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I N T R O D U C T I O N  

Le cancer pose un double problème : le premier est de 

savoir par quoi il est induit, et le second, comment il l'est. 

Le premier problème semble être partiellement résolu depuis 

la découverte de produits chimiques et de virus capables de 

transformer des cellules normales en cellules cancéreuses. 

Dans le cas de la cancérogénèse par une substance chimique, 

des concepts ont été émis qui pourraient nous permettre de 

comprendre comment Le cancer peut être induit. 

J.A.Miller et E.C. Miller ont particulièrement contribué 

à l'établissement de ces concepts qui sont les suivants : 

les cancérogènes chimiques par activation dans l'organisme 

sont transformés en agents très réactifs. Ces composés ainsi 

formés sont susceptibles de se fixer sur les macromolécules 

cellulaires (RNA, DNA, protéines). Enfin, il semble que la 

fixation d'une substance chimique sur le DNA (génome de la 

cellule) pourrait être responsable de la cancérisation. En 

effet, une lésion sur le DNA peut provoquer par mutation du 

génome la transformation cellulaire. 

Cependant, en réalité, ce schéma n'est pas simple. Mais 

il est très probable qu'il soit proche de la réalité puisqu'il 

existe une corrélation bien démontrée entre composés mutagènes 

et cancérogénes . 
Il semble donc nécessaire de multiplier les études concer- 

nant la structure des différentes lésions causées par un 

cancérogéne, et de connaître la ou les lésions qui induisent les 

mutations. En effet, la cellule possède des enzymes capables 

de réparer des lésions, mais malheureusement ces systèmes ne 

sont pas efficaces à 100%. 

Nous avons donc choisi d'étudier la cancérogénèse chimique 

par le 4NQO (4 nitroquinol6ine-1-oxyde) qui, comme nous le 

verrons, représente un modèle intéressant- 
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LA CANCEROGENESE CHIMIQUE 

A l'heure actuelle, il semble bien démontré que la 

plupart des cancers soient d'origine chimique ; en particulier, 

80 à 90 % des cancers chez l'Homme seraient dûs à l'environ- 

nement ( 6 0 ,  5 6 )  ; et depuis l'observation par l'anglais Pott 

en 1775 (76), d'une fréquence anormalement élevée des tumeurs 

du scrotum chez les ramoneurs, la liste des cancérogènes 

chimiques chez l'Homme ne fait que s'allonger (voir Tableau A) 

(97) 

Ce n'est cependant que depuis une dizaine d'années que 

des concepts généraux ont été élaborés, et cela grâce Z i  

l'étude complète des mécanismes d'action de certains cancérogènes 

chimiques. Le premier de ces concepts est le suivant : les 

cancérogènes chimiques sont métabolisés dans la cellule, afin 

d'être éliminés de l'organisme sous forme hydrosoluble. Cepen- 

dant ils peuvent aussi être aiguillés vers des systèmes enzyrna- ' 

tiques activateurs qui les transforment, au sein de la cellule, 

en électrophiles puissants. Ces agents électrophiles se fixent 

directement et de façon covalente sur les macromolécules cel- 

lulaires (RNA, RNA, protéines), en modifiant le bon fonction- 

nement de La cellule. Ceci est le deuxième concept de la 

cancérogénese chimique. Cette étape est appelée initiation. 

On distingue deux classes de cancérogènes chimiques : les 

agents alkylants qui ne nécessitent aucune activation dans la 

cellule, et les précancérogènes, appelés ainsi parce qu'ils 

doivent être rnétabolisés dans la cellule (voir Tableau B). 

Le DNA semble etre une des plus importantes macromolécules- 

cible : sa modification par un cancérogène peut en effet, être 

3 l'origine de l'apparition d'une cellule qui prolifère anar- 

chiquement, signe caractéristique de la cellule cancéreuse. 

La thèse des mutations pour l'initiation de-la cancérisation 

est étayée par toute une série d'observations, mais en l'absence 

de preuve directe, elle reste une hypothèse et on ne peut 

éliminer la possibilité d'une cancerog6nèse à l'aide de facteurs 

épigénétiques. 



Agents chimiques S i t e s  de formation de  l a  tumeur 

Ccmposé n a t u r e l  

Af la toxine  f o i e  

Composés i n d u s t r i e l s  

4-aminobiphényle v e s s i e  

benzène système hémopoïetique 

benzidine 

( 4 , 4  '-diaminobiphényle) 

ch lo ru re  de  v i n y l e  

d i s u l f u r e  de chloroé thyle  

é t h e r  dichlorométhylique 

2 naphtylamine 

Composés d ' o r i g i n e  médicale 

chloroamphénicol 

cyclophosphamide 

d i e t h y l s t i l b e s t r o l  

melphalan 

N,  N - B i s  ( 2  ch loroe thyl )  -2- 

naphtylamine 

oxyme tholone 

phenacetine 

phenytoine 

Classes  de  composés 

ami ante  

a r s e n i c  

... eadrnium 

chrome 

n i c k e l  

v e s s i e  + 

f o i e  

poumons, la rynx 

poumons 

v e s s i e  

sys  tème hémopoïetique 

v e s s i e  

u té rus ,  vagin 

système hémopoïetique 

v e s s i e  

f o i e  

r e i n  

t i s s u  lymphoré t icu ia i re  

(ganglions) 

poumons, p lèv re ,  p é r i t o i n e  

peau, poumons, f o i e  

poumons, p r o s t a t e  

poumons, c a v i t é  nasa le  

poumons, c a v i t é  nasa le  

Mélange de  composés 

fumée de c i g a r e t t e  poumons, a p p a r e i l  u r i n a i r e ,  pancreas 

goudrons, s u i e  poumons , peau 

h u i l e s  isopropyl iques larynx,  c a v i t é  n a s a l e  

Tableau A : L i s t e  des agents chimiques chez l'Homme (97 )  



L e s  aqentç a l k y l a n t s  L e s  po lycycl iques  aromatiques 

d i a l k y l  su$£ a t e s  

O ex : dimethyl 
il 

R-O-S-O-R s u l f a t e '  
I I  
O (DMS 

a l k y l  a l canes  s u l f o n a t e s  

O ex : methyl 
I I  

R-S-OR methane 
Il 
O s u l f o n a t e  

( W S )  

N a l k y l  N p i t r o s o u r é e  

, R ex  : méthyl n i t r o -  
/ 

O=N-N, sourée  
C-NH, 

N a l k y l  N n i t r o  

N n i t r o s o  guanidine 

,R e x  : N methyl N t  
/ 

O=N-N, ,H 
C-N. 

n i t r o  N' 
I I  ' 
NH N02 ni t rosogua-  

n i d i n e  

(MNNG) 

N a l k y l  N n i t r o s o  

ex : benzo (a)  pyrène 

L e s  amines aromatiques 

2 naphtylamine,  

carbamates 1 
/R ex : méthyl n i t r o -  

s o  u ré t ane  

epoxyde 

H,C --CH-R ex  : diepoxybutane 

L e s  p r o d u i t s  n a t u r e l s  

- s a f r o l e  

- a f l a t o x i n e  BI 

- cycas ine  

- alcaloZdes p y r r o l i z i d i n i q u e s  

L e s  agents  a l k y l a n t s  ( a  a c t i o n  

i n d i r e c t e )  

/ 
R - d i a l k y l  n i t r o -  

O=N-N, 
R 

s amines 

- ni t rosamines 

cyc l iques  

cancerogènes à a c t i o n  d i r e c t e  1 guelques precancérog5nea 

Tableau B : Les  deux c l a s s e s  de cancérogènes chimiques. : 
,'--- 
\ 8 



Heureusement, l a  c e l l u l e  possède des  enzymes q u i  peuvent 

r é p a r e r  les l é s i o n s  de son DNA. C e t t e  r é p a r a t i o n  n ' e s t  pas  

forcément p a r f a i t e ,  e t  c ' e s t  l a  p e r s i s t a n c e  ou l a  mauvaise 

r é p a r a t i o n  de ces l é s i o n s ,  q u i ,  t r è s  probablement, es t  l a  

cause de  la modi f i ca t ion  f u t u r e  d e  l a  c e l l u l e .  La  r é p a r a t i o n  

du DNA e s t  donc l ' é t a p e  f i n a l e  de l ' i n i t i a t i o n .  P a r  conséquent,  

de nombreuses g tudes  o n t  été e n t r e p r i s e s  pour connaz t re  les 
d i f f é r e n t s  systèmes de  r é p a r a t i o n  du DNA. 

Un a u t r e  problème impor tan t  de l a  c a n c é r i s a t i o n  concerne 

l e  temps de  l a t e n c e ,  q u i  p e u t  ê t r e  t r è s  l ong ,  e n t r e  le  moment 

03 l a  c e l l u l e  es t  exposée au cancérogène,  e t  l ' a p p a r i t i o n  de  

l a  tumeur. C e t t e  o b s e r v a t i o n  a permis à Berenblum en  1 9 4 1  de 

concevoir  un nouveau mécanisme de  tumor i sa t ion  q u i  se f e r a i t  

en  deux é t a p e s  ( 7 )  : l ' i n i t i a t i o n ,  p u i s  l a  promotion. C e  

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

i n i t i é e  en c e l l u l e  cancéreuse .  

Comme nous l e  ve r rons ,  (Chap i t r e  III, page 17), le  mode 

d ' a c t i o n  de  l a  promotion,  s ' i l  est admis p a r  un nombre d e  p l u s  

en  p l u s  grand de chercheurs ,  n ' e s t  cependant pas  encore  élu-  

c i d é  à ce jour .  



CHAPITRE I . L'INITIATION 

1) Métabolisme d e s  précancérogènes. 

La not ion de  métabolisme des cancérogènes chimiques par  

l e s  systêmes enzymatiques de l a  c e l l u l e  est maintenant p a r f a i t e -  

ment acceptée.  C e t t e  hypothèse a v a i t  é t é  c lairement  énoncée 

pa r  M i l l e r  en 1 9 7 0  ( 6 0 ) .  

Bien que beaucoup de substances s o i e n t  reconnues comme 

cancérogènes, on ne connai t  à l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  que le  méta- 

bolisme d'un t r è s  p e t i t  nombre de cancérogènes, comme par  

exemple, 1 'acétylaminof luorène (AAF) (1 8 )  , l e  benzo ( a )  pyrène 

( 5 0 ) ,  le s a f r o l e  ( 3 3 ) ,  l ' a f l a t o x i n e  (51 ) . 
L e s  précancérogènes sont  modifiés pa r  des systèmes enzyma- 

t i q u e s  qu i  l e s  conver t i s sen t ,  s o i t  en metabol i tes  i n a c t i f s  

( d é t o x i c a t i o n ) ,  s o i t  en un ou p l u s i e u r s  cancérogènes u l t imes .  

Nous ne nous étendrons pas s u r  c e s  systèmes d ' a c t i v a t i o n ,  e t  

rappel le rons  simplement, dans le schéma ci-dessous,  l e  concept 

généra l  q u i  i l l u s t r e  ces  mécanismes. Nous donnerons, comme 

exemple, l ' a c t i v a t i o n  métabolique d'un cancérogène chimique 

q u i  a f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses é tudes ,  1°F 

q(+ N: 

C-CH, 
AAF précancérogène 

/- 
H 

CK2 9 
4 

C-CH cancérogène 3 d é t o x i c a s o n  

> >N: OH 
3 précurseur  

p rodu i t s  non N-OH-AAF 
\1 cancérogènes 

9 cancérogène (s) )yN :C-CH3 N - A C ~ ~ O X Y  AAF ult ime (ç)  

O-S-CH3 
O .1 

macromolécules 
____) r é p a r a t i o n  

a l t é r é e s  
I 

i n i t i a t i o n  du cancer 



Le f a i t  que les r é a c t i o n s  i n t e r v e n a n t  l o r s  de l ' a c t i v a t i o n  

s o i e n t  enzymatiques, exp l ique  l a  s p é c i f i c i t é  des  e spèces  e t  

des  t i s s u s  pour un cancérogène. En e f f e t  l e  métabolisme, dans 

une espèce e t  un t i s s u  donnés, dépend e s s e n t i e l l e m e n t  de la 

présence  des  enzymes responsables  de c e s  t r ans fo rma t ions  

métabol iques .  

C ' e s t  a i n s i ,  p a r  exemple, que l e  Cobaye, q u i  ne possède pas  

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

1'AAF en N-OH AAF (59) ; donc l ' M F  n ' e s t  pas  cancérogène 

pour l e  Cobaye. 

2 )  I n t e r a c t i o n  des  cancérogènes chimiques avec les a c i d e s  

nuc lé iques .  

L e  métabolisme des  précancérogènes ,  comme nous l ' a v o n s  

évoqué précédemment, l i b è r e  dans l a  c e l l u l e  les a g e n t s  é l ec -  

t r o p h i l e s  p u i s s a n t s  que s o n t  les cancérogènes u l t imes .  

M i l l e r  a  montré que c e s  formes a c t i v é e s  s e . f i x a i e n t  d i r e c t e -  

ment e t  de  manière  cova len t e  s u r  les a c i d e s  nuc l é iques  e t  

l e s  p r o t é i n e s  (58, 6 0 )  . 
L a  format ion de l ' a g e n t  é l e c t r o p h i l e ,  dans l e  cas d u  NAAAF 

q u i  es t  un cancérogène u l t ime  d e  llAAF, s ' e f f e c t u e  p a r  d é p a r t  

de  la  f o n c t i o n  O-CO-CH3. (Voir  schéma c i -dessous) .  

N-Acetoxy-AAF 

cancérogène u l t ime  

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



La nature de l'interaction cancérogène ultime-acide 

nucléique a été l'objet d'investigations importantes. Des 
études ont surtout été effectuées sur le DNA, et deux mises 

au point concernant ces travaux, ont été faites en 1973 par 

Irving (38) et en 1975 par Sarma et a2  (83). 

Il ressort de leur étude que les sites de ces interactions 

au niveau du DNA sont principalement les quatre bases et parfois 

la liaison phosphodiester (83) . 
En ce qui concerne les agents alkylants, qui eux, ne 

sont pas métabolisés, les sites les plus réactifs semblent 

être les atomes d'azote des bases puriques en position 3 et 7. 

Par contre, les cancérogènes activés réagissent en des 

sites differents et principalement sur le carbone en position 8 

(C-8) et sur l'azote en 2 (N-2) de la guanine, ainsi que sur 

l'azote en 6 (N-6) de l'adénine (voir Figure 1) . Les réactions 
s'effectuent alors avec une plus grande spécificité comme 

1 'indique la Figure 1. 

Dans ce deuxième cas, on observe généralement plus d'un 

produit d'addition sur le DNA pour un cancérogène donné. En 

effet, plusieurs cancérogènes ultimes peuvent être métabolisés, 

et de plus les sites d'interactions possibles sur le DNA sont 

nombreux (56). Par exemple, dans le cas de llAAF, on obtient 

sur le DNA deux composés différents : un produit d'addition 
sur le C-8 de la guanine (80%) et un autre sur le N-2 de cette 

même base (20%) (47, 46, 57) . 
La nature de la perturbation induite sur le DNA, apres 

fixation covalente du cancérogène ultime, a été très étudiée. 

Ces études ont montré que l'addition du cancérogène ~rovoauait 

la dénaturation de la double hdlice du DNA , et que l'importance 
de cette dénaturation variait beaucoup selon le site de fixa- 

tion. Dans le cas de 1'AAF par exemple, la réaction du fluorène 

sur le C-8 de la guanine, qui s'accompagne d'une insertion de 

la mol6cule de cancérogène entre deux paires de bases,(29), 

dénature fortement le DNA, alors que la fixation sur le N-2 

de cette même base déstabilise peu la double hélice. Dans ce 

dernier cas le cancérogène est simplement couché dans le grand 

sillon (17). 



a g e n t  

agents  

a l k y  l a n t s  1 I 
cha îne  

agen'rs. 
DNA 

a l k y l a n t s  

agents a l k y  l a n t s  

a l k y l a n t s  

H.A.P. : h y d r o c a r b u r e  a r o m a t i q u e  p o l y c y c l i q u e .  - s i t e s  t r è s  r é a c t i f s ;  p a s  d e  s p é c i f i c i t c .  

- ] s i t e s  m o i n s  r é a c t i f s ;  i l  p e u t  e x i s t e r  i inc s p é c i f i c i t é .  

Adinin' Thymine Guanine C y h  .+nt 

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

l e  DNA i n  v i v o  e t  i n  v i t h o  ( 8 3 )  



Il est donc très important de connaître la nature de la 

liaison cancérogène-DNA. Cette spécificité de fixation, qui 

s'ajoute à celle du tissu et de l'espèce, joue un rdle important 

dans la modificatior du DNA, donc dans sa réparation, puisque, 

comme nous le verrons ultérieurement, la facilité de recon- 

naissance et de réparation de l'altération par les systèmes 

enzymatiques est directement reliée à cette modification, 

Des étudzs doivent donc être entreprises sur le plus 

grand nombre possible de cancérogènes, afin de connaître les 

lésions les plus dangereuses pour la cellule. 

C'est dans ce but que nous nous sommes attachés à recher- 

cher la structure de différents composés d'addition nucléosides- 

cancérogène ultime du 4NQ0 afin de déterminer l'altération 

qu'ils provoquent sur le DNA. 

Bien que le métabolisme du cancérogène, et sa fixation 

sur les macromolécules cellulaires soient la première étape 

de la cancérisation, il semble que le devenir de ces lésions 

et le comportement de la cellule initiée soient les problèmes 

les plus importants. 

C'est pourquoi nous allons expliquer maintenant les 

mécanismes de réparation en insistant tout particulièrement 

sur les systèmes produisant des erreurs. 



C H A P I T R E  I I  . LA REPARATION 

Tout changement dans l a  s t r u c t u r e  du DNA, même s ' i l  est 

minime, peut  ê t r e  dangereux ou l é t h a l  pour l a  c e l l u l e .  

Pour conserver  l ' i n t é g r i t é  de son génome, l a  c e l l u l e  

possède t o u t e  une s é r i e  de r é a c t i o n s  complexes, que l ' o n  

regroupe généralement sous l e  terme "mécanisme de répa ra t ion" ,  

Ce s o n t  des enzymes q u i  reconnaissent  l e s  l é s i o n s  e t  l e s  

r épa ren t  : ces  r é a c t i o n s  son t  l e s  processus de défense c e l l u -  

l a i r e .  Cependant l e u r  e f f i c a c i t é  n ' e s t  pas absolue : c e r t a i n s  

mécanismes, b i e n  qu ' a s s imi lab les  aux processus de répa ra t ion ,  

s e r o n t  défectueux e t  i n t r o d u i r o n t  des  e r r e u r s  dans l e  génome. 

Enfin dans c e r t a i n s  cas ,  l a  l é s i o n  ne sera pas réparée  du t o u t .  

1) Les r é p a r a t i o n s  c o r r e c t e s .  

Pho to réac t iva t ion  des dimères de pyrimidine.  

Un des mécanismesi de r é p a r a t i o n  c o r r e c t e  t r è s  b ien  connu 

e s t  l a  p h o t ~ r é a c t i v a t i ~ o n  des dimères de pyrimidine,  En e f  £ e t ,  

l ' i r r a d i a t i o n  du DNA p a r  un rayonnement u l t r a - v i o l q ~ t  provoque 

la  formation de  dimères ; l a  l é s i o n  q u i  y  correspoqd es t  rgparée,  

dans les b a c t é r i e s  e t  dans beaucoup de c e l l u l e s  euçaryotes ,  

p a r  une enzyme, q u i  e l l e ,  e s t  a c t i v é e  p a r  l a  lumière v i s i b l e .  

Ce mécanisme, q u i  e s t  t r è s  spéc i f ique  des dimères pyrimidiques,  

donne une r é p a r a t i o n  parfai tement  c o r r e c t e  ( 4  5) . L'ac t ion  de 

c e t t e  enzyme chez l'Homme, s i  e l le  e x i s t e ,  e s t  négl igeable .  

Excision-Réparation. 

En ce qu i  concerne l e  c a s  des l é s i o n s  i n d u i t e s  p a r  un 

cancérogène chimique, le  premier processus de r é p a r a t i o n  

impliqué e s t  c e l u i  de  l ' exc i s ion- répara t ion .  Nous ne d é c r i r o n s  

i c i  que l e  mécanisme d 'exc is ion-répara t ion  impliquant des  

nucléot ides .  (Un mécanisme d ' exc i s ion  p a r  base e s t  connu l u i  

a u s s i  pour r é p a r e r  c e r t a i n e s  l é s i o n s  spéc i f iques  du DNA, mais 

nous n 'en pa r l e rons  pas i c i ) .  Ce processus de r é p a r a t i o n  e s t  

également impliqué l o r s  de l a  r é p a r a t i o n  de dimères de  pyr i -  

midines, de cassures  pa r  des r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s ,  e t  de l ' a l k y -  

l a t i o n  .du DNA. 



C e  mécanisme de r é p a r a t i o n  se p r o d u i t  l o r sque  l a  

c e l l u l e  es t  "au repos" ,  c ' e s t - à - d i r e  q u ' e l l e  ne s y n t h é t i s e  

pas  de  DNA, q u ' e l l e  ne l e  r é p l i q u e  pas  en  p r é v i s i o n  d 'une 

d i v i s i o n .  

Une enzyme appe lée  endonucléase r -econna i t  l a  déformat ion 

i n d u i t e  s u r  l e  DNA p a r  l a  l é s i o n .  E l l e  e x c i s e  l a  cha îne  de  

DNA en amont de  l a  déformation.  Une a u t r e  enzyme l ' exonuc léase  

i n t e r v i e n t  a l o r s  : e l l e  coupe le  DNA a p a r t i r  du p o i n t  d ' i n -  

c i s i o n  en é l i m i n a n t  l a  l é s i o n .  La  b rèche  a i n s i  formée est  

comblée pa r  de nouveaux nuc léo t ides .  C e t t e  d e r n i è r e  o p é r a t i o n  

e x i g e  1 ' i n t e r v e n t i o n  d  ' une polymérase q u i  f i x e  s u r  l a  chaf ne 

coupée les n u c l é o t i d e s  manquants, e n  les a p p a r i a n t  à ceux 

p r é s e n t s  s u r  l a  cha îne  de DNA demeurée i n t a c t e .  Une d e r n i è r e  

enzyme appe lée  l i g a s e ,  soude l e  b r i n  néoformé en  r e c o n s t i t u a n t  

l e  DNA pa r f a i t emen t  r é p a r é .  

La compréhension des  phénomènes de r é p a r a t i o n  p a r  e x c i s i o n  

chez l'Homme, a é t é  f a c i l i t é e  p a r  l a  découver te  de  Cleaver  (15 ) .  

C e  chercheur a  montré que des  c e l l u l e s  humaines de Xeroderma 

Pigmentosum (X. P. ) s o n t  i ncapab le s  d ' e x c i s e r  les l é s i o n s  

i n d u i t e s  p a r  les rayons UV, mais peuvent  é l i m i n e r  celles dues 

aux r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s .  

D'après Cleaver  (15) e t  Setlow e t  a l  (86), l ' i n c a p a c i t é  

des  c e l l u l e s  X.P. à r é p a r e r  les l é s i o n s  dues aux UV, provien-  

d r a i t  de  l ' a b s e n c e  ou du mauvais fonctionnement de l ' endo-  

nuc léase  r e sponsab le  de l ' e x c i s i o n  de c e s  l é s i o n s .  

Regan e t  Setlow ( 7 9 )  montrèrent  en  1974, en  u t i l i s a n t  

ces m ê m e s  c e l l u l e s ,  q u ' i l  y  a  deux mécanismes d ' e x c i s i o n  b i e n  

d i s t i n c t s  : 

- un mécanisme r a p i d e ,  s ' e f f e c t u a n t  p a r  e x c i s i o n  de  3 à 4 

nuc l éo t ides ,  q u i  r é p a r e  pr inc ipa lement  les l é s i o n s  dues aux 

r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s  e t  aux a g e n t s  a l k y l a n t s .  

- un mécanisme l e n t .  Le nombre de  n u c l é o t i d e s  e x c i s é s  est  

a l o r s  de l ' o r d r e  de  100. C ' e s t  l e  c a s  de  l a  r é p a r a t i o n  des 

dimères pyr imidiques  e t  des  l é s i o n s  provoquées p a r  d e s  cancé- 

rogènes u l t imes .  



Réparat ion p o s t - r é p l i c a t i v e .  

D ' a u t r e s  r é p a r a t i o n s  peuvent se f a i r e  lo rsque  l a  c e l l u l e  

d o i t  r é p l i q u e r  son DNA : ces  mécanismes s o n t  d é c r i t s  sous  

le  nom de r é p a r a t i o n  p o s t - r é p l i c a t i v e .  C e  s o n t  les l é s i o n s  

p e r s i s t a n t e s  s u r  l e  DNA, q u i  n ' o n t  pas  é t é  r épa rées  p a r  

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

L ' e x p l i c a t i o n  d é t a i l l é e  de  ces mécanismes es t  donnée dans 

d i f f é r e n t e s  revues  : Kondo (1975) ,  Devoret  e t  a2 (1975) ,  

Setlow (1978) e t  Marx (1978) (45,  2 0 ,  85, 5 2 ) .  

I ls ne s o n t  pas  to ta lement  é l u c i d é s ,  m a i s  nous avons 

cependant schémat isé  ci-dessous l ' u n  des  mécanismes,le p l u s  

connu : l a  r é p a r a t i o n  p a r  recombinaison, q u i  d ' a i l l e u r s  est  

l e  s e u l  de c e s  mécanismes qu i  semble c o r r e c t .  

r é p l i c a t i o n  -- - d 
2 > K_ - 

molécule mère 
recombinaison 

syn thèse  e t  soudure 
Cependant, l a  r é p l i c a t i o n  peu t  s ' e f f e c t u e r  sans  t e n i r  compte 

de  l a  l é s i o n  ; de p l u s ,  l o r s  de l a  recombinaison,  d ' a u t r e s  

e r r e u r s  g é n é r a t r i c e s . d e  mutat ions  peuvent  s e  p rodui re .  

Dans l e  c a s  de l a  r é p a r a t i o n  p a r  recombinaison, l a  r é p l i -  

c a t i o n  es t  c o r r e c t e ,  m a i s  en  l a i s s a n t  l a  l é s i o n  s u r  l e  DNA. 

C ' e s t  pour c e t t e  r a i s o n  que c e t t e  r é p a r a t i o n  p o s t - r é p l i c a t i v e  

est  a u s s i  appe lée  r é p a r a t i o n  p a r  t o l é r a n c e .  

2 )  Les l é s i o n s  non rgparées .  

Comme nous l ' a v o n s  vu précédemment, l a  c e l l u l e  possède 

un équipement enzymatique capable  de  r é p a r e r  l e s  l é s i o n s  s u r  

l e  DNA. Cependant un c e r t a i n  nombre d ' e n t r ' e l l e s  s o n t  t r è s  

m a l  reconnues p a r  ce s  enzymes. C ' e s t  l e  c a s  p a r  exemple d e s  

a l k y l a t i o n s  s u r  l ' a z o t e  7 de  l a  guanine : l e  méthyl 7 guanine 

p e r s i s t e  dans l a  c e l l u l e  e t  ne semble pas  géner  l a  r é p l i c a -  

t i o n  ( 4 9 ) .  



Comme nous l ' a v o n s  vu l o r s  de  l a  r é p a r a t i o n  p a r  t o l é r a n c e ,  

il n 'y  a pas  r é p a r a t i o n  de  l a  l é s i o n  m a i s  simplement un "by- 

pass"  pour ne pas e f f e c t u e r  d ' e r r e u r  d 'appar iement  en  f a c e  de 

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

r é p a r a b l e s  p e r s i s t e n t  donc s u r  l e  DNA. 

Pa r  exemple, dans l e  c a s  de  l ' A A F ,  Fuchs (29), p u i s  p l u s  

récemment Yamasaki e t  a2 (105) o n t  montré que l a  f i x a t i o n  de  

1'AAF s u r  le  N-2 de  l a  guanine serait l a  p l u s  impl iquée dans 

l ' i n d u c t i o n  de  l a  cancérogénèse.  En e f f e t ,  l e  p r o d u i t  d ' a d d i t i o n  

s u r  le  N-2 de  l a  guanine p e r s i s t e  h u i t  semaines,  a l o r s  que l e  

p r o d u i t  f i x é  s u r  l e  C--8 est é l iminé  en s e p t  j ou r s .  O r  nous 

avons n o t é  p l u s  h a u t  que l e  composé d ' a d d i t i o n  s u r  l e  N-2 de  

l a  guanine n ' i n d u i s a i t  qu 'une p e t i t e  p e r t u r b a t i o n  s t r u c t u r a l e  

s u r  l e  DNA, a l o r s  que pour l e  C-8 l a  d é n a t u r a t i o n  es t  impor- 

t a n t e .  I l  s e m b l e r a i t  donc que dans  ce  ca s  p a r t i c u l i e r ,  l a  

l é s i o n  l a  p l u s  dangereuse s o i t  c e l l e  q u i  i n d u i t  l a  p l u s  f a i b l e  

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

le  génome de  l a  c e l l u l e .  

3)  L a  r é p a r a t i o n  défec tueuse .  

L e s  enzymes des  systèmes de  r é p a r a t i o n  que nous avons 

d é c r i t s  précédemment s o n t  des  enzymes c o n s t i t u t i v e s ,  c ' e s t -à -  

d i r e  p r é s e n t e s  dans l a  c e l l u l e  avan t  l ' a c t i o n  du cancérogène. 

En dehors  de c e s  mécanismes de r é p a r a t i o n  du DNA q u i  o n t  

pour r ô l e  d ' é l i m i n e r  l a  p l u s  grande p a r t i e  d e s  l é s i o n s ,  il 

e x i s t e  des  p rocessus  pe rme t t an t  à une c e l l u l e  t r a i t é e  p a r  un 

agent  cancérogène ou une i r r a d i a t i o n ,  d ' ê t r e  capable  de  r é p l i q u e r  

son DNA malgré l a  p e r s i s t a n c e  des  l g s i o n s .  C e s  &écanismes 

e n t r e n t  en j eu  lo r sque  les enzymes c o n s t i t u t i v e s  ne s u f f i s e n t  

p l u s  à a s s u r e r  l a  r é p a r a t i o n  a l o r s  que l a  c e l l u l e  d o i t  cependant 

r é p l i q u e r  son DNA. 

C e s  phénomènes o n t  é t é  b i e n  é t u d i é s  chez les B a c t é r i e s  

(104), e t  o n t  é t é  d é c r i t s  sous  l e  nom de r é p a r a t i o n  SOS (77), 

p u i s  de  fonc t ions  SOS ( 2 1 ) .  

Contrairement à l ' exc , i s ion - r épa ra t ion  e t  à l a  r é p a r a t i o n  

t o l é r a n t e ,  l a  r é p a r a t i o n  SOS e s t  un processus  i n d u i t .  Son 

danger p r g v i e n t  du f a i t  que l e  mécanisme r é p l i c a t i f  q u i  y 

cor respona  donne na i s sance  à de nombreuses muta t ions .  



Les  fonctions SOS. 

La m i s e  e n  évidence d 'une  f o n c t i o n  i n d u i t e  p a r  les dimères 

pyr imidiques  a é t é  d é c r i t e  p a r  Witkin en 1 9 7 4  (103), l o r s  

d ' une  expér ience  q u ' i l  a appe lée  : l ' U V  r é a c t i v a t i o n .  

E l l e  c o n s i s t e  à i n f e c t e r  une B a c t é r i e  à l ' a i d e  d 'un  phage 

préa lab lement  i r r a d i é  aux UV. S i  l a  B a c t é r i e  n ' a  p a s  é t é  

i r r a d i é e ,  l e  phage n ' e s t  pas  l i b é r é  du f a i t  du b locage  de sa 

r é p l i c a t i o n .  Au c o n t r a i r e ,  s i  l a  B a c t é r i e  es t  e l l e  a u s s i  

i r r a d i é e ,  on observe une i n f e c t i o n  pa r  l e  phage q u i  correspond 

à une r é a c t i v a t i o n  de l a  r é p l i c a t i o n .  Mais on c o n s t a t e  a u s s i  

que c e t t e  r é p l i c a t i o n  s'accompagne d 'une mu tagén ic i t é  impor- 

t a n t e .  C e t t e  expér ience  montre que l ' o n  a b i e n  i n d u i t  dans l a  

BactGrie h ô t e ,  un système mutagène a s s o c i é  à une m e i l l e u r e  

c a p a c i t é  de  r é p l i q u e r  l e  DNA endommagé. 

I l  f a l l a i t  donc s a v o i r  s i  ce  phénomène é t a i t  i n d u i t  l o r s  

de  l ' i r r a d i a t i o n  de l a  B a c t é r i e ,  s o i t  p a r  des l é s i o n s  s u r  l e  

DNA, s o i t  p a r  des  mod i f i ca t ions  des  systèmes enzymatiques 

b a c t é r i e n s .  

La m ê m e  expér ience  a donc é t é  e f f e c t u é e ,  mais en  u t i l i s a n t  

cet te f o i s  une B a c t é r i e  q u i  n ' e s t  pas  i r r a d i é e  e l l e - m ê m e ,  m a i s  

q u i  est recombinée à une B a c t é r i e  dont  l e  DNA a é t é  l é s é  p a r  

UV. On observe encore  une augmentation de  l ' i n f e c t i o n .  Ce q u i  

nous montre que le  système es t  i n d u i t  p a r  les l é s i o n s  s u r  le  

DNA . 
I l  e x i s t e  en  r é a l i t é  p l u s i e u r s  f o n c t i o n s  i n d u i t e s  pa r  les 

l é s i o n s  s u r  l e  DNA, dont  l ' impor t ance  se r e t r o u v e  à un niveau 

a u t r e  que c e l u i  d e  l a  r é p l i c a t i o n ;  e l l e s  s o n t  a u s s i  en  e f f e t  

r e sponsab le s  de l ' i n d u c t i o n  du phage lysogène (54)  de la 

f i l amenta+ion  de l a  B a c t é r i e  e t  de  l a  mu tagén ic i t é  ( 1 0 3 ) .  C e s  

f onc t ions  o n t  é t é  appe lées  " fonc t ions  SOS". D e  p l u s  il est  

impor tan t  de  c o n s t a t e r  q u ' e l l e s  peuvent être i n d u i t e s  également 

p a r  des  cancérogènes chimiques ( 6 0 )  . 
Actuel lement ,  t r o i s  expér iences  permet ten t  de  supposer  que d e  

tel les fonc t ions  e x i s t e n t  a u s s i  chez l e s  Eucaryotes .  

1. D'Ambrosio e t  Setlow (1) o n t  montré qu'un t r a i t e m e n t  

aux UV ou à 1°F de  f i b r o b l a s t e s  humains i n  v i t r o ,  i n t r o d u i -  

s a i t  un système d e  r é p a r a t i o n  p o s t - r é p l i c a t i v e  fonc t ionnsn t  , 
p l u s  e f f icacement  que l e  système c o n s t i t u t i f ,  



2. Sarasin et Hanawalt (82) ont montré que le traitement 

de cellules de Singe in vitro par les UV et les cancérogènes 

chimiques, induisait un nouveau système de réparation capable 

d'augmenter la survie du virus SV40 pré-irradié aux UV. 

3. Das Gupta et Summers (16) ont montré que l'UV-réacti- 

vation du virus Herpès Simplex était accompagnée d'une muta- 

génèse du virus réparé. 

La possibilité d'induire un système erroné de réplication 

ouvre d'intéressantes perspectives pour la compréhension de 

la cancérogénèse chez les Mammifères, si l'on se souvient de 

la corrélation entre mutagénèse et cancérogénèse, 

Mécanisme moZécuZaire. 

La question principale posée par la réparation SOS est l'in- 

trigante relation entre lésions sur le DNA et manque de 

fidélité de la réplication. 

Le mécanisme d'action de la ~NApolymérase, lors de la 

mutagénicité par les UV, a été proposé par Villani et a2 (100) . 
Ils montrent tout d'abord à l'aide d'expériences effectuées 

in vitro, par les systèmes enzymatiques de réplication E .  c o l $ ,  

sur le DNA irradié du phage $ X  174, que les photoproduits 

formés par le rayonnement ultra-violet, bloquent l'activité 

réplicative de la DNA polymérase au niveau de la lésion. Ce 

blocage de la réplication est associé à une conversion impor- 

tante de nucléotides triphosphates en nucléotides monophosphates 

correspondant à l'activité de l'exonucléase 3' 5' associée à 

la DNA polymérase 1. Cette augmentation de l'activité de lsexo- 

nucléase serait due au fait que la DNA polymérase apparierait 

une base incorrecte en face de la lésion ; l'exonucléase 3' 5' 

cliverait alors tous les nucléotides non acceptables. 

Byrngs et a2 (13) proposent un modèle simple pour expliquer 

la mutagénicité élevée de la réparation SOS. L'augmentation 

de la concentration en nucléotides monophosphates dans la cel- 

lule inhiberait l'action de l'exonucléase; non seulement la 

polymérase pourrait alors répliquer devant la lésion d'une 

manière aléatoire, mais sa fidélité de réplication sur un brin 

. sain pourrait aussi être altérée puisque l'activité 3' 5 "  

exonucléasique responsable de cette fidélité est inhibée. 



L e s  découver tes  de  V i l l a n i  (100) o n t  suggéré  que ce s  

mécanismes s imples  (que nous venons de d é c r i r e )  p o u r r a i e n t  

exp l ique r  l e  déclenchement de  l a  r é p a r a t i o n  SOS. Cependant on 

a c o n s t a t é  que les fonc t ions  SOS cnez E. coZi  s o n t  dépendants 

de gènes (Rec A.  Lex A ) ( 1 9 ) ,  dont  on s a i t  q u ' i l s  codent  pour 

une a c t i v i t é  p ro t éas ique .  D' ap rès  Roberts  (80 ) c e t t e  a c t i v i t é  

p r o t é a s i q u e  se ra i t  responsable  du c l i v a g e  du r e p r e s s e u r  du 

phage, c e  q u i  p rovoque ra i t  l ' i n d u c t i o n  lysogénique.  D ' au t r e  

p a r t  il a é t é  montré que l ' a n t i p a i n ,  q u i  est  un i n h i b i t e u r  de  

p r o t é a s e s  ( 5 4 ) ,  e t  l e  chloramphénicol  q u i  est un i n h i b i t e u r  

de  l a  syn thèse  d e s  p r o t é i n e s  (103 ) , i n h i b e n t  t o u s  deux chez 

E. coZi  l a  mutagén ic i t é  e t  l ' i n d u c t i o n  lysogénique : les fonc- 

t i o n s  SOS s o n t  donc dépendantes de l a  syn thèse  de p r o t é i n e s  

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

V i l l a n i  suggère  que l ' augmenta t ion  de l a  concen t r a t i on  

en monophosphates p o u r r a i t  ê t r e  l e  f a c t e u r  déc lenchant  l ' e x -  

p re s s ion  de gènes codant pour une p r o t é a s e  q u i  c l i v e r a i t  c e  

que l ' o n  p o u r r a i t  a p p e l e r  les "SOS r é p r e s s e u r s "  e t  i n d u i r a i t ,  

e n t r  ' a u t r e ,  l a  r é p l i c a t i o n  f a u t i v e  (78 ) . 
C e s  p remières  hypothèses des  mécanismes i n d u c t e u r s  des  

fonc t ions  SOS s o n t  a l l é c h a n t e s  b i e n  que t r è s  s imples .  Cependant, 

e l l e s  ne p a r a i s s e n t  pas s u f f i s a n t e s  ; en e f f e t ,  il est  d i f f i c i l e  

d ' admet t re  que le  s imple  blocage de l a  polymérase au  n iveau  

d 'une  l é s i o n  p u i s s e  i n d u i r e  les fonc t ions  SOS. I l  p a r a i t  p l u s  

probable  que d ' a u t r e s  f a c t e u r s  i n t e r v i e n n e n t ,  pour f o r c e r  l a  

c e l l u l e  a i n d u i r e  un système a u s s i  dangereux qu'une r é p l i c a t i o n  

hautement mutagène. 

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  de  l a  r é p a r a t i o n  SOS chez E. co l< 

s o n t  exprimées s u r  l e  Tableau C c i -après  ( 9 8 ) .  



1. C ' e s t  un système i n d u i t  ; l a  syn thèse  de  p r o t é i n e s  

est n é c e s s a i r e .  

2 .  E l l e  e s t  i n d u i t e  l o r sque  l a  syn thèse  du DNA es t  

empéchée. 

3 .  E l l e  est  e r ronée .  

4.  E l l e  est  dépendante de  gènes Lex A R e c  A,  

5. Beaucoup d ' a g e n t s  i n d u c t e u r s  des f o n c t i o n s  SOS 

s o n t  cancérogènes chez les Mammifères. 

6. D ' a u t r e s  fonc t ions  s o n t  i n d u i t e s  p a r a l l è l e m e n t  

comme p a r  exemple l a  l y s o g é n i c i t é .  

Tableau C : C a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  r é p a r a t i o n  SOS, 

C e r t a i n s  a u t e u r s  ( 1 9 )  p roposen t  l ' e x i s t e n c e  e t  la  p e r s i s -  

t ance  de  f o n c t i o n s  SOS chez l e s  B a c t é r i e s .  En e f f e t ,  c e t t e  

r é p a r a t i o n  source  de muta t ions ,  f a c i l i t e r a i t  l ' a d a p t a t i o n  des  

B a c t é r i e s  a g r e s s é e s  p a r  les cancérogènes,  e t  donc l a  s u r v i e  de 

l ' e s p è c e ,  e n  engendrant  des  mutants  r é s i s t a n t s .  

Cependant chez l e s  Eucaryotes ,  de t e l l e s  f o n c t i o n s ,  s i  

elles e x i s t e n t ,  peuvent a v o i r  un e f f e t  t r è s  n é f a s t e  pour l D o r -  

ganisme e t  jouer  un r ô l e  impor tan t  dans l ' i n d u c t i o n  de l a  

c a n c é r i s a t i o n .  

Depuis que l ' hypothèse  de l ' e x i s t e n c e  de te l les  fonc t ions  

chez Eucaryote a  é t é  sou levée ,  deux p o i n t s  semblent  t r è s  impor- 

t a n t s  : 

1) La p e r s i s t a n c e  de  l é s i o n s  s u r  l e  DNA. 

2 )  L e s  f a c t e u r s  déc lenchant  l a  r é p l i c a t i o n  de ces  DNA. 

Nous a l l o n s  montrer  dans l e  c h a p i t r e  s u i v a n t  qu 'un c e r t a i n  

nombre de  subs t ances  peuvent augmenter l a  tumor i sa t ion  d 'un 

t i s s u ,  en  p a r t i c u l i e r  les promoteurs,  q u i  i n d u i s e n t ,  e n t r  ' a u t r e ,  

les d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s .  



C E A P I I B E  I I i  

Le taux de transformation maligne, pour une dose de 

cancérogène initiateur, peut être modifié par différentes 

substances : les cocancérogènes, les promoteurs, les anti- 

cancérogènes et les antipromoteurs. 

Dans les expériences de cocancérogénèse, le cocancérogène 

et le cancérogène sont administrés simultanément ou alterna- 

tivement ; le résultat est une augmentation significative de 

la tumorisation, par rapport à l'action du cancérogène seul. 

Le cocancérogène est généralement non cancérogène, lorsqusil 

est employé seul ( 1 0 )  . 
D'autres substances ayant le mSme pouvoir qpe les cocan- 

cérogènes ont été découvertes. Elles ont été appelées "promo- 

teurs", parce que leur propriété d'augmenter la tumorisation 

par rapport à l'action du cancérogène seul, peut être observée 

bien après l'application du cancérogène (9). 

Cette notion d'initiation par le cancérogène et de promotion 

par un pr~moteur, a suggéré l'hypothèse d'une cancérisation 

en deux étapes : l'initiation et la promotion. Historiquement 

cette notion a été proposée bien après la not-ion de cocancéro- 

gène ( 7 ,  81). 

Les termes promoteur et cocancérogène ne doivent absolument 

pas être confondus. Car, par exemple un cocancérogène n'a pas 

d'action sur la tumorisation s'il est administré aprés le 

cancérogène. En effet, les protocoles d'expérimentation de 

substances promotrices ou cocancérogènes sont différents. Il 

est donc très probable que leur mode d'action (10) soit dif- 

férent lui-aussi. Nous reviendrons en détail sur la notion 

de promoteur. 

Les cocancérogènes sont constitués de composés très 

différents comme par exemple le catechol, le benzo (e) pyrène, 

le fluoranthrène, le dodécane, ce qui tendrait à prouver qu'il 

n'existe pas un mécanisme d'action unique (99). Bien qu'ils 



n ' a i e n t  pas  é t é  t r è s  é t u d i é s  j u s q u ' i c i ,  on a  cependant observé 

q u ' i l s  sembla ien t  mod i f i e r  l a  pe rméab i l i t é  de  l a  membrane. Ils 

p o u r r a i e n t  a u s s i  être impl iqués  dans l e  mécanisme de l ' i n i -  

t i a t i o n  p a r  le  cancérogène (9g , i2  ) .  C e s  deux hypothèses s o n t  

donc les p l u s  r e t enues ,  e t  nous donnons c i -dessous  un exemple 

de  l a  seconde. 

Bingham e t  a2 ( 1 2 )  o n t  montré que le  cocancérogène N- 

dodecane m o d i f i a i t  le  métabolisme du benzo ( a )  pyrène,  en 

f a v o r i s a n t  l a  format ion du 7,8 d ihydrod io l  benzo(a)pyrène ,  

composé q u i  e s t  l e  cancérogène i n t e r m é d i a i r e  de l ' a c t i v a t i o n  

du benzo(a)pyrène  en cancérogène u l t ime .  L ' e f f e t  cocancérogène 

du N-dodecane s u r  l e  benzo(a)pyrène  c o n s i s t e r a i t  donc, dans 

c e  c a s ,  e n  une augmentation de  l ' a c t i v a t i o n  du cancérogène 

p a r  r a p p o r t  à l a  d é t o x i c a t i o n .  

L ' a c t i o n  ant icancérogène a  é t é  e l le  a u s s i  é t u d i é e .  En 

p a r t i c u l i e r  il a é t é  montré dès  1929 p a r  Berenblum (Il), que 

l e  d i ch lo ro -é thy l  s u l f u r e  d iminua i t  l a  t umor i sa t ion  de l a  

peau de Sour i s  p a r  l e s  goudrons. I l  f a u t  remarquer que pa r  l a  

s u i t e  c e  composé a é t é  montré cancérogène chez l'Homme ( 5 6 ) .  

11 p o u r r a i t  p a r a î t r e  paradoxal  qu'un cancérogène p u i s s e  a v o i r  

une a c t i o n  ant icancérogène.  Cependant l e  d i ch lo ro -é thy l  s u l f u r e  

n ' e s t  p a s  l e  s e u l  c a s  ; p a r  exemple, l e  4NQO que nous é tud ions  

e n  t a n t  que cancérogène a également une a c t i o n  ant icancérogène 

s u r  l a  tumor i sa t ion  de  l a  peau de Sour i s  p a r  l e  benzo(a)  

pyrène ( 2 7 ) .  

En e f f e t ,  il semble admis maintenant  que c e r t a i n s  cancé- 

rogènes o n t  un pouvoir  an t i t umora l .  C e t t e  c o n s t a t a t i o n  es t  à 

rapprocher  du f a i t  que l e  DNA e s t ,  dans ce  d e r n i e r  ca s  également ,  

l a  c i b l e  p r i n c i p a l e .  

Les gnt ipromoteurs  quan t  à eux, ne mod i f i en t  pas s e u l s  

l a  tumor i sa t ion  p a r  un cancérogène, mais i n h i b e n t  l ' a c t i o n  du 

promoteur uniquement. Comme nous l e  ve r rons ,  c e  s o n t  généra- 

lement d e s  i n h i b i t e u r s  de  l a  syn thèse  des  p r o t é i n e s .  I ls  

peuvent aair a u s s i  au  n iveau  de l ' a c t i v i t é  d e s  p r o t é a s e s  ( 9 8 ) .  

L ' é tude  du mécanisme d ' a c t i o n  des promoteurs f a i t  l ' o b j e t  

à l ' h e u r e  a c t u e l l e  de  nombreuses é tudes .  E n  e f f e t ,  puisque les 

promoteurs ne s o n t  pas  des  cancérogènes,  l a  connaissance e x a c t e  



de l e u r  mecanisme d ' a c t i o n  p o u r r a i t  pe rme t t r e  d e  comprendre 

pourquoi l ' a c t i o n  i n i t i a t r i c e  d 'un  cancérogène n ' e s t  pa s  

immédiate. 

C e  pqoblème e s t  donc i n t é r e s s a n t  à cons idé re r  p u i s q u ' i l  

semble être l a  deuxième c o n d i t i o n  n é c e s s a i r e  pour q u ' i l  y 

a i t  t umor i sa t ion ,  l a  première  é t a n t  l ' é t a p e  d ' i n i t i a t i o n .  

1) Hi s to r ique .  

La n ~ t i o n  de promoteur a é t é  proposée pour l a  première  

f o i s  p a r  Berenblum ( 8 )  en 1954. C e t t e  hypothèse a v a i t  é t é  

suggérée pour i n t e r p r é t e r  1 ' expé r i ence  que nous avons schéma- 

t i s é e  s u r  l a  f i g u r e  2 ,  e t  que nous rappelons  i c i  : le badi-  

geonnage de  l a  peau d ' une  S o u r i s  p a r  une f a i b l e  dose de  

benzo(a)pyrène  ou p a r  l ' h u i l e  de  c ro ton  ne f a i t  a p p a r a î t r e  

aucune tumeur cancéreuse .  L ' h u i l e  de  c ro ton  a une a c t i o n  in-  

f lammatoire,  q u i  d i s p a r a î t  l o r s q u e  l ' a p p l i c a t i o n  n ' e s t  pas 

r e p r o d u i t e  e t ,  à l a  dose u t i l i s é e ,  l e  benzo(a)pyrène  n ' e s t  

pas cancérogène. M a i s  s i  on e f f e c t u e  un badigeonnage s imul tané  

de  c e s  deux subs tances ,  on v o i t  a p p a r a z t r e  s u r  l a  peau de l a  

Sour i s  de  nombreuses tumeurs. C e t t e  expér ience  montre que , 

c ' e s t  l ' h u i l e  de c r o t o n  q u i  a permis l a  tumor i sa t ion  de  l a  

peau de S o u r i s  exposée à une f a i b l e  dose de cancérogène.  

Berenblum o b t i e n t  l e  même r é s u l t a t  l o r sque  l ' h u i l e  de  c ro ton  

e s t  app l iquée  ap rè s  l e  cancérogène, m a i s  c e t t e  séquence can- 

cérogène-hui le  de c ro ton  ne p e u t  être inve r sée .  Berenblum 

propose a l o r s  l a  no t ion  d ' i n i t i a t i o n  p a r  l e  cancérogène e t  

de  promotion pa r  l ' h u i l e  de  c ro ton .  

En 1971 un composé a c t i f  de  l ' h u i l e  de c r o t o n  a é t é  i s o l é  

p a r  Hecker ( 3 3 ) .  11 s ' a g i t  du 12-O-tetradecanoylphorbol-13- 

a c e t a t e  (TPA) . (Voir formule c i -des sous ) .  



a, 
c 

'a, 
0 
O 

b t i  

O 
C 

O 
+ 



Enf ip ,  il est i n t é r e s s z n t  de n o t e r  qu 'un c e r t a i n  nombre 

d ' o b s e r v a t i o n s  r é c e n t e s  semblent montrer  que l e  mécanisme 

de c a n c é r i s a t i o n  chez l'Homme se f a i t  s e l o n  les deux é t a p e s  

d ' i n i t i a t i o n  e t  de promotion ( 1 0 )  . 

2 )  Promoteurs. 

Depuis c e s  expé r i ences ,  on a  découver t  l e  r ô l e  promoteur 

de nombreuses a u t r e s  subs tances  : c e r t a i n s  composés phéno- 

l i q u e s  , l e  sodium l a u r y l  s u l f a t e ,  l ' a c i d e  iodoacé t ique ,  l e s  

e s t e r s  méthyliques d ' a c i d e s  g r a s ,  c e r t a i n s  e s t e r s  n a t u r e l s  

ou syn thé t iques  de phorbol ,  a i n s i  que l e  condensat  de funiée 

de c i g a r e t t e s  ( 8 9 )  . 
L e  t a b l e a u  c i -dessous  montre les d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  pro- 

p r i é t é s  b io log iques  des  i n i t i a t e u r s  e t  des  promoteurs ( 1 0 1 )  . 

I n i t i a t e u r  Promoteur 

P .  11 e s t  cancérogène en 1. 

lui-même. 

2 .  11 d o i t  ê t r e  app l iqué  2 .  

avan t  l ' a g e n t  promo- 

t e u r .  

3 .  Une dose s u f f i t .  3 .  

4 .  Son a c t i o n  est  i r r é -  4 .  

v e r s i b l e  e t  a d d i t i v e .  

5. 11 n ' e x i s t e  pas  de  s e u i l  5. 

d '  a c t i o n  apparen t .  

6.  I l  se f i x e  s u r  les rr.acro- S .  

molécules c e l l u l a i r e s .  

7. I l  est mutagène. 7 .  

11 n ' e s t  pas cancérogène. 

11 d o i t  être appl iqué  

ap rè s  1 ' agent  i n i t i a t e u r .  

11 n é c e s s i t e  une e x p o s i t i o n  

prolongée.  

Son a c t i o n  e s t  r é v e r s i b l e  

e t  non a d d i t i v e .  

I l  e x i s t e  probablement un 

s e u i l  d ' a c t i o n .  

Sa f i x a t i o n  cova len t e  n ' e s t  

pas  Gvidente. 

11 n ' e s t  pas  mutagène. 

Tableau D : Dif fé rences  e n t r e  i n i t i a t e u r  et promoteur. 



3 )  Hypothêse de mode d ' a c t i o n .  

C ' e s t  l a  t h é o r i e  géné t ique  de  l a  c a n c é r i s a t i o n ,  comme 

nous l ' avons  vu p r é c é d ~ m e n t ,  q u i  est ,  à p r é s e n t  l a  p l u s  

souvent  admise. L e  génome de l a  . c e l l u l e  est  modi f ié  l o r s  de 

l ' é t a p e  de l ' i n i t i a t i o n  m a i s  l a  t umor i sa t ion  ne se p r o d u i t  

généralement qu 'après  un long temps de l a t e n c e  : il semble ra i t  

donc que l ' é t a p e  d ' i n i t i a t i o n  s o i t  mémorisée dans l a  c e l l u l e .  

P a r  c o n t r e  il n 'en e s t  pas  de même pour l ' é t a p e  de promotion, 

puisque l e  promoteur n ' a  aucune a c t i o n  s ' i l  es t  adminis t ré  

avan t  1 ' i n i t i a t e u r .  D e  p l u s ,  son a c t i o n  est  r é v e r s i b l e .  

(Voir  Tableau E )  . 

Séquences 

O - .  - . -. . - 
n o  o - o  

I I -  - c - O  - 0  

C -  a - C  - O - / / - .  

LI i n i 1 n - 1  

Tumarisat ion 

+ ¤ : cancérogène 
- 

O : i n i t i a t e u r  - 

Tableau E : Expériences de turnor isa t ion de l a  peau de Sour i s  

p a r  a p p l i c a t i o n  de benzo ( a )  pyrène avec ou 

sans  a p p l i c a t i o n  de TPA u t i l i s é  comme promoteur. 

D i f f é r e n t e s  séquences s o n t  e f f e c t u é e s  en fonc t ion  

du temps. 

Dans les expér iences  d é c r i t e s  c i -dessus ,  qui s o n t  l a  b a s e  

d e  l a  c a n c é r i s a t i o n  e n  deux é t apes ,  on p e u t  remarquer qu 'une  

dose  impor tan te  de cancérogène a  une a c t i o n  tumorigène i d e n t i q u e  

à c e l l e  d ' une  f a i b l e  dose de  cancérogène a s s o c i é e  à un t ra i te-  

ment p a r  l e  promoteur. On peu t  donc a u s s i  se demander s i  des  

doses  importantes  de  cancérogènes n ' a u r a i e n t  p a r  une a c t i o n  

promotr ice .  



~e f a i t  que les promo5eurç s o i e n t  des in f l amqa to i r e s  e t  

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

c e l l u l a i r e ,  a f a v o r i s é  de  no-nbreuses i n v e s t i g a t i o n s  e n t r e -  

p r i s e s  dans l e  b u t  de  comprendre l e  mécanisme de l a  promo- 

t i o n .  Mais aucune conc lus ion  n ' e s t  apparue c l a i r emen t .  En 

e f f e t ,  deux composés, l ' a c i d e  a c é t i q u e  e t  l ' é t h y l p r o p i o l a t e  

(89) q u i  s o n t  de  f a i b l e s  promoteurs,  o n t  une a c t i o n  s u r  l e  

déso rd re  du métabolisme e t  s u r  l a  morphologie de l a  c e l l u l e  

comparable à celle que p r é s e n t e  l e  TPA, b i e n  que ce  d e r n i e r  

s o i t  un promoteur p u i s s a n t .  I l  n ' y  a donc pas  de c o r r é l a t i o n  

év iden te  e n t r e  l ' h y p e r p l a s i e  e t  l ' e f f i c a c i t é  de l a  promotion 

(89 )  

Un c e r t a i n  nombre de t ravaux  s e d l e n t  montrer  que l e  TPA 

a  une a c t i o n  a u  n iveau  de l a  membrane c e l l u l a i r e .  En p a r t i -  

c u l i e r  il es t  maintenant  b i e n  é t a b l i  que l e  TPA i n t e r a g i t  

avec un r é c e p t e u r  s p é c i f i q u e  de l a  membrane e t  modi f ie  l a  

' su r f ace  c e l l u l a i r e  (101,100) . 
D'au t r e  p a r t  il est  b i en  é t a b l i  que l e  TPA p é n è t r e  dans 

l a  c e l l u l e .  Enf in  son a c t i o n  promotr ice  p e u t  être i n h i b é e  

p a r  une s é r i e  d'hormones s t é r o r d e s  an t i i n f l ammato i r e s ,  copae 

p a r  exemple l a  dexmethasone ,  l ' h y d r o c o r t i s o n e ,  l a  c o r t i s o n e  

( 6 )  

En résumé, on p e u t  d i r e  que les promoteurs i n d u i s e n t  

des  changenentsdans l a  c ro i s sance  e t  l a  morphologie de l a  

c e l l u l e ,  dans les p r o p r i é t é s  de l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e ,  dans 

le t r a n s p o r t  du 2-deoxyglucose e t  augmentent l a  syn thèse  

des  phosphol ip ides ,  l ' a c t i v i t é  des  p r o t é a s e s  e t  de l ' o r n i t h i n e  

decarbo:cylase (89) . 
Weinstein a  proposé récemment que les mod i f i ca t ions  de 

la s u r f a c e  c e l l u l a i r e  i n d u i s e n t  d e s  f a c t e u r s  de  c r o i s s a n c e  

q u i  p o u r ~ a i e n t  e x p l i q u e r  l ' a c t i o n  promotr ice  du TPA (101,100) .  

Par  c o n t r e  T r o l l  e t  a2 ( 9 8 )  i n s i s t e n t  s u r  l e  r ô l e  que 

p o u r r a i e n t  jouer  les p r o t é a s e s ,  c a r  en  e f f e t  l a  r é p a r a t i o n  

défec tueuse  ( f o n c t i o n s  S O S ) ,  de m ê m e  que l ' a c t i o n  des  promo- 

t e u r s  n é c e s s i t e n t  l a  syn thèse  de  p r o t é a s e s .  E t  on c o n s t a t e  

en  e f f e t  que c e r t a i n s  an t ip romoteurs  comne 1 ' a n t i p a i n  e t  l a  

l e u p e p t i n  o n t  une a c t i o n  i n h i b i t r i c e  s u r  l ' a c t i v i t é  des pro- 

t é a s e s ,  T r o l l  suggère  que l ' a c t i v a t i o n  des  p r o t é a s e s  p a r  les 



promoteurs soit le facteur décisif dz la tumorisation. 

Dans ce cas la répazation Ç 9 S  pourrait être induite par les 

lésions elles-mêmes lorsque celles-ci seraient nombreuses. 

Par contre lorsqu'eiles s5raient résiduelles, la réparation 

SOS bien qu'encore induite, le serait cette fois par les 

promoteurs qui libéreraient des protéases et déclencheraient 

les divisions cellulaires (et particulièrement la réplication). 

Cependant, la réparation S3S et l'induction des protéases, 

si elles ont été montrées dans le cas des Bactéries, ne sont 

qu'hypothétiques dans le cas des Eucaryotes. Cette hypothèse 

expliquerait pourtant qu'une dose de cancérogène élevée 

puisse avoir une action promotrice en elle-même du fait de 

l'induction par des lésions trop nombreuses de la réparation 

SOS. 

Kinsella et Radman proposent un modèle bien différent 

(44). L'initiation par un cancérogène induirait des muta- 

tions récessives, c'est-à-dire des mutants "cancérogènes" 

hétérozygotes; cela expliquerait pourquoi la cellule initiée 

ne présente aucun pouvoir tumoral. Pour émettre leur hypo- 

thèse, Kinsella et Radman s'appuient sur deux propriétés 

des promoteurs mises en évidence expérimentalement : les 

promoteurs induisent les divisions cellulaires et favorisent 

l'échanoe de chromatides-soeurs (SCE) faisant ainsi passer 

la cellule de l'état hétérozygote à l'état homozygote, c'est- 

à-dire la transformant en cellule cancéreuse. 

En particulier, ils ont montré que le TPA induisait des 

recombinaisons mitotiques lors de la division cellulaire. 

Ces réarrangements chrom~somiques sont visualisés en méta- 

phases par ce qu'ils appellent des "quadripoles", c'est-à- 

dire la condensation au niveau des centromères de deux 

chromosomes homologues. Ils o5servent donc des chromosomes 

en forme de croix sur les caryotypes. Par contre ils n'ob- 

tiennent pas de SCE lorsqu'un dérivé du TPA, non promoteur, 

est utilisé : le 4-O-méthyl-TPA. De plus, les antipromoteurs 

comme les antiinflammatoires ou les inhibiteurs de la 

synthèse protéique, inhibent les SCE induites par le TPA. 



Les promoteurs, en induisant les ÇCE, augmenteraient 

donc, d'une manière importante, l'expression d'un phénotype 

mutant (voir schéma ci-dessous) . 

cancérogène 1 mutation directe 
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Nous venons de décrire les principales hypothèses de mode 
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mutant 

fait que rien pour l'instant n'est parfaitement établi. 

C- 

On peut cependant espérer que les recherches de plus en 

plus nombreuses effectuées dans ce domaine, permettront, 

dans quelques annges, de relier initiation et promotion, 



DEUXIEME PARTIE 



Bien que  de  nombreuses é t u d e s  a i e n t  é t é  e f f e c t u é e s  depuis  

la  découver te  du pouvoir  cancérogène du  4 N Q 0 ,  l e  mode d ' a c t i o n  

de  ce  d e r n i e r ,  a i n s i  que l e s  r é a c t i o n s  mo lécu la i r e s  du  (ou 

des) cancérogène (s) u l t i m e ( s )  cor respondant  (s)  ne s o n t  pas  

encore  é l u c i d é s .  

Deux revues  g é n é r a l e s  s u r  ce précancérogène ayan t  é t é  

pub l i ée s ,  l ' u n e  e n  1 9 7 1  ( 2 4 ) ,  l ' a u t r e  p l u s  récemment en 1976  

( 6 6 ) ,  nous n e  rev iendrons  i c i  que s u r  les p o i n t s  q u i  nous 

s o n t  apparus  être les p l u s  impor t an t s  l o r s  de  l ' é t u d e  de l a  

c a n c é r i s a e i o n  du 4 N Q 0  : 

- l e  4NQ0 est  un modèle p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t é r e s s a n t  pour 

l ' é t u d e  du  mécanisme de l a  cancérogénèse  chimique,  c a r  ses 

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

- p a r  c o n t r e ,  Q l ' i n v e r s e  des  p r o p r i é t é s  b io log iques ,  

le  mécanisme de l ' a c t i v a t i o n  du cancérogène i n t e r m é d i a i r e  en  

cancérogène u l t ime ,  est  l u i ,  t r è s  m a l  connu, e t  c e  q u i  est 

annoncé n ' e s t  pour l ' i n s t a n t  qu 'une hypothèse.  

- l a  r é p a r a t i o n  des  l é s i o n s  causées  p a r  le  4 N Q 0  semble 

se f a i r e  s u i v a n t  deux mécanismes d i f f é r e n t s  . 

Nous a l l o n s  r e v e n i r  en  d é t a i l  s u r  chacun de ces p o i n t s .  



CHAPITRE I : PROPRIETES BIOLOGIQUES 

Le pouvoir cancérogène du 4NQ3 a été montré pour la 

première fois en 1957 par Nakahara e t  a2 chez la Souris (68). 

Un nombre impressionnant d'études ont été entreprises, et 

leursrésultats sont en accord avec le pouvoir hautement can- 

cérogène du 4NQO. En particulier, il semblerait-que le seul 

animal de laboratoire qui "résiste" au 4NQ0 soit le chien 

(24, 91) . 
Les organes cibles sont principalement le poumon, le 

pancréas et l'estomac (32, 64, 65). 

Nakahara e $  a2 (67) ont cherché à mettre en évidence une 

relation spécificité d'action/structure des cancérogènes dans 

la série quinoléine. A partir de l'étude d'un grand nombre de 

modèles, ils concluent que, pour être cancérogène, une quino- 

léine doit obligatoirement posséder la fonction N-oxyde en 

position 1 et le groupement nitro en position 4. Parallèlement, 

Elawazoe et a 2  (40) montrèrent que le cycle quinolsique était 

nécessaire à l'action cancérogène. Cela expliquerait que le 

4-nitro pyridine-1-oxyde ne soit pas cancérogène. 

Les conclusions de Nakahara ne semblent cependant pas tout 

à fait universelles puisque Mori e t  a2 (62, 6 3 )  ont montré 

que le 4 nitroquinoléine et le 2 nitroquinoléine (qui n'ont 

pas de fonction N-oxyde) présentaient un pouvoir cancérogène. 

L'une des propriétés importantes des cancérogènes est leur 

p~uvoir mutagène. Dans le cas du 4NQ3, le pouvoir mutagène 

a été mis en évidence sur les champignons par Okabayashi e t  a2 

(24) avant que ne soit montré son pouvoir cancérogène. 

Ce sont d'ailleurs ces mêmes auteurs qui découvrirent ensuite 

que les microorganismes métabolisaient le 4NQO (71 ) . 
Les propriétés mutagènes du 4NQ0 ont aussi été mises en évidence 

sur de nom3reuses Bactéries (7 5, 4, 71) . 
Il faut faire ici un2 remarque importante : bien que le pouvoir 

mutagène chez les microorganismes soit une propriété commune 

à de'nombreux cancérogènes, le comportement du 4NQ0 ne peut 



être assimilé à celui des autres cancérogènes. En particulier, 

lors des expériences de mutagénicité par le 4XQ0, Pl n'est 

pas nécessaire d'ajouter une fraction microsomiale de cellules 

d'Eucaryotes (dont le r61e est d'activer le précancérogène en 

cancérogène intermédiaire) contrairement à ce qu'il faut faire 

pour la grande majorité des cancérogènes. C'est ainsi par 

exemple que, lors de l'étude de la mutagénicité par 1'AAF ou 

par les hydrocarbures aromatiques, l'effet mutagène ne sera 

observé que si, en même temps que le précancérogène, on ajoute 

au milieu la fraction microsomiale permettant leur activation (66). 

Le 4NQO semble être le seul précancérogène qui soit métabolisé 

par les enzymes des microorganismes. C'est d'ailleurs chez les 

Bactéries que la première étape d'activation métabolique a été 

montrée pour la première fois (voir chapitre suivant). 

Toujours d'un point de vue biologique, deux autres propriétés 

du 4NQO semblent intéressantes à considérer, surtout si l'on 

se souvient de l'importance des fonctions SOS et du rôle joué 

par les promoteurs. 

Premièrement le 4NQO permet l'induction lysogénique du phage X 

chez E. coZi ( 22) . Or cette fonction est l'une des fonctions SOS 
chez les Procaryotes. De plus, Hirai et aZ montrèrent que le 

4NQ0 peut activer la survie du virus SV 40 (Virus Simien 40) 

dans les cellules de Hamster (34). 

Deuxièmement le 4NQ0 induit des aberrations chromosomiques 

qui ont ét6 mises en évidence sur les Eucaryotes, comme cela a 

été montré en 1965 par Yoshida et a2 (1061, puis par stich et = ~ ( g q .  
Yoshida et a2 classent ces aberrations en trois catégories : 

l'élongation des chromosomes, la cassure des chromosomes et 

l'échange des chromatides-soeurs. Ces propriétes pourraient 6tre 

l'ob jet d l  une discussion très longue, mais nous nous bornerons 

à ce que nous venons de dire. En effet leur étude ne constitue 
pas le but réel de ce travail. 



C H A P I T R E  II : L E  M E T A B O L I S M E  DU 4NQ0 

Okabayashi et Yoshimoto ont montré en 1962 (71), à l'aide 

de cultures bactériennes, que le 4NQO était réduit par voie 

métabolique, en trois composés principaux : le 4-hydroxyamino- 

quinoléine-1-oxyde (4HAQO) , le 4-aminoquinoléine-1-oxyde (4AQO) 
et le 4-aminoquinoléine (4AQ). 

Shirasi (87, 88), en 1963, testant le pouvoir cancérogène de 

chacun de ces composés, montre que seul le composé hydroxylé 

(4HAQO) est cancérogène. Il émet alors l'hypothèse qu'il pourrait 

bien être le cancérogène précurseur, hypothèse qui est rapidement 

confirmée; en effet, non seulement le 4HAQO présente, du point 

de vue de la cancérogénèse, toutes les propriétés du 4NQ0, mais 

de plus son pouvoir cancérogène est plus important ( 2 3 ,  3 5 ) .  

La première étape de l'activation est donc bien démontrée : le 

4NQ0 est réduit en 4HAQO (cancérogène intermédiaire); les 

réactions de réduction du précancérogène en 4AQ0 et 4AQ cons- 

titueraient donc l'étape de détoxication. Une telle hypothèse 

est en parfait accord avec ce que l'on observe expérimentalement : 

la conversion du 4NQO s'effectue principalement en 4HAQO dans 

les organes où les tumeurs sont généralement observées, alors 

que, au contraire le 4AQO et le 4AQ sont synthétisés dans les 

organes peu sensibles au 4NQO (87). Comme nous l'avons vu pr6- 

cGdemment, les Bactéries possédent les enzymes nécessaires a 
la premiére de ces transformations. 

La deuxième étape d'activation n'est, pour l'instant, pas encore 

élucidée; la raison la plus évidente en est que cette étape 
libère des composés trGs instables, difficiles a piéger et a 
isoler car ils réagissent rapidement sur les composants nucléo- 

philes de la cellule (60, 58). En effet la fixation covalente 

du cycle quinoléique sur les macromolécules cellulaires a fait 

l'objet d'etudes approfondies. Cette fixation a été prouvee dès 

1970 par Kuroki et a2 (48) qui ont montré que le 4NQ0 se liait, 

in vivo, sur le DNA, le RNA et les protéines, puis par Andoh 

et a 2  (3) qui ont étudié l'incorporation de 4NQ0 marqué a des 
cellules de Mammifères en culture. 



Pour expliquer la fixation covalente du 4NQO sur le DNA, 

Tada e t  a 2  ont isolé une enzyme capable d'activer le 4HAQ0, 

in v i t r o  (92, 9 5 ) .  cette enzyme, la séryl tRNA synthcStase, 

transforme le 4HA30 en une forme active non identifiée, capable 

de se fixer sur les bases du DNA de manière covalente. Ils 

postulent que la forme active serait le séryl-4HAQO (voir 

schéma ci-dessous). 

Cependant, ils n'ont pas isolé ce composé. 

Une autre approche concernant l'activation du 4HAQO a été 

effectuée en 1968 par Enomoto e t  a2  (26) .Ils montrent qu' un 

dérivé diacétylé du 4HAQ0 : le 0,O'-diacétyl-4-hydroxyamino- 

quinoléine-1-oxyde, qui est un électrophile puissant, réagit 

i n  v i t r o  directement sur le DNA en formant une liaison cova- 

lente (schema ci-dessous) . 



C e  composé ( d i  Ac-4HAQ0) p e u t  ê t re  s y n t h é t i s é  chimiquement : 

sa syn thèse  e t  s a  s t r u c t u r e  o n t  été d é c r i t e s  p a r  Kawazoe ( 4 1 ) .  

M i l l e r  ( 6 0 )  suggère que c e  composé p o u r r a i t  r e p r é s e n t e r  un 

cancérogène u l t ime .  En e f f e t ,  l o r s q u e  l e  d i  Ac-4HAQ0 est i n j e c t é  

à un animal ,  il apparaZt  d e s  tumeurs a u  s i t e  d ' i n j e c t i o n  (43, 

2 5 ) .  Autrement d i t ,  ce d é r i v é  d i a c é t y l é  p r é s e n t e  t o u t e s  l e s  

p r o p r i é t é s  des cancérogènes u l t imes  tel les q u ' e l l e s  o n t  é t é  

d é c r i t e s  p a r  M i l l e r  (58,  6 0 )  . D ' a u t r e  p a r t ,  c e t t e  hypothèse 

d ' a c é t y l a t i o n  du cancérogène p récu r seu r  semble être compat ible  

avec  ce que l ' o n  s a i t  a c tue l l emen t  pour c e r t a i n s  cancérogènes.  

C ' e s t  a i n s i  p a r  exemple q u ' i l  es t  b i e n  connu main tenant  que 

les formes u l t imes  d e  l l A A L  s o n t  les e s t e r s  de  1'OHAAF . I l  

f a u t  d ' a i l l e u r s  remarquer que M i l l e r  ( 6 0 )  a v a i t  p o s t u l é  dès  

1970 que le d é r i v é  d i s u l f a t e  du 4 H A 3 0  p o u r r a i t  être un cancé- 

rogène u l t ime ,  c e c i  p a r  a n a l o g i e  avec l e  d é r i v é  s u l f a t e  de 

1'AAF. C e t t e  r é a c t i o n  d ' e s t é r i f i c a t i o n  se f e r a i t  p a r  l ' i n t e r -  

méd ia i r e  d ' u n e  a c é t y l t r a n s f é r a s e  dans  l e  c a s  du d é r i v é  d i a c é t y l é  

ou d ' u n e  s u l f o t r a n s f é r a s e  dans l e  c a s  du d é r i v é  d i s u l f a t é ,  

p a r  a n a l o g i e  B 1'AAF ( 5 ) .  Cependant aucune é t u d e  n ' a  permis,  à 

ce  j o u r ,  d ' i s o l e r  c e s  enzymes dans l e  cas  du 4NQO. 

Pa r  conséquent ,  e t  b i e n  que le  métabolisme du  d i  Ac-4HAQO ne 

s o i t  pas  démontré, mais simplement p o s t u l é ,  nous a l l o n s  montrer  

que ce d é r i v é  c o n s t i t u e  un bon modèle pour l ' é t u d e  in v i t r o  d e s  

l é s i o n s  causGes au DNA p a r  l e  4NQ0. 

C ' e s t  Enomota lui-meme e t  ses c o l l a b o r a t e u r s  ( 2 6 )  q u i  les 

premiers  mont rè ren t  expérimentalement que le  d i  Ac-4HAQO pouva i t  

b i en  être l e  cancérogène u l t ime  du 4NQO. Pour c e l a ,  i l s  on t  m i s  

a p r o f i t  les p r o p r i é t é s  f l u o r e s c e n t e s  des  q u i n o l é i n e s  e t  corn- 

p a r è r e n t  les s p e c t r e s  de  f l u o r e s c e n c e  des  DNA modi f i é s  in vitro 

a p r è s  r e a c t i o n  du d i  Ac-4HAQ0, avec ceux ob tenus  in v i v o  ap rès  

e x p o s i t i o n  a u  4HAQO (53,  9 3 ) .  Ces a u t e u r s  montrent  que l e s  

s p e c t r e s  de  f l uo re scence  obtenus  dans les deux c a s  s o n t  t r è s  

semblables .  C e t t e  p remière  comparaison i n  v i v o - i n  v i t r o  est 

un argument e n  faveur  du modèle que nous avons c h o i s i ,  mais 

d o i t  cependant  ê t r e  complété p a r  d e s  é tudes  p l u s  appxofondies.  



En particulier, pour pouvoir affirmer que le di Ac-4HAQO est 

un modèle convenable, il faut montrer que les produits d'addition 

obtenus in vitro entre le D N A  et le cancérogène sont identiques 

à ceux obtenus i n  v i v o .  La parfaite connaissance de ces produits 

d'addition et du mécanisme réactionnel nous permettra aussi de 

savoir si,comme le suggère Miller ( 5 8 ) ,  l'existence du composé 

diacétylé du 4HAQO comme cancérogène ultime est compatible avec 

le mécanisme de cancérogénèse faisant intervenir le séryl-4HAQO. 

Nous allons montrer maintenant que l'étape d'estérification de 

la fonction hydroxylamine semble être obligatoire à l'activation 

du B ~ Q O .  

Premièrement Sato et a2  (84) ont montré que le dérivé acétylé 

du 4HAQ (voir schéma ci-dessous) induisait des sarcomes au 

site d'injection. ils Grnettent l'hypothèse que l'existence de 

ce composé pourrait expliquer l'activité cancérogène du 4N2, 

observée par Mori (63). Cependant ces auteurs n'excluent pas 

non plus la conversion in vivo de ce composé monoacétylé du 

4HAQ, en un composé N-oxyde. 

H, 
N-O-C-CH, 

H. 
N-O-C 

Ac- 4HAQO 

Deuxièmement, un autre point important est la description par 

Araki d'un composé monoacétylé, l'acétoxyaminoquinoléine-l- 

oxyde (Ac-4HAQO) (voir schéma ci-dessus) qui est un agent 

électrophile puissant, et qui réagit de manière covalente sur 

le poly (A). Malheureusement cette observation n'a pas été 

étayée par un travail expérimental sérieux. En particulier, 

elle n'a pas fait l'objet de publications : elle est simplement 

citée sous forme de "communication personnelle" aux auteurs 

qui ont écrit une revue sur le 4NQO en 1976 (66). 



Nous avons donc choisi, dans notre laboratoire, le composé 

diacétylé comme modèle d'étude in vitro; de plus il présente 

l'avantage de pouvoir être synthétisé chimiquement sans trop 

de difficultés (41) . 
L'utilisation du dérivé diacétyle du 4HAQO a déjà permis à 

Sylvie Galiègue d'effectuer des étüdes physicochimiques (3 0)  , 
études qui ne peuvent être effectuées que sur des DNA fortement 

modifiés. Or, ces modifications importantes ne peuvent être 

obtenues que grâce à un système in vitro. 



CHAPITRE I I I  : L E S  L E S I O N S  SUR LE  DNA 

Depuis la  m i s e  en  évidence d e  l a  f i x a t i o n  cova len t e  

d ' u n e  forme a c t i v e  du 4NQO s u r  l e  DNA (48,  3 ) ,  de nombreuses 

é tudes  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  dans l e  b u t  d e  c o n n a î t r e  les sites 

de f i x a t i o n  s u r  les b a s e s  du DNA. (Nous ne p a r l e r o n s  pas  i c i  

de s  é tudes  i n  v i t r o  avec  l e  4NQO lui-même q u i  o n t  permis  de  

m e t t r e  en  év idence  une i n t e r a c t i o h  non cova len t e  4NQO-DNA. C e t t e  

i n t e r a c t i o n  e s t  de n a t u r e  i on ique  ( 7 4 )  ) . 
Tada e t  Tada ( 9 4 ) ,  à l ' a i d e  de  c e l l u l e s  a s c i t i q u e s  c u l t i v é e s  

e n  présence  de 4NQO marqué, o n t  montré que l e  s i t e  de f i x a t i o n  

é t a i t  c o n s t i t u é  pr inc ipa lement  p a r  les bases  pur iques .  C e s  

a u t e u r s  ( 9 6 )  o n t  e n s u i t e  u t i l i s é  un système i n  v i t r o  avec l e  

4HAQ0, mais en  présence  du système enzymatique q u i  permet son 

a c t i v a t i o n  sous  forme de: cancérogène u l t ime .  La r é a c t i o n  d ' un  

t e l  système s o i t  avec le  DNA, s o i t  avec  les n u c l é o t i d e s ,  condu i t  

à l a  format ion de composés q u i ,  a p r è s  hydrolyse  a c i d e ,  s o n t  

chromatographiés s u r  p a p i e r .  Leur r é v é l a t i o n  permet d e  montrer  

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

- deux d ' e n t r ' e u x  cor respondent  à d e s  composés d ' a d d i t i o n  s u r  

l a  guanine : i l s  s o n t  s t a b l e s .  

- un a u t r e  composé d ' a d d i t i o n ,  s t a b l e  l u i  a u s s i ,  correspond a 
l ' a d é n i n e .  

- un a u t r e  composé d ' a d d i t i o n  mineur s u r  l a  guanine est  également 

i d e n t i f i é .  C e  p r o d u i t  es t  i n s t a b l e  e t  il se décompose en 4AQ0 

l o r s  de l ' h y d r o l y s e .  

Cependant les atomes concernés  s u r  ces bases  l o r s  de l a  f i x a t i o n  

du cancérogène ne  s o n t  pas  encore  i d e n t i f i é s ,  sauf  pour l e  compos6 

d ' a d d i t i o n  formé avec 11ad8nine .  Kawazoe e t  a2 ( 4 2 )  en  o n t  

s y n t h g t i s é  une q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  ( p a r  a c t i o n  i n  v i t r o  s u r  l e  

po ly  (A) du 4HAQO en présence  du système enzymatique de  Tada (95), 

p u i s  hydrolyse  d u  poly (A)  modif ié)  pour en  r é a l i s e r  une é tude  

spec t roscopique .  C e t t e  é t u d e  l e u r  permet de  proposer  les  deux 

s t r u c t u r e s  s u i v a n t e s  & n t  1 'une s e u l e  es t  p o s s i b l e  : 



Dans le  cas de  l a  guan ine ,  Tada e t  aZ(94) s u g g è r e n t  que  l e  

s i t e  de f i x a t i o n  s o i t  l e  ca rbone  e n  p o s i t i o n  8;  cependant  

aucune é t u d e  supp lémenta i re  d e  ces a u t e u r s  n ' e s t  venue conf i rmer  

ou i n f i r m e r  c e t t e  hypothèse .  

I l  semble donc que,  dans ce domaine, de  nombreuses é t u d e s  

d o i v e n t  enco re  être e n t r e p r i s e s .  

Comme nous l ' a v o n s  d i t  p r é c e d e m e n t ,  l e  d e v e n i r  de s  l é s i o n s  

dans l a  c e l l u l e  es t  un problème impor tan t .  En ce q u i  concerne  

l e s  l é s i o n s  causées  p a r  l e  4 N Q 0 ,  l e s  mécanismes de J e u r  répa-  

r a t i o n  o n t  f a i t ' l l o b j e t  d ' é t u d e s  nombreuses (90 ,  37, 2 ) .  D e  

t o u t e s  ces é t u d e s ,  un f a i t  impor t an t  est  à r e t e n i r  : les l é s i o n s  

causées  p a r  l e  4 N Q 0  s e r a i e n t  r g p a r é e s  p a r  les deux mécanismes 

d ' e x c i s i o n - r é p a r a t i o n  que nous avons vus dans l e  c h a p i t r e  1. 

Rappelons les f a i t s  marquants  q u i  d i s t i n g u e n t  ces deux mécanismes : 

l ' u n  d ' e n t r ' e u x  impl ique un nombre de n u c l é o t i d e s  impor t an t  

(100 n u c l é o t i d e s  env i ron )  a l o r s  que l ' a u t r e  n e c e s s i t e  1 ' e x c i s i o n  

de 4 a 5 n u c l é o t i d e s .  

Kegan e t  Setlow (79) montrèren.: que  les l é s i o n s  causées  p a r  

les rayonnements UV e t  les préc:ancérogènes é t a i e n t  r gpa rée s  

p a r  l ' e x c i p i o n - r é p a r q t i o n  d ' u n  nombre impor t an t  d e  n u c l é o t i d e s ,  

a l o r s  que les l é s i o n ?  causées  :>a r  les  agen t s  a l k y l a n t s  e t  les 

r a d i a t i o n s  i on i s an t e i ;  f o n t  i n t : ? r v e n i r  l ' a u t r e  p roces sus ,  c ' e s t - à -  

d i r e  c e l u i  m e t t a n t  en  j eu  un p 3 t i t  nombre d e  n u c l é o t i d e s .  

I l  semble donc que 19 4 N Q 0  i n d a i s e  des l é s i o n s  de  n a t u r e s  d i£-  

f é r e n t e s  s u r  l e  DNA ( 7 9 ) .  C e c i  p o u r r a i t  ê t re  un argument favo- 

r a b l e  pour  é t a y e r  1 'lpypothèse iie 1 ' e x i s t e n c e  du d é r i v é  d i a c é t y l e  
1 

du 4HAQ0, comme cancérogène u l t ime  : les l é s i o n s  r é p a r é e s  de  l a  

m ê m e  f açon  que c e l l e s  dUes aux précancérogènes  e t  aux UV, 

s e r a i e n t  t r è s  probablement dûes  à l a  f i x a t i o n  du c y c l e  qu ino l é ique  

s u r  l e  DNA; a l o r s  que les l é s i o n s  r é p a r é e s  s e l o n  un mécanisme 

i d e n t i q u e  à c e l u i  des  r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s  ou  de s  a g e n t s  alky- 

l a n t s  p o u r r a i e n t  ê t re  dûes  à une a c é t y l a t i o n  du DNA, 



En conclusion, il serhle prometteur d'étudier le di Ac- 

4IiAQO comme nodèle in u ' t r o  de cancérogène ultime. 



TROISIEME PARTIE 

TRAVAIL PERSONNEL 



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

l a  s t r u c t u r e  d e s  composés S ' a d d i t i o n  du  d i  Ac-4HAQO s u r  l e  

DNA en  u t i l i s a n t  les  n u c l é o s i d e s  cor respondants  comme modèles. 

Pour f a i r e  cette é tude  nous avons conservé  les c o n d i t i o n s  

de r é a c t i a n  ( s o l v a n t s ,  temps d e  r é a c t i o n ,  t empé ra tu r e )  u t i l i s é e s  

p a r  S.Galiègue lors de l ' é t u d e  de  l a  r é a c t i v i t é  d u  d i  Ac-4iIAQ0 

s u r  l e  DNA. En e f f e t ,  l e  f a i t  de  m o d i f i e r  d 'une  manière  impor- 

t a n t e  les c o n d i t i o n s  de r é a c t i o n ,  a u r a i t  amené un dou t e  quan t  

aux r é s u l t a t s  ob tenus  e t  aux conc lu s ions  q u i  en  décou l en t .  

D e  p l u s ,  dans  une t e l l e  é tude ,  il est  n é c e s s a i r e  de  

comparer les  composés d ' a d d i t i o n  oStenus  i n  v i v o  s u r  l e  3 N A  

ap rè s  i n j e c t i o n  du 4NQO ou du 4KAQ3 avec  ceux ob tenus  i n  v i t r o  

pa r  a c t i o n  d i r e c t e  du d i  Ac-4HAQO a u s s i  b i e n  s u r  l e  >NA que 

s u r  les modèles u t i l i s e s  ( c - s t - à -d i r e  les base s  n u c l é i q u e s ) .  

C e t t e  démarche d o i t  être e f f e c t u é e  car il nous es t  impos- 

s i b l e  a c t u e l l e m e n t  d ' é l u c i d e r  l a  s t r u c t u r e  des  composés d ' add i -  

t i o n  de  l a  q u i n o l é i n e  s u r  les b a s e s  du DNA, en  u t i l i s a n t  

uniquement l e  DNA modi f ié  i n  v i v o  : l e  rendement de  l a  f i x a t i o n  

du cancérogène es t  en e f f e t  beaucoup t r o p  f a i b l e  dans  ce c a s  

pour que l a  m o d i f i c a t i o n  s o i t  e x p l o i t a b l e .  La s t r u c t u r e  des  

composés d ' a d d i t i o n  qu ino l é ine -nuc l éos ide s  n ' e s t  donc p o s s i b l e  

que g r â c e  3 l ' u t i l i s a t i o n  de  modèles q u i  r é a g i s s e n t  i n  v i t r o .  

Cependant l ' u t i l i s a t i o n  de q u i n o l é i n e s  marquées a  permis ,  

dans un p remier  temps,  de mettre en évidence les composés 

d ' a d d i t i o n  formés i n  v i v o  , e t  d ' e n  dé te rminer  c e r t a i n e s  ca rac -  

t é r i s t i q u e s .  

E t a n t  donné l a  grande r é a c t i v i t é  du d i  Ac-4HAQ0, nous 

nous sommes t o u t  d ' a b o r d  i n t é r e s s é s  à son hyd ro ly se  l o r s q u ' i l  

e s t  d i s s o y s  dans l e  s o l v a n t  q u i  s e r a  u t i l i s é  l o r s  de  l a  r é a c t i o n  

s u r  les n u c l é o s i d e s .  Cette é t u d e  a é t é  f a i t e  pour deux r a i s o n s  : 

- premièrement a f i n  de  n e t t s e  en  évidence les  composés formés 

l o r s  de  l l hyd ro l . y se  pa r  l a  méthode a n a l y t i q u e  u t i l i s é e  l o r s  

de  l a  r é a c t i o n  avec  les n u c l é o s i d e s ;  il faud ra  e n  e f f e t  que 

nous p u i s s i o n s  f a i r e  une d i s t i n c t i o n  e n t r e  les composés dûs 

uniquement à l ' h y d r o l y s e  du d i  Ac-4HA2O e t  ceux co r r e spondan t s  

aux p r o d u i t s  d h d d i t i o n .  



- deuxièmement a f i n  d ' e s s a y e r  de  comprendre p a r  q u e l s  mécanismes 

les b a s e s  du DNA s o n t  modifiées. Certes l ' é t u d e  du mécanisme 

de r e a c t i o n  Cu d l  lic--4i+I"s2C .3ai-,s l ' ~ , ~ u  es t  iine approche d i f -  

f é r e n t e ,  mais e l l e  e s t  c2pendant  i n t é r e s s a n t e  : on p e u t  

pense r  que l a  conna i ssance  des  p roces sus  d ' hyd ro ly se  permet- 

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

si tes n u c l é o p h i l e s  ; l e u r  i d e n t i f i c a t i o n  f o u r n i r a i t  une 

i n fo rma t ion  p r é c i e u s e  s u r  l a  s t r u s t u r e  é v e n t u e l l e  du r é s i d u  

q u i n o l é i n e  q u i  se f i x e  aux nuc l éos ide s .  Dans ce s e n s ,  une 

c o l l a b o r a t i o n  est  e n t r e p r i s e  avec  l ' é q u i p e  du P r o f e s s e u r  J. 

Lhomme . 
S i  l ' o n  examine l a  s t r u c t u r e  du composé d i a c e t y l é ,  on 

p e u t  p e n s e r  que s e u l e s  les q u a t r e  l i a i s o n s  r e p r é s e n t é e s  s u r  

l e  schéma c i - c o n t r e  s o n t l a b i l e s .  A l a  s u i t e  de l e u r s  c a s s u r e s  

des a g e n t s  r é a c t i f s  é l e c t r o p h i l e s  se fo rmera i en t ,  q u i  s e r a i e n t  

s u s c e p t i b l e s  de  mod i f i e r  l e  DNA e n  r é a g i s s a n t  de  façon  cova l en t e  

s u r  les b a s e s .  

C ' e s t  en  nous i n s p i r a n t  des 

mécanismes d ' a c t i o n  des  cancéro-  

gènes u l t i m e s  de l ' A A I ,  q u i  s o n t  

main tenan t  p a r f a i t e m e n t  connus,  I l  
O 

que nous avons adopté  l ' h y p o t h è s e  

s u i v a n t e  q u i  semble r a i s o n n a b l e  : 

dans le  c a s  de  l a  r é a c t i o n  du can- 

cérogène u l t i m e  du 4NQO s u r  l e  DNA, 

deux r é a c t i o n s  d i f f é r e n t e s  pour- O 

r a i e n t  i n t e r v e n i r ,  à s a v o i r  l a  
d i  Ac-4HAQO 

f i x a t i o n  d e  l a  q u i n o l é i n e ,  e t  celle 

d 'un  groupement a c e t y l e  s u r  l e  DNA. 

A l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  non seulement  l a  n a t u r e  des  mécanismes 

éven tue l lement  m i s  en  j eu  - i o n i q u e  e t / o u  r a d i c a l a i r e  - est  

encore  inconnue,  mais on a seulement  m i s  e n  év idence  l ' a d d i t i o n  

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

démontrée a u s s i  b i e n  i n  v i v o  que i n  v i t r o .  En ce q u i  concerne  

une é v e n t u e l l e  a c e t y l a t i o n ,  son i d e n t i f i c a t i o n  i n  v i v o  p a r a i t  

t r è s  d i f f i c i l e ;  pour c e l a  s e u l e s  p o u r r o n t  être e n t r e p r i s e s  de s  

é tudes  i n  u i t r o .  

C ' e s t  dans ce b,ut que  nous avons  p r é p a r é  du  d i  Ac-4HAQO 

marqué spéc i f iquement  s u r  les f o n c t i o n s  a c é t y l e -  Pour cela 

nous avons dû  mod i f i e r  l e  p r o t o c o l e  d e  s y n t h è s e  d u  d i  Ac-4HAQO. 



D e  p l u s ,  a f i n  d e  s a v o i r  s i  c e t t e  a c é t y l a t i o n  p r o v e n a i t  spéc i -  

f iquement  d ' une  d e s  deux f o n c t i o n s  a c é t y l e ,  nous avons 

cherché  à s y n t h é t i s e r  du d l  Ac-49AQO se l ec t i ve rnen t  marqué au  

3~ s u r  une s e u l e  d e s  f o n c t i o n s  a c é t y l e .  

Pour e s s a y e r  d ' e f f e c t u e r  c e t t e  syn thè se ,  nous avons 

cherché  à h y d r o l y s e r  s é l e c t i v e m e n t  une f o n c t i o n  a c é t y l e .  

L ' o b t e n t i o n  d ' u n  composé monoacétylé nous p e r m e t t r a i t  e n  e f f e t  

l a  p r é p a r a t i o n ,  p a r  r é a c é t y l a t i o n  a v e c  de l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  

marqué aux  i s o t o p e s  r a d i o a c t i f s ,  d ' u n  d i  A c - 4 a Q 3  marqué 

spéc i f i quemen t  s u r  un s e u l  d e s  deux a c é t y l e .  D e  p l u s  nous 

p o u r r i o n s  é t u d i e r  l a  r é a c t i v i t é  d e  ce monoacétyl v i s  à v i s  de s  

n u c l é o s i d e s  ou du DNA. 

Malheureusement nous n ' avons  pu r é a l i s e r  c e t t e  syn thè se ;  

m a i s  les e s s a i s  que i?ous avons e f f e c t u é s  dans  ce b u t ,  nous o n t  

permis  d ' i d e n t i f i e r ,  s a n s  t o u t e f o i s  l ' i s o l e r ,  un d é r i v é  mono- 

a c e t y l é  q u i ,  nous s emb le - t - i l ,  joue un r ô l e  i m p o r t a n t  d a n s l e  

mécanisme d ' a c t i o n  du d i a c é t y i .  

L 'ensemble  de nos t r a v a u x  p e r s o n n e l s  e s t  p r é s e n t é  dans 

les deux c h a p i t r e s  s u i v a n t s  : 

Le p remier  e s t  r é s e r v é  à l a  p a r t i e  expé r imen t a l e  propre-  

ment d i t e ,  a l o r s  que  l e  second donne les r é s u l t a t s  que  nous 

avons ob t enus .  

NOUS avons regroupé  dans  un append ice  t e chn ique  s i t u é  à 

la  f i n  d e  ce mémoire, les  d é t a i l s  d e s  man ipu l a t i ons  a i n s i  que  

les p r i n c i p e s  d e s  t e chn iques  physicochimiques  u t i l i s é e s .  



1 ) Les cancérogènes.  

Toutes les manipulat ions  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  sous  une 

h o t t e  p u i s s a n t e ,  avec des  gan t s ,  dans  une p i è c e  aménagée pour 

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

L e  4NQO a  é t é  a c h e t é  dans l e  commerce (Fluka)  e t  u t i l i s é  t e l  

q u e l .  Son p o i n t  de  f u s i o n  e s t  de 15S°C, ce  q u i  e s t  en  accord 

avec la  l i t t é r a t u r e  ( 7 2 )  . 
C e  composé é t a n t  s e n s i b l e  à l a  lumière, il est  conservé à 

l ' o b s c u r i t é  e t  à - 2 0 ° C .  

Poids mo lécu la i r e  du 4NQO : 190 g. 

La syn thèse  du cancérogène p récu r seu r  e s t  e f f e c t u é e  a u  labo- 

r a t o i r e ,  p a r  r é d u c t i o n  du 4NQ0, s e l o n  l a  méthode de  Enomoto 

e t  a2 ( 2 6 ) .  

L 'hydrogénat ion mod6rée se f a i t  p a r  l ' a c i d e  ascorb ique .  Le mode 

o p é r a t o i r e  d é t a i l l é  e s t  d é c r i t  dans l ' append ice  technique  de 

c e  mémoire. 

Nous avons c a r a c t t i r i s é  l e  411A.213, e t  nos r é s u l t a t s  s o n t  e n  accord  

avec ceux de Okano e t  a2 ( 7 2 ,  7 3 )  : 

- p o i n t  de  f u s i o n  : 202OC.  

- s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  : en s o l u t i o n  dans du tampon c i t r a t e  

2 . 1 0 - ~  14, pH 7, deux maxima s o n t  observés  à 256 nm e t  358 nm. 

Poids  mo lécu la i r e  du 4HAQO : 176 g. 

Ce composé a é t é  s y n t h é t i s é  à p a r t i r  du cancérogène p r é c u r s e u r ,  

l e  4HAQO. 



C e t t e  é t a p e  a  é t é  r é a l i s é e  s e lon  l a  néthode de Ka-dazoe e t  

Araki ( 4 1 )  , l ' a g e n t  a c é t y l a n t  u t i l i s é  é t a n t  l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  

pur .  Le mode o p é r a t o i r e  es t  d é c r i t  Sans l ' appendice  technique .  

L e  composé obtenu possède l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  énoncées p a r  

Kawazoe e t  Araki  ( 4 1 )  : 

- c r i s t a u x  légèrement  c o l o r é s  ( b e i g e ) .  

- p o i n t  de  f u s i o n  : llO°C. 

- s p e c t r e  W I N  danç l e  chloroforme ( 3 0 )  i den t ique .  

- s p e c t r e  I R ,  en  p a s t i l l e  de K E r  ( v o i r  f i g u r e  dans  c h a p i t r e  

page 55 ) i den t ique .  

La pu re t é  du composé a é t é  t e s t é e  p a r  l a  technique de chromato- 

g raphie  hau te  performcnce en phase l i q u i d e  (HPLC) permettari t  

une s é p a r a t i o n  t r è s  f i n e  des  d i f f é r e n t s  composés d ' un  mélange 

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

C e t t e  technique es t  d é c r i t e  dans l ' a p p e n d i c e  technique de c e  

mémoire. 

La f i g u r e  2 montre l e  p r o f i l  de  chromatographie du d i  Ac-~~AQO 

préalablement  s o l u 5 i l i s é  dans l ' é t h a n o l  a b s o l u  : un s e u l  p i c ,  

d é t e c t é  à 254 nn, es t  obtenu a u  temps de r é t e n t i o n  de  16,6  min. 

C e  d é r i v é  é t a n t  t r è s  r é a c t i f ,  il se décompose f ac i l emen t  à 

l ' a i r  en présence  d ' eau ,  e t  à l a  lumière .  I l  e s t  donc conservé 

dans  un r é c i p i e n t  fermé, purgé à l ' a z o t e ,  e n  présence de des- 

s échan t ,  à l ' o b s c u r i t é  e t  à -20°c. 

Nous avons a u s s i  employé du 4NQ0 marqué a u  tritium s u r  l e  

c y c l e  qu ino lé ine ,  pour e f f e c t u e r  l a  syn thèse  du 4HAQ0, p u i s  du 

d i  Ac-4IIA20. 
3 Le 4 n i t r o  /2- HI quinoléine-1-oxyde a  é t é  ache t é  à l a  s o c i é t é  

Amersham. 
3 C e  composé es t  obtenu p a r  n i t r a t i o n  du [z- ~ l ~ u i n o l e i n e - 1 - o x y d e  ( 6 9 )  

q u i  est  lui-même s y n t h é t i s é  3 p a r t i r  du 2 chloro-quinoléine-1- 

oxyde. 

L e s  cancérogènes que nous a l l o n s  s y n t h é t i s e r  s e r o n t  donc t r i t i é s  

spécif iquement  s u r  l e  carbone 2 de  l a  qu ino lé ine .  

L e s  50 m C i  du p r o d u i t  com.ercia1 4N f2 e31i] QO o n t  une r a d i o a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  de  941 nCi/mmole, correspondant  à 1 0 , l  mg, q u a n t i t é  

t r o p  f a i b l e  pour r é a l i s e r  une syn thèse ,  Il a donc é t é  d i l u é  p a r  



Figure 2 . Profil de chromatographie HPLC du diAc-4HAW 



du  4NQO f r o i d ,  a f i n  d ' o b t e n i r  5 0 2  mg de p r o d u i t ,  de la  façon 

su ivan t e '  : 

l e  4 N Q 0  marqué commercial a  é t é  s o l u b i l i s é  dans  4 m l  d ' e t h a n o l  

abso lu .  On p r é l è v e  s u r  c e t t e  s o l u t i o n  1 5  a l i q u o t e s  de 8 y l  

(cor respondant  à 0 , l  m C i  chacune) ; ap rè s  é v a p o r a t i o n  de 

l ' é t h a n o l  p a r  un cou ran t  d ' a z o t e ,  c e  4303 marqué, de radioacti-• 

v i t é  s p é c i f i q u e  é l evée ,  s e r v i r a  aux man ipu l a t i ons  i n  v i v o  q u i ,  

a u  l a b o r a t o i r e ,  s o n t  e f f e c t u é e s  p a r  S y l v i e  Ga l i ècue  ( 3 0 ) .  A l a  
2 

s o l u t i o n  r e s t a n t e  d e  4 x [ 2 - 4 ~ ]  '20 (48.5 m C i )  , on a j o u t e  490 mg 

de  4NQO f r o i d  e t  de l ' é t h a n o l  abso lu ,  j u squ '3  s o l u b i l i s a t i o n  

t o t a l e .  C ' e s t  à p a r t i r  d e  c e t t e  s o l u t i o n  q u ' e s t  e f f e c t u é e  l a  

s y n t h è s e  du 4 HA[?-~H]QO s e l o n  l e  p r o t o c o l e  h a b i t u e l .  

L e  4EAQO a i n s i  s y n t h é t i s é  a  u?e r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de 

1 8 , 4 4  mCi/~mole .  

C e  4HAQO q u i  e s t  l e  cancérogène i n t e r m é d i a i r e ,  es t  l u i  a u s s i  

u t i l i s é  pour les man ipu l a t i oc s  i n  v i v o .  

L a  s y n t h è s e  du d i  A C - ~ : ~ A [ Z - ~ H ] ~ O  a  été e f f e c t u é e  à p a r t i r  de 

p e t i t e s  q u a n t i t é s  de  411A I ~ - ~ H ]  QO. L e s  c o n d i t i o n s  de  r é a c t i o n  

s o n t  les m ê m e s  que  l o r s  de  l a  syn thèse  du d i  Ac-4HAQO f r o i d .  

Nous avons du m o d i f i e r  l a  s y n t h è s e  d é c r i t e  p a r  Kawazoe e t  

Araki  ( 4 1 )  pour  s y n t h é t i s e r  l e  composé marqué aux i s o t o p e s  

r a d i o a c t i f s  s u r  les groupements a c é t y l  ; en e f f e t ,  l a  syn thèse  

c l a s s i q u e  de Mawazoe e t  Arak i  a u r a i t  f a L t  p e r d r e  une q u a n t i t é  

t r o p  impor t an t e  d ' i s o t o p e s  r a d i o a c t i f s .  

Nous avons m i s  au  p o i n t  l e  p r o t o c o l e  s u i v a n t  : 

100 m g  (0 ,57  mmole) de  4IIA39 s o n t  p l a c é s  dans un p e t i t  b a l l o n ,  

plongé dans  un b a i n  de g l a c e .  Après a d d i t i o n  de  3,36 m l  

(3 ,4  mmoles) d ' anhydr ide  a c é t i q u e  e t  0 , s  m l  d ' a c i d e  a c é t i q u e ,  

on f a i t  b a r b o t e r  de 1' a z o t e  dans l e  nélan-e q u i  p r e s q u ' i n s t a n -  

tanément d e v i e n t  l impide ,  avec une l é g è r e  c o l o r a t i o n  v e r t e .  

La so lu t i o43  e s t  maintenue sous  cou ran t  d ' a z o t e  pendant  10 minu tes .  

On v e r s e  e n s u i t e  l a  s o l u t i o n  dans un bécher ,  c o n t e n a n t  8 0  m l  

d ' e a u  g l a c é e ,  sous  a g i t a t i o n  v i ~ o u r e u s e .  Le bécher  es t  maintenu 

dans un b a i n  de  g lace-acé tone  à env i ron  - 1 0 ' ~ .  L e  p r é c i p i t é  

r é s u l t a n t  est  r e c u e i l l i  p a r  f i l t r a t i o n ;  il es t  e n s u i t e  l a v é  à 

l ' e a u  f r o i d e  e t  séché  sous  v ide .  C e  composé es t  s t o k é  sous  v i d e  

à -20°C e t  a l ' o b s c u r i t é .  



LI composé obtenu possède les c a r a c t é r i s t i q u e s  annoncées p a r  

Kawazoe e t  Araki ( 4 1 )  : c o l o r a t i o n ,  p o i n t  de  fu s ion ,  s p e c t r e s  

I R  e t  RMN. 
-3 - Nous avons s y n t h é t i s é  du d i  L I I ]AC-~IIAQO à p a r t i r  de  1 0 0  mg de 

4 H A 3 0  e t  2 5  m C i  d 'anhydride  a c é t i q u e  avec c e t t e  nouve l le  syn- 

t hèse .  L e  d i  3~ Ac-4MQ3 obtenu a  une r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  
I 

de  6,72 mCi/mmole. 

2 )  P r é p a r a t i o n  des  so lu t ions . .  

a )  Lors de  l ' é t u d e  de l a  r é a c t i v i t é  du d i  Ac-4HAQ3. 

C o n d i t i o n s  de soZvan t  

Nous nous sommes p l a c é s  dans des cond i t i ons  de  tampon analogues 

à c e l l e s  u t i l i s e e s  pour e f f e c t u e r  l a  r é a c t i o n  du d i  Ac-4HAQO 

s u r  l e  DNA ( 3 0 ) .  c ' e s t - à - d i r e  en tampon c i t r a t e  2 . 1 0 - ~ ~ ,  pH 7 .  

Lr d i  Ac-4HAQO e s t  s o l u b i l i s é  dans l ' é t h a n o l  e t  l ' e t u d e  de s a  

s o l v o l y s e  e s t  e f f e c t u é e  dans un mélange tampon c i t r a t e - é t h a n o l  

dont  l e s  p ropor t iong  r e s p e c t i v e s  s o n t  d i f f é r e n t e s  @ 'un  e s g a i  à 

l ' a u t r e .  Mais l o r s  dg! la  r é a c t i o n  du d i  Ac-4HAQO s p r  les qucléo-  

s i d e s ,  l e  pourcentage de  l ' é t h a n o l  dans l e  m i l i e u  ~ é a c t i o q n e l  

es t  t o u j o u r s  maintenu à 2 0 % .  

C o n d i t i o n s  de c o n c e n t r a t i o n  

Youç u t i l i s o n s  une s o l u t i o n  m a r e  de  d i  Ac-4BAQO à 7 , 8  mg/rnl 

dans de l ' é t h a n o l  h 99,9% de p u r e t é  (Prolabo)  a f i n  d ' é v i t e r  

s a  décomposit ion.  

Le mélange r é a c t i o n n e l ,  l o r s  qe l ' é t u d e  de  l a  s o l v o l y s e  du 

d i  Ac-4HAQ0, e s t  obtenu en  ajclutant  des v o l u ~ ~ l s  d i f f é r e n t s  

de tampon c i t r a t e  2 . 1 0 ~ ~ ~ ~  pH ( 7 ,  à 2 0 0  ~1 de l a  s o l u t i o n  mere 

de cancérogène ( v o i r  t a b l e a u  u i -après )  . Les s o l u t i o n s  s o n t  

a j u s t é e s  à 1 m l  à l ' a i d e  d ' é t h a n o l  pur.  Lors de l ' é t u d e  de l a  

r é a c t i v i t é  du d i  Ac-4HAQO s u r  les nuc léos ides ,  l ' adénos ine  (Ade) 

ou l a  guanosine (Gua) s o n t  s o l u b i l i s é e s  dans l e  tampon c i t r a t e  
-3 2 . 1 0  Mt pH 7 ,  de  faqon à o b t e n i r  une concen t r a t i on  molai re  

f i n a l e  en nuc léos ides  é g a l e  2 l a  m o i t i é  de c e l l e  du cancérogène : 

c e  q u i  correspond à une s o l u t i o n  de guanosine à 1 / 0 6  mg/ml e t  

d ' adénos ine  à 1 , 0 0  mg/ml ( v o i r  t a b l e a u  c i - a p r è s )  , 



I Ccns t i t u tFon  des s o l u t i o n s  

-- 

Eiéaction 
li Ac-4EIAQO 20 200 1.i3 
Guanosine 

Xéaction 
l i  Ac-4HAQQ 2 0  200 pf  
A d é n ~ s i n e  

T a m p n  
c i t r a t e  
2.10-3~:<? 

ro l i r t i on  d e  
guanosine 
1,O 5rng/ml 

S o l u t i o n  d '  
a6énosine 
1,00my/rnl 

Ethanol  

T e m p s  de réaction 

Les s o l u t i o n s  d i  Ac-4iiAQO-nucléoside s o n t  incubées  à l ' obscu -  

r i t é ,  à 3 7 ' ~ .  L e  temps de  r é a c t i o n  a  é t é  c h o i s i  d ' a p r è s  le  

temps de  durée  de  vie du d i  Ac-4HAQO q u i  a é t é  expér imenta lenent  

t r o u v é  (pa r  HPLC) ê t r e  de  45 min dans  un mélange tampon c i t r a t e -  

é t h a n o l  4 /1 .  Nous employons donc une i n c u b a t i o n  de  4 5  min. 

b )  Lors de  1 1 é t u 3 e  de l a  r é a c t i o n  di Ac-4HAQO-3TT 

( P r é p a r a t i o n  de Ac-4HAQO) . 

Nous ver rons  dans l e  c h a p i t r e  s u i v a n t  que dans c e r t a i n e s  condi-  

t i o n s ,  l e  d i t h i o t r e i t o l  (DTT) modi f ie  l e  d i  Ac-43AQ3 en un 

composé monoacétylé, dont  l a  formule cor r .espondra i t  à c e l l e  

de  1 'acétox~~aminoquinoléine-1-oxyde (Ac 4HAQO) ( 6 6 )  . 
Nous avons é t u d i é  c e t t e  r é a c t i o n  en  RMN du pro ton  ( v o i r  

c h a p i t r e  11: page56 ) .  

L a  s o l u t i o n  d ' é t u d e  a  é t é  p répa rée  p a r  a d d i t i o n  de 3 0 0  p l  d? 

d iné thy l su l foxyàe  (DMSO) d e u t é r i é  a u  mélange r é a c t i o n n e l  

con tenan t  3 0  m g  de di Ac-4HASO e t  18 mg de DTT, c ' e s t - à - d i r e  

dans des  p r s p o r t . i o ~ ~ s  te l les  que les r é a c t i f s  s o i e n t  p r é s e n t s  

en  q u a n t i t é s  Equisnolaires. L a  c o n c e n t r a t i o n  é l evée  en cancéro-  

gène (environ 1 0 % )  permet d ' o k t e n i r  des  s p e c t r e s  e n  onde con t inue  



ç) Lors de  l ' é t u d e  d e  l a  r é a c t i v i t é  de  l ' A c - 4 H A Q 0 .  

I l  ne nous a  pas  é t é  p o s s i b l e  d ' i s o l e r  du m i l i e u  r é a c t i o n n e l  - 
(DMSO) l e  conposé monoacétylé, v ra i sem5lab lenent  l'Ac-4EILAQ0, 

c i t é  dans l e  paragraphe précédent .  Nous avons donc u t i l i s é  

d i r ec t emen t  l e  mélançe r é a c t i o n n e l  a u s s i  b i e n  pour l ' é t u d e  

de l a  s o l v o l y s e  que pour c e l l e  de l a  r é a c t i v i t é  du xonoacé ty l  

v i s  à v i s  des  nuc l éos ides  puriques. L a  r é a c t i o n  DTT-di Ac- 

4KAQO dans  l e  DMSO e s t  complète 15 min ap rè s  l a  s o l u b h l i s a t i o n  

des composés. Donc pour e f f e c t u e r  l a  r é a c t i o n  de syn thèse  de 

l'Ac-49AQ0, nous employons l e s  mêmss cond i t i ons  de concentra-  

t i o n s  que c e l l e s  d é c r i t e s  l o r s  de l ' é t u d e  mN. 

La s o l v o l y s e  du monoacétyl a i n s i  p r épa ré  es t  e f f e c t u é e  en 

a j o u t a n t  à l a  s o l u t i o n  r é a c t i o n n e l l e  63 y 1  de  txnpon c i t r a t e  

2 . 1 0 - ~ ~  pH 7. C e  tampon e s t  remplacé p a r  une q u a n t i t é  équiva- 

l e n t e  de  s o l u t i o n  de  g u m o s l n e  ou d ' a d e n ~ s i n e  l o r s  de l ' é t u d e  

de  la  r é a c t i v i t é  du monoacétyl s u r  les nuc léoph i l e s  du DNA. 

La c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  du cancérogène e t  des  nuc l éos ides  es t  

analogue à c e l l e  u t i l i s é e  l o r s  de l ' é t u d e  s i m i l a i r e  avec l e  

d i  Ac-4HAQO (Chap i t r e  I paragraphe 2 page 43) .  

Cependant ce m i l i e u  r é a c t i o n n e l  comporte 1 ,s  % de DMSO, m a i s  

pas  d ' é t h a n o l  q u i ,  précédemment, s e r v a i t  à s o l u b i l i s e r  le  

d i  Ac-4HAQO. 

Après une a g i t a t i o n  p r é a l a b l e ,  c e t t e  s o l u t i o n  es t  incubée 3, 

3 7 ' ~  pendant  45 min. Ces c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  s o n t  analogues 

à c e l l e s  employées l o r s  de l a  r é a c t i o n  avec l e  d i  Ac-4HAQO. 

3 )  Méthodes de  s é p a r a t i o n .  

Deux f a i t s  nous o n t  amenés à u t i l i s e r  l a  méthode de sépara-  

t i o n  t r è s  f i n e  e t  t r è s  r a p i d e  q u ' e s t  l a  HPLC (chromatographie 

l i q u i d e  h a u t e  performance) : l ' i n s t a b i l i t é  d e s  composés v i s  à 

v i s  de l a  lumière  e t  de l ' 'oxygène, e t  comme nous a l l o n s  l e  v o i r ,  

l a  complexi té  des  hydro lyses .  L e  p r i n c i p e  de c e t t e  t echnique  

es t  d é c r i t  dans l ' a p p e n d i c e  technique  de c e  mémoire. 

La s o l u t i o n  à séparer, e s t  i n j e c t é e  sur la colonne,  e t  l e s  

composés s o n t  é luEs 2 l ' a i d e  d ' u n  g rad ien t*~20-né thano1  ( d é b i t  

de  2 ml/min) . Un d é t e c t e u r  d ' a b s o r p t i o n  u l t r a  v i o l e t  ( A =  254 nm 

k g r a d i e n t  l i n é a i r e ,  A : H 2 0  B : méthanol/H20 (95/5) en 2 0  min. 



ou 365 nm) donne d i r ec t emen t  l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  des  composés 

e n  f o n c t i o n  du temps. 

La colonne que nous avons employée, es t  une colonne a n a l y t i q u e  

g a r n i e  d ' une  phase i n v e r s e  : u Sondapack C 18 .  Bien que l e s  

s é p a r a t i o n s  e f f e c t u é e s  s o i e n t  a n a l y t i q u e s ,  il est  p o s s i b l e  

d 'augmenter l e  volume d ' i n j e c t i o n  ( env i ron  1 m l )  e t  d ' e f f e c t u e r  

une r écupé ra t ion  d e s  composés chromatographiques. Nous pouvons 

a i n s i  nous s e r v i r  de  c e t t e  colonne en semi p r é p a r a t i v e .  

La r é s o l u t i o n  e t  l a  f i d é l i t é  t r è s  grandes  de l ' a p p a r e i l  u t i l i s é  

(Waters ALC/GPC 2 4 4  U, 6 0 0 0  A ,  M 660)*, nous pe rme t t en t  de  

c a l c u l e r  l a  q u a n t i t é  de composé i n j e c t é ,  c a r  l ' i n t e n s i t é  du 

p i c  obtenu s u r  l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  l u i  e s t  p ropor t ionne l .  Nous 

met t rons  c e t t e  p r o p r i é t é  à p r o f i t ,  a p r è s  é ta lonnage  de 1 ' appa- 

r e i l  avec l e  d i  Ac-4HAQ0,  pour dé te rminer  l a  q u a n t i t é  de  d i  Ac- 

4tiAQO r e s t a n t  l o r s  d ' une  hydro lyse  incomplète  du cancérogène 

dans l ' H 2 0 ,  

4 )  Méthode8 spectro$cûpiques  u t i l i s é e s  . 

Nous avons employe t r o i s  t echniques  d i f f é r e n t e s  : l a  

résonance magnétique n u c l é a i r e  du p ro ton  ( i I M N ) ,  l a  s p e c t r o s -  

cop ie  i n f r a - rouge  ( E X )  e t  l a  .ypectrométrie de  massv. 

Les mesures o n t  é t é  e f f e c t u é e s  à l ' a i d e  de  deux spec t romè t re s  

D l N  de performances d i f f é r e n t e s .  

- un spec t romè t re  M4N à 90  MHz, l e  Perk in  Elmer R 32, 

q u i  s e  t r o u v e  au l a b o r a t o i r e .  . 

- un spec t romè t re  L M N  3 rucker  : 270 MHz. I l  es t  s i t u é  

à l ' u n i v e r s i t é  René Descar tes  à Paris dans l e  l a b o r a t o i r e  de  

Monsieur l e  Prof e s s e c r  B. Roques. 

L e s  s p e c t r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  en onde con t inue ,  pour les 

s o l u t i o n s  suffisamment concent rées  e t  en  Transformée de Four i e r  

avec  accumulat ions  pour les p e t i t e s  q u a n t i t é s  ou les p r o d u i t s  

se s o l u b i l i s a n t  d i f f i c i l e m e n t .  

* L ' a p p a r e i l  HPLC (Waters ALC/GPC 2 4 4  U, 6000 A, M 6 6 0 )  es t  
l o c a l i s é  à 1 ' I R G L  dans l e  l a b o r a t o i r e  de MePie r r e  S a u t i è r e .  



b )  La s p e c t r o s c o p i e  I R .  

L ' a p p a r e i l  u t i l i s é  e s t  l e  spec t romè t re  Perk in  Elmer 1 7 7  G.  

Nous avons e f f e c t u é  l e s  s p e c t r e s  IR a u  l a b o r a t o i r e  de  Chimie 

de  syn thèse  de l ' U E R  de  Pharmacie de  L i l l e  (P ro fe s seu r  C. 

Lespagnol) . 

c) La s p e c t r o m é t r i e  de  masse- 

L e s  s p e c t r e s  de masse o n t  é t é  e f f e c t u é s  en i n j e c t i o n  d i r e c t e  

s u r  l e  R I B E R  MAG 1 0 - 1 0 ,  au c e n t r e  commun de mesures de  

1 ' U n i v e r s i t é  des  Sciences  e t  Techniques de L i l l e .  

Le p r i n c i p e  de c e s  t r o i s  t echniques  es t  d é c r i t  dans  l ' append ice  

technique  d e  ce  mémoire. 

5)  U t i l i s a t i o n  d ' i s o t o p e s  r a d i o a c t i f s .  

Toutes l e s  manipula t ions  des  composés i s o t o p i q u e s  rad io-  

a c t i f s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  dans une p i è c e  spéc ia lement  aménagée 

à c e t  e f f e t .  

L e s  i s o t o p e s  r a d i o a c t i f s  que nous avons employés s o n t  le  

t r i t i u m  e t  l e  carbolte l4c.  
, , ,  
3 Nous avons u t i l i s é  du 4 N Q 0  merqué a u  H s u r  l e  carbone 2 pour 

e f f e c t u e r  l a  syn thèse  du 4 H & [ Z - ~ H ~ Q O ,  p u i s  c e l l e  du d i  Ac-  

~ H A ( ~ - ~ H ]  QO p a r  a c é t y l a t i o n  ( v o i r  c h a p i t r e  1 page 4 0  ) . 
L ' a c é t y l a t i o n  du 4HAQO f r o i d  9 é t é  a u s s i  e f f e c t u é e  à l ' a i d e  

d ' anhydr ide  a c é t i q u e  t r i t i é  s u r  les CH3, pour o b t e n i r  du 
7 

d i  'H Ac-4H12Q0 ( c h a p i t r e  1 page 4 1  ) .  L'anhydride  a c é t i q u e  

employé es t  ache t é  @ans l e  commerce ( C E A ) .  

L e s  nuc l éos ides  marqués que nous avons u t i l i s é s  o n t  é t é  ache t é s  

à l a  m ê m e  s o c i é t é  (CEA) : guanosine e t  adénosine marquées 

uniformément au 14ci guanosine narquée au 3~ s u r  l e  carbone 8;  

adénosine rnarquee au 38 s u r  l e  ,carbone 2 .  

Pour mesurer  l a  r a d i o a c t i v i t é  d ' un  é c h a n t i l l o n ,  nous a j o u t o n s  

3 m l  de  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  pour composés s o l u b l e s  (Aqualuma), 

dans une f i o l e  contenant  l e  composé r a d i o a c t i f  s o l u b i l i s é .  

L a  r a d i o a c t i v i t s  contenue dans l a  f i o l e  de comptage e s t  

mesurée s u r  un compteur à s c i n t i l l a t i o n  s i t u é  à 1'IRCL (Nuclear 



Chicago i socap  3CO). L ' a p p a r e i l  no7Js donne au toma t ique~ .en t  

l e  nombre de coups p a r  m i n .  

L e  volume e t  l a  n a t u r e  de  l a  s o l u t i o n  contenant  l e  composé 

marqué peuvent a b a i s s e r  l e  rendement de l ' a p p a r e i l .  C e c i  est  

connu sous  l e  nom de quenching. 

Lors de  l ' u t i l ' i s a t i o n  d e  l a  HPLC couplée  à une d é t e c t i o n  en 

r a d i o a c t i v i t é ,  l a  chrcmatographie es t  e f f e c t u é e  avec  un 

g r a d i e n t  H20-méthanol e t  l e s  f r a c t i o n s  obtenues  s o n t  d e  500 p l .  

Nous avons donc e f f e c t u é  une cocrhe du quenching en fonc t ion  

. du pourcentage de  méthanol de l a  n a n i è r e  s u i v a n t e  : 

des  é c h a n t i l l o n s  con tenan t  l e  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  e t  une 

q u a n t i t é  donnée de  r a d i o a c t i v i t é ,  dans un volume très f a i S l e  

s o n t  p répa ré s .  Après a v o i r  mesuré la  r a d i o a c t i v i t é  dans c e s  

a l i q u o t e s ,  nous a jou tons  500 u l  de  s o l v a n t  H20-méthanol dans 

des  r a p p o r t s  d i f f ê r e n t s  ( 1 0 / 1 0 ,  9/1.. . . .1/9, 0 / 1 0 )  . 
Ces é c h a n t i l l o n s  préa lab lement  a g i t é s  s o n t  à nouveau comptés. 

Nous t r a ç o n s  a l o r s  l e  r a p p o r t  de l a  r a d i o a c t i v i t é  i n i t i a l e  

s u r  l a  r a d i o a c t i v i t é  obtenue en  f o n c t i o n  du pourcentage de 

méthanol (F igure  3 ) .  La v a l e u r  de  c e  r a p p o r t  est  s u p é r i e u r e  

à 1 e t  augmente pour les pourceEtages de méthanol é l e v é s .  

C e s  r é s u l t a t s  montrent  que les 500 p l  d'H20 diminuent l a  

r a d i o a c t i v i t e  de 1 5  % e t  c e t t e  d iminut ion d e v i e n t  p l u s  impor- 

t a n t e  l o r sque  l e  pourcentage de  méthanol dans les 500 p l  es t  

s u p é r i e u r  à 70 %. 

Nous noug s e r v i r o n s  de  c e t t e  courbe pour c a l c u l e r  la  radio-  

a c t i v i t é  r é e l l e  des  f r a c t i o n s  obtenues  en  HPLC. 

Calcul utilisé 

Lors de l a  s é p a r a t i o n  de  composés r a d i o a c t i f s  en  HPLC, nous 

pouvons dose r  chaque composé en  mesurant l ' i n t e n s i t é  du p i c  

correspondant  en  r a d i o a c t i v i t é .  Nous tenons t o u t  d ' abord  

compte du  quenching e t  du rendement du compteur à s c i n t i l l a t i o n  

pour o b t e n i r  une v a l e u r  en p C i .  

Le rendement du compteur es t  c a l c u l é  à l ' a i d e  d 'un  témoin de 

r a d i o a c t i v i t é  connue. La connaissance de l a  r a d i o a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  du composé nous permet a l o r s  de  c a l c u l e r  le  nombre 

de  moles du composé d é t e c t é .  





Nous nous s e r v i r o n s  d e  c e t t e  né thode ,  a u s s i  b i e n  en 14c q u ' e n  
3 

H pour c a l c u l e r ,  s o i t  les  po71rcentages d e s  d i f f é r e n t s  composés 

formés (hyd ro ly se  du d i  ~ c - ~ H A Q C ) ,  s o i t  l e  pourcen tage  de 

n u c l é o s i d e s  m o d i f i é s  (Réac t i on  Nucléos ide-di  Ac-41IA2O ou 

Ac-4HAQO).  Il f a u t  remarquer que  l e  cho ix  de  r i b o n u c l é o s i d e s  

a u  l i e u  d e  de soxy r ibonuc l éos ide s  pour  e f f e c t u e r  ces é t u d e s  es t  

dû  a u  f a i t  que s e u l  les  n u c l é o s i d e s  r a d i o a c t i f s  s o n t  vendus 

dans l e  commerce. 



1) Etude du d i  Ac-4HAQO. 

a)  Synthèse du  d i  i3 H] Ac-4IiAQO. 

La syn thèse  du d i  Ac-4iIAQ0, d é c r i t e  dans l ' append ice  technique  

a é t é  proposée p a r  Kawazoe e t  Araki ( 4 1 )  . C e t t e  syn thèse  u t i l i s e  

l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  q u i  sert  à l a  f o i s  d ' a g e n t  a c é t y l a n t  e t  

de  s o l v a n t  de r é a c t i o n .  L ' u t i l i s a t i o n  de c e t t e  méthode pour 
- 3  la  syn thèse  du d i 1  %]Ac-4IiA20 f e r a i t  donc p e r d r e  une grande 

q u a n t i t é  d ' anhydr ids  a c é t i q u e  (Ac20) 3 ~ ,  p u i s q u ' e l l e  u t i l i s e  

une q u a n t i t é  d1Ac2Ci q u i  e s t  de  l ' o r d r e  de 30 f o i s  s u p é r i e u r e  

à c e l l e  n é c e s s a i r e  à l ' a c é t y l a t i o n  du 4HAQO. 

Notons que  Pa r é a c t i o n  s e  f a i t  en  m i l i e u  hé té rogène ,  l e  41IAQ0 

n ' e s t  p a s  so lub le  dans A c s O ,  mais au  f u r  e t  à mesvre que ;e 

forme l e  d i  Ac-4HAQ0, l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  d e v i e n t  limpilSe. 

Les premiers  e s s a i s  o n t  c o n s i s t é  à diminuer l e  volume dfa:nhy- 

d r i d e  a c ê t i q u e .  C e t t e  méthode nous a posé des  problèmes : s e l o n  

les cond i t i ons  u t i l i s é e s ,  l a  s o l u b i l i s a t i o n  e n  f i n  de r é a p t l o n  

n e  se f a i t  pas ou l a  r é a c t i o n  condui t  à l a  décomposit ion du 

4HAQO ( n o i r c i s s e m e n t ) .  C e s  phénomènes s o n t  probablement dûs 

à l ' u t i l i s a t i o n  d ' un  volume f a i b l e  de  l i q u i d e .  

Dif f é r e n e s  e s s a i s  u t i l i s a n t  t o u j o u r s  l ' anhydr ide  a c é t i q u e  

comme a g e n t  a c é t y l a n t ,  mais avec un a u t r e  s o l v a n t  que l ' anhy-  

d r i d e  a c é t i q u e  lui-meme ( p y r i d i n e ,  chloroforme, benzène) o n t  

a u s s i  é t ê  e f f e c t u é s ;  c e s  e s s a i s  n ' o n t  donné que des  r é s u l t a t s  

n é g a t i f s  ou peu i n t é r e s s a n t s  : en e f f e t ,  l a  p r é c i p i t a t i o n  du 

d i  Ac-4HAQO dans l ' e a u ,  l o r s q u e  l a  r é a c t i o n  est  complète, 

est  a l o r s  t r è s  d i f f i c i l e .  Une s o l u t i o n  a u  problème a cependant  

pu être appor tée ,  en  u t i l i s a n t  de  l ' a c i d e  a c é t i q u e  pour d i l u e r  

l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e ;  en o u t r e  il a é t é  p o s s i b l e  de  t r o u v e r  

de  bonnes cond i t i ons  de  p r é c i p i t a t i o n  du d i  Ac-4HAQO. (en 

opé ran t  à une tempéra ture  d e  -lO°C e n v i r o n ) .  



C e t t e  mod i f i ca t ion  de  l a  syn thèse  du d i  Ac-4KAQO nous permet 

de  marquer l e  d i  A C - ~ H A Q ~ S U ~  l e s  a c é t y l e  s a n s  enployer  une 

q u a n t i t é  c o n s i d é r a b l e  de  r n i l l i c u r i e s .  En e f f e t  nous n ' u t i l i s o n s  

que 6 moles d ' anhydr ide  a c é t i q u e  pour a c 6 t y l e r  une mole de  

4 HAQO . 

b)  D e m i  d u r é e  de  v i e  du d i  Ac-4KAQO. 

La durée  de  v i e  du d i  Ac-4KA30 dans un s o l v a n t  H20/éthanol a 

é t é  déterminée p a r  S y l v i e  Galiègue (30) dans l e  cad re  d 'une  

é tude  de  l ' i n t e r a c t i o n  d i  Ac-4KAQO-DNA. 

L ' enp lo i  d 'un  s o l v a n t  E23/éthanol est  en e f f e t  n é c e s s a i r e  

c a r  l e  d i  Ac-4HAûO es t  i n s o l u b l e  dans l ' e a u  mais s o l u b l e  dans 

l ' e t h a n o l ,  a l o r s  que l e  DNA e t  ses monomères s o n t  d i s s o u s  e n  

phase aqueuse tamponnée. 

Nous avons vu que l e  d i  Ac-4IIAQO pouva i t  être d é t e c t P  en  HPLC; 

l ' u t i l i s a t i o n  de  c e t t e  tecnnique d ' a n a l y s e  nous a  permis d ' é t u -  

d i e r  l a  c i n é t i q u e  d ' hyd ro lyse  du d i  Ac-4HAQO dans d i f f é r e n t s  

s o l v a n t s ,  en  o p é r a n t  de  l a  manière s u i v a n t e  : 

le  d i  Ac-4KAQO es t  m i s  en s o l u t i o n  dans le  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  

(H20/éthanol)  à 3 7 O ~ .  Au bout  du temps t, on p r é l è v e  un 

é c h a n t i l l o n  de c e t t e  s o l u t i o n  que l ' o n  a n a l y s e  en HPLC. Sur 

Pa f i g u r e  4 , nous avons r e p r é s e n t é  les p r o f i l s  d ' é l u t i o n  

(aux temps t = G  e t  t=45 min) du mélanqe cor respondant  à l ' hyd ro -  

l y s e  du d i  Ac-4HAQO dans l e  s o l v a n t  H20/éthanol 80:20. 

A t = O ,  l e  d i  Ac-4HAQO n ' e s t  pas hydrolysé;  l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  

ne f a i t  a p p a r a î t r e  qu 'un s e u l  p i c  dont  l e  temps de r é t e n t i o n  

est  de 1 6 , 6  min. 

A t=45 min, nous d é t e c t o n s  1 7  composés d ' hyd ro lyse  e t  t r è s  peu 

de  d i  Ac-4HAQO r e s t a n t .  

L 'hydrolyse  du composé d i a c é t y l  es t  donc t r è s  complexe. On peu t  

observer  cependant que deux composés s e d l e n t  ma jeu r s  : nous 

les a p p e l l e r o n s  composés 7 e t  1 4  

La q u a n t i t g  de  d i  Ac-4HAQO r e s t a n t e  p e u t ,  dans  t ous  les c a s ,  

être calculGe à p a r t i r  de l a  va l eu r  de  la  d e n s i t é  op t ique  du 

p i c  correspondant .  

Nous avons donc u t i l i s é  c e t t e  méthode pour dé te rminer  l a  demi 

durée  de v i e  du d l  Ac-4HAQO dans t r o i s  mi l i eux  r é a c t i o n n e l s  

(20 %, 50 %, 6 7  % d ' é t h a n o l ) ,  Les v a l e u r s  des  demi du rées  d e  

v i e  s o n t  obtenues  à p a r t i r  de s  courbes r e p r é s e n t a n t  l a  q u a n t i t é  



Figure 4. Cinétique dnhydrolyse du diAc-4HAQO. 

in' 



de  d i  Ac-4HAQO r e s t a n t  en fonc t ion  du temps. 

L e s  va l eu r s  o b t e n u s  s o n t  exprimées dans le  t a b l e a u  ci-dessous.  

sans les cond i t ions  employées, les v a l e u r s  des  demi durées  de 

v i e  ne s o n t  pas t r è s  p r é c i s e s ,  Cependant, nous pouvons remarquer 

que,  comme a t t endu ,  l e  d i  Ac-4EAQ3 e s t  p l u s  s t a b l e  dans le  

m i l i e u  r é a c t i o n n e l  comportant davantaçe d ' é thano l .  

Afin de confirmer e t  d ~ ?  p r é c i s e r  les r é s u l t a t s  ana ly t iques  

d 'hydro lyse  du d i  Ac-4HAQ0, nous avons également opgré s u r  des  

d é r i v é s  r a d i o a c t i f s  : 
3 - dans un premier temps, nous avons enployé le d i  Ac-4HAL2- H]QO; 

i 

l ' u t i l i s a t i o n  de  ce composé nous pe rme t t r a  d e  c a l c u l e r  le  

pourcentage de chaque composé formé. 
3 - e n s u i t e ,  l ' emplo i  du d i  [ H] A C - 4 ~ 2 0  nous rense ignera  s u r  le 

deveni r  des  groupements a c é t y l e  l o r s  de l ' hydro lyse  du d i  Ac-  

- 

Solvant  

% é thano l  

2 0 %  

50% 

67% 

C)  Hydrolyse du d i  AC- HA [z ,~x]  QO. 

Pour déterminer  avzc q u e l  rendement se forme chacun des  composés 

a u  cours  d e  l ' hydro lyse ,  il n ' e s t  b i e n  s û r  pas  p o s s i b l e  d ' u t i -  

l iser la d é t e c t i o n  u l t r a  v i o l e t t e ,  puisque nous ne connaissons 

pas  les c o q f f i c i e n t s  d ' e x t i n c t i o n  mola i r e  c o r r e s p ~ n d a n t s  à 

254 nm. Nous avons donc u t i l i s é  du d i  Ac-4HAQ3 marqué a u  38 s u r  

P e  carbone 2 du c y c l e  quinoléin-  e t ,  a p r è s  son hydrolyse complète,  

nous l ' i n j e c t o n s  en  HPLC e t  nesurons l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  d i f -  

f é r e n t e s  fyac t lons ;  ce q u i  nous pzrmet d?  c a l c u l e r  le  pourcentage 

de  chaque çomposé formé. Oara l l è l enen t ,  nous r é a l i s o n s  un? 

d o t e c t i o n  UV 3 254 m. L2 f i c u r e  5 montre le  r é s u l t a t  obtenu e t  

l e  t a b l e a u  ci- a p r è s  p r é s e n t e  les r é s u l t a t s  des  c a l c u l s .  

. - - - 

Dtni  durée de  v i e  

à 3 7 O ~  

1 2  n i n  

4 5  min 

80 min 

- 

Pourcentage de cancerogène 

r e s t a n t  

50% 

. 50% 

50% 
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Figure 5. Hydrolyse du ~ ~ A c - ~ H A [ ~ ? H ] Q o .  



Tenps de 

2étention Ccim~os6 

l,6- 2,4 volume 
rnor t 

activité dans le pic 

2réciskon 10% environ 1 

A partir de ces résultats, nous pouvons faire les constatations 

suivantes : 

1. Aux erreurs d'expérience près, la somme des valeurs de la 

radioactivité de chaque pic correspond à la radioactivité 

totale injectée. 

2. Au volume mort de la colonne, 1/5  de la radioactivité est 

mesurée alors qu'il n'y a pas d'absorption UV et que le témoin 
3 di A C - ~ ~ A [  H I Q O  à t=O ne donne pas de marquage à ce niveau. 

De plus, étant données les caractéristiques de la colonne, 

ni le solvant d'injection, ni les composés très polaires ne 

sont re$enus; ils sont donc éPués au début du fractionnement. 

3. Deux coqposés sont majeurs : le composé 1 (24%) et le 14 (16%). - 5 

Les intensités relatives des pics correspondants en UV et en 

radioactivité sont comparables. 
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4 .  Enf in ,  il f a u t  n o t e r  qu ' en  t o u t e  r i g u e u r  l e s  v a l e u r s  de 

r a d i o a c t i v i t é  mesurées ne cor respondent  pas  a u  pourcentage 

de q u i n o l é i n e ,  mais au pourcentage de r a d i o a c t i v i t é  pu i s -  

qu'on ne  peu t  a t t r i b u e r  à des  q u i n o l é i n e s  les 2 0 %  d e  r ad io -  

a c t i v i t é  a u  volume mort.  

C e s  o b s e r v a t i o n s  conf i rment  l a  v a l i d i t é  d e  l a  méthode a n a l y t i q u e  

employée. En e f f e t  l e s  p r o f i l s  obtenus  en  UV e t  en  r a d i o a c t i v i t é  

é t a n t  comparables, s o n t  r e p r é s e n t a t i f s  de  l ' h y d r o l y s e  du composé 

d i  a c é t y l é .  

I l  es t  impor tan t  de  n o t e r  l ' o b t e n t i o n  de 2 0 %  de la  r a d i o a c t i v i t é  

au volume mort cor respondant  à une r é a c t i o n  q u i  m e t  en  j eu  l e  

carbone 2 .  En e f f e t ,  il e s t  p robable  que c e t t e  r a d i o a c t i v i t é  

n ' e s t  p l u s  f i x é e  s u r  l a  q u i n o l é i n e .  Notons e n t r ' a u t r e  que 

l ' i n t e n s i t é  des  p i c s  en UV e t  en r a d i o a c t i v i t é  cor respondant  

à un composé f a i t  p a r f o i s  a p p a r a î t r e  une d i f f é r e n c e  impor tan te  : 

exemple 2. - 

d) Hydrolyse du d i  i3i3) AC-~HAQO.  

L ' u t i l i s a t i o n  du d i  Ac-4HAQO marqué au 3~ . su r  les CH nous 
3 

permet de s u i v r e  l e  deveni r  des  f o n c t i o n s  a c é t y l e .  La f i g u r e  6 

r-ous montre l e  r é s u l t a t  de l a  s é p a r a t i o n  pa r  HPLC des  composés 

obtenus  p a r  s o l v o l y s e  du d i  [ 3 ~ ] ~ c - 4 ~ ~ ~ ~ .  Comme précédemment, 

deux dé t eck ions  s o n t  employées : l ' U V  e t  l a  r a d i o a c t i v i t é .  Par 

r a d i o a c t i v i t é ,  on observe:un premier p i c  correspond au d i  Ac- 

4EAQ3 non hydro lysé  au  temps de r é t e n t i o n  de  1 6 , 6  min, un 

deuxième p i c  au  volume mort de  la  colonne r e p r é s e n t e  l ' a c i d e  

a c é t i q u e  l i b é r é  provenant  de 1 'hydro lyse ,  deux p i c s  mineurs 

f a i b l e s ,  e t  e n f i n  un d e r n i e r  p i c  q u i  p r é s e n t e  l e  m ê m e  temps 

de  r é t e n t i o n  que l e  composé 2 ( 1 5  min) l o r s  de l ' h y d r o l y s e  
3 

- 
du d i  Ac-4IiA [2- H] QO (composé majeur 2 7 % )  . Par  conséquent ce 

composé es t  a c é t y l é ,  e t  comporte un c y c l e  qu ino le ine .  

Nous avons donc tenté d ' en  dé te rminer  sa s t r u c t u r e  d e  l a  manière 

su ivan te .  



Figure 6.Hydrolyse du ~ ~ ~ ] A C - ~ H A Q O .  



2 )  Etude s t r u c t u r a l e  d 'un  co~,pos6 nonoacétylé  : le composé Z. - 
( l ' A c  4HA3) 

La première  é tude  é f f e c t u é e  a p r è s  P a  s é p a r a t i o n  à l ' a i d e  

de  l a  HPLC d ' e n v i r o n  1 m g  d e  2 ,  a été c e l l e  de sa s t a b i l i t é  - 
en phase aqueuse. Une s o l u t i o n  contenant  Z dans l e  tampon - 
c i t r a t e  ~ . $ O - ~ M ,  pH 7 es t  maintenue à 37OC. On c o n s t a t e  q u ' i l  

est  t r è s  s t a b l e  e n  phase aqueuse à pH n e u t r e ,  puisque le p r o f i l  

de  chromatographie n ' e s t  pa s  modi f ié ,  ap rè s  6 0  heures .  I l  ne 

l ' e s t  pas  non p l u s  ap rè s  20 heures  à 50°c, c e c i  montre qu'aucune 

décomposit ion n ' a  e u  l i e u .  

Nous avons été amené à proposer  l a  s t r u c t u r e  r e p r é s e n t é e  s u r  

l e  schéma c i -dessous ,  pour l e  composé 2 s u r  l a  base  des  é tudes  - 
spec t roscopiques  s u i v a n t e s  : 

- TJvIN H ,  
A t i t r e  de r é f é r e n c e ,  nous N-O-C-CH3 I I  

avons t o u t  d ' abord  e n r e g i s t r é  

les s p e c t r e s  RMN des  composés 

de l a  m ê m e  s é r i e .  

di Ac-4HAQO 

L a  f i g u r e  7 r e p r é s e n t e  le  s p e c t r e  du d i  ~c-4'rLAQo danp le  DMSO 

d e u t é r i é .  Çe s p e c t r e  e s t  e f f e c t u é  à 90  MElz. I l  s l i n t ; e rp rè t e ,  comme 

s u i t  : 2 s i n g u l e t s  à 2 , 4 4  e t  2 , 2 0  ppm a t t r i b u é s  au $a3 des-;de= 

groupements a c é t y l e ,  p l u s i e u r s  p i c s  e n t r e  6 e t  8 ppm co r re s -  

pondant aux 6 p ro tons  du c y c l e  q u i n o l é i n e ,  

4HAQ0  

L e  s p e c t r e  du 4HAQO dans l e  DMSO d e u t é r i é  es t  e f f e c t u é  à 270 MHz 

dans l e  l a b o r a t o i r e  du P r .  B. Roques. Nous obtenons des  bandes 

t r è s  é l a r g i e s .  

Mais en presence  d e  D C 1 ,  l e  s p e c t r e  a p p a r a î t  avec une r é s o l u t i o n  

t r è s  bonne ( v o i r  f i g u r e  8 ) .  On observe a l o r s  les 6 p ro tons  

cor respondant  a u  c y c l e  qu ino lé ine .  

Composé 2 1 - 
Le s p e c t r e  du composé 7 - est  efe 'ectué dans le DMSO d e u t é r i é  à 

e 

.270 MHz. I l  s ' i n t e r p r è t e  comme s u i t  : 1 s i n g u l e t  à 2,10 ppm 





L 

6 protons de la quinoléine 11 II Référence 

1 solvant : DMSO 
Figure 8 .  Spectres R M N ( 2 7 0 ~ ~ z ) d u  4HAQO 
a 121 solvant : DMSO - DCI 
c-3) 



a t t r i b u é  a u  CH3 de  l ' a c é t o x y ,  p l u s i e u r s ' p i c s  e n t r e  6 e t  8 ppm 

correspondant  aux 6 p ro tons  de l a  q u i n o l é i n e  e t  un p i c  à 

11 ppm dû a u  p ro ton  N-Il. (Figure  9 )  . 

- spec t romé t r i e  d e  masse 

Nous avons comparé P e  s p e c t r e  de  masse de 1 à ceux du d i  Ac- - 
4HAQO e t  du 4HAQO. (F igure  1 Q )  . 
C e s  s p e c t r e s  d e  r é f é r e n c e  o n t  é t é  e f f e c t u é s  dans l e  l a b o r a t o i r e  

du P ro fe s seu r  J. Lhomme p a r  M.Demenynck e t  M . F .  Lhomme. 

Pour 3, le  p i c  le  p l u s  é l e v é  e s t  à 202, il est  t r è s  p robable  - 
q u ' i l  corresponde au p i c  mo lécu la i r e ;  en  e f f e t  dans les p r o d u i t s  

+ de l a  série on d é t e c t e  un p i c  M : 2 6 0  pour l e  d i  Ac--4HAQO 

e t  176 pour l e  411APO. On observe les p i c s  M-42 (CO-CH2) ,  Y-58 

(O-CO-CZ2) s u r  le  s p e c t r e  de  m a s s e  de  1. C e s  p i c s  s o n t  donc - 
l ' i n d i c e  d e  l a  p ré sence  d 'une f o n c t i o n  0-C- CH^ dans l a  molécule 

I I  
O 

( v o i r  s p e c t r e  du d i  Ac--4HAgO). 

P a r  a i l l e u r s ,  on n 'observe  pas de  p i c  M-16; o r  M - 1 6  es t  l ' i n d i c e  

d e  Pa présence  d ' une  fonc t ion  N-oxyde dans une molécule ( v o i r  

s p e c t r e  du 4HAQO),  

-IR 

Nous avons comparé l e s s p e c t r e s  I R  du d i  Ac-41-IAQO e t  du composé 7 ,  - - 
q u i  o n t  t o u s  les deux é t é  e f f e c t u é s  en p a s t i l l e s  de  K B r  s u r  

l e  m ê m e  a p p a r e i l  ( v o i r  f i g u r e  11) . 
Le s p e c t r e  I R  du d i  Ac-4HAQO f a i t  a p p a r a f t r e  deux bandes à 

1805 cm-' e t  1750 cmm1 a t t r i b u é e s  p a r  un c e r t a i n  nombre d 'au-  

t e u r s  ( 4 1 ,  84) aux v i b r a t i o n s  des  ace toxy ,  respec t ivement  en 

p o s i t i o n  1 e t  4 de  l a  qu ino lé ine .  Quant  à l a  v i b r a t i o n  de  

11ac6toxy  du composé 7, e l le  es t  observee à 1720 cm-'. 
3 

La synthèse  de ce composé a é t é  mentionnée pa r  Sa to  e t  a2 (84) . 
Ils ob t i ennen t  c e  composé pa r  p l u s i e u r s  méthodes e t  notamment 

p a r  r éduc t ion  du  composé d i a c é t y l é  ( d i  Ac-4IIAQO). I ls  i n d i q u e n t  

deux s t r u c t u r e s  t a u t o n è r e s  du composé Ac-4HAQ0, en obse rvan t  

cependant gn I R  une bande cor respondant  a l ' a c e t o x y  a 1 7 4 5  cm-1 - 
( v o i r  schéma c i - a p r è s ) .  









L e  r é s u l t a t  I R  q u ' i l s  o n t  obtenu,  es t  d i f f é r e n t  de c e  que nous 

avons observé.  Malheureusement i l s  ne donnent aucune c a r a c t é r i s -  

t i q u e  complémentaire de ce p r o d u i t ,  e t  en  p a r t i c u l i e r  pas de 

s p e c t r e  YWN. 

11 nous f a u t  donc pour su iv re  l ' é t u d e  de c e  p r o d u i t  a f i n  de  

l e v e r  l ' amb igu i t é -  S i  cette s t r u c t u r e  s ' a v è r e  e x a c t e ,  de t o u t e  

façon  c e  composé ne nous pe rme t t r a  pas  de  p r é p a r e r  un composé 

b i f o n c t i o n n a l i s é  ( c ' e s t - à - d i r e  l e  d i  Ac-4HAQO). En e f f e t  ce  

composé ne comporte p l u s  de  fonc t ion  N-oxyde, e t  l ' a c é t y l a t i o n  

p a r  l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  du Ac-4AQ nous d o n n e r a i t  une f o n c t i o n  

a c é t y l e  e t  non acétoxy s u r  l ' a z o t e  1. 

3 )  Etudedtun a u t r e  d é r i v é  monoacétylé : l'acétoxyaminoquinoléine- 

1 -oxyde. 

a )  Synthèse de  l'Ac-4HAQO il l ' a i d e  d e  l a  r é a c t i o n  

d i  Ac-4HAQO-DTT. 

Dans une revue géné ra l e ,  Araki  e t  a2 o n t  mentionné l ' o b t e n t i o n  

d ' u n  compos6 monoacétylé : ltacétoxyaminoquinoléine-l-oxyde, 

obtenu p a r  L ' ac t ion  du d i t h i o t r e i t o l  (DTT) s u r  l e  d i  Ac-4HAQO 

e n  s o l u t i o n  dans l e  DMSO. Ils o n t  d é c r i t  ce composé comme étant 

tri% i n s t a b l e  e t  pouvant r é a g i r  s u r  l e  poly A; m a i s  aucune 

preuve expér imenta le  ne v i e n t é t a y e r  ces conc lus ions  q u i  n ' o n t  

b t é  c i t é e s  que sous forme de "communication pe r sonne l l e "  (66) 

Depuis c e t t e  d a t e ,  à n o t r e  connaissance,  aucune p u b l i c a t i o n  

n ' e s t  parue  r e l a t i v e  à l a  méthode de syn thèse  e t  a l a  r é a c t i v i t é  

de  c e  composé . 



La synthèse  de  c e  composé monoacétylé a u r a i t  l e  double  avantage 

de  pe rme t t r e  d ' é t u d i e r  s a  r é a c t i v i t e  s u r  l e  DNA, e t  d ' o f f r i r  

une p o s s i b i l i t é  de  p r é p a r e r  un d i  Ac-4iIAQO marqué spéc i f iquement  

s u r  une f o n c t i o n  a c é t y l e  p a r  r é a c é t y l a t i o n  à l ' a i d e  d ' anhydr ide  

a c é t i q u e  marqué. Nous avons donc t e n t é  de  m e t t r e  a u  p o i n t  l a  

p r é p a r a t i o n  de ce  d é r i v é  monoacétylé. Pour cela nous avons 

é t u d i é  l e  mélange d i  Ac-49AQO-DIT en concen t r a t i on  équimola i re  

dans l e  DMSO, p a r  l a  du pro ton  en onde cont inue .  Le  mode 

o p é r a t o i r e  es t  d é c r i t  c h a p i t r e  1. 

L e s  s p e c t r e s  cor respondants  s o n t  montrés s u r  La f i g u r e  1 2 .  Ce lu i  

e n r e g i s t r é  au temps t = O  e s t  analogue à l a  s o m e  d e s  s p e c t r e s  

du 3: Ac-4EAQO e t  du DTT dans l e  DMSS : l e s  deux s i n ç u l e t s  à 

2 , 3 8  e t  2,16 ppm correspondent  aux deux groupes CH du d i  Ac- 3 
415A30 et les p ro tons  de l a  q u i n o l é i n e  s o n t  oSservés e n t r e  6 e t  

8 ppm. Les p i c s  c o r r e s p o n d a ~ t  a u  3YT s o n t  les s u i v a n t s  (DTT : 

ES-CY -CBOH-CHOK-C:12-S-H) : S-LI à 2 , 1 0  ppm, CH2 à 2,6  ppm, 
2 

CH à 3 , 5  ppm, 014 à 4 , 7 5  ppm. 

Le s p e c t r e  de  l a  s o l u t i o n  gar'rlée à 30°c évolue t r è s  v i t e  en  

fonc t ion  du temps. Le s i n g u l e t  à 2,38 ppm d i spa raT t  p r o g r e s s i -  

vement e t  dans l e  même temps ,un a u t r e  p i c  a p p a r a I t  à 2,29 ppm. 

C e t t e  m o d i f i c a t i o n  es t  s imul tanée  au  dép{.acement à p l u s  h a u t  

champ du doub le t  à 6,12 ppm dS au  pro ton  en p o s i t i o n  3  du 

c y c l e  q u i n o l é i n e  du c,.i Ac-4XAQO ( v o i r  sclréma) . 
( Le pro ton  3  es t  c o ~ i p l é  au 

proton 2 ( s i t u é  à 7 , 5 7  ppm) 

en donnant un système A B ) .  

La d i s p a r i t i o n  du doub le t  à 

6,12 ppm e t  l ' a p p a r i t i o n  d 'un 

double t  à 6,03 ppn montrent  N 
I 

d'une iaqon non amlaigue que le O-C-CH 
11 3 

cornpoe6 di AC-Brxago est rnoaafid €3 

pour donner un s e u l  campss6, 
Enfin, lors da l a  r63actiont un des pics correspondent aux CH3 
n'est pas m d b f i 6 ,  celui %,i$ ppm; il eet donc trgs  vrai- 
semblable quhune d e s  Ranckions acgtyle n'@et pas rnodifiQs. 
Lfeufre pic ; i ïStyJu q u i  primitivement s i a i t  s i t u 6  a 1 , 3 8  ppm 
disparalé au p r o f i t  d ' u n  p i c  a 2,253 ppm, g u i  ne esrrespond pae 
a de l'acide au4t iquo, corne nous l 'avons prouve  e n  rajoutant 
a u  m i l f e u  une Toutte d'acide acgtique (dont le CEg a un dB- 

placement chiwiquu de 1,9 pprn) . On pourrait se demander s i  cette 



Figurel2. Spectres RMN du mélange ~ ~ A C - ~ H A Q O / D T T  

2,29 

dans le DMSO en fonction du temps. 
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f o n c t i o n  a c é t y l e  ne r e s t e r a i t  pas  f i x é e  à nouveau s u r  l a  

molécule de  cancérogène m a i s  en  une a u t r e  p o s i t i o n .  C e t t e  

hypothèse ne p e u t  être r e t e n u e  c a r  une te l le  a d d i t i o n  s ' a c -  

compagnerait  de  l a  d i s p a r i t i o n  d '  un pro ton  dk c y c l e  q u i n o l é i n e ,  

ca q u i  n ' e s t  pa s  observé.  I l  nous semble donc très probable  

que le  groupement a c é t y l e  s o i t  t r a n s f é r é  s u r  l e  DTT, d ' a u t a n t  

p lu s  que le  nouveau p i c  observé à 2 , 2 9  ppm p o u r r a i t  ê t re  

a t t r i b u é  au groupe CH d ' u n e  f o n c t i o n  e s t e r  de l ' a c i d e  t h io -  3  
a c é t i q u e  q u i  donne un s i n g u l e t  à 2,3 ppm ( 5 5 ) .  D e  p l u s ,  l ' o n  

peu t  remarquer que l e  massif  correspondant  aux p ro tons  de  l a  

f o n c t i o n  S-H du DTT, diminue d ' i n t e n s i t é  pendant l a  r é a c t i o n ,  

d iminut ion q u i  est  t o u t  à f a i t  en  accord  avec l e  t r a n s f e r t  

du groupement a c é t y l e  s u r  l ' a t ome  d e  s o u f r e  du DTT ( -SH --+, 

-S-COCK3) . 

Nous avons a u s s i  é t u d i é  en M N  l a  s t a b i l i t é  de ce  composé en 

a j o u t a n t  une q u a n t i t é  très f a i b l e  d ' e a u  d e u t é r i é e ,  l o r sque  

l a  r é a c t i o n  avec l e  DTT e s t  terminée.  Nous avons observé  une 

mod i f i ca t ion  t r è s  r ap ide  du s p e c t r e  : l e  p i c  à 2,16 ppm, q u i  

n ' é t a i t  pas  modi f ié  l o r s  de l a  r é a c t i o n ,  d i s p a r a î t  rapidement 

e t  il a p p a r a î t  s imultanément un s i n g u l e t  à 1 ,9  ppm que nous 

avons c a r a c t é r i s é  comme E t a n t  l e  CHJ de l ' a c i d e  a c é t i q u e ;  l e s  

p i c s  cor respondant  aux p ro tons  de l a  q u i n o l é i n e  forment a l o r s  

des m a s s i f s  p l u s  complexes. Nous pouvons conc lure  que le  

composé formé s ' e s t  hydro lysé  en l i b é r a n t  de  l ' a c i d e  a c é t i q u e  

e t  d i f f é r e n t s  composés de dégrada t ion .  Cependant l e  p i c  à 

2 , 2 9  ppm n ' e s t  p a s  modif ié .  Ceci e s t  donc un argument supplé-  

menta i re  pour a t t r i b u e r  ce  s i n g u l e t  au CH d 'un ester de  l ' a c i d e  3  
t h i o a c é t i q u e .  C e s  r é s u l t a t s  s o n t  en  accord  avec l ' i n s t a b i l i t é  

v i s  à v i s  de l ' e a u  du composé formé d é o r i t  p a r  Araki  e t  a l ,  e t  

r e n f o r c e n t  l ' hypo thèse  des t r a n s f e r t s  du groupement a c é t y l e  

s u r  l e  d i t h i o t r e i t o l  . C e  r é s u l t a t  es t  a u s s i  en  accord avec 

l e s  e s s a i s  de s é p a r a t i o n  du m i l i e u  r é a c t i o n n e l  e n  HPLC (page 

6 1  ) : noys avons obtenu deux composés a c é t y l e s  que nous ne 

pouvons a t t r i b u e r  q u ' a u  DTT mono e t  d i a c é t y l é .  Bien que nous 

devr ions  sous  a t t e n d r e  à une  r é a c t i o n  de  type  r é d u c t i o n  p a r  

le  DTT, q u i  est  un r éduc teu r  fréquemment u t i l i s é  en b i o l o g i e ,  

nous observons t r a s  probablement l a  r é a c t i o n  d é c r i t e  c i -apr8s  : 

c ' e s t - à - d i r e  l a  format ion du composé acétoxy-4-aminoquinoléine- 

1-oxyde (qc-4HAQ0) , 



N-O-C-CH 
H\ 

3 N-O-C-CH3 

+ + (DTT-C-CH3) I I  

O 

L'ensemble de nos r é s u l t a t s  est  t o u t  à f a i t  e n  accord avec 

les p ropos i t ions  d' Araki e t  a2 e t  notamment en  ce q u i  concerne 

l a  s t r u c t u r e  du composé formé. 

Nous avons r ep résen té  s u r  l e  schéma ci-dessous la  s t r u c t u r e  

du composé formé a i n s i  que c e l l e s d u  composé 7_ e t  du d i  Ac-  - 
4 HAQO . 

2 , 1 6  PPm 2 , 1 0  ppm 2 ,16  ppni 
-O-C-CH3 -O-C-CH3 ' .-O-C-CH 

N+ N N 2,38 ppm 
l 1 

Ac- 4HAQ d i  Ac-4HkQO 

I l  semble i n t é r e s s a n t  de comparer les g l i ssements  chimiques 

des  CH3 des  deux composés monoacétylés e n t r ' e u x ,  a i n s i  

qu 'avec  ceux du d i  Ac-4HAQO. C e s  va l eu r s  s o n t  représentées  

s u r  l e  schema ci-dessus.  E l l e s  semblent être en accord avec 

l a  s t r u c t p r e  des composés. 

I l  f a u t  remarquer que la s e u l e  d i f f é r e n c e  d e  s t r u c t u r e  e n t r e  

les deux çomposéa monoacétylés s e r a i t  simplement due à l a  

fonc t ion  N-oxyde. C e  s e r a i t  donc uniquement ' l t absence  ou l a  

présence d e  c e  ç roupment  q u i  e x p l i q u e r a i t  que l e u r  r é a c t i v i t é  

v i s  à v i s  de l ' e a u  s o i t  t r è s  d i f f é r e n t e  : en  e f f e t  l e  A c  ~ H A Q  



est t r è s  s c a b l e  dans  l ' e a u ,  a l o r s  que le  Ac-~HAQ$, au  con- 

t r a i r e ,  s ' y décompose rapidement, 

I l  e s t  b i e n  év iden t  que, pour compléter c e t t e  é tude ,  il a u r a i t  

f a l l u  i s o l e r  ce composé (Ac-4HAQO). Son e x t r a c t i o n  a u r a i t  

permis, premièrement d ' a f f i r m e r  s a  s t r u c t u r e ,  e t  deuxièmement 

d ' e f f e c t u e r  des e s s a i s  d ' a c é t y l a t i o n .  Cependant le  f a i t  que 

l e  DMSO s o i t  t r è s  d i f f i c i l e  à é l imine r  nous a empêché de 

récupérer  l e  compos6, D e  p l u s ,  l a  grande i n s t a b i l i t é  de ce 

dér ivé  monoacétylé nous a géné;tous les systèmes d ' e x t r a c t i o n  

p l u s  ou moins complexes que nous avons essayés  f a v o r i s e n t  une 

r ap ide  décomposition. 

Cependant nous a l l o n s  v o i r ,  page 6 8 ,  que l ' u t i l i s a t i o n  de l a  

s o l u t i o n  contenant  le  Ac-4HAQO permet des é tudes  i n t é r e s s a n t e s .  

b )  Hydrolyse aqueuse de  c e  composé. 

Nous avons t o u t  d 'abord é t u d i é  l e  composé en chromatographie 

HPLC. Nous avons r ep répa ré  l e  composé monoacétylé dans les 

cond i t ions  employées pour l ' é t u d e  RMN. Naus considérons que 

l a  r é a c t i o n  est terminée 15 min ap rès  l a  s o l u b i l i s a t i o n  dans 

l e  DMSO du d i  Ac-4HAQO e t  du DTT. L a  chromatographie d ' l  $1 

d e  c e t t e  s o l u t i o n  dans les m ê m e s  cond i t ions  de s é p a r a t i o n  que 

le  d i  Ac-4QAQO ne nous a pas  donné un s e u l  p i c ,  m a i s  p l u s i e u r s  

p i c s  d i f f é r e n t s  du d i  Ac-4HAQO e t  des  p rodu i t s  majeurs d'hydro- 

l y s e  du d i  Ac-4HAQO (Figure 1 3 ) .  C e  r é s u l t a t  est donc e n  faveur  

de  l a  grande i n s t a b i l i t é  du composé dans l ' e a u  puisque l e  

s o l v a n t  de  chromatographie est  de l ' e a u  l o r s  de  l ' i n j e c t i o n ,  

Nous n 'avons donc pas  pu é t u d i e r  l a  c i n é t i q u e  de  s o l v o l y s e  de 

l'Ac-4HAQ0, a f i n  d e  c a l c u l e r  l a  demi durée de v i e  de  ce composé 

dans l ' e a u .  Mais nous pouvons a f f i r m e r  que l a  v i t e s s e  d 'hy- 

dro lyse  paq 1 'eau d e  c e  monoacétyle est  beaucoup p l u s  é l e v é e  

que c e l l e  d u  d i  Ac-4HAQO. 

MonoacdtyZe marque sur Ze c y c l e  q u i n o l é i n e  

14ous avons également remarqué qu 'en e f f e c t u a n t  l a  s o l v o l y s e  

p r é a l a b l e  dans l ' e a u  du Ac-4EIAQO préparé  à p a r t i r  du d i  Ac-  

~HA[I'H] QO, l e  p r o f i l  de chromatographie en r a d i o a c t i v i t é  f a i t  

a p p a r a î t r e  2 0 %  de l a  r a d i o a c t i v i t é  au volume mort de l a  colonne. 

C e  r é s u l t a *  est analogue à c e l u i  obtenu l o r s  de l ' h y d r o l y s e  du 

d i  A C - ~ H A I ~ ~ H ]  QO. 



jure 13. Prof il de chromatographie HPLC du Ac-4HAQO. 



Monoacéty le  marqué s u r  l e  groupement a c é t y  Ze 

D ' a u t r e  p a r t  des é t u d e s  en  chromatographie HPLC o n t  é té  f a i t e s  

pour c o n n a i t r e  l e  deven i r  de  l ' a c é t y l e  de  l 'acétoxyaminoquino- 

lé ine- l -oxyde,  en u t i l i s a n t  l e  d i  Ac-4HAQO marqué s u r  les 

groupements a c é t y l e .  

L e  p r o f i l  de chromatographie en  r a d i o a c t i v i t é  de  la  s o l u t i o n  

d e  monoacétyle p réa la3 lement  hydro lysé  p a r  l ' e a u  f a i t  a p p a r a î t r e 1  

e n  r a d i o a c t i v i t é  un p i c  a u  volume mort  de  l a  colonne ( 5 0 %  de 

l a  r a d i o a c t i v i t é )  cor respondant  à l ' a c i d e  a c é t i q u e  l i b é r é  p a r  

hydro lyse  du Ac-4HAQ0, p u i s  deux p i c s  don t  l ' i n t e n s i t é  co r r e s -  

pond aux 50% r e s t a n t s .  Kous avons a t t r i b u é  c e s  deux p i c s  a u  

DTT mono e t  d i a c é t y l e  ( l ' u n  d e s  p i c s  ne correspond pas  à une 

a b s o r p t i o n  impor tan te  e n  UV à 2 5 4  nm, l ' a u t r e  p i c  est s i t u é  

dans  l a  zone d ' a b s o r p t i o n  des  composés q u i n o l é i n e ) .  

C e t t e  é t u d e  confirme donc l e  t r a n s f e r t  d ' une  f o n c t i o n  a c é t y l e  

s u r  l e  DTT, corne  nou!; l ' a v i o n s  sugcjéré précédemment. 

En conc lus ion ,  c e s  ét i ldes nous montrent  que l e  compqsé formé 

par a c t i o n  du DTT s u r  Pe d i  Ac14HAQ0 ç ' hydro lyse  tr&s rapidement 

dans  l ' e a u ,  en l i b é r a n t  de  l ' a ~ z i d e  a c é t i q u e .  I l  es t  dommage 
l 

que 1 'on n k i t  pa s  réilssi à ex.:raire c e  composé du m i l i e u  

r é a c t i o n n e l  ; en effei:, il s e m l  l e  q u ' i l  s e r a i t  i n t é r ç s s a n t  .! 
d ' é t u d i e r  s a  r éac t iv i i ; é  s u r  l e ( ;  nuc l éoph i l e s  du DNA, Nous 

avons donc pensé e f f e c t u e r  une approche d e  c e t t e  é tude  en 

u t i l i s a n t  ce composé s a n s  l ' i s o l e r  du m i l i e u  r éac t i a r lne l  

( v o i r  paragraphe 4, pages 6 8  e t  7 1 ) .  

Conclusion.  

D e  c e s  d i f f é r e n t e s  é tudes ,  don t  l ' u n  des b u t s  é t a i t  une 

approche mécanis t ique pour comprendre la  r é a c t i v i t é  du d i  Ac- 

4HAQ0, il semble r e s s o r t i r  un c e r t a i n  nombre de  p o i n t s  : 

- l a  complexi té  de l ' h y d r o l y s e  du d i  Ac-4HAQO 

- 1 ' i n s t a b i l i t é  d  "un composé monoacétylé (Ac-4HAQO) q u i  comme 

nous le  ver rons  dans l e  ~ a r a g r a p h e  s u i v a n t  semble être un 

i n t e r m é d i a i r e  possible lors d e  l a  f i x a t i o n  du c y c l e  quino- 

l é i n e  s u r  les nuc léos ides  



- l a  s t a b i l i t é  du conposé monoacétylé - 
- un mécanisme d 'hyd ro lyse  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  le carbone 2  

Nous nous proposons donc d ' é c r i r e  un c e r t a i n  nombre de  r é a c t i o n s  

q u i  p o u r r a i e n t  nous s e r v i r  d 'hypothèse  de  d é p a r t  pour  l a  

démonstra t ion f u t u r e  du mécanisme d ' a c t i o n  du d i  Ac-4HAQ3 s u r  

l e s  nuc l éos ides .  

C e s  hypothèses ,  q u i  pour l ' i n s t a n t  s o n t  en accord avec les 

r é s u l t a t s  ob tenus ,  s o n t  les s u i v a n t e s  : 

1. La c a s s u r e  de  l a  l i a i s o n  N-O de l a  fonc t ion  a c é t a t e  d 'hydro- 

xylamine ( c a s s u r e  1) s ' e f f e c t u e r a i t  e n  l i b é r a n t  de  l ' a c i d e  

a c é t i q u e  e t  l e  cornposé 7 .  .. C k  mécanisme ne semble i ~ a s  impliqué 

dans  l a  f i x a t i o n  du  c y c l e  q u i n o l é i n e  ou de l ' a c é t y l e  s u r  

les n u c l é o p h i l e s  ; en  e f f e t ,  c e  mécanisme ne c o n d u i t  p a s  à 

la  f i x a t i o n  du nuc léoph i l e  s u r  l a  q u i n o l é i n e  ou  s u r  le  

groupement a c é t y l e .  

N-O-C-CH3 

00; ---+ 
'A-' 

O-C-CH, 

N-O-C-CH, 

d i  Aç-4HAQO Ac-  4HAQ 

2. La r u p t u r e  de  l a  l i a i s o n  O-,: d e  l a  m ê m e  f o n c t i o n  p o u r r a i t  

s ' e f f e c t u e r  p a r  a t t a q u e  nue'-éophile s u r  le  carbone  de l a  

l i a i s o n  O-C-CH3. Dans un te:? mécanisme l ' a g e n t  nuc l éoph i l e  
II 
O 

est  a c é t y l é .  C ' e s t  c e  q u i  s 2  p r o d u i t  p a r  a t t a q u e  du  s o u f r e  

du DTT ( v o i r  page 5 6 ) ,  de l 'oxygène dans le  c a s  de  l t H 2 0  

( l i b é r a t i o n  d ' a c i d e  a c é t i q u e )  . 
D e s  r é s u l t a t s ,  qui vont  dans l e  même sens ,  o n t  d ' a i l l e u r s  é t é  

observés  par M.Dernenynck et*!M.F.Lhornme : elles o n t  obtenu 

une r é a c t i o n  conparable  de  z r a n s f e r t  d ' a c é t y l e  s u r  d e s  

amines primaires. 



d i  Ac-4HAQO Ac- 4HAQO 

Nu- = n u c l e o p h i l e  = S du DTT, O de H 2 0 ,  N d 'une amine p r ima i r e ,  

s i t e  nuc l éoph i l e  des  bases  nuc l é iques  etc. .  . 
3 .  L'acétoxyaminoquinoléine-1-oxyde a i n s i  formé es t  s u s c e p t i b l e  

p a r  d é p a r t  d ' une  fonc t ion  a c é t a t e ,  de créer  un é l e c t r o p h i l e  

capable  de se f i x e r  s u r  l e s  si tes nuc léoph i l e s  de  l a  macro- 

molécule de  DNA ( v o i r  schéma c i -des sous ) ,  s e l o n  un mécanisme 

comparable à c e l u i  d é c r i t  pour 1 'AAF. 

Toujours p a r  a n a l o g i e  à llAAF, il f a u t  remarquer que l ' a g e n t  

é l e c t r o p h i l e  l i b é r é  peu t  être a t t a q u é  s o i t  s u r  l ' a z o t e ,  s o i t  

s u r  l e  carbone 3 ( v o i r  schéma c i - d e s s u s ) .  Ceci  p o u r r a i t  

exp l ique r  l a  f i x a t i o n  d u  c y c l e  q u i n o l é i n e  s u r  les bases  du 

DNA au  n iveau  du carbone 3 .  En e f f e t ,  Kawazoe e t  a2 (42) 

o n t  montré que le  4HAQO se f i x c  à l ' a i d e  du système enzyma- 

t i q u e  de Tada a t al .  ( 9 5 )  s u r  le  poly (A)  , e t  que 1 'adénine  

est l i é e  s u r  l e  carbone 3 de  la q u i n o l é i n e  ( v o i r  formule 

page 34 ) . C e s  mécanismes b i e n  qu 'hypothé t iques  semblent  

cependant i n t 6 i e s s a n t s -  Ils peuvent  donc nous servir d'hypo- 



t h è s e s  de  t r a v a i l  pour comprendre l a  f i x a t i o n  du c y c l e  

qu ino lé ine  s u r  l e  DNA a i n s i  qu'une a c é t y l a t i o n  éven tue l l e .  

4 )  F i x a t i o n  du c y c l e  qu ino lé ine  s u r  les nucléos ides  puriques .  

L e s  é tudes  précédentes  nous o n t  montré à l ' a i d e  de  l a  

WPLC, l a  complexité de l ' h y d r o l y s e  du d i  Ac-4HAQO. Nous a l l o n s  

é t u d i e r  dans c e  c h a p i t r e  l a  r é a c t i o n  e n t r e  l e  d i  Ac-4HAQO e t  
i 

les nucléos ides  pur iques  puisque Ikegami e t  a2 (36) o n t  montré 

que les bases  pur iques  é t a i e n t  le  s i t e  p r i v i l é g i é  de  f i x a t i o n  

du cancérogène u l t ime du 4 N Q 3 .  

Nous avons t o u t  d 'abord  u t i l i s é  l a  guanosine comme agent  

nuc léophi le .  Dans l a  s é p a r a t i o n  p a r  HPLC, l e s  p r o d u i t s  d 'addi-  

t i o n  guanosine-di Ac-4HAQO d e v r a i e n t  être é l u é s  ap rès  l a  

guanosine ( T R  = 7,S)  e t  avan t  la  m a j o r i t é  des composés formés 

l o r s  de l ' h y d r o l y s e  du d i  Ac-4HAQO q u i  o n t  des temps de rbten-  

t i o n  s u p é r i e u r s  à 13 min. Nous avons donc comparé les p r o f i l s  

obtenus p a r  l a  d é t e c t i o n  UV a 254 nm dans l a  zone comprise 

e n t r e  7 e t  1 3  min ap rès  r é a c t i o n  du d i  Ac-4HAQO s u r  l a  guano- 

s i n e ,  avec ceux obtenus ap rès  hydrolyse du d i  Ac-4HAQ3 s e u l ,  

p r i s  cornne témoin. Nous avons c o n s t a t é ,  que par  r a p p o r t  a u  

témoin, il n ' a p p a r a î t  prat iquement  aucun p i c  supplémentaire.  

C e  q u i  l a i s s e  supposer que l a  r é a c t i o n  s u r  l a  guanosine 

s ' e f f e c t u e  avec un rendement t r è s  f a i b l e . P a r  conséquent,  a f i n  

de pouvoir  m e t t r e  en  évidence le f a i b l e  taux  de l ' a d d i t i o n  

é v e n t u e l l e  du d i  Ac-4HAQO s u r  la  guanosine,  nous avons u t i l i s é  

pa ra l l è l emen t  à l a  d é t e c t i o n  UV, une d é t e c t i o n  en  r a d i o a c t i v i t é  

en employant l e  nuc léos ide  marqué, s o i t  uniformément a u  14c, 
s o i t  de  façon s p é c i f i q u e  s u r  l 'hydrogène du C-8 ( 8 - 3 ~  Gua) . 
C e t t e  méthode es t  t r è s  p r a t i q u e  e t  nous pzrmet de d é t e c t e r  l a  

guanosine, q u ' e l l e  s o i t  modifiée ou non, a l o r s  qufen,UV à 

254 .im les qu ino lé ines  e t  les bases  absorbent  t o u t e s  les deux. 

D e s  e s s a i s  s i m i l a i r e s  o n t  é t é  r é a l i s é s  s u r  l1a3énos ine ,  l a  

base  é t a n t  dans ce cas ,  ou uniformément marquée au  14c, ou 

spécifiquement marquée au 3~ s u r  l e  C-2. 

Enfin  c e t t e  m ê m 3  méthode de  d é t e c t i o n  p a r  l a  r a d i o a c t i v i t é  a  

également é t é  u t i l i s é e  pour s u i v r e  la  r é a c t i o n  de l 'Ac-4HAQ0 

s u r  les nucléos ides  puriques .  



a )  r é a c t i o n  4~ guanosine-di  A & - ~ H A Q O .  

AprSi i ncuba t ion  du mélange r é a c t i o n n e l  (14c) guanosine-di  Ac- 

4HAQO pendant 45 min à 3i0C,  l a  s o l u t i o n  es t  i n j e c t é e  en  

HPLC. Au cours  de  l a  s é p a r a t i o n ,  des  f r a c t i o n s  de  500 y 1  s o n t  

r e c u e i l l i e s  e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  de  chacune de ce s  a l i q l ~ o t e s  

es t  mesurée. 

La f i g u r e 1 4  montre les p r o f i l s  cor respondant  à l a  double 

d é t e c t i o n  (UV, r a d i o a c t i v i t e j  de  cette r é a c t i o n .  On c o n s t a t e  

q u ' à  c ô t é  du p i c  de  r a d i o a c t i v i t é  impor t an t  cor respondant  à 

l a  guanosine,  t r o i s  p i c s ,  appe lés  G I ,  G I I  e t  G I I I  s o n t  observés ;  

i l s  peuvent ê t re  a t t r i b u é s  à des composés d ' a d d i t i o n  guanosine- 

d i  Ac-4HAQO p u i s q u ' i l s  s o n t  d é t e c t é s  en  r a d i o a c t i v i t é  ( s e u l e  

l a  molécule de guanosine e s t  marquée aux i s o t o p e s )  e t  q u ' i l s  

s o n t  é l u é s  différemment de  l a  guanosine.  On c o n s t a t e  que G I ,  

G I I  e t  G I I I  s o n t  é l u é s  dans n o t r e  système de  chromatoqraphie 

e n t r e  l a  guanosine e t  l e  compdsé 1. C e s  t r o i s  p i c s  co r r e s -  - 
pondent à un t a u x  de guanosine modi f iée  t r è s  f a i b l e  : 1 ,2% 

de la  r a d i o a c t i v i t é  de  l a  guanosine i n j e c t é e .  

Sur l a  f i g u r e  15  nous avons r e p r é s e n t é  l a  c i n é t i q u e  de  format ion 

de ces composés en  f o n c t i o n  du temps d ' i n c u b a t i o n ,  en p r e n a n t  

l a  guanosine s e u l e  comme témoin. C e t t e  é tude  c i n é t i q u e  a é t é  ' 

e f f e c t u é e  à 37"C, mais dans un m i l i e u  con tenan t  30% d ' é t h a n o l  

a f i n  de  diminuer l a  v i t e s s e  de r é a c t i o n .  

Nous remarquons l ' a c c r o i s s e m e n t  p r o g r e s s i f  du  p i c  G I I I  en  

f o n c t i o n  du temps; en p a r t i c u l i e r ,  pour t= lh30 ,  t o u t  le  

d i  Ac-4HAQO é t a n t  hydro lysé ,  l ' i n t e n s i t é  du p i c  G I I I  es t  maxi- 

mum. Ceci confirme que l e  composé GIII p r o v i e n t  b i e n  de l ' a c t i o n  

du d i  Ac-4HAQO s u r  l a  guanosine.  Pa r  c o n t r e  e n  ce  q u i  concerne 

G I  e t  G I I ,  l ' i n t e r p r é t a t i o n  est moins év iden te .  En e f f e t ,  s i  

on examine le  p r o f i l  d ' é l u t i o n  de l a  guanosine témoin, on 

observe  aux temps d e  r é t e n t i o n  de G I  e t  G I I  un s i g n a l  don t  

l ' i n t e n s i t é  es t  t r o p  grande pour n ' ê t r e  que du b r u i t  de fond.  

En p a r t - î c u l i e r ,  e n  ce  q u i  concerne G I ,  l - n t e n s i t é  du p i c  

observé  à p a r t i r  du mélange r é a c t i o n n e l  est du m ê m e  o r d r e  de 

grandeur  que c e l u i  observé s u r  l e  témoin. P a r  c o n t r e  l e  composé 

G I I  est  ne t tement  p l u s  impor tan t  dans l e  mélange r é a c t i o n n e l .  
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La r ep roduc t ion  d e  c e s  e s s a i s  n ' a  pas  l e v é  l ' a m b i g u i t é  en  

ce q u i  concerne G I  ; s e u l e  l ' u t i l i s a t i o n  de  l a  guanosine 14c 
p u r i f i é e  p e r m e t t r a i t  p e u t - ê t r e  de  s a v o i r  s i  ce p i c  p e u t  être 

vraiment a t t r i b u é  à l a  r é a c t i o n  du d i  Ac-4I.IAQO s u r  l a  guanosine. 

Nous avons c a l c u l é  en u t i l i s a n t  l a  courbe de  quenching (page 

47 ) ,  le  pourcentage e x a c t  d e  guanosine modif iée  pour  chacun 

des p i c s  ; l e  r é s u l t a t  est exprimé s u r  l e  t a b l e a u  c i -dessous .  

Nous avons également r e p r é s e n t é  les r é s u l t a t s  ob tenus  avec 

l e  témoin ; c ' e s t - à - d i r e  l a  guanosine s e u l e  incubée dans l e  

s o l v a n t  de  r é a c t i o n .  

Les temps de r é t e n t i o n  pour ce s  t r o i s  composés dans le  système 

de chromatographie s o n t  respec t ivement  8 ,9  ; 1 0 , 4  e t  1 2 , l  min. 

On v o i t  donc que l e  rendement de  f i x a t i o n  du c y c l e  q u i n o l é i n e  

s u r  l a  guanosine est  t r è s  f a i b l e ,  puisqu 'on o b t i e n t  env i ron  

1 % de f i x a t i o n ,  c ' e s t - à - d i r e  qu 'une  guanosine s u r  c e n t  es t  

modifiée.  

b)  r é a c t i o n  [B.. 3 ~ ]  guanosine-di  Ac-4HAQO. 

Guanos i n e  ( témoin) 

+ 
0,09 - 0,02 % 

+ 
0,06 - 0,02 % 

- - - - - - 

+ 
0,OO - 0,02 % 

.. 

+ 
0,15 - 0,06 % 

- 

GZ 

GII 

GIII 

Tota l  
i 

D e s  a u t e u r s  o n t  proposé que l a  f i x a t i o n  cova len t e  du 4NQO 

s ' e f f e c t u a i t  s u r  le  carbone 8 de la  guanosine ( 9 4 ) .  L'emploi 

de guanosine marquee spéc i f iquement  a u  t r i t i u m  s u r  l e  carbone 

8 nous p e r m e t t r a i t  de  s a v o i r  s i  l e  d i  Ac-4HAQO s ' y  f i x e  e f f e c -  

t ivement.  
1 Nous avons donc r é a l i s é  l a  r é a c t i o n  8-1: H,quanosine-di Ac-4HAOO 

dans les m ê m e s  cond i t i ons  de r é a c t i o n  qu 'avec la guanosine 14c. 

Guanosine-di Ac-4HAQO 

+ 
0,18 - 0 , 0 2  % 
- 

+ 
0 , 4 2  - 0 , 0 2  % 

+ 
0,64 - 0 , 0 2  % 

+ 
1 , 2 4  - 0,06 % 



Dans c e  c a s ,  l e  p i c  G I I I  ne correspond q u ' à  un rendement en 

r a d i o a c t i v i t é  de 0,09 % p a r  r a p p o r t  à l a  guanosine.  O r ,  l o r s  

de  la  r é a c t i o n  avec  l a  guanosine 14cr l e  rendement du  composé 

G I I I  é t a i t  de  0,64 %. La d i f f é r e n c e  observée s ' e x p l i q u e  donc 

p a r  le  d é p a r t  de l 'hydrogène du carbone-8. L a  f i x a t i o n  du c y c l e  

q u i n o l é i n e  s u r  c e  s i t e  l i b è r e  l ' hydrogène  e t  l e  composé d ' a d d i -  

t i o n  guanosine-di  Ac-4HAQO cor respondant  à G I I I  n ' e s t  donc p l u s  

marqué a u  t r i t i u m .  Nous avons r e p r é s e n t é  s u r  l e  t a b l e a u  c i -  

dessous  les v a l e u r s  de rendement de  f i x a t i o n  obtenues  en ca lcu-  
3 Pant avec  l a  r a d i o a c t i v i t é  H f  p u i s  en les comparant avec celles 
1 4  obtenues avec l a  guanosine C. 

-7- - -- - - - - -. - - .- - 

Réact ion Guanosine 14c-di  Ac-4HAQO Guanosine 3 ~ - d i  Ac-4IiAQO 

Nous considérons  que l e  rendem~!;zt obtenu l o r s  du c a l c u l  avec: 

l a  guanosine 1 4 ~  e s t  Eigal à 10Ci pour  chaque composé. Nous 

ca lcu lons  a i n s i  l e  pourcentage de r a d i o a ç t i v i t é  r é s i d u e l l e  (le 

chaque composé d ' a d d i t i o n .  

Avant d ' a f f i r m e r  avec c e r t i t u d e  que l ' a d d i t i o n  se f a i t  b i e n  

s u r  l e  C-8 pour l e  composé G I I I ,  il f a u t  remarquer que l a  

f i x a t i o n  du cancérogène en  un s i t e  a u t r e  que le C-8 p o u r r a i t  

d e s t a b i l i s e r  l a  guanosine e t  f a i z i l i t e r  l '&change  d e  l ' hydrogène  

du carbone 8. C e t t e  d e r n i è r e  hypothèse  p a r a î t  cependant peu 
; 

probable  pour G I I I ,  c a r  l e  c a l c ~ l  du marquage ob tenu  p a r  r a p p o r t  

à l a  r e a c t i o n  avec  l a  guanosine 1 4 ~  correspond à une p e r t e  de 

r a d i o a c t i v i t é  de  90 % e t  de plu;? le  marquage de l a  guanosine 3~ 

s u r  l e  carbone 8 est de 95  % p a r  r a p p o r t  a u  marquage s u r  les 

a u t r e s  carbones .  I l  est  donc trbs probable  que l a  q u i n o l é i n e  se 

f i x e  s u r  l e  carbone 8 pour donnsr un composé d ' a d d i t i o n  co r r e s -  

pondant a u  p i c  G I I I .  Une répons? c e r t a i n e  s e r a  donnée quand il 

aura  é t é  p o s s i b l e  d ' i s o l e r  une ' q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  de  ce  composé 



d ' a d d i t i o n  pour en f a i r e  une é tude  W. E n  ce q u i  concerne 

les p i c s  G I  e t  G I I ,  i l s  s o n t  observés  t o u s  deux p a r  l a  d é t e c t i o n  
3 en r a d i o a c t i v i t é  ( H ) .  I l s  ne correspondent  donc pas  à des  

composés d '  a d d i t i o n  f a i s a n t  i.n t e r v e n i r  1 'hydrogène du C-8. 

c )  r é a c t i o n  14c guanosine-Ac-4IiAQO. 

Nous avons vu précédemment que l e  monoacétyle (Ac-4HAQO) n e  a  

pas  é t é  i s o l é ,  mais que sa format ion a v a i t  é t é  m i s e  en  évidence 

dans un m i l i e u  r é a c t i o n n e l  d i  Ac-4HAQO + DTT dans l e  DMS3. 

Les r é a c t i o n s  de l'Ac-4HAQO s u r  l a  guanosine o n t  é t é  r é a l i s é e s  

en  a d d i t i o n n a n t  à l a  s o l u t i o n  de guanosine (tampon c i t r a t e  

2 .  ~ o - ~ M ,  p H  7 )  l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  con tenant  le  composé mono- 

a c é t y l é :  les cond i t i ons  de r é a c t i o n  s o n t  d é c r i t e s  dans l a  p a r t i e  

expér imenta le  de  c e  mémoire. 

L ' ana lyse  en HPLC du n l i l i eu  r é a c t i o n n e l  obtenu es t  e f f e c t u é e  

dans  les cond i t i ons  h a b i t u e l l e s  : d é t e c t i o n  UV e t  mesure de  

l a  r a d i o a c t i v i t é  des  f r a c t i o n s  obtenues.  L a  f i g u r e  16 nolis 

montre les deux p r o f i l s  d ' é l u t i o n  correspondants .  L e  p r o f i l  

UV n ' e s t  na tu re l l emen t  pas  i d e n t i q u e  à c e l u i  q u i  a v a i t  é t é  

obtenu pour l a  r é a c t i o n  avec l e  d i  Ac-4HAQO; en e f f e t ,  nous 

hydrolysons  dans c e  cas l e  monoacétyle. P a r  c o n t r e  le p r o f i l  

en  r a d i o a c t i v i t é  montre les m ê m e s  p i c s  G I ,  G I I  e t  G I I I  obtenus  

l o r s  de  l a  r é a c t i o n  avec l e  d i  Ac-48AQ0 :némes temps de r é t en -  

t i o n ) .  Cependant en c a l c u l a h t  les pourcentages  de f i x a t i o n  

pour chacun de ce s  t r o i s  compç~sés, on c o n s t a t e  que l e  composé 
5 

G I I I  est formé avec un rendemqnt de  10,4 %, c ' e s t - à - d i r e  en 

q u a n t i t é  net tement  s u p é r i e u r e  au cas  p récédent .  Pour les 

composés G I  e t  GII, les q u a n t z t é s  formées s o n t  du m ê m e  o r d r e  
i 

d e  grandeur .  

Nous avons r e p r é s e n t é  s u r  l e  t a b l e a u  c i -après  les rendements 

de l a  r é a c t i o n  des composés obtenus  avec l e  monoacétyle e t  

ceux ob tenus  avec le  d i  Ac-4KAQ0 a i n s i  que le  témoin. 
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Figure 16 Réaction 14c Guanosine - Ac-4HAOO 
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Pour e s s a y e r  d e  comprendre comment p e u t  s ' e f f e c t u e r  l a  r é a c t i o n  

e n t r e  l'Ac-4HAQO e t  l a  guanosine,  il est i n t é r e s s a n t  de se 

souveni r  ( v o i r  page 5 8 )  que l e  d é r i v é  monoacétylé est  extrèmement 

r é a c t i f  v i s  à v i s  de l ' e a u .  

L e  f a i t  que nous ob ten ions  l o r s  de s a  r é a c t i o n  a v e c  l a  guano- 

s i n e ,  les m6mes composés d ' a d d i t i o n  que l o r s  de  l a  r é a c t i o n  

avec l e  d i  Ac-4HAQ0, nous a suggéré  que l'Ac-4HAQO p o u r r a i t  

ê t r e  un i n t e r m é d i a i r e  formé l o r s  de l ' h y d r o l y s e  du d i  Ac-4HAQO. 

Mais l e  rendement p l u s  impor tan t  de  f i x a t i o n  s u r  l a  guanosine 

pa r  Ac-4HAQO (dans  l e  cas  de GIII) nous montre que c e  monoacétyle 

n ' e s t  pas  formé avec  un rendement de  100 % l o r s  de  l ' h y d r o l y s e  

du d i  Ac-4EIAQO. En e f f e t ,  l e  composé ~~-4~PQ(cornposé z )  - est  a u s s i  

formé p a r  hydro lyse  du composé d i a c é t y l e ,  e t  il es t  t r è s  impro- 

bab le  q u ' i l  p a s s e  pa r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de  1'Acm4HAQ0. Le composé 

d i  Ac-4HAQQ dans 1 'eau  d o n n e r a i t  donc l e  Ac-4HAQO avec un 

rendement f a i b l e  ; ce  d e r n i e r  p r o d u i t  s ' h y d r o l y s e r a i t  a son 

t o u r  d ~ n n a n t  un composé capable  de se f i x e r  de  manière  cova- 

l e n t e  s u r  l e s  nuc l éoph i l e s  p r é s e n t s .  C e s  c o n s t a t a t i o n s  s o n t  en 

accord avec  les r é a c t i o n s  que nous avons d é c r i t e s  précédemment 

( v o i r  page 6 3 ) .  

C e s  r é s u l t a t s  nous montrent  l ' i n t é r ê t  que p r é s e n t e  l ' é t u d e  de 

ce corr.posé monoacétylé ; de p l u s ,  d 'un p o i n t  de  vue p r a t i q u e ,  

l e  f a i t  que le  composé G I I I  se forme avec un bon rendement p a r  

a c t i o n  du Ac-4HAQO s u r  l a  guanosine,  va nous p e r m e t t r e  de  l e  

p répa re r  en  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour r é a l i s e r  son é t u d e  à l ' a i d e  

de techniques  physicochimiques (RMN, s e p c t r o s c o p i e  de  masse), 

e t  d ' é l u c i d e r  a i n s i  pa r f a i t emen t  s a  s t r u c t u r e .  



d) Réact ion 4~ adénosine-di  Ac-4HAQO. 

Afin de  démontrer l a  f i x a t i o n  cova len t e  du d i  Ac-4HAQG s u r  

l ' a d é n i n e ,  nous avons e f f e c t u é  s u r  l ' a d é n o s i n e  l a  même étude 

en HPLC que c e l l e  r é a l i s é e  avec l a  guanosine en employant un 

nuc l éos ide  s u r  l e q u e l  l a  b a s e  est marquée uniformément au '*c. 
L e s  p r o f i l s  obtenus  p a r  l a  double  d é t e c t i o n  UV e t  r a d i o a c t i v i t é ,  

son t  r e p r é s e n t é s  s u r  1.a f i g u r e  1 7  . Sur l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  

en r a d i o a c t i v i t é ,  on peu t  v o i r  deux p i c s ,  que nous appe l l e rons  

A I  e t  A I I ,  e t  q u i  s o n t  observés  ap rè s  l e  p i c  correspondant  à 

l ' a d é n o s i n e  nan modif iée  ; les composés d 'hydro lyse  du d i  Ac- 

4HAQO q u i  s o n t  é l u é s  en f i n  de  chromatographie,  s o n t  d é t e c t é s  

en W ,  m a i s  ne s o n t  pas observés  en  r a d i o a c t i v i t é .  Le rendement 

t o t a l  de  l a  r é a c t i o n ,  q u i  cor1respond au nombre de mcles de 

nuc l éos ides  modi f iés  pour 100- moles de nuc l éos ides ,  ( ayan t  ' 

r é a g i  avec  200 moles de  d i  Aqa-4HAQO) est extrèmememt f a i b l e  

p u i s q u ' i l  est  dlenvi:pon 0 ,7  %; , 

L e  rendement pour chaque composé d ' a d d i t i o n  es t  r e p r é s e n t é  

s u r  l e  t a b l e a u  ci-det~;sous où ilous avons a u s s i  f a i t  f i a u r e r  

ce  q u i  cor respond  a u .  b r u i t  de"fond du t&.oin (14c qdénosine 

s e u l e )  . 

Réact ion 

A I  

A I 1  

T o t a l  

L e  d i  Ac-4HAQO se f i x e  donc s u r  l ' adénos ine  pour former deux 

composés A I  e t  A I I ;  les temps de r é t e c t i o n  pour c e s  deux compos6s 

dons l e  système de chromatographie s o n t  respec t ivement  de  11 

e t  12,4 min. 

' 4~ adénosine-di  Ac-4HAQO 1'4C adénosine (témoin) 1 
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e) Réact ion 14c adgfiosine-Ac-4HACO. 

Nous avons é t u d i é  l a  r é a c t i o n  acétoxyaminoquinoléine-1-oxyde 

s u r  l ' a d é n o s i n e .  L e s  c o n d i t i o n s  de concen t r a t i on  s o n t  analogues 

à c e l l e s  employées l o r s  de l ' é t u d e  d e  l a  r é a c t i o n  adénosine- 

d i  Ac-4HAQO. 

Nous re t rouvons  s u r  le  p r o f i l  e n  r a d i o a c t i v i t é  les com~osés 

d ' a d z i t i o n  A I  e t  A I 1  obtenus  l o r s  de l a  r é a c t i o n  d i  Ac-4HAQO- 

adénosine.  Nous avons ca lc i i l é  les rendements des  r é a c t i o n s  

pour les deux composés A T  e t  A I 1  e t  l e s  avons i n d i q u é s  sur l e  

t a b l e a u  c i -dessous ;  et. nous y rappe lons  éga1emer.t les r é s u l t a t s  

obtenus avec l e  d i  Ac-4EA03. 

Nous remarquons que l e  composé A I 1  es t  formé avec un rendement 

de 0,51 %, donc s u p é r i e u r  à c e l u i  obtenu l o r s  de l a  r é a c t i o n  

avec l e  d i  Ac-4HAQO ; l e  composé monoacétylé s e  f i x e  donc p l u s  

f ac i l emen t  s u r  l ' a d é n o s i n e  e t  s u r  l a  guanosine que l e  d i  Ac- 

4HAQO pour  donner respec t ivement  les composés AI1 e t  G I I I .  

Pa r  c o n t r e  l e  rendement de l a  r é a c t i o n  pour l e  composé A I  

es t  p l u s  f a i b l e  avec l e  monoacétyle. Ceci suggère que d i f -  

f é r e n t s  mécanismes i n t e r v i e n n e p t  dans l a  f i x a t i o n  du cyc l e  

q u i n o l é i n e  s u r  les bases  pur iques .  

Réact ion 

A I  

A I 1  

f )  Réact ion d i  A C - ~ H P Q O - [ ~ - ~ H ' )  adénosine 

Bien que le  carbone 2 de l ' a d g n i n e  ne s o i t  n i  un s i t e  d 'a lky-  

l a t i o n ,  n i  un s i te  de f i x a t i o r  d 'un cancérogène ( 8 3 ) ,  nous 

avons e f f e c t u e  l a  r é a c t i o n  du d i  AC-4HAQO s u r  l a  [23~], adénosine.  

En u t i l i s a n t  les m ê m e s  c o n d i t i o n s  que c e l l e s  employées l o r s  

de  l a  r é a c t i o n  adénosine-di  Ac-4HAQ0, les r é s u l t a t s  de 

c e t t e  é t u d e  o n t  permis  de c o n s t a t e r  l a  v a l i d i t é  de l a  technique .  

4~ adénosine 

di  Ac-4HAQO 
-. 

0 , 3 3  % 

0,37 % 

-- 

14c adéncsine  

(téxr.oin) 

< O , $  % 

< 0 , 0 1  % 

14c adénosine 

Ac AQO 

0,15 % 

0,51 % 

- 



Après une r é a c t i o n  de 45  min à 3 7 ' ~ ~  l a  s é p a r a t i o n  du mélange 

r é a c t i o n n e l ,  en  HPLC, a  permis de d é t e c t e r  en  r a d i o a c t i v i t é  

les p i c s  A I  e t  A I I ,  e t  de  c a l c u l e r  l e  pourcentage d ' adénos ine  

modif iée .  Les r é s u l t a t s  s o n t  donnés s u r  le  t a b l e a u  c i -dessous  

L e s  composés A I  e t  A I 1  l o r s  de l a  r é a c t i o n  avec l ' a d é n o s i n e  
3  I2- H] r e p r é s e n t e n t  respec t ivement  0,35 e t  0.28 %. C e s  r é s u l t a t s  

nous pe rme t t en t  d ' a f f i r m e r  que,  pour A I ,  le  pro ton  2 de l ' a d é -  

n ine  n ' e s t  pas  modif ié  l o r s  de l a  f i x a t i o n  du d i  AC-4HAQO 

s u r  l ' a d é n o s i n e .  Par  gon t r e ,  pour A I I ,  un l é g e r  écltange est  

observé q u i  cependant ne peu t  corresponbre  à l a  f i g a t i o n  du 
f 

d i  Ac-4HAQO s u r  l e  carbone 2 . ,  C e s  r é s u l t a t s  s o n t  dçmc en 

accord  avec l a  1 i t t é . r a t u r e  ( 4 h )  q u i  e x c l u t  l a  possibilité de 

f i x a t i o n  d 'un cancér,>gène s u r '  l e  carbone 2 de l ' a d e n i n e .  Afin 

de c o n n a î t r e  l a  struf.:ture des  composés d ' a d d i t i o n ,  il nous 

f aud ra  donc les p r é p a r e r  en  q d a n t i t é  su£ f i s a n t e .  

03 nous avons a u s s i  r e p r é s e n t é  l e s  pourcentages de r é a c t i o n  

obtenus  l o r s  de  l a  r é a c t i o n  avec l ' adénos ine  14c. 

5) F i x a t i o n  du groupement a c g t y l e  s u r  les nuc léos ides  pur iques .  

3  a )  Réact ion nucléosic{es pur iques-di[  HI A C - ~ H A Q O  

- 
[ î -3~]  adénosine 

d i  AC-4HAQO 

0,35 (106) 

0,28 ( 77) 

A I  

1 

Lors de  l a  so lvo lyse  aqueuse tiu d i  i3H]Ac-4HAQO ( c h a p i t r e  11. 

paragraphe 1 page 53 ) ,  l e  p ~ o f i l  d ' é l u t i o n  en r a d i o a c t i v i t é  

f a i s a i t  a p p a r a î t r e  5 p i c s  ( ~ i i u r e  6 ) Nous avons donc e f -  

f e c t u é  l a  r é a c t i o n  d i  [ 3 ~ 1 ~ c - 4 E ~ ~ ~ - g u a n o s i n e  e t  comparé les 

p r o f i l s  d ' é l u t i o n  en r a d i o a c t i v i t é  du témoin e t  d e  l a  r é a c t i o n .  

Nous avons r e p r é s e n t é  s u r  l a  f3 igu re  18 , en  h a u t  le  r é s u l t a t  
3  du témoin du d i [  H]Ac-4HAQO h ~ d r o l y s é ,  e t  en b a s ,  les r é s u l t a t s  

3 obtenus  en UV e t  en r a d i o a c t i l t i t é  l o r s  de  l a  r é a c t i o n  d i [  H] 

Ac-4HAQO-guanosine. On p e u t  obse rve r  l ' a p p a r i t i o n  d 'un  nouveau 

4~ adénosine 
d i  A ~ - ~ H A Q O  

4~ adénosine 
( témoin) 

0,33 ( 1 0 0 )  < 0 , l  1 
0,37 ( 1 0 0 )  < 0 , O l  

l 



Figure 18. Etude de I'acétylation de la guanosine par le 



p i c  en r a d i o a c t i v i t é  dont  le  temps de r é t e n t i o n  correspond à 

c e l u i  de  l a  guanosine : nous a t t r i b u o n s  donc ce  p i c  à de l a  

guanosine a c é t y l é e  . 
Grâce à l a  r a d i o a c t i , v i t é  s p é c i f i q u e  du composé monoacétylé, 

nous avons pu c a l c u l e r  l e  pourcentage de  guanosine modif iée  

cor respondant  à c e t t e  a c é t y l a t i o n  : el le  est  f a i b l e ,  p u i s q u ' e l l e  

ne s ' é l è v e  qu ' à  env i ron  1%. 
3 

Nous avons a u s s i  e f f e c t u é  l a  r é a c t i o n  adénosine- d i \  H ~ A C - ~ H A Q O  

dans les m ê m e s  c o n d i t i o n s ,  e t  comparé les p r o f i l s  d ' é l u t i o n  

du témoin e t  de l a  r é a c t i o n .  Aucun p i c  nouveau n ' a p p a r a î t .  

Mais é t a n t  donné que  dans n o t r e  système de chromatographie 

l ' a d é n o s i n e  e s t  é l u é e  a u  même temps de r é t e n t i o n  que l e  

deuxième p i c  ob tenu  en r a d i o a c t i v i t é  l o r s  de l ' a n a l y s e  du 
- 3 témoin d i  1 BI Ac-4HAQO s e u l ,  nous ne pouvons donc pas ' d i r e  s 'il 

y  a  ou non a c é t y l a t i o n  de l ' a d é n o s i n e .  Il  f a u d r a i t ,  pour 

résoudre  ce  problème, employer un a u t r e  système de chromato- 

g raph ie  q u i  s é p a r e r a i t  les composés non p l u s  en fonc t ion  de 

l e u r  p o l a r i t é ,  m a i s  en f o n c t i o n ,  p a r  exemple de l e u r  masse 

molécu la i re .  

En résumé, ce s  r é s u l t a t s  suggèren t ,  m a i s  s a n s  l e  démontrer 

formellement,  que l e  d i  Ac-4HAQO es t  s u s c e p t i b l e  d ' a c é t y l e r  

l e s  nuc léos ides  pu r iques .  

3 
b) Réact ion nuc léos ides  pur iques-  [ F$-AC-~HAQO 

Afin de  d e t e c t e r  une é v e n t u e l l e  a c é t y l a t i o n  des  nuc l éos ides  

pur iques  p a r  l'Ac-4HAQ0, nous avons p répa ré  c e  composé marqué 

au  t r i t i u m  s u r  l ' a c é t y l e ,  en f a i s a n t  r é a g i r  l e  DTT s u r  l e  d i  
3 ~ H I A C - 4 1 1 ~ ~ 0  dans l e  DMSO. La r é a c t i o n  nuc léos ides - \ -  1 3 ) ~ ~ -  

4HAQO a  e n s u i t e  é t é  e f f e c t u é e  dans les cond i t i ons  i d e n t i q u e s  

a c e l l e s  d é c r i t e s  l o r s  de l ' é t u d e  de  l a  f i x a t i o n  du c y c l e  

qu ino lé ine  s u r  les nuc léos ides  ( v o i r  c )  page 68 ) e t  avons 

u t i l i s é  l a  méthode d ' a n a l y s e  employée précédemment. C 'es t -à-  

d i r e  que nous comparons les p r o f i l s  d ' é l u t i o n  HPLC en rad io-  

a c t i v i t é  des  m i l i e u x  r é a c t i o n n e l s  nu clé os id es?^] Ac-4HAQO 

avec l e  tgmoin ob tenu  en  f a i s a n t  r é a g i r  le  monoacétyle s e u l  

dans l e  s o l v a n t  de  r é a c t i o n .  



L e  r é s u l t a t  d e  c e t t e  comparaison est l e  s u i v a n t  : aucun p i c  

n ' a p p a r a î t  e n  r a d i o a c t i v i t é  au temps de r é t e n t i o n  cor respondant  

aux nuc léos ides .  En e f f e t  les p r o f i l s  d ' é l u t i o n  en r a d i o a c t i -  

v i t é  des  r é a c t i o n s  (adénosine ou guanosine)  e t  c e l u i  du témoin 

s o n t  i d e n t i q u e s .  

I l  semble donc que l'Ac-4HAQO n ' a c é t y l e  pas  les nuc léos ides .  

Cependant nous avons d é t e c t é  une a c é t y l a t i o n  de l a  guanosine 

p a r  l e  d i  Ac-4HAQO. Nous pouvons donc penser  q u ' i l  e s t  très 

probable  que l a  f o n c t i o n  s u s c e p t i b l e  d ' a c é t y l e r  les nuc léos ides  

s o i t  l a  f o n c t i o n  a c é t a t e  d 'hydroxylamine en  p o s i t i o n  1 de l a  

q u i n o l é i n e ,  puisque l e  composé monoacétylé ne comporte p lus  

c e t t e  fonc t ion .  

Cependant pour montrer  que l ' a c é t y l a t i o n  p a r  l e  d i  Ac-4HAQO 

n ' e s t  p o s s i b l e  que p a r  l a  f o n c t i o n  a c é t a t e  d'hydroxylamine 

en  p o s i t i o n  1, il nous f a u d r a i t  f a i r e  r é a g i r  s u r  les nucléo- 

s i d e s  l e  d i  Ac-4BAQO dont  s e u l e  l ' a u t r e  fonc t ion  est  marquée 

aux i s o t o p e s  r a d i o a c t i f s .  

En résumé, il semble que l ' é t u d e  comparative de l a  r é a c t i v i t é  

du d i  Ac-4kIAQO e t  de  l'Ac-4HAQO s o i t  t r è s  i n t é r e s s a n t e .  En e f f e t ,  

les r é s u l t a t s  obtenu:â, b i e n  q;ie p r é l i m i n a i r e s  (en p a r t i c u l i e r ,  

il faudra  démontrer  $ 'une maqFère non ambigue l a  s t r u c t u r e  d u  

composé monoacétylé iFprès l ' a v o i r  e x t r a i t  du m i l i e u  r é a c t i o n n e l )  

o n t  suggéré les hypoghèses de mécanisme que nous pyoposons 

page 62 . t 

6 )  La comparaison i n  v i v o - i n  v i t r o .  

Afin de montrer  que l e  d i  Ac-4HAQO c o n s t i t u e  un bon modèle 

d ' é tude  i n  v i t r o  pour  dé te rminer  l e  s i t e  de f i x a t i o n  du ou des 

cancérogènes u l t imes  du 4NQO s u r  les bases  du DNA, nous avons 

e n t r e p r i s  l a  comparaison des p r o d u i t s  d '  a d d i t i o n  du DNA modi f ié  

s o i t  i n  v i t r o  p a r  r é a c t i o n  avec l e  d i  Ac-4HAQ0, s o i t  i n  v i v o  

ap rès  i n j e c t i o n  de 4HAQO ou de 4 N Q 0  à des  animaux. 

C e  t r a v a i l  a  é t é  e f f e c t u é  e n  c o l l a b o r a t i o n  avec Sy lv i e  

Galiègue q u i ,  dans n o t r e  l a b o r a t o i r e ,  a é t u d i é  l ' i n t e r a c t i o n  

du d i  Ac-4HAQO avec le  DNA. 



E l l e  a d ' a i l l e u r s  e f f e c t u é  une première  comparaison " i n  vivo- 

i n  v i t r o " ,  m e t t a n t  à p r o f i t  l e  f a i t  que les composés quino- 

, l é i n e  s o n t  f l u o r e s c e n t s ,  en  comparant les s p e c t r e s  de  f luo-  

r e scence  des  DNA modif iés  i n  v i t r o  e t  i n  vivo ( 3 0 ) .  La s i m i l i t u d e  

des  s p e c t r e s  es t  un argument en f a v e u r  de  l a  v a l i d i t é  du modèle 

i n  v i t r o  , b i e n  que l a  preuve f o r m e l l e  ne p u i s s e  être f a i t e  que 

s i  les p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n  base-cancérogène s o n t  i d e n t i q u e s  i n  

v i v o  e t  i n  v i t r o .  Nous avons donc e n t r e p r i s  d ' i d e n t i f i e r ,  à 

l ' a i d e  de  l a  HPLC, l e s  d i f f é r e n t s  composés d ' a d d i t i o n  obtenus 

en hydro lysan t  les DNA modi f iés .  

L e  mode o p é r a t o i r e  de p r é p a r a t i o n  d e s  DNA modi f iés  i n  v i t r o  

par  l e  d i  Ac-4WQ0, a i n s i  que l e  p r o t o c o l e  d ' e x t r a c t i o n  des 

DEA ob tenus  i n  vivo à p a r t i r  de c e l i u l e s  a s c i t i q u e s  traitées 

par  l e  4NQ0 ou l e  4HAQ0, s o n t  d é c r i t s  dans l a  t h è s e  de Sy lv i e  

Gal iègue ( 0 0 )  . 
Nous avons u t i l i s é  comme système d 'hydro lyse ,  l a  dépur ina t ion  

a c i d e  d e s  DNA, q u i  a d ' a i l l e u r s  é t é  u t i $ i s é e  p a r  Ikegami e t  

a2 (36) : H C 1  pH 1 , 6 ,  ,20 h à 27OC.  Cette hydro lyse  l i b è r e  les 

bases  pur iques  du DN&. Malgré c e r t a i n e s  r e s t r i c t i o r b s  que nous 

ver rons  c i -dessous ,  r-ous avonEi dans un premier temps enployé 
9 

ce  système dfhydrolys?e c a r  il es t  f a c i l e  à mettre en oeuvre 

e t  permet de t e s t e r  J e s  possibilités de La HPLC v i s  à v i s  de 

l ' é t u d e  d e  DNA a u s s i  peu modi f iés  que ce7Jx obtenus  <n vivo 

(1 b a s e  modi f iée  poux 1 0 4  p a i r e s  de  bases )  ( 3 1 ) .  Ensu i t e  nous 

met t rons  a u  p o i n t  l e s  systèmes enzymatiques d 'hydro lyse .  D e  

p lus ,  a f i n  de  m e t t r e  t o u t e s  les chances de  n o t r e  c ô t é ,  nous 

avons u t i l i s é  a u s s i  b i en  i n  v i v o  q u ' i n  v i t r o ,  de s  cancérogenes 

marqués aux i s o t o p e s  r a d i o a c t i k s ,  a f i n  de d é t e c t e r  e n  HPLC 

l e s  b a s e s  pur iques  modif iées  pa r  l e  cancérogène d e  deux 

manières d i f f é r e n t e s  (UV à 365 nm e t  r a d i o a c t i v i t é )  sans  ê t r e  

génés p a r  les bases  non modi f iées .  En e f f e t ,  S y l v i e  Galiègue 

a montré que les DNA modi f iés  p a r  le  d i  Ac-4HAQ0, absorbent  

à 365 nm ( 3 0 ) ,  a l o r s  que l e  DNA témoin n 'absorbe pas dans 

c e t t e  zone. L e  t r a v a i l ,  p r é s e n t é  i c i ,  c o n s t i t u e  donc l ' approche  

q u ' i l  é t a i t  n é c e s s a i r e  de  f a i r e  pour montrer  q u ' i l  é t a i t  pos- 

s i b l e  de  d é t e c t e r  les d i f f é r e n t s  composés d ' a d d i t i o n ,  en  u t i -  

l i s a n t  l a  HPLC couplée à l ' e m p l o i  d e  cancérogènes marqués, 



a) Hydrolyse e t  chromatographie des DNA modi f iés  i n  v i v o .  

L e  DNA que nous avons hydrolysé  a  é t é  e x t r a i t  de c e l l u l e s  

a s c i t i q u e s  t r a i t é e s  au 4HAQO marqué a u  t r i t i u m .  Ce DNA e s t  

p réparé  p a r  S y l v i e  Galiègue ( 3 0 ) .  

L e  pourcentage de f i x a t i o n  é t a n t  t r è s  f a i b l e  i n  v i v o ,  nous 

avons hydro lysé  une q u a n t i t é  impor tan te  de  DNA (envi ron  5 mg). 

L a  s o l u t i o n  obte~:üc ap rè s  d é p u r i n a t i o n  e s t  d ' abord  concent rée  

e t  anzcnée à pH 7 ,  puis i n j e c t é e  en  III>LC. Les cond i t i ons  de 

chromatographie enployées  (colonne,  s o l v a n t ,  d é b i t )  s o n t  c e l l e s  

u t i l i s é e s  l o r s  de l a  s é p a r a t i o n  des  d i f f é r e n t s  composés de 

so lvo lyse  du d i  Ac-4IiArZO. Nous employons simultanément deux 

d é t e c t i o n s ,  l%absorption à 3 6 5  nm e t  l a  r a d i o a c t i v i t é ,  La 

f i g u r e  1 9  montre le  r é s u l t a t  obtenu.  

L e  p r o f i l  en  r a d i o a c t i v i t é  f a i t  a p p a r a e t r e  s i x  p i c s  (1 à 6 )  

don t  les i n t e n s i t é s  ne s o n t  cependant pas  t r è s  grandes .  

En comparant les deux p r o f i l s ,  on p e u t  f a i r e  cor respondre  

chacun d e s  p i c s  ob tenus  en r a d i . o a c t i v i t é  à ceux observés  en 

abso rp t ion  à 365  nm. Cependant il f a u t  n o t e r  que l a  s e n s i b i l i t é  

de  l a  d é t e c t i o n  en abso rp t ion  e s t  t r è s  grande.  En p a r t i c u l i e r ,  
-3 le  p i c  l e  p l u s  impor tan t  correspond à une DO d ' env i ron  2 . 1 0  . 

La s i m i l i t u d e  des p r o f i l s  es t  un argument pour montrer  que 

ces p i c s  cor respondent  b i en  à des  composés q u i n o l é i n e  puisque 

s e u l s  les composés cancérogènes s o n t  marqués e t  abso rben t  a 
365 nm. 

O n  peut  donc d é t e c t e r  l e s  d i f f é r e n t s  composés formés p a r  

hydro lyse  des  DNA obtenus  i n  v i v o .  Cependant il f a u d r a  amé l io re r  

l a  s é p a r a t i o n  chromatographique de façon à a v o i r  une bonne 

r e p r o d u c t i b i l i t é  des  mesures e t  une m e i l l e u r e  s é p a r a t i o n  des  

composés. 

En e f f e t ,  l ' e f f i c a c i t é  de l a  chromatographie n ' e s t  pa s  maximale, 

puisuue l ' o n  i n j e c t e  d i rec tement  dans l a  colonne une f a i b l e  

q u a n t i t é  d e  bases modif iées  en présence  d 'une  q u a n t i t é  impor tan te  

de  bases  non madi£:-ées. I l  Faudra i t  donc, pour amé l io re r  l a  

s é p a r a t i o n ,  f r a c t ~ s n n e r  pr6alablement  1 ' hyd ro lysa t  obtenu;  c  'est- 

à - d i r e  é l imlnec  de  l ~ ~ y d r o l ~ ~ s a t  une p a r t i e  des  bases  non modif iées .  

Ceci  d o i t  pouvoir  Ctre r é a l i s é  g r â c e  à une s é p a r a t i o n  s u r  co- 

lonne. Une t e l l e  ( p i k a t i o n  nous p e r m e t t r a i t  de  p l u s ,  d ' hyd ro lyse r ,  



I 8 I * 
20 40 60 . Nbre de fractions 

DNA extrait de c ~ l l u l e s  traitkes au 4HA 

I t I I 

5 10 15 20 min --J tr  



p u i s  d ' i n j e c t e r  des q u a n t i t é s  p l u s  grandes de  DNA modi f ié ,  

donc de  pouvoir  p l u s  f ac i l emen t  d é t e c t e r  les composés d%ddi- 

t i o n  s u r  les bases .  

b )  Hydrolyse e t  chromatographie des DNA obtenus i n  v i t r o .  

L e  DNA que nous hydrolysons  es t  dans ce  c a s  modif ié  par  l e  

d i  Ac-4HA 2 - 3 ~  QO. Le t aux  de f i x a t i o n  du cancérogène s u r  ce  

DNA es t  d ' e n v i r o n  P%, c ' e s t - à - d i r e  1 base  modif iée  pour 1 0 0  

bases  de DNA ( 3 0 ) .  Ce r é s u l t a t  a é t é  c a l c u l é  à p a r t i r  de l a  

r a d i o a c t i v i t e  des  DNA modi f iés  pa r f a i t emen t  p u r i f i é s ,  c ' e s t -  

à - d i r e  en ayan t  eu  h i e n  s o i n  d ' é l i m i n e r  les q u i n o l é i n e s  non 

f i x é e s  de  faqon cova len t e  s u r  l e  DNA ( c e s  q u i n o l é i n e s  pouvaient  

p roven i r  de  l a  so lvo lyse  du d i  Ac-4HAQ0) (30) , 

Nous i n j e c t o n s  en HPLC envi ron  1 0 0  p l  de l a  s o l u t i o n  obtenue 

p a r  d é p u r i n a t i o n  du DNA, La f i g u r e 2 0 n o u s  montre les deux 

p r o f i l s  obtenus  en  d é t e c t i o n  UV ( à  365  nm) e t  en r a d i o a c t i v i t é .  

Dans ce c a s ,  on remarque écalement une g i m i l i t u d e  des  deux 

p r o f i l s ,  c e  q u i  s i g n i f i e  que i ' o n  d é t e c t e  b i e n  le c y c l e  qulno- 

l é i n e  p a r  ces deux mf:thodes, E h  e f f e t ,  on observe 4 p i c s  

p r inc ipaux  s u r  l e  p r c ~ f i l  en rc~ i - l ioac t iv i té ,  que 1 'on r e t rouve  

a u s s i  s u r  l e  p r o f i l  Z, 3 6 5  nm. 

C e t t e  première  approche nous niontre que l ' o n  a r r i v e  à d é t e c t e r  

e t  à s é p a r e r ,  en  HPLC, l e s  composés provenant  de l ' h y d r o l y s e  

des  DNA, a u s s i  b i en  i n  v i v o  qu ' i n  v i t r o .  Cependant avan t  de 

pouvoir  f a i r e  l a  comparaison des  temps de  r é t e n t i o n  des  composés 

obtenus  i n  v i v o  e t  i n  v i t r o  ( e t  c e c i  e s t  l e  b u t  de  c e t t e  é t u d e ) ,  

un c e r t a i n  nombre de problèmes r e s t e n t  a résoudre  : 

1. Comme nous l ' a v o n s  c i t é  précédemment, il faudra  amél iore r  

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

un système t r è s  r e p r o d u c t i b l e  e t  une m e i l l e u r e  s é p a r a t i o n .  

C e  problème peu t  vraisembPa'~1ement être r é s o l u  en  é l iminan t  

préalablement  les bases  non modi f iées ,  

2.  L e  f a i t  de pouvoir  f a i r e  l a  d é t e c t i o n  a u s s i  b i e n  à 365 nm 

qu 'en  r a d i o a c t i v i t é  ne  nous prouve pas  que les p i c s  r e p é r é s  

correspondent  e f f ec t ivemen t  ?i des  p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n .  

Autrement d i t ,  l ' h y d r o l y s e  a c i d e  que nous u t i l i s o n s  est 

s u s c e p t i b l e  d % y d r o l y s e r  l a  l i a i s o n  cancérogène-base e t  de 
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l i b é r e r  l e  cancérogène s e u l .  I l  faudra  donc, s o i t  employer 

un a u t r e  système d 'hyd ro lyse ,  s o i t  s é p a r e r  des composés 

q u i n o l é i n e s  obtenus p a r  hydrolyse  des  DNA, avec un a u t r e  

système d e  s é p a r a t i o n ,  q u i  nous r ense igne ra  s u r  les p r o p r i é t é s  

d e s  p i c s  d é t e c t é s .  L ' u t i l i s a t i o n  de l ' h y d r o l y s e  enzymatique 

ou d 'une colonne de tamisage molécu la i r e ,  p o u r r a i t  nous 

pe rme t t r e  de  r é soudre  ce  problème. 

3 .  L a  comparaison des  composés d ' a d d i t i o n  obtenus  s u r  les DNA, 

avec ceux obtenus à l ' a i d e  des  monomères, n ' e s t  pour l ' i n s -  

t a n t  pas p o s s i b l e .  En e f f e t ,  l e s  modèles monomères s o n t  sous  

forme de  nuc l éos ides ,  aLors qu ' à  p a r t i r  du DNA, l a  dépur ina t ion  

nous donne les bases .  

En conc lus ion ,  c e t t e  é tude  ne nous permet p a s ,  cons idé ran t  les 

d i £  £é ren t s  problèmes que nous venons d 'évoquer ,  de  donner des  

r é s u l t a t s  conc luan ts .  C e ~ e n ~ a n t  les premiers  r é s u l t a t s  obtenus 

semblent  promet teurs .  



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 



Dans çe t r a v a i l ,  nous avons montré que le  d i  Ac-4EiAQ3 e t  

l'Ac-4HAQO r é a g i s s a i e n t  i n  v i t r o  s u r  les nuc léos ides  pu r iques -  

S i  l a  f i x a t i o n  du c y c l e  q u i n o l é i n e  s u r  les nuc léos ides ,  dans 

le  c a s  du d i  Ac-4HAQO passe ,  comme nous l ' avons  suggéré ,  p a r  

l ' i n t e r m é d i a i r e  du monoacétyle (Ac-4HAQO), il s e m b l e r a i t  p l u s  

c o r r e c t  de  d i re  : c ' e s t  l e  d é r i v é  monoacétylé Ac-4HAQO q u i  

c o n s t i t u e  le cancérogène u l t ime  du 4 N Q 0  e t  non le  d é r i v é  d i -  

a c é t y l é  d i  Ac-4HAQO. 

C e t t e  hypothèse est à rapprocher  de  ce l le  é m i s e  p a r  Tada 

e t  a l  ( 9 2 ,  9 5 )  concernant  l a  mono e s t é r i f i c a t i o n  de l a  fonc t ion  

hydroxylamine du 4HAQO. Cependant e l le  ne permet pas  de com- 

prendre  conment p o u r r a i t  se p r o d u i r e  une a c é t y l a t i o n  i n  v i v o .  

Bien que cette acéty'lation n ' a i t  pu être m i s e  en  évidence,  son 

e x i s t e n c e  p e r m e t t r a i t  d k x p l i q u e r  pourquoi les l é s i o n s  causées  
1 

p a r  l e  4NQ0 s o n t  s6parées  s e l o n  les deux mécanism~s de r é p a r a t i o n  

p a r  e x c i s i o n  ( 7 9 ) .  

Malheureusement, on i,nagine m c t l ,  q u e l l e  méthode p o u r r a i t  être 

u t i l i s é e  pour montrer  une a c é t y l a t i o n  i n  v i v o ,  

Ceci r e v i e n t  à d i r e  que nous possédons deux composés 
1 

modèles de  cancérogène u l t ime  pouvant être é t u d i é s  i n  v i t r o  : 

- l e  premier ,  l e  d i  Ac-4BAQ0, r é a g i t  s u r  les nuc léos~ ides  pur iques  

(en donnant à l a  f o i s  des composés d '  a d d i t i o n  avec l e  cyc l e  

q u i n o l é i u e  e t  une r é a c t i o n  d ' a c é t y l a t i o n )  . 
- l e  second, l'Ac-4HAQ3, modi f ie  les nuc léos ides  pu r iques  par  

f i x a t i o n  du c y c l e  qu ino lé ine  en donnant des  p r o d u i t s  d ' add i -  

t i o n  i d e n t i q u e s  à ceux obtenus avec l e  d i  Ac-4HAQ0, mais avec 

des  rendements d i f f é r e n t s ;  cependant il ne semble p a s  être 

capable  d  ' a c é t y l e r  l e s  nuc l éos ides  

I l  s e r a i t  i n t é r e s s a n t  d ' é t u d i e r  pa ra l l è l emen t  ces deux 

composés dans l e  b u t  de  comparer l e u r  r é a c t i v i t é .  C e  q u i  impl ique 

l a  connaissance de  l a  s t r u c t u r e  e x a c t e  du composé monoacétylé, 

a i n s i  que La m i s e  a u  p o i n t  d ' u n e  méthode,de syn thèse  pe rme t t an t  

de 1 ' o b t e n i r  p u r i f i é .  

Ceci  c o n s t i t u e  uuz t r a v a i l  de chimie  impor tan t ,  q u i  n e  peu t  être 

e n t r e p r i s  que p a r  des  chercheurs  compétents en chimie organique.  

C ' e s t  dans c e t  esprit que nous avons m i s  s u r  p i eds  une co l labo-  

r a t i o n  avec l e  l a b o r a t o i r e  de  Monsieur l e  P ro fe s seu r  J-Lhomme. 



Dans Ce travail, nous avons également montré que le 

CO-nposé d'addition G I I I  obtenu aussi bien avec le di Ac-4KABO 

qu'avec l'Ac-4HAQ0, provenait de la fixation du cycle quino- 

léine sur le carbone 8 de la guanine. 
De plus, l'utilisation de la KPLC et des composés radio- 

actifs, nous a permis de visualiser les perturbations molé- 

culaires des DNA modifiés aussi bien par le 4HAQ3 i n  v i v o  

que par le di Ac-4HAQO i n  v i t r o .  Il semble donc important de 

continuer ce travaLl (en collaboration avec Sylvie Galiègue) , 
afin de rnontrer que les principales modifications observées i n  

v i t r o  sur les bases du DNA, par les deux modèles de cancérogènes 

ultimes, son t  identiques à celles obtenues i n  v i v o .  

Les taux de fixation sur les DNA modifiés i n  v i v o  étant 

très faible ( 1 base modifiée sur 20 OOO), 1°identification 

des composés d'addition est particulièrement délicate. 

Nous rappellerons donc ici les solutlons envisagées pour résoudre 

ce problème o 

- l'utilisation de systarnes enzymatiques d'hydrolyse. 
- l'utilisation d'une prE,-séparation des hydrolysats. 
- la mise au point d'un qutre systgme de chromatograpl.rie 

t 

HPLC (le tami? moléculaire par exemple) . 
l 

- la synthèse d~ mol écula^ modèles corresp~ndant aux c!omposés 
d'addition. 

11 est important de noter qufapr&s avoir identifié les 

différents composés d'addition provenant de l'hydrolyse des 

DNA modifiés i n  v i v o ,  il nous perait possible a l'aide de la 
L 

HPLC et en utilisant des réact,ifs marqués de suivre la p~zrsis- 

tance d'une lésion sur le DNA 3u cours du temps, donc d'étudier 

la réparation. Cette recherche pourrait être entreprise dès que 

sera connue la structure des différents composés d'addition. 

C'est pour cette raison, que parallèlement à cette comparaison 

i n  v i v o - i n  v i t r o ,  l'étuds des différents composés d'addition que 

nous avons identifiés sera poursuivie. 

Enfin il sera nécessaire également d'étudier la fixation 

possible de la quinoléine s u r  les bases pyrimidiques. 
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ÀPPENDICE TECHNIQUE 



SYNTHESE C H I M I Q U E  

1, Le 4HAQO. Méthode de Enomoto e t  a2 (26) 

Ig de 4NQO (5,2 m o l e s )  est  d i ssous  dans 250rnl d ' é t h a n o l ,  

dans un f l acon  de 50Oml équipé d 'un  a g i t a t e u r  magnétique. 

On a j o u t e  e n s u i t e ,  S ~ U R  a g i t a t i o n ,  50g d ' a c i d e  ascorb ique  

e t  15ml d'ammoniaque concent ré .  L e  f l a c o n  est a l o r s  fermé 

e t  on m a i n t i e n t  u n s  forte a g i t a t i o n  pendant  15 minutes.  

Les c r i s t a u x  jaunes  de 4HAQ0 a i n s i  formés s o n t  l avés  p l u s i e u r s  

fais avec une s o l u t l o n  aqueuse d % c i d e  ascorb ique ,  p u i s  â 

l ' e a u ;  l e  produit est  récup6r6 par c e a t r i f u g a t i o n  e t  séché  

sous  v i d e ,  a l ' o b s c u r i t é ,  en  presence  de PsO5-  Le  rendement 

de c e t t e  r e a c t i o n  est d ' env i ron  80%. 

XI. Le d i  Ac-4HAQO. Méthode de Kawazoe e t  Araki  (41) 

On d i s s o u t  lOQrng de 4HAQ0 (0,57 m o l e )  dans 2ml d ' anhydr ide  

a c é t i q u e  ( 1 9  males) dans un b a l l o n  p l a c é  dans  un b a i n  de  

g l a c e  ; un barbotage  d'azote e s t  i n s t a l l é  e n  permanence ; 

dans l e  b a l l o n  le  compos8, t o u t  d ' abo rd  e n  suspension,  est 

d i s sous  a u  bout  de 45 min. Apr?s a v o i r  c e n t r i f u g é  l a  s o l u t i o n ,  

on l a  verqe dans 5 O m l  d ' e a u  g lacée ,  sous  a g i t a t i o n  vigoureuse .  

Le p r é c i p i t é  r e s u l t a n t  es t  r e c u e i l l i  par f i l t r a t i o n ,  lavé à 

l ' e a u  e t  seché sous  v ide  s u r  ?205, l ' o b s c u r i t é .  Le  rende- 

ment d e  cette r é a c t i o n  es t  d ' env i ron  60%. 



METHODE A N A L Y T I Q U E  

La chromatographie liquide haute pression ( X P L C )  

L e s  méthodes de  s é p a r a t i o n  o n t  t o u j o u r s  c o n s t i t u é  l 1 u n  des  

o u t i l s  les p l u s  u t i l i s é s  de l a  chimie ana ly t ique .  

Dans ce  domaine, un pas  important  a é t é  f a i t  l o r s  de l a  mise 

au p o i n t  de système de chromatographie à grande v i t e s s e  d ' é l u -  

t i o n  (encore appelGe " 'chronatographie sous p r e s s i o n " )  ; sii 

e f f e t  il a permis de remédier  à l a  l e n t e u r  des  s é p a r a t i o n s .  

On peu t  c l a s s e r  l e s  méthodes chromatographiques de t r o i s  

manières d i f f é r e n t e s  : 

a )  s e l o n  l a  n a t u r e  des phases 

- l a  c h r o m a t o g r a ~ h i e  l i q u i d e - l i q u i d e  (CLL) 

- l a  chromatographie l i q u i d e - s o l i d e  (CLS)  

b) s e l o n  l a  n a t u r e  des  phénomènes m i s  en  j eu  dans l a  s épa ra -  

t i o n  : abso rp t ion ,  p a r t a g e ,  échange d ' i o n s  e t  exc lus ion .  

c )  s e l o n  l a  t echno log ie  de l a  m i s e  en  oeuvre (chromatogra- 

phique s u r  colonne ou de surface.) ,  

L' i n t é r ê t  de l a  t echnique  r a p i d e  q u ' e s t  l a  chromatographie en  

phase l i q u i d e  (CPL) e s t  q u ' e l l e  ne p r é s e n t e  'pas de l i m i t a t i o n s  

p u i s q u ' e l l e  ne n e c e s s i t e  pas ,  comme l a  chromatographie phase 

gazeuse ( C P G ) ,  l a  v o l a t i l i t é  de l ' é c h a n t i l l o n  e t  s a  s t a b i l i t é  

thermique.  En e f f e t ,  dans l e  cas  du d i  Ac-4HAQO il semble 

que s e u l e  l a  CPL s o i t  appropr iée .  

En CPL il e x i s t e  des i n t e r ac t . i ons  du s o l u t é  avec l a  phase  

s t a t i o n n a i r e  ( l e  suppor t )  e t  avec l a  phase mobile ( l e  s o l v a n t )  

d 'où  de nombreuses p o s s i b i l i t é s  pour les s é p a r a t i o n s  d i f f i c i l e s .  

La méthode de s é p a r a t i o n ,  que nous avons employée, es t  l a  

chromatographie l i q u i d e - l i q u i d e  (CLL) s u r  colonne. 

Théorie de la C L L ,  

Dans l e  cas de l a  CLL, l a  phase s t a t i o n n a i r e  est un l i q u i d e  

q u i  imprègne le suppor t ,  ou es;: greffé  p a r  une l i a i s o n  chimique 

c o v a l e n t e  s u r  ce suppor t .  



L a  s é p a r a t i o n  est  fondée s u r  le  p a r t a g e  des  s o l u t é s  e n t r e  

c e t t e  phase e t  l a  phase  mobile,  elle-même l i q u i d e .  Deux 

systèmes peuvent être employés, une phase  s t a t i o n n a i r e  p o l a i r e ,  

a s s o c i é e  à une phase  mobile non p o l a i r e ,  e t  inversement.  

Dans n o t r e  c a s ,  nous avons c h o i s i  une phase s t a t i o n n a i r e  

non p o l a i r e ,  g r e f f é e  s u r  l a  s u r f a c e  du suppor t :  l a  micro- 

Bondapak C l 8  (Waters), e l l e  e s t  c o n s t i t u é e  p a r  l a  l i a i s o n  

chimique d 'un  groupement C18 ( ( C H 2 )  7-C:i ) s u r  un suppor t  de 3 
s i l i c e .  La phase mobile es t  un mélange de s o l v a n t s  (HsO/mé- 

t h a n o l )  qu i  nous permet d ' o b t e n i r  une e f f i c a c i t é  maximale. 

C e t t e  technique de  mélange de s o l v a n t s ,  es t  t r è s  employée 

en CLL; en e f f e t ,  e l l e  permet en u t i l i s a n t  un g r a d i e n t ,  

d - luer  rapidement d.e l a  colonne un mélange de composés de 

n a t u r e s  chimiques t r è s  d i f  f é r e n t e s .  Ceci permet de  r é d u i r e  

de beaucoup l e  temps d ' ana lyse .  

Du p o i n t  de vue expér imenta l ,  l ' a p p a r e i l  est complétement 

automat isé  : un programmateur e f f e c t u e  l e  g r a d i e n t  H20-mé- 

t h a n s l  avec un d é b i t  cons t an t .  C e t t e  au toma t i s a t i on  permet 

de  r ep rodu i r e  p a r f a i t e m e n t  l e s  chromatographies.  L a  temps 

de r é t e n t i o n ,  c ' e s t - à - d i r e  l e  temps écou lé  e n t r e  1s maximwn 

du p i c  d 'un composé e t  l ' i n j e c t i o n  est donc t r è s  p r é c i s .  

C e t t e  va l eu r ,  pour  des cond i t i ons  i d e n t i q u e s  de chromatogra- 

ph i e ,  c a r a c t é r i s e  donc un composé. 



T E C H N I Q U E S  SPECTROSCOPIQUES  

La Résonance m a g n é t i q u e  n u c l b a i r e  (RMN! 

L a  M N ,  cornnie son nom 1 ' ind ique ,  r e p r é s e n t e  1 ' abso rp t ion  

d 'une  r a d i a t i o n  é lec t romagnét ique  p a r  un noyau. La f réquence 

de resonance (en H z )  d ' u n  noyau est f o n c t i o n  de 1 "tome 

cons idéré  e t  de son environnement. 

On d é f i n i t  le g l i s semen t  chimique 6 ( e n  ppm) d'un atome par 

l a  r e l a t i o n  o 

= f réquence de résonance du noyau é t u d i é  (en Hz) 

v = fréquence de résonance de l a  r é f é r e n c e  (en 112) r 
ô = gl i ssement  chimique du noyau cons idé ré  (en ppm) . 
Les p r i n c i p e s  de l a  M N  s o n t  pa r f a i t emen t  d é c r i t s  dans l ' o u -  

i vrage de A.Abragam - 
Nous avons u t i l i s é  l a  M N  du pro ton  pour a n a l y s e r  d i f f é r e n t s  

composés. 

I l  f a u t  n o t e r ,  dans ce  cas  que l ' o n  observe des  couplages 

e n t r e  p ro tons  : en  e f f e t  l e  f a i t  d ' a p p l i q i ~ e r  un champ magné- 

t i q u e  à un atome a-par tenant  à une molécule p e r t u r b e r a  auto- 

matiquement l e s  a u t r e s  atomes de c e t t e  molécule. L e s  cons- 

t a n t e s  de couplage s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  de l 'environnement  

atomique. 

L e  nombre de  p ro tons  d é t e c t é s ,  l a  v a l e u r  des  g l i s semen t s  

chimiques, l e s  couplages s o n t  des données p r é c i e u s e s  obtenues  

g r â c e  a u  s p e c t r e  M N ,  q u i  nous r e n s e i g n e n t  s u r  l a  s t r u c t u r e  

de l a  molécule é t u d i é e .  

La s p e c t r o s c o p i e  i n f r a - r o u g e  ( I R ) .  

L ' I R  eqt un ph8nomhe d a b s o r p t i o n  lumineuse (dans 1 ' i n f r a -  

rouge) cor respondant  aux mouvements de  v i b r a t i o n  i n t e r n e  

d ' une  molécule dans Laquel le  les longueurs  e t  les a n g l e s  

* A.Abragam. The p r i n c i p 1 . e ~  of Nuclear Maqnetism ( 1 9 6 1 )  

Clarendon, Oxford. 



des liaisons varient par rapport à leur valeur à l'équilibre. 

L'absorption d'énergie correspondant aux différentes bandes 

observées sont caractéristiques des fonctions d'une molécule. 

La théorie générale et l'appareillage employés sont.parfaite- 

ment décrits dans l'ouvraqe de E.G.Brame Jr et J.G.Grasçelli. * 

* Edward G.Bram&, ;Br and Jeanette G.Grasselli. Infrared and 

Raman spectrs:?scopy (1977) New York and Rasel* 


