO dans l'eau, les
solutions de 4NQO et de 4HAQO servant aux injections ne sont

pas préparées de la méme maniére :

Le 4NQO est d'abord dissous dans une quantité minimale de DMSO ;
la solution obtznue est ensuite diluée de fagon appropriée avec
de 1'eau physiologique, afin d'obtenir une concentration de

0,32 M (52).
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Une solution 3 0,4 M est obtenue en dissolvant directement le

4HAQO dans de l'eau physiologique.
Dans les deux cas, 0,5 ml de solution ont &té injectés.

Aprés un temps d'action du cancérogéne d'une heure
ou deux selon l'essai effectué, les rats sont tués par décapi-
tation. Le liquide ascitique est ponctionné et son volume
mesuré.
Les cellules sont obtenues par centrifugation, & 1500 tours/mn,
pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est remis en suspension
dans une solution de sucrose 0,25 M, tamponnée par 10 7 de P.B.S.
Les cellules sont alors centrigugées en gradient de sucrose
[D,88 M/0,25 M, 10 % P.B.S.], afin d'éliminer les hématies conta-
minantes. On effectue ainsi trois lavages successifs.
La technique d'extraction employée est celle de Marmur ; elle
est décrite dans 1'appendice technique de ce mémoire, p. IT 3 IV.
Les échantillons obtenus ont été contr3lés en spectroscopie
d'absorption ; le spectre UV du DNA présente un maximum 4 260 nm.
Le rapport des densités optiques & 260 nm et 3 280 nm,
D.0. 260 nm/D.0., 280 nm, indique le pourcentage résiduel de
protéines. Nous avons toujours obtenu un rapport trés voisin de 2,

qui est le critére d'une absence de protéines.

L'utilisation de cellules ascitiquesest intéressante,
la quantité de matériel récupéré étant abondante : nous recueil-
lons environ 15 mg de DNA par rat. Nous avons travaillé sur deux

rats, ce qui nous a fourni 30 mg de DNA 3 chaque essai.

. e - e " TR = P - . " —r —— - - - —— = -} ey o e N s -~ —

En plus du DNA extrait de l'ascite, nous avons aussi
travaillé sur un DNA de Poulet qui nous a &té fourni par le

laboratoire de Monsieur le Professeur M. DAUNE, 3 Strasbourg.

Les caractéristiques de ce matériel sont les suivantes :

-~ coefficient de sédimentation moléculaire
S = 22 S.
- coefficient d'extinction molaire 34 260 nm,

6600 mole—lx 1 x cm_l.

'

m
R
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- pourcentage d'hyperchromicité : H = 41 Z .
- température de fusion en milieu 0,1 M NaCl,
Tf = 87°C.
La préparation du DNA dénaturé est effectuée de 1la
manié&re suivante : On incube la solution de DNA a 100°C pendant

15 minutes, en tube scellé. Le tube est ensuite plongé bruta-

lement dans la glace.

ITII. Les méthodes spectroscopiques,

Nous avons employé& trois techniques différentes :
la spectroscopie d'absorption, la spectroscopie de fluorescence,

et la biréfringence linéaire électrigue.

Les mesures ont &été effectuées 3 l'aide d'un spectro-
photométre Cary 118 M, qui a été équipé au laboratoire, par
Gérard Lecocq, d'un systéme d'enregistrement des températures
de fusion. Etant donnée la grande sensibilité de la température
de fusion vis=~d-vis de la force ionique, les mesures d'une méme
série ont 8té réalisées strictement & la méme force ionique, c'est-

d3-dire en utilisant la méme solution stock comme tampon.

— e e o e Sy e e e . . - - oan -

L'appareil utilisé est un spectrofluorimétre différen-
tiel FICA, totalement corrigé. Il est situé & l1l'Université des
Sciences et Techniques de Lille, 3 Villeneuve d'Ascq, dans le
laboratoire de Monsieur le Professeur A. Lablache-Combier.

Toutes les manipulations ont été effectuées en eau bidistillée.

Les mesures de biréfringence électrique ont été effec-
tuées dans le laboratoire de Monsieur C. Houssier & 1'Universiteé
de Liége, au Sart-Tilman.

La force ionique des solutions correspond 3 une molarité en sel

de 1073 M.



La description détaillée des précédentes méthodes est

donnée dans 1'appendice technique, p. V & XIV.

IV. Préparation des solutions de DNA transformé An v.ifro.

La réaction a été effectuée sur le DNA natif aussi
bien que sur le DNA dénaturé. Les manipulations ont &été réalisées
da pH 7, dans deux tampons correspondant a deux forces ioniques
différentes : 1l'un des deux tampons contient 0,05 M de NaCl,
alors que 1l'autre n'en contient pas. La mise au point de la
-technique de préparation des échantillons a été réalisée pour
le DNA natif dans le tampon ne contenant pas de NaCl. Elle a
été légérement modifiée pour 1'étude dans le tampon de force

ionique plus é&levée.

————— ——— " " ——— . —— — — ———— —— . — - — - e = e - -

Conditions de solvant.

Nous nous sommes placée dans des conditions de tampon
analogues 3 celles utilisées par Miller et af (96) et Fuchs et
Daune (34), et qui sont trés voisines de celles employées par
Enomoto ¢£ af (32). Le DNA est mis en solution dans un tampon
citrate 2 x 10—3 M, pH 7. Le di Ac—-4HAQO est solubilisé dans
1'éthanol. La réaction est donc effectuée en milieu tampon citrate/

éthanol et dans les proportions : 80 7Z ; 20 Z.

Conditions de concentration.

La solution de DNA employée est 3 0,5 mg/ml, ce qui
nous semble @tre l'ordre de grandeur le plus favorable. En effet,
cette concentration relativement élevée fzvorise la fixation du
du cancérogéne sur le DNA, aux dépens de la réaction d'hydrolyse
du di Ac-4HAQO. Une concentration en DNA supérieure serait dif-

ficilement utilisable : la viscosité de la solution rendrait sa

manipulation moins aisée.
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Une solution mére de di Ac-4HAQO dans 1'é&thanol est
préparée ; elle est ensuite diluée de fagon appropriée au cours
du mélange avec la solution de DNA. La concentration de cette
solution mé&re est donc conditionnée par celle de la solution de
DNA : les quantités de cancérogéne et de DNA mises en présence

sont définies par le rapport R (34)

R = Concentration en cancérogéne, en mole/litre

I3 - . - I
Concentration en nucléotides, en mole de phosphore/litre

dans le mélange réactionnel.

Nous utilisons une solution mére de cancérogéne 3a 6 mg/
ml. L'éthanol employé est a 99,9 %Z de pureté& (Prolabo) ; il est
conservé sur tamis moléculaire afin d'éliminer les éventuelles
traces d'eau, pour éviter la décomposition du di Ac-4HAQO dans
1'éthanol avant réaction. Apré&s mélange des deux réactifs, le

-

volume final de 1'é@chantillon est de 2.5 ml

-~ 2 ml de solution de DNA dans le tampon citrate
80 7 2 x 1073 M, pH 7.
2,5 ml
— -— ' a -
20 7 500 x) ul d'éthanol
-~ x Ul de solution de di Ac-4HAQO dans 1'éthanol-

A partir des concentrations des deux solutions méres (DNA

0,5 mg/ml, di Ac-4HAQO : 6 mg/ml), nous avons calculé&, pour cha-
que valeur de R, les quantités respectives d'é&thanol et de

di Ac-4HAQO 2 ajouter aux 2 ml de la solution de DNA (voir le

Tableau ci~dessous) :

R Solution de EtOH - Solution de
DNA en ml (500 - x) uil di Ac-4HAQO en ul (x)
0 2 500 0
0,1 2 487 13
0, 2 474 26
0,5 2 434,4 65,6
1 2 368,7 131,3
1,5 2 303,4 196,6
2 2 238,4 261,6
3 2 106,7 393,3




La réaction est effectuée en tubes Sovirel de 10 ml
a4 bouchons vissés, préalablement purgés 3 l'azote, pour éviter
l'oxydation du di Ac~4HAQO. La solution de DNA est également
purgée, ainsi que la solution mére éthanolique de cancérogéne.
On répartit tout d'abord les 2 ml de solution de DNA dans cha-
que tube, ainsi que les quantités d'éthanol cofre5pondant a
chaque valeur de R. Le cancérogéne est ajouté en dernier lieu ;
aprés forte agitation au vibreur, 1les tubes sont incubés au
bain-marie, 3 l'obscurité, 3 37 'C. Le temps d'incubation a &té

déterminé expérimentalement, comme nous le verrons ci-dessous.

Les tubes sont incubés 2 37°C} Cette température est
utilisée par Enomoto ¢f af (32) pour le di Ac-4HAQO, Miller et
al (96) et Fuchs et Daune (34) pour le N-Ac-AAF,.

La durée d'incubation a été déterminée en effectuant
une cinétique de solvolyse du di Ac-4HAQQO, en milieu tampon
citrate 2 x 10_3 M, ﬁH 7 / éthanol : 80/20, 3 37°C. Le paramétre
temps dépend donc essentiellement du comportement chimique du
di Ac-4HAQO dans ce milieu 3 la tempé&rature de 37°C. Le rapport

éthanol
tampon

s, la force ionique et la température sont en effet des
facteurs déterminants de la vitesse de décomposition du di Ac-
4HAQO. |

Cette cinétique de solvolyse a &té analysée a4 1l'aide
de la spectroscopie d'absorption.
La solution utilisée correspond 3 la composition suivante :

- 2 ml de tampon citrate 2 x 10—3 M, pH

80/20
- 500 ul de di Ac-4HAQO dans 1'é&thanol

La solution mére de di Ac-4HAQO est 3 0,1 mg/ml. Aprés mélange
avec le tampon, le cancérogéne est donc d une concentration de
0,02 mg/ml.

Nous avons suivi les variations du spectre d'absorption du

di Ac-4HAQO dans le mélange tampon citrate/EtOH : 80/20, a 37°C,
en fonction du temps.

Le mélange est réalisé dans la glace. Un premier spectre est



tracé a t = 0, de 450 nm > 220 nm, et la cellule de mesure est
ensuite directement incubée 3 37°C ; on trace un spectre tous
les quarts d'heure.

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 17 : nous
constatons que la cinétique d'hydrolyse du di Ac~4HAQO est

trés rapide, puisqu'aprés 3/4 d'heure d'incubation nous n'obser-
vons plus aucune variation notable du spectre d'absorption du
composé., De plus, nous pouvons observer sur ce spectre d'absorg—

.tion des modifications importantes

- L'intensité de la bande 4 351 nm est fortement
diminuée, ce qui indique que le(s) produit(s) formé(s) possé&de(nt)
4 cette longueur d'onde un coefficient d'extinction molaire, g,

beaucoup plus faible que le di Ac-4HAQO.

- L'intensité de la bande 3 plus faible longueur d'onde
est par contre augmentée, ce qui signifie une augmentation du €
au maximum de cette bande. Ce maximum est légérement déplacé,

puisqu'il est situé & 254 nm, au lieu de 257 nm.

- Nous notons 1l'apparition d'une nouvelle bande,
d 232 nm,

- Dans la zone 450 nm-400 nm, nous observons une
augmentation de la densité& optique, qui était pratiquement nulle

au temps t = 0.

Nous avons calculé les valeurs des g du di Ac-4HAQO hydrolysé,
au temps t = 3/4 d'heure, qui représente le temps limite,

au-deld duquel le spectre d'absorption ne varie plus.

- e 5300 mole ! x 1 x cm

351
= €55, =106QO mole:i x 1 x cm::
- 8260 = 10260 mole x 1 x cm
- € = 12000 mole_l x 1 x c:m-_1

232 .

Aprés 24 heures d'incubation @ 37°C, le spectre obtenu
présente une allure tr8s différente ; en particulier, nous
pouvons noter l'apparition de nouvelles bandes d'absorption qui
correspondent vraisemblablement a4 la présence de nouveaux pro-

duits de dégradation du cancérogéne (Figure 18).
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Nous avons tracé& la courbe de solvolyse du di Ac-4HAQO,
c'est-3-dire la variation du pourcentage de décomposition en
fonction du temps, afin de déterminer le temps de demi-solvolyse,
tl/2’ au bout duquel 50 Z du produit est décomposé. Le pourcen-

tage de décomposition est calculé de la maniére suivante

— DO
0 t \XIOO

' ! —
et 3 la longueur d'onde A \DOt 0 DO

% de décomposition, au temps ¢, (DOt

it

t 1imite/

Nous avons pris comme spectre limite le spectre correspondant
au temps t = 3/4 d'heure puisque, comme nous pouvons le voir sur
la figure 17, les spectres correspondants aux temps t = 3/4
d'heure, | heure et | heure 30, sont superposables, aux erreurs
d'expérience prés, |

Nous avons effectué les calculs a 351 nm.

La courbe de solvolyse est représentée dans la figure 19.

Elle est imprécise au dé&but, &tant donnée la rapidité de la
solvolyse. Le temps de demi-solvolyse ne peut &tre déterminé
avec exactitude : il est ay meximum de 8 minutes. Cependant,
nous avons choisi, dans un premier temps, une durée d'incuba-
tion de | h 30 pour ls réaction DNA-di Ac-4HAQO, puisqu'il

est bien connu que l'hydrolyse du cancérogéne est moins rapide
en présence du DNA qui, dans ce cas, 'protégerait" le cancéro-
géne, Pour chaque essal effectué, nous incubons %=oujours un

DNA témoin sans cancérogéne (R = 0) qui nous servira de réfé-

rence dans l'analyse des résultats.

Aprés réaction du di Ac-4HAQO sur le DNA, la méthode
de purification des échantillons s'est avérée trés délicate,
et a nécessitéd beaucoup d'essais avant d'€tre définitivement
mise au point. Nous présenterons ce travail dans la partie
"Résultats", puisqu'il nous a été possible 3 partir de ces
essais d'affirmer que le cancérogéne &tait bien 1ié de fagon
covalente au DNA., C'est également & la suite de ces travaux

que nous avons &té& amenée 3 modifier le temps de réaction.
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V. Dosage du cancérogéne fixé& sur le DNA,

Nous avons calculé les pourcentages de cancérogéne fixé
sur le DNA en utilisant la spectroscopie d'absorption. L'utili-
sation d'un produit radioactif, marqué sur le noyau quinoléique,
nous aurait permis d'effectuer un dosage plus précis : 1l'obten-

tion d'un tel produit nous a été& impossible jusqu'd présent.

Aprés purification des échantillons, les spectres
d'absorption sont enregistrés, de 500 nm a 220 nm :

- La zone spectrale de 500 nm & 310 nm correspond au
cancérogeéne.

- La zone spectrale de 300 nm 4 220 nm correspond
principalement au DNA, mais il existe aussi dans ce domaine une

contribution due au cancérogéne.

Puisque, comme nous le verrons par la suite, la quantité de
cancérogéne fixée au DNA est trés faible, il existe un important
facteur entre 1l'ordre de grandeur de la D.O. due 3 l'absorbance
du DNA et celui de la D.O. due 2 l'absorbance du cancérogéne
fixé sur la macromolécule. Ce facteur est de 100 environ.

Le dosage est effectué de la maniére suivante :

Le pourcentage de fixation du cancérogéne est donné par le.

C ~ - . < L s
rapport =, ol [@] représente la concentration en cancérogéne
P

fixé, exprimée en mole/1l, et [?] la concentration en DNA, éXpri—
mée en mole de P/1.
La valeur de [ﬁ], en mole/litre, est donnée par la loi de Beer-

Lambert :

D'O'cancérogéne
Dﬂ = T dans laquelle,
lie 1
canc.

D.O : densité optique au maximum de la bande

"cancérogéne
d'absorption due au cancérogéne, dans la région visible du

lie .. . . . p
spectre. € canc. ° coefficient d'extinction molaire du cancéro-

géne a4 1'état fixé, au maximum d'absorption de la bande, expri-
~ -1 -1

mé en mole .l.cm .

‘canc.

lié
canc.

1. = 1 cm, donc [C]
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La valeur D'O'canc. nous sera donnée 3 partir du spectre, au
maximum d'absorption de la bande du cancé&rogéne. Nous ne possé-
dons malheureusement pas la valeur du Eiiic.’ les études de
1'interaction entre le di Ac—4HAQO et les nucléotides n'ayant
pas encore abouti & la synthése d'un modé&le base-cancérogéne.
Or, cette valeur du € du cancérogéne d 1'état fixé est proba-
blement différente de celle du € du produit & 1'état libre™
Nous avons donc dd faire une approximation en considérant que
la valeur du € du cancérogéne libre, hydrolysé, était la méme
que celle du € correspondant au cancérogéne fixé& de facon cova-
lente. Cette approximation introduit une erreur dans nos résul-
tats, mals la comparaison des échantillons entre eux reste
toujours wvalable.
Les calculs ont été réalisés a partir de la bande située a
351 nm, uniquement due au cancérogéne. En milieu tampon citrate/
éthanol 80/20, la valeur limite du €35 du di Ac-4HAQO 3 1'é&tat
libre, aprés hydrolyse, est donnée par le spectre limite obtenu
lors des deux solvolyses effectuées :

- 1'une en tampon citrate 2 X lO~3 M, pH 7/éthanol 80/20

(Figure 17)

- 1'autre en tampon citrate 2 x 10-'3 M + 0,05 M NaCl, pH 7

éthanol 80/20 (Figure 25).

Dans un premier cas, nous avons obtenu une valeur de :

-1 -1
€35 5300 mole .1 x cm
Dans le deuxiéme cas :

-1
€351 = 5800 mole x 1 x cm

La valeur de [C] est donc donnée par
D.O.

[C] mole/1 = ——S3BC%  on tampon citrate 2 x 10‘3 M, pH 7
5,3 x 103
D. ‘canc -3
Bﬂ mole/l1 = ———=——=-, en tampon citrate 2 x 10 M+ 0,05 M
3

5,8 x 10 NaCl, pH 7 »

xFuchs et Daune (35) ont présenté,en 1972, une méthode de dosag
spectrophotométrique du N-Ac—-AAF fixé sur le DNA, en utilisant
1a valeur du € du cancérogéne 1ié&, qui avait &té déterminée
par Kriek et af en 1967 (81).
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Le calcul de la concentration en DNA, [P], est effec—

tué de maniére analogue

D (DNA)

'0'260
€

[p] =
260 ¥ 1

[P] : exprimée en mole P/1
1 en cm
D.O.260 (DNA) densité‘optique provenant de l'absorbance du DNA

-

coefficient d'extinction molaire du DNA, 3 260 nm

€260
D.O. (DNA)
1 = 0,1 ecm » [P] = S
: 8260 x 10

Le cancérogéne absorbe €galement 3 260 nm avec un coefficient

d'extinction € 10200 en tampon citrate 2 x 1073 M, et un

260

€560 9000 dans le tampon contenant du NaCl (0,05 M). Nous
retrancherons donc la contribution du cancérogéne 3 260 nm, y,

de la fagon suivante
. en tampon 2 X 10—3 M, pH 7 : y ™= [Q] X 104

. en tampon 2 X 10—3 M, pH 7 + 0,05 M NaCl : y ™ &ﬂ x 9 xlO3

En ce qui concerne le DNA natif, une deuxime contri-
bution s'ajoute @ 260 nm : celle due & l'hyperchromicité &ven-
tuelle du DNA, qui proviendrait de la dénaturation partielle

de la double hélice aprés fixation du cancérogéne.

Donc D.O. = D.O. (DNA) + D.O,

260 260 (hyperchromicité)

(cancérogéne) + D.0

260 260

Nous n'avons cependant pas tenu compte de cette contribution
nous verrons par la suite, & partir de l'examen des températures
de fusion des DNA transformés, que ce facteur correcectif est

sirement tré&s faible.

Donc, D.O. (DNA) = D.O.260 (totale) — ¥y

260

-1

Pour le DNA natif, le est égal 3 = 6600 mole-l,l.cm .

€260

D.0. (DNA)
Donc [ﬂ = 260

6,6 x 10° x 107!



Le pourcentage de fixation du cancérogéne sur le DNA natif sera

donc donné par

[C] D.O.canc x 6,6 -1
[P] = - x 10 ', dans le tampon sans NaCl .

D'0'260 (DNA) x 5,3

Dans le cas du DNA dénaturé, la contribution due 3
1'hyperchromicité &ventuelle n'existe pas.

Nous avons calculé 1le €,60 POUT le DNA dénaturé ; il est égal

a 8800 molewl.l.cm 1. Le pourcentage de fixation du cancérogéne

sur le DNA dénaturé sera donc donné par

[C] D.O. 'x 8,8 -1
—_— = canc. x 10 ~, dans le tampon sans NaCl.
[p] D (DNA) x 5,3

.O.260

Dans ces déterminations, nous avons adopté une méme valeur pour
les coefficients d'extinction €560 &t €354 du cancérogéne, qu'il
soit 118 au DNA natif ou au DNA dénaturé, En d'autres termes,
nous n'avons pas tenu compte de l'effet hypochrome que pourrait
subir le cancérogéne lorsqu'il est 1ié& au DNA natif, du fait

de son interaction avec le champ interne de la double hélice.

I1 ne nous est pas possible d'en tenir compte, dans l1'état
actuel de nos connaissances concernant la liaison DNA-di Ac-

4HAQO.

Les spectres d'absorption seront toujours présentés
avec des valeurs de D.0O., correspondant & une largeur de la

cellule de mesure de 1 cm.
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ECHANTILLONS DE DNA IN VITRO.
MISE EN EVIDENCE DE LA LTAISCON COVALENTE
DNA-CANCEROGENE.

CHAPITRE T ~ LES PROBLEMES POSES PAR LA PURIFICATION DES

Une fois la réaction DNA-cancérogéne effectuée,

on du DNA trarsform? se

e

de nombreux problémes de purificat
sont posés. La mise au point de méthodes nous permettant

d'obtenir des &chantillons de DNA débarrassés des produits

m
e
O
-t
ol
Q
)
(D

n'ayant pas réagi de facon covalente a &té ! nous

allons la décrire dans ce chapitre.

Le mélange réactiennel (environ 2,5 ml) est

refroidi dés la fin de la réaction et le

{3

ancéyogéne en excés

est é€liminé par extracticn a 17

2. La présence

&
du cancérogdne dans la phase éthérée
& S

®
w
[
=

révélée par sa cou-

leur jaune. Des extractions successives sont donc réalisé@es
avec, a chaque fois, 2 ml d'éther jusqu'Z cbtention d'une

phase éthérée incolore.

La deuxiéme phase de la purification consiste

d @liminer une autre fraction de cancérogd qui, bien que

w)

n'ayant pas réagi de fagon covalente sur le DNA, n'est pas
gliminée par 1'extraction 4 1'éther., Cette étape est trés
délicate et nous a posé de nombreux preblmes. Nous insiste-
rons particuliérement sur cette mise au point technique, cette
phase finale de la purification conditionnant par la suite

tous les résultats obtenus au cours d

i)

1'analyse physico-chi-

mique et spectroscopique des DNA modifiés par le cancérogéne.

I. La dialyse en continu : la premi@re méthode emplovée,

Cette méthode de purification a &ré utilisée

par Fuchs et Daune (34) dans le cas du N-Ac—AAT.

Aprés extraction a 1'éther, les échantillens sont mis en dia-

, . -3 , . .
lyse dans l¢ tampon citrate 2 x 10 M, pH 7., Le bain de dia-

lyse est protégé de la lumidre environnante et gardé au froid,



sous agitation. Ce méme bain est remplacé 2
valles de temps, les premiers changements =n

d'une heure.

—

Nous avons effectué la cinétique suivante :

ont été contr6lés en spectroscopie d'absocrption aprés 9, 13,

Les échantillons

Erents inter-

S

tant espacés que

17 et 19 changements du bain de dialyse. Ta durée totale de

la manipulation a été de 4 x 24 heures

Le spectre d'absorption du ¢
présentant deux bandes, l'une a4 351 nm, 1'au

(Figures 14 et 17), et le spectre du DNA iso

bande intense i 2560 nm, on s'attend & une <o
cérogéne fixé a 260 nm dans la bande du DNA
zone 500 nm-3C0 nm correspond au cancérogéne
donc envegistré chague spectre, de 500 am a

T

La figure 20 montre les spectres obtenus &pre
du bain de dialvse pour des valeurs de R &gal

La premi2re constatation est que, dans la 1@

la présence de bandes notables signifie gue
b & g

ou plutdt 1'un de sges produits d'hydrolyse,
le DNA. Le maximum de la bande due au cancér

330 nm ; on peut noter également la présance

dans la région 390 nw-370 nan.

Dans la zone d'absorption U.V., nous constat
s

la D.0. des DNA ayant réagi avec le cancér

rieure 4 celle du DNA témoin (B = 0¢). La va

elle seule nfest cependant pas utilisable, 1
duisant toujours, d'un échantilion &4 un autr
é¢ilution non reproductible. De méme, pour ce
valeur 3 330 nm A4 elle seule n'est pas utili
D'autre part, ncocus ne censidérerons pas, dan
point, les effets hyperchromes ou hypochrome

dans les bandes raspectivement & 260 nm et 3

Nous avens caractérisé chague échantiilon pad

20330

2t avons ainsi suivi la cinétigque de
D.O.260
Comme nous le montre le Tableau I (p.79% 3, ce
constant au bout de 17 changements du bzain d
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re & 258 nm
2 présentant une

tribution du can-
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20 nm, et avons
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iton 560 nm—-300 nm,

e di Ac-4HAQO,

intereagl avec
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d7un épaulement
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Tableau I
Valeurs du rapport D.Onw,éO/D.O,260
Nembre . -
pour différents R
de
changements
R = 1 R = 2 R =0
9 0,03 0,06 0
15 0,025 0,05 0
17 0,02 0,04 0
19 e,62 9,04 0

La figure 21 en donne 1'illustration, pour un rapport de

départ R = 2 :le spectre d'absorption ne varie plus au bout

de 17 changemenits du bain de diaiyse.

Nous avons donc atteint une limite ; cependant, ceci est A
ésence de la bande 3a 330 nm,

interpréter avec prudence : la pr
n

aprés dialyse en continu, ne signifie en rien que le produit

-

fixé au DNA 1l'est de fagon covalente

II. La précipitation a 1'é&thanol,

Puisqu'un certain nombre d'auteurs, tels Tada
et al (160) et Enomoto ¢4 af (32) ont utilisé la précipitation
d 1'éthanol pour purifier leurs &chantillons de DNA aprés
réaction, solt avec le 4HAQO, soit avec le dérivé di Ac-4HAQOQ,
nous avons voulu tester cette méthode sur nos &chantillons.
Nous avons donc soumis les échantillons précédents, purifiés
par dialyse en continu, & une précipitation & 1'é&chanol.
La technique est la suilvante : on ajoute & chaque échantillon :
- 0,1 volume de ¥MaCl 5 M
~ 2 volumes d'éthanol froid
Les tubes sont alors fortement agités et le DNA précipite.

solutions 20 minutes 4 5000 t¢/mn ; le culot

est séché et remis en soiution dans le tampon.
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Aprés dissolution du DNA, les spectres d'absorption des solu-
tions ont €té enregistrées. Nous avons alors constaté que, dans
la zone spectrale correspondant au cancérogéne, l'intensité de
la bande d'absorption &était fortement diminuée.

/D.O.

Les valeurs des rapports D.O. avant et aprés préci-

330 260°
pitation & 1'éthanol, sont données dans le Tableau II1 ci-dessous

v .O. .0.
aleurs du rapport D.O 330/D 0 260
pour différents R

R = 1 R = 2

Avant précipitation
a 1'EtoH 0,02 0,04

Aprés précipitation

0,01 0,015

i 1'EtOH

I1 semble donc gu'une grande partie du cancérogéne soit éliminée
par l'@thanol. On peut d'ailleurs s'en rendre compte méme &

1'oeil nu : le surnageant est coloré en jaumne,

Pour affiner la détection du cancérogéne 1ié au
DNA, nous avons mis & profit le fait que le di Ac—-4HAQO est
fluorescent. Nous avomns donc tracé les spectres de fluorescence,
aprés un certain nombre de précipitations successives & 1'&thanol
afin de montrer gqu'un seuil peut &tre atteint, au-deld duquel le
cancérogéne reste définitivement fixeé,.
Le volume de lféchantillon est solgneusement mesur& avant chaque

.

précipitation. Aprés centrifugation du précipité, on le dissout

~

3 nouveau dans un volume de tampon identique a4 celul noté au
départ, de facon 3 maiuntenir, d'une précipitation & une autre,
une concentration en DNA constante pour un méme échantillon.
Aprés chaque précipitation & 1'éthanol, 1'&chantillon est dialysé
deux heures (2 changements du bain) dans le tampon, pour éliminer

1'8thanol restant.



Nous avons étudié deux échantillons différents :
R = 0,5 et R = 1, ainsi gqu’un témoin sans cancérogéne, R = 0.
Les spectres de fluorescence sont réalisés & partir de frac-
tions de 100 ul, diluées de fagon identique d'un échantillon
a l'autre, pour gue les résultats puissent €tre comparés entre

eux.

Les spectres d'émigsion de fluorescence ont été enregistrés,
la longueur d'onde d'excitation étant fixée a 350 nm. La
concentration du DNA est de 0,43 mg/ml pour 1'é&chantillen

I,

=
i

R =0,5 et de 0,52 mg/ml pour 1'échantillon

Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 22 et

23, Puisque le DNA n'est pas fluorescent, la bande d'émission
1

observée est due au cancérogeéne fixé sur la macromolécule.

Dans les deux cas, nous pouvons constater qu’'une limite est

atteinte aprés deux précipitations & 1'éthanol, puisque l'inten-

sité du spectre obtenu ne varie pratiquement plus ensuite ;
le résultat est d'ailleurs quasiment atteint aprés la premiére

précipitation.

jab)

Nous attribuons les wvariations minimes, observées entre la
deuxiéme et la troisiéme précipitation, @& l'erreur introduite
alors dans la concentration. En effet, nous avons effectué les
spectres d'absorption des liquides de précipitation cbtenus a
partir du témoin R = O, de 300 nm & 220 nm. Nous avons alors

u constater que les deux premiéres précipitations 4 1'éthanol
P q P

g

n'entraTnalent aucune perie en matériel, la D.0. des liquides
de précipitation correspondants étant nulle, & 260 nm. Par

contre, le spectre d'absorption du liguide de troisiéme préci-

pitation montre une légé&re absorbance a 260 nm : D.0O. = 0,05,
En considérant que les é&chantillonms R = 0,5 et R = 1 ont subi
la méme perte gue le témoin R = 0, on peut supposer gque cette

perte en matériel puisse expliquer la variation minime notée
entre la 2éme et la 3&me précipitation.
e maximum de la bande d'émission est situé &

la méme longueur d'onde, avant et aprés précipitation : 465 nm.

La forme de 1la bande est pratiquement la mEme dans les deux

[y

cas ; on peut cependant noter,avant le traitement & 1'éthanol,

la présence d’'vn @paulement 3 455 nm qui disparait dés la

premiére précipitation.
I1 semble donc que certains produits, qui sont &liminés par

1'éthanol, ne différeraient de ceux qui restent fixés sur le
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DNA que de par leur rendement quantique -

Le fait qu'une certaine quantité de cancérogéne
soit @liminée par 1l'éthanol peut €tre interprété de deux
maniéres différentes

. Aprés dialyse, tout le cancérogéne n'est pas fixé
de fagon covalente ; cette hypothése serait en accord avec
les résultats de Enomoto ¢f af (32) et de Tada ¢t alf (160).
On admet dans ce cas que la précipitation a4 1'éthanol élimine
les molécules de cancérogéne qui sont fixées sur la macro-
molécule par des liaisons de faible énergie : de type ionique,

ou de type hydrophobe, ou (et) liaisons hydrogéne.

. Tout le cancérogéne est bien fixé de fagon covalente ;
dans ce cas, la précipitation & l'éthanol, qui implique le
passage du DNA de 1'@tat dissous a4 1'état de précipité, est

trop brutale et peut favoriser 1'hydrolyse de la liaison
DNA-cancérogéne.

La deuxiéme hypothése nous paralt fort peu probable, 1'éthanol
n'étant pas en général un agent d'hydrolyse. Cependant, les
mécanismes chimiques impliqués dans 1'interaction DNA-di Ac-
4HAQO et les sites de cette interaction étant encore mal

connus, mous ne pouvions &liminer directement cette &ventualité,
Une troisiéme étape du travail a donc comnsisté a chercher,

3 1'aide de différents tests, la nature de la liaison du

cancérog@ne qui reste fix& sur le DNA, aprés dialyse.

IIT. Les tests effectués sur le DNA "modifié™.

Nous avons soumis les échantillons de DNA, aprés
extraction & 1'éther ou apré&s dialyse, 4 deux tests diffé-
rents qui nous ont montré que la majeure partie du cancérogéne
retrouvé sur le DNA aprés dialyse n'était pas fixée de fagon-

covalente sur la macromolécule.

Dialyse _dans un mélange tampon/éthanol : 50/50,

A)

o

Cette technique de purification a €té utilisée
par Chang ¢£f af dans le cas du N-Ac-AAF (13). La méthode est

plus lente que la précipitation & 1l'&thanol, mais elle présen-

te l'avantage d'€tre moins brutale.



Nous avons dialysé deux séries d'échantillons
identiques, aprés extraction 4 1'éther : 1'une dans le tampon
seul et l'autre dans le mélange tampon/éthanol : 50/50.

Les résultats sont indiqués dans le Tableau III ci~dessous :

1 N bl Y
Valeurs du rapport D'O'BBO/L‘0'26O
Changements
R = 1 R = 2
0
Dialyse dans > ,035 0,07
10 0,03 0,06
tampon seul
15 0,025 0,05
Dialyse dans 5 G,02 0,04
tampon
Ethanotl 10 0,01 0,016
50/50 ' 15 0,01 0,013

On remarque que :

. Aprés 5 changements des deux bains de dialyse, on obtient,

pour le sclvant tampon/&thanol, la méme valeur du rapport

D.O. /D.O.260 que celle obtenue dans le tampon seul, aprés

330
19 changements (voir Tableau I, p. 79).

. Apré&s 10 changements du bain tampon/éthanol, on obtient

une valeur du rapport D'O'BBO/D'O'26O

lors de la précipitation a8 1'éthanol (voir Tableau II, p. 80).

identique & celle obtenue

. Quand le tampon seul est utilisé comme bain de dialyse,

la limite obte~ue pour le rapport D.O /D.,O. est toujours

*330 260
supérieure 4 la valeur obtenue par précipitation & 1'éthanol.

Frr conclusion, cecl nous montre que la précipita-
tion 3 1l78thanol précédemment effectuée n'hydrolyse pas 1la
liaison rcovalente entre le DNA et le cancérogéne, puisque la
dialyse dans un mélange tampon/éthanol aboutit au méme résultat.
Le cancérogéne qui est €1imind par 1'éthanol est donc fixé au

DNA par l'intermédiaire d'une liaison non covalente, de faible

énergie.



Afin de montrer le caractére non covalent de la
liaison du cancérogéne éliminé & 1'é€thanol, nous avons essayé
de prouver le caracté&re ionique de cette interaction. En
effet, Paul et af (128) ont montré que le 4NQO, qui se fixe
par liaison essentiellement ionique sur le DNA 4n vitro,
était dissocié de la macromolécule par augmentation de la
force ionique du milieu.

Nous avons donc dialysé les &échantillons de DNA, aprés limite
de dialyse dans le tampon seul, contre un tampon NaCl 1,5 M.
Les résultats cbtenus apreés plusieurs changeraents du bain de
dialyse (Tableau IV ci-dessous) nous ont amenée & penser que
1'effet de la force ionique était le méme que celui de 1l'é€tha-
nol : la bande a 330 nm disparalt presque totalement, comme

v e s o
1"indiquent les rapports D'O'BSO/D"O'ZGO

Valeurs du rapport D'O'33O/D'O'26O
Changements

R = 1 R =2
Dialyse :
Tampon seul 19 0,02 0,04

4 0,01 - 0,02

Dialyse : | 8 0,01 0,015
[,> M NaCl 12 0,01 0,015
Aprés précipi-
tation &4 1'étha- 0,01 0,015

nol

Par conséquent, nous avons montré que la dialyse
dans le tampon seul &tait inefficace.
Nous avons choisi de purifier nos échantillons par précipitation
a 1'8thanol : en effet, contrairement a une dialyse, cette métho-

de présente l'avantage d'@tre trés rapide, ce qui nous semble



€tre un facteur favorable dans le cas du di Ac—-4HAQO dont nous

avons souligné précédemment 1l'instabilité en milieu aqueux.
q

L'examen des spectres d'absorption obtenus au
cours ae dialyses dans le tampon seul semble montrer une évolu-
tion importante du di Ac—AHAQO quand il reste trop longtemps
en solution aqueuse., Dans la figure 21, représentant le spectre
du di Ac-4HAQO en cours de dialyse dans le tampon, on peut noter
la présence d'un é€paulement & 3%0 nm, puis, quand la durée
augmente, d'un autre & 370 nm. L'épaulement & 320 nm correspon-
drait a8 la bande observée a cette longueur d'onde dans le spec-

tre du di Ac-4HAQO seul, aprés 24 heures de solvolyse (Fig. 18)

On peut donc penser que pendant l'incubation de 1 h 30, a 37°C,
des produits d'hydrolyse du di Ac-4HAQO viendraient emn contact
avec la macromolécule, par l'intermédiaire de 1'éthanol présent
dans la solution. Par la suite, 1'é8thanol étant é@liminé au cours
de la dialyse, ces produits seraient libérés dans le milieu
aqueux et subiraient la dégradation notée en solvolyse, en 24 h
et plus. Cette hypothése ne peut encore &8tre vérifiée avec préci-
sion actuellement, nos connaissances sur les propriétés chimiques
du di Ac-4HAQO étant trop incomplétes. Mais cette observation
nous donne cependant de fortes présomptions pour supposer que

la dialyse, méme en présence d'éthanol, est une mauvaise méthode
de purification dans le cas du di Ac~4HAQO. Cette technique est,
en effet, trop lente et peut donc favoriser la dégradation du
composé en milieu aqueux, donnant des produits de décomposition

qui risquent de souiller les préparations.

La précipitation 4 l'éthanol présente un autre

avantage : elle est utilisée pour extraire le DNA An vi{tro.

En 1971, Kapuler et Michelson (66) avaient observé,
dans le cas du N-Ac—-AAT, un phénom2ne semblable & celui que nous
venons de décrire. Lls montrérent que, aprés réacticn de ce
cancérogéne ultime sur le DNA An vi{fro puis séparation du cancé-
rogéne n'ayant pas réagi sur une colonne de Sephadex G 25, les
spectres d'absorption de leurs échantillons présentaient une
large bande, & environ 34@ nm. Cette bande disparaissait aprés
précipitation des DNA 3 1’éthanol, démasquant alors la bande &

305 nm, qui correspond au cancérogéne fixé de facon covalente.
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Ils avaient alors émis 1l'hypothése de la formation d'un complexe
d transfert de charge entre le N—Ac-AAF et les bases du DNA,

ce complexe étant détruit par précipitation & l'é&thanol.

Il se peut qu'une telle interaction ait lieu dans le cas du

di Ac-4HAQO, puisque nous avons montré que le cancérogéne était
€liminé en milieu WaCl 1,5 M. Ncus ne sommes cependant pas en
mesure de conclure avec précision actuellement ; ceci n'est
d'ailleurs pas le but de notre travail, puisque nous nous intéres:

sons 4 la liaison covalente du cancérogéne sur le DNA.

Un travail tout récent sur l'interaction entre les
polynucléotides synthétiques et le N-Ac-AAF a été entrepris par
Harvan ef af en 1277 (42). Ces chercheurs ont purifié leurs échan

tillons de deux maniéres différentes :

~ dialyse en continu dans le tampon seul ;

- précipitations et lavages & 1'é&thanol

o

Ils ont montré que la fagon la plus slire d'éliminer tout le can-

cérogéne non fixé de facon covalente était la précipitation &

1'éthanol.

En conclusion, puisque dans le cas du di Ac—-4HAQO,
aprds deux précipitations & 1'é&thanol, la mEme quantité de cancé-
rogéne reste fixée sur le DNA, nous avons adopt& la méthode de
purification suivante : deux précipitations a l'éthanol, aprés
extraction & 1'éther et dialyse rapide pour éliminer 1'éther

restant.

IV. Amélioration de la méthode : diminution du temps de réaction.,

Pendant la durée de 1'incubation du di Ac-4HAQO,
en présence de DNA, il y a concurrence entre deux phénoménes
chimiques :

41 . . ~ . .

- 1'un qul représente la réaction favorable :
formation, & partir du di Ac-4HAQO, de composés réactifs qui se
fixent sur le DNA de fagon covalente ;

~ 1'autre qui est défavorable : une dégradation

plus poussée du cancZrogéne, qui aboutit @ la naissance dans

le milieu de produits divers qui pourraient alors :



. soit se fixer au DNA par liaison de faible
énergie ;
. soit interagir entre eux par des réactions

intermoléculaires pour donner d'autres composés plus complexes.

Nous avons noté dans la partie expérimentale
(Paragraphe IV, C ; p. 69) que le temps de 1/2 solvolyse du
di Ac-4HAQO en milieu tfampon citrate 2 X 20"3 M, pH 7/&thanol :
80/20, a 37°C, &tait de l'ordre de 8 minutes. Pa» conséquent,
au bout d'environ 1/4 d'heure, tout le di Ac-4HAGQO est décomposé.
En présence de la macrcmolécule de DNA, la solvolyse est ralen-
tie. Pour cette raison, nous avions tout d'abord choisi un temps
d'incubation de 1 h 30, mais il se peut gu’avec une durée de
réaction plus courte on arrive au méme résultat final. Nous
avons donc essayé de diminuer le temps de réaction de moitié
afin de limiter, pendant l'inter=zction DVA-di Ac-4HAQO, le
deuxieme phénoméns chimique défavorable que ncus avons cité plus
haut.
Pour cela, nous avons fait réagir deux &chantillons DNA-cancéro-
géne R = 0,5, préparés de facon identique, 1'un étant incubé
pendant 1 h 30 et l'autre pendant 3/4 d'heure. Nous avons alors
comparé, aprés précipitation & 1'é&thanol, les spectres d'absoxrp-
tion obtenus dans les deux cas, en celculant les rapports

D.O. /D.O Dans la zone spectrale correspondant au

cancérogéna "DNAC

cancérogéne, 1l'absorbance est tré&s faible. En augmentant d'un

facteur 10 la largeur de la cellule de mesure et en amplifiant
3

10 fois la sensibilité de 1'appareil, nous obtenons cependant

un signal précis.

Les calculs des rapports D.O. dans les deux

- . [/D.O._,
cancérogéne DNA?
cas, nous ont donné des résultats identiques, aux erreurs d'expé-

rience prés :

£=_11h30
= 00,0427 D.0. - .
D. "cancérogéne 0,042 D.0 cancérogéne 0,042 -3
[N = ———— =6 x 10
= 7,00 ¥ D.O._. -
D.O.260 7,00 D.O DNA 7
£t =_3/4"h
' 1CE sne rfﬁi S cancérogdy 0,048 -
cancérogéne B &} ' ; 4 - U, © = 6,05 x 10 3
w7 , ’ ISR 7 F
D.0-960 fauY SRR 7,60
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Nous avons donc finalement choisi un temps d'incubation de
3/4 d'heure qui nous permet de limiter la dégradation du
di Ac-4HAQO en milieu aqueux.
Enfin, nous terminons la purification des échan-

tillons par une centrifugation de 20 minutes & 5000 t/mn.

En résumé, la méthode de préparation des échan-
tillons de DNA {n viftho est la suivante :
- Incubation a 37°C, pendant 3/4 d'heure, 3 1'obscurité
- Extraction & 1'éther
- Dialyse rapide afin d'éliminer 1'éther restant
- Deux précipitations & 1'éthanol
- Dialyse rapide afin d'éliminer 1'é€thanol restant

- Centrifugation des solutions 20 minutes & 5000 t/mn.

Ces conditions ont &té légérements modifiées pour
les manipulations en force ionique élevée. Elles sont réalisées
dans un tampon citrate 2 x 10‘3 M + 0,05 M NaCl, pH 7 et ceci
nous a amenée 3 modifier le paramétre temps de la réaction
DNA-di Ac-4HAQO. Nous avons effectué une cinétique de solvolyse
du di Ac-4HAQO dans le tampon 2 x 10—3 M+ 0,05 M NaCl, pH 7/
éthanol : 80/20, de la méme manié&re que nous l'avions fait dans
les autres conditions de force ionique. Les résultats de 1'ana-
lyse spectroscopique sont présentés dans la figure 24. Nous
constatons que dans ces conditions de force ionique, la solvolyse
est légérement ralentie, le temps limite &tant de 1 heure.

Nous avons également tracé la courbe de solvolyse qui est présen-—
tée dans la figure 25. Le temps de demi-solvolyse, t1/2’ est
d'environ 10 minutes. Par analogie avec le temps adopté dans le
tampon sans NaCl, nous avons incubé ces &échantillons pendant

] h 15. Les autres conditions de préparation de ces solutions

sont identiques & celles que nous avons énumérées précédemment.
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CHAPITRE 11 - LA COMPARAISON IN VIVO-IN VITRO.

Dans un travail que nous avons d&ja cité,
Enomoto ¢f af (32) ont &tudié l'interaction DNA-di Ac-4HAQO 4n

vitrno. Ils ont comparé leurs résultats 3 ceux obtenus AN VAVO

par d'autres auteurs (Tada ef af (160) ; Matsushima et al (94))
aprés traitement de cellules ascitiques par les cancérogénes
précurseurs et extraction du DNA transformé. Ils ont utilisé
la fluorescence comme méthode de caract@risation de leurs DNA.
Malgré son intérét, le travail d'Enomoto ¢t af comporte, nous

semble-t-il, quelques faiblesses. En particulier :

- la comparaison An vAvo-4An vitrho est faite sur des DNA
d'origines différentes ;

~ les’€tudes spectroscopiques qui ont servi & faire cette
comparaison ne sont pas décrites avec précision ;

-~ enfin, 1'appareillage permettant 1'étude de la fluores-
cence a 8té suffisamment amélioré ces dix derniéres années pour

espérer réaliser, & ce jour, une étude plus fine.

Nous avons repris cette étude comparative {n vdvo-
Ain vitrno en prenant, dans les deux cas, un DNA extrait de cel-

lules ascitiques.

I. Etude An vivo.

Aprés extraction, le DNA est mis en solution dans
le tampon citrate 2 x 10”3 M, pH 7. La concentration des solutions
est de 1 mg/ml.

Les spectres d'émission de fluorescence de cing &chantillons
différents ont &té enregistrés :

- DNA extrait des cellules aprés traitement au 4NQO
pendant | heure ;

- DNA extrait des cellules apfés traitement au 4NQO

pendant 2 heures ;
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- DNA extrait aprés traitement au 4HAQO, pendant 2 heures
- DNA témoin extrait de cellules non traitées.
Ces spectres sont présentés dans les figures 26 et 27, pour le
4NQO et le 4HAQO respectivement. Le signal de fluorescence est
trés faible,surtout pour les échantillons de DNA obtenus aprés
traitement au 4NQO (Fig. 26), Nous avons dfi pousser pratiquement
a4 fond la sensibilité& de 1'appareil, ce qui explique le bruit de
fond observé.
Les spéctres des deux DNA témoins nous montrent que le DNA seul
n'est pas fluorescent guand on l'excite a 350 nm, ce qui est
logique puisqu'il n'absorbe pas d cette longueur d'onde.
La bande fine que nous observons 4 400 nm est due & la raie

Raman de l'eau du milieu.

Dans les deux cas, nous observons une bande
d'émission principale dont le maximum est @ 465 nm. Ceci signifie
que le 4NQO et le 4HAQO, aprés activation métabolique 4K vivo,
ont donné une forme ultime qui s'est fixée au DNA de facon cova-
lente, puisque nous retrouvons ce produit sur La macromoclécule
aprés extraction du DNA, la méthode comportant plusieurs précipi-
tations 4 1'éthanol. Nos résultats sont donc en accord avec ceux
de Tada et af (160) et Matsushima et af (94) qui ont obtenu une
bande de fluorescence dont le maximum est & 465 nm.

Dans le cas du DNA extrait aprés traitement des cellules au
4HAQO, nous pouvons noter la présence d'épaulements & 475 nm,
485 nm et 495 nm (Fig. 27). Les épaulements 2 475nm et a8 495 nm
sont également visibles sur le spectre du DNA extrait aprés

traitement au 4NQO, pendant 2 heures {(Fig. 26).

Les spectres ont été effectués 3 une méme sensi-
bilité de 1'appareil, mais en position variable (non calibrée).
I1 nous a donc été impossible de faire une comparaison quanti-
tative précise. Nous pouvons seulement constater, pour chacun
des deux cancérogénes, que la quantité de produit fixé de fagon
covalente est vraisemblablement supérieure pour un temps d'action
de 2 heures, la bande d'émission de fluorescence étant alors

plus intense qu'aprés un temps d'action d'une heure.
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II. Etude An vitnro,

Nous avons utilisé& le DNA extrait des cellules
non traitées au cancérogéne et nous l'avons fait réagir avec
le di Ac-4HAQO,selon la méthode que nous avons décrite dans
la partie expérimentale, p. 67 a 71.

Nous avons préparé deux échantillcns de DNA :
R = 0,2 et R = 0,5.
Les spectres d'émission de fluorescence ont été enregistrés,
la longueur d'onde excitatrice &tant toujours fixée a 350 am.
Les concentrations en DNA des deux échantillons étaient de
0,26 mg/ml pour R = 0,2 et de 0,3 mg/ml pour R = 0,5,
Nous avons pu effectuer l'enregistrement & une sensibilité de
l1'appareil environ 10 fois plus faible que Jdans le cas des
échantillons 4n vivo. Il semble donc qu'dn v.iftro le cancérogéne
se soit fixé en plus grande quantité sur le DNA. Ces spectres
d'émission sont présentés dans la figure 28 : le maximum de la
bande est 3 465 nm et nous distinguons trés nettement des épau-
lements & 475 nm, 485 nm et 495 nm. La présence de ces épaule-
ments indique qu'il y aurait plusieurs bandes d'émission de
fluorescence, la principale étant celle dont le maximum est 2
465 nm.

Dans leur étude d'interaction du di Ac-4HAQO avec
le DNA, Enomoto e¢f af (32) ont observé un maximum d'émission
en fluorescence a3 470 nm. Ilsvn'ont cependant pas montré leurs

spectres dans leur publication.

ITI. Conclusion.,.

Dans les deux cas, nous avons donc obtenu des
spectres de fluorescence dont les bandes sont situées aux mémes
longueurs d'onde. La seule différence réside dans l'intensité
des bandes qui est beaucoup plus faible 4n vivo. 11 semble
logique d'attribuer cette différence a une fixation plus faible
du cancérogéne {in vivo, les réactions &tant toujours trés peul
marquées dans ce cas, ce que nous avons signalé dans la partie

"Généralités", p. 18.
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La similitude des spectres de fluorescence 4An
vivo et in vitrno ne signifie cependant pas forcément que les
produits base-cancérogéne soient identiques dans les deux ceas.
Autrement dit, pour pouvoir:conclure si oui ou non le di Ac-4HAQO
peut représenter 1l'une des formes ultimes du 4HAQO 4in vivo,

il faut avoir comparé les produits d'addition cobtenus dans les
deux cas, aprés hydrolyse des DNA transforméz et chromatographie

des hydrolysats (voir Discussion sur le métabolite ultime, p. 59)

Actuellement, nous n'avons pas encore pu ré&aliser ce travail.

En effet, ceci nécessite une méthode de séparation trés fine
aprés hydrolyse des DXNA, ainsi qu'un moyen de détection trés
précis du cancérogeéne fixé,.

Nous disposons depuis peu au laboratoire d'un appareil de chroma-
tographie liquide haute pression qui nous permettra d'effectuer
une bonne séparation aprés hydrolyse. Quant au repérage des produits
d'addition,il ne sera fait précisément que si on a introduit un
marquage radioactif sur le noyau quinoléique des différents
cancérogénes utilisés : le 4NQO, le 4HAQO An vivo et le di Ac-
4HAQO 4in vitro. Les auteurs qui ont réalisé une telle étude

ont d'ailleurs toujours utilisé cette technique de marquage (62,
162, 161).

L'obtention de 4NQO marqué sur le noyau quinoléique nous a été
impossible jusqu'd présent. Nous disposerons cependant de ce
produit dans un trés bref délai ; nous aurons alors le matériel
nécessaire pour terminer la comparaison AN vivo-in vitro.
L'utilisation d'un tel produit nous permetira égalément de doser
avec précision la quantité de cancérogéne fizxée sur le DNA, 4n
viveo d'une part, et.in vitrno d'autre part, en utilisant du

di Ac-4HAQO marqué sur le ncyau quinoléique.,



CHAPITRE IIT1 - L'INTERACTION DNA-DL Ac 4HAQO IN VITRO.

I. Exploration de la réaction DNA-di Ac-4HAQO.

Cette étude a é€té réalisée en milieu tampon ci-
-3 ~ - . _
trate 2 x 10 M, pH 7/&thanol 80/20, la réaction étant effec-
tuée sur les DNA natif et dénaturé dont lesg structures sont,

respectivement, en double hélice et monocaténaire.

1) Le dosage en spectrophotoméinie d'absonption :

Intrhoduction d'un factewr correctifs

Les spectres d'absorption de tous las échantillons
préparés ont &té enregistrés afin de doser le cancérogéne fixé
sur le DNA, selon la méthode décrite précédemment dans la
partie expérimentale (p. 72 a 75).

Les figures 29 et 30 montrent les résultats obtenus
pour une série d'échantillons de DNA natif et une série d'échan-
tillons de DNA dénaturé, respectivement.

La premiére constatation est que le maximum de la bande due au
cancérogéne fixé est situé 3 environ 350 nm pour le DNA natif,
alors qu'il est observé & 360 nm pour le DNA dénature.

Nous pouvons également constater que l'intensité des bandes du
cancérogéne est beaucoup plus grande dans le cas du DNA dénaturé.
I1 semble donc que la quantité de produit fixé dans ce cas soit
plus importante.

Comme nous 1'avons ¢é&jid signaié dans la partie
expérimentale (Paragraphe V, p. 75), nous ne tenons pas compte,
dans nos calculs, de 1l'effet hypochrome &ventuel pouvant exister
au niveau du cancérogéne & 350 nm, aprés fixation sur le DNA
natif ; c'est-a—-dire de la différence des valeurs des € du cancé-
rogéne fixé, sur le DNA natif et le DNA dénatureé.

Dans les deux cas, nous avons donc utilisé& la valeur du 8350
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gqul correspond au maximum de la bande du produit de solvolyse

(Fig. 17) : 6350 = 5300 mole-].l.cmj et nous avons relevé sur
les spectres de DNA transformés les D.0O. au maximum de la bande
du cancérogéne : 350 nm pour le DNA natif et 360 nm pour le DNA

dénatureé.

Si 1'on examine dans les figures 29 et 30 1la
région spectrale de 450 nm i 500 nm, on constate qu'd 500 nm
la densité optique n'est pas nulle. Or, le cancérogéne seul
n'absorbe pas 3 cette longueur d'onde : nous avons noté précé-
demment que la bande obtenue au temps limite de solvolyse pre=~
nait naissance 3 470 nm (Fig. 173 partie expérimentale, para-
graphe IV, C ; p. 69). L'effet est d'ailleurs beaucoup plus
marqué dans le cas du DNA natif.
D'autre part, nous observons que la bande d'absorption du cancé-
rogéne fix@ est disymétrique, particuliérement dans le cas du
DNA natif. Le maximum est alors difficilement repé&rable avec
précision.

11 semble donc qu'une absorbance parasite vienne
s'ajouter 3 celle due au composé fixé, ce qui modifie alors la

forme de la bande d'absorption.

Pour essaver d'expliquer la présence de cette
y P P

absorption parasite, nous avons émis deux hypothéses :

. Cet effet proviendrait de la turbidité des
solutions. Ce ph&noméne de diffusion serait did & la présence
d'aggrégats moléculaires dans le milieu par accolement de molé-
cules de DNA. ’

, Ce méme effet pourrait provenir de la fixation
sur le DNA, en trés petite quantité, de produits de décomposition
du di Ac-4HAQO qui seraient fixés de fagon suffisamment stable
sur la macromolécule pour ne pas &tre éliminés lors de la préci-
pitation & 1'éthanol. Malgré la purification des &chantillons,
ces composés "X", inconnus, donneraient alors cette légére absor-

bance parasite.

Quelle que soit l'origine de cette bande d'absorp-
tion parasite, le fait est qu'elle introduit wune contribution,
particulié@rement au maximum de la bande du cancérogéne, ce qui
doit introduire une erreur dans la valeur de la D.0. a cette

longueur d'onde, l'erreur intervenant ensuite dans le pourcentage



de fixation du cancérogéne. Nous avons donc pensé qu'il était
nécessaire de corriger la D.0, lue sur les spectres, 3 350 nm
et a2 360 nm, en temant compte de la contribution de cette
bande parasite. |

Les calculs ont donc été effectués aprés mise au point de deux

méthodes de correction qui tiennent compte des deux hypothéses

émises précédemment.

a) Premiére hypothése : la diffusion (correction I).

Selon cette hypothése, dans la région spectrale
extérieure 3 la bande d'absorption du cancérogéne, c'est-d-dire
pour des longueurs d'onde supérieures a 470 nm, 1l ’absorbance
que nous observons est uniquement due au phénoméne de diffusion.
La loi physique répondant 3 ce phénoméne peut s'exprimer de
la maniére suivante :

1
D.O, K XZ

diffusion : A

: constante de diffusion ou de Rayleigh

longueur d'onde

Pour chaque spectre de DNA natif et de DNA dénaturé, les valeurs
des densités optiques entre 500 nm et 480 nm nous ont permis de
calculer la constante Kk qui est donnée par la pente de la

drolte : :
D.O. = f -4—\)
diffusion A A /

Connaissant la valeur de Kk, on peut calculer, pour chaque échan-
tillon, la contribution & soustraire & 350 nm et & 360 nm, qui

correspondent aux maxima des bandes du cancérogéne pour les DNA

natif et dénaturé respectivement :

K
D O orrigée ~ D:0vqye ~
corrie (350)%
D.O. . _ = D.o. - <
corrigeée lue



- 9§ -

Nous avons également calculé la contribution & 260 nm, dans

la bande du DNA :

K
D.0O = D.O. -

‘corrigée lue (260)4
Nous avons toujours obtenu & cette derniére longueur d'onde
une valeur de la correction relativement faible, du fait

du facteur d'environ 100 entre 1'ordre de grandeur des D.O.

dues au DNA et au cancérogéne seul.

La figure 31 montre le résultat obtenu aprés cor-
rection totale dans la bande due au cancérogéne,pour un échan-
tillon R = 0,5 de DNA natif., Les contributions dues & 1la
diffusion ont &té calculées tous les 10 nm.

Sur cette courbe corrigée, on peut faire deux remarques dont
la premiére nous a fait mettre en doute la possibilité de
l'intervention d'un ﬁhénoméne de diffusion :

- la bande du cancérogéne obtenue apreés correc-
tion prend naissance & 440 nm au lieu de 470 nm ;

- le maximum de cette bande est déplacé et se

trouve a 360 nm au lieu de 350 nm avant correction.

Nous avons également effectué une telle correction sur toute
la bande du cancérogéne dans le cas du DNA dénaturé& pour un
échantillon R = 0,5. Le résultat est présenté dans la figure 3
La densité optique & 500 nm, avant correction, &tant beaucoup
plus faible dans ce cas et 1l'intensité des bandes plus impor-
tante, le phénoméne intervient peu.

Nous avons noté que le maximun d'absorption, aprés correction,

était déplacé de 2 nm.

En résumé, nous constatons que la correction
intervenant pour le DNA dénaturé est pratiquement négligeable,

comparativement 3 celle intervenant sur le DNA natif.

Les résultats du dosage, en tenant compte de cette

premiére hypothése, sont donnés ci-dessous :



Yook

REFLE ﬂ,\u
A
- /' \n\ﬂly )
\ .
/.
N ¢ee N
N\
\
AN
~
.
\
N
S £
//II V \\t..\lr// ~50
oce \
UDI1022100 m@\ﬁﬁ —— /,
1
(8IN2jE3) 11108400 JNBIDEY ——. — /
\
]
Uol}33ii00 jUBAY ——————— ,
40
; g
G0y
£
180

29

3

.
o
i



wrs

st
(8]
)

-
@

T3
O
il

avde

et

@)
et

T
st

R:=05

Avant correction

Aprés correction

g

fe |
Lo
B




- 07 -
o) Réaction sur le DNA natif

Les pourcentages de fixation pour différents

rapports R sont présentés dans le Tableau V

R Z de fixation
0,1 0,02
0,2 0,16
0,5 0,49
0,5 0,67
0,5 0,17

I ' 0,65

1 6,78

1 0,49

1 0,8
1,5 0,63

2 non calculable

2 0,43

Nous pouvons constater que nous obtenons des résultats qui ne
sont pas reproductibles pour des échantillons de méme rapport
R de départ. La courbe : 7 de fixation = f£(R} est d'ailleurs
impossible & tracer (Fig. 33).

De plus, dans certains cas, le pourcentage de fixation a été
impossible & calculer, la soustraction de la ccantribution 'due
a4 la diffusion’) a3 350 nm, ayant donné une valeur de D.0. néga-

tive d 350 nm.

B) Réaction sur le DNA dénaturé.

Les pourcentages de fixation scnt donnés dans

le Tableau VI, p. 98.
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Tableau VI

R Z de fixation
, 1 0,75
,2 1,3
0,5 2,2
1 2,8
1 3
1,5 3,1
2 2.8

Dans ce cas (Fig. 34), les mesures se placent & peu prés
correctement sur une courbe de variation continue, ce quil
n'est pas surprenant puisque le terme correctif est trds

faible.

Comme nous l'avons noté précédemment, les
résultats du dosage sur le DNA natif, 3 1l'aide de cette
méthode de correction, semblent aberrants. D'autre part,
nous avons observé que la valeur de la constante de diffu-
sion K variait d'une longueur d'onde & une autre dans des
proportions non négligeables, et qu'enfin le spectre''diffé-
rence obtenu, qui devrait correspondre au cancérogéne seul 1ié
sur le DNA, n'est pas le méme pour les DNA natif et dénatu-
ré (début d'absorption & 440 nm dans un cas et a 470 nm dans
l1'autre ; Figs. 31 et 32).

Pour toutes ces raisons, 1l nous a semblé& que cette correc-
tion n'était pas valable et nous nous sommes tournée vers la
deuxiéme hypothése (émise p. 94) dont nous exposons les

résultats dans le paragraphe suivant.

b} Deuxiéme hypothése : Les produits de

dégradation du di Ac-4HAQO {(correction II)Q

Afin d'étayer cette hypothése, nous dvons

effectué le test suivant :
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Nous avons préparé simultanément deux €chantillons de DNA

R =1, 1'un obtenu dans les conditions normales de réaction
et l'autre en utilisant une solution de di Ac-4HAQO déja
totalement hydrolysé aprés incubation de 3/4 d'heure a 37°C
(R = 1<:>). Dans ce dernier cas, les produiifs 2lectrophiles
réactifs qui, dans les conditions normales, sont susceptibles
de se fixer par 1iaison'covalente sur le DNA, sont absents

du milieu etnepeuvent plus y €tre formés.,

(A

La manipulation a &té effectuée sur le DNA

(& W
(D\

natif, d'une part, et sur le DNA ature, d'autre part.
Dans les deux cas, nous avons comparé les spectres d'absorp~
tion des &échantillons R = 1 préparés dans les conditions
normales, avec 1'échantillion R = 1<§>. Un témoin R = 0, sans
cancérogéne, a servi de référence. Les figures 35 et 36

montrent les résultats obtenus, dans la zone spectrale du

cancérogéne pour le DNA-'natif et le DWA dénaturé, respective-

ment.

Le spectre de 1'échantillon de DNA natif R = 1<§> présente {/E?>
Ul

une absorbance notable. de 500 nm a 300 nm, gui augmente w”

de fagon irréguliére pour devenir assez importante de 380 nm

a 300 nm.

Dans le cas du DNA dénaturé, cette abscrbance est moins intense.
L'allure générale du signal d'absorption est cependant la méme

que dans le cas du DNA natif.

Nous avons enregistré le spectre de filuores-
cence de 1l'échantillon de DNA natif R = }<g}, la longueur
d'onde d'excitation €tant fixée & 350 nm et nous avons noté
sur ce spectre la présence d'une faible bande d'émission,

dont le maximum est situé & environ 510-520 nm (Fig. 37).

L'analyse des échantillons R = 1{(X) nous a
done montré que des produits d'hydrolyse ou de dégradation du
di Ac-4HAQO restent fixés sur le DNA aprés purification.

11 se peut que, dans les conditions normzles de réaction, ces
mémes composés formés en milieu aqueux viennent se fixer,
également de fagon covalente, sur la macromolécule, mais en
quantité beaucoup plus faible, la réaction prédominante &tant

toujours la fixation covalente & partir du di Ac—-4HAQO.
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La présence de ces composés peut d'ailleurs €tre détectée
4 1'oeil nu sur les précipités de DNA natif (g), qui sont

trés légérement colorés.

Comme nous le détaillerons par la suite, nous
avons constaté que ces produits "X" ne sont pas déstabilisants.
En effet, les échantillons de DNA natif (g) ont la méme tem-

pérature de fusion que le témoin R = 0 sans cancércgine.

I1 nous a paru tentant d'expliquer la défor-
mation de la bande d'absorption du cancérogéne par la présen-
ce sur le DNA de ces composés de dégradation.

La valeur exacte de la contribution &8 350 nm et 3 360 nm, dans
ce cas, est impossible 3 connalTtre pour un &chantillon donné.
Nous avons cependant essayé de 1'évaluer, de la facon suivante
Dans le cas du DNA natif, nous avons constaté que la D.O.

de 1'échantillon R = 1(:), a 350 nm est environ le double de
celle notée a8 500 nm (Fig. 35)

X = D.O.500 om 0,012 D.0.
. 350
————= 20 = 2 > D.O.‘350 ~ 2 x
= D.O. ’
D.O.350 nm 0,027 500
En calculant, & partir du spectre de 1'&chantillon R = 1(%),

les rapports existant entre la D.0O, & 500 nm (x) et la D.O.
tous les 10 nm, de 490num & 300 nm, nous avons pu évaluer appro-
ximativement, pour 1'échantillon R = 1, 1z contribution due aux
precduits "X", 3 partir de la valeur de x pour cet échantillon.
Ces calculs ont été effectués sur deux essals R = I(E), le
résultat étant le méme dans les deux cas.

La courbe corrigée obtenue est présentée dans la figure 38.
Nous constatons que le maximum est nettement visible et qu'il
est situé a4 350 nm. D'autre part, la bande du cancérogéne,
aprés correction, prend naissance & 470 nm, en accord avec le

spectre du di Ac~4HAQO, au temps limite de solveclyse.

Pour obtenir la D.0. ceorrigée, a 350 nm, n@us
soustrayons donc pour chaque échantillon de DNA natif la waleur

2 x, X étant la D.0O. i 500 nm.
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Nous avons réalisé une correction similaire
dans le cas du DNA dénaturé, en utilisant les spectres de plu-~
sieurs échantillons R = 1(:) et R = 2 (:). La figure 39 montre
le résultat obtenu pour R = 1. Nous pouvons constater que la
correction est peu importante et que le maximum de la bande,
aprés correction, est toujours situé 3 360 nm.

Dans le cas du DNA dénaturé, nous avons noté sur les échantil-

-~

lons (:), que la D.O. a 360 nm était environ 3 fois supérieure

a celle notée a 500 nm (exemple : fig. 36)
y = D.O.500 I 0,006 b0
U360
— = 3,1 = 3 - D.O. * 3y
= D.C. ? 360
D.O.360 om 0,019 500

La valeur de 1la D.O.360 que nous employons pour calculer 1la
concentration en cancérogéne fixé [C] 2st donc obtenue en
soustrayant, pour . chaque échantillon de DNA dématuré, 1la

veleur 3 y, y étant la D.O., a 500 nm.

Nous sommes consciente du fait que cette correc-
tion est trés criticable. En effet, nous n'avons aucune preuve
chimique pour étayer cette hypothése, si ce n'est la connais-
sance de la grande instabilité du di Ac-4HAQO en milieu aqueux.
D'autre part, cette correction ne nous permet pas de tenir
compte de la contribution des produits "X" & 260 nm, dans le
calcul de la concentration en DNA., Cette contribution serait
probablement tré&s faible, puisqu'il existe un facteur 100 entre
les valeurs des D.0O. dans les deux zones spectrai.s.

Quoiqu'il en soit, la correction dolt E€tre
effectuée et nous avons calculé les pourcentages de cancérogéne

fixé sur le DNA en utilisant cette méthode.

2) Résultats du dosage.

a) Réaction sur le DNA natif,

Les résultats des calculs sont présentés

dans le Tableau VII, p. 102.
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Tableau VII

R %2 de fixation
0,1 ‘ 0,23
0,2 0,43
0,5 | 0,68
0,5 0,73
0,5 0,65
I 0,93
i 0,88
I 0,80
I 0,88
| 0,89
1,5 0,90
2 ' 0,84
2 0,87

La premiére constatation est que les résultats obtenus dans ce
cas montrent des valeurs beaucoup plus reproductibles, pour

des rapports R de départ identiques. D'autze part, ces résul-
tats semblent assez cohérents, les pourcentages de fixation
prenant des valeurs réguliérement croissantes au fur et 4 me-
sure que R augmente de 0,1 3 1. C'est ce que montre la figure 40,
qui donne la courbe : Z de fixation = f(R).

Pour des valeurs de R supérieures a8 |, un seuil de fixation
paralt €tre atteint. Il semble donc, dans les limites de wva-
lidité de la méthode de correction, qufil ne soit pas possible
de fixer sur le DNA natif plus de | 7 de cancérogéne environ,
dans les conditions de préparation employées : Tampon 2 x IO-BM,
pH 7/EtOH 80/20, temps de réaction t = 3/4 ¢ heure, température

=37°C, concentration de DNA au départ : 0,5 mg/ml.

Nous avons tracé la courbe d'étazlonnage

D.0.359 3
X

——l 107 = £ (7 de fixation) qui permet la dZtermination
D.O260

spectrophotométrique du pourcentage de fixation du cancérogéne

sur le DNA natif, connaissant les valeurs des D.0O. a2 350 am
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et a 260 nm. Cette courbe est présentée dans la figure 41.

Malgré 1'imprécision du dosage effectué, nous
pouvons tout de méme constater que le taux de fixation du
cancérogéne sur le DNA nafif est faible, la valeur maximale
atteinte &tant d'environ | %. Un si faible taux d'addition
peut avoir deux origines : 1'une chimique, liée a8 la grande
réactivité du di Ac-4HAQO en milieu aqueux, l'autre stérique j
dans ce cas, certains sites réactionnels seraient situés a
1'intérieur de la double hélice et par conséqguent difficilement
accessibles au cancérogéne. La comparaison avec les résultats

obtenus par réaction sur le DNA dénaturé nous donnera un

premier &€lément de réponse, ce que nous allons voir maintenant.
b) Réaction sur le DNA dénaturé,

Dans le Tableau VIII ci-desscus, nous donnons

les résultats obtenus dans ce cas :

R % de fixation
0,1 0,80
0,2 1,40
0,5 2,10
1 2,80
1 2,%
1,5 3,20
2 3,10

Comme nous l1l'indique le tableau, la réactivité du cancérogéne
sur le DNA dénaturé est supérieure & celle sur le DNA natif.

Le taux de fixation est environ 3 fois plus important sur le

DNA simple chaine.

La courbe présentée sur la figure 42 nous montre qu'un seuil
de fixation est atteint, de la méme maniére que pour le DNA

natif, pour des valeurs de R supérieures a 1, La valeur
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maximale du taux de fixation est d'environ 3 Z.

Nous avons également tracé la courbe de déter-—

mination spectrophotométrique : D.0.560 10° = £ (7 de
LA (7

D

fixa-
.O.260

tion). Cette courbe est donnée dans la figure 43.

3) Discussdlon.

La comparaison entre les réactiris sur ie DNA
natif et le DNA dénaturé nous a montré l'existence d'un seuil
de fixation du cancérogéne, dans les deux cag.

Puisque dans le cas du DNA dénaturé la correction que nous
effectuons est pratiquement négligeable, le seuil que nous
observons également pour le DNA natif n'est donc pas un arte-
fact di 34 la méthode de dosage, c'est-i~dire 4 la correction.
I1 semble donc que dans les conditions de réaction employées,
la fixation du cancérogéne atteigne rapidement un taux limite,
qui ne correspond probablement pas & umne saturation des sites
réactionnels. Au contraire, ce phénoméne serait plutdt di &
la grande instabilité du di Ac-4HAQO en milieu aqueux : la
réaction d'hydrolyse du cancérogéne vient corcurrencer la

réaction de fixation sur la macromolécule.

Cette étude mnous indique donc que le réacti-
vité du di Ac—-4HAQO sur le DNA dépend de sa structure secon-
daire.

Puisque la réaction est favorisée sur le DNA dénaturé, omn peut
penser que tous ou une grande partie des sites de fixation du
cancérogéne seraient situés 4 l'intérieur de la double hélice,
c'est-i-dire qu'ils ne seraient accessibles par aucune des deux
gorges du DNA natif. La réaction ne serait alors rendue possi-
ble, en ces sites, que par les phénoménes de "vrespiration'”, qui
en provoquant l'apparition de régions transitolrement ouvertes,

dégageraient ces atomes.
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Sur le DNA monocaténaire, ces sites réaction-
nels seraient alors totalement démasqués et l'effet stérique
serait levé. Du fait de ce démasquage de certains sites,
et donc de la présence sur la macromolécule d'une quantité
de produits supplémentaires qui pourraient interagir de fagon
différente avec les bases, on peut s'expliquer le déplacement

du maximum de la bande du cancérogéne, de 350 nm 2 360 nm.

Nous mne pouvons malheureusement pas interpré-
ter avec beaucoup plus de précision nos résultats, les sites
de fixation de ce cancérogéne sur les bases &tant encore mal
connus.

Des auteurs japonais (164, 162) ont identifié& quatre produits,
aprés action des cancérogénes précurseurs AN VLV0 : 3 composés
d'addition sur la guanine et un produit sur 1'adénine. Cepen-
dant, les atomes impliqués dans ces interactions n'ont pas été
déterminés. Xawazoe ¢f al (71) ont seulement proposé, pour

le produit sur 1'adénine, deux structures différentes : le
cancérogéne serait fixé soit sur le N-1, soit sur le 6—NH2
de cette base. Ces atomes sont accessibles par les gorges du
DNA dans la structure en double hélice. Ces sites ne sont donc
pas masqués sur le DNA natif.

Ceci n'est pas en contradiction avec nos résultats, car l'adé-
nine ne représente pas la seule cible de 1l'interaction sur le
DNA. Zn effet, la guanine serait également impliquée et il
n'est pas impossible de penser, a partir de résultats concer-
nant d'autres cancérogénes, que le C-8 et le 2-NH2 de cette
base soilient concernés. Le C-8,qui se trouve a8 l'intérieur de
la double hé&lice, serait donc démasqué sur le DNA dénaturé,

ce qui expliquerait cette augmentation de la réactivité que

nous avons observée dans le cas du di Ac-~4EAQO.

Nous avons enregistré les spectres de fluores-
cence des échantillons de DNA natif et de DNA dénaturé. Ces
spectres sont présentés dans les figures 44 et 45, respectivement
Les résultats obtenus ne sont pas en contradiction avec notre

hypothése.
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D'un point de vue purement. qualitatif, et de la méme maniére
que pour le DNA de cellules ascitiques utilisé lors de 1la
comparaison An VAv0o-An vALL#h0, nous observons une bande d'émis-
sion, qui, dans les deux cas, a un maximum situé & la méme

longueur d'onde : 465 nm,.

L'étude en fonction de la structure secon-
daire nous a donc conduit 3@ penser que la plus grande partie
des sites réactionnels,dans l'interaction DNA-di Ac-4HAQO,
seraient situés 3 l1'intérieur de la double hélice.

Afin d'étayer cette hypothése et de déterminer si des sites
externes sont é&galement impliqués (par exemple : le 6—NH2
et le N-2 de 1'adénine (71)), et dans quelles proportions,

nous avons entrepris une étude en fonction de la force

ionique.
B) Etude _en_fonction de_la_ force ionique
Role de_la structure_ dynamique_du_DNA.
Les deux catégories de sites réactionnels
sur le DNA (sites intermes - sites externes) se différencient

de cette maniére :

- Sites internes (masqués). La réaction sur
de tels sites posséde les caractéristiques suivantes : faible
réaction sur le DNA natif ; augmentation de la réactivité

sur le DNA dénaturé (démasquage) ; forte inhibition de la

réaction en absence de la structure dynamique du DNA, a force

ionique élevée (respiration inhibé&e).

- Sites externes (non masqués, accessibles
par les gorges du DNA). Dans ce cas, les caractéristiques sont
les suivantes : réaction possible sur le DNA natif aussi

bien que sur le DNA dénaturé ; aucune inhibition de la réaction

en absence de la structure dynamique du DNA, & condition que

la force ionique ne vienne pas inhiber la réaction chimique:s .

en elle-méme.
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Globalement, l'effet observé dépend du pour-
centage respectif des deux sortes de sites. Par exemple, s'il
existe des sites externes dans le cas du di Ac~4HAQO, nous
devrions pouvoir observer, sur le DNA natif, quand la force
ionique augmente, une inhibition de la réaction qui ne serait
que partielle.
Nous avons donc entrepris cette étude, afin de déterminer dans
quelle mesure la structure dynamique du DNA natif peut favori-
ser la réaction du di Ac~4HAQO sur la macromolécule.
Pour cela, nous avons augmenté la force ionique du milieu
par addition du NaCl dans le tampon citrate 2 x 10—3 M, pH 7.
L'addition de NaCl dans le milieu tend a supprimer la struc-
ture dynamique du DNA, c'est-a-dire qu'il n'existe pratique-
ment plus de régions transitoirement ouvertes. En d'autres

termes, le phénoméne de respiration est inhibé.

Nous avons effectué les manipulations sur le
DNA natif et également sur le DNA dénaturé, afin de savoir si
1'éventuelle inhibition observée ne provenait pas de 1'inhi-
bition de la réaction chimique en elle-méme, du fait de
1'augmentation de la force ionique.
Les échantillons sont incub&s pendant ' h 15 (Voir chapitre I,

paragraphe IV ; p. 88).

1} Les nésultats obtenus.

Les spectres d'absorption des échantillons de
DNA ont &té enregistrés aprés purification. La figure 46 montre
ces spectres, pour deux rapports R = 0,5 et R = 1, dans le cas
du DNA natif. La figure 47 montre les spectres correspondant
aux mémes valeurs de R, pour .= DNA dénaturé.
Nous pouvons constater que dans les deux cas la réaction semble
inhibée, puisque la bande due au cancérogéne est pratiquement
inexistante. En particulier, on distingue trés mal le maximum
qui serait dans les deux cas situé 3 environ 350 nm.
Deux essais [R = 0,5, R = 1] x 2 nous ont donné des résultats

identiques.
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Nous avons préparé deux &chantillons R = 1(:),
en effectuant la réaction sur le DNA natif et sur le DNA déna-
turé. Nous avons alors constaté que la fixation -hypothétique-
des produits de dégradation "X" n'€tait pas inhibée par 1'aug-
mentation de la force ionique, puisque nous avons retrouvé
la méme allure de bande que précédemment,dans les deux cas.

De plus, nous avons noté sur les spectres obtenus que les

PR ~ .
valeurs des rapports D.O.350/D.0.500 €talent les mémes qu'en

D.O.
absence de NaCl : 350 ~ 2 x, dans le cas du DNA natif et
D.O.350 D.O.
——— =~ 3 x dans le cas du DNA dénaturé ; x représente la
D.O.500

valeur de 1la D.0. a 500 nm.

Nous avons donc effectué les calculs des pourcentages de fixa-
tion, quand cela était possible, en utilisant la méthode de
correction II. La valeur du € employée est celle donnée par

350
la solvolyse en présence de NaCl = 5800 mole l.l.cm :

€
350
(Chapitre I, fig. 24). Le Tableau IX, ci-dessous, montre les

résultats obtenus

DNA natif DNA dénaturé
R 0,5 1 0,5 2 0’5 1
Z de % "
fixation 0,06 >< 0,05 >< 0,27 0,27

x L.
Ces valeurs sont de 1'ordre des erreurs expérimentales

>< non détectable par notre méthode de dosage.
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Si 1'on compare ces résultats & ceux obtenus dans le tampon

2 x ]O_3 M, pH 7, sans NaCl (Tableau VII, p. 102, pour le DNA
natif ; Tableau VIII, p. 103, pour le DNA dénaturé&), on cons-
tate que la réaction est inhibée d'un facteur 10 environ.
Cependant, 1l semble que notre méthode de dosage ne soit pas
assez sensible pour déterminer avec précision l'amplitude de
cette inhibition. En particulier, dans le cas du DNA natif,

il est difficile de dire si le pourcentage de cancérogéne fixé
est nul ou non.

Une méthode de dosage 4 1'aide de radioé&léments nous permettra

de conclure avec plus de certitude.

Cependant, le fait est que la réaction est
inhibée dans les deux cas, c'est~3-dire également dans le cas
du DNWA dénaturé. Ceci signifierait que, dans les conditions de
force ionique utilisées, la réaction chimique en elle-méme
ne peut se faire. | _
Une telle conclusion peut €tre tirée en appliquant la théorie
des polyélectrolytes. Dans le cas du DNA, 1'atmosphére de con-
tre-ion située autour des groupements nhosphates, chargés
négativement, dépend de la force ionique. L'interaction élec-
trostatique entre les ions positifs (les réactifs électro-
philes formés & partir du di Ac-4HAQO) et le DNA est trés ré-
duite quand on augmente la force ionique du milieu, du fait
de la compétition avec les ioms positifs du tampon, l'ion Na©
en particulier. La conséquence en est donc l'inhibition de la
réaction chimique, puisque l'attraction é€lectrostatique des
deux réactifs est empéchée ; or, cette approche des sites
réactionnels est nécessaire 4 la réaction.

Par conséquent, dans le cas du DNA natif,

il est difficile de détecter un effet additionnel provenant

de 1'absence de la structure dynamique de la macromolécule.

Cette premi@re approche ne nous permet donc
pas de conclure, comme nous l'avions espéré, quant 3 l'effet
de la structure dynamique du DNA sur la réaction DNA-di Ac-4HAQC
Par ailleurs, notre dosage n'est pas assez sensible quand il
s'agit de détecter de trés faibles pourcentages de fixation

du cancérogéne sur le DNA.
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IT. Les modifications de la structure du DNA, aprés fixation

covalente du cancérogéne.

Deux techniques différentes ont été utilisées
pour cette étude,qui a eté réalisée sur le DNA natif :

. La mesure des températures de fusion qui
donne des renseignements sur la structure secondaire du DNA
et sur sa perturbation éventuelle.

. La mesure de la biréfringence E&lectrique
qui donne des informations sur les structures secondaire et

tertiaire.

o o o v o v e s i — o —— - e T —— " —a v ——— " - ———

L'appareil de mesure qui a €té mis au point
au laboratoire est couplé avec un enregistreur X.Y. qui,
en fin de manipulation, donne le tracé de la courbe sigmoide
D.0. = £(T) et de la courbe dérivée d(D.0.)/dT, aprés avoir
gardé les données en mémoire (T représente la température).
Nous avons toujours utilisé les valeurs des températures de
fusion, Tf, données par le tracé des courbes dérivées : 1la
Tf est alors la valeur de la température au maximum de la
‘courbe dérivée. Cette détermination est en effet beaucoup
plus précise que celle obtenue & partir de la courbe sigmoide
D.0. = f(T). Pour chaque échantillon, nous avons toujours fait
deux mesures de Tf et n'avons jamais observé plus de 0,2°C
d'écart entre les tempérétures de fusion d'unebméme solution
de DNA. '
Les mesures ont été effectuées sur deux séries d'échantillons
de DNA natif, pour différents pourcentages de fixation, en
milieu tampon citrate 2 x 10_3 M, pH 7. Aprés purification
des é&chantillons et enregistrement des spectres d'absorption,
pour le calcul des pourcentages de fixation du cancérogeéne,
les solutions de DNA sont diluées 20 fois pour l'enregistrement
des températures de fusion. La longueur d'onde du spectrophoto-

métre est fixée 3 260 nm.



1) Chodix du £témoin de mesure
Comparnaison des T4 de DNA (:) et de DNA R = 0.

Les premiéres mesures que nous avons effectuées
ont été les suivantes : nous avons comparé& les températures
de fusion des échantillons de DNA (g} (R = 1(%), R = 2<:>) 3
celle d'"un DNA témoin R = 0,3 une force ionique strictement
identique. Cette manipulation a été réalisée afin de déterminer
si le DNA R = 0 &tait un bon témoin pour les mesures de Tf.
Les résultats des trois essais effectués sont donnés dans

le Tableau X ci-dessous :

. ‘
R 0 1(:> 0 1<§> £ 2(%)
55,6 58,4 57,6 57,5 {57,35 57,4
Tf en °C
58,6 58,4 57,6 57,4 57,45 57,5
Tf moyenne 58,6 58,4 57,6 57,45 57,4 57,45
ATE en °C 0 - 0,2 0 - 0,154 O - 0,05

ATf = Tf (R # 0) — Tf (R = 0)

Etant donnée la précision des mesures (* 0,2°C), ces résultats
nous montrent que les produits "X" qui se fixent sur le DNA
natif ne sont pas déstabilisants ; leur présence n'apportera
aucune contribution dans la détermination des températures de
fusion des échantillons préparés dans les conditions normales
de réaction,puisque la quantité de ces produits est probable-
ment beaucoup plus faible dans ce cas que dans celui d'un
DNA @ .

Nous avons donc pris comme Tf de référence, pour chaque série

d'8chantillons, celle de la solution de DNA R = 0,
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7) Résultats des mesurnes.

a) Premiére série d'échantillons.

Le Tableau XI présente les valeurs que

nous avons obtenues

R 0 0,5 1 1,5
7% de fixation 0 0,73 0,88 0,90
59,1 57,85 57,8 57,5
Tf en °C :
59 - 57,95 57,6 57,5
Tf moyenne 59,05 57,9 57,7 57,5
ATf en °C 0 - 1,2 - 1,4 - 1,6
b) Deuxiéme série d'échantillons.
Tableau XII
R 0 0,1 0,2 0,5 1 2
7 de fixation 0 0,23 0,43 0,68 0,93 0,87
Tf en °C 57,45 57,2 56,8 56,25 55,8 55,8
57,5 57,3 57 56,2 55,7 55,8
Tf moyenne 57,47 57,25 56,9 56,2 55,75 55,8
ATf en °C 0 - 0,2 - 0,6 - 1,2 - 1,7 - 1,7
(%ﬂ%
EUTAES
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La premiére constatation est que, au fur et 3 mesure que le
pourcentage de fixation du cancérogéne augmente, les tempéra-
tures de fusion des DNA transformés diminuent, et de fagon
assez réguliére semble-t-il. La valeur du ATf défini précédem-
ment est donc négative. Comme le montre la figure 48, pour la
deuxiéme série de mesures, la courbe : Tf = f(7Z de fixation)
est une droite, aux erreurs d'expérience prés. ‘

Nous avons également tracé le graphe : =~ ATm = £(7 de fixa-
tion), en utilisant les valeurs obtenues dans les deux séries
de mesures (Fig. 49). Aux erreurs d'expérience prés, les
points obtenus sont correctement alignés sur une droite.

Nous avons calculé la pente de cette droite,qui donne la
valeur de la déstabilisation ATf pour un pourcentage de

fixation de 1 % : 2,1°C% 0,2°C.

Cette diminution de la température de fusion,
ainsi reliée au pourcentage de fixation, indique que 1la
liaison covalente du cancérogéne sur le DNA introduit une
perturbation dans la structure secondaire, qui se traduit par
une dénaturation partielle de la double hélice.

La valeur de cette déstabilisation, qui est de 2,1°C par pour-
centage de fixation, semble relativement élevée comparative-
ment 8 d'autres cancérogénes. Par exemple, dans le cas du
N-Ac-AAP, 1la déstabilisation est de 1,2 °C par pourcentage

de phénanthrylation ; en ce qui concerne le N-Ac-AAF, cette
valeur est de 1,1°C par pourcentage de fluorénylation (83).
Ceci suggére que la déstabilisation obtenue dans le cas du

di Ac—-4HAQO est assez importante.

L'observation sur les DNA transformés d'une
perturbation structurale He_cette ampleur peut amener a penser
que le cancérogéne serait fixé, pour une bonne partie, en des
sites internes. La fixation sur ces atomes provoquerait alors
une rupture des liaisons hydrogéne sur un assez grand nombre
de paires de bases avoisinantes, ce qui aboutirait a la forma-
tion d'ouvertures locales de la double hélice, dans les zones
de fixation du cancérogéne. Cette hypothése est en accord avec
le résultat de 1'étude en fonction de la structure secondaire
(Paragraphe I, A, p. 104) qui a suggéré que le noyau quinoléique
se fixerait en grande partie sur des atomes situés a l'inté-

rieur de la double hélice. Nous ne pouvons malheureusement pas
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conclure avec plus de précision puisque seuls les sites de
fixation sur 1'adé&nine sont connus, les atomes concernés sur
la guanine restant indéterminés. Par comparaison avec d'autres
cancérogénes, comme 1'AAF, .on peut penser que la fixation du
noyau quinoléique sur le C-8 de la guanine pourrait E€tre en
accord avec notre hypotheése.

Par ailleurs, il faut noter que cette déstabi-
lisation de la structure du DNA pourrait €tre due &galement
4 une réaction d'acétylatién de la macromolécule,dont 1l'effet
s'additionnerait & celui causé par la fixation du noyau quino-
léique ; ceci expliquerait 1'ampleur de l1'effet global observé.
Nous avons évoqué, dans le chapitre IITI de la partie "Générali-
tés" (p.57 ),1la possibilité de 1l'intervention d'une acétylation
dans 1'interaction DNA~di Ac-477AQ0 in viftro ; ce probléme sera
1'objet d'une discussion dans le paragraphe III de ce chapitre
(p. 11D.
La mise en évidence d'une acétylation devrait alors étre suivie
d'au:res investigations, afin de déterminer les contributions
respectives des deux phénoménes (fixation du noyau quinoléique -

acétylation) dans la déstabilisation de la structure du DNA.

3) Mesurne des T4 sun Les Echantiflons de DNA
pripanis en presence de NaCl,

Afin de vérifier 1'inhibition de la rZaction
observée dans le cas des &chantillons de DNA natif préparés
dans le tampon enrichi en NaCl, nous avons mesuré& les tempéra-
tures de fusion de ces échantillons.

Lorsque l'on augmente la force ionique, on stabilise la struc-
ture en double hélice du DNA, ce qui se traduit par une aug-
mentation de la température de fusion. C'est ainsi que le
témoin R = 0 sans cancérogéne a une température de fusion
d'environ 76°C dans le tampon citrate 2 x 10_3 M+ 0,05 M

NaCl, pH 7.
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Le Tableau XIII ci-dessousdonne les résultats

de nos mesures

R 0 0,5 1 0 0,5 2
% de fixation 0 0,06 X 0 0,05 X
76,3 76,5 76,3 76,3 76,2 76,3
Tf en °C
76,4 76,5 76,3 76,2 76,2 76,2
Tf moyenne 76,35 76,5 76,3 76,25 76,2 76,25
ATEf en °C 0 + 0,15 - 0,05 0 - 0,05 0

>< = fixation de cancérogéne nulle ou trop faible pour

8tre détectée (Voir Tableau IX, p. 108).

Nous pouvons constater que, aux erreurs d'expérience prés,
les échantillons de DNA, aprés réaction avec le cancérogéne,
ont la m@me température de fusion que le DNA témoin K = O,
Ceci montre bien 1'inhibition de la réaction de fixation du
noyau quinoléique, puisque nous venons de volr que cette liai-
son du cancérogéne sur la macromolécule avait un effet désta-

bilisant.

—— ———_—— ———_ T - - _—— o — i~ -~ - AT o av — o ——_—— ——

Les premi&res mesures ont &:é effectuées
par le Docteur C. Houssier, & Lié&ge, sur un &chantillon de DNA
transformé (% de fixation : 0,2) et sur un DNA témoin R = 0
qui a servi de référence.

Aprds purification, la force ionique des &chantillons est
ajustée par dialyse dans un tampon citrate 10_3 M, pH 7 et
les mesures sont effectuées sur dessolutions diluées 10 fois

avec ce méme tampon.



- 116 -

Les résultats obtenus sont donnés dans la
figure 50 qui représente la variation de la biréfringence
An

spécifique : , en fonction de 1'intensité E du champ

D.O.260

Electrique appliqué aux bornes de la cellule de Kerr. On peut
constater que, méme & ce faible taux de fixation de 0,2 I,

la biréfringence spécifique du DNA transformé est environ

10 2 15 Z plus faible que celle du DNA témoin. Cette chute

de la biréfringence indique une perturbation assez importante
de la structure du DNA, perturbation qui peut avoir deux
origines :

. une dénaturation partielle de 1la double
hélice qui correspond 3 un désempilement des bases ;

. l'apparition de cassures sur un seul brin
le long de la chalne aux endroits de fixation du cancérogéne,
ce qul entralinerait une augmentation du pliésement de la chaf-
ne (modification de la structure tertiaire).

Ces deux phénoménes ne sont d'zilleurs pas indépendants 1'un
de 1'autre.

L'étude sur les températures de fusion nous
a montré que le désempilement des bases se produisait & coup
sir. Par contre, la mise en &vidence d'une augmentation du
plissement de la chaine est plus d&licate, mais ceci est tout
a fait envisageable puisque 1l'on sait que la perturbation de
la structure secondaire d'une macromolécule implique le plus
souvent une modification de sa structure tertiaire. La présence
sur le DNA de zones de dénaturation pourrait donc entralner
une augmentation de la flexibilité de la chafne : la macromo-
l1écule se trouverait alors plus repliée sur elle-méme, ce qui

expliquerait la chute de 1a biréfringence que nous cbservons.

En résumé, ce premier essali a montré, en
accord avec les résultats des mesures de tempé&ratures de fusion,
que la structure du DNA semble fortement affectée par la fixa-
tion du cancérogéne. Comme nous 1l'avons souligné pour les
effets observés gridce aux mesures de la Tf, il se peut qu'un
phénomé&ne d'acétylation du DNA ait également une part de res-~

ponsabilité dans la chute importante de la biréfringence.
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Ces mesures ne constituent cependant qu'une
premiére approche et 1'étude de la biréfringence électrique
est 4 compléter. D'autre part, la mesure du dichrolisme électri-
que dans la bande du cancérogéne,6a 350 nm,devrait nous permet-
tre de déterminer l'orientation du chromophore quinoléique dans
la macromolécule de DNA. Actuellement, 1l'appareil de mesure
situé dans le laboratoire de M. Cl. Houssier n'est pas assez
sensible pour détecter les trés faibles effets dichroiques qui
correspondent & une fixation du cancérogéne de 0,1 Z & 1 %
(du fait de la trés faible valeur de la D.0. dans 1la bande
du cancérogéne). Une amélioration de la sensibilité de détec-
tion de 1'appareillage est actuellement en cours 3 Liége et
cecli nous permettra, quand la mise au point en ser- terminée,
d'effectuer les mesures de dichroiIsme €lectrique sur nos échan-

tillons.

fa

ITI. Discussion sur le mécanisme chimique impliqué dans 1'inter-

action DNA-di Ac-4HAQO. Intervention éventuelle d'une

réaction d'acétylation.

Actuellement, les mécanismes chimiques impli-
qués dans la réaction DNA-di Ac~4HAQO sont encore mal connus.
L'étude du comportement chimique du di Ac-4HAQO en milieu
aqueux, effectuée au laboratoire par Bernard Bailleul, en col-
laboration avec Monsieur le Professeur J. Lhomme, devrait
permettre une meilleure compréhension des phénoménes.

D'autre part, comme nous l'avons souligné précédemment, l'inter-
vention d'une réaction d'acétylation du DNA peut &€tre envisagée
dans le cas du di Ac-4HAQO (Paragraphe II de ce chapitre, p. 114 ;
chapitre III de la partie '"Cénéralités"). La solution du pro-
bléme, & savoir : "existe-t-il oui ou non une acétylation du
DNA ?), aiderait & la compréhension du mécanisme impliqué dans
l1'interaction DNA-di Ac-4HAQO. Nous avons donc entrepris d'es-
sayer de résoudre cette question et ceci fera partie de nos ;_
investigations futures. Pour effectuer une telle étude, il sera
nécessaire d'utiliser un produit marqué sur les fonctions

acétyle.
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Le schéma ci-dessous montre différentes possibilités de réac-
tion du di Ac—-4HAQO en milieu aqueux,dans l'hypothé&se d'un
mécanisme ionique (un mécanisme radicalaire n'est cependant

pas 8 rejeter) :

- On peut imaginer que les deux fonctions acétyle
du di Ac-4HAQO n'aient pas la méme réactivité chimique et il
semble alors possible de penser que la fonction () est plus
sensible & 1'hydrolyse que le groupement (D .

- D'autre part, la structure du résidu quinoléique
qui se fixe de fagon covalente sur le DNA est inconnue jusqu'
ici ; en particulier, ce composé fixé pourrait &tre soit un
dérivé monoacétylé, soit un cycle quinoléique qui ne porterait
aucune fonction acétyle.

Un premier test a donc été réalisé& de la facon suivante : nous
avons fait réagir sur le DNA du di Ac-4HAQO marqué au carbone
14, sur les deux fonctions acétyle (préparé au laboratoire par
Bernard Bailleul) et nous avons retrouvé, aprés purification,
une radioactivité résiduelle sur le DNA. Ceci nous a suggéré
la présence sur la macromolécule de groupements acétyle aprés
interaction avec le di Ac-4HAQO. D'autres essais similaires
sont 34 effectuer et un tel résultat, s'il est reproductible,
peut €tre interprété de trois fagcons différentes :

. La prisence de ces groupements acétyle provien-
drait uniquement de 1'acétylation directe du DNA, & partir
d'un ion carbonium C — CH, (coupure (@), ou coupure (),

[
0

ou les deux 3 la fois). Dans ce cas, on considére que le mnoyau
quinoléique fixé sur la macromolécule ne porte plus de fonction
acétyle.

. Les résidus acétyle détectés correspondraient
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uniquement a4 la présence sur le DNA du cycle quinoléique mono-
acétylé (fonction acétyle -C)). Pans ce cas, la réaction
d'acétylation directe du DNA n'a pas lieu (coupure (:) ou
alors coupure C) donnant de l'acide ac&tique). Dans cette
hypothése, les coupures C)_ et () n'auraient pas lieu.

. Les deux mécanismes précédemment cités pour-
raient intervenir simultanément : il y aurait alors fixation
d'un dérivé quinoléique monoacétylé et acétylation directe du

DNA de par la fonction acétyle () seule.

Afin d'essayer de déterminer si oui ou nom il
existe une acétylation du DNA, nous envisageons d'effectuer
différentes manipulations en utilisant un produit marqué au

carbone 14 sur les fonctions acétyle de la maniére suivante :

1 - Tout d'abord, réaction sur le DNA de di Ac—&HAQO
marqué sur les deux fonctions acétyle, afin de renmouveler le
premier test que nous avons effectué (p.118) et d'évaluer le

pourcentage global d'acétylation sur le DNA.

2 ~ Réaction sur le DNA d'un produit marqué spéci-
fiquement sur la fonction acétyle C). Dans ce cas, l'obtention
aprés purification d'une radioactivité résiduelle nulle indi-
querait que le cycle quinoléique fixé sur le DNA n'est pas acé-
tylé. Par contre, la présence de groupements acétyle résiduels
pourrait provenir, soit de la fixation d'un d&rivé gquinoléique
monoacétylé, soit d'une acétylaticn directe du DNA. Afin de
lever cette ambiguité, une deuxiéme réaction DNA-di Ac-4HAQO
devrait Etre effectuée, en utilisant un produit margué de
fagon mixte : marquage au tritium, sur ce cycle quinoléique,
et marquage spécifique au carbone 14,sur la fonction acétyle Q).
Aprés réaction d'un tel composé sur le DNA, la radioactiviteée
résiduelle en tritium donnerait le pourcentage de fixation du
cycle quinoléique ; si la radiocactivité comptée en carbone 14
donnait un taux d'acétylation correspondant & la quantité de
dérivé quinoléique précédemment déterminée, ceci signifierait
que le composé fixé sur le DNA est un dérivé monoacétylé. Dans
le cas contraire, cecli indiquerait que le DNA a été acétylé
4 partir de la fonction acétyle C) du di Ac-4HAQO (voir schéma,
p. 118; coupure C)).
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3 - Réaction sur le DNA d'un dérivé diacétylé
marqué spécifiquement au carbone 14 sur la fonction acétyle @ .
L'obtention, aprés purificdtion, d'un marquage résiduel,signi-
fierait qu'une acétyiation du DNA a eu lieu, la fonction acé-

tyle () étant impliquée (voir schéma p. 118, coupure ()).

La mise au point de ces manipulations néces-
sitera un important travail de préparation des produits marqués.
Bernard Bailleul et moi-méme comptons réaliser ce travail en
collaboration avec le laboratoire du Professeur Jean Lhomme.
Dans tous les cas envisagés, si la réaction d'acétylation est
mise en évidence., le dosage du taux d'acétylation pourra &€tre

fait puisque nous emploierons des produits marqués.



CONCLUSTION ET PERSPECTIVES
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Dans ce travail nous avons montré que le
di Ac-4HAQO, qui représenterait une forme ultime du 4NQO,
réagissait sur le DNA de fagon directe, la liaison formée

étant covalente.

L'étude de la réactivité du di Ac-4HAQO
dans différentes conditions nous suggére l'intervention de

sites de fixation internes, masqués.

L'étude physico-chimique des DNA transformés
nous permet de pemnser que la fixation du cancérogéne perturbe

assez fortement la structure de la macromolécule.

La comparaison 4n vivo-An vitiho que nous
avons entreprise nous a donné des premiers résultats, en spec-
troscopie de fluorescence, qui semblent prometteurs. Cepen=-
dant, afin de savoir si le di Ac-4HAQO représente réellement
un métabolite ultime du 4NQO, ou s'il peut &€tre accepté comme
modé&le synthétique An vitro d'une forme ultime An vivo, il
faudra compléter ce travail, en identifiant les produits d'addi-
tion base-cancérogéne, 38 l1l'aide de la chromatographie liquide
haute pression. Cette &étude nécessitera 1l'emploi de cancérogénes
marqués sur le cycle quinoléique, ce qui nous permettra d'ail-
leurs, dans les deux cas, de doser avec précision le cancérogéne

fixé sur le DNA,

Dans un proche avenir, en ce qui concerne
l'interaction DNA—di Ac-4HAQO 4in vditro, nous nous Ffixons les
objectifs suivants :

1 - L'emploi de di Ac~-4HAQO marqué sur le cycle
quinoléique. Cela nous permettra d'effectuer un dosage beau-
coup plus précis du cancérogéne fixé, ce qui awéliorera les

résultats des études physico-chimiques déja entreprises.

2 - Des mesures systématiques de biréfringence et
de dichroisme électriques, sur les &chantillons de DNA trans-
formé, Cette étude viendra compléter les vésultats des déter-
minations des températures de fusion. En particulier, le
dichroisme électrique nous renseignera sur l'orientation du
cycle quinol@ique au sein de la double hélice. Ces manipula-
tions seront effectuées‘en collaboration avec M. C. Houssier,

a Liege.
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3 -~ La mise en évidence -si elle existe- d'une
réaction d'acétylation surile DNA. Cette recherche sera entre-
prise en utilisant du di Ac—-4HAQO marqué au carbone 14 sur
les groupements acétyle. Il sera alors possible de déterminer la
contribution relative de chacune des deux réactions —acétyla-
tion et fixation du noyau quinoléique~ dans la perturbation
de la structure du DNA. L'étude de la réaction d'acétylation,
en fonction de la structure .secondaire de la macromolécule,
permettra d'obtenir des renseignements sur 1'accessibilité

des sites d'acétylation.

La mise en évidence sur le DNA d'une réaction
d'acétylation 4n viftrno, a partir du di Ac-4HAQO, conduira 3 1la
recherche de cette acétylation 4n vivo. En effet, 1l'existence
d'une telle réaction dans les deux cas serait en faveur de
1'hypothése de la formation du dérivé diacétyléd An vivo.

De plus, ceci pourrait peut—8tre permettre d'expliquer 1'exis-
tence des deux processus de réparation démontrés dans le cas

du 4NQO (1'un "U.W. like"; 1'autre "X.R. like™).

Une meilleure connaissance du comportement
chimique du di Ac—-4HAQO et la détermination des sites de fixa-
tion du cancérogéne sur les bases puriques aideraient 3 la
compréhensicn du mode d'interaction DNA=-di Ac-4HAQO. Des tra-
vaux sont effectués en ce sens au laboratoire, par Bernard
Bailleul en collaboration avec 1l'équipe du Professeur J. Lhomme.
L'élucidation de ces deux questions nous fournira de précieux
renseignements, qui nous permettront alors de proposer un modéle

d'interaction DNA-di Ac-4HAQO.



1808

125

13.

= 2 G =

BIBLIOGRAPHIE

AHMED F.E. & SETLOW R.B. (1977) Proe. Natl. Acad. Sci. US4,
74, 1548-1552,

AMACHER D.E., ELLIOTT J.A. & LIEBERMAN M.W. (1977) Proec.
Natl. Acad. Sei. USA, 14, 1553-1557.

D'AMBROSIO S.M. & SETLOW R.B. (1976) Proc. Natl. Acad. Sct.
USA, 73, 2396-2400.

ANDERSON R.A., ENOMOTO M., MILLER E.C. & MILLER J.A. (1964)
Cancer Res., 24, 128-140.

ANDOH T. & IDE T. (1972) Cancer Res., 32, 1230-1235.

ANDOH T., IDE T., SAITO M. & KAWAZOE Y. (1975) Cancer Res.,
35, 521-527.

ANDOH T., KATO K., TAKAOKA T. & KATSUTA H. (1971) Int. J.
Cancer, 1, 455-467.

ARAKI M., KAWAZOE Y. & NAGATA C. (1969) Chem. Pharm. Bull.
Tokyo, 17, 1344-1351.

BAL J., KAJTANIAK E.M. & PIENIAZEK N.J. (1977) Mutation Res.
56, 153-156.

BARTSCH H., DWORKIN C., MILLER E.C. & MILLER J.A. (1973)
Biochim. Biophys. Acta, 304, 42-55,

BORGEN A., DARVEY H., CASTAGNOLI N., CROCKER T.T., RASMUSSEN
R.E. & WANG I.Y. (1973) J. Med. Chem., 16, 502 =506 .

BUTLIN H.T. (1892) Brit. Med. J., 2, 1-6
CHANG C.T., MILLER S.J. & WETMUR J.G. (1974) Biochemistry,
13, 2t42-2148.



14,

15

)

107

el

20.

201

2.2,

231

2740

25,

26.

27.

= 250 =

CLEAVER J.E. (1968) Nature, 218, 652-656.

CLEAVER J.E. (1969) Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 63, 428-435

CLEAVER J.E. (1973) Cancer Res. 33, 362-369.

CONNEY A.H. & KUNTZMAN R. (1971) in Concepts in Chemical
Pharmacology, Part 2 (B.B. Brodie & J.R. Gillette, eds.
Springer-Verlag, New-York, pp. 401-421

COX R. & IRVING C.C. (1975) Cancer Res. 35, 1858-1860.

CRADDOCK V.M. & HENDERSON A.R. (1978) Cancer Res., 38,
2135-2143

CRAMER J.W., MILLER J.A. & MILLER E.C. (1960) J. Biol. Chem
235, 885-888. '

DAUNE M.P. & FUCHS R.P.P. (1977) in Méchanismes d'altéra-
tion et de réparation du DNA, relations aveec la muta-
génése et la cancérogénése chimique, Editions du CNRS,

Paris, pp. 83-102.

De BAUN J.R., MILLER E.C. & MILLER J.A. (1967) Proc. 4m.

Assoce, Cancer Res., 8, 45.

De BAUN J.R., MILLER E.C. & MILLER J.A. (1970) Cancer Res,
30, 577-595.

DENDA A., INUI S. & KONISHI Y. (1977) Chem. Biol. Interact.,
19, 225-239.
DEVORET R. (1977) Proe. 7th Int. Congress of Photobiology,

Plenum Press, London.

DEVORET R., BLANCO M., GEORGE J. & RADMAN H. (1975) in
Molecular Mechanisms for Repair of DNA (P.C. Hanawalt ¢
R.B. Setlow, eds.), Plenum Press, New-York, pp. 155-171

ENDO H., ISHIZAWA M. & KAMIYA T. (1963) Nature, 198, 195-1¢



28,
2.9

30.

S

32.

35%

34.
3.
36.

35

38.
SI9%

40,

41,

42,

43.

b,

ol

ENDO H. & KUME F. (1963) Gann, 54, 443-453.
ENDO H. & KUME F. (1965) Gann, 56, 261-265.

ENDO H., ONO T. & SUGIMURA T. (1971) Recent Results in
Cancer Res., 34, 1-99.

ENOMOTO M., MILLER E.C. & MILLER J.A. (1971) Proe. Soc.
Exptl. Btol. Med., 136, 1206-1210,

ENOMOTO M., SATO K., MILLER E.C., & MILLER J.A. (1968)
Life Sciences, l,'Part II, 1025-1032.

EPSTEIN S.M., BENEDETTI E.L., SHINOZUKA H., BARTUS B.
& FARBER E. (1969/1970) Chem. Biol. Intergct., 1, 113.

FUCHS R.P.P. & DAUNE M.P. (1971) FEBS-Let*t., 14, 206-208.

FUCHS R.P.P. & DAUNE M.P. (1972) Biochemistry, 11, 2659-266%.,

FUCHS R.P.P. & DAUNE M.P. (1973) FEBS-Lett., 34, 295-298.

FUCHS R.P.P., LEFEVRE J.F., POUYET J. & DAUNE M.P. (1976)
Biochemistry, 15, 3347-3351.

FUJIWARA Y. (1975) Cancer Res., 35, 2780-2789.
GELBOIN H.V. (1969) Cancer Ree., 29, 1272 -1276,

GOTH R. & RAJEWSKY M.F. (1974) Proe. Natl. Acad. Sei. USA,
71, 639-643.

GROY R.G., ESSIGMAN J.M., REINHOLD V:N. & WOGAN G.N. (1978)
Proe. Natl. Acad. Sei. USA, 75, 1745-1749.

HARVAN D.J., HASS J.R. & LIEBERMAN M.W. (1977) Chem. Bztol.
Interact., 17, 203 —=25180 7

HAYASHT Y. & HASEGAWA T. (1971) Gann, 62, 329-330.

HEIDELBERGER C. (1964) J. Cellular Comp. Physiol., 64,

Siuppilla LSRR O A8



45,

46.

47.

48.

49,

50.

51

52

HISE

54,

555

56/,

57.

58.

59.

= Al =

HIRAI K., DEFENDI V.. & DIAMOND L. (1974) Cancer Res. 34,
3497-3500.

HISAMATSU T., MORI K. & OKAMOTO K. (1965) Gann, 56, 77-79.

HORIKAWA M., NIKAIDO 0., TANAKA T., NAGATA H. & SUGAHARA T.
(1970) Exptl. Cell Res. 59, 147-152.

HOSHIV0 H., FUKUOKA F., OKABE K. & SUGIMURA T. (1966) Gann,
T =T

HOZUMI M. (1969) Gann, 60, 83-90.
HOZUMI M. (1969) Gann, 60, 161-165.

HUBERMAN E., SACHS L., YANG S.K. & GELBOIN H.V. (1976)
Proc. Natl. Acad. Sect. USA, 73, 607-611.

IKEGAMI S., NEMOTO N., SATO S. & SUGIMURA T. (1969/1970)
Chem. Biol. Interact., 1, 321-330.

IKENAGA M., ICHIKAWA-RYO H. & KONDO S. (1975) J. Mol. Biol.,
92, 341-354,

IKENAGA M. & KAKUNAGA T. (1977) Cancer Res., 37, 3672-3678.

IKENAGA M., TAKEBE H., & ISHII Y. (1977) Mutation Res., 43,
415-427.

IQBAL Z.M., MAJDAN M. & EPSTEIN S.S. (1976) Cancer Res., 36,
1108-1113,

IRVING C.C. (1973) Methods in Cancer Res., 7, 189-243,

IRVING C.C., VEAZEY R.A. & HILL J.T. (1969) Biochim.
Biophys. Acta, 179, 189-198.

IRVING C.C., WISEMAN R. Jr. & HILL J.T. (1967) Cancer Res.,
27, 2309-2317.



60.

61.

G2

63.

64.

65

66.

67.

68.

69.

70.

7l

di2ie

73.

74,

S

ISHIZAWA M. & ENDO H. (1967) BZiochem. Fharmacol., 16, 637-64

ISHIZAWA M. & ENDO H. (1970) Mutation Res., 9, 134-137.

IVANOVIC V., GEACINTOV N.E., YAMASAKI H. & WEINSTEIN I.B.
(1978) Biochemistry, 17, 1597-1603.

JANIAUD P., DELAFORGE M., LEVI P., MAUME B.F. & PADIEU P.
(1977) in Mécanismes d'altération et de réparation du
DNA, relations avec la mutagénése et la cancérogénése

chimique, Editions du CNRS, Paris, pp. 431-470.
KAKUNAGA T. (1974) Int. J. Cancer, 14, 736-742.
KAKUNAGA T. (1975) Nature, 258, 248-250,

KAPULER A.M. & MICHELSON A.M. (1971) Biochim. Biophys. Acta,
232, 436-450.

KATO R., TAKAHASHI A., NGAMWATANA W, & OMORI Y. (1970) Gann,
61, 415424,

KAWAZOE Y. (1971) Gann, 62, 325-327.

KAWAZOE Y. & ARAKI M. (1967) Gann, 58, 485-487,

KAWAZOE Y. & ARAKI M. (1971) Chem. Pharm. Bull., Tokyo, 19,
1:2:7:6 =112 80",

KAWAZOE Y., ARAKI M., HUANG G.F., OKAMOTO T., TADA Mit. &
TADA Mar. (1975) Chem. Pharm. Bull., Tokyo, 23, 3041-

3043.

KAWAZOE Y., ARAKI M. & NAKAHARA W. (1969) Chem. Pharm. Bully,
Tokyo, 17, 544-549.

KAWAZOE Y., TACHIBANA M., AOKI K. & NAKAHARA W. (1967)
Biochem. Pharmacol., 16, 631-636.

KAWAZOE Y., TAMURA M. & ARAKI M. (1970) Gann, 61, 593-596.



75.

76.

ol

78,

79.

80.

81.

82.

83.

84,

85.

86.

88.

89.

9107

= =

KAWAZOE Y., UEHARA N., ARAKI M. & TAMURA M. (1969) Gann,
60, 617-626.

KONDO S. (1975) Adv. in Biophys., 71, 91-162.

KONISHI Y., POPP J,A. & SHINOZUKA H. (1974) J. Natil. Cancer
Tuet. s 525917 =920

KOROBKIN M. & WILLIAMS E.H. (1968) Yale J. Biol. Med., 41,
69-78.

KRIEK E. (1969/1970) Chem. Biol. Interaect., 1, 3-17.
KRIEK E. (1972) Cancer Res., 32, 2042-2048.

KRIEK E., MILLER J.A., JUHL U. & MILLER E.C. (1967)
Biochemistry, 6, 177-182.

KUROKI T., KANAMARU R. & SATO H. (1970) Gann, 61, 373-382.

LANG M.C.E., FUCHS R.P.P. & DAUNE M.P. (1977) Cancer Res.,
37, 3887-3891.

LAWLEY P.D. & ORR D.J. (1970) Chem. Biol. Interact., 2, 15¢

LEFEVRE J.F., FUCHS R.P.P. & DAUNE M.P. (1978) Biochemistry
17, 2561-2567.

LE PECQ J.B. (1978) Pour la Secience, 11, 12-21.

LEVIN W., WOOD A.W., CHANG R.L., SLAGA T.J., YAGI, H.,
JERINA D.M. & CONNEY A.H. (1977) Cancer Res. 37, 2721-27:

LIEBERMAN M.W. & DIPPLE A. (1972) Procec. Am. Assoc. Cancer
Reg.; 13, 40,

LOEB L.A., SPRINGGATE C.F. & BATTULA N, (1974) Cancer Res.
34, 2311-2321,

LYTLE C.D., COPPEY J. & TAYLOR W.D. (1978) Nature, 272, 60



= 3i0s =

91. MAINIGI K.D. & SOROF S. (1977) Proe. Natl. Acad. Sci. USA,
74, 2293-2296,

92, MALKIN M.F. & ZAHALSKY A.C. (1966) Science, 154, 1665-1667.
93. MARX J.L. (1978) Seience, 200, 518-521.

94. MATSUSHIMA T., KOBUNA I. & SUGIMURA T. (1967) Nature, 216,
5087,

95. MILLER E.C. (1978) Cancer Res., 38, 1479-1496,

96. MILLER E.C., JUHL U. & MILLER J.A. (1266) Secience, 153,
1025 = N1 Z57a0

9 MILLER E.C,, LOTLIKAR P.D., MILLER J.A., BUTLER B.W.,
IRVING C.C. & HILL J.T. (1968) Mol. Pharmacol., 4,
147-154,
98. MILLER E.C. & MILLER J.A. (1947) Cancer Res., 7, 468-480,
99. MILLER E.C. & MILLER J.A. (1966) Pharmacol. Rev., 18, 805-83!
100. MILLER E.C. & MILLER J.A. (1974) in The Molecular Biology
of Cancer (H. Busch, ed.) Academic Press, New York,

PR« 377=402,

101. MILLER E.C., MILLER J.A. & ENOMOTO M. (1964) Cancer Res.,
24, 2018-2032.

102. MILLER J.A. (1970) Cancer Res., 30, 559-576.

103. MILLER J.A. & MILLER E.C. (1976) Federation Proec., 35,
1316-1321.

104, MORI K., KONDO M. & SUZUKI S. (1966) Gann, 57, 559-561.
105. MORIL K. & OHTA A. (1967) Gann, 58, 551-554.

106. MORI K. & YASUNO A. (1961) Gann, 52, 149-153.



@74

L85

109

sk

114,

118.

RS

120.

L ies

=SSl

MORITA T. & MIFUCHI I. (1974) Gann, 65, 27-32.

NAGAO M. & SUGIMURA T. (1976) Adv. in Cancer Res., 23, 132-
169 .

NAGATA C., KATAOKA N., IMAMURA A., KAWAZOE Y. & CHIHARA G.
(1966) Gann, 57, 323-335.

NAGATA C., KODAMA M., TAGASHIRA Y. & IMAMURA A. (1966)
Biopolymers, &4, 409-427,

NAKAHARA W., FUKUOKA F. & SAKAI S. (1958) Gann, 49, 33-41.

NAKAHARA W., FUKUOKA F. & SUGIMURA T. (1957) Gann, 48, 129-
11857

NAMBA M., NISHITANI K. & KIMOTO T. (1977) Japan J. Exp. Med.
47, 263-269.

NELSON J.H., GRUNBERGER D., CANTOR C.R. & WEINSTEIN I.B.
(1971) J. Mol. Biol., 62, 331.

NOMURA T. (1976) Nature, 260, 547-549,

OKABAYASHI T. (1962) Chem. Pharm. Bull., Tokyo, 10, 1127.

OKABAYASHI T., IDE M., YOSHIMOTO A. & OTSUBO M. (1965)
Chem. Pharm. Bull., Tokyo, 13, 610-611.

OKABAYASHI T. & YOSHIMOTO A. (1962) Chem. Pharm. Bull.,
Tokyo, 10, 1221-1226.

OKANO T., GOTO M., MATSUMOTO H. & TAKADATE A. (1972)
Chem. Pharm. Bull., Tokyo, 20, 2551-2560.

OKANO T., MAENOSONO J., KANO T. & ONODA I. (1973) Gann,
64, 227-236.

OKANO T., NIITSUMA A., TAKADATE A. & UEKAMA Kf (1969)
Gann, 60, 97-106.



=S

122. OKANO T. & SATO Y. (1972) Gann, 63, 713-724.
123. OKANO T., TAKADATE A. & KANO T. (1969) Gann, 60, 557-568.
124. OKANO T., TAKENAKA S. & SATO Y. (1969) Gann, 60, 307-317.

125. OKANO T. & UEKAMA K. (1967) Chem. Pharm. Bull., Tokyo,
15, 1812-1815.,

126. ONG T., MATTER B.E. & De SERRES F.J. (1975) Cancer Res.,
35, 291-295.

127. OUTZEN H.C. & PREHN R.T. (1973) Cancer Res., 33, 408-410.

128. PAUL J.S. & MONTGOMERY P.0'.B. (1970) Mol. Pharmacol., 6,
315-322.

129. PAUL J.S., MONTGOMERY P.0'.B. & LOUIS J.B. (1971) Cancer
Res., 31, 413-419.

130. PETZOLD G.L. & SWENBERG J.A. (1978) Cancer Res., 38, 1589-
1594.

131. PHILLIPS J.M. (1972) Int. J. Cancer, 9, 39-47.
132. POTT P. (1963) Natl. Cancer Inst. Monograph, 10, 7-13

1ére parution ¢ London, 1775,

183 340 PRAKASH L., STEWART J.W. & SHERMAN F. (1974) J. Mol. Biol.
85, 51-65.

134. PULLMAN B. & PULLMAN A. (1952) in Les théories électroniques

de la chimie organique, Masson & Cie, Paris, pp. 609-644

135. RADMAN M. (1977) Colloques Int. Centre Natl. Rech. Scient.,
256, 293-306,

136. REGAN J.D. & SETLOW R.B. (1974) Cancer Res. 34, 3318-3325,

IEBlTis SAKAT §., MINODPA K., SAITO G., AKAGI 8. & FUKUOKA F. (1955)
Gann, 46, 605-615



138,

1581917

140.

144,

145.

146.

147,

148,

149,

500

ISN28

[P35

=S

SARASIN A.R. & HANAWALT P.C. (1978) Proec. Natl. Acad. Sect.
USA, 15, 346-350.

SARMA D.S.R., RAJALAKSHMI S. & FARBER E. (1975) in Cancer
A Comprehensive Treatise (F.F. Becker, ed.) Plenum

Press, New York, 1, 235-287.

SCRIBNER J.D., MILLER J.A. & MILLER E.C. (1970) Cancer Res.
30, 1570-1579.

SCRIBNER J.D. & NAIMY N.K. (1973) Camncer Res., 33, 1159-116
SCRIBNER J.D. & NAIMY N.K. (1975) Cancer Res., 35, 1416-142
SETLOW R+«B. (1978) Nafure, 2711, 713=717.

SETLOW R.B., REGAN J.D., GERMAN J. & CARRIER W.L. (1969)
Proc. Natl. Acad. Set. USA, 64, 1035-1041,

SHIRASU Y. (1963) Gann, 54, 487-495.
SHIRASU Y. & OHTA A. (1963) Gann, 54, 221-223.

SIMS P., GROVER P.L., SWAISLAND A., PAL K. & HEWER A. (1974
Nature, 252, 326-328.

SO B.T. & WYNDER E.L. (1972) J. Natl. Cancer Inst. 48,
1733-1738.

SPJUT H.J. (1972) Dis. Colon Rectum 15, 94-99.
STICH H.F. & SAN R.H.C. (1970) Mutation Res., 10, 389-404.
STICH H.F. & SAN R.H.C. (1971) Mutation Res., li, 279-282.,

STICH H.F., SAN R.H.C. & KAWAZOE Y. (1971) Nature, 229,
416-419.

STICH H.F., SAN R.H.C. & KAWAZOE Y. (1973) Mutation Res.,
D2 A



- 134 -
154, SUGIMURA T., OKABE K. & ENDO H. (1965) Gann, 56, 489-501.

155. SUGIMURA T., OKABE K. & NAGAO M. (1966) Cancer Res., 26,
1717-1721.

156. SUGIMURA T., OTAKE H. & MATSUSHIMA T. (1968) Nature, 218,
39170

157. SUZUKI K. (1978) Gann, 69, 229-235,
158. SUZUKI S. (1968) Gann, 59, 163-165.
159. TADA, Mar & TADA Mit (1974) Gann, 65, 281-284.

160. TADA Mar, TADA Mit & TAKAHASHI T. (1967) Biochem. Biophys.
Res. Commun. , gg,'469—477.

161. TADA Mit & TADA Mar (1971) Chem. Biol. Interact. 3, 225-229,

162. TADA Mit & TADA Mar (1972) Biochem. Biophys. Res. Commun.,
46, 1025-1032.

163. TADA Mit & TADA Mar (1975) Nature, 255, 510-512,

164, TADA Mit & TADA Mar (1976) BZochim. Biophys. Acta, 454,
558-566.

18615 TAKEBE H., FURUYAMA J.I.,, MIKI Y. & KONDO S. (1972)
Mutation Res., 15, 98-100.

166. TANOOKA H. & TAKAHASHI A. (1972) 5, 351-360.

167. WALKER I.G. & SRIDHAR R. (1976) Chem. Biol. Interact., 12,
229-239,

168. WEISBURGER E.K. & WEISBURGER J.H. (1958) Adv. Cancer Res.,
5, 331-431.

6 WEISBURGER J.H., HADIDIAN Z., FREDERICKSON J.N. & WEISBURGER
E.K. (1967) in Bladder Cancer : A Symposium (W.B. Deich-

mann and K.F. Lampe, eds.), Aesculapius, Birmingham,
pp. 45-47.



APPENDICE TECHNIQUE



SYNTHESE CHIMIQUE

I. Le 4HAQO. Méthode de Enomoto ef af (32)

bg de 4NQO sont dissous dans 25Cml d'éthanol, dans un
flacon de 500ml équip& d'un agitateur magnétique, On ajoute
ensuite, sous agitation, 20g d'acide ascorbique, et 60ml
d'ammoniaque concentré. Le flacon est alors fermé&, et on
maintient une forte agitation pendant !5 minutes.
Les cristaux jaunes de 4HAQO ainsi formés sont lavés plusieurs
fois avec une solution aqueuse d'azcide ascorbique, puis a 1'eau.
Le produit est ré&cupéré par centrifugation, et séché sous vide,

d 1'obscurité, en présence de PZOS'

IT. Le di Ac-4HAQO. Méthodes de Kawazoe et Araki (69 ) et
Enomoto ¢t al (32).

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 au bout de 45 minutes.
Aprés avoir centrifugé la solution, on la verse dans 8Cml d'eau
glacée, sous agitation vigoureuse. Le précipité résultant est
recueilli par filtration, lavé & 1'eau, et séché scus vide sur
P,0., a 1'obscuritéd.
La recristallisation est effectuée selon la méthode de Enomoto
ef af (32 ) : le di Ac-4HAQO est dissous dans un volume minimum
d'acétone; un grand volume d'éther &thylique anhydre est ajouté,
et la cristallisation a lieu 4 -12°C, en bain de glace/acétone.

Les cristaux sont essorés, puis s&chés sous vide.



EXTRACTION ET PURIFICATION DU DNA

Methode de "MARMUR® modigice".

I.

Solutions employées

EDTA salin : 0,15 M NaCl + 0,1 M EDTA, pH 8.

____________________ 12H26804) : solution & 107.

Le détergent anionique lyse la plupart des cellules, inhibe
les enzymes et dénature quelques protéines.

Lyse les cellules résistant au S.D.S.

Perchlorate de sodium : 5 M,

La forte concentration en NaClO4 facilite la dissoclation des

acides nucléiques et des protéines.

Chloroforme-alcool iscamyligque, 24:1 (v/v).

Sert 4 la déprotéinisation. Le chloroforme provoque une déna-
turation en surface des protéines. L'alcool isocamylique diminue
la quantité de mousse, facilite la séparaticn et maintient la
stabilité des différentes couches centrifugées,.

Alecool &thyligue, 99%.

Précipite les acides nucléiques aprés déprotéinisation.

Citrate salin (88C) : 0,15 M NaCl + 0,015 M citrate trisodique,
Maintient la force ionique du DNA dissous et complexe les ions
divalents.

Citrate salin dilué (0,1 x SSC) : 0,015 M NaCl + 0,00i5 M
cltrate trisodique.

Le DNA se dissocut plus vite dans les sclutions salines diluées,
mais jamais dans l'eau pure.

Citrate salin concentrd (10xSSC) : 1,5 M NaCl + 0,15 M citrate

trisodique. Solution mére.

MARMUR, J. J.Mol.Biol. (1961), 3, 208-218.
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La solution est chauffée a3 80°C
activer la DNase

. Acétate~EDTA

3 M acétate de sodium +

pendant

10 minutes pour in-

0,001 M EDTA, pH 7.

Donne 1l'environnement ionique nécessalre pour l'étape 3 1l'iso-

propanol.

. Isopropanol.

Précipite sélectivement le DNA. Le RNA

II. Protocole expérimental.

les cellules ou

dans 10 volumes d'acide citrique 0,025
L'homogénat est filtré et centrifugé i

5 minutes.

reste en solution.

le tissu sont homogénéi
M, pendant 2 minutes.

2000 tours/mn pendant

Le culot de noyaux est lavé plusieurs fois a 1l'acide citrique.

- les noyaux sont neutralisés par du Tris HC1 0,5 M, pH 7,5, et
suspendus dans 10 volumes d'EDTA salin.
On ajoute alors le SDS 10Z —2%Z final.

- agitation pendant une heure.

- omn ajoute le NaClO4 5 M—1 M final.

- déprotéinisation par le chloroforme-alcool iscamylique, 24:1

On recouvre 30 minutes en agitant. Le mélange est ensuite cen-

trifugé 5 minutes & 5000 tours/mn.
La phase aqueuse, qui contient le DNA,

déprotéinisée plusieurs fois.

est récupérée, et re-

- le DNA est précipité par deux volumes d'éthanol ajoutés a la

phase aqueuse finale,.
Le DNA est essoré et dissous
50 ug/ml.

50 pg/ml.

de verre.
- on ajoute la RNase
- on ajoute de la pronase On
2 heures. '

- on déprotéinise plusieurs fois.

Les fibres sont enroulées sur baguette

dans le S&C.

On incube a 37°C pendant 30 mn.

incube & 37°C pendant

- le DNA est précipité par 2 volumes d'éthanol, puis dissous dan

0,1 x SSC + 1/9 volume d'acétate-EDTA.



on
et
on

le

ajoute, sur agitateur vibrant,

le DNA est enroulé

0,5 volume d'isopropanol,

lave le DNA avec de 1'éthanol & 70 7%, puis a 90

DNA est dissous dans du tampon,

et conservé 3

%
20°cC.



TECHNIQUES ANALYTIQUES

I. La spectroscopie d'absorption.

1) Théorie.

Si on envoie sur un échantillon de matigre une lumiédre de
fréquence convenable, 11 y a absorption de 1'onde. L'absorption
par une molécule d'une radiation lumineuse correspond, & 1'échelle
moléculaire, 3 une transition énergétique. L'énergie est reliée

d la fréquence de l1'onde absorbée par la relation d'Einstein :

Ef - Ei - hVO
STy —
AE
AE : différence d'énergie
h : constante de Planck
v _: fréquence de 1'onde absorbée.

Dans le cas des transitions électroniques, .es énergies
gchangées sont élevées, et le domaine spectral concerné se situe
dans la région visible-ultra-violet (faibles longueurs d'onde).
Par contre la région infra-rouge du spectre (grandes longueurs
d'onde) correspond & de faibles énergies é€changées : ce sont les
mouvements de rotation-vibration, pendant lesquels la molécule
reste toujours dans le méme état électronique.

La variation d'inteﬁsité lumineuse due 3 1'absorption répond

a2 1l'équation :

I =1 e_2’3 ecl
o}
IO : intensité de la lumiére inéidente.
1 : intensité de la lumiére transmise.
€ : coefficient d'extinction molaire en mole"1 x 1 x cm“l
¢ : concentration en mole/1l.
1 : longueur du trajet optique en cm.



Dans ces conditions, 1'absorbance est définie par la loi de
Beer~-Lambert |

D.0. = ¢lc
D.0. : densité optique ou absorbance.
Le coefficient d'extinction melaire € est caractéristique, & une
longueur d'onde donnée, d'un compos2é donné, dans une conformation
donnée.
Par exemple, le coefficient d'extinction molaire du DNA de thymus
de Veau 3 1'état natif, 3 260 nm, est caractéristique d'un DNA
double hélice

6260 6600 cm—l. mole“1 de P. 1.

La concentration du DNA est toujours exprimée en mole de Phos-
phore/ 1. ' |

Du point de vue expérimental, on mesure la densité optique en
fonction de la longueur d'onde. On obtient alors un spectre d'ab-
sorption, qui est constitué d'une succession de bandes corres-

pondant aux différentes transitions énergétiques.

En appliquant la lci de Beer—-Lambert, i1l est possible de dose:
un composé dans une conformation donnée, si 1l'on connalt la
valeur de son € 4 une longueur d'onde donnée. Dans le cas de
l'interaction DNA-cancérogéne, la spectroscopie d'absorption
perme: d'obtenir des renseignements sur les modifications struc-
turales éventuelles du DNA et du cancérogéne, par observation de
variations des € correspondants. La variation de la position des
maxima d'absorption est également le signe de la perturbation.

a) au niveau du DNA.

Le spectre d'absorption du DNA présente une bande a 260 n
La fixation du cancdrogéne sur ce DNA peut entrainer des modifi-
cations dans la conformation et la stabilité de la macromolécule
Une ouverture partielle de la double hélice se manifeste en
spectroscopie d'absorption par deux effets 1liés :

- une hyperchromicité & 260 nm.
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~ une variation notable de la température de fusion,
en fonction du pourcentage ‘de canéérogéne fixe.
L'interprétation de tels faitsnécessite quelques rappels :

. L'hyperchromicité caractérise l'augmentation du g d'un
compos& sans qu'il y ait variation de sa concentration.Dans le
cas du DNA, le passage de 1'état double hélice 3 1'Ztat simple
chaTne s'accompagne d'une augmentation notable de la D.O, &

260 nm. C'est ce qui se produit quand on chauffe un DNA jusqu'i
environ 90°C. 11 y a séparation des deux chafnes, par rupture

des liaisons hydrogéne, ce qui se traduit par une hvperchromicité.
On dit qu'il y a eu dénaturation thermique du DNA.

. Température de fusion (Voir figure 50).

Si 1'on trace la courbe D.0.,c4 = f(T), on observe un point
d'inflexion qul correspond a4 la température de fusion Tf du DNA.

b
La valeur de Tf est caractéristique d'un DNA donné, puisqu'elle

est foncticn du pourcentage en bases (G-C) qu'il contient.

La température de fusion d'un DNA donné dépend également de la
force ionique du milieu, c'est~d-dire de 1'é&tat dynamique de la
~macromolécule.

Ca congoit qu'une désorganisation partielle de la double hélice
entraline des modifications dans sa courbe de fusion, c'est—a-dire

une température T, différente de celle d'un DNA qui au départ

f
est natif.

La détermination précise des températures de fusion a nécessité
l'emploi d'un microcalculateur pour le contrdle de la température,
et le traitement numérique des mesures. Cette technique a pour

avantage d'optimaliser la précision et de faciliter la détermina--

ticn de la température de fusion. Celle-ci correspond au maximum
d(D.0.)

= f(T) tracee par le calculateurs

de la courbe

dT

b} au niveau du cancérogéne.

Les perturbations apportées dans son spectre d'absorption
peuvent &tre attribudes 4 l'influence du champ interne de 1la
double hé&lice. Cet effet sera d'autant plus important que le
cancérogéne sera introduit profondément 34 l'intérieur de la

macromolécule. La petite molécule 3 1'état fixé subit alors cet

*la description détaillée du principe de 1'appareillage est donnée dans le

Mémoire présenté par Gérard Lecocq pour 1'obtention du Dipldme d'Etudes
Approfondies (option Electromagnétisme et systémes micro-onde) (1977).
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environnement électronique, ce qui explique qu'elle puisse
donner un spectre d'absorption différent.
On congoit donc que le ¢ du cancérogéne a 1'état fixé doit &tre

différent du ¢ du cancérogéne 3 1'é&tat libre.

II. La fluorescence.

1) Théorie.

La fluorescence est un phénoméne de photoluminescence mettant
en jeu des changements dans la distribution €lectroniguve au sein
d'une molécule.

Si 1'on considére les énergies associées aux différents états
€lectroniques d'une molécule, on peut construire un diagramme
des niveaux énergétiques (Voir Figure 52 ). Le niveau d'énergie
le plus faible correspond i 1'état fondamental de la molécule,
les autres sont relatifs aux &tats excités.

Parmi ceux—-ci on distingue deux catégories : les €tats singulet
et les états triplet.

Les états singulet différent des &tats triplet par le fait qu'il
peuvent &tre atteints directement par absorption d'une radiation
lumineuse. C'est au niveau des &tats singulet que s'exprime le
phénoméne de fluorescence.

I1 y a out d'abord une phase d'absorption de la lumiére et
selen la longueur d'onde envisagée, la molécule se trouve dans
1'un des &tats excités singulet. En réalité, la molécule ne peut
rester dans un &tat excité élevé et des processus de reconversio
d'énergie intramoléculaires la ramé@nent au plus bas niveau vibra
tionnel du premier &tat excité singulet. La molécule posséde alc
une stabilité suffisante pour y demeurer, sulvant les conditions
de 10"lo a 10_8 secondes.

Le retour au plus bas niveau énergétique de 1'état fondamental

peut se faire de trois fagons parmi lesquelles la fluorescence

édmission d'une radiation lumineuse ramenant la molécule 3 1'un
des niveaux vibrationnels de 1'état fondamental, suivie d'une

reconversion interme conduisant au plus bas niveau vibrationnel.



Le phénoméne de fluorescence est concurrencé par deux autres
possibilités de retour 4 1'état fondamental (Voir Figure 52) :
- Reconversion d'énergie soit au sein de la molécule, soit
avec les autres molécules du milieu, sous forme d'énergie de
rotation ou de vibration. Ce sont les transitions non radia-

tives.

Transfert de 1'éhergie a une autre molécule, qui passe alors,
a son tour, dans un état électronique excité.

La durée de vie du pfemier état excité est donc une grandeur
importante car c'est durant.cet intervalle de temps que

doivent agir ces deux phénoménes physiques modifiant 17'émis-
sion de fluorescence.

Un produit fluorescent est également caract@risé& par son

rendement quantique de fluorescence 0.

nombre de photons &mis par fluorescence

nombre de photons absorbés

D'aprés le diagramme des niveaux d'énergie, on voit que le
spectre d'émission de fluorescence se situe toujours dans un
domaine de fréquences inférieures 3 celui du spectre d'absorp-
tiomn.

On distingue deux sortes de spectres :

- le spectre d'émission de fluorescence : c'est la variation

de l'intensité émise 4 une longueur d'onde excitatrice donnée,
en fonction de la longueur d'onde.

- le spectre d'excitation de fluorescence ; c'est la variation
de 1'intensité d'émission & une longueur d'onde émettrice fixée,

en fonction de la longueur d'onde d'excitation.

III. L'anisotropie optique : le dichroisme et la biréfringence

linéaires.

Les phénoménes de dichroisme et de biréfringence linéaires
s'observent en milieu anisotrope : on applique une fotrce au

milicu, ce qui oriente arbitrairement les macromolécules.



La force d'orientation peut €tre :

. soit un champ électridue : on parle alors de dichroisme
et de biréfringence &lectriques.

. soit un flux d'é&coulement : c'est le phénoméne de di-
chroisme et de biréfringenée d'écoulement.
L'échantillon est éclairé en lumi@re polarisée; l'orientation
des chromophores par rapport a4 la direction de la force appli-
quée est alors & 1'origine'du dichroisme linéaire, et de la
biréfringence qui en découle. Ce dernier phénoméne est connu
également sous le nom d'effet Kerr.

La théorie générale, et l'appareillage employé sont parfai-
tement décrits dans 1'ouvrage de E., Frédéricqg et C.Houssierx,

dans le cas d'une force appliguée &lectrique.

a) Le dichroisme &lectrique.

Si la macromolécule est allongée, elle s'oriente le plus
souvent suivant son grand axe, et dans une direction paralléle
d celle du champ électrique E .
La lumidre polarisée est envoyée sur la cellule de Kerr, et
l1'absorption de 1'onde, dans les directions paralléle et per-
nendiculaire, est d'autant plus élevée que la direction du moment
de transition concerné est paralléle 3 celle du champ électrique
E' de la lumidre incidente.

id

Schéma ——3 E (force

d'orientation)

axe de la double

4

hélice

molécules de DNA i

% FREDERICQ, E. and HOUSSIER, C. Electric Dichroism and Electric Birefrin-

gence (1973) Clarendon, Oxford.



Dans le cas du DNA, représenté sur ce schéma, les moments
de transition concernés sont ceux des transitions T , Situés
dans le plan des bases; ces plans sont perpendiculaires a
l1'axe de la double hélice.

Schématiquement, l'absorption de la lumiére sera donc maxi-
male dans la direction perpendiculaire 3 la force électrique

- . - - ’ -~ ~ :
E, et nulle dans la direction paralléle a cette méme force

A} : absorbance danms la direction perpendiculaire.
Ay : absorbance dans la direction paralléle.

On obtient donc un dichroisme négatif :
AA = Ay - A < 0

Pour une méme intensité& du champ électriqueig, la valeur du
dichroisme d'un DNA ayant réagi avec un cancérogéne, par
comparaison 3 celle d'un DNA témoin, peut donner des rensei-
gnements sur l'altération éventuelle de la macromolécule.
D'autre part, si la chalne est totalement oriemntée, il
existe une relation entre le d?chroisme, l'absorbance et
1'angle g que fait le moment de transition comcerné avec
l'axe d'orientation, c'est—a-dire l'axe de la double hélice,

dans le cas du DNA

(~éﬁ§ = —i—-( 3 cosza - 1) (1)
\Axv 2
AAS : dichroisme électrique & saturation (orientation totale).
A : absorbance.
A : longueur d'onde 3 laquelle on observe le phénoméne.
o : angle défini pr3cédemment, mesuré en degrés.

En pratique, on utilise le dichroisme ré&duit, l'orientation

des macromolécules n'étant jamais parfaite :



AA AAg
_ = o e , 0 < o <l (2)
A

d: fonction d'orientation.

La relation (1) se transforme alors de la fagon suivaunte

ft

[ AA | 3 |
(———\ —~ (3 cos’q = 1) « b (3)
A /2 2

dichroisme

réduit

Dans le cas d'un cancérogéne fix& au DNA, si 1l'on envoie
sur 1'échantillon orienté& une lumifre de longueur d'onde
convenable, on pourra déterminer g , connalssant les valeurs
des AA données par l'appareil, et celle de 1'absorbance
fournie par le spectre d'absorption.
On effectue en réalité la mesure de la fagon suivante

une premiére série de mesures dans la bande du DNA,
a2 260 nm, donne des valeurs de/éé\ s 11 y correspond un

\A /260nm
angle Oy
. une deuxiéme série de mesures, dans la zone d'absorption

;, 11 y correspond

du cancérogéne, fournit lefAA
<A.)Acancérogéne

un angle Og e

La valeur de a, est alors obtenue en faisant le rapport de

deux équations

( AA 3 )
| — = —— §=( 3 cos oy - i) (4)
\ A 260nm 2
AA . 3 9
<___ = —— &+( 3 cos a, = 1) (5)
N 2

cancérogeéne
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Statistiquement oy = 90 degrés, ce qui donne 1'équation

suivante :

(AA/A)

cancérogéne

= (1 -3 coszqz) (6)
(AA/A) bases

La mesure de 0y donne donc la position du moment de transition
du cancérogéne par rapport 4 l'axe de la double hélice. Con-
naissant l'orientation de cette transition dans la petite
molécule, on peut ainsi déterminer la position du cancé@rogéne
dans la macromolécule.

On utilise en pratique du DNA soniqué, de fagon & pouvoir

assimiler la macromolécule @ un batonnet rigide.
b) La biréfringence électrique.

Si 1'absorption de la lumiére est différente suivant la
direction de polarisation, les indices de réfraction sont
donc différents, les vitesses de propagation de la lumiére
n'étant pas les mémes. C'est le phénoméne de biréfringence,

ou double réfraction, ou effet Kerr :

An = n, - n

An : biréfringence.
n, : indice de réfraction dans la direction paralleéle.
n, : indice de réfraction dans la direction perpendiculaire.

De la méme mani&re que pour le dichroisme, on utilise la

biréfringence réduite

An = @vAHS ’ 0 < ¢ <1
réduit
Ans : biréfringence & saturation.
o) : fonction d'orientation.

La mesure de la biréfrimngence dounne des renseignements sur

la structure globale de la.macromolécule.



- XIV -

L'intérét d'une telle mesure est que les effets observés en
biréfringence sont plus accentués que ceux obtenus en di-
chroisme. La valeur du An donne donc une idde plus précise

de la perturbation structurale éventuelle du DNA. '

La mesure sur le DNA est effectuée dans la région visible,

d 550 nm. La biréfringence obtenue est négative, l'effet des
bandes du DNA & 260 nm se répercutant encore 3 cette longueur

d'onde.

En pratique, on calcule les valeurs de An , pour différentes

A,
260

valeurs de 1l'intensité du champ électrique E, et on trace la
courbe

An

— = £(E) (75

A 550 nm
An : biréfringence réduite dor 1ée par l'appareil.
A : absorbance.i 260 nm.
E : mesurée emn kV/cm.

La comparaison de la courbe obtenue pour un DNA natif témoin,
avec celle donnée par un DNA modifié par un cancérogéne,
indique 1'ampleur de la perturbation induite dans la double

hélice, par la fixation de la petite molécule.




