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

Un des bu ts  de l a  recherche fondamentale en cancérogénsse 
, l 

chimique e s t  de cormartre les conséquences des perturbations indui tes  par  l 

l e s  cancérogènes dans l a  v i e  ce l lu la i re .  

La grande majorité des travaux dans ce domaine e s t  axée sur  

l ' a c ide  désoxyribonucléique, c'est-à-dire s u r  l'évènement mutagène q u i  peut 

rendre compte des phénomènes de cancérisation. Ainsi, l a  connaissance des 

modifications chimiques e t  s t ruc tura les  de l 'ADN,  l 'appréhension des impacts 

biologiques de l ' i n t e r ac t i on  du cancérogène avec l a  macromolécule, l a  prédic- 

t ion  des e f f e t s  mutagènes de chaque lésion,  l a  loca l i sa t ion  des zones préfé- 

r e n t i e l l e s  d'attaque e t  de mutation,constituent les thèmes de recherche d'un 

grand nombre de laboratoires  dispersés dans le monde en t ie r .  

L'ensemble de ces recherches n ' a  pas encore abouti à l 'élabo- 

ra t ion  d'une théor ie  générale expliquant de façon c l a i r e  l ' induction d'une 

tumeur par  un cancérogène chimique. Certains concepts sont cependant t o u t  à 

f a i t  admis, conme l a  métabolisation des substances cancérogènes par  l a  cel-  

l u l e  e t  1 ' in teract ion de formes activées avec l e s  macromolécules ce l l u l a i r e s ,  

particulièrement l 'ADN.  

C ' e s t  dans ce contexte que s ' in tègre  le t r a v a i l  que nous avons 

abordé au laboratoire : l ' é tude des modifications chimiques e t  s t ruc tura les  

de l ' A D N  par un cancérogène, l e  4-nitroquinoléine 1-oxyde. 



Dans notre approche de l a  cancérogénèse chimique par le 4NQ0, 

nous nous intéresserons uniquement à l ' é tude de l'évènement moléculaire de 

l ' i n i t i a t i o n .  Nous sonnnes cependant parfaitement conscients que l ' induct ion 
l 

d'une tumeur est un phénomène pléfotrope qu i  f a i t  in te rven i r  en pa r t i cu l i e r  l e s  

é tapes  d f  i n i t i a t i o n  e t  de promotion (BEREMSLUM, 1975) . Actuellement on s a i t  

que l a  promotion se divise  en plusieurs  évènements (WEINSTEIN, 1981). 

Le t r ava i l  qu i  e s t  présenté i c i  a é t é  r éa l i s é  avec Sylvie 

ZOUITINA-GALIEGUE. 

Nos ob j ec t i f s  é t a i e n t  identiques e t  nous avons f a i t  un t r a v a i l  

d'équipe. C e c i  explique que, dans l a  présentation de notre thèse ,  cer ta ines  

p a r t i e s  so ien t  communes comme les Généralités e t  le chapitre II de l a  p a r t i e  

"Résultats". 

De &me, nous avons préféré  donner des conclusions e t  perspec- 

t i v e s  communes qui  nous permettent de f a i r e  une synthèse de 1 'ensemble des 

travaux que nous avons r éa l i s é s  au laboratoire  sur  le  4NQO. 

Nous avons regroupé ci-après toutes  les publications s c i en t i -  

f iques,  l e s  posters  e t  l e s  par t i c ipa t ions  à des congrès, du laboratoire  con- 

cernant ce su j e t .  
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Je pr ie  mes lecteurs  de bien vouloir accepter l 'emploi,tout 

au long de mon manuscrit ,de termes anglais que 1 'usage a f rancisé  avec plus 

ou moins de bonheur. Cela est v ra i  par  exemple pour le mot "adduit" e t  aussi  

pour les noms des composés chimiques u t i l i s é s  dans l a  these. La traduction 

correcte semblait t rop  lourde et ne permettait  pas une comparaison a i sée  

avec l a  l i t t é r a t u r e  anglo-saxonne. 



P R E M I E R E  P A R T I E  

G E N E R A L I T E S  

Les concepts de l a  cancérogénèse chimique 



1. LES PROPRIETES B I O ~ I Q ~ S  DES CANCEROGENES CHIMIQüES 

a) Le eouvoir cancéroqène e t  mutagène --- -------------- ----------- --- 
A l 'heure ac tue l le  il semble bien démontré que l a  plupart  des 

cancers chez l'Honnie sont d 'origine chimique. 80 8 des cancers humains sont  

dus à des facteurs  d 'environnement (MILLER, 1970 ; MILLER, 1978) . Le terme 

"environnement1' est à prendre dans un sens t r è s  général e t  comprend des élé-  

ments de no t re  mode de v i e ,  cer ta ines  habitudes socia les  ou alimentaires. 

D e  nombreuses études épidémiologiques on t  permis depuis l a  moitié de ce s iè -  

c l e  d ' a t t i r e r  l ' a t t en t ion  s u r  l e s  innombrables phénomènes de pol lut ion 

(HIGGINSON, 1969 ; HIGGINSON e t  al . ,  1977). Depuis les observations par  

l ' ang la i s  POTP en 1775 de l a  fréquence anormalement Blevée des tumeurs du 

scrotum chez les ramoneurs e t  par le  docteur allemand REHN en 1895 des can- 

cers professionnels de l a  vessie dus à cer ta ines  amines aromatiques, l a  l i s t e  

des cancgrogènes chez l'Home s ' e s t  allongée. El le  ne comprenait cependant 

qu'une vingtaine de produits  en 1978 (MMATIS e t  al . ,  1978) . Cette liste, re- 

présentée su r  le tableau A, r e s t e  incomplète : un ce r t a in  nombre de composés 

actuellement suspectés cancérogènes chez l'Homme pourraient y trouver place. 

Citons par exemple les dérivés de pyrolyse des protéines (SUGIMURA e t  a l .  , 
1981) e t  un ce r t a in  nombre de dérivés d'amines aromatiques (KRIEK, 1979) en 

p a r t i c u l i e r  l e  2,4-diaminoanisole e t  l e  2,4-diaminotoluène qu i  sont u t i l i s é s  

comme a d d i t i f s  dans l e s  colorants des cheveux (DYBING et  al . ,  1981), Il r e s t e  

cependant t r è s  d i f f i c i l e ,  voire même impossible, d 'avoir  des preuves i r r é fu -  

t ab l e s  de 1 ' act ion cancérogène chez 1' Homme d' un composé chimique (HAY , 1982) . 
D e  nombreux tests (PUECEUSE e t  a l . ,  1976) ont é t é  mis au point  pour évaluer 

l e  pouvoir cancérogène des composés suspects, l e s  plus  rapides e t  l e s  p lus  

s i g n i f i c a t i f s  r e s t an t  toujours ceux qu i  mesurent l e  pouvoir mutagène des pro- 

du i t s  chimiques chez l a  Bactérie (tests de AMES e t  de DEVORET). La grande ma- 

j o r i t é  des cancérogènes sont en e f f e t  mutagènes. Cependant, quoique ces  t e s t s  

à court  terme soient  t r è s  sensibles e t  u t i l e s ,  ils sont  di f f ic i lement  extra-  

polables à l'Homme. D'autres tests on t  é t é  proposés qu i  pourraient permettre 

d'améliorer l 'évaluat ion des r isques,  mais ils sont encore longs e t  très com- 

plexes (WEINSTEIN, 1981) . 
L e s  composés chimiques cancérogènes sont  principalement des 

substances organiques de synthèse, dont l e  nombre a a t t e i n t  4 millions depuis 

1945 (MILLER e t  a l . ,  1979). De plus,  il ex i s t e  des composés chimiques organi- 

ques naturels ,  dont l a  quant i té  e s t  d i f f i c i l e  à évaluer (environ 100.000). 



- Agents chimiques 

Compoa é na;tun& 
Aflatoxine 

Oompoaéb ikdl~a;trU& 
4-aminobiphényle 

benzène 

benzidine 

(4,4 '-diaminobiphényle) 

chlorure de vinyle 

d i su l f  ure de chloroéthyle 

éther dichlorométhylique 

2 -naphty lamine 

Compoaa dl  o ~ g h e  m é d i d e  
chlor amphénicol . 
cyclophosphamide 

d ié thy ls t i lbes t ro l  

me lphalan 

N,N-Bis (2-chloroéthy1)-2-naphtylamine 

oxymétholone 

phénacétine 

phénytoïne 

Ctanaecl de  campoha 
amiante 

arsenic  

cadmium 

chrome 

nickel 

Méeange de compohéb 
fumée de c iga re t t e  

goudrons, su ie  

hui les  isopropyliques 

S i t e s  de formation de la  tumeur 

fo i e  

vessie  

système hématopolétique 

vessie 

fo i e  

poumons, larynx 

poumons 

vessie 

système hématopofétique 

vessie 

utérus, vagin 

système hématopoïétique 

vessie 

fo i e  

r e in  

t i s s u  lymphoréticulaire (ganglions) 

poumons, plèvre, pér i toine 

peau, poumons, f o i e  

poumons, prosta te  

poumons, cavi té  nasale 

poumons, cavi té  nasale 

poumons, appareil  u r ina i re ,  pancréas 

poumons, peau , 

larynx, cavi té  nasale 

TABLEAU A Liste des agents chimiques chez l'Home (TOMATIS e t  a l . ,  1978). 



Dans l e  ca s  du 4NQO qui  e s t  un composé de synthese, le pouvoir 

mutagène a é t é  mis en évidence s u r  les champignons par OKABAYASHI en 1953 

avant que ne s o i t  montré son pouvoir cancérogène (voir  l a  revue : END0 e t  al . ,  

1971). C'est en 1957 que ce t t e  propr ié té  du 4NQ0 a é t é  montrée chez l a  Souris 

(NAKAnARR e t  a l . ,  1957) . Les organes c ib l e s  sont  l e s  voies resp i ra to i res ,  

principalement l e  poumon (MORI e t  a l . ,  1961) e t  les voies digest ives  : pan- 

créas, estomac (HAYASHI e t  al . ,  1971 ; MORI, 1967). Connne dans le cas de l a  

plupar t  des composés chimiques,le pouvoir cancérogène du 4NQO est l i é  à l a  

s t ruc ture  de c e t t e  molécule. Certains auteurs,  après avoir  t e s t é  de nombreux 

dérivés quinoléiques, o n t  a t t r i bué  l a  s p é c i f i c i t é  d 'action du 4NQO à l a  pré- 

sence du groupement n i t r o  en posi t ion 4 e t  de l a  fonction N-oxyde en posi t ion 

1 (NAKAHARA e t  a l . ,  1958 ; KAWAZOE e t  a l . ,  1967) . Le 4NQû a é t é  t r è s  é tud ié  

comme modèle de mutagène et de cancérogène. De nombreux auteurs ont d é c r i t  

l ' induct ion,par  ce composé,de subs t i tu t ions  de pa i r e  de bases (ISBIZAWA e t  

a l . ,  1970 e t  1971 ; PRAKAÇH e t  a l . ,  1974a e t  1974b ; ROSENKRANZ e t  al. ,  1979) 

e t  de mutations par décalage du cadre de lecture  ; ces  dernières sont p lus  

r a r e s  (=MAN e t  a l , ,  1971 ; ROSEXXRANZ e t  a l . ,  1979). Les subs t i tu t ions  de 

pa i r e  de bases sont à 90 % des t r ans i t i ons  G.C. --9 A.T. Des transversions 

G.C. --a T.A. sont également observées à une fréquence d ix  f o i s  plus  fa ible .  

Les mutations s u r  l e s  pa i r e s  de bases A.T. sont rares ,  cec i  correspond pro- 

bablement au fa i t  que l a  guanine e s t  l a  c ib le  "privilégiée" du 4NQû 

(IKENAGA e t  a l . ,  1975). 

Actuellement, on a tendance à é l a r g i r  l e  terme "mutagène" à 

t o u t  ce qui provoque un changement héréd i ta i re  dans l a  séquence nucléotidique 

de l ' A D N  ou un changement dans le  contenu génétique de l a  ce l l u l e ,  par per te ,  

duplication,  réarrangements de nucléotides, de gènes ou de chromosomes. Ce 

qu i  est e s sen t i e l ,  c ' e s t  que l ' a l t é r a t i on  a i t  l i e u  dans l e  matSriel génétique. 

La mutation somatique apparaî t  a l o r s  comme un cas pa r t i cu l i e r  e t ,  dans ce 

cas ,  l e  l i en  d i r e c t  e n t r e  l e s  cancérogènes chimiques e t  l a  modification du 

contenu génétique a pu d t r e  prouvé. En e f f e t ,  récemment, une preuve i r r é fu t a -  

ble apportée p a r  l 'équipe de BARBACID aux U.S.A. (REDDY e t  a l .  , 1982) est 

venue étayer l a  théorie des mutations somatiques de l a  cancérogénèse. Ces  au- 

teurs ont montré que dans l e  cas du cancer de l a  vessie chez l'Homme, un gène 

important é t a i t  activé p a r  l e  s eu l  f a i t  d'une mutation ponctuelle sur  ce gène. 

Ce  dernier ( r a s )  f a i t  p a r t i e  de l a  classe des oncogènes qu i  sont  des gènes 

dont l 'expression anormale au s e in  de l a  ce l l u l e  e s t  un évènement important 



dans l a  transformation en c e l l u l e  cancéreuse (GILDEN e t  al,, 1983). 

b) Le métabolisme des cancérogènes chimiques : le concept des MILLER ...................................... ..................... 

La notion de métabolisme des cancérogènes chimiques par  les 

systèmes enzymatiques de l a  ce l l u l e  est maintenant parfaitement é tabl ie .  Cette 

hypothèse ava i t  é t é  clairement énoncée par  J.A. MILLER en 1970. M i s  à p a r t  les 

agents a lkylants  qui  sont  directement a c t i f s ,  les au t r e s  composés ne son t  pas 

cancérogènes par eux-mêmes. Après l ' en t rée  du précancérogène dans la  c e l l u l e ,  

celui-ci  peut é t r e  ac t ivé  en cancérogène intermédiaire puis finalement con- 

v e r t i  en un ou plusieurs  cancérogènes ultimes t r è s  r éac t i f s .  La plupart  des 

réact ions  enzymatiques impliquées dans les premières étapes de ce métabolisme 

sont oxydatives e t  on t  t ou t  d'abord l i e u  dans l e  réticulum endoplasmique. Une 

métabolisation a l i e u  également dans l a  membrane nucléaire (MILLER e t  MILLER, 

1979)- A côté  des voies métaboliques d 'act ivat ion on trouve des voies de 

détoxication qui  transforment l e  canc6rogène en composés inac t i f s .  Chez l 'eu- 

caryote, l e s  systèmes enzymatiques effecteurs  de ces  réactions sont inégale- 

ment r é p a r t i s  dans l e s  d i f fé ren ts  organes. Le fo ie  q u i  est un organe impliqué 

dans le catabolisme de nombreux composés endogènes, possède l a  plupart  des 

systèmes d 'act ivat ion e t  de détoxication. C e s  enzymes sont également présentes 

dans le r e in ,  l e  poumon, l e  t r a n s i t  gast ro- intes t inal  (WEISBURGER e t  al., 1975). 

Les principaux systèmes enzymatiques impliqués sont des oxydases qui fon t  in- 

t e rven i r  le  cytochrome P450 (LOTLIKAR e t  a l . ,  1981) e t  aussi  des époxyde- 

hydrases . 
A l 'heure ac tue l le  il ex i s t e  des composés cancérogènes pour 

lesquels  le métabolisme e s t  parfaitement connu, Citons tou t  d'abord deux chefs 

de f i l e  dans l a  famille des amines aromatiques : le  2AAF,hépato-cancérogène 

chez le R a t  (DE BAUIJ e t  a l . ,  1970 ; MILLER, 1978 ; BELAND e t  a l , ,  1980) e t  l a  

2NA responsable de cancers de l a  vess ie  en p a r t i c u l i e r  chez 1'Honmie (WEISBURGER 

e t  a l . ,  1973 ; BOYLAND e t  al. ,  1966 ; RADOMSKI, 1979). De nombreuses voies 

métaboliques ont  é t é  i den t i f i ée s  pour ces deux composés. Le schéma ci-après 

i l l u s t r e  l a  première étape de métabolisation de l a  2NA : 



(oxidase) 

2-naphtylamine - 
Détoxication 

HO 

Ainsi, dans l e  cas  des amines aromatiques, l a  première étape du métabolisme 

consiste en une C-hydroxylation (voie de détoxication) e t  une N-hydroxylation 

(voie d 'act ivat ion) .  L'étape de N-hydroxylation peut ê t r e  su iv ie  de l a  forma- 

t i o n  de dérivés de conjugaison de l a  N-hydro.ylamine avec l ' a c ide  glucuro- 

nique, On a observé l a  formation de : 

- N-glucuronides dans le cas des N-hydroxylamines aromatiques.non acétylées de 

la 2NA e t  du N-4 biphényle (KADLUBAR e t  a l . ,  1977) , 

- O-glucuronides dans l e  cas des N-hydroxylamines acétylées du fluorène, 

du s t i lbène ,  du phénanthrène e t  du biphényle (IWING e t  a l , ,  1977). 

C e s  formes conjuguées sont élaborées dans l e  fo i e  e t  jouent un 

grand r ô l e  dans l a  cancérogénèse extra-hépatique indui te  par ces composés, donc 

dans l e  t ransport  vers l e s  organes c ib les ,  En e f f e t ,  ces glucuronides, s tab les  

a pH neutre, sont  hydrolysés à p H  faiblement basique dans l e  cas des O-glucu- 
1 

ronides e t  dans le cas des N-glucuronides, à pH 5, dans l 'ur ine .  Cette dernière 

réact ion explique l ' induct ion de cancer de l a  vessie par  l a  2NA e t  le 4-amino- 

biphényle (MILLER, 1978). La N-hydroxylamine e s t  l ibérée  dans la  vessie e t  est 

métabolisée Ah. h i t u  en r é a c t i f s  ultimes. Diverses réactions en t ren t  en jeu 

pour c e t t e  famille de cancérogènes au cours de l ' é tape  ultime d 'ac t iva t ion  qu i  

e s t  une e s t é r i f i c a t i o n  : t r a n s f e r t  de groupement acétyle  (KING e t  a l . ,  1981), 

désacétylation, sulfonation. Par exemple dans l e  cas du 2AAF, l a  sulfonation 

par  une sulfotransférase  est l a  voie majeure d 'act ivat ion dans l e  foie  de Rat, 

D'autres composés ont  é t é  bien étudiés e t  l eur  métabolisme 

mieux'connu ces dernières années. Citons l 'a f la toxine B qui est métabolisée 1 



en donnant l i e u  à l a  formation d'époxydes (SWENSON e t  al . ,  1977), le  sa f ro l e  

dont les voies métaboliques sont multiples (WISLûCKI e t  a l . ,  1976 ; JANIAUD 

e t  a l . ,  1977). Les hydrocarbures aromatiques polycycliques on t  é t é  t r è s  étu- 

d i é s  dans ce amaine. L e u r  act ivat ion consiste en l a  formation de d io l s ,  puis 

de diol-époxydes. Il a été montré que les 7,8-diol-9,10 époxydes du benzo(a) 

pyrène é t a i en t  les formes metaboliques i q l i q u é e s  & v i v o  (SIMs e t  a l . ,  

1974 ; DAUDEL e t  a l . ,  1975). D e  p lus ,  KING e t  a l .  en 1976 on t  montré q u ' i l  

e x i s t a i t  une s té réospéc i f ic i t é  d 'action,  l a  forme act ive  majeure é t an t  l e  

dérivé a n t i  (vo i r  schéma ci-dessous) : 

REGION BAIE 

O H* 

OH OH 

FORME AMCI FORME SYN 

Plus r é c e m n t  VIGNY e t  a l ,  ont montré l ' in te rven t ion  de diol-époxydes de l a  

région non-baie dans l e  cas  du benz (a) anthracène (VIGNY e t  a l . ,  1980) . 
On peut concevoir que l a  présence du (ou des) système(s) enzy- 

matique (s) capable (s) d 'ac t iver  un produit cancérogène dans un organe ou un 

organisme s o i t  r e l i ée  aux risques de cancer dans l'organe ou l'organisme en 

question. Cependant, de nombreux au t res  facteurs  en t ren t  en jeu, e t  il appa- 

r a i t  que l a  spéc i f i c i t é  d 'action d'un cancérogène chimique ne peut B t r e  r e l i é e  

uniquement 3 un problème de métabolisation de l a  substance, En r é a l i t é ,  à 

1 'heure ac tue l le ,  on s a i t  peu de choses s u r  l e s  facteurs  qu i  déterminent le 

pouvoir cancérogène, l a  s p 6 c i f i c i t é  d'organe e t  d'espèce. C'est ce qu'a d é c r i t  

récemment E.K. WEISBURGER (1981) dans le  cas des amines aromatiques. Par contre,  

dans l e  cas des hydrocarbures aromatiques polycycliques, il semble que l a  méta- 

bo l i sa t ion  s o i t  un évènement c ruc i a l  puisque l e  facteur  déterminant pour le 



pouvoir cancérogène est l i é  à l a  spéc i f i c i t é  de subs t r a t  du système des mono- 

oxygénases à cytochrome P450 (GELBOIN e t  TS'O, 1978). C ' e s t  a i n s i  que l e  

benzo (e) pyrène e t  le  benz (a) anthracène ne son t  pas, ou t r è s  faiblement, 

cancérogènes, c a r  ce sont  de mauvais subs t ra t s  pource système enzymatique. 

Dans le  cas  des agents a lkylants ,  c ' e s t  l a  v i tesse  de réparation d'une lés ion 
6 spécifique su r  l 'ADN : l e  O -alkylguanine qu i  est mise en cause (GOTH et  a l . ,  

1974). 

Dans l e  cas du 4NQO l a  conversion en N-hydroxy-métabolite sem- 

ble nécessaire à l 'expression du pouvoir cancérogène. La première étape d'ac- 

t i va t i on  du 4NQO est donc une réduction du dérivé n i t r é  en l'hydroxylamine 

correspondante : l e  4HAQO. Ainsi, en 1962, OKABAYASHI e t  YOSHIMOTO montraient, 

à l ' a i de  d'expériences sur  des Bactéries,  que l e  4NQû é t a i t  r éda i t  par  voie 

enzymatiqw-' en t r o i s  composés principaux : le  4-hydroxyaminoquinoléine 1 -oxyde 

(4HAQO), le 4-aminoquinoléine 1-oxyde (4AQO) e t  l e  4-aminoquinoléine (4AQ). 

Nous avons représenté sur  l e  schéma ci-dessous l a  formule du 4NQû e t  de ces  

t r o i s  dérivés. 



SHIRAsU (1963 ; e t  a l . ,  1963) t e s t a n t  le pouvoir cancérogène 

de chacun de e s  composés, montrent que s eu l  le 4HAQû est cancérogène. Ils 

émettent l 'hypothèse que ce dérivé pourrai t  bien être l e  cancérogène précur- 

seur ,  hypothèse qui  est rapidement confirmée ; en e f f e t ,  non seulement le  

4HAQO présente, du point  de vue de l a  cancérogénèse, toutes  les proprié tés  du 

4NQ0, mais, de plus,  son pouvoir cancérogène est plus  important (ENDO et  a l . ,  

1963 ; HOZUMI, 1969) . La première étape de l ' ac t iva t ion  é t a i t  donc bien démon- 

t r é e  : l e  4NQO e s t  rédui t  en 4HAQO (cancérogène intermédiaire) ; l e s  réact ions  

de réduction du précancérogène en 4AQO et  4AQ const i tueraient  l ' é tape  de déto- 

xication.  Lès BacttSries' possèdent -les enzymes-neessaires à l a t ransformat ion  
. .. 

du 4NQO en 4HAQO (OKABAYASHL e t  a l . ,  1962). 

Les études sur l a  deuxième étape d 'act ivat ion du 4NQO seront  

développées dans l e  paragraphe suivant. 

Comme nous l'avons déjà  souligné, l ' a c t i va t i on  des cancérogènes 

chimiques conduit à des formes réact ives  appelées cancérogènes ultimes. Ces 

composés sont des é lectrophi les  puissants capables de former des l ia i sons  co- 

valentes avec l e s  nucléophiles c e l l u l a i r e s  e t  en pa r t i cu l i e r  l ' A D N  (MILLER, 

1970). Du f a i t  de l a  t r è s  grande d ive r s i t é  des molécules cancérogènes, il e s t  

impossible d'imaginer une r e l a t i on  en t r e  l eur  s t ruc ture  propre e t  l eur  a c t i v i t é ,  

C 'es t  l a  nature é lectrophi le  des formes ultimes réact ives  qu i  consti tue l e  

t r a i t  commun à tous les cancérogènes, Les espèces réact ives  postulées sont  

t r è s  diverses ; nous en avons représenté quelques exemples dans l a  f igure  1. . 
Les formes ultimes des cancérogènes chimiques contiennent des 

atomes pauvres en é lectrons  qu i  vont subs t i tuer ,  sans intervention d'enzyme, 

des sites r iches  en é lectrons  des macromolécules ce l lu la i res .  Dans l e s  acides 

nucléiques, l e s  s i t e s  des bases qui  sont  subst i tués  h v i v o  pa r  l e s  cancéro- 
2 

gènes ultimes sont les atomes : N7, N3, Cl6, C8 e t  N de l a  guanine, NI, N3, 
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N7 e t  N de l 'adénine, N3 de l a  cytosine,  O e t  N 3  de l a  thymine (IRVING, 

1973 ; SARMA e t  a l . ,  1975). Dans les protéines il e x i s t e  également des atomes 

nucléophiles. C'est d ' a i l l e u r s  sur  l e s  protéines que MILLER a v a i t  observé pour 

l a  première f o i s  l a  f ixa t ion  covalente d'un métabolite du NIN-diméthyl-4-amino 

azobenzène (jaune de beurre) (MILLER e t  a l . ,  1953) . 
Les  métabolites ultimes sont d i f f i c i l e s  à i s o l e r  du f a i t  de l e u r  

t r è s  grande réac t iv i té .  Cependant, il est important de pouvoir l e s  i d e n t i f i e r ,  

c a r  l 'é tude de leurs  propr ié tés  chimiques a ide à comprendre de quelle manière 





l e s  cancérogènes interagissent  avec l'ADN. Ainsi l e s  études f a i t e s  dans l a  

s é r i e  des agents a lkylants  montrent que l a  nature des produits  de réact ion 

de ces substances en d i f fé ren ts  sites des polynucléotides var ie  avec l a  struc- 

tu re  des groupes a lkyles  ou a ry les  (SINGER, 1976 ; O 'CONNOR e t  a l . ,  1979) . 
Les cancérogènes ultimes peuvent avoir  p lusieurs  sites électrophiles.  Par 

exemple dans le cas des amines aromatiques, l 'espèce réact ive  postulée est un 

iod acylnitrénium dont l a  charge e s t  délocalisée su r  le cycle aromatique 

(SCRIBNER e t  al . ,  1970 ; 1973 ; DEMEüNYNCK, 1984). Le schéma ci-dessous en 

donne l ' i l l u s t r a t i o n .  

O- Acyl 
O: Acyl 

En général l ' é tude  de l a  dernière étape d 'activation d'un can- 

cérogène chimique peut être or ien tée  de deux façons d i f fé ren tes  : 

- une voie de recherche s ' a t t ache  à l a  mise en évidence des enzymes capa- 

b l e s  d' a c t i ve r  le cancérogène intermédiaire. 

- une au t re  démarche consis te  à t e s t e r  l a  r é a c t i v i t é  avec l e s  nucléophiles 

de l 'ADN de composés synthétiques considérés comme modèles de l a  forme 

ultime postulée. 

Les deux méthodes doivent être couplées à l ' i den t i f i ca t i on  des composés de 

subs t i tu t ion  base-cancérogène (adduits) su r  18ADN,dans un système h Vivo. 

Dans le cas du 4NQû, au moment où nous débutions notre étude, 

l a  première étape de l ' a c t i va t i on  de ce cancéroghe é t a i t  t r è s  bien connue. 

Le problème restait beaucoup plus  complexe quant aux métabolites ultimes. Une 

première approche bas6e sur  des études v a 0  ava i t  é t é  réa l i sée  en 1968 par  
t 

ENOMOTO e t  al.. Ces auteurs avaient montré que l e  dér ivé  diacétylé syn thé t i sé  

à p a r t i r  du 4HAQO (diAc-4HAQ0, KAWAZOE e t  a l . ,  1967) réag issa i t  de façon 



covalente su r  1' ADN , 1' AiRN* e t  l e s  protéines,  sans ac t iva t ion  enzymatique. 

Ils avaient a l o r s  émis l'hypothèse que l ' a c t i on  cancérogèrie du 4HAQO h vivo 

dépendait de son e s t é r i f i ca t i on .  Le diAc-4HAQO est un composé électrophile.  

Iireprenant l a  théor ie  des MILLER e t  fa i san t  1' analogie avec le 2AAF dont les 

formes act ivées  sont principalement des e s t e r s  du N-OH-2AAF, ENOMOTO et  a l .  

proposaient a l o r s  d ' u t i l i s e r  le  diAc-4HAQO conme modèle de cancérogène ultime 

du 4N QO. Un ce r t a in  nombre de travaux ont é t é  r éa l i s é s  sur ce composé diacé- 

t y l é  pour é tud ie r  ses  propr ié tés  chimiques (KAWAZOE e t  al . ,  1967 ; ARAKI e t  

al . ,  1969). Plus récemment ces auteurs ont montré qu'un dérivé monoacétylé 

pouvait é t r e  obtenu a p a r t i r  du diAc-4HAQû (KAWAZOE e t  a l . ,  1980a ; 1980b). 

C e  dérivé monoacétylé a ,  l u i  auss i ,  été proposé comme métabolite ultime du 

4NQO (BAILLEUL, 1979 ; KAWAZOE, 1981). C ' e s t  avec ces  deux modèles de cancé- 

rogène u l t i m e  que nous avons abordé l ' é tude  de l a  cancérogénèse chimique par 

le 4NQO (voir  schéma ci-dessous) : 

Un autre  dérivé du 4NQO, l e  4-nitrosoquinoléine 1-oxyde,réagit 

directement s u r  l 'ADN ; de plus ,  il est cancérogène au s i t e  d ' in ject ion 

(TAKAHASHI e t  al., 1978). Cependant, ce composé ne peut pas ê t r e  considéré 

comme un cancérogène ultime du 4NQ0, les composés de subs t i tu t ion  formés hn 

vA%O é t an t  d i f fé ren ts  de ceux observés hl. vivo.  Ces auteurs on t  proposé que 

le  4-nitrosoquinoléine 1-oxyde s e r a i t  métabolisé en 4HAQO, ce qui  explique- 

r a i t  son pouvoir cancérogène. 

Dans les années 70-75, l 'équipe de TADA a recherché llenZyme 

responsable de l ' a c t i va t i on  du 4HAQO dans des ce l l u l e s  de Levure. Les 



différentes  étapes de ces  travaux sont décr i tes  dans un des chapitres d'une 

revue récente de T. SUGIMURA s u r  l e  4NQQ (TADA Mar., 1981). Il a é t é  suggéré 

par  ces  auteurs que l'enzyme responsable de l ' a c t i va t i on  du 4HAQû h vkva 

s e r a i t  une aminoacyl-tRfm ~ Y n t h é t a ~ e t ~ ~ L ?  dépendante e t  ser ine  dépendante : 

une séryl-tRNA synthétase (TADA e t  a l . ,  1974 ; 1975) . L'étape f ina le  de 1 ' ac- 

t i v a t i o n  du 4NQû est donc une N-hydroxyestérification, comme dans l e  cas des 

amines aromatiques. Les  TADA on t  d ' a i l l eu r s  postulé que cer ta ines  aminoacyl- 

tRNA synthétases pourraient pa r t i c ipe r  à l ' ac t iva t ion  d 'autres  dérivés 

N-hydroxylés (TADA Mar., 1981) . 
La figure 2 montre l ' ac t iva t ion  métabolique du 4NQû. Nous 

pouvons remarquer l a  s imil i tude de s t ruc ture  des deux dérivés monofonctionnels 

du 4HAQO : l'Ac-4HAQO e t  l'aminoacyl-4HAQO. Ceci nous permet de penser que l e  

choix de l'Ac-4HAQO comme modèle d'étude h l .  V&U de l a  cancérogénèse chimique 

par  l e  4NQO d o i t  ê t r e  adéquat. 



précancérogène - n 

I Aminoacyl- ~ R N A  cancérogène& 
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Figure 2 

Activation métabolique du 4NQ0 



II. LES LESIONS SUR L'ADN E1T LEURS CONSEOUENCES 

a)  La visual isa t ion des lés ions  ............................ 
Les cancérogènes ultimes sont des é lectrophi les  qu i  in teragis-  

s en t  par l i a i son  covalente avec l'ADN. Nous décrirons dans ce paragraphe l e s  

d i f fé ren tes  techniques de v i sua l i sa t ion  de c e t t e  interaction.  

Il faut  dis t inguer  les méthodes de v i sua l i sa t ion  des lés ions  

indui tes  su r  1 'ADN & vivo de c e l l e s  produites h vdh.0, par  réaction du can- 

cérogène ultime avec l a  macromolécule. Nous désignons i c i  par  l e  terme 

'?in viv0" l ' a c t i on  du précancérogène dans des ce l l u l e s  en culture.  Dans ce 

cas ,  l a  modification covalente de ~ ' A D N  e s t  de l ' o rdre  d'un résidu de cancé- 
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rogène pour 10 à 10 pa i r e s  de bases e t  parfois  moins. Les méthodes de détec- 

t i o n  de ces lés ions  nécessitent  donc une t r è s  grande s ens ib i l i t é .  

L ' u t i l i s a t i on  d'un cancérogène marqué avec un isotope radio- 

a c t i f  e s t  une technique universel le ,  mais e l l e  reste cotîteuse. Dans ce r t a in s  

cas,  ce sont les proprié tés  spectroscopiques du cancérogène, comme l a  f luo-  

rescence, qui permettent de v i sua l i se r  l a  f ixa t ion  oovalente du cancérogène 

v.hI0. Citons l e s  travaux de l 'équipe de Paul VIGNY su r  l e  benzo (a) pyrène 

e t  l e  benz (a)anthracène (DAUDEL e t  a l . ,  1975 ; VIGNY e t  a l . ,  1980). C ' e s t  

d ' a i l l e u r s  en u t i l i s a n t  les proprié tés  de fluorescence du 4NQO que nous avons 

t o u t  d'abord visual isé  l a  f ixa t ion  du noyau quinoléique sur  l 'ADN,  hl V ~ V O  

(GALIEGUE, 1978 ; e t  a l . ,  1980). 

Une technique t r è s  sensible  a é t é  mise au p i n t  : e l l e  u t i l i s e  

les proprié tés  imunologiques des cancérogènes (vo i r  pour revue : POIRIER, 

1981). Cette méthode possède de multiples avantages : une sens ib i l i t é  supé- 

r i eure  à c e l l e  fournie pa r  l a  méthode u t i l i s a n t  l e s  isotopes, une grande re- 

p roduc t ib i l i t é  e t  un mdindre coût. Son u t i l i s a t i o n  permet également d 'obtenir  

des renseignements sur l a  loca l i sa t ion  des lés ions  (dans les d i f fé ren ts  com- 

partiments ce l lu la i res ,  ou su r  l e s  molécules d'ADN) quand e l l e  est couplée à 

l a  microscopie électronique. Citons pour exemple l e  t r a v a i l  de De MURCIA e t  

a l .  en 1979 sur  le DNA de Col El modifié par l e  N-AAAE', 
' 

Récemment une méthode enzymatique de marquage au  phosphore 32 

des adduits  obtenus après hydrolyse de l 'ADN a é t é  décr i te .  E l l e  permet de 

v i sua l i s e r  de très fa ib l e s  modifications de l ' A D N  h 2  vivo,  11 e s t  possible de 
8 

dé tec te r  par  c e t t e  méthode un nucléotide modifié p u r  lo7 à 10 nucléotides 

(GUPTA e t  a l , ,  1982) . 
La v isua l i sa t ion  des lésions sur  1 'ADN modifié h v a 0  par  l e  



cancérogène ultime peut être f a i t e  à l ' a i d e  de techniques physicochimiques. 

En e f f e t ,  dans ce cas, il est possible de modifier 1 à 10 % des nucléotides, 

Certaines techniques physicochimiques permettent de v i sua l i se r  l e  cancérogène 

f i xé  su r  l 'ADN (par exemple l e s  spectrophotométries d'absorption e t  de fluo- 

rescence), d 'autres  fournissent des informations s u r  l a  déformation de l a  

double hé l ice  indui te  par  les lésions. Citons par exemple l a  technique de me- 

sure des températures de fusion, l e  dichrofsme c i rcu la i re ,  l a  v i scos i té  e t  le 

dichroxsme e t  l a  biréfringence l inéa i res ,  Il ex i s t e  d 'autres techniques de 

caractér isa t ion des ADN modifiés .hl v b  comme l a  cinétique de déroulement 

à l a  formaldéhyde e t  1 'étude de l 'hydrolyse par  une enzyme spécifique de 

l ' A D N  en simple brin.  

La vér i tab le  preuve de l a  f ixa t ion  covalente du cancérogène 

sur  l a  macromolécule reste cependant l ' isolement des adduits après hydrolyse 

de l ' A D N  modifié. 

Prenons maintenant l'exemple du 4NQO. C'est MATSUSHIMA e t  a l .  

e t  TADA e t  a l .  en 1967 qu i  ont  l e s  premiers m i s  en évidence l a  f ixa t ion  cova- 

l en te  du résidu de quinoléine sur  l e s  macromolécules ce l l u l a i r e s  de R a t  e t  

de Souris t r a i t é s  par l e  4NQO e t  le 4HAQ0, en u t i l i s a n t  l e s  propr ié tés  fluo- 

rescentes de ces dérivés. Les travaux d'IKEGAMI e t  a l .  (1969/1970) ont  ensui te  

permis de préc i se r  que ce cancérogène se f i x e  h V ~ V O  principalement s u r  l e s  

bases puriques. Par l a  s u i t e  l 'équipe des TADA a en e f f e t  montré l a  présence 

de quatre  composés de subs t i tu t ion ,  t r o i s  sur l a  guanine e t  un sur  l 'adénine, 

dans l e s  hydrolysats d'ADN de dif férentes  ceLlules (Homme, Rat e t  E. Co l i ) ,  

t r a i t é e s  au 4NQO t r i t i é  (TADA e t  al., 1971 ; 1976). Ces auteurs ont également 

é tudié  l a  f ixa t ion  covalente de l a  quinoléine sur l e s  homopolyribonucléotides, 

en employant l e  4HAQû ac t ivé  par l a  séryl-tRNA synthétase de Levure. Ils ont  

mis en évidence une réact ion notable sur  l e  poly G e t  le poly A, mais t r è s  

f a ib l e  ou inexis tante  sur  l e s  homopolyribonucléotides pyrimidiques. 

b) La formation des corneosés de subs t i tu t ion  base-cancérogène .................... ................................. --- 
L' iden t i f i ca t ion  du site de f ixa t ion  du cancérogène s u r  l e s  

bases de l 'ADN apporte une a ide précieuse en cancérogénèse chimique e t  en 

pa r t i cu l i e r  dans les études physicochimiques, Depuis l'énoncé du concept des 

MILLER, de nombreux adduits  ont  é t é  i den t i f i é s ,  Tout récemment HEMMINKI en 

1983 a regroupé toutes  ces  études dans une revue présentant les composés de 



subs t i tu t ion  connus pour l e s  di f férentes  c lasses  de cancérogènes chimiques. 

Les sites d'at taque principaux dans l e  cas des amines aromatiques sont pré- 

sentés  dans le tableau B. On constate t o u t  d'abord que ce  sont les bases pu- 

r iques qu i  sont  modifiées, les sites principaux é t a n t  le C8 de l a  guanine e t  

les azotes exocycliques de ces deux bases. Cependant le N-hydroxy-1-naphtyl- 

amine s e  f i xe  principalement sur  l e  o6 de l a  guanine (KADLUBAR e t  a l .  , 1 978) . 
Le 4-acétylaminostilbène r é a g i r a i t  également en c e t t e  posit ion,  mais pour 

donner un composé mineur, 

Dans l e  cas de l'aminofluorène, deux composés de subs t i tu t ion  

sur l e  C8 ont  é t é  i den t i f i é s ,  l 'un é t an t  acétylé  sur  l ' azo te  du cancérogène 

e t  1 'autre  pas (voir  schéma page 2'a) . Chez Le Rat l a  forme principale e s t  

toujours l a  forme désacétylée, que l e  composé administré s o i t  acétylé ( 2 W )  

ou non (2m) (=EX, 1972 ; WESTRA e t  a l , ,  1976). En e f f e t ,  hl vivo le jeu 

des acétylases e t  des désacétylases rend compte des quanti tés respectives des 

formes ultimes qu i  vont réag i r  (BELAND e t  al.,  1980). 

La f ixa t ion  du 4NQO sur  les bases puriques de l ' A D N  a é t é  mon- 

t r é e  (TADA e t  a l . ,  1976) e t ,des  quatre composés i den t i f i é s ,  s eu l  ce lu i  sur 

l 'adénine a f a i t  l ' o b j e t  d'études spectsoscopiques (KAWAZOE e t  a l , ,  1975). Ces 

auteurs ont proposé deux s i t e s  de f ixa t ion  possibles s u r  ce t t e  base : s o i t  l e  
6 

N , s o i t  l e  NI, sans trancher en t re  ces deux poss ib i l i t és .  

Le tableau B ne mentionne pas cer ta ins  composés mineurs q u ' i l  

ne f au t  cependant pas négliger. Citons par  exemple l e s  composés d'ouverture 

du cycle imidazole du dGuo-C8-AF (KRIEK e t  WESTRA, 1980 ; VISSER e t  WESTRA, 

1981) , et  du dGuo-C8-NA (KADLUBAR e t  a l ,  , 1980) , a i n s i  que 1 'adduit  su r  le  N7 

de l a  guanine postulé par  TARPLEY e t  a l .  (1982) dans le cas de cer ta ines  amines 

aromatiques, dont l e  N-AAAF, ces composés entra înant  l a  dépurination de l a  

base modifiée . 

L' ident i f icat ion e t  l a  détermination du taux r e l a t i f  de chaque 

composé de subs t i tu t ion  s u r  l 'ADN, que ce s o i t  hn V ~ V O  ou hl v h ,  s e  f a i t  

essentiellement par hydrolyse de l a  macromolécule, su iv ie  d'une analyse chro- 

matographique. La méthode d'analyse l a  plus  u t i l i s é e  e s t  l a  c lhp couplée ou 

non à l'emploi d ' isotopes radioact i fs .  Deux techniques d'hydrolyse de 1'AiX-i 

sont possibles : 1 'hydrolyse enzymatique et 1 'hydrolyse acide. La première 

méthode about i t  à l 'obtent ion des nucléosides modifiés ; l a  macromolécule e s t  

dégradée par une endonucléase ( l a  DNase 1) , des exonucléases (les phosphodi- 

es térases)  e t  une phosphatase a lcal ine;  l a  digestion s 'ef fectue à 37OC pendant 





une durée relativement longue. Dans l a  plupar t  des cas l a  t o t a l i t é  des lés ions  

n ' es t  pas visual isable ,  c a r  il r e s t e  souvent 10 3 15 % de cancérogène f i xé  

sur des oligonucléotides que les enzymes n 'arr ivent  pas à dégrader. De p lus ,  

ce r ta ins  composés de subs t i tu t ion  peuvent ê t r e  ins tab les  dans l e s  conditions 

de l'hydrolyse enzymatique, en pa r t i cu l i e r  l o r s  de l ' a c t i on  de la phosphatase 

a lca l ine  (KRIEK e t  al . ,  1980). Ceci entra ine une imprécision dans les résul-  

t a t s  obtenus. Récemment ce r t a in s  auteurs ont  comparé, dans le cas de l 'ADN 

modifié par l e  N-AAAF, les valeurs des taux de f ixa t ion  des composés de subs- 

t i t u t i o n  obtenues par hydrolyse enzymatique e t  hydrolyse par l ' ac ide  t r i f l u o -  

roacétique. C e t t e  dernière méthode a semblé p lus  convenable pour doser les 

adduits  formés par  l e  N-AAAF su r  l'ADN. En e f f e t ,  le  pourcentage global d'ADN 

hydrolysé e s t  a l o r s  plus  important e t  l e s  addui ts  libérés ne sont pas dégra- 

dés (TANG e t  al . ,  1983). 

La connaissance des mécanismes réactionnels impliqués dans 

l ' i n t e r ac t i on  des cancérogènes avec l ' A D N  peut a ider  à comprendre l a  nature 

e t  l e  nombre des composés de subs t i tu t ion  formés. La subs t i tu t ion  s u r  le C8 

de l a  guanine n ' es t  observée que dans l e  cas des amines aromatiques. L'agent 

é lect rophi le  postulé dans ce cas ,  e s t  un intermédiaire de type acylnitrenium 

(MILLER, 197Q ; SCRIBNER e t  a l . ,  1970 e t  1973) qui préfère  comme c ib l e  le C8 

de l a  guanine. D'autre pa r t ,  l ' exis tence d'une délocal isa t ion de l a  charge 

vers le cycle aromatique a é t é  déc r i t e  dans le cas des arylamines par  SCRIBNER 

e t  a l .  (1975) . Ceci permet de rendre compte de l ' a t t aque  d'un autre  intermé- 

d i a i r e ,  de type carbénium, en d 'autres  s i t e s  des bases, en pa r t i cu l i e r  l e s  

azotes exocycliques. C e t t e  délocal isa t ion électronique n ' es t  pas l a  m é m e  d'un 

composé à un autre ,  ce qu i  explique les d i f fé ren tes  proportions respectives 

d 'aryla t ion e t  d'arylamination obtenues pour l e s  d i f fé ren tes  amines aromatiques 

(SCRIBNER e t  a l .  , 1975) . 
Un au t re  facteur  déterminant l ' o r i en t a t i on  de l a  réaction base- 

cancérogène e s t  l a  r é a c t i v i t é  des s i t e s  nucléophiles des bases, qui va r i e  de 

manière importante avec l'environnement. Par exemple l a  r éac t i v i t é  du cancé- 

rogène ultime hl v a 0  se ra  modifiée selon que l a  réaction aura l i e u  s u r  l 'ADN 

na t i f  ou dénaturé, ou s u r  l e s  nucléosides i so lés .  La s t ruc ture  globale de 

l 'ADN n a t i f  (hél ice  B ou hé l ice  Z ) ,  modifie également l a  r éac t i v i t é  des sites 

nucléophiles. D'autre p a r t  ces atomes sont différemment accessibles dans l a  

double hé l ice  ; par exemple dans l ' h é l i ce  B le C8 de l a  guanine e s t  dans l e  

grand s i l l o n  e t  l e  N~ dans le p e t i t .  



Les lésions sur  l 'ADN semblent fortement impliquées dans l e s  

premières étapes de l a  cancérogénèse chimique, on les appelle lés ions  "pré- 

mutagènes" car  elles permettent d'expliquer dans cer ta ins  cas le  pouvoir mu- 

tagène des cancérogènes. Par exemple, l a  f ixa t ion  s u r  cer ta ins  atomes impli- 

qués dans l e s  l i a i sons  hydrogène des pa i r e s  de bases complémentaires peut en- 

t r a rne r  une modification de l'appariement de ces bases. Lors de l a  répl icat ion 

une base non adéquate peut ê t r e  incorporée en face de l a  lésion. Il apparal t  

a lo r s  une mutation d i rec te ,  par mauvais appariement. C'est le ca s  de l a  subs- 
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t i t u t i o n  sur  le  O de l a  guanine par  les agents a lkylants  (SINGER, 1975). Les 

dérivés d'ouverture du cycle purique obtenus à p a r t i r  des composés de subs t i -  

t u t i on  su r  le C 8  de l a  guanine pourraient également é t r e  responsables hl V ~ V O  

de mauvais appariements, comme l ' a  proposé KRIEK dans l e  cas du dérivé d'ou- 

ver ture  du dGuo-C8-AF (KRIM, 1973) . 
Il exis te  actuellement des preuves d i rec tes  de l ' e f f e t  mutagène 

des lés ions  su r  l ' A D N  indui tes  par  les cancérogènes chimiques, FUCHS e t  al. 

ont modifié de l 'ADN hn V&O par l e  N-AAAF e t  l ' o n t  ensuite in t rodui t  dans 

des Bactéries,  oiî i ls  ont a lo r s  observé des mutations par déplacement du cadre 

de lecture.  Ainsi une lés ion  prémutagène peut devenir une mutation s t a b l e  e t  

héréd i ta i re  (FUCHS e t  a l . ,  1981) . Tout récemment MARSHALL e t  a l .  ( 1984) on t  

modifié hn v a 0  un oncogène par l e  cancérogène ultime du benzo(a1pyrène ; 

i ls  on t  ensuite observé, après t ransfect ion du gène modifié dans des ce l l u l e s  

eucaryotes, l a  transformation de ces ce l lu les .  Ce dernier r é s u l t a t  donne une 

base expérimentale à l a  théor ie  unicis te  de DULBECCO (1982). 

c)  Les perturbations s t ruc tura les  de l 'ADN indui tes  par l e s  lésions ............................................................... 
Les dis tors ions  dans l a  s t ruc ture  de l ' A D N  provoquées par  l e s  

l és ions  peuvent avoir  des conséquences fonctionnelles,  e t  il semble important 

de connaftre ces changements conformationnels pour comprendre l e  processus 

d ' i n i t i a t i o n  au niveau moléculaire. Nous avons d é c r i t  dans le chapitre précé- 

dent l a  &ormation des lés ions  sur  l 'ADN. 11 e s t  probable que pour chaque can- 

cérogène e t  chaque s i t e  subs t i tué  de l ' A m ,  il ex i s t e  une modification spéci- 

f ique de l a  s t ruc ture  de l a  macromolécule. En e f f e t ,  l ' i n t e r ac t i on  du cancéro- 

gène avec l a  double hé l ice  de l 'ADN var ie  de manière importante avec l'encom- 

brement s té r ique  e t  l a  r épa r t i t i on  électronique du composé chimique. Il est 

donc d i f f i c i l e  de comparer entre  elles l e s  modifications indui tes  par d i f fé -  

ren ts  cancérogènes. Nous a l lons  décr i re  quelques modèles connus. 



Le modéee i.m mtLon-dénahta;t ion 

Dans le c a s  du dGuo-C8-AAF, les auteurs o n t  proposé un modèle 

d'insertion-dénaturation (FUCHS e t  a l . ,  1976) ou déplacement de base 

(GRUNBERGER e t  WEINSTEIN, 1976), le cancérogène f ixé  sur le C8 de l a  guanine 

é t a n t  inséré  dans l a  double he l ice  en t r e  l e s  plans des bases, l a  guanine s e  

trouvant r e j e t ée  à l ' ex té r ieur .  Ceci indui t  une dis tors ion importante de l a  

double hélice.  C ' e s t  ce que prévoyaient d 'autres  auteurs (NELSW e t  al . ,  1971 ; 

LEVINE e t  a l . ,  1974). Ce modèle a é t é  élaboré à p a r t i r  d'études physicochimi- 

ques e t  enzymatiques de l ' A D N  modifié v b  par  l e  N-AAAF, Citons l a  mesure 

des températures de fusion (FUCHS et al . ,  1971), l a  cinétique de déroulement 

à l a  formaldéhyde (FUCHS e t  DAUNE, 1974), les dichrofsmes l i nêa i r e  (FUCHS e t  

a l . ,  1976) e t  c i rcu la i re  (LEFEVRE e t  a l . ,  1978), l a  s e n s i b i l i t é  à l ' a t t aque  

par  une endonucléase spécifique des simples b r in s  (FUCHS, 1975 ; YAMASAKI e t  

al . ,1977b ; m E K  e t  SPELT, 1979). D e s  techniques immunologiques ont aus s i  

é t é  u t i l i s é e s  (SPODHEIM-MAURIZOT et a l . ,  1979b). La plupar t  de ces études ont 

été f a i t e s  également avec des dérivés halogénés du fluorène, en posi t ion 7. 

Dans l e  cas du dérivé f luoré ,  l ' i n s e r t i o n  du cancérogsne e s t  observée ; au  

contra i re ,  l e  dérivé iodé ne peut pas s ' i n sé re r  à cause de l'encombrement i m -  

portant  de l'atome d'iode. Dans ce cas, l e s  auteurs proposent un modèle externe 

(DAUNE e t  al . ,  1981) . 

La f ixa t ion  de l'aminofluorène indui t  une dis tors ion plus  fa ib le  

de l a  double hé l ice  comparativement à ce l l e  déc r i t e  dans l e  cas de l ' inse r t ion-  

dénaturation e t  un modèle ex té r ieur  a é t é  postulé,  comme ce lu i  déc r i t  pour l e  

dérivé iodé du N-AAAF (FUCHS e t  a l . ,  1973 e t  1976 ; EVANS e t  a l , ,  1980 ; LENG 

e t  a l . ,  1980 ; DAUNE e t  a l . ,  1981). Dans ce modèle l e  fluorène est couché 

dans l e  grand s i l l o n  de l ' A D N ,  La guanine modifiée reste appariée avec la cy- 

tos ine e t  e l l e  est normalement empilée en t re  les pa i res  de bases adjacentes. 

Ce modèle a é t é  étudié avec l e s  mêmes techniques que c e l l e s  que nous venons de 

décrire.  Les méthodes q u i  ont permis d'observer des différences de conformation 

s ign i f i ca t i ve s  en t re  les deux adduits  C8 du fluorène son t  l e s  études de l a  sen- 

s i b i l i t é  à l'endonucléase SI,  de l a  modification de l a  s t ruc ture  du poly (dG- 

dC) . poly (dG-dC) , e t  de l a  conformation des nucléotides modifiés. Nous abor- 

derons chacun de ces po in t s  avant de décr i re  les au t res  modèles externes. 



Le schéma récap i tu la t i f  présenté ci-dessous montre les résul-  

t a t s  obtenus pour l e s  deux adduits  du f l w r è n e  formés sur le C8 de l a  guanine. 

Conformation p ré f é r en t i e l l e  
de l a  ' l iaison sucre-base 

Modèle su r  l 'ADN 

Structure du poly ( d ~ d c )  . 
poly(dG-dC) modifié 

Sens ib i l i t é  à 1' endonucléase 

1 

Pourcentage de 1 'adduit sur 
~ ' A D N  i n  v h  

Pourcentage de l ' addui t  s u r  
l 'ADN hl vivo 

ûbtention de l ' addui t  s u r  
l e  désoxyribonucléotide 

insertion-dénaturation 

forme z 

80 % par  act ion du 
N-AAAF 

20 % par  action du 
2AAF 

oui  

a n t i  

externe 

forme B 

100 % par action 
du N-OH-AF 

70 % par act ion 
du 2AF 

non 



L'ADN modifié par l e  N-OH-AF e s t  t r è s  peu sensible  à l ' a t t aque  

par  l a  nucléase S , comparativement à ce lu i  modifié par  le N-AAAF ( W E K  e t  1 
SPELT, 1 979) 

E. SAGE dans l 'équipe de M. LENG, a montré que s u r  l e  poly 

(dG-dC) .poly(dG-dC) l a  f ixat ion du N-AAAF induisa i t  au voisinage de l a  l és ion  

l a  s t ruc tura t ion  du polymère en forme Z ,  tandis  que l e  polymère modifié pa r  

l e  N-OH-AF r e s t a i t  en forme B (SAGE e t  a l . ,  1980). Quoiqu'obtenus sur un poly- 

mère de synthèse, ces r é s u l t a t s  sont en accord avec l e s  deux modèles décr i t s .  

Leur extrapolation à l ' A D N  n é c e ~ s i t e  l a  détermination de l a  conformation 

des deux nucléotides modifiés, c a r  l ' o r ien ta t ion  r e l a t i v e  des résidus base e t  

sucre au niveau du l i e n  N-glycosidique joue un r 6 l e  t r è s  important dans l ' o r -  

ganisation s t ruc tura le  de l 'ADN. Des données expérimentales (EVANS e t  a l . ,  

1980 ; LENG e t  a l . ,  1980) a i n s i  que des ca lcu ls  théoriques (BROYDE e t  a l . ,  

1983) indiquent que le  dGuo-C8-AAF adopte préférentiellement l a  conformation 

syn, s t ruc ture  qu i ,  rappelons-le, est adoptée par les nucléotides puriques 

dans l ' h é l i c e  Z (WANG e t  a l . ,  1979) e t  par  l e  nucléotide modifié du modèle 

insertion-dénaturation (NELSON et  a l . ,  1971). Par contre, l e  dGuo-C8-AF adopte 

l a  conformation a n t i  qu i ,  d'après EVANS e t  a l .  (1980) e s t  s t a b i l i s é e  pa r  une 

l i a i son  hydrogène en t re  l e  groupe NH de l'aminofluorène e t  l e  groupe 5'OH de 

l 'ose .  La conformation a n t i  e s t  c e l l e  adoptée par tous  l e s  nucléotides dans 

l ' h é l i c e  BI que ce s o i t  sur l'Am ou s u r  l e  poly (dG-dC) ,poly (dG-dC). Il a 

é t é  possible de construire un modèle moléculaire de l 'ADN contenant l a  modi- 

f i c a t i on  dGuo-C8-AF, l e  noyau fluorène é t a n t  l oca l i s é  dans le grand s i l l o n .  

Cette s t ruc ture  ne présente pas de déformation importante de l a  double hé l i ce  

(EVANS e t  a l . ,  1980). 

Un modèle s imi la i re  a é t é  proposé pour l ' A D N ,  contenant 
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l e  N-AAAF f ixé  su r  l e  N de l a  guanine. Le cancérogène e s t  externe à l a  double 

hé l i ce  m a i s  il est couché dans l e  p e t i t  s i l l o n ,  Ce modèle e s t  compatible avec 

l a  très fa ib le  excision de ce nucléotide par l a  nucléase S1 (FUCHS, 1975 ; 

YAC4ASAKI e t  al, ,1377b).Dans l e  cas du benzo(a)pyrène, il semble que le  can- 

cérogène s o i t  également loca l i sé  dans l e  p e t i t  s i l l o n  (GEACINTOV e t  a l . ,  1978 ; 

GRUNBERGER e t  a l . ,  1978 ; PULKRABEK e t  a l . ,  1977). Le s i t e  de f ixat ion est 

également dans ce cas le N~ de l a  guanine. Plus récemment, KADLUBAR e t  al. ont 
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également proposé pour l 'addui t  majeur du 1-NA, s u r  l e  O de l a  guanine, un 

modèle externe : l e  cancérogène est a l o r s  s i t u é  dans l e  grand s i l l o n  (KADLUBAR 

e t  al.,1381b). Des modèles graphiques générés par ordinateur on t  é t é  r é a l i s é s  



s u r  ces t r o i s  derniers adduits  par  BELAND (1978). Les conclusions de cet au- 

t e u r  sont  en accord avec ce l l e s  que nous venons de décr i re .  

En résumé, ces r é su l t a t s  montrent que le changement de confor- 

mation de l ' A D N  provoqué par  l a  f ixat ion du cancérogène varie à l a  f o i s  avec 

la  nature du noyau f i xé  e t  avec l e  s i t e  de f ixat ion.  Il nous semble important 

d ' i n s i s t e r  s u r  l e  f a i t  que c ' e s t  l a  conformation autour de l a  l i a i son  sucre- 

base qui  r é g i t  l a  s t ruct i i re  de l a  double hé l i ce  e t  que toute perturbation à 

ce niveau s'accompagne d'une déformation de l ' hé l ice .  Les deux adduits  amino- 

fluorène su r  le C8 de l a  guanine en sont un exemple : l a  présence ou l 'absence 

du groupement acétyle s u r  l ' azo te  f i x é  au C8 de l a  guanine détermine l a  con- 

formation de l a  l i a i son  sucre-base du nucléotide correspondant e t  donc de l 'ADN.  

Les études de mutagénèse effectuées dans 1 l équipe du Professeur 

M. DAUNE ont  permis de montrer que l e s  deux lésions dGuo-C8-AAF e t  dGuo-C8-AF 

induisent chez l a  Bactérie deux types de mutations. L1adduit dGuo48-AAF in- 

d u i t  principalement des mutations par déplacement du cadre de lecture ,  dans 

des séquences riches en pa i res  G-C (FUCHS e t  a l . ,  1981), L'adduit dGuo-C8-AF 

indui t ,  par  contre, des mutations par  subs t i tu t ion  de base (DAUNE, communica- 

t i o n  o ra l e ) .  C e  r é s u l t a t  e s t  en accord avec l e s  prédictions de SCRIBNER e t  a l .  

(1979a) qui avaient proposé une corrélotion en t r e  l e  type de déformation indui te  

e t  l a  nature de l a  mutation. 

D'autres études de mutagénèse on t  également pu montrer qu 'a  

chaque lés ion  dGuo-C8-AAF ne correspondait pas forcément une mutation, FUCHS 

en 1984 a montré que l e  spectre  de mutation d i f f é r a i t  de f a ~ o n  importante du 

p r o f i l  de f ixat ion du cancérogène N-AAAF su r  l 'ADN,  après avoir in t rodui t  

l 'ADN de plasmide, modifié bt V&O, dans l e s  Bactéries, Il en conclut que l e s  

mutations observées à des fréquences élevées en des points  pa r t i cu l i e r s  de l a  

macromolécule ne sont  pas dues à une plus f o r t e  r éac t i v i t é  du cancérogène dans 

ces zones, mais sera ien t  p lu tô t  l a  conséquence de l a  t r è s  grande s p é c i f i c i t é  

des mécanismes qui prennent en charge l e s  l és ions  prémutagènes (FUCHS e t  a l , ,  

1983) . 

Dans l e  cas  du 4NQû, aucune étude physicochimique conformation- 

ne l l e  du type de ce l l e s  que nous avons déc r i t e s  n ' é t a i t  réa l i sée  quand nous 

avons en t repr i s  notre t r ava i l .  Les seules approches physicochimiques é t a i en t  

des études d ' in te rac t ion  en t re  l e  4NQO e t  l 'ADN d'une p a r t  (MALKIN e t  a l . ,  1966 ; 



NAGATA et al., 1966 ; OKANO et al., 1969) et entre le 4NQû et les mono- et 

dinucléotides d'autre part (WINKLE et al., 1978 et 1979). L'interaction du 

4NQO avec 1'AiX-J - qui n'a lieu qu'avec l'ADN natif - (MALKIN et al., 1966) 

est de type complexe a transfert de charge (OKANO et al., 1969), principa- 

lement avec la désoxyguanosine (PAUL et al., 1970 et 1971) . Ces auteurs ont 
postulé une intercalation du plan du 4NQû dans la double hélice. Cette hypo- 

thèse a été confirmée plus récemment par d'autres équipes qui ont précisé la 

géométrie de l'empilement base-4NQû à l'aide d'études en R.M.N. du et de 

'J3, dans des mini hélices obtenues avec des dinucléotides compl6mentaires 

(WINKLE et al., 1978 et 1979 ; ORNSTEIN et al., 1979) . ORNSTEIN et REIN (1 979) 
suggèrent que l'intercalation du 4NQû ou de ses métabolites précèderait la 

formation de la liaison covalente entre le cancérogène et 1 'AIX4 V ~ U O .  Mais 

ceci n'a pas été vérifié expérimentalement. 

d) Les conséquences bioloqiques de la fixation des cancérogènes sur l'ADN --------- ------------ - ----es---------------------- -------------- 
Les changements conformationnels de l'ADN induits par les lé- 

sions peuvent avoir pour conséquence de modifier certaines fonctions biolo- 

giques de la macromolécule. Nous allons nous intéresser à trois d'entre elles : 

la réplication, la méthylation et la réparation. 

Un des effets des lésions sur l'ADN est parfois d'affecter sa 

fonction de matrice. MOORE et al. en 1982 ont étudié l'effet des lésions in- 

duites par l'aminofluorène (dGuo-CS-AF et dGuo-C8-AAF) sur la réplication 

d'un ADN de phage, h V&O. Ils ont observé un blocage de la T -ADN polymé- 4 
rase au niveau des lésions : la polymérase arrête la synthèse du brin complé- 

mentaire un nucléotide avant la lésion lorsque celle-ci est acétylée, alors 

qu'elle incorpore un nucléotide en face de la base modifiée non acétylée, 

avant de s'arreter. Récemment FUCHS et al, (1984), à partir d'autres études, 

ont conclu qu'hl V ~ V U  la lésion non acétylée n'affectait pas la fonction de 

matrice de l'ADN et ne bloquait donc pas la réplication. Dans ces deux types 

d'expériences, les auteurs ont expliqué leurs résultats par la conformation 

différente adoptée par ces deux composés : la lésion acétylée, en conforma- 

tion syn, bloque la polymérase, alors que la lésion non acétylée reste en con- 

formation anti, ce qui rend l'appariement encore possible. 



L'équipe de TADA a observé, également hl V&O, les deux types 

d'arrêt de réplication cités par MOORE et al. dans le cas des lésions induites 

par le 4NQO (YOSHIDA et al., 1984). Ces auteurs observent egalement un arrêt 

de la polymérase un nucléotide après la lésion. Actuellement il n'est pas pos- 

sible de corréler ces trois types d'arrêts de la réplication avec les trois 

adduits 4NQû-guanine proposés par ces auteurs, 

1 Dans le cas des méthylations induites par le diméthylnitrosamine 

il semble, au contraire, que la réplication ne soit pas bloquée (ABANOBI et al., 

1980) . 

Depuis quelques années l'étude de la régulation de l'expression. 

des gènes d'eucaryotes s'est beaucoup développée et en particulier une nou- 

velle composante de cette régulation : la méthylation enzymatique de l'ADN. 

11 a été postulé que la méthylation post-réplicative du CS de la cytosine dans 

des séquences C.G, jouerait un rôle dans la régulation de l'expression des 

gènes et dans la différenciation cellulaire (voir pour revue : RIGGS et JONES, 

1903)- En général, l'hypométhylation est associée à l'activité du gène ; ce- 

pendant il semble que ce soit une condition nécessaire mais non suffisante 

pour induire l'expression. De nombreux auteurs se sont demandé si les cancéro- 

gènes chimiques n'induiraient pas des modifications dans cette fonction impor- 

tante qu'est la méthylation. Dans une revue publiée en 1983 WILSON et JONES 

ont décrit la méthylation hl V& d'ADN modifié par différents cancérogènes : 

des agents alkylants, l'aminofluorène et le benzo(a)pyrène. Ils constatèrent 

que ces agents chimiques inhibaient la réaction de méthylation, par des méca- 

nismes différents, De,nombreux autres travaux sont en accord avec ces résultats 

(BOEHM et al., 1981a ; 1981b ; COX, 1980 ; SALAS et al., 1978 ; PFOHL-LESZKCWICZ 

et al., 1981 ; SHIVAPURKAR et al., 1984 ; WILSON et al., 1984 ; PFEIFER et al., 

1984). Mais tout récemment (1904) le travail de KRAWICZ et LIEBERMAN est venu 

nuancer cet élan général : ils n'ont observé aucune variation dans la méthyla- 

tion de l'ADN de cellules en culture traitées par les U.V. et deux cancérogènes 

chimiques : le MNU et le N-AAAF. D'autres expériences ont également conduit à 

des résultats différents : on peut observer dans certains cas une hyperméthy- 

lation d'ADN modifié (BOEHM et al., 1383b ; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 1983b ; 

1984) , 



En conclusion, quoiqu ' i l  f a i l l e  r e s t e r  encore prudent, il 
b) 

semble que l e s  agents cancérogènes pourraient causer des changements hérédi- 
w 

t a i r e s  dans l a  méthylation de l1ADN,dans cer ta ines  ce l lu les .  On peut facPle- 

ment concevoir l'importance de cer ta ins  évènements moléculaires come p a r  

exemple l ' induct ion,  par le cancérogène, d'une modification de l a  méthylation 

dans l e s  zones de régulation d'un oncogène, entrasnant de ce f a i t  son expres- 

s i on  accrue. SAULE e t  a l .  on t  détecté  une augmentation de l 'expression d' un 

oncogène (myc) dans des ce l l u l e s  de Cai l l e  t r a i t é e s  par  le 3-méthylcholan- 

thrène et  ont  r e l i é  cela  à l'hypométhylation observée s u r  ce gène (SAULE e t  

al . ,  1984). Cependant i ls  n'ont pas loca l i sé  précisément l e s  zones hypométhy- 

lées. 

L'étude de l a  réparation de l 'ADN a f a i t  l ' o b j e t  de nombreux 

travaux, Ses mécanismes sont  mis en jeu dans l a  ce l l u l e  l o r s  de l a  divis ion 

e t  l o r s  de l 'agress ion par  l e  milieu extér ieur ,  Zn v h  les mécanismes les 

plus  étudiés ont  é t é  ceux impliqués dans l 'excision-réparation des lés ions ,  

qu 'e l l es  soient  indui tes  par  l e s  U.V., les agents a lkylants  ou d 'autres  can- 

cérogènes (voir  pour revues : LAVAL, 1978 ; CLEAVER, 1978). Cette réparation 

est t r è s  f idè le ,  E l l e  n ' e s t  cependant pas l e  s eu l  mécanisme, en p a r t i c u l i e r  

il exis te  un système de fonctions indui tes ,  d é c r i t  sous le terme de répara- 

t i o n  SOS (pour revue, voir  les numéros 8 e t  9 du tome 64 de Biochimie, 1982). 

C e s  fonctions SOS permettent l a  rép l ica t ion  de l 'ADN modifié, sans a r r é t  a u  

niveau de l a  lés ion,  e t  ont  a i n s i  un e f f e t  t r è s  mutagène. Ces mécanismes o n t  

été démontrés chez l e  procaryote. L'existence de processus analogues chez 

l 'eucaryote n ' e s t  pas encore véritablement prouvée, mais il exis te  un faisceau 

d'arguments a l l a n t  en ce sens (RADMAN, 1980), On connaft actuellement un cer- 

t a i n  nombre d 'autres  mécanismes de réparation qu i  interviennent chez l 'euca- 

ryote  lorsque l 'ADN do i t  ê t r e  répliqué e t  qui  sont  parfois  in f idè les ,  C e s  phé- 

nomènes sont connus sous le nom de "réparation p s t - r ép l i ca t i ve" ,  par exemple 

l a  réparation pax recombinaison (CLEAVER, 1978). Il semble donc que l a  r é p l i -  

cat ion puisse avoir  pour conséquence l ' appar i t ion  de mutations, lorsque les 

lés ions  n'ont pas é t é  réparées e t  pe r s i s t en t  s u r  l'ADN. 

De nombreux auteurs  ont étudié hl V ~ V O  l e  temps de demi-vie de 

d i f fé ren ts  composés de subs t i tu t ion  pour divers cancérogènes de l a  classe des 

amines aromatiques. Ils ont  constaté des différences dans l 'él imination de ces 



divers  adduits  (GUPTA e t  a l . ,  1984). Dans le cas des composés de subst i tu-  

t i on  du fluorène il e s t  parfaitement é t a b l i  que les formes pers is tantes  son t  

celles qui causent une f a i b l e  déformation de l a  double hé l ice  ; c ' e s t  le cas  
2 du dGuo-C8-AF e t  du dGuo-N -AAFI le composé dGuo-C8-AAF é t an t  réparé le p lus  

rapidement (KRIEK, 1972 ; WESTRA et  a l .  , 1 976 ; HOWARD e t  a l .  , 1 981) . Cepen- 

dant l 'excis ion rapide du dGuo-C8-AAF n ' e s t  pas complète, 30 à 50 % de ces  

adduits  pers i s te ra ien t  e t  s e r a i en t  ensui te  éliminés de l a  même manière que 

les lés ions  externes,  SAGE en  1981 a émis l'hypothèse que l e s  résidus rapi-  

dement excisés se ra ien t  ceux qui ont  provoque une dis tors ion importante dans 

l a  double hé l ice  (modèle d ' insertion-dénaturation) , les autres  s e r a i en t  f i x é s  

dans des zones s t ructurées  en forme Z. Dans ce cas,  le noyau fluorène se 

trouve à l ' ex t é r i eu r  de l ' h é l i ce  e t  n ' indui t  pas de dénaturation locale. 

Dans l e  cas du N-méthyl-4 aminoazabenzène, l a  l és ion  sur  le 

C8 de l a  guanine est réparée plus  rapidement que ce l l e  s u r  l e  EJ2 (TARPLEY e t  
2 a l . ,  1980). De même l ' addui t  sur l e  N de l a  guanine dans l e  cas du biphé- 

nyle e s t  une lés ion  pers i s tan te  (KRIEK e t  HENGEVELD, 1978). 

L'étude de la  rgparation par  excision des lésions indui tes  

par  l e  4NQO a été abordée par  IKENAGA e t  al. en 1977, sur  des ce l l u l e s  hu- 

maines normales. Ils ont observé, comme dans l e  cas d'E. Coli (IKENAGA e t  al., 

1975), que l 'excis ion des t r o i s  adduits stables (deux s u r  l a  guanine e t  un 

sur  l 'adénine) s e  f a i s a i t  à une vi tesse  identique : environ 60 Z en 24 heures. 

Par contre,  l'adduit-guanine ins tab le  semble ê t r e  réparé plus rapidement. 

Dans une revue récente su r  ce problème, IKENAGA e t  TAKEBE (1 381b) proposent 

qu'un cer ta in  pourcentage de ce composé ins tab le  pour ra i t  produire V ~ V O  

des sites apuriniques, conduisant à des cassures simple br in ,  s o i t  spontané- 

ment, s o i t  par act ion d'enzyme, C e s  cassures simple b r i n  se ra ien t  réparées 

par  un mécanisme s imi la i re  à ce lu i  impliqué dans la  réparation des lés ions  

indui tes  par  les radiat ions  ionisantes.  Cela permet t ra i t  de comprendre les 

r é s u l t a t s  de REGAN e t  SETLOW (1974) qu i  ont observé que l e s  lés ions  indui tes  

par l e  4NQO sera ien t  excisées par  deux mécanismes d i f f é r en t s  : 

- un mécanisme rapide, s 'ef fectuant  par  excision de 3 à 4 nucléotides, q u i  

répare principalement l e s  lésions dues aux radiat ions  ionisantes e t  aux 

agents alkylants,  

- un mécanisme l en t ,  l e  nombre de nucléotides excisés é tan t  de l ' o rdre  de 

100. C ' e s t  le cas de l a  réparation des dimères pyrimidiques e t  des 1é- 

s ions  indui tes  par  l e  2AAF. 



L'équipe de SETLCIW a f a i t  une au t r e  approche p lu s  précise du 

mécanisme l en t ,  en cu l t ivan t  des ce l l u l e s  humaines en présence des deux can- 

cérogènes : 2AAF e t  4NQO. Ils ont  montré que l'enzyme qui  e s t  saturée pa r  

une quant i té  importante de cancérogène e s t  d i f fé ren te  pour l e s  deux composés, 

Ceci suggère que l e s  processus de reparation ne sont  pas identiques dans 

chaque cas. Des différences sont également observées lorsque l ' on  f a i t  la  

comparaison avec l e s  U.V. (AHMED e t  ÇEUTLOW, 1981) . 



III. LES TENDAMCES, ACXUEXJSS EN C I W C E m S E  CHIMIQUE 

C'est en appliquant l a  corré la t ion canc6rogène-mutagène aux 

zones codantes de  l'ADN que l 'on a longtemps essayé d'expliquer l e s  modifi- 

cat ions  morphologiques de l a  ce l l u i e  cancéreuse ( théor ie  de la  mutation so- 

matique). Ainsi il semblait possible d'imaginer l a  synthèse d'une ou plusieurs  

anormales qui pourraient é t r e  responsables de  l a  dés tab i l i sa t ion  de 

l ' équ i l i b r e  c e l l u l a i r e  e t  induira ient  a l o r s  l e s  phénomènes néoplasiques, géné- 

tiquement transmissibles. 

Aujourd'hui des évènements nouveaux on t  sensiblement modifié 

ce t t e  approche. Deux d 'entre  eux nous paraissent  part iculièrement importants. 

Premièrement la mise en évidence du polymorphisme de l ' A D N ,  en r e l a t i on  avec 

l a  séquence nucléotidique (WANG e t  a l .  , 1979 ; GUPTA G. e t  al. , 1980) e t  deu- 

xièmement l 'élaboration d'une théor ie  un i f ica t r ice  qu i  f a i t  in te rven i r  lors 

de l a  cancérogénèse, qu ' e l l e  s o i t  v i r a l e  ou chimique, une é tape commune i m -  

por tante ,  c e l l e  de l a  m d i f i c a t i o n  de l 'expression d'un "gène de cancer ou 

oncogène" (BISHOP, 1983 ; COOPER, 1982). L'accumulation de r é s u l t a t s  concer- 

nant c e t t e  étape cruciale a permis de montrer que l a  modification aussi  bien 

qua l i t a t i ve  que quant i ta t ive  de l'oncogène pouvait être responsable de l a  

transformation (CHANG e t  a l . ,  1982 ; KLEIN e t  al . ,  1984) . Le premier f a i t  mar- 

quant dans ce domaine f u t  l a  mise en évidence par l 'équipe de Mariano BARBACID 

d'une re la t ion  en t r e  une mutation G --+ T dans l a  séquence codante d'un onco- 

gène e t  l a  tumeur de l a  vess ie  chez 1 'Homme ( m D D Y  e t  a l . ,  1982) . Cette muta- 

t i on  modifie qualitativement l a  protéine,  au niveau du douzième acide aminé, 

qu i ,  in i t ia lement  glycine, devient une valine.  

Il semble t r è s  probable que l e s  cancérogènes chimiques puis- 

sent  modifier l a  régulation de l 'expression d'un gène, e t  d i f f é r en t s  mécanismes 

peuvent ê t r e  proposés, comme par  exemple une mutation dans les s6quences de 

contrôle de ce gène, ou bien une modification de l a  s t ruc ture  de l 'ADN dans 

ce t t e  même zone. Il ex is te  en  e f f e t  des séquences dans l e  génome qui peuvent 

ê t r e  reconnues de par l a  s t ruc tu re  qu ' e l l e s  adoptent, p lu tô t  que par l 'enchai-  

nement de leurs bases, c e t t e  reconnaissance jouant un rô l e  important dans l e s  

processus biologiques mettant en jeu l e  génome ce l lu la i re .  Ainsi pendant long- 

temps il a é t é  d i f f i c i l e  d'imaginer un mécanisme de reconnaissance spécifique 

de cer ta ines  séquences de ~ ' A D N  par les protéines,  les informations s t ructu-  

r a l e s  fournies par l e  modèle d 'hél ice  B de WATSON e t  CRICK é t a n t  t rop  peu 

précises.  Aujourd'hui l a  s i t u a t i o n  a complètement changé. Il est actuellement 



possible,  à p a r t i r  d'études aux rayons X d'oligonucléotides de synthèse, de 

mettre en évidence d'importantes f luctuat ions  des param5tres géométriques 

de l ' h é l i ce  reliées à l a  séquence des bases. En pa r t i cu l i e r ,  l ' h é l i ce  d'en- 

roulement gauche de l ' A D N  a é t é  caractér isée  à p a r t i r  d'un oligonucléotide 

d(CpG) (WANG e t  a l . ,  1979) . Le polymorphisme de l'ADN é t a i t  né, Cette s t ruc-  

t u r e  "2" ne peut être adoptée que dans l e s  séquences purines-pyrimidines a l -  

ternees (NEWdANNet a l . ,  1970 ; WAllG e t  al . ,  1984 ; NORDHEZII e t  RiCH.1983a). D e  

ce f a i t ,  puisque ces séquences adoptent prBférentie1lemeet l a  s t ruc ture  B, éner- 

gétiquement plus favorable, l a  conformation Z devra &tre s t a b i l i s é e  par d i f -  

fé ren ts  facteurs  qu i  ont été étudiés  su r  un polymère de synthèse, l e  poly 

(dG-dC) . poly (dû-dC) : 

- l'environnement de l a  macromolécule : l e  solvant (éthanol) ,  ce r ta ins  ions 
+ 2+ 

(Na , Mg ) (POHL e t  a l . ,  1372a ; ARNOTT et  al . ,  1980, CRAWFORD et a l . ,  

1980) e t  l e s  polyamines (KLEVAN e t  a l . ,  1982). 

- l e s  modifications chimiques de cer ta ines  bases : l a  subs t i tu t ion  du C-8 

de l a  guanine (LAFER e t  a l . ,  19811, ou du C-5 de l a  cytosine par le Brome 

ou par  un groupement méthyle (BEHE e t  FELSENFELD, 1981) . Ce dernier fac- 

t e u r  e s t  à r e l i e r  avec l e  rô l e  joué par l a  méthylation enzymatique des 

séquences CG de l 'ADN dans la régulation de l 'expression des gènes. 

- l a  tension in f l i gée  l e  long de l a  chafne polynucléotidique par  l e  super 

enroulement négatif dans l 'ADN c i rcu la i re  (PECK e t  a l . ,  1982 ; SINGLEmON 

e t  al . ,  1982 ; NORDHEIM e t  a l , ,  1983b). 

La s t ab i l i s a t i on  de l a  forme Z peut s e  f a i r e  auss i  par in te rac t ion  avec des 

protéines spécifiques de l a  s t ruc ture  d'enroulement gauche (NORDHEIM e t  a l , ,  

1332b) . 
L 'u t i l i s a t i on  d 'anticorps spécifiques de l a  forme Z a prouvé 

l ' ex i s tence  de fragments en  hé l i ce  gauche dans les chromosomes (MORGENEGG e t  

a l .  , 1983 ; NORDHEIM e t  a l ,  , 1932b ; ROBERT-NICOUD e t  al . ,  1984) . De plus,  

l ' é tude  de génomes de p e t i t e  t a i l l e  que sont  ceux des vi rus ,  a conduit des 

auteurs à imaginer l e  rô l e  c ruc i a l  probablement joué par La s t ruc tura t ion  de 

l 'ADN en forme Z. Ainsi dans l e  cas du "Simian v i rus  40" (SV 40) NORDHEIM e t  

RICH en 1983bont montré que les séquences purine-pyrimidine sont loca l i sées  

dans des zones génétiquement t r è s  act ives ,  appelées séquences "enhancer" , Ces 

séquences sont  responsables de l a  t r è s  grande capacité de t ranscr ipt ion de  

cer ta ins  gènes viraux. Les &mes  auteurs ont  pu observer que ces zones son t  



s t ructurées  en hé l ice  gauche lorsque l e  mini-chromosome du SV40 est sous forme 

de super-hélice . De plus, les mutations dans ces séquences "enhancern modi- 

f i a n t  l'enchaînement purine-pyrimidine, inhibent de manière importante l a  

survie  du virus  en réduisant l e  pouvoir de t ranscr ipt ion de son génome 

(NORDHEIM e t  RICH, 1983b ; KOLATA, 1983). 

La f ixa t ion  des cancérog6nes sur l'ADN modifie parfois  de  ma- 

n ia re  importante l ' équ i l ib re  forme B-forme 2, comme ce la  a é t é  d é c r i t  pour 

le N-AAAF. Au laboratoire  nous nous sommes intéressés  à l ' e f f e t  du 4NQû s u r  

c e t t e  t r ans i t i on  B --+ Z (BAILLEUL e t  a l . ,  1984). D'après YU il e x i s t e r a i t  

une interférence en t re  ces modifications de s t ruc ture  de l'ADN e t  l ' a c t i v i t é  

de t ranscr ipt ion des gènes (YU, 1977). 



O B J E C T I F S  

Le 4NQO a f a i t  l 'objet  de nombreux travaux concernant ses 

propriétés biologiques (pouvoirs mutagène e t  cancérogène, spécificité d'es- 

pèce e t  d'organe) mais l a  structure des lésions qu ' i l  induit, leur conforma- 

tion dans l 'ADN e t  leur reconnaissance par les  enzymes cellulaires n'ont pas 

é t é  étudiées. Trois revues générales sur ce précancérogène existent actuelle- 

ment (ENDO e t  a l , ,  1971 ; NAGAO e t  al., 1976 ; SUGIMURA, 1981). 

Dans l e  cadre de notre étude de 1' ini t iat ion de l a  cancéro- 

génèse chimique, notre démarche a consisté, tout d'abord, à proposer un mo- 

dèle de cancérogène ultime du 4NQO. Nous avons étudié s a  réactivité avec l e s  

nucléosides e t  l 'ADN. Une comparaison "hl v ivo - in  V h "  nous a ensuite per- 

mis de vérif ier  l a  validité de ce modèle. 

Nous avons alors entrepris de déterminer l es  s i t e s  de fixation 

de l a  quinoléine sur les' bases nucléiques, e t  d'appréhender l a  conformation 

des lésions induites par l e  cancérogène dans l a  macromolécule. 



D E U X I E M E  P A R T I &  , 



CHAPITRE 1 - LE MODELE DE CANCEROGENE ULTIME DU 4NQO 



Nous rapporterons, dans ce  premier chapitre,  les arcjurnents 

favorables au modèle de cancérogène ultime, l'Ac-4HAQQ. D'une p a r t ,  nous 

discuterons l a  v i sua l i sa t ion  des lésions,  le  mécanisme de formation des 

adduits  e t  l e  r61e de l a  fonction N-oxyde dans le pouvoir cancérogbe du 

4NQ0, d 'autre  pa r t ,  nous terminerons c e t t e  étude par l a  comparaison des 

adduits  obtenus h V h h 0  après réaction de l'Ac-4HAQO e t  hl. V ~ V O  après ac- 

t i on  du 4HAQû s u r  des ce l l u l e s  d 'asci tes .  

les adduits  obtenus h 2  V b  avec l e s  nucleo- a )  E-~&G~~~%Q~-E~-L:Acz~HAE-: ............................................ 
s ides  ----- 

ENOMOTO e t  a l .  (1968), qu i  on t  proposé l e  diAc-4ii~QO comme mo- 

dèle  de cancérogène ultime, n'ont pas poursuivi leurs travaux dans ce domaine. 

Ils ont  montré que l e  spec t re  de fluorescence de l 'ADN modifié par le  

diAc-4HAQO é t a i t  identique à ce lu i  obtenu par  TADA e t  a l .  (1 967) e t  MATSUHIMA 

e t  a l .  (1967) avec l 'ADN e x t r a i t  de ce l l u l e s  d ' asc i tes  t r a i t é e s  au 4HAQû. Ce 

t r a v a i l  a é t é  confirmé au laboratoire  (GALIEGUE e t  a l . ,  1900). 

Nous avons pu observer l a  f i xa t i on  covalente de l a  quinoléine 

s u r  l e s  bases puriques par act ion du diAc-4HAQO sur  les nucléosides. D'autre 

pa r t ,  lorsque nous avons r ep r i s  l 'hypothèse d'ENOM(Tr0, un ce r t a in  nombre de 

travaux s u r  l a  forme ultime du 4NQO hl. V ~ V O  avaient é t é  en t repr i s  par l 'équipe 

de TADA (TADA e t  a l . ,  19751, qui  ava i t  postulé que l a  forme ac t ive  h v i v o  

s e r a i t  l e  séryl-4HAQO. I l  é t a i t  donc important de savoir  si l 'exis tence du 

diAc-4HAQ0, dérivé bifonctionnel comme cancérogène ultime, é t a i t  compatible 

avec l e  mécanisme f a i s an t  in te rven i r  le séryl-4HAQ0, qui est, l u i ,  un dér ivé  

monofonctionnel. 

Nous nous sommes donc rapidement in téressés  à un dérivé mono- 

fonctionnel : l'Ac-4HAQO (BAILLEUL, 1979). Cette approche a é t é  f a i t e  en col- 

laboration avec le laboratoire  du Professeur J, LHOMME (DEMEUNYNCK, 1979). 

Nous avons vé r i f i é  l a  formation du dérivé monoacétylé du 4HAQ0, q u i  é t a i t  dé- 

c r i t  dans l a  l i t t é r a t u r e  (KAWAZOE e t  a l . ,  1980), e t  nous avons r éa l i s é ,  pour 

ce  composé, des études de r é a c t i v i t é  sur  les nucléosides identiques à c e l l e s  

effectuées avec le diAc-4HAQO. Les r é s u l t a t s  nous ont permis, d'une pa r t ,  de 

considérer l e  dérivé monoacétylé comme un nodèle de cancérogène ultime e t ,  

d 'autre  pa r t ,  de proposer un mécanisme réactionnel pouvant rendre compte de 

l a  f ixa t ion  covalente du cancérogène su r  l e s  nucléosides, 



Ces hypothèses ont été étayées par l'identification structurale 

d'un des composés de substitution. Ce composé a été obtenu par action de l'Ac- 

4HAQO sur la désoxyguanosine ; il a également été identifié sur l'ADN de cel- 

lules traitées au 4HAQO. Nous reviendrons en détail sur ce point (voir cha- 

pitre II). 

Ces résultats ont fait l'objet d'une publication (no 1) : 
l 

Adducts from the reaction of O,OV-diacetyl or O-Acetyl derivatives of the car- 

cinogen 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide with purine nucléosides. 

Cancer Research, 198 1. 

Ces deux modèles de cancérogènes ultimes ont été confirmés par 

réaction sur l'ADN lui-méme (GALIEGUE et al., 1983). En effet, les adduits 

obtenus, après hydrolyse enzymatique de l'ADN modifié par le diAc-4HAQO ou 

l'Ac-4HAQO et caractérisés par chromatographie, sont identiques. 

Ces résultats ont été confirmés par les études de mécanisme 

réactionnel réalisées dans l'équipe du Professeur J. LHOMME (DEMEUNYNCK, 1981 ; 

TOHME, 1983). 

- La formation de l'Ac-4HAg0 a été obtenue en employant des 
nucléophiles moins complexes que le dithiothréitol, comme les amines, les 

thiols, les bases hydroxylées ou les alcools. 

- La réaction de l'Ac-4HAQû sur les nucléophiles modèles a éga- 
lement été décrite. Par exemple le méthylindole et l'amino-2 pyridine réagis- 

sent avec l'Ac-4HAQû ; les produits obtenus sont liés au carbone 3 de la qui- 

noléine (voir schéma ci-après : 1 et 2). - - 
- Récernment 1 'existence de 1' agent nitrénim, lors du départ 

de la fonction acétoxy de l'Ac-4HAQO a pu être prouvée (DEMEUNYNCK, 1984) , 

C'est également dans ce laboratoire qu'a été décrite l'obten- 

tion d'un autre dérivé monoacétylé du 4HAQ0, lors de l'hydrolyse du diAc-4- 

dans des conditions particulières. Ce composé, le 1-acétoxy-4-hydroxyimino- 

1r4-dihydroquinoléine, est très réactif (DEMEUNYNCK et al., 1981 ; 1983). Aucune 

réaction de ce composé sur les nucléophiles n'a cependant été décrite. 

TOHME (1983) indique que le diAc-4HAQû peut réagir de manière 

bifonctionnelle avec l'adénine pour conduire à un système pentacyclique (voir 

schéma ci-après : - 3). Cependant, l'existence d'un dérivé bifonctionnalisé du 

~HAQO n'a jamais éte montrée hl VLVO. 



Nous avons représenté sur le schéma ci-dessous la structure 

des composés obtenus par l'équipe du Professeur J. LHûMME. 
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vivo-modified DNA. The enzymatic degradation of the in vivo 
4-HAQO-modified DNA and chrornatographic analysis of the 
hydrolysate allowed the identification of one peak as the adduct 
dG III. 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals. 4-NQO was obtained from Fluka AG (CH-9470; Buchs. 
Switzerland). DiAc4-HAQO was synthesized from 4-HAQO (1) as 
described previously (5) and stored in a desiccator over Pz05 in the 
dark at -20'. 

4-[~-2-=H]HA00 (specific activity. 941 mCi/mmol) was obtained 
from Amersham (France); ~ -HA[~-~H]Qo (specific activity, 18.43 mCi/ 
mmol) was prepared in Our laboratory. 

[U-"C]Guanosine. [U-"CJadenosine. and [U-'4C]deoxyguanosine 
were obtained from Amersham. Deoxyguanosine. guanosine. adeno- 
sine. and DTT were obtained from Sigma Chemical Co. (Si. Louis. 
Mo.). 

N.0-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide was purchased from Pierce 
Chemical Co. (Rockford, III.). 

Instrumentation. Electron mass spectra were recorded with a Riber 
Mag 10-10. UV absorption measurements were carried out using a 
Cary 1 18 C spectrophotometer. Proton NMR spectra were recorded at 
90 MHz on a Perkin-Elmer R-32 spectrometer associated with a Nicolet 
Nic-298 computer. HPLC separations were carried out on a Waters 
system consisting of a U6K injector. two 6000 A pumps. a Mode1660 
solvent programmer, and a Mode1 440 dual-wavelength detector (254 
and 365 nm). Radioactivity of the peaks was determined with a Nuclear 
Chicago 300 scintillator counter. 

Preparation of Ac4HAQO. DiAc-4 HAQO (30 mg) and DTT (1 8 mg) 
were dissolved in 300 pl of DMSO-d6; immediately afîerward. a first 
NMR spectrum of this solution was recorded at 3S0. Then. the reaction 
was studied by further NMR examinations as a function of time. 

Reactivity of DiAc-4-HAQO and Ac4HAQO with Nucleosides. 
Nucleoside solutions (guanosine, 2.8 mCi/mol; adenosine. 2.8 mCi/ 
mol; deoxyguanosine. 2.8 mCi/mol) were made in 2 mM sodium citrate 
buffer (pH 7) with a molar concentration of 0.35 pmol/ml. Reaction 
was obtained in the case of diAc4-HAQO by addition of 1.8 mg of 
diAc-4-HAQO dissolved in 200 pl of ethanol to 1 ml of nucleoside 
solutions. Incubation was carried out at 37' in the dark for 45 min. For 
determination of the covalent binding of Ac-4-HAQO to purine nucleo- 
sides. incubation was obtained by addition of 1.5 mg of Ac-4-HAQO in 
18 pl of DMSO to 1 ml of nucleoside solutions. 

Analysis of the reaction products of diAc-4-HAQO and mono-Ac-4- 
HAQO with the ribonucleoside and the deoxyribonucleoside were 
carried out by means of HPLC. A Cla-pBondapak column was used 
with a methanokwater gradient (see "Results"). The flow rate was 2 
ml/min. 

Isolation and Characterization of dG III. Sephadex LH-20 analysis 
of the Ac-4-HAQO-deoxyguanosine reaction allowed the isolation of 
dG III. The flow rate of this column (2 x 28 cm) was about 1 ml of 
water per min. 

For preparation of silyl derivatives of the dG III adduct. 10 to 50 pg 
were dissolved in 100 pl of anhydrous pyridine:bis(trimethylsilyl)tri- 
fluoroacetamide containing 1% trimethylchlorosilane (1 :1) and heated 
at 75' for 30 min. 

Preparation of in Vivemodified DNA. 4-HAQO-modified DNA was 
prepared as described previously following the method of lkegami et 
al. (4). Approximately 1 O6 ascites tumor cells (HZ line) were injected 
i.p, into 3-month-old male Wistar rats weighing about 300 g. Seven 
days after transplantation. acidic 0.9% NaCl solution of 0.034 M 4- 
HA[2-3H]Q0 in HCI was injected i.p. The rats were decapitated 2 hr 
later. The ascitic fluid was drained. and the cells were harvested by 
centrifugation (5 min at 1500 rpm). Cells were washed in a 0.25 M: 

0.88 M sucrose gradient containing 10% phosphate-buffered saline in 
order to remove contaminating PBC. Then DNA was extracted (2). 

Enzymatic Hydrolysis of in Viwmodified DNA to Nucleosides. 
Three mg of the 4-HAQO-modified DNA (1 1.800 cpm/mg) were dis- 
solved (-2 mg/ml) in 5 m u  Tris-HCI; 5 m u  MgC12:2 mM CaCI2 buffer. 
pH 7.4. The sample was incubated with 150 pg of bovine pancreatic 
DNase I (Boehringer-Mannheim. specific activity, 1000 units/rng) and 
150 pg of snake venom phosphodiesterase (Boehringer-Mannheim; 
specific activity. 1.5 units/mg). and hydrolysis was performed at 37°C 
during 24 hr. The dephosphorylation of the products of hydrolysis was 
then performed with alkaline phosphatase from E. coli (Boehringer- 
Mannheim; specific activity. 20 units/mg); the pH of the incubation 
mixture was adjusted to 8. and 100 pg of the enzyme were added. The 
mixture was then kept at 37- for 17 hr. 

Column Chromatography of the 4-HAOO-modified Nucleosides. 
Bio-Gel P2 (minus 400 mesh) column chromatography was performed 
using a column (0.6 x 60 cm) equilibrated with 2 mM sodium citrate 
buffer. pH 7.0. Flow rate was 5 ml/hr. Fractions of 1 ml were collected. 
and radioactivity was measured. 

RESULTS 

Identif ication of A c 4 H A Q O  

The existence of Ac-4-HAQO was verified by using proton 
NMR spectroscopy (Chart 1). The NMR spectrum of the mixture 
of diAc-4-HAQO and DTT in DMSO at t = O corresponds to the 
superposition of the spectra of the diacetyl derivative (2 acetyl 
peaks at 2.16 and 2.38 ppm and the quinoline proton reso- 
nances) (5) and of DTT. 

With time, the NMR spectrum exhibits some evolution as 
shown in  Chart 1. This is characteristic of the transformation of 
the diAc-4-HAQO in an unique compound containing one of 

Chcmlc~l Shltt ln ppm 

Chart 1. Proton NMR spectra of Ac-4-HAQO formation. DiAc-4-HA00 (30 
mg) and DTT (21 mg) (HS-CH2-CHOH-CHOH-CH2-SH) were dissolved in 0.3 
ml of DMSW*. Chemical shiits are relative to tetramethylsilane. interna1 stand- 
ard. 
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the 2 acetyl functions of the diAc4-HAQO. and it is evidenced 
by the following observations. At t = 0, protons 2 and 3 of the 
quinoline ring constitute an AB system. and the doublet located 
at 6.12 pprn is corresponding to proton 3 of diAc-4-HAQO. 
Moreover, proton 8 is characterized by a doublet at 7.3 pprn. 
After 15 min, the H-3 doublet is always observed with the same 
integrated value but with a small high-field shift at 6.03 ppm. 
and the H-8 doublet shifts downfield at 7.6 ppm. These results 
were assumed by Kawazoe et al. (7)aas corresponding to the 
formation of Ac-4-HAQO. Concerning the CHâ resonances. 2 
acetoxy functions are observed at t = O: at 2.38 ppm; and. in 
a high-field complex, absorption bands at about 2.15 ppm, 
respectively. 

Indeed. these high-field resonances correspond to one ace- 
toxy function at 2.16 pprn superimposed with the DTT sulfhy- 
dry1 resonances at 2.10 pprn. The integrated value of the 
sulfhydiyl peak at 2.10 pprn decreases with time. and a new 
band appears at 2.29 pprn due to the initiation of a thioacetyl. 
function (8). Moreover, for t = 15 min, the 2.38-ppm acetyl 
peak completely disappears. and the resonance of the other 
acetyl remains at the same value (2.1 6 ppm). Furthermore, the 
integration value of the 6 aromatic protons is not modified 
during the reaction. 

The very high reactivity of the monoacetyl derivative claimed 
by Araki was evidenced by an experimental feature. The 2.1 6- 
pprn resonance disappears when D20 is added to the reaction 
mixture to give a new peak located at 1.9 m m  and correspond- 
ing to an acetic acid resonance. 

Frorn these observations, we claim that a monoacetyl deriv- 
ative was formed by transfer of one acetyl group frorn the 
quinoline ring to the sulfur atom of DTT. It corresponds to the 
cornpound: 

H O-C-CH,  
\ / II 

O - 

which is the Ac-4-HAQO. These results (Ref. 7,; this work) allow 
the assignments of the 2 acetyl NMR peaks of diAc-4-HAQO: 

N U C O - C H ,  (2.1 6 mm) 
II 

Unfortunately, it was impossible to do an extraction of the 
monoacetyl derivative from the reaction mixture. Further works 
are in progress in order to synthesize this compound. . 

Reactivity of DiAc4HAQO with Purine Nucleosides 

Although the purine bases were demonstrated by lkegami et 
al. (4) to be the privileged sites of attack of 4-NQO, we also 
have studied the reaction with the pyrimidine bases by using 
the diAc-4-HAQO model. However. in this case. Our methods 

did not permit us to detect any adduct in the limits of accuracy 
of the experiments. 

Analysis by HPLC of the reaction products of diAc-4-HAQO 
with [U-l4CIguanosine revealed 3 new 14C-labeled peaks be- 
sides the guanosine, the so-called G l, G II, and G III. These 
products together accounted for about 1 % of the [14C)guano- 
sine in the reaction with a diAc-4-HAQ0:guanosine molar ratio 
of 2 (Chart 2A) and were not present in control preparations in 
which [14Clguanosine was treated only with solvent. These 3 
compounds are considered to be 3 quinoline-guanosine ad- 
ducts. 

HPLC analysis of the reaction with adenosine revealed 2 
products that accounted for 0.6% of the adenosine incubated 
with a diAc-4-HAQ0:adenosine molar ratio of 2 (Chart 2C). 
These 2 quinoline-adenosine adducts are called A I and A II. 

The quantitative result that we obtain with the nucleosides is 
in fair agreement with the results previously obtained with DNA. 
The extent of binding is 1 and 2.60% for the native and the 
denaturated DNA. respectively (3). 

Reactivity of Ac-4-HA00 with Purine Nucleosides 

HPLC analysis of the reaction mixture is shown in Chart 2. In 
the 2 cases [adenosine (Chart 20 )  and guanosine (Chart 
2B) ] ,  the same chromatographic patterns as that obtained with 
the diAc-4-HAQO can be observed. This means that in both 
cases, with diAc-4-HAQO as with Ac-4-HAQO, the same ad- 
ducts were formed. However. most significantly in the case of 
Ac-4-HAQO, the fixation percentage is veiy much higher than 
with the diaceiyl derivative. This difference is essentially due to 
the very high yield obtained for the G III adduct. It is about 15 
times greater than in the case of the diacetyl derivative. 

Preparation and Isolation of the Major Deoxyguanosine Ad- 
duct 

Chromatography of the reaction mixture of Ac-4-HAQO, and 
[U-"C]deoxyguanosine was carried out on Sephadex LH 20. 
Two new '4C-containing peaks were observed (Chart 3) be- 
sides that of the unrnodified [14C]deoxyguanosine. The first 
peak was due to the rninor adducts, the so-called dG I and 
dG II. The peak which was eluted just after the deoxyguanosine 
Peak was identified by HPLC, after concentration of the solu- 
tion, as being essentially the adduct dG III. Then, hydrolysis 
products from Ac-4-HAQO were eluted. UV spectrometry at 
254 nm allows determination of the unrnodified deoxyguano- 
sine, the adducts, and the hydrolysis products. We have used 
this chromatographic separation to prepare the major adduct 
in large quantities. as described below. 

Unlabeled deoxyguanosine (40 PM, 11 mg) in 5 ml of 2 mM 
citrate buffer, pH 7, was incubated with Ac-4-HAQO (73 pM, 
16 mg) in 260 pl of DMSO for 40 min at 37' under nitrogen 
and chromatographed on Sephadex LH 20. The eluants con- 
taining dG III (elution volume, 150 to 180 ml) were pooled and 
concentrated to one-half their volume at room temperature 
under vacuum. dG III separated as a yellow flocculent precipi- 
tate; after centrifugation. it was washed 3 times with water and 
dried in a vacuum; 1.5 mg (3.5 PM) of dG III were obtained. 
HPLC analysis of this compound gave an unique peak with a 
retention time of 11.6 min (chromatographic conditions as in 
Chart 2). 
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Tlme (Min) Time (Min) 

Chart 2. Reactions of diAc44iAQO and Ac-4-HAQO with guanosine and adenosine. Chromatographies with linear gradient (during 20 min) fr0m water to 95% 
methano1:water were made by collection of aliguots (500 pl) and "C radioactivity measurements. A, guanosine plus diAc-4-HAQO; B. guanosine Plus AC-4-HAQO; 
C. adenosine plus diAc-4-HAQO; D. adenosine plus Ac-4HAQO. G 111 1. G II. and G Ill.  guanosine derivatives: A 1. A II, adenosine derivatives. 

ELUTION VOLUME (ml)  

' Chart 3. Elution profiie from a Sephadex LH 20 column of the reaction Ac-4- 
HAQO-(U-"CJdeoxyguanosine. The fraction which is eluted after deoxyguano- 
sine was identified as dG III. This fraction contained 9 to 10% of the "C applied 
to the Sephadex column. 

Identification of the Major Adduct dG III as N-(Deoxyguano- 
sin- Ca-YI)-4-aminoquinoline 1-Oxide 

Concerning the structure of this adduct. a preliminary sug- 
gestion was made by Tada and Tada (17) in 1971; they 
suspected C-8 of guanine to be a possible site of fixation of the 
carcinogen in the case of one of the quinoline-guanine adducts. 
Therefore, in Our laboratory. some initial investigations were 
carried out to verify this hypothesis. Indeed, treatment of [8- 
'Hlguanosine with diAc-4-HAQO resulted in a product. G III, 

with virtually no radioactivity. On the other hand. the 2 other 
guanine adducts obtained from this reaction. G l and G II, had 
lost practically none of their label. This result suggests that, for 
these 2 adducts. the Ce carbon of the guanine was not impli- 
cated in the binding with the carcinogen. 

Confirmation of this hypothesis concerning dG III was pro- 
vided by the following experiments. 

The molecular weight of dG III was obtained by mass spec- 
troscopy of the trimethylsilylation products of the nucleoside 
adduct. Silylation gave a product with molecular ions at m/e 
= 785 and 713 which are the expected values for the penta- 
and tetra(trimethylsilyl)deoxyguanosyl-aminoquinoline 1 -oxide 
adducts. respectively. 

The absorption spectra of dG III in aqueous solution at dif- 
ferent pH's (Chart 4) were recorded. The spectra at pH 7 (in 
sodium, citrate) and pH 13 (in 1 N NaOH) exhibit maxima at 
365 and 440 nm. respectively. The latter is identical to those 
of 4-HAQO and 4-Me-HAQO at pH 13 (7). A logical interpre- 
tation of this result is that in these 3 compounds the electron 
delocalization of the quinoline ring is the same. In the case of 
the 2 reference compounds (4-HAQO, 4-Me-HAQO), this elec- 
tron delocalization is due to the electron donor efpCt of the 
anion of the quinoline hydroxy group at high pH (N4-O-). This 
observation (Le., the similarity of the UV spectra) suggests that 
for dG III the substitution of the guanine may occur on N4 of 
the quinoline ring; indeed. the ionization of the N1-O6 guanine 
bond in alkali may induce, on the quinoline ring. such a delo- 
calization effect by charge transfer. 

The partition coefficients of dG III were determined according 
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PART 1 

:hart 4. Part 1 .  UV spectra of 4-HAQO (A) and dG III adduct (6) in near 
né-:ral (- - - -. 2 mM sodium citrate. pH 7) and alkaline (-. 1 N NaOH) media. 
T t s  concentrations of 4-HAQO and dG III adduct are. respectively. 20 and 50 
pc ml. Part 2, UV spectra of 4-Me-HA00 given by Kawazoe et al. (7). The 3 
fc-~ulae correspond Io the basic forms of 4-HAQO. dG III. and 4-Me-HAQO. 

1- 

05- 

Y 

2 o. 

absorption bands at 10.6 and 6.3 ppm. respectively. These 
protons are exchangeable and are not observed in DMS0:DCI 
solutions. The C8 proton expected at about 8 ppm is not 
observed, in agreement 4 t h  a substitution on this atom. 

Quinoline Protons. In DMSO:DCI, the resonance of each 
ring proton can be obtained; their assignments are shown in 
Table 1. In DMSO. due to the existence of the 2 tautomeric 
forms, the absorption bands are broad. The integration in this 
region corresponds to the correct number of ring protons for 
an unsubstituted quinoline ring. The N4-H is never observed 
whatever the solvent. In DMSO:DCI, this proton is exchanged; 
in DMSO. its resonance band is too broad [because it is a 
proton bound to a nitrogen atom and is due to the existence of 
2 tautomeric forms). 

Since al1 of Our resulîs are in good agreement with a Ca 
substitution of the guanine base through the N4 of the quinoline 
ring, the following formula can be proposed for the dG III 
adduct: 

A 

A- 

.' 

Hydrolysis of CHAQO-modified Nucleic Acid to Nucleosides 
and dG III Recovery 

: do 1 1 
400 500 

05- 

I 

. t  

, 
01, 

300 460 1 
500 

WAVELENGTH lnm) 

PART 2 

300 400 500 

to the method of Moore and Koreeda (1 0). They were calcu- 
li:ed for partition between aqueous buffers and n-butyl alcohol: 
ethyl ether at pH 1 and 11. Our results (2 pKa's were detected 
ccrresponding to acidic and alkaline conditions) are in fair 
acreement with the lack of substitution on either the N' or the 
O' atoms of guanine residues. 

A comparative analysis of the 90-MHz proton NMR spectra 
of dG III, diAc-4-HAQO, and deoxyguanosine was carried out. 
The spectrum of dG III was recorded in DMSO-d6 without and 
with DCI. Indeed, in DMSO, the quinoline-ring protons ap- 
peared as broad resonances which became sharper when DCI 
was added. Such a phenomenon can probably be explained 
by the presence of 2 tautomeric forms for the quinoline ring [4- 
HAQO (a) and 1 -hydroxy-4-hydroxyimino-1.4-dihydroquino- 
line (b) as described in the case of 4-HA00 (711, which both 
with DCI give the same delocalized cation. Moreover. we 
checked the stability of the compound since it is well known 
that such Ca-guanine adducts are generally acid labile. We 
found that, during the recording of the spectrum. dG III was 
stable under Our conditions. 

Guanine Protons. The N' and NZ protons appeared as broad 

In vivo 4-HA[2-3H]QO-modified DNA (1 1,800 cpm/mg) was 
submitted to enzymatic hydrolysis (see "Materials and Meth- 
ods"). and the chromatographic analysis of the enzymatic 
digest on a Bio-Gel P2 revealed a series of separated tritiated 
derivatives. Among these different compounds, the last eluted 
compound was identified as dG III. Indeed, the dG III that we 
prepared in vitro (see before), the last eluted compound on P2, 
and the mixture of these 2 products have the same retention 
times on the P2 chromatogram and in HPLC analysis. More- 
over, the A2,:A3,, ratio obtained by the double UV detection 
that we used in HPLC analysis had the sarne value in the 3 
cases, Le.. 1.8. 

The percentage of dG III in the DNA can be estimated at 
about 20 f 5% (S.D.), since the radioactivity which corre- 
sponds to this fraction is one-fifth of the total radioactivity 
recovered after P2 chromatography. Such an intermediate 
value for dG III recovery from the DNA seems to indicate that 
this compound does not constitute a major adduct in the global 
DNA modification induced by the 4-NQO. 

DISCUSSION 

In this work devoted to the reactions of 2 esters of 4-HAQO. 
diAc-4-HAQO and Ac-4-HAQO. with purine nucleosides. simi- 
lar adducts were identified in both cases. The results first 
suggest that the 2-O-ester functions of the diAc-4-HAQO were 
lost during adduct formation. as evidenced by dG III which 
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Table 1 
Ninety-Miû proton NMR data of dG 111 - 

Spectra were recordeci either in DMSO-d* or in DMÇ0-d. PIUS DCI. Concentrations were 1.5 mg dGlli in 
0.3 ml soivent. Shifis am given in ppm taking tetramethyisiiana as interd refemme. The correspondiftg 
praocvl and the multiplicily oi resonances are indicated in parentheses. Ouindine-ring protons are not 
remlved in DMSO due to a probable vrototrooic tautomarlsm of mholine. 

WçO-d. III DMSW. + OC( 

Aeso- 
MM:BS R ~ ( r ~ n e ( i ~ ~ s  
(wm) Assionment Omri) Assianment 

10.6 (1. s)* NH (deoxyguanosine) 9-35 (1. d) H-2 (quinoiine) 
8.4 (3) H (quinoiine) 8.2 (1. m) H-5 (quindine) 
7.8 (3) H (quinoüne) 8.6 (1. d) H-3 (quinoüne) 
6.5 (1. m) H-1' (deoxyguanosine) 8.5 (1. m) H 4  (quinoline) 
6.3 (2. s) NH2 (deoxyguanosine) 8.25 (1. m) H-7 (quinoline) 

5.5-2.0 OH-3'. OH-5'. H-3' 8.05 (1. m) K6 ( ~ i ~ ~ d i n e )  
H-2'. HG'. H 4 '  (deoxyguano- 6.0 (1. m) H-1 ' (deoxyguanosine) 

sine) 

S. singlet; d. doublet; m. multiplet. 

C 
DNA 

1 : N- ideoxygubnosin-c*-yl) 
4-aminoquinoline-1-oxide 

D 
I 

I I  
DNA = 3-iadenyl-N6 o r  NI-) 

4-aminoquinoline-1-oxide 

Chart 5. Reaction of diAc4-HA00 and Ac4-HAQO with DNA. Hypotheticai 
mechanisrns. C and D represent one of possible adduct formations from I and il. 

does not contain any acetyl or acetoxy group. whatever the 
ester used for its preparation. 

Furthermore, we showed that one O-ester function of di-Ac- 
4-HAQO (N' of the quinoline ring) is able to give an acetylation 
by nucleophilic displacement, e.g.. with DTT. The products of 
this reaction are the acetylated nucleophile'and Ac-4-HAQO 

example, in the well-known case of acetoxyacetylarninoflu- 
orene, the covalent binding of the fluorene ring to DNA is 
obtained by displacement of the unique O-ester function (9). In 
the same manner, Ac4-HAW. by loss of its acetate group, 
would give an aryl nitrenium ion which would react with DNA 
(Chari 5, 8, and Cl. The assumption of the existence of a 4- 
quinotinium ion is in agreement with the dG III adduct formation 
(Chari 5C). Moreover. the existence of 3-quinoline carbocation 
as a contributing resonance form can be considered in the light 
of results previously obtained by Kawazoe et al. (6). who 
demonstrated the binding of the carcinogen with adenine 
through C3 of the quinoline ring (Chart 50). This result was 
obtained (6) from a reaction mixture of polyadenylate and 4- 
HAQO to which an enzyrnatic activation system isolated by 
Tada and Tada (1 7, 20) was added. It is interesting to point out 
that in this case the ultimate carcinogen is postulated to be a 
seryl-4-HAQO. Therefore, an analogy between this seryl-4- 
HAQO and Ac-4-HAQO. which are both rnonofunctional forrns 
of 4-HAQO. is quite possible. Thus, the hypothesis that a 
monoester of 4-HAQO is a probable ultimate carcinogen of 4- 
NQO is strongly strengthened. Yet the reaction sequence, 
proposed for the adduct formation. does not represent the 
unique way of diAc-4-HAQO decomposition. 

Thus. 2 ultimate carcinogens exist. It is noteworthy that 
Regan and Setlow (13) have shown that there are 2 repair 
mechanisms for lesions induced by 4-NQO. At present, how- 
ever, there is no evidence to suggest a correlation between 
these 2 facts. 

Finaliy, it is interesting to note that the recovery of the adduct 
dG III from the in vivo-modified DNA is a significant result. 
Neveriheless. fixation of the quinoline ring ont0 C8 of the 
guanine does not seem to constitute a major pathway, since 
we found that it represented 20%. This is a minimum figure 
since we are able to show that dG III decomposes partially 
during the enzyrnatic degradation of the modified DNA's. This 
degradation is the subject of further study. It would be inter- 
esting to study the lifetime of the adducts in the intact DNA in 
vivo. We have to be able to undertake these investigations with 
the help of HPLC and tritium and 14C labeling of the cornpounds. 

(Chart 5A). 
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Nous nous é t i ons  in té ressés  dans l a  première phase de nos t r a -  

vaux à l 'hydrolyse du diAc-QHAQO, dans les conditions (de réaction) que nous 

employions pour le f a i r e  r éag i r  sur  l 'ADN ou sur  l e s  nucléosides, L'un des 

ob jec t i f s  é t a i t  en  pa r t i cu l i e r  de suivre  le devenir de chacune des fonctions 

acétoxy du diAc-4HAQû (BAIILEUL, 1373) . 
Nous avons pu montrer qu'un composé monoacétylé ne possédant 

pas de fonction N-oxyde (Ac-4ICAQ), é t a i t  formé l o r s  de l 'hydrolyse du diAc- 

4HAQû, I l  a été carac té r i sé  à l ' a ide  de l a  RMN e t  de l a  spectrométrie de masse. 

Sa synthèse chimique a également é t é  f a i t e  à p a r t i r  du 4-hydroxyaminoquinoléine, 

L'existence de ce dérivé monoacétylé, s tab le ,  dans l e s  composés 

d'hydrolyse du diAc-4HAQû é t a i t  surprenante e t  nous a amené à nous poser un 

ce r t a in  nombre de questions. En pa r t i cu l i e r  : 

- L'Ac-4HAQ, joue-t-il  un r61e dans le mécanisme de formation des addui ts  

avec l ' A D N  ? 

- La fonction N-oxyde en posi t ion 1 es t -e l le  nécessaire pour que l e  4NQO 

présente un pouvoir cancérogène ? 

- Par quel mécanisme l'Ac-4HAQ est-il formé dans l 'hydrolysat  ? 

Nous avons pu répondre en p a r t i e  à ces questions. Les r é s u l t a t s  

e t  l e s  conclusionç de l ' é tude  qui y correspond ont  f a i t  l ' ob je t  d'une publica- 

t i on  (no 2) : 

Iden t i f i ca t ion  of 4-acetoxyaminoquinoline £rom the hydrolysis of l-aceto.y-4- 

acetoxyimino-l,4-dihydroquinoline , hl v a 0  and V ~ V O  properties.  

Chem. Biol. Interactions ( 1983) . 

Le diAc-4HAQO s'hydrolyse dans l 'eau suivant deux mécanismes : d'une par t ,  par 

un mécanisme probablement rad ica la i reabout i ssan t  à l'Ac-~HAQ e t ,  d 'autre p a r t ,  

par un mécanisme f a i s an t  in te rven i r  un nucléophileconduisant à lvAc-4HAQO (voir  

publication no 11, Ce dernier composé r é a g i t  rapidement avec l e s  nucléophiles , 
cec i  explique l a  formation des adduits; par  contre,  l'Ac-4HAQ e s t  s table  e t  ne 

r é a g i t  pas avec les nucléophiles. Ces r é s u l t a t s  permettent de comprendre que 

l e  taux de f ixat ion sur l e s  bases de l 'ADN s o i t  plus f a ib l e  avec l e  diAc-4HAQû 

qu 'avec 1'~c-~HAQo (GALIE~~E-ZOUITSNA e t  a l . ,  1983) . 
La différence de r éac t i v i t é  des deux dérivés monoacétylés : 



l'Ac-4HAQ et l'Ac-4HAQO a été expliquée (DEMEüNYNCK, 1984) ; la fonction 

N-oxyde en position 1 favorise et stabilise le départ de la fonction acétoxy 

en position 4. La fonction N-oxyde est donc importante pour la formation des 

adduits et par conséquent pour le pouvoir canc6xogène du 4NQO. 
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SUMMARY 

4-Acetoxyaminoquinoline (Ac-4-HAQ) (1) was identified as a hydrolysis 
product of 1-acetoxy-4-acetoxyimino-l,4-dihydroqu&oline (diAc-4HAQO). . 
The reaction allowing the obtention of (1) obeys to a reduction mechanism 
implying the N1-O cleavage. The carcinogenic properties of (1) observed 
by Sato et al. (Japan J. Exp. Med., 40 (1970) 475) in mice were studied in 
rats Mth the in vivo system we used previously with 4-nitroquinoline-1-oxide 
(4-NQO) and 4-hydroxyarninoquinoline-1-oxide (4-HAQO). In rats (1) does 
not covalently bind DNA. It  was, therefore, possible to  propose an inter- 
pretation of the results obtained by Enomoto et al. (Proc. Soc. Exp. Biol. 
Med., 136 (1971) 1206) who injected diAc-4-HAQO s.c. to mice and 
rats. Compound 1 could be responsible for the carcinogenic effects observed 
through the following pathway: (1) should be formed by hydrolysis of 
diAc-4-HAQO and reactivated by an enzymatic system to N-oxide derivative, 
the 4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide (Ac-4-HAQO), which constitutes an 
ultimate carcinogen mode1 of 4-NQO. 

Key words: 4-Nitroquinoline-1-oxide - 4-Nitroquinoline - 4-Acetoxyamino- 
quinoline - 1-Acetoxy-4-acetoxyirnino-1,4-dihydroquinoline - Carcinogene- 
sis 
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It  is now widely recognized that an important and perhaps crucial event 
in the carcinogenic process is attack on the DNA molecule by the so-called 
uitimate carcinogens. 

In the case of 4NQ0, a synthetic carcinogen, the first step of its meta- 
bolic pathway involves reduction to 4-HAQO [l]. Recent studies [2] have 
shown that mono- and di-acetate derivatives of 4-HAQO could be considered 
as ultimate carcinogens of 4-NQO. They bind covalently to nucleic acids and 
nucleosides, and a derivative coupled via C-8 to a guanine residue was 
identified as a product of a reaction with deoxyguanosine. 

Nakahara et al. [3] elucidated the structure specificity of 4-NQO using 
selected derivatives and concluded that both the NO, group at position 4 
and the oxide at position 1 of the quinoline ring are necessary for carcino- 
genicity. On the other hand, Mon e t  al. [4] suggested from their findings on 
4-nitroquinoline (4-NQ) that the N-oxide group may not be essential for the 
carcinogenicity of 4-NQO derivatives in mice. This result was supported by 
Sato et  al. [5] who injected into mice a monoacetyl derivative of 4-hydroxy- 
aminoquinoline; by multiple injections, they induced sarcomas at the injec- 
tion site as with diAc-4-HAQO and a single injection provoked a high 
incidence of s.c. and lung adenomas. 

The present work is devoted to  the identification and the carcinogenic 
potential of Ac-4-HAQ (Scheme 1 (1)) which is a compound formed during 
the hydrolysis of diAc-4-HAQO. Compound 1 was injected i.p. as previously 
described [6] in rats and the ratio of fixation on DNA was determined and 
compared with the in vivo 4-HAQO modified DNA [6]. Our results offer 
an explanation of the results of Enomoto et al. [7] who observed a carcino- 
genic activity of diAc-4-HAQO for mice but not for rats, although 4-NQO 
and 4-HAQO exhibit a carcinogenic potentid in both mice and rats. 

MATERIALS AND METHODS 

Materials 
diAc-4-HAQO. This was synthetized from 4-HAQO [8] as previously 

described [9]. I t  was stored in a dessicator over P,O, in the dark at -20°C. 
4-NQO was obtained from Fluka (CH-9470 Buchs, Schweiz) and 
4-N[2-3H]Q0 from Amersham/France (spec. act., 941 mcilmmol). 
D ~ A C - ~ - H A [ ~ - ~ H ]  QO prepared from commercial 4-N[2-3H] QO exhibits 
a specific activity of 18.4 mCi/mmol. Specifically acetyl-labelled diAc-4 
HAQO was obtained by modification of Kawazoe's synthesis [9]. 4-HAQO 
(100 mg, 0.57 mM), Ac,O (0.36 ml, 3.4 mM) and AcOH (0.5 ml, 8.7 mM) 
were placed in 10-ml conical tube under N2. The initial suspended compound 
dissolved after 10 min of bubbling. The reaction mixture was poured into 
80 ml of ice-water with vigorous stirring. Mixture was cooled to -lO°C with 
ice-acetone mixture. The resulting precipitate was collected using Kawazoe's 



method. Di [ 'Hl Ac-4-HAQO (spec. act., 6.72 mCi/mmal) was synthesized 
with 25 mCi of AczO (Amersharn/France). 

Hydrolysis of diAc-4-HAQO. This was obtained by addition of 1 vol. 
diAc-4-HAQO dissolved in ethanol (9 mg/ml) to 4 vol. 2 mM sodium citrate 
buffer (pH 7). The incubation was carried out at 37OC, in darkness for 
45 min. Analysis of the reaction products were carrieci out by means of 
high pressure liquid chromatography (HPLC). A ~Bondapak C 18  column 
was used with linear gradient (during 20 min) from water to  95% methanol 
water. The flow rate was 2 ml/min. The injection volumes were 100 pl, for 
analytic HPLC and 1 ml for semi-anaiytic HPLC. 
4-Hydroxyaminoquinoline. This was synthetized frorn 4-chloroquinoline 

and hydroxylamine hydrochloride in methanol with potassium carbonate 
as described by Hamana and Funakoshi [IO] .  The mixture was warmed 
for 3 h. Potassium chlonde was filtered and 4-hydroxyaminoquino- 
line crystallized from the filtrate [m.p. 260-262°C (decomposition), 
litt. 262-263°C. UV (EtOH) A,, 230 (e = 24 500) 332 nrn (e = 27 500). 
IR (nujol, HC1) 3160 (br), 1640, 1620, 1600, 1550 cm-'. Mass spectrum: 
m/e: M' 160 (64), 144 (100), 129 (36), 116 (32), 102 (19). NMR (CD30D): 
7.1 (d, 1 H, C3H, J =  6.8 Hz) 7.5-8 (m, 3 H), 8.2 (m, 1 H) 8.4 (d, 1 H, 
C2H, J = 6.8 HZ)]. 

Ac-4-HAQ. This was synthetized from Ogawa et al. [Il]. A stoichiometnc 
mixture of 4-hydroxyaminoquinoline and imidazole was added to acetic 
anhydride (in excess) dimethylformamide solution with magnetic stirnng. 
After 3 h the mixture was poured into an iced sodium bicarbonate saturated 
solution and Ac-4-HAQ crystailized. The precipitate was washed with water 
and crystallized from methylene chlonde (60% yield) [m.p. 176-177°C; 
litt. 175-178°C. UV (EtOH) A,, 254 ( E  = 22 500), 348 nm (e = 27 700). 
IR (nujol) 3440, 1730, 1620, 1550, 1510, 1350, 1250, 1210 cm-'. Mass 
spectrum: m/e: M' 202 (28), 160 (54), 144 (100), 129 (27), 116 (51), 
102 (21)]. 

Methods 
Electron mass spectra were recorded with a Riber Mag 10-10. Proton 

NMR spectra were recorded on 270 MHz Bruker. IR spectra were obtained 
with a Perkin Elmer 177 G. HPLC separations were carried out on a Waters 
system consisting of a U6K injector, two 6000 A pumps, a model 660 
solvent programmer and a model 440 dual wavelength detector (254 nm, 
365 nm). Radioactivity of the peaks was determined with a Nuclear Chicago 
300 scintillator counter. 

RESULTS 

Solvolysis of diAc-4-HAQO 
With unlabelled diAc-4-HAQO. Studies of hydrolysis of diAc-4-HAQO 

were carried out by means of HPLC, Just after the dissolution of diAc-4- 



HAQO in 2 mM citrate buffer-ethanol mixture the chromatopphic pattern 
observed at 365 nm is charactenzed by an unique peak which was identified 
as diAc-4-HAQO (F'ig. 1). When this solution is incubated at 37% the peak 
intensity decreased and its magnitude ailowed evaiuation of the haif lives 

Time 
( min) 

Fig. 1. Solvolysis of diAc-4-HAQO in 2 mM citrate buffer (pH 7 )  t = O (A) and t = 45 min 
(B). HPLC chromatograms with linear gradient (during 20 min) from water to 95% 
methanollwater mixture using a 365 nm detector. 



( t , , l )  were 12 min, 45 min and 80 min, in solutions containing 20%,50% and 
67% of ethanol, respectively. The decrease of the diAc-4-HAQO peak was 
paralleled by the appearance of other compounds; for example, as shown 
(Fig. 1) the HPLC profile detected a t  365 nm corresponding.to a solution 
injected after an incubation at 37OC for 45 min exhibits 17 peaks. Two 
hydrblysis products seem t o  be formed in major yield, the compounds cdled 
1 and 2. 

An assay of reaction with DNA was carried out using such diAc-4-HAQO 
hydrolysis products : no m dification of DNA was observed. Therefore 
these products were no more studied, since they are unable to  covalently 
bound DNA. 

With ~ ~ A C - ~ - H A [ ~ - ~ H ] Q O .  As previoudy, the hydrolysis of diAc-4-HA- 
[2-%I]QO was followed by HPLC but, in this case, using as detection the 
labelled products. So it was possible to evduate the amount of every 
hydrolysis product. In Table 1 is indicated the calculated yield of every 
hydrolysis product (elution profiles, Fig. 2). We can observe that a good 
correlation exists between the two methods (UV absorption and radio- 
activity detections). Compounds 1 and 2 correspond to the main hydrolysis 
products since they constitute 24% and 16% of hydrolysis compounds, 
respectively. Moreover, the radioactivity at the void volume shows that 
the quinoline H-2 proton is implicated in a hydrolysis mechanism. Indeed, 
the void volume does not contain quinolines as evidenced by the lack of 
optical density at 365 nm. The product corresponding to the peak at 
Rt = 9 min is probably the one which is fonned in the H-2 dependent 

TABLE 1 

YIELDS OF HYDROLYSIS PRODUCTS FROM diAc-4-HA[2-'HIQO 

Retention time Radioactivity Yield of the radioactivity 
(min) (dpm) 10 -' (precision value 10%) 

1.6- 2.4 1067 21.2 
8 - 9.5 35 0.7 

11  -11.3 75 1.5 
12.5-13 130 2.6 

15 1193 24 
15.2-15.4 90 2 

I 16.6-17.2 327 6.5 
17.9 34 7 6.9 
18.9 262 5.2 
20 805 16 
21.2 130 2.6 
21.7 478 9.5 
22.3 70 1.4 

Total 5013 108 

Injection 4650 100 



hydrolysis mechanism. Indeed the UV and radioact~ty measurements of 
Ulis peak are very different due ta the very weak mtensity of the radie 
activity . 

With di('HIAc-4-HA QO. The elution profile obtained by 3H-radioactivity 

4 



measurements of di[jH]Ac-4-HAQO hydrolysis exhibits 5 peaks as shown 
in Fig .3 .  

Peak 1, eorresponding to a void volume was attributed to acetic acid 
produced by the hydrolysis of diAc-4HAQO. Such an attribution is in 

Fig. 3. Solvolysis of di['H]Ac-rl-HAQO in 2 mM citrate buffer during 45 min. 365 nm 
detection (A) and 'H-radioactivity measurements (B) were obtained as in Fig. 2. 



'good agreement with the profile obtained by UV detection Wnce no peak 
is observed at void volume at 365 nm. Araki et al. [12] gave previously a 
proof of the formation of acetic acid by warming diAc-4-HAQO in various 
solvents. In water, 1.7 eq-mole qf acetic acid is obtained from 1 eq-mole of 
diAc-4-HAQO. Identical results were obtained by radioactivity deteded 
HPLC analysis. 

Peaks II and III correspond to two minor compounds. 
Peak IV is observed at an identical retention time (15 min) to that of (1) 

(cf. Fig. 2, hydrolysis of ~ ~ A C - ~ - H A [ ~ - ~ H ] Q O ) .  Its yield was caiculated 
on the hypothesis that this product is monoacetylated: one finds 2776, that 
is about the same value that this obtained for 1 (24%). This is an attractive 
result as it allows us to affirm that an acetylated derivative is recovered 
among the diAc-4-YAQO hydrolysis compounds. 

The last peak, V, corresponds to a minor fraction of non-hydrolyzed 
di[3H] Ac-4-H AQO . 

Determination of the structure of (1) as acetoxyaminoquinoline 
Compound 1 was prepared by diAc-4-HAQO hydrolysis and isolateci by 

semi-analytic HPLC. Its stability was checked at 37°C in a 2 mM citrate 
buffer (pH 7). The HPLC profile characterized by a single peak, is the 
sameat t=  Oanda t t=  60h.  

Identification of (1) as acetoxyaminoquinoline (Ao4-HAQ). The mass 
of (1) obtained by mass spectroscopy is in agreement with the presence of 
an acetoxyl group. The molecular ion (M' = 202) obtained by electron 
impact corresponds to Ac-4-HAQ. Moreover two fragments at m/e = 160 
(M-42) and m/e = 144 (M-58) correspond to the loss of acetyl and acetoxyl 
groups, respectively . 

(i) The IR spectrum shows a band at 1730 cm-', corresponding to a 
C = O stretching. This clearly indicates the presence of an acetoxy function 
as previously observed with diAc-4-HAQO which exhibits two bands at 1750 
and 1805 cm-' corresponding to the acetoxy functions located on N-4 and 
N-1, respectively [9]. 

(ii) The 270 MHz proton nuclear magnetic resonance (NMR) spectrum 
was recorded and the assignments of different resonances determined [NMR 
(d6-DMSO): 2.12 (s, 3 H, CH3), 6.07 (d, 1 H, J = 7.5 HZ, - 3 )  7.13 (t, 1 H, 
J =  7.5 Hz, B-6) 7.23 Id, 1 H, J = 7.5 Hz, H-5) 7.29 (d, 1 H, J = 7.5 HZ, 
H-2) 7.43 (t, 1 H, J = 7.5 Hz, H-7) 7.94'(d, 1 H, J = 7.5 HZ, H-8) 11.05 
(1 H for NH)]. Their identification was obtained doing a comparison with 
the NMR spectra of diAc-4-HAQO and 4-HAQO under the same conditions. 
The spectral data given by Kawazoe et al. [13] for severai quinoline com- 
pounds were also used. 

A comparison with the results we obtained with diAc-4-HAQO which 
exhibits two CH3 resonances, allows us to assign the peaks at 2.16 and 
2.38 ppm to the acetoxy groups located in N-4 and N-1, respectively. 
Moreover, the CH3 proton resonarice of the acetoxyaminoquinoline-1-oxide 
[2] a prototype of carcinogen of 4-NQO was obkrved, as expected, at 
2.16 ppm. 



4-C IQ 
Scheme 1. 

Therefore, al1 these results are in excellent agreement with the proposed 
structure of (1) as acetoxyaminoquinoline. 

Chemical synthesis of acetoxyaminoquinoline (1). In a previous work, - 
Sato et ai. [5] synthetized (1) by reduction of diAc-4-HAQO with Hz-Pd in 
ethyl ether. A value of 1745 cm-' was reported for the carbonyl stretching 
vibration of the product. This value differs significantly from the 1730 cm-' 
band which we observe for Our hydrolysis product. We therefore carried out 
the preparation of an authentic sample of (1) using a different and unam- 
biguous route. 

4-HAQ was quantitatively obtained from 4-chloroquinoline (4-ClQ) by 
treatment with hydroxylamine hydrochloride in methanol in the presence 
of potassium carbonate. 4-HAQ was subsequently acetylated by acetic 
anhydride. The yield of the reaction could be significantly improved by 
using imidazole as a catalyst and operating in dimethylformamide at room 
temperature. 

The product thus obtained was identicai to the acetoxyaminoquinoline 
(1) previously described and furnished by the hydrolysis of diAc-4HAQ0, 
as evidenced by the mas,  NMR, UV and IR spectra. In particular it reGealed 
a vibration at 1730 cm-' in the IR spectrum registered in nujol. Indeed this 
compound possesses the same spectral data (IR, NMR) as the product 
recently described [11,14] and prepared according t o  Sato et al. [5], Le., by 
catalytic reduction of diAc-4-HAQO. 

Cornparison o f  the action of 4-HAQO and Ac-4-HAQ in vivo in rats 
Ac-~-HA[~-~H]Q prepared by hydrolysis of ~ ~ A c - ~ - H A [ ~ - ~ H ] Q O  (cf. 

Materials and Methods), isolated and punfied by HPLC, was injected as 
previously described and DNA was extracted 161. A small amount of radioac- 
tivity was detectable in this DNA (spec. act. 100 cpmlmg). This result can be 
seen in Table II in which the specific activity of the in vivo 4-HA[2-3H] QO, 
HC1 modified-DNA was also given [2]. One can see that the ["IDNA 
specific activity is one hundred tirnes more important with 4-HA[2-3H]Q0, 
HCl than with AC-~-HA[~-~H]Q.  Moreover, no significant difference could 
be observed in the radioactivity per mg of the modified-DNA when the 
injected quantity of Ac-4-HA[2jH]Q was increased. 



TABLE II 
SPECIFIC ACTIVITY OF THE IN VIVO MODIFIED-DNA BY 4-HA[2-3H]Q0 HC1 
AND Ac-~-HA[~-~H]QO. 0.5 ml OF THE SOLUTION OF CARCINOGEN IN PHYSIO- 
LOGICAL SALINE SOLUTION WAS INJECTED i.p. TO RATS BEARING A ZAJDELA 

1 ASCTTETUMOR 
I - 

Spec. Time after PM DNA spec. 
radioact. carcinogen act. 
(mCi/mmol) injection (h) (cpm/mg DNA) 

4-HA[2-'HJQO, HCI 18.4 2 

DISCUSSION 

As previously proposed by us [2], an ionic mechanism can explain the 
formation of some aduucts with DNA bases, producing 2 mol of acetic acid/ 
mol of diAc-4-HAQO in water. Since the yield of (1) we obtained by the 
hydrolysis of diAc-4-HAQO (27%) is in agreement with the results of Araki 
e t  al. [12] who observed the formation of 1.7 eq-mole of acetic acid from 
the hydrolysis of 1 eq-mole of diAc-CHAQO, it is possible that two mecha- 
nisms are involved (i) an ionic mechanism, responsible for the decomposition 
of about 70% of diAc-4-HAQO in citrate bufferethanol (vlv, 8 : 2) solutions 
and (ii) a reduction mechanism, allowing for the formation of (1). A radicai 
pathway, as proposed by Araki et al. [12] for the thermal decomposition 
of diAc-4-HAQO could be operative or other routes may also be suggested. 

As far as this particular unusual reduction to (1) is concarned, we 
observed a similar reaction implying the N 1 O  cleavage, in the chemistry of 
the monoacetyl derivative (3), which can be considered as a simplified mode1 
of diAc-4-HAQO [15]. 

(3 1 O-$-CH. (4 I H 
Scheme II. 

O 

Treatment of (3) in different conditions 6f pH and solvent resulted in the 
significant formation of product (4), the yields being dependent on the 
reaction conditions. For example, about 15% of (4) was obtained by neutral 
hydrolysis of (3) in a 2 mM citrate buffer at room temperature. We are 
investigating the mechanism of this reduction. 
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Considering the in vivo carcinogenic properties of Ac-4-HAQ, the assays of 
Sato et al. [5) and Our own show that Ac-4-HAQ is carcinogenic in mice but 
probably not in rats. This result is comparable with those of Enomoto et ai. 
who studied the different actions of diAc-4-HAQO in mice and rats [7]. 
These authors tested the carcinogenicity of diAc-4-HAQO and 4-HAQO by 
subcutaneous injection Do mice and rats. The induction of sarcoroas is 
obtained in both mice and rats with 4-HAQO. However, a significant 
difference is observeci for diAc-CHAQO: i t  is much more active in mice 
than in rats. Since it is now weli known [6,8,16] that diAc-4-HAQO, as 
electrophilic compoun?, is able to covalently bind t o  DNA, it is difficult 
to understand why the action of S.C. injection is not alike in rats and in mice, 
as evidenced by Enomoto e t  al. [7]. Thus it is possible that, in rats, and also 
in mice, the diacetyl derivative, diAc-4-HAQO, does not reach the DNA 
target. More especially a hydrolysis of diAc-4-HAQO could rapidly take 
place with formation of Ac-4-HAQ with a yield of about 25%. The forma- 
tion of (1) as a step in the carcinogenic action of subcutaneous injection of 
diAc-4-HAQO is thus more likely. Compound 1 would be activated by an 
enzymatic system which would be present in mice but not in rats. There- 
fore, a possible mechanism of activation of the Ac-4-HAQ would be its 
transformation to N-oxide derivative the Ac-4-HAQO which constitutes 
a mode1 for the ultimate carcinogen [2]. 

I t  is important to  distinguish between the compounds characterized by 
the presence of a N-oxide function such as 4-NQO and the compounds 
without the N-oxide function such as 4NQ. Indeed, the second series need 
activation to the N-oxide derivative by an enzyme system which appears t o  
exist in mice but not in rats. 

Lastly, Our results indicate that there is not a simple correlation between 
the ability of a compound t o  form tumours at the injection site aiid its 
being characterized as an ultimate carcinogen. Data on the absorption and 
metabolism processes of the injected compound are needed to assess the 
interpretation of the results. 
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Les études de réact ivi té  de l'Ac-4HAqO sur les nucléosides 

(BAIUZüL e t  al . ,  1981) e t  sur l 'ADN (GALIEGUE e t  al . ,  1983) ont  permis de 

montrer l 'existence d'un certain nombre d'adduits sur les bases puriques. Nous 

avonp abordé l 'étude des adduits formés h v.&0 e t  & v h  sur l 'ADN. Les 

adddits obtenus après hydrolyse enzymatique suivie de chromatographie clhp 

de l ' A D N  modifié par action du 4HAQû sur des cellules d'ascites,  ont é t é  com- 

parés à ceux obtenus à pa r t i r  de l 'ADN modifié V h  par l'Ac-4HAQû. 

De plus, grâce aux réactions sur l e  poly (dA-dT) .poly (dA-dT) e t  l e  poly (dG-dC) . 
poly (dG-dC), nous avons pu dénombrer les adduits guanine e t  adénine. C e s  ré- 

su l t a t s  ont f a i t  l 'obje t  d'une publication (ar t ic le  no 3) : 

Adducts from vLv0 action of the carcinogen 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide 

and from h 2  V&O reaction of 4-acetoxyaminoquinoLine 1-oxide with DNA and 

polynucleotides. 

Cancer Research, sous presse. 

Cet ar t ic le  décri t  également nos connaissances actuelles en ce 

qui concerne l a  structure des adduits. Ces travaux sont discutés dans l e  cha- 

p i t r e  II. 

Bien que l e  système (tumeur d'ascites) que nous employons comme 

modèle hz v.&o s o i t  t r è s  cr i t icable,  il e s t  tout  à f a i t  jus t i f ié  dans notre 

cas puisque nous pouvons affirmer que l a  métabolisation du 4HAQO dans ce type 

de cel lules  conduit à une modification de l 'ADN identique à ce l l e  observée 

avec l e  modèle h v A 0 .  
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ABSTRACT 

3 In vivo 2-[ Hl-labeled 4-hydroxyaminoquinoline lcoxide 

3 (4-HA1 2- Hm) -niodif ied DNA and i n  v i t k o  2-[3~l-labeled 

3 4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide (Ac-4 HA[2- HJQ0)-modified 

DNA were enzymatically hydrolysed and the hydrolysates were 
l 
analysed by high performance liquid chromatography (HPLC) . 
The two patterns were compared and we showed that al1 of 

the HPU: peaks which were recovered from in vivo-modified 

DNA were present in the hydrolysate of in viitko-modified 

DNA. Therefore we used the in vitko Ac-4 HA(~-'HJ@O-~O~~- 

fied DNA to investigate the quinoline-purine adducts which 

are characteristics of the mode of action of the carcinogen 

4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO). By cornparison with the 

3 enzymatic hydrolysates of Ac-4 HA12- HJQO-nodified poly 

(dA-dT) .poly (dA-dT) and poly (dG-dC) .poly (dG-dC) three NQO- 

adducts were enumerated on the modified DNA : one out of 

them was previously chatacterized as a ~ ~ - ~ u a n ~ l  ad8uct. 

lie proved that the two other are a guanine -and an adenine- 

adduct respectively. A quinoline derivative was identified 

in the hydrolysates of the i n  v i v o  and in v i t ~ o  modified 

DNA's : the 4-aminoquinoline 1-oxide, the origin of which 

was postulated to be a degradation compound of one (or more) 

adduct (s) . Moreover the presence of two degradation compounds 
8 of the C -guanyl adduct was shown, in mild alkaline conditions. 

We suspected an imidazole ring-opened form. 



INTRODUCTION 

It is generally thought that the covalent reaction 

between DNA and ultimate carcinogens may constitute an 

important event in the carcinogenic process (14). In the 

case of ~ - N Q O ~  (for reviews, see 15, 17) 4-HAQO has been 

considered as the proximate carcinogen and Ac-4-HAQO was 

proved to be an attractive mode1 to study in v i t k a  the 

carcinogenesis by this compound (1, 6) : 

H O-C-CH, 
\ /  I 
N O 
I 

Concerning the NQO-adducts, Ikegami e t  a l .  (10) and 

after them Tada and Tada (19, 20) showed the presence of 

guanine-adducts and adenine-adducts after enzymatic or 

chemical degradation of i n  v i v o  4-NQO-modified DNA. It is 

now possible with more sensitive separation and detection 

techniques (for example, HPLC) to reinvestigate the NQO- 

adducts in order to do their complete chemical characteri- 

zation. Indeed, we recently studied the i n  v i t k o  DNA modi- 

f ication (6) ; after enzymatic hydrolysis of the modified 

DNA we enumerated some different products the structure of 

2 ~ h e  abbreviat ions used a r e  : 4-NQO, 4-ni t roqu ino l i  ne 1-oxide ; 4-HAQO, 

4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide ; 4-AQO, 4-aminoquinoline 1-oxide ; 

Ac-4-HAQO, 4-acetoxyaminoquinoline 1-oxide ; diAc-4-HAQO, 0,O'-diacetyl 
3 3 

d e r i v a t i v e  o f  4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide ; 4-HAI2- HIQO, [ 2 -  H l  
3 3 Labeled 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide ; Ac-4- HA[^- HIQO, [2- Hl  labe l e d  

4-acetoxyaminoquinoline 1-oxide ; HPLC, h igh  performance l i q u i d  chromato- 
8 graphy ; dGuo-C8-AQO, N-(deoxyguanosin-C -y[)-4-aminoquinoline 1-oxide ; 

4-AQO, 4-aminoqui n o l i  ne 1 -oxSde. 



8 one of them being totally elucidated (1). It is a C - 
guanyl adduct we cal1 dGuo-CS-AQO. It accounts for about 

30 % of the total modification of the native DNA ( 7 ) .  

This paper at first is devoted to the comparison bet- 

ween the HPLC profiles of enzymatic hydrolysates of the 
I 

i n  v i v o  and i n  v i t n o  modified DNA1s. Two modified DNA's 
3 were considered : the in v i v o  4-HA[2- H]Qû-modified DNA 

from ascite cells (H.Z. line) and the i n  v i t n o  Ac-4-HA 
3 12- HIQO-modified DNA. Al1 the peaks obtained from the 

i n  v i v o  modified DNA were recovered from the i n  viitlra 

modified DNA. The second part of this paper gives some 

informations on the main HPLC compounds using a comparison 

between the enzymatic hydrolysates of three çamples 

3 modified i n  v i a 0  by Ac-4-HAC2- HIQO : native DNA, poly 

(dA-dT) . poly (dA-dT) and poly (dG-dC) . poly (dG-dC) . The 
dGuo-C8-AQO we characterized previously (1) was recovered 

and we observed its degradation towards two products in 

mild alkaline conditions. The existence of another guanine- 

adduct -we called dGuo-2-AQO- and of an adenine-adduct was 

established. Finally, another compound was characterized 

as a quinoline derivative, the 4-aminoquinoline 1-oxide, 

4-AQO, which probably arised from the degradation of one 

(or more) adduct(s). 
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MATER 1 ALS AND METHODS 

CHEMI CALS 

3 
I 4-NI2- HJQO was obtained from Amersham (specific 

3 activity, 941 mCi/mmol) . 4-HA[2- H]QO was prepared as 

previously described (4) and exhibited a specific activity 

3 of 18.43 mCi/mmol. Ac-4-HA12- HIQO was prepared £rom 

3 0.0'-diacetyl derivative of 4-HA[2- H]QO ( 5 ,  1). 4-amino- 

guinoline 1-oxide (4-AQO) was synthesized (as a reference 

standard compound) as previously described (16) by cata- 

lytic hydrogenation of 4-NQO with palladium-charcoal in 

alcohol. The compound exhibited the same characteristics 

(melting point, UV spectrum) as described in the litera- 

ture by Sugimura et a l .  (18) and Hoshino et a l .  (9) . dGuo- 
3 C812- H]AQO was prepared as previously described (1) by 

3 reaction between deoxyguanosine and Ac-4-HA[2- HIQO. 

Native DNA was obtained from chicken erythrocytes. It 

had the following characteristics : S020,w, 22s ; hyper- 

chromicity at 260 nm, 41 %. The polynucleotides poly(dG-dC) . 
poly (dG-dC) and poly (dA-dT) .poly (dA-dT) were purchased from 

P.L. Biochemicals : al1 the enzymes (bovine pancreatic 

DNAS~ 1, snake venom phosphodiesterase, calf spleen phos- 

phodiesterase, alkaline phosphatase of calf intestine) were 

purchased from Boehringer-Mannheim (FRG). 

PREPARATION OF I N  V I T R O  AC-4- HA[^-3~]~~-~~~~~~~~ DNA AND 

POLYNUCLEOTIDES 

Native DNA and polynucleotides were modified by the 

ultimate carcinogen AC-~-HA[Z-~H]QO in the following manner : 



the reactions were performed in a 2mM sodium citrate 

buffer, at pH 7 ; approximately 1 mg of polymer (concen- 

tration = 0.5 mg/ml) was incubated at 3 7 O ,  for 0 . 2 5  hi, 

under a nitrogen atmosphere, in the dark and in the 

3 presence of the equivalent amount of Ac-4-HAE2- HIQO, 

solubilized in dimethylsulfoxide. The modified DNA was 

purified by diethyl-ether extractions and extensive 

ethanol-precipitations (0.1 volume of NaCl SM and 2 

volumes of precooled ethanol were added to each DNA 

solution. The DNA precipitated after shaking). The amount 

of bound quinoline ring was calculated as previously 

described (6) : it was 2.5 %, 3.3 % and 2 % of modified 

bases for the modified DNA, poly(dG-dC).poly(dG-dC) and 

poly (dA-dT) . poly (dA-dT) , respectively . 

PREPARATION OF V I V O  4- HA[^-3~~~~-~~~~~~~~ DNA 
The i n  v i v o  modified DNA was prepared as follows : 

approximately 106 ascite tumor cells (H.Z. line) were in- 

jected i-p. into 3-month-old male Wistar rats of about 

300 g. Seven days after transplantation, acidic 0.9 % NaCl 

3 solution of 0.034,M 4-HA[2- HIQO in HC1 was injected i.p. 

(0.5 ml/rat). The rats were killed by decapitation 1 or 2 hr 

later. The ascitic fluid was drained and the cells were 

harvested by centrifugation (5 min at 1500 rev/min). Cells 

were washed in a 0.25 M/0.88 M sucrose gradient containing 

10 % PBS in order to remove contaminating red blood cells. 

Then DNA was extracted using the Marmur's method (13). 

We obtained a modified DNA sample with 0.04 % of modified 



base pairs (2 molecules of carcinogen for 10.000 nucleotides). 

ENZYMATIC HYDROLYSIS OF THE MODIFIE0 DNA TO NUCLEOSIDES 
1 

AND CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF THE HYDROLYSATE 

3 3 Zn v i t n o  Ac-4-HA[2- HIQO- and i n  v i v o  4- HA[^- HIQO- 

modified DNA's were hydrolyzed in the following conditions : 
1 

1 mg of modified DNA was solubilized (concentration : 

2 mg/ml) in a buffer Tris-HC1 5mM. MgC12 2mM. CaC12 2mM, 

pH 7.4 and incubated at 37' for 2 hr with 45 pg of DNAse 1 ; 

then 45 pg of each phosphodiesterase were added for an 

additional incubation of 1 7  hr at 37'. The pH was adjusted 

to 8.0, 35 pg of alkaline phosphatase were added and the 

dephosphorylation of the hydrolysis products was performed 

during 7 hr. Thus, the total incubation time was 26 hr. 

Chromatography on Biogel P2 (minus 400 mesh) was 

performed using a column (0.6 x 60 cm) equilibrated with 

2mM sodium citrate buffer (pH 7). The flow rate was 4 ml/hr. 

Fractions of 1 ml were collected and the radioactivity 

measured. Each P2 titriated fraction was collected, concen- 

trated and its analysis was carried out by HPLC. A C l 8  pBon- 

dapak column was used, with a methanol/water linear gradient 

(during 20 min) from water to 95 % methanol/water. The flow 

rate was 2 ml/min. Conditions in which the water was acidi- 

fied with H3P04 (pH 2.8) were also used. 

INSTRUMENTATION 

HPLC separations were carried out on a Waters system 

consisting in a U6K injector, two 6 000 A pumps, a Mode1 



660 solvent programmer and a Mode1 440 dual-wavelength 

I detector (254 and 365 nm). Radioactivity of the peaks 

I was determined using a Beckman LS 2800 scintillator counter. 

1 - COMPARATIVE CHROMATOGRAPHIC PNALYSIS OF ME ENZYMATIC HYDROLYSATES 

(Y I N  V I V O  ~-HA[z-~H]QO- AMI I N  V ITRO AC-~-HA[~-~H]QO-~~DIFIED W ' s  

The samples of i n  v i v o  4-~~[2-~~]~0-modified DNA and 

i n  v i t h o  ~c-4-~~[2-~~]~0-modified native DNA were incuba- 

te8 with the enzymes, at 37O, for 26 hr. The hydrolysates 

were analysed on a Biogel P2 minus 400 mesh column. The UV 

detection at 254 nm (not shown) exhibited four peaks corres- 

ponding to the four deoxyribonucleosides as expected after 

the hydrolysis. The chromatographic radioactive patterns 

are shown in Chart 1. In both cases similar profiles were 

1 obtained. There were. five distinct tritiated fractions we 

called A, B, C f  D and E. They were corresponding to the 

same elution volumes for i n  v i v o  and i n  v i t h o  modified DNA. 

Moreover, the percentage of each fraction was almost the 

same in both cases. The compound corresponding to the peak 

E was previously proved by HPLC to be the d~uo-C8-AQ0 (5). 

For i n  v i t h o  and i n  v i v o  modified DNA's each other P2 

fraction was collected, concentrated and submitted to HPLC 

analysis. We used an absorbance detection at two wavelengths : 

254 nm, characteristic wavelength of both nucleosides and 

quinoline ring and 365 nm, characteristic wavelength of the 

quinoline moiety. Moreover the quinoline was also detected 

by tritiated radio-activity measurements of 500 pl aliquots. 



The fractions B and C which were the quantitatively less 

important were firstly studied. The study of the P2 

fraction B was difficult because its W characterization 

at 254 nm was completely hindered by the three deoxyribo- 

nucleosides (dA, dT and dC) which were present in this 

fraction. Some tentatively separations of the unlabeled 

nucleosides on a Sephadex LH-20 column were hopeless. 

However we observed that the two HPLC radioactive profiles 

(not shown) exhibited two peaks which were recovered 

whatever the origin -in v i v o  or i n  v i t k o -  of the modifi- 

cation of DNA. The P2 fraction C of the in v i v o  and i r z  v i X k o  

modified DNA's contained only one compound which was the 

same in both cases (HPLC profiles not shown). Its percen- 

tage was very weak : about 6 8 and 8 % of the total radio- 

activity of i n  v i v o  and i n  v i t k a  modified DNA respectively. 

The Chart 2 shows the HPLC tritiated profiles of the 

quantitatively more important P2 fractions A and D for 

i n  v i v o  (parts a and c) and in vitae (parts b and d) 

modified DNA's. In the case of the P2 fraction A, two iden- 

tical compounds were recovered from the i n  v i v o  and i n  v i t k o  

modified DNA's, we~called Al and A2. Another peak, A j ,  was 

only detected in the hydrolysate of the i n  v i t k o  modified 

DNA. The P2 fraction D was composed in both cases of four 

major compounds called Dl, D2, D3 and D4 which were well 

individualised on the UV profiles at 365 and 254 nm. On the 

tritiated profile, the two peaks corresponding to Dj and Dq 

were not so well separated, due to the very similar retention 



time of the three compounds D2, Dg and D4. We also 

detected in this fraction two minor radioactive peaks 

with retention time at about 15 min. So we can claim that 

al1 the HPLC radioactive peaks obtained from the hydroly- 

sates of the i n  v i v o  modified DNA were also recovered from 

khe i n  v i & o  modified DNA, with the same chromatographic 

characteristics (identical retention times on Biogel P2 

and HPLC ; identical ratios A of the absorbances at 254 

and 365 nm in neutral and acidic conditions in HPLC). 

We will now focuse our attention on the HPLC profiles 

obtained from the i n  v i t k a  modified DNA and we will consi- 

der the more quantitatively important Ps fractions, that is 

A and D. In the case of fraction D, the corresponding sub- 

fractions will be studied by comparison with the HPLC pro- 

files obtained with modified polynucleotides. 

II - HPLC ANALYSIS OF THE HYDROLYSATES OF DNA AND POLYNUCLEOTIDES 

MûDIFIED I N  VITRO BY AC-4- HA[^-'HIQO. (A AND D PÎ FRACTIONS). 

The two compounds Al and A2 (see Chart 2) (which are 

accounting for about 15 % of the total radioactivity of DNA) 

were identified as two degradation products of the dGuo-C8- 

AQO. Indeed, when incubated at 3 3 O  during 48 hr in the 

conditions of the enzymatic hydrolysis the d~uo-~8-A [ Z - ~ H  1 QO 

gave a P2 chromatographic tritiated pattern which exhibited 

two major peaks : the non-hydrolyzed dGuo-C8-AQO and a 

A fraction which contained Al and A2. HPLC analysis showed 

that whatever the conditions in which the HPLC profiles 

were recorded (neutral and acidic media) the two hydrolysis 



compounds were recovered at the same retention times than 

Al and A2 when obtained from the DNA hydrolysate. 

Three samples, native DNA, poly (dA-dT) .poly (dA-dT) , 

poly(dG-dC).poly(dG-dC) were modified i n  v i t h o  with Ac- 

I 3 4-HA[2- HIQO, enzymatically hydrolysed and submitted to 

the chromatographic analysis. The HPLC profiles (absorbante 

at 365 nm : detection of the quinoline moiety).ofthe three 

~ P2 fractions D are shown in Chart 3. The part a, which is 

corresponding to the modified DNA,exhibits four peaks as 

mentioned previously, Dl, D2, Dg, D4 and another compound 

(Dg). By using the Dische's method (3) we showed that the 

two compounds Dl and D3 which contained the quinoline 

moiety also contained a deoxyribosyl residue, indicating 

that they are adducts. The Dg component arised from the 

degradation of the adduct Dl : indeed the stability of 

this isolated adduct was checked by HPLC and allowed to 

follow the appearance of this product with a retention 

time of about 15 min. D2 was identified as a quinoline com- 

pound, the 4-aminoquinoline 1-oxide (4-AQO). Indeed, D2 

comigraded with the reference standard (Rt = 10.5 min) 

with an identical ratio A, which is 1.5 and 8.8 in near neu- 

tral and acidic media, respectively. The possible origin 

of 4-AQO in the DNA hydrolysates will be discussed below. 

We can only observe here that it was not recovered from 

modified poly (dA-dT) .poly (dA-dT) . Any information was 
obtained about the D4 compound (Rt = 11.8 min ; A = 2.3). 

The observation of the HPLC profile of the modified 



poly (dG-dC) -poly (dG-dC) (see Chart 3b) indicated that 

the compounds Dl, D2, Dq and Dg were recovered from this 

modified polymer. Their retention times and their ratios 

A were identical to those of the equivalent compounds 

obtained from the DNA hydrolysate- Chart 3c indicated 

that the Pî fraction D obtained after hydrolysis of the 

modified poly (a-dT) .poly (dA) dT) contained only one com- 

ponent which was the Dg compound we recovered from the 

modified DNA. Indeed, the retention time and A values 

were exactly the same and the two isolated Dg compounds 

(either from modified poly(dA-dT).poly(dA-dT) or from 

modified DNA) comigrated in HPLC. 

As we previously mentioned, Dl and Dg are quinoline- 

adducts. We previously ckecked the reactivity of the four 

deoxyribonucleosides with Ac-4HAQ0 and we showed that any 

reaction was obtained with deoxycytidine and deoxythymidine 

when positive reaction was obtained with deoxyguanosine 

and deoxyadenosine (1). Moreover in their previous works 

about the NQO-adducts, Ikegami et u t .  (10) and Tada and 

Tada (19, 20) indicated that 4 - m  reacted preferentially 

.with guanine andjadenine in nucleic acids in v i v o .  So, we 

can claim that Dl is a guanyl- adduct, we call dGuo-2-AQO 

and that D3 is an adenyl adduct we call dAdo-AQO. 



DISCUSSION 

In this study an important observation was done : 

the main NQO-adducts (the dGuo-C8-AQO, the d~uo-2-~~0and 

the dAdo-AQO) which are formed on i n  v i v o  4-HAQO-modified 

DNA are recovered from the i n  vitae Ac-4-HAQO-modified DNA. 

The i n  v i v o  system we used (ascite cells) is open to 

criticism. Nevertheless, in terms of metabolisation of 4NQ0, 

the fact that the same three main adducts were recovered 

£rom this i n  v i v o  system and from the i n  v i t t o  material 

is strengthening the choice of Ac-4-HF\CO as a ultimate 

carcinogen mode1 in Our studies of chemical carcinogenesis 

by 4-NQO. 

Another important feature is the identification of 

the two hydrolysis products arising prom the decomposition 

of the dGuo-C8-AQO during enzymatic hydrolysis. With regard 

to the total radioactivity of the modified DNA, these two 

compounds were recovered as about 16 % ( i n  v i t h o )  and 

2 0  % ( i n  v i v o ) .  This finding explains the fact that the 

percentage of dGuo-C8-AQO (13 % )  was under-evaluated when 

determined £rom an enzymatic hydrolysis, as compared to 

the determination we recently made from a spectrophoto- 

8 metric titration of the C -guanyl adduct on a non-hydro- 

lysed modified DNA (6). Using this spectrophotometric 

determination we found that a modified native DNA and a 

modified single-stranded DNA contained respectively 30 % 

and 70 % of dGuo-C8-AQO. Taking in account the degradation 

of this adduct in its titration after enzymatic hydrolysis, 



we obtain the same values of 30 % and 70 %. The nature 

of the hydrolysis products of dGuo-C8-AQO may be discussed 

at the light of the results previously obtained by Kri-ek 

8 and Westra (12) with the C -guanyl adduct of amino- 

fluorene (AF). They observed its hydrolysis through the 

,guanine 7-8 bound at basic pH, in the presence of cationic 

ions such as H~++ and ~n++. The presence of alkaline phos- 

phastase in the medium increased the hydrolysis. Due to 

the chemical similarity between the ~ ~ - ~ u a n ~ l .  adducts of 

4-mand AF, an identical reaction may be hypothesize 

with dGuo-C8-AQO during its hydrolysis since it is per- 
++ 

formed in the same conditions (basic pH, Mg and alkaline 

phosphatase). Studies were carried out very recently in 

our laboratory about this problem, and effectively we 

identified an imidazole ring-opened form we called : 

r . o. dGuo-C8-AQO (2) . 
Let us now discuss about the origin of 4-AQO in the 

DNA hydrolysates. The presence of a quinoline derivative 

could be explained by different hypothesis. First it may 

be possible that before hydrolysis physical interaction 

between some material and DNA occurs (intercalated, in 

grooves etc ...) because of incomplete pürification of DNA. 

We tested this hypothesis by making a phenol extraction 

of the i n  v ~ $ & o  Ac-4-HAQO modified DNA after the extensive 

ethano1 precipitations (see MATER IALS AND METHODS) . 
No release of 4-AQO was observed in the phenolic fraction. 

This result excluded the hypothesis of an incomplete 



purification of DNA but waS reminiscent of a decomposi- 

tion of the guanine adducts during and after the enzy- 

matic hydrolysis with breaking of the quinoline-base gond. 

In their investigations on the NQO-adducts ~ a d a  and Tada 

(19, 20) showed that there were three guanine. adducts, 

one of them being very quickly decomposed during the che- 

mica1 hydrolysis of their modified DNA, leading to a 

release of 4-AQO. Though our hydrolysis conditions were 

milder than these ones of Tada and Tada, it is possible 

that this phenomenon occured . It is also possible that 
more than one guanine adduct were decomposed to release 

4-AQO, during and after the enzymatic hydrolysis. For 

example, we think that after the enzymatic hydrolyses and 

during the chromatographfc P2 separation', some interactions 

with the Biogel P2 could lead to the emergence of degrada- 

tion compounds (4-AQO and others) which were then recovered 

in the different P2 fractions. We rapidly tested this 

hypothesis by making a direct HPLC analysis of the total 

enzymatic hydrolysate of an i n  v i t h o  Ac-4-HAQO modified DNA. 

The 4-aminoquinoline 1-oxide was still detected but in 

a smaller amount, indicating a possible bad effect of the 

P2 column chromatography. 

By comparison between the amounts of the three adducts 

(evaluated by the intensities of the three HPLC peaks at 

365 nm) we observed that the dGuo-2-AQO seemed to be the 

major adduct formed on the Ac-4-HAQ~-modified DNA. The same 

direct HPLC analysis of an i n  v i t h o  modified poly(dG-dC). 



poly(dG-dC) indicated the presence on this polymer of 

the two main guanine-adducts : the dGuo-C8-4AQO and the 

 GUO-2-AQO. 

In conclusion we pointed out that Ac-4-HAQO is a 

very adequate mode1 to study the in v i t h o  carcinogenesis 

by 4-NQO. The decomposition of different adducts was 

8 elucidated [the C -guanyl adduct led to r.0. dGuo-C8-AQO ; 

one (or more) guanine- adduct (s) led to 4-AQO] . Moreover we 

established the existence of a second çuanine adduct, 

dGuo-2-AQO, which seemed to be a major one for i n  v i t k a  

modified DNA. The yield of the dGuo-2-AQO formation is 

secondary structure DNA dependent, like the dGuo-C8-AQO 

(7) but at the opposite a greater extent of this guanine- 

adduct was observed on the native DNA (6). In other words, 

the double helix facilitates its formation. The identifi- 

cation of the structure of the dGuo-2-AQO was just achieved 

in our laboratory and al1 the data we obtained about this 

adduct strongly support its -characterization as 3-(deoxy- 

guanosin-~~-yl)-4-arninoquinoline 1-oxide : dGuo-NL-AQO (8). 

We also investigated the structure of the dAdo-AQO. We 

showed that it is' the same compound than the adenine adduct 

@A II previously isolated by Kawazoe e t  ab. (11) but while 
1 

these authors proposed either the N or the N' of adenine 

Our data strongly support the structure of dAdo-AQO as the 

3- (deoxyadenosin-N~ -yl) -4-aminoquinoline 1-oxide : dAdo-NB- 

AQO (8). Chart 4 illustrates Our actual knowledge about 

the DNA-NQO adducts . 
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Chart 1. P2  minus 400 mesh t r i t i a t ed  e l u t i o n  p r o f i l e s  of 

t h e  DNA h y d r o l y s a t e s ,  i n  a 2  mM sodium c i t r a t e  b u f f e r ,  

pH 7. The flow r a t e  was 4  ml/hr ,  f r a c t i o n s  of 1 m l  were 

c o l l e c t e d  and t h e  r a d i o a c t i v i t y  was measured. a ,  i n  v i v o  
4 - ~ ~ [ 2 - ~ ~ ] ~ 0 - m o d i f i e d  D N A ,  wi th  0 . 0 2  % of modified b a s e s  ; 

1 m l  of  a  60 mM s o l u t i o n  was a p p l i e d  t o  t h e  column. b, i n  
V ~ ~ L O  ~ c - 4 - ~ ~ [ 2 - ~ ~ ] ~ 0 - r n o d i f i e d  D N A ,  w i th  2.5 % of mod i f i ed  

bases .  1 m l  of  a  3 mM s o l u t i o n  was a p p l i e d  t o  t h e  column. 

number 

number 



Chart 2. HPLC t r i t i a t e d  e l u t i o n  p r o f i l e s  of t h e  P 2  

f r a c t i o n s  A and D of  t h e  DNA h y d r o l y s a t e s .  c h r o m a t o g r a p h i e s  

were c a r r i e d  o u t  w i t h  l i n e a r  g r a d i e n t  ( d u r i n g  2 0  min )  from 

i w a t e r  t o  95 % methanol -water ,  c o l l e c t i o n  o f  a l i q u o t s  of  

0.5 m l  was made and  t h e  r a d i o a c t i v i t y  was measured.  Each 

t r i t i a t e d  peak  gave  abso rbance  s i g n a l s  a t  254 and 365 nm 

I a n d  was c h a r a c t e r i z e d  by i t s  r a t i o  A o f  t h e  a b s o r b a n c e  a t  

1 t h e s e  two wave leng ths .  a and c ,  P, f r a c t i o n s  A and  D of 
4 

i n  v i v o  4 - ~ 2 4 [ 2 - ~ ~ ] ~ 0 - m o d i f i e d  DNA ; b and  d, P2 f r a c t i o n s  A 

and  D of  i n  v i i a o  ~c-4-~1[2-~~]~0-modified DNA.  



(----) Methanol ( '/O ) 

c-OL' W d û  Pale!l!Jl 

(- -- -) Met han01 ( O/* ) 



Chart 3. HPLC e l u t i o n  p r o f i l e s  o f  t h e  P2 f r a c t i o n s  D 

o f  h y d r o l y s a t e s  of i n  v&zo modified-DNA and p o l y n u c l e o t i d e s  : 

a b s o r b a n c e  d e t e c t i o n  a t  365 nm. Chromatographies  w e r e  c a r r i e d  

o u t  w i t h  l i n e a r  g r a d i e n t  ( d u r i n g  2 0  min)  from w a t e r  t o  95  % 

methano l -wa te r .  Each peak was c h a r a c t e r i z e d  by i t s  r e t e n -  

t i o n  t ime R t  and i t s  r a t i o  A .  a ,  DNA w i t h  2 . 5  % o f  modi- 

f i e d  b a s e s  ; b, p o l y  (dG-dC) .poly(dG-dC) w i t h  3 . 3  % o f  modi- 

f i e d  b a s e s  ; c ,  poly(dA-dT) . p o l y ( d ~ - d T )  w i t h  2 % of  m o d i f i e d  

b a s e s .  





Chart 4. Chernical s t r u c t u r e s  of the  main  actually known 

DNA-NQO adducts. a : dGuo-CE-AQO ( l ) ,  b : r . 0 .  d ~ u o - C 8 -  

AQO (2), c :  GUO-N2-AQO (8) , d : d~do-N6-AQO ( 8 ,  1 1 ) .  



d) Conclusion ---------- 
L'étude des  moddles acétyles  du 4HAQû a é t é  abordée au labora- 

t o i r e  par des approches dif férentes .  Nos ob j ec t i f s  é t a i e n t  de prouver que l e s  

lés ions  sur  l 'ADN produites hl v a 0  par l'Ac-4H-O é t a i e n t  identiques à 

c e l l e s  observables hl Vivo après act ion du 4NQO ou de son métabolite intermé- 

d i a i r e ,  l e  4HAQû. Cet ob jec t i f  a é t é  a t t e i n t .  Nous avons également pu proposer 

un mécanisme réactionnel,  permettant d'expliquer l a  formation des adduits  . Ce 

mécanisme f a i t  in te rven i r  l a  fonction acétoxy en posit ion 4 ; l a  fonction 

N-oxyde en posi t ion 1 joue également un r ô l e  primordial dans l a  formation de 

l 'agent  r éac t i f .  

L ' ident i f icat ion s t ruc tu ra l e  des composés de subs t i tu t ion  des 

bases par l a  quinoléine, e t  l e s  études conformationnelle~ de l'ADN modifié peuvent 

donc ê t r e  entrepr ises  à l ' a i de  du modèle acétylé  du 4HAQO. 

Le chapitre suivant déc r i t  l e s  travaux qui  ont permis de déter- 

miner l a  s t ruc ture  des principaux adduits formés sur  l 'ADN. 



CHAPITRE II - IDENTIFICATION STRUCTURALE DES CClWOSES DE 

SUBSTITUTION DE L'ADN par l'Ac-4HAQû 



Nous a l lons  décr i re  dans ce chapitre les r é su l t a t s  concernant 

l a  s t ruc ture  des  principaux adduits  obtenus su r  l 'ADN avec l'Ac-4HAQ0, Ces  

s t ruc tures  on t  été déterminées principalement à l ' a i de  des techniques de 

résonance magnétique nucléaire du proton e t  de l a  spectrométrie de masse. 

1) Le ~ G u o - C ~ - A ~  
= - - x i =  - 

L'étude de l a  r éac t i v i t é  de l'Ac-4HAQO avec l a  désoxyguanosine 

a permis de f a i r e  l a  synthèse de 1 'adduit dGuo-C8-AQO (dGIII) . Nous avons pu 

déterminer s a  s t ructure  ; ce composé correspond à l a  f ixat ion de l a  quinoléine 

su r  le C8 de l a  guanine. 

Les autres  adduits  (dGI, dGII, dAI e t  &II) déc r i t s  l o r s  de 

l ' a c t i on  de l'Ac-4HAQO su r  les nucléosides puriques sont obtenus avec des ren- 

dements t r è s  fa ib les  (environ 0,5 %) e t  il n ' a  pas été possible de poursuivre 

l ' i den t i f i ca t i on  de ces adduits  . 
Ce t r a v a i l  a f a i t  l ' ob j e t  d'une publication (voir  publication 

no 1, page 45) : 

Adducts from the  reaction of 0,O'-diacetyl o r  O-acetyl derivatives of t h e  

carcinogen 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide with purine nucleosides. 

Cancer Research , 1981. 

Le composé dGuo-C8-AQO e s t  également obtenu su r  l ' A D N  modifié 

par l'Ac-4HAQO ou l e  diAc-4HAQo. Cependant, l o r s  de l'hydrolyse enzymatique 

e t  en pa r t i cu l i e r  l o r s  de l ' a c t i on  de l a  phosphatase a lcal ine  (pH 8 ) ,  ce com- 

posé est ins table  e t  il s'hydrolyse (GALIEGUE-ZOUITINA e t  a l . ,  1983)- Nous 

avons abordé l a  s t ructure  de ce composé. 

2) Le ------------- r.0. dGuo-C8-AE ---------------- 
L' i n s t a b i l i t é  du cycle imidazole , en milieu basique, a v a i t  é t é  

décr i tepour  un cer ta in  nombre d 'adduits  sur  l e  (=8 de l a  guanine (SPODHEIM- 

MAURIZOT e t  a l . ,  1979a; KRIEK e t  a l . ,  1980 ; KADLUBAR e t  a l , ,  1980), mais 

également sur le N7 de c e t t e  même base (HERTZOG e t  a l , ,  1982). Ces composés 



semblent avoir une importance dans l a  cancérogénèse. Deux types de composés 

d'ouverture du cycle imidazole (r.0.) ont  été observés, s o i t  par rupture de 

la  l i a i son  C8-N7, s o i t  pa r  rupture de l a  l i a i son  C8-N9. Nous avons donc abordé 

l 'é tude de l a  s t ruc ture  du composé obtenu à p a r t i r  de l ' incubation du 

dGuo-C8-AQO en milieu basique. Ces r é su l t a t s  sont actuellement soumis a l a  

revue Carcinogenesis (voir  publication no 4) : 

Structural  ident i f icat ion of the  purine ring-opened form of N-(deoxyguanosin- 

8-yl) -4-aminoquinoline 1-oxide . 

3) Iie _ - _ _ _  dGu~N2-Ag ---- ----- 
L'hydrolyse enzymatique de l 'ADN modifié & v h  par  l'Ac-4HAQO 

a montré la présence d'un deuxième adduit formé su r  l a  guanine : dGuo-N2-AQO 

(publication no 3). En hydrolysant de grandes quant i tés  d'ADN modifié, nous 

avons pu préparer une quant i té  suff isante  de ce t  adduit  pour en déterminer l a  

s t ructure .  Ce composé correspond à l ' a t t aque  du carbéniun sur  le  N~ de l a  

guanine. 

6 4) IR dAdo-N -A@ --------- ----------- 
C e t  adduit a é t é  préparé de l a  même manière que le ~GUO-N2-AQO, 

par hydrolyse de grandes quant i tés  d'ADN modifié, Sa s t ruc ture  correspond à 

l ' a t t aque  du carbénium s u r  l e  W6 de l'adénine. Ce composé e s t  retrouvé à un 

f a i b l e  taux dans l'ADN v h h 0  e t  & V - ~ O ;  il e s t  le  même que ce lu i  proposé 

en 1975 par KAWAZOE e t  a l .  

Le t r ava i l  effectué sur  ces deux adduits  e s t  actuellement sou- 

mis pour publication à l a  revue Cancer Research (publication no 5) : 

2 6 
N -guanyl and N adenyl aryla t ion of DNA by the  ult imate carcinogen of 4-nitro- 

quinoline 1 -oxide . 
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Aïkaline pH treatment of N-(deoxyguanosin-8-yl-4-aminoquinoline 1-oxide 

foms t m  quinoline derivatives. The two compounds were analyzed together by 
1 

mass and 500 MHz H-n.m.r. spectroscopies and were identified as two 7,8-gua- 

nine ring-opened rotamers : 1- ( 1 ' -deoxyriboside) -1 - r6- ( 2,5-diamino-4-0x0- 

pyrimidinyl)'] -3- (4-quinolinyl 1-oxide) urea, 

Abbreviations : Ac-4-HAp, 4-acetoxyaminoquinoline 1-oxiàe ; 4-NQO, &nitro- 

quinoline 1-oxide ; h.p.l.c,, high performance liquid chromatography ; n.m.r., 

nuciear magnetic tesonance ; r .o. dGuo-C8-AQO, 1- ( 1 l-deoxyriboside) -1 -[6- (2,s- 

diamino-4-0x0-pyrimidinyl)] -3- (4-quinolinl 1-oxide) urea ; dGuo-C8-AQO, 

N-(deoxyguanosin-8-y1)-4-aminoquinoline 1-oxide. 



Previous s tud ies  i n  Our laboratory s h e d  t h a t  the  carcinogen 

4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) binds covalently to DNA i n  vivo and t h a t  the 

4-acetoxyaminoquinoline 1 -oxide (Ac-4 'HAQO) consti tutes a qcmd mode1 f o r  the 

ultimate carcinogen of 4NQO ( 1,2) . The 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide ( 4-HAQO) 

w a s  considered a s  the proximate carcinogen by Shirasu (3).  Concerning t h e  NQO 

adducts, one s t ruc ture  was proposed for  an adenine adduct (4) and we pre- 

viously described a guanine adduct a s  the N-(deoxyguanosin-8-y1)-4-aminoqui- 

noline 1-oxide (dGuo-C8-AQO) (5). The l a t t e r  product was recovered a f t e r  enzy- 

matic hydrolysis of i n  v i t r o  Ac-4-HAQO-modified DNA and in  vivo 4-HAQO-modi- 

f i ed  DNA (5).  The amount of  dGuo-C8-AQO, spectroscopically determinad on non 

hydrolyzed DNA (6) represents 30 % of the t o t a l  bound carcinogen i n  the  case 

of i n  v i t r o  native modified DNA. Its i n s t a b i l i t y  interfered with its quanti- 

t a t i v e  determination i n  DNA (2,7) because decomposition occurs during enzy- 

matic hydrolysis and alkal ine phosphatase treatment a t  pH 8 (2) . 
The i n s t a b i l i t y  of N- (deoxyguanosin-8-yl -2-aminof luorene was 

a l so  described during enzymatic hydrolysis and alkal ine phosphatase treatment 

a t  pH 9 (8) and i n  aqueous solution a t  a lkal ine pH (9).  Kriek and Westra shoved 

t h a t  the  2-aminofluorene w d i f i e d  nucleoside was hydrolyzed i n  a lka l i ,  with 

formation of a 7,8-guanine ring-opened derivative (10). This imidazole ring- 

opened compound represented % 10 % of the C8 guanyl adduct i n  l i v e r  DNA of 

r a t s  t rea ted  w i t h  N-hydroxy-2-aminofluorene (11, 12). A pyrimidine der ivat ive 

was a l so  described with C8-adduct of N-hydroxy-2-naphhhylmne. In ,this case 

the hydrolysis occured through the 9,8-guanine bond and in  neut ra l  conditions 

(13). 

I n  t h i s  paper, the a lkal ine hydrolysis study of  dGuo-C8-AQO 

was car r ied  out. The s t ruc tu ra l  iden t i f ica t ion  of t he  ring-opened guanine 

compound is  presented. 

For this study dGuo-C8-AQO and Guo-C8-AQO were prepared as 

already described (5) .  Ultra-violet  absorption spectra  were recorded on a 

Cary 219 spectrophotometer. H.p.1.c. separations were carried ou t  on a Waters 

system consist ing of a u6K in jec tor ,  two 6000A pumps, a Model 660 solvent 

programmer and a Model 440 Dual-wavelëngth detector (254 and 365 mu). A Cl8 

11-Bondapak column was used, with a methanol/water l i nea r  gradient (during 

20 mn) from water t o  95 % methanol/water. Electron impact mass spectra w e r e  

recorded with a THOMSON THN 208, double focal isat ion : sample deposited on a 

filament with f a s t  heating (0.5 s, llO°C) and introduced in  ionization chamber. 



1 
H n.m.r. spectra were recorded i n  DM=-di a t  60 + 1' using a Bruker WM500 - 

spectrometer i n  the Fourier transform mode, Chemical s h i f t s  w e r e  given i n  

PPm using the solvant s igna l  (DMSO-d = 2.5 ppm) as a reference. Infrared 5 
absorption spectra  i n  Br  d iscs  were recorded w i t h  a I R  TF 7199 Nicolet spec- 

The k ine t i c  W study of alkaline treatment (pH 12) of dGuo-CE- 

AQû is shown i n  Figure 1. The absorption spectrum is time-dependent. A t  t = O 

it exhibi ts  a maximum a t  440 nm the intensi ty  of which decreases with t i m e  

and pa ra l l e l s  the a r i s ing  of a band located a t  365 nm. Two i sosbest ic  points  

a r e  observed a t  395 nm and 320 nm. 

This spec t ra l  change observed during t h e  ring-opening process 

was expected. Indeed the spectra  a t  pH 7 and a t  pH 12 of dGuo-C8-AQO exhib i t  

t h e i r  maxima a t  365 nm and 440 nm respectively. The l a t t e r  is due t o  the  ioni- 
6 zation of the  Ni-O guanine bond which induces on the quinoline r ing such a 

delocalization e f f e c t  by charge t ransfer ,  vfa the  imidazole r ing (5).  In the  

ring-opened derivative,  t h i s  cannot be done ; then the spectrum of t h i s  com- 

pound exhibi ts  maxima a t  365 nm, t o  both pH 7 and 12, The half- l i fe  values of 

dGuo-C8-AQO a t  d i f fe ren t  a lkal ine pH solutions were calculated and are  pre- 

sented i n  table 1, The optimum pH for  the hydrolysis is near pH 10. W e  th ink  

t h a t  the  higher value of ha l f - l i f e  observed i n  NaOH 0 . 1 M  than in pH 10 is due 

to this charge t ransfer  and i n  this case the imidazole ring-opening should 

occur i n  t he  unionized form. As described by Kriek gnd WesWa ~ 5 t h  N-hydroxy-2- 

aminofluorene (IO), the  reaction is catalyzed by alkaline phosphatase and 

Mn2+ ions. W e  obtain a s imilar  r e s u l t  (Table 1) . This explains the  f ac t  t h a t  

the  percentage of dGuo-Ca-AQO was underevaluated when determined £rom an en- 

zymatically hydrolyzed DNA (2) . 
The h.p.1.c. chromatographic p ro f i l e  of dGuo-C8-AQO a f t e r  alka- 

l i n e  treatment shows the  presence of two compounds (Fig. 2) which exhib i t  

very s imilar  h.p.1.c. charac te r i s t ics  (retention time, r a t i o  A of the  op t i ca l  

dens i t i es  a t  254 and 365 nm). The s t ruc tura l  iden t i f ica t ion  was done w i t h  the  

two products together ; we ca l led  t h i s  products r ing opened dGuo-CE-AQO (r.0. 

dGuo-C8-AQO). By simili tude w e  ca l led  r.0. Guo-CE-AQO the similar hydrolysis 

adduct with auanosine. 
.# 

Because of some d i f f i c u l t i e s  we m e t  with r.0, dGuo-C8-AQO, the  

mass spectrometry study was carr ied out  with r ,o .  GUO-~8-4~0. Si lyla t ion gave 

a product w i t h  molecular ion a t  m/e  = 963 and 891 which were consistent with 

a r.0. Guo-C8-AQO with 7 and 6 s i t e s  available f o r  s i l y l a t i on  respectively. 



Guo-C8-AQO showed one less sites f o r  s i l y l a t i o n  and a moleculsic weight less 

18 (5).  These data suggested a purine ring-opened der ivat ive  obtained hy 

water hydrolysis giving a new poten t ia l  site of  s i l y l a t i on .  The i.r. spectra  

of dao-C8-AQO and r.0. dGuo-C8-AQO were compared. Tfie r ing  opened der ivat ive  

showed one additionna1 band a t  1770 cmm1. This wavenumber seems high f o r  a 

carbonyl band, however any o ther  interpretatiori  cannot be proposed. 

The proton n.m.r. spectra of r.0. dGuo-C8-AQO was recorded in 

DMSO-d and DMSO-d6 + DC2 (Fig. 3) .  The quinoline protons appear a s  a complex 6 
absorption band a t  6 = 7.5-8.5 i n  DMS0-d6, t h e  assignments of which a r e  ea s i l y  

The assignment a s  H-1' proton resonance of  two d i s t i n c t  quar- 

t e t s  around 6.35 and 5.65 ppm was obvious s ince the  coupling constants were 

calculated t o  be J(1 ' -2 ' )  = 5.6 Hz and J(1'-2") = 8.7 Hz i n  the two cases(see 

f ig .  3 ) .  These r e su l t s  strengthen the  hypothesis of t he  presence of two dif -  

fe ren t  forms of r.0. dGuo-C8-AQO (see h.,p, 1. c.) Kri\ek and We~Wei obberyed 

a l so  two chemical s h i f t s  o f  H-1' i n  the two probable steroisomers of pyrimidine 

derivative of N-(deoxyguanosin-8-y1)-2-aminofluorene (10). Recent data indi-  

cated t h a t  the  ring-opened 7-methylguanine e x i s t s  as  isomers with r e s t r i c t ed  

ro ta t ion  about the amide bond (14). We think t h a t  the  existence of rotamers 

about the  secondary amide bond may induce by the  carbonyl group o r  quinoline 

r ing  an important chemical s h i f t  of deoxyribosyl protons i n  the  two r.0. dGuo- 

C8-AQO forms. The exchangeable protons of the  deoxyribose (OH-3' and OH-5') 

appears a l so  a s  four resonance bands between 4.3 and 4.8 ppn. 

The protons below 7 ppm who disappear a f t e r  exchange i n  D O 2 
w e r e  a t t r i bu t ed  t o  the  NH (7.8 and 8.0 ppm) and NH (7.3 ppm) groups. The NH2 2 
absorption band corresponds probably t o  overlapping of both 2-NH2 and 5-NH2 

a£ pyrimidine ring. Indeed the  n.m.r. spectrum of r.0. dGuo-C8-AQO recorded 

a t  lower temperature (25O showed an upfield s h i f t  of t h e  two NH2 absorption 

band which zppears then c l ea r ly  a s  two broad absorption bands (see i n s e r t  

Fig. 3) .  

Since a l 1  of our r e su l t s  were i n  good agreement with an imida- 

zole ring-opening through the  7,8-guanine bond, the  following formula can be 

proposed f o r  the  r.0, dGuo-CE?-AQO. 



- 
1- ( 1 ' -deoxyriboside) -1- 16- ( 2  ,5-diamino-4-0xo-~~rimidin~l)] -3- (4-quinolinyl 

1 -oxide 1 urea . 

The biological  importance of  t h i s  purine ring-opened deriva- 

t i ve s  of aromatic amines has not y e t  been studied. Moreover i n  the  case o f  

a lkylat ing agents and a f la tox in  B the  persistence of these adducts i n  vivo 
1 ' 

may play a c r i t i c a l  role i n  the carcinogenesis (14, 15). 
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Rieaction conditions 1 
PH %(hl 

0.05 M sodium bicarbonate 8.8 1.5 

+ 0.16 mM Mn2+ maleate cornplex 8.8 O. 9 

0.05 M sodium bicarbonate 9.4 0.8 

+ alkaline phosphatase 9.4 0.6 

0.05 M sodium bicarbonate 10.5 0.6 

0.1 M sodium hydroxide 12.5 2.7 

Table 1 : Half-life values of the alkaline hydrolysis of N-(deoxyguanosin-8-yl) 

-4-aminoquinoline 1-oxide. 



Figure 1.  Evolution of ultraviolet absorption spectra of dGuo-C8-AQO during 

alkaline treatment a t  37' i n  NaOH 0.1 M. 



Time (min) 

Figure 2. h.p.1.c. chromatographic prof i le  of C8-deoxyguanosyl adduct after  

treatment a t  37O i n  NaOH 0.1 M during 4 hours. Two derivatives 

are present i n  the peak with a retention time o f  about 5.2 minutes. 
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ABSTRACT 

High qwnt i t ies  of chicken erythrocyte DNA were modified - in 

vitro by t h e  ultimate carcinogen of 4-nitroquinoline 1-oxide, the 4- - 
acetoxyaminoquinoline 1-oxide. Af t e r  enzymatic hydrolysis of t he  modif ied 

DNA, the  three main adducts were separated and isolated by semi- 

preparative HPLC : dGuo-ZAQO, dAdo-AQO, dGuo-C&AQO (S. Galiègue- 

Zouitina - et al, Cancer Res., in press). We previously identified dGuo-C&AQO 

as N-(deoxyguanosin-8-y1)-4-aminoquinoline 1-oxide (B. Bailleul - et a1,Cancer 

Research (1981) 41:4559-4565). In this paper the  structures of dGuo-2-AQO 

and dAdo-AQO were identified as the 3 - ( d e o ~ ~ ~ u a n o s i n - ~ 2 - ~ l ) - 4 -  

aminoquinoline 1-oxide and the 3-(deoxyadenosin-~6-yl)-4-aminoquinoline 1- 

oxide, respectively. 



INTRODUCTION 

I t  is c lea r  t h a t  during t h e  tumorigenesis process induced by 

chemicals, DNA const i tu tes  a cr i t ica l  t a rge t  (23) and t h e  knowledge of t h e  

a d d u c t s  s t ructures  seems t o  be helpfull in t h e  understanding of t h e  

mechanisms involved. The heterocyclic a romat ic  amine 4-nitroquinoline 1- 

oxide ( ~ - N Q o ) ~  is a potent  carcinogen (26) t h e  action of which is mediated by 

covalent  binding of its ult imate metaboli te to DNA (25,35). We proved in Our 

laboratory t h a t  t h e  4-acetoxyaminoquinoline 1-oxide (Ac-4-HAQo) 

const i tu tes  a very adequate  mode1 for  t h e  s tudy of t h e  carcinogenesis by 4- 

NQO (6, 1, 8). The conversion of Ac-4-HAQO t o  a quinoline-nitrenium ion 

and/or a quinoline-carbocation during its react ion with DNA was postulated 

by us (1) and by Kawazoe (13) and  strong support  for this mechanism was  

given by chemical  studies (4). We very recent ly  made t h e  evaluation of t h e  

main lesions induced on DNA in vivo and in v i t ro  by this carcinogen as t w o  

guanine-adducts and a n  adenine-adduct (8). 

l The abbreviations used a r e  : ,4-NQO, 4-nitroquinoline 1-oxide ; 4-AQO, 4- 

aminoquinoline 1-oxide ; Ac-4-HAQO , 4-acetoxyaminoquino~line 1-oxide ; d i  

Ac-4-HAQO, 0,01-diacetyl - 4 -hydroxyaminoquinoline 1-oxide ; HPLC, high 

performance liquid chromatography ; dCuo - C8-AQO, N-ideoxyguanosin - 8- 

YI)-4-aminoquinoline 1-oxide ; dCuo-NZ-AQO, 3-(deo~~~uanosin-~2-~l)- 4- 

aminoquinoline 1-oxide ; dAdo-N6-AQO, 3-(deo~~adenosin-~6-~1)-4- 

aminoquinoline 1-oxide ; Ado, adenosine ; Ac-4-HA[ 2 - 3 ~  R O ,  1 2 - 3 ~ ~ a b e l e d  

4-acetoxyaminoquinoline 1-oxide. AAF, acetyl,aminofluorene ; BP, 

benzo(a)pyrene. 



One of t he  guanine-adducts was previously identified in our laboratory 

as N-(deoxyguanosin-8-YI)-4-aminoquinoline 1-oxide ( d ~ u o - C t L ~ Q 0 )  

and was postulated t o  be formed through the nitrenium ion (1). This 

adduct is DNA-structure-dependent : i t  accounts for 30 W and 70 % of 

the  total  DNA modification for native and denaturated DNA, 

respectively (7). 

This paper is devoted t o  the  identification of the  chemical 

structures of the other guanine-adduct, dGuo-2-AQO, and of t h e  

adenine-adduct, dAdo-AQO, which were isolated a f te r  enzymatic hy- 

drolysis of great  quantities of Ac-4-HAQO-modified DNA. These two 

adducts were shown in other works from Our laboratory t o  depend on 

the DNA structure ; indeed dGuo - 2 - AQO is t he  major adduct on 

native DNA (8) and is practically inexistant on denatured DNA (6) ; at 

the  contrary, the single-stranded DNA structure favours the  formation 

of the adenine-adduct (6). Kawazoe - et al proposed in 1975 the  

structure of a NQO-adenyl adduct they called (QA11) as being the  3- 

ladenin- (~ i  or ~6)-~1)-4-aminoquinoline 1-oxide (15). W e  show here tha t  

QA11 and dAdo-AQO a re  corresponding t o  the  same adduct and we 

precise the binding of t he  quinoline ring on the ~6 of adenine moiety. 



MATERIALS AND METHODS 

CHEMICALS 

The carcinogen 4-NQO was obtained from Fluka AG (Buchs, 

~di tzer land) .  Ac-4-HAQO was prepared as previously described (1) from 

diAc-4-HAQû (14). The Ac-4-HA 1 2 - 3 ~ 1 ~ 0  was the  same as previously 

used (8). 1 3 ~  1 labelled Ac-4-HAQO was used t o  prepare t he  tri t iated 

adducts in order t o  perform the  partitionning experiments. 

The DNA from chicken erythrocytes was the  same a s  already 

used (8) and was a gift of PrMichel DAUNE. Al1 the enzymes (bovine 

pancreatic DNAse 1, snake venom phosphodiesterase, calf spleen phos- 

phodiesterase, alkaline phosphatase from calf intestine) were purchas- 

sed frorn Boehringer-Mannheim (F.R.G.). 

Preparation of the dGuo-2-AQO and dAdo-AQO adducts from in vi t ro 

Ac-4-HAQO-modi fied DNA. 

420 mg of chicken erythrocytes DNA (a solution of 0.75 mg/ml in a 2 

mM sodium c i t ra te  buffer, pH 7) were modified by the  ultimate 

carcinogen Ac-4-HAQO ( 4 % of modified bases) and enzymatically 

hydrolysed to nucleosides as previously described (8). The hydrolysate 

(total volume : 280 ml, 1,5 mg of hydrolysed material per ml) was 

directly appiied t o  a semi-preparative HPLC column ( ci Bondapack C18) 

with successive chromatographies of 2 ml hydrolysate. The HPLC 



chromatographic conditions were an  unlinear gradient methanoi-phos- 

phate/EDTA buffer (1.5 mM NaH2PO4, 0.4 mM EDTA, ~ ~ 6 1 ,  from 15 % 

during 12  min. t o  30  % methanol. We used a detection in absorbance at 

254 nm and 365 nm ; this l a t t e r  wavelength is characteristic of t h e  

quinoline ring . For each chromatography the  two adducts were 

collected and the  solvent was immediatly evaporated under vacuum. 

~ h e  purity of the  two compounds was checked by analytical HPLC 

chromatography on auBondapak C l 8  column, in t he  

methanoi-water conditions previously used (6,8). The buffer salt was 

then eliminated from the to ta l  preparation by a single semi-preparative 

chromatography in t h e  same conditions. Determination of t h e  amount 

of each adduct was performed by measurement of the absorbance at 

365 nm of each compound dissolved in water. (Thet365 nm values were 

about 7500 and 8000 for dGuo-2-AQO and dAdo-AQO, respectively). W e  

prepared about 55Oy of dGuo-2-AQO and about 250y of dAdo-AQO. 

Weak quantities of [ 3 ~ ]  labeled dGw-2-AQO and dAdo-AQO 

were prepared using the same  procedure, in order t o  perform the  

partitionning experiments which were carried out according to  the 

method of Moore and Koreeda (24). 

INSTRUMENTATION 

HPLC separations were carried out on a Waters system consisting of a 

U6K injecter, two 6000 A pumps, a Model 660 solvent programmer and 

a Model 440 dual-wavelength detector (254 nm and 365 nm). The 



determinations of radioactivity for t he  partitionning experiments were 

made using a Beckman LS 2800 scintillator counter. The absorption 

spectra  (normal and differential) were carried out using a Cary 219 

recording spectrophotometer, in t he  500 - 220 nm range. 1 ~ - N M R  

spectra  were resolved in DMSO-d6 at 60 5 l0 and at 20 - + l0 , , using 

a Bruker WM 500 spectrophotometer, in t he  Fourier Transform mode. In 

t h e  case of dGuo-2-AQO resolution enhancement was further achieved 

by multiplication of the original FID'S by an  unshifted sine-bel1 window. 

Spectra were calculated in the absolute value mode. Chemical shif ts  

a r e  given in ppm using the  solvant signal (DMSO-d6 = 2.5 ppm) as 

ref erence. 
The 252-Cf Plasma Desorption Mass Spectrometry (PDMS) was 

previously used in the field of nucleic acids (19) and of their molecular 

modifications by physical or  chemical agents (39). The 252-Cf PDMS 

apparatus we used has been described in a previous publication (19). The  

geometrical arrangement has been slightly modified and the californium 

source is now located behind the thin mylar target film on which t h e  

molecules a r e  deposited. Fission fragments from the source pass 

through the film and produce ions as i t  front surface. The positive (or 

negative) ions a r e  accelerated by a 7 t o  10 Kv accelerator voltage and 

t ravel  down a flight tube to  the  microchannel electron multiplier 

detector. The length of the  flight tube is adjustable from 23 t o  100 

centimeters. The times of flight spectra a r e  measured by means of 

standard nuclear electronics which include two timing discriminators, a 

one-start-multistop module (5), coupled with a multichannel analyser 

and t o  an  IBM computer so  that  t he  spectra can be stored on disk fo r  

subsequent analysis. 



Mass calibration is achieved by using peaks of H+, Na+, K+ 

present in the ioww part  of the mass spectra, and according t o  t h e  

expression : t ime = a&+ b. Mass spec t r i  presented here correspond t o  

a ~ 6 0  min. acculumation time recording, without background 

substraction, and with a 93 c m  flight tube length. In one case, a 53 c m  

length allowed dimer of molecular ion to  be observed. 

5 t o  10 fl of the  purified samples were dissolved in l O O u  1 of 

l ~ methanol and the  solution was evaporated on a thin aluminized mylar 

foil. 

The major ionisation mode in this technique appears t o  be a 

proton transfer and an ion-dipole attachment that give respectively 

(M+H)+ and ( M+X ) +, where X is an alkali ion. As t he  most naturally 

abundant is sodium, ions such as  ( M+Na )+, ( M+2Na-H )+ are of ten 

observed and characteristic of these spectra ( 21,20 1. 



RESULTS 

1) Isolation and preparation of t h e  two  DNA-NQO adducts, dCuo-2-AQO 

and  dAdo-AOO. 

After enzymatic hydrolysis t o  n u c l e o ~ i d e s  of t h e  Ac-4-HAQO - 
modified DNA, fractions of 2 ml of t h e  to ta l  hydrolysate w e r e  

submit ted to t h e  semi-preparative HPLC column. The char t  1 shows t h e  

elution profile obtained at 365 nm. The th ree  major well separated 

peaks were  corresponding t o  t h e  t h r e e  main adducts. Comparat ive  

HPLC analytical  chromatographies of t h e  th ree  compounds in t h e  

conditions where the  th ree  main adducts  were  already character ized (8) 

allowed us t o  assigne t h e  first  major peak as t h e  dGuo-2-AQO, t h e  

second major o n e  as t h e  dAdo-AQO and t h e  third as t h e  dGuo-C8-AQO. 

We also  recovered on this chromatographic profile t h e  4-aminoquinoline 

l-oxide, 4-AQO, which was recovered in Our precedent work (8). 

Another peak, w e  called I.H.M. (~ncomple te ly  Hydrolysed ~ a t e r i a l )  was 

assumed to b e  a mixture of di-orland tri-nucleotides and/or 

oligonucleotides containing t h e  carcinogen (6). The peak at RT = 21'30 

was a t t r ibued t o  a compound which was recovered f rom modified DNA 

and poly(dG-d~).poly(d~-dC) ; nothing is known about th is  compound 

(8). 

In regard t o  t h e  respective amounts  of t h e  th ree  main adduc t s  

t h e  elution profile indicated t h a t  t h e  dCuo-ZAQO was t h e  major 

adduct,  as already observed (8). Due to t h e  instability of t h e  guanine- 

adduc t  during t h e  enzymat ic  hydrolysis, pa r t  of it was degraded during 



its isolation. ïndeed, we studied by analytical HPLC the stability of t h e  

isolated dGuo-2-AQO in the  conditions of enzymatic hydrolysis : i t  

i appeared tha t  a f t e r  20 hours of incubation, par t  of the  adduct was 
I 

i decomposed. 

After being controlled in purity by analytical HPLC (see 

Materials and Methods) the two adducts were dried under vacuum and 

I submitted to chemical and spectroscopic analysis. 

II Identification of dCuo-2-AQO as 3 - ( d e o ~ ~ ~ u a n o s i n - ~ ~ ~ l ) - 4 -  

aminoquinoline 1-oxide (dCuo-N2-AQo). 

A first rapid investigation on this adduct was performed by 

absorption spectroscopy, in the quinoline ring band. Chart 2 shows the  

recording of the absorption spectra of the compound in acidic (HCI 

O.lN, pH 1.5), neutral (2mM sodium c i t ra te  buffer, p ~ 7 )  and basic 

(NaOH O.IN, pH 12.6) conditions, in the 500-300 nm range. These 

spectra were characteristic of the bound 4-aminoquinoline 1-oxide (4- 

AQo). Indeed the  maximum of the band which was centered a t  360 nm 

in neutral and basic conditions was totally shifted a t  330 nm, with a 

shoulder at 350 nm. This is characteristic of t he  4-AQO form and was 

previously described by Spgimura e t  al  (36) and Hoshino et al (9). - - 
The solvent partitionning between aqueous buffers and butanol- 

1, a t  different pH's (from 1 t o  11) was carried out  and Our results (Chart 

3) indicate that there  were two pKats corresponding t o  acidic and 

alkaline conditions, in fair agreement with the  lack of substitution on 

either t he  NI or  t he  0 6  atoms of guanine residue. By differential 

absorption experiments we observed tha t  for acidic pHts the ionizable 

species was corresponding t o  the alone ionization of the 4-amino group 

of the quinoline moiety. 



The mass spectrum of dGuo-2-AQO (Chart 4, a)  was carried ou t  

using 252-Cf Plasma Desorption Mass Spectrometry. The Table 1 gives 

t he  assignments of the peaks. Despite t he  extremely low stability of t h e  

adduct, molecular weight is ref lected in t h e  positive ion mass spectrum 

through the  formation of ions of m/z+= 426 , 448, 470 and m/z-= 424 in 

the  negative ionization mode (the negative spectrum is not shown). T h e  

major fragment ions a re  provided by the  breakage of the N-glycosidic 

bond, and loss of deoxyribose (m/z+ = 332 , 354 , 376 ) . 
Close t o  each of these ions , one can observe peaks tha t  a r e  16 uma  

below : such is t he  case of peaks m/z+ = 294 , 316 and 338 in t h e  

positive mode and m/z-= 292 in the negative mode. They correspond t o  

the loss of the oxygen atom of 4-AQO , a phenomenon which has been 

also observed in t he  252-Cf PDMS spectrum of another adduct , dGuo- 

C8-AQO. The guanine moiety is also observed ( m/z+= 174 , 196 , 218 ) . 
Three fragments ions ( m/z+ = 137 , 159 , 181 ) could be assigned t o  t h e  

deaminated guanine m6iety. Such a breakage which has been already 

observed in the case of other ~ z - ~ u a n ~ l  adducts ( 30,40 ) , though 

obtainea with a different desorption technique , may indicate t h a t  

guanine was substituted on the  exocyclic amino group ~2 . It  has t o  be  

noticed that  such a deamination is not observed in the PDMS spectrurn 

of f r ee  guanosine . The f a c t  that  the presence of complementary ions 

such a s  ( 4-AQO + NH + 2H )+ or 4-AQO alone is not observed is 

probably due t o  rearrangements or ultimate degradation. 



Complete s t ructura l  character izat ion was obtained from t h e  

IH-NMR study. (Char t  5, p a r t  a). Assignments were  based o n  

comparisons with NMR spec t ra  of 4-AQO (16) and  dGuo (30) in DMSO- 

d6.Firstly, one observes t h e  loss of two  signais : i) t h e  ~2 amino group 

prQtons of deoxyguanosine (expected at 6.37 ppm) and ii) t h e  C-3 proton 

of quinoline which is normally coupled in 4-AQO with t h e  C-2 proton. 

The NMR spectrum contains t h e  resonances of al1 t h e  protons of t h e  

molecule and thei r  assignments a r e  given Table II. The 3'OH and 5'OH 

protons were observed on t h e  spec t ra  recorded at 20') at 5.0 and 5.3 

ppm. (data not shown). 

These resul ts  and t h e  comments  added in Table II strongly 

support  t h e  characterization of dGuo-2-AQO as 3-(deoxyguanosin - N ~ -  

y1)-4-aminoquinoline 1-oxide. 

III Identification of dAdo-AQO as 3-(deo~~adenosin-~6-~l)-4- 

aminoquinoline 1-oxide (d~do-Nb-AQo). 

In the  s a m e  manner as for  dGuo-N2-AQO, t h e  recording of t h e  

absorption spectra  of t h e  adenine-adduct, in t h e  500-300 nm range in 

acidic, neutral  and basic conditions allowed us to observe t h e  4-AQO 

form bound t o  t h e  adenosine moiety (spectra no t  shown). 

Fsorn t h e  solvent partitionning of dAdo-AQO at di f ferent  pH's 

(from 1 to 11) t h e  lack of a n  ionizable species at alkaline pH was 

observed (Chart 3), with t h e  presence of a n  ionizable function at acidic  

PH* 

The  recording of t h e  differential  absorption spec t ra  as a 

function of pH (from 0.3 t o  7) fo r  dA, 4-AQO and  dAdo-AQO allowed u s  

t o  distinguish t h e  ionization of t h e  4-amino group of t h e  quinoline 



moiety and the  protonation of t he  N7 of adenine (spectra not  shown). 

The mass spectrum in the  positive mode of dAdo-AQO is shown 

in Chart  4,b and assignments listed in Table 1. They provide evidence of 

t h e  presence of this adduct. Molecular weight is clearly observed 

thrlpugh the  formation of ( M + Na )+ ion in the positive mode ( m/z+= 

432). As in  the  case of dCuo-N2-AQO, the  major fragment ions come 

from the breakage of the  N-glycosidic bond ( m/z+ = 292, 316 and 338 ). 

The loss of the oxygen atom of 4-AQO is observed on these fragment 

ions, in t he  positive ( m/z+ = 278 , 300 , 322 and 344 ) and in t h e  

negative ionization mode ( m/z- = 276 ). Adenosine and adenine 

moieties a r e  not seen. Three peaks ( m/z+ = 121 , 165 , 187 ) could be 

assigned t o  deaminated base ions , but this is t o  be considered with 

caution. This could indicate a substitution of the adenine moiety on i t s  

exocyclic amino group ~ 6 .  

Structural identification was achieved from the proton N M R 

study (chart 5, part b). Assignments were based on cornparisons with 

NMR spectra  of 4-AQO (161, Ado (37) and QAII (for the  quinoline 

protons only) which was an ( ~ 1  or ~ 6 )  adenine-adduct previously 

characterized by Kawazoe - et al (151, in DMSO- dg. Firstly, one 

observes t he  loss of two signals : i) the  N6-amino group protons of 

deoxyadenosine (expected at 7.28 ppm) and ii) the C-3 proton of 

quinoline with the loss of the  couplage with the Q C-2 proton. The NMR 

spectrum contained the resonances of al1 the protons of t he  molecule 

and their assignments a r e  given Table III. 

Taken together, Our da ta  and the comments added in Table III 

strongly support the characterization of dAdo-AQO as 3- 

(deoxyadenosin-~6-~l)-4-amino~uinoline 1-oxide. 



DISCUSSION 

This paper gave  t h e  s t ructura l  identification of two main  

adducts  of t h e  carcinogen 4-NQO, t h e  ~ * - g u a n ~ l  adduct  (dGuo-NZ- 

AQO) and t h e  ~ b a d e n y l  adduc t  (dAdo-N6-AQo). These two  compounds 

were  formed by fixation of t h e  nucleoside moiety on  t h e  C 3  of t h e  

quinoline ring and  this is i n  good agreement  with t h e  hypothesis of t h e  
a 

formation of rC3-quinoline carbocation as a react ive  in termediate  

during t h e  reaction of Ac-4-HAQO with DNA (1 , 4 , 13 ). Another 

adduct  (dCuo-C8-AQO) was  previously shown t o  be  formed through a 

nitrenium ion (1). As we showed very recently, these th ree  main adduc t s  

were  also recovered from i n  vivo-modified DNA (8). 

The formation of PJ6-adenyl adduct  in DNA was evidenced f o r  

d i f ferent  aromat ic  amines, ( 3 3  , 34 , 12 , 38 ) and some polycyclic 

hydrocarbons (29). As been  previously proposed fo r  t h e  ~ 6 - a d e n i n e  

adducts  of 2-naph&lamine (12) and N-methyl-4-amino-azobenzene (38), 

t h e  formation of this lesion could const i tu te  a promutagenic event d u e  

t o  t h e  possible tautomeric  equilibrium between t h e   am ami no and ~ 6 -  

imino structures. In t h e  ~ 6 -  imino form, t h e  rnodif ied deoxyadenosine 

could mispair with deoxycytidine, resulting in a transition mutat ion 

(A.T +G.C). 4-NQO is a potent  mutagentand even if t h e  mutations 

induced by this carcinogen have been shown t o  a f f e c t  rarely t h e  A.T 

s i t e s  (IO), due t o  t h e  weak percentage of adenine-adducts (about 10 %) 

i t  is not  impossible t h a t  such mispairing may account  for t h e  

mutagenicity of 4-NQO. 

In the  l a s t  few years, t h e  exocyclic nitrogen a t o m  ~2 of 

guanine has been shown t o  be  a major site of substitution in DNA by 

u l t imate  carcinogenic der ivat ives  of polycyclic hydrocarbons (22, 41) 



l and for one aromatic amine, the  N-OH-4-acetylamin0-4~-fluorobiphenyl . 

(17,181. Due t o  their persistence in target tissues (18, 38, 40) ~ Z - ~ u a n ~ l  

I adducts have been suggested t o  play a central role in the initiation of 

neoplasia. But although ~ Z - ~ u a n ~ l  subtitution by polyaromatic 

carcinogens might sterically interfere with normal base pairing i t  is not 

readily apparent how such adducts would cause direct mispairing and 

result in a mutation. Kadlubar hypothesised tha t  ~ Z - ~ u a n ~ l  substitution 

induces a conformational change of the  modified nucleoside from "antiw 

t o  "synw, which would permit mispairing with a n  opposite guanine during 

DNA replication and would explain the  carcinogen-induced 

transversions. (1 1). Since this mode1 was proposed in the case of t he  ~ 2 -  

guanyl-AAF and N ~ - ~ U ~ ~ ~ I - B P  adducts, it is not obviously universal. In 

t he  case of 4-NQO the mutations have been shown to  be largely G.C.+ 

A.T. transitions with also a few transversion-mutations (28, 31). 

Scribner - et a l  predicted the  blockage of the polymerase by ~ 2 - a d d u c t s  

during the replication of modified DNA (32). Very recently Yoshida - et 

a l  (42) showed tha t  the NQO-guanine adducts blocked the E.Coli DNA - 
polymerase elongation in  vitro, by three different rnanners (one 

nucleotide before the lesion, at position opposite and at one base 

beyond guanine). But ahy correlation with the structure of the guanine 

lesions was not  described by these authors. 

In conclusion we showed tha t  the  main lesion induced by 4-NQO 

in vivo and in vitro is a ~ Z - ~ u a n ~ l  adduct (50 %), the othew being a C8- 

guanyl adduct ( 2 3 0  %), a ~ 6 - a d e n y l  adduct ( - %10 %) and some minor 

compounds (10 %). Physicochemical investigations a re  actually initiated 

in Our laboratory to determine the  modification of DNA induced by 

each  of the adducts. For example, we very recently proved tha t  t he  N2- 

guanyl adduct impaired t h e  induction of the Z form, on a modified 

poly(dC-dC).poiy(dG-dC) (2). 



REFERENCES 
1. Bailkui, B., Galiègue, S., and Lwcheux-Lefebvre, M.H. ~ d d u c t i  f rom 

the reaction of O,O8-diacetyl or û-acetyl derivatives of the carcinogen 4- 

hydroxyaminoquinoline-1-oxide with purine nucleosides. Cancer  Res., 

41 : 4559-4565, 1981. 

2. Baiileul, B., Galiègue-~ouitina, S. and Loucheux-Lefebvre, M.H. 

Conformations of po ly(d~-d~) .po ly(dC-d~)  modified by t h e  O-acetyl 

derivative of the  carcinogen 4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide. Nucleic 

Acids Res., 12, in press, 1984. 

3. Della-Negra, S., Ginot, Y.M., Le Beyec, Y., Spiro, M. and Vigny P., Fas t  

heavy ions induced desorption mass spectrometry : future  applications in 

t he  a r ea  or  molecular modifications of nucleic acids induced by physical 

o r  chemical agents. Nucl. Instr. Meth. 198 : 159-163, 1982. 

4. Demeunynck, M. Contribution à l'étude du mode d'action d e  substances 

cancérogènes : réactivité d'esters d'oximes et d'hydroxylamines e n  sér ie  

quinoléine. Thesis, Lille (France), 1984. 

5. Festa, E. and Sellem, R., A multistop time-to-digital converter. Nucl. 

Instr. Meth., 188 : 99-104, 1981. 

6.  Galiègue-Zouitina, S., Bailleul, B. and Loucheux-Lefebvre, M.H. In vi t ro  

DNA reaction with an ultimate carcinogen mode1 of 4-nitroquinoline 1- 

oxide : t he  4-acetoxyaminoquinoline 1-oxide. Enzymatic degradation of 

t he  modified DNA, Carcinogenesis, 4 : 249-254, 1983. 

7. Galiègue-Zouitina, S., Bailleul, B. and Loucheux-Lefebvre, M.H. Guanyl- 

c8-arylamination of DNA by the ultimate carcinogen of 4-nitroquinoline 

1-oxide : a spectro,photometic titration. Analyt. Biochem, 138 : 454-457, 

1984. 



8. Galiègue-Zouitina, S., Bailleul, B. and Loucheux-Lefebvre, M.H. ~ i d u c t s  

from in vivo action of the  carcinogen 4-hydroxyaminoquinoline 1- 

oxide and from in  vitro reaction of 4-acetoxyarninoquinoline l-oxide with 

DNA and polynucleotides. Cancer Res., in press. 

9. Hoshino, H., Fukuoka, F., Okabe, K. and Sugimura, T. The metabolism of 

4-nitroquinoline l-oxide II. In vivo conversion of subcutaneously injected 

4-nitroquinoline l-oxide t o  4-aminoquinoline l-oxide and 4-hydroxyami- 

noquinoline-l-oxide in Rats. Gann, 57 : 71-74, 1966. 

10. Ishisawa, M. and Endo, H. Mutagenic e f fe t  of carcinogen 4-nitroquinoline 

1-oxide, in bacteriophage Tq. Mutat. Res., 9 : 134-137, 1970. 

11. Kadlubar, F.F. A transversion mutation hypothesis for chemical carcino- 

genis by N~-substitution of guanine in DNA. Chem. Biol. Interact. 31 : 

255-263, 1980. 

12. Kadlubar, F.F., Unruh, L.E., Beland, F.A., Straub, K.M. and Evans, F.E. 

In vitro reaction of the  carcinogen, N-hydroxy-2-naphtylamine, with 

DNA at the  C-8 and ~2 atoms of guanine and at the  ~6 atorn of adenine. 

Carcinogenesis, 1 : 139-150, 1980. 

13. Kawazoe, Y., Molecular Mechanism of chemical modification of Cellular 

nucleic acid bases by 4-hydroxyaminoquinoline l-oxide. Natl.Canc. Inst. 

Monograph, 58 : 183-184, 1981. 

14. Kawazoe, Y. and Araki, M. Studies on chernical carcinogens .V. O,Ot- 

diacetyl-4-hydroxyaminoquinoline l-oxide. Gann, 58 : 485-487, 1967. 

15. ~ a w a z o e ,  Y. Araki, M., Huang, G.F., Okamoto, T., Tada, Mit. and Tada, 

Mar. Chemical s t ructure of QAII, one of the  covalently bound adducts of 

carcinogenic 4-nitroquinoline l-oxide with nucleic acid bases of cellular 

nucieic acids. Chem. Pharm. Bull., (~okyo) ,  23 : 3041-3043, 1975. 



16. Kawazoe, Y., Ogawa, 0. and Huang, G.F., Studies on chemical 

càrcinogens - XVII - Structure of carcinogenic 4-hydroxyaminoquinoline 

1-oxide derivatives, Tetrahedron. 36 : 2933-2938, 1980. 

17. Kriek, E. On the  mechanism of action of carcinogenic aromatic amines 

.II. Binding of N-hydroxy-N-acetyl-4-aminobiphenyl t o  ra t  liver nucleic 

acid in vivo. Chem. Biol. Interact, 3 : 19-28, 1971. 

18. Kriek, E. and Hengeveld, G.M. Reaction products of the carcinogen N- 

hydroxy-4-acetylamino-4-f luorobiphenyl with DNA in liver and kidney of 

the rat. Chem. Biol. Interact., 21 : 179-201, 1978. 

19. Le Beyec, Y., Della-Negra, S., Deprun, C., Vigny, P. and Ginot, Y.M. 

Mass determination of molecules of biological interest by fas t  heavy ions 

induced desorption mass spectrometry. Revue Phys. Appl., 15 : 1631- 

1637, 1980. 

20. Mac Farlane, R.D., 252-Cf-Plasma desorption mass spectrometry, in 

"Biochemical applications of mass spectrometry". Chap. 38 : 1209-1 2 18, 

G. Waller Ed., 1980. 

21. Mac Fariane, R.D. and Torgerson, D.F., Californium - 252 Plasma 

desorption Mass Spectrocopy. Science, 191 : 920-925, 1976. 

22. Meehan, T., Straub, K. and Calvin, M. Benzo(a)pyrene di01 epoxide 

covalently binds t o  deoxyguanosine and deoxyadenosine in DNA. Nature 

( ~ o n d ) .  269 : 725-727, 1977. 

23. Miller, E.C. Some current perspectives on chemical carcinogens in 

humans and experimental animals : presidential address. Cancer Res. ,38 

: 1479-1496, 1976. 

24. Moore, P.D. and Koreeda, M. Application of the change in partition 

coefficient with pH t o  the structure determination of alkyl substituted 

guanosines. Biochem. Biophys. Res. Commun., 73 : 459-464, 1976. 



25. Nagao, M. and Sugimura, T. Molecular biology of t h e  carcinogen 4- 

nitroquinoline l-oxide. Adv. Cancer Res. 23  : 132-169, 1976. 

26. Nakahara, W., Fukuoka, F. and Sugimura, T. Carcinogenic act ion of 4- 

nitroquinoline l-oxide. Gann, 48 : 129-1 37, 1957. 

27. Phillips, D.H., Miller, J.A., Miller, E.C. and Adams, B. Structures of t h e  

DNA adducts  formed in mouse liver a f t e r  administration of t h e  proxima- 

te hepatocarcinogen 1'-Hydroxyestragole. Cancer Res., 4 l : 176-1 86  

1981. 

28. Prakash, L., Stewart, J.W. and Sherman, F. Specific induction of 

transitions and transversions of G.C base pairs by 4-nitroquinoline 1- 

oxide in  iso-1-cytochrome c mutants  of yeast. J. Mol. Biol., 8 5  : 51-65, 

1974. 

29. Rayman, M.P. and Dipple, A. Structure  and activity in chemical carcino- 

genesis. Comparison of t h e  reactions of 7-bromomethylbenz (a) anthra- 

cene and 7-bromomethyl-1,2-methylbenz (a) anthracene with deoxyribo- 

nucleic acid in vitro. Biochemistry, 12 : 1202-1207, 1973. 

30. Robertson, K.A. Alkylation of ~2 in deoxyguanosine by dehydroretrone- 

cine, a carcinogenic metabolite of t h e  pyrrolizidine alkaloid monocrota- 

line. Cancer  Res., 42 : 8-14, 1982. 

31. Rosenkranz, H.S; and Poirier, L.A. An evaluation of the  mutagenicity 

and DNA modifying activity in microbial Systems o*arcinogens and non 

carcinogens. J. Natl. Cancer Inst ., 62 : 873-892, 32. 

32. Scribner, J.D., Fisk S.R. and Scribner, N.K. Mechanisms of action of 

carcinogenic aromatic  amines; a n  investigation using mutagenesis in 

bacteria. Chem. Biol. Interact., 26 : 11-25, 1979. 



Scribner, J.D. and NAIMY, N.K. Reactions of esters of N-hydroxy-2- 

acetamidophenanthrene and adenine and guanine of DNA. Cancer Res., 

35 : 1416-1421, 1975. 

Scribner, N.K., Smith, D.L., Schram, K.H., Mc Closkey, J.A. and 

Scribner, J.D. Reactions of the  carcinogens N-acetoxy-4-acetamido- 

stilbene with nudeosides. Chem. Biol. Interact., 26 : 27-46, 1979. 

Sugimura, T. Carcinogenesis. A Comprehensive Survey : the Nitroquino- 

lines. Raven Press, New-York, 6 : 1-159,1981. 

Sugimura, T., Okabe, K. and Endo, H. The metabolism of 4-nitroquinoline 

l-oxide. 1. Conversion of 4-nitroquinoline 1-oxide t o  4-aminoquinoline 1- 

oxide by R a t  liver and hepatomas. Cancer Res., 26 : 1717-1 721, 1966. 

Townsend, L.B. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy in t h e  Study 

of Nucleic Acid components and certain related derivatives. in : Synthe- 

t i c  Procedures in Nucleic Acid Chemistry, Physical and Physicochemical 

characterization, 2 : 260-360, Zorbach W.W. and Tipson R.S., Eds, 1970. 

Tulüs, D.L., Straub, K.M. and Kadlubar, F.F. A comparison of the  

carcinogen-DNA adducts formed in ra t  liver in vivo af te r  administration 

of single o r  multiple dose of N-methyl-4-aminoazobenzene. Chem. Biol. 

Interact., 30 : 15-27, 1981. 

Vigny, P., Spiro, M., Gaboriau, F., Le Beyec, Y., Della-Negra, S., Cadet,  

J. and Voituriez, L., 252-Cf-Plasma desorption mass spectrometry of 

covalently bound nucleic acid adducts : Psoralen-nucleosides photoad- 

ducts. Int. J. Mass Spectr. Ion Phys., 53 : 69-83, 1983. 

Westra, J.G., Kriek, E. and Hittenhausen, H. Identification of the 

persistently bound form of the carcinogen N-acetyl-2-amino fluorene t o  

r a t  liver DNA in vivo. Chem. Biol. Interact, 15 : 149-164, 1976. 



41. Wiebers, J.L., Abbott, P.J., Coombs, M.M. and Livingston, D.C: Mass 

Spectral Characterization of t he  major DNA-carcinogen adduct  formed 

from the  metabolically activated carcinogen 15,16-dihydro-1 l- 

methylcyclopenta (a) phenanthren-17-one. Carcino'genesis, 2 : 637-643, 

1981. 

42. Yoshida, S., Koiwai, O., Suzuki, R. and Tada, Mar. A r r  est of DNA 

elongation by DNA polymerases at guanine adducts on 4-hydroxyamino- 

quinoline 1-oxide-modified DNA Template. Cancer Res., 44 : 1867-1870, 

1984. 

ACKNOWLEDCEMENTS 

We thank Professeur Ci. BISERTE 'for his constant help. 

W e  acknowledge C. DENIS for  excellent technical assistance, 

and S. DELLA NEGRA, Y. Le BEYEC, C. DEPRUN for the PDMS 

experiments. 



Table 1 - 252-Cf-Plasma Desorption Mass Spectrometry data  for  dCuo-2-AQO 
and d Ado-AQO. 

Quasi-molecular ions 
T M - H I -  
( M + H ) +  
( M + N ~ ) +  
( M + 2 ~ a - H ) +  
( 2 M + 3 ~ a - 2 ~ ) +  

Loss of deoxyribose : dRib. 
'( M -dRib. )- 

( M - dRib. - 16 )- 
( ivi - dRib. - 16 + 2H )+ 
( M - dRib. - 16 + H + Na )+ 
( M - dRib. - 16 + 2Na )+ 
( M - dRib. - 16 + 3Na-H )+ 

rase moiety : 0 
B + 2H + Na )+ 

Dearninated base 
( B - N H + ~ H ) +  
( B  - NH + 2H + Na )+ 
( B - N H + H + ~ N ~ ) +  
( B - NH + 3Na )+ 

(a) These peaks were observed with a 53 c m  flight tube lenght. 

(b) These assignments need t o  be confirmed by another mass spectrometry da t a  set. 



l ~ Table II. NMR study of dGuo-N2-AQO. 

Assignments 
Chemical  shifts  (Q means quinoline) Multiplicity (f) 

( P P ~ )  iC means guanine) 

Q-CZH (a) 
Q-C8H (b) 
Q-C5H (b) + C - N ~ H  (d) 
G-C8H (el 
Q-C7H (D) 
(2-C6H (b) 
Q-4NH2 (dl 
H 1' 
14 3' 
H 4' 
H 5' o r  5" 
H 5" o r  5' 
H 2' o r  2" 
H 2" o r  2' 

(a) non-exchangeable proton. I t  is expected at 8.12 pprn in 4-AQO (16) but  
it is shifted downfield t o  8.83 ppm because of t h e  presence of t h e  guanyl 
substi tuant.  The signal is broad due  t o  t h e  quadrupolar e f f e c t  of N2. 

(b) The chemicai shift  of this quinoline proton is very near t o  this o n e  
observed in 4-AQO (16). 

(CI The intensity of this band is about two fold tha t  this expected for  o n e  
p ro ton '  (see  for example t h e  Q-C8H resonance at 8.49 pprn). This signal i s  in 
fact a n  overlapping of t h e  resonances of two protons, and we observed t h a t  
o n e  of them was exchangeable. We think i t  is t h e  guanyl N~ proton s i n c e  
t he  c y c l i c  NI-H peak, expected near 10-11 ppm (30) is generally broader 
than  t h e  resonance observed here. This assignment, in addition t o  t h e  
absence of t h e  2-NH2 signal o f  guanine give undoubtly the s i t e  of substi- 
t u  t ion as t h e  exocyclic aminogroup. 

(dl exchangeable protons. 

(el The  s a m e  chernical shift is observed for t h e  dGuo-C8 proton (30). 

(f) s, s ingle t  ; m ; multiplet. 
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Table III. NMR study of dAdo-N6-AQO 

Assignments 
Chemical  shifts (A means adenine) 
( P P ~ )  (Q means quinolinel 

Multiplicity (e) 

(a) This proton is expected a t  8.12 pprn in 4-AQO (16) but i t  is shifted downfield t o  
8.59 pprn due' t o  the presence of t h e  adenyl substituant. Exactly t h e  sarne shi f t  was  
observed for QAII (15). 

(b) The chemical  shift of  this quinoline proton is very near t o  those  of 4-AQO (16) and  
exact ly  t h e  s a m e  as in QAII (15). 

~ (cl The s a m e  chemical shi f t  is observed for t h e  dAdo C 8  proton (37). 

(d) These assignments indicate t h a t  t h e  substitution occurs at N6 of adenine. We 
compared t h e  chernical shift  of t h e  C2H proton (8.25 pprn) with t h e  values obtained 
for  th is  proton in the  case of I-rnethyl deoxyadenosine : 8.7 ppm, fmethyladenine : 
7.9 pprn and  ~ 6 - m e t h  ladenosine : 8.2 ppm, as i t  was made by Phillips et a l  (27) f o r  t t h e  study of another N adenyl adduct. Moreover NI  o r  N3 substi tuted adenine should 
lead t o  a n  irnino group on the  C 6  of adenine ( tautomeric  forms) and t h e  chemical  
sh i f t s  of such group are know t o  be  found near 9.5 t o  I I  ppm. These  two cornparisons 
led us t o  assigne t h e  signal at 8.32 pprn t o  a N ~ H .  

(el s, singlet  ; m, multiplet ; u, unresolved. 



Chart 1 : Seni-preparatives HPLC elution profile of 3 rrg of 

hydrolyzed-modified Di4 - Absorbante detection at 365 m. 

Chrmtographies w r e  carr ied out wi th an un1 inear gradient 

during 12 min fran a phosphate/EDTA buffer (1.5 rrM NaH2 Q, 

0.4 MI EMA, pH61 to 30 % methanol in the buffer, during 20 

min.The carpounds dGuo-2-A3 and W o - K g )  w r e  collected 

for each chrunatography and dried under vacuun. W obtained 

about 550 ug of dGuo-2-Kg) and about 250 u g  of dAdo-Kg). 



Chart 2 : W spectra of dGuo-N2-PQ3 adduct in 2dvi sodiun 

citrate buffer (pH 7.3 ; -1 or 0.1 N H Cl (pH 1.5 ; L.-.) or 

0.1 N NaM (pH 12.3 ; ---). 

The concentration wis : 5.6~1.gIml .  The extinction coefficients 

are : at pH 7.3,E 360 = 8000 ; at p~ 1.5 ,€ 336 = 6830 ; at pii 

12.3, £360 = 5300. 



Chart 3 : Partition of tritiated dCuo-2-PQ (H ) and tritiated 

dAdo-kQ3 ( a )  between aqueous buffers, pH 1-14 (24) and n- 

butanol. The percentage of each adduct in aqueous phase was 

deterrnined by counting 100 u 1 aliquots of the tritiated 

solutions. 



COUNTS 

Chart 4 : 252-Cf time of flight m s s  spectra in the positive 

ionization d e  of (a) ffio-2-PQ3, (b) dAdo-m. In the upper 

part of this spectrun, the scale is 6 times higher. The 

presence of each adduct is evidenced by observation of 

mlecular ions and characteristic fraglnent ions (see Table 1 ) .  



Cliart 5 : 500 hMz Mt spectra of dGuo-2-PEp (part a) and d~do- 

W (part b) in DvW - dg. Concentrations w r e  550~1 g in 0.3 

ml solvent for &O-2-iQ3, and 100 ii g in 0.3 ml for dAdo-K,p . 
I nie ,chmical shifts w r e  measured in ppn domfield fran the . 

iYviSû (resonance at 2.5 ppn). In the case of dGuo-2-lQ3, a 

resolut ion enhancanent calculat ion was used (see Mter ials and 

~ Methods). Assigmnts w r e  given in Table I I  for dGuo-Z-/UJ3 

and Table I I I  for dAdo-m. 





b) Le dosage des adduits sur 1'm -------------------------- 
Pour poursuivre le t r a v a i l  e t  en pa r t i cu l i e r  pour l e s  é tudes  

physicochimiques, il est important de connaître l e s  quanti tés r e l a t i ve s  de 

chaque adduit sur 1'ADPJ modifié hl v h  par  l'Ac-4WQO. Une méthode globale 

de dosage des adduits a é t é  proposée au laboratoire,  u t i l i s a n t  l a  spectro- 

photométrie d'absorption (GALIEGUE e t  al., 1980). Nous avons mis au po in t  

une méthode permettant de doser par spectrophotométrie l e  dao-C8-AW. 

Chacun des adduits dGuo-Ce-AQO, dGuo-N2-AQO et  dAdo-N6-AQO a été évalué pa r  

clhp après hydrolyse enzymatique de 1 'AW modifié, 

Dosage par spectr@otométrie d ' absoz t ion  de l 'adduit sur l e  C8 de l a  ===-- -=X==--LI====P=-I=-5======-===5%========== 

En u t i l i s a n t  une proprié t é  spectroscopique du composé 

dGuo-C8-AQO, nous avons pu mettre au point  une méthode de dosage de ce com- 

posé s u r  1'AIEJ. 

Le maximum de l a  bande d'absorption de cet addui t  e s t  s i t u é  à 

365 nm à pH neutre e t  à 440 nm à pH basique (Figure 3, A ) .  C e t t e  propr ié té  

peut é t r e  observée sur  l e s  polymères modifiés par l'Ac-4HAQ0, comme le montre 

l a  f igure  3. A l ' a ide  de ces spectres ,  il a é t é  possible de ca lcu le r  le taux 

de f ixat ion de l a  quinoléine sur  l a  C8 de l a  guanine, dans l'ADN modifié. La 

méthode de calcul  e s t  décr i te  dans l a  publication no 6 : 

~ u a n ~ l - ~ ~ - a r ~ l a m i n a t i o n  of MA by the ultimate carcinogen of 4-nitroquinoline 

1-oxide. A spectrophotometric t i t r a t i o n .  

Analytical Biochemistry, 1984 . 

Nous trouvons a in s i  que l e  dGuo-C8-AQO représente environ 30 % e t  70 % de l a  

modification t o t a l e  de ~ ' A D N ,  n a t i f  e t  dénaturé, Comme nous l e  décrivons, 

c e t t e  technique e s t  rapide e t  ne possède pas l e s  inconvénients de l 'analyse  

quant i t a t ive  des adduits après hydrolyse enzymatique ; cependant, s a  sensi-  

b i l i t é  ne permet pas de l ' u t i l i s e r  sur  de l 'ADN qui a é t é  modifié .& vLv0. 

2) Analyse quanti tat ive en clhp des t r o i s q r o -  
---------iI----i------------------i------------------------ 

lyse  enzymatique de l'ADN 
--=-4--==----------- 

L'hydrolyse enzymatique de l 'ADN modifié, u t i l i s é e  pour f a i r e  



l ' analyse  quant i ta t ive  des adduits, a é t é  employée de deux façons dif férentes .  

Une première approche a consisté à u t i l i s e r  les dér'ivés qui-  

noléiques marqds au tritium s u r  l e  carbone 2 du cycle, Cette technique ne 

nous a pas paru acceptable : en e f f e t ,  apriss les étapes de p u r i f i -  

ca t ion  de l 'ADN modifié, d'hydrolyse enzymatique e t  d'analyse en clhp, le 

p r o f i l  chramatographique obtenu en t r i t ium f a i s a i t  apparaftre un b r u i t  de 

fond correspondant a plus  de 20 % de l a  radioact ivi té  t o t a l e  appliquée à l a  

colonne de clhp. Devant l ' imprécision de t e l l e s  données, nous avons abandonné 

c e t t e  technique. 

Nous avons a lo r s  u t i l i s é  l e s  propriétés spectroscopiques des 

dér ivés  quinoléiques pour doser l e s  adduits. Nous avons déterminé leur  coef- 

f ic ient :  d 'extinction molaire ( C )  à 365 nm. Pour ce la  nous avons hydrolysé 

de 1 'ADN modifié par l'Ac-4HAQO tritié e t  avons pu r i f i é  chaque adduit  pa r  

clhp semi-préparative. On obt ient  : C365 dGuo-CU-AQû = 8200 + - 500 mole-'. 
- 1 -1 -1 

cm .1 ; C365 dGuo-N2-AQû = 7500 + - 500 mole .cm .1 ; C365 dAdo-N6-Am = 
-1 -1 

8000 + 500 mole .cm -1. Dans l e  cas de dGuo-C8-AQO, une valeur de C365 in-  - 
f é r i eu re  ava i t  é t é  obtenue précédemment (voir  publication no 6 ) .  Ce r é s u l t a t  

n ' e s t  pas surprenant : les deux méthodes de calculs  sont  d i f fé ren tes  e t  lo rs -  

qu'on u t i l i s e  un produit t r i t i é ,  l'échange isotopique in t rodui t  une e r reur  

s u r  l 'est imation des valeurs de C. On peut néannoins affirmer que l e s  C des 

t r o i s  adduits sont peu dif férents .  

Les nombreuses chromatographies (clhp semi-préparative) que 

nous avons é t é  amenés ii f a i r e  au cours de l a  préparation des adduits  

dGuo-N2-AQû e t  &do-N6-AQO , nous ont  permis de mettre en évidence, e t  ce de 

façon reproductible, que l ' addui t  dGuo-N2-AQû é t a i t  majeur pour l 'ADN n a t i f .  

Un de ces p r o f i l s  e s t  représenté sur  l a  f igure 4. 

Pour déterminer l e s  proportions respectives des t r o i s  addui ts ,  

nous avons f a i t  une intégrat ion des p ics  clhp (par découpage e t  pesée du pa- 

p i e r ) ,  Ces résu l ta t s ,  comparés à ceux obtenus en u t i l i s a n t  l a  mesure de l a  DO 

e t  l e  C a 365 nm de chaque fraction collectée,  ont  conduit aux estimations 

suivantes (+ 5 %) : - 
- dGuo-N2-AQû : environ 50 % 

- dGuo-CB-AQû : environ 25 % 

- dAdo-N6-AQû : environ 10 % 

Le p i c  s i t u é  au temps de rétention de 18 m n. représente une 

f rac t ion  d'oligonucléotides modifiés non hydrolysés e t  contient  également 



du 4AQO ; l'hydrolyse n 'es t  donc pas totale.  Cette fraction non digérée ad- 

ditionnée du 4AQO représente environ 15 % de l'absorption to ta le .  

L'évaluation quantitative à l 'a ide des surfaces des pics ap- 

pliquée à un ADN modifié hl vivo a donné le ré su l t a t  suivant : l e s  t r o i s  ad- 

du i t s  (dGuo-N2-AQO, dGuo-C8-AQO, dAdo-N6-AQO) sont obtenus avec des propor- 

t ions 3/2/1 respectivement. La figure 5 montre l e  p ro f i l  clhp de cet  hydro- 

lysak d'ADN. Les proportions re la t ives  des principaux adduits quinoléine-base 

sont donc peu différentes, & V& e t  v.&~o, du moins dans le système 

d 'asci te  que nous employons. 

Lorsque l a  réaction de l'Ac-4HAQO avec l'AIN na t i f  e s t  f a i t e  

& V& dans d'autres conditions de pH ou de température, l e s  t r o i s  adduits 

sont obtenus suivant des rapports sensiblement différents.  Par exemple à p H  

9,7 et à 4OC, l a  réaction s e  f a i t  préférentiellement sur l e  N 2  de l a  guanine 

(80 3 ) .  
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Figure 4 - P r o f i l  de c lhp seni-préparative d'un hydrolysat d'ADN modifie par  

l'Ac-4HAQû. Après réact ion avec l'Ac-4HAQ0, l'AIN e s t  p u r i f i é  par  des p réc i -  

p i t a t i o n s  successives à l ' é thano l ,  il e s t  ensui te  sounis à l ' a c t i o n  de l a  

DNase e t  des phosphodiestérases, puis  de l a  phos-atase a l c a l i n e  (voir  pu- 

b l i c a t i o n s  no 3 e t  no 5) .  L'hydrolysat e s t  analysé pa r  clhp, l a  détection 

e s t  f a i t e  à 365 nn. Les conpos6s sont  é l u é ~  avec lui gradient non l i n é a i r e ,  

t o u t  d'abord en tarapn ( 1,5  NaH2 PO4 , 0.4 n!l ELTA, pH 6) pendant 12 ninu- 

tes, puis dans le même tan-mn contenant 39 %de n6thanol. 
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Figure 5 - P r o f i l  de clhp semi-préparative d'un hycïrolysat A'AntJ e x t r a i t  d'une 
a s c i t e  (hépatome de ZAJDELA) t r a i t é e  au 4IIAQO. Ioy c e l l u l e s  sont lavées puis  
mises en survie  dans une b o î t e  NUNCLON 150 cn2 contenant 100 n1 de milieu 199E 
(Eurobio) additionné de 20 c: de sérurii de Veau foeta l .  Une heure apràs  l'ensemen- 
cement, l e  4UAW e s t  a jouté  dans l a  c u l t u r e  ii une concentration 3 x 1 0 - ~  M. Deux 
heures aprss  le trai tement,  l e s  c e l l u l e s  son t  centrifuqées,  l'Am e s t  a l o r s  ex- 
t r a i t  par l a  néthode de :lamur. Après p l i r i f ica t ion,  c e t  A;M e s t  soumis à l 'hydro- 
l y s e  enzynatique. L'hydrolysat obtenu est analysé par  détection de l ' absorp t ion  
à 365 nn, l a  ch rona tq raph ie  é t a n t  ef fec tuée  dans l e s  n ê m s  condit ions que pour 
l'ADN nodi f i é  i n  v i t r o  ( f ig .  4) .  
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Native and denatured DNAs and polynucleotides were modified by 4-acetoxyaminoquinoline- 
lsxide, the ultimate carcinogen of 4-nitroquinoline-l-oxide (4 NQO). The N-(deoxyguanosin- 
C"-y!)-4-aminoquinoline-I-oxide addua, the so-called "dG III," was quantihed on the DNA and 
on poly(dGdC) in absorption spectroscopy, by using a spectral propeny of dG III, Le., the 
variation of the absorption spectrum as a funaion of the pH. Using the "freedG III" absorption 
reference spectra. a simple graphic detennination of the percentage of dG III was established by 
recording the absorption spectra of the 4-acetoxyaminoquinoline-I-oxide-modified polymen. It 
was found that the dG 111 addua accounts for about 309b of the total modification in the case 
of native modified DNA and poly(dG-dC) and for about 70% in the case of denatured modi- 
fied DNA. 
KEY WORDS: carcinogen; 4-nitroquinoline-lsxide; DNA arylamination; absorption spec- 

troscopy: addua; titration. 

PUBLICATION no 6 

It is well known that interaction of the ul- 
timate metabolite of a chemical carcinogen 
with DNA constitutes a critical event and 
could be responsible for the careinogenesis by 
these substances (1). In the case of 4-nitro- 
quinoline-l-oxide (4 NQO)~ (see for reviews 
(2,3)), we proved that the monoacetyl denv- 
ative of 4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide, 
which is obtained from O.O1-diacetyl-4-hy- 
droxyaminoquinoline- 1 -oxide (4-7). consti- 
tutes a very attractive mode1 for the in itirro 
study of carcinogenesis by this ,compound 
(8,9). Concerning the NQO adducts, one 
structure was proposed for an adenine adduct 
(IO), and we recently described the synthesis 
of a guanyl-C8-arylamination product after a 
direct reaction between 4-acetoxyaminoqui- 
noline- l -oxide and deoxyguanosine ( 1 1 ). This 
adduct. which we called dG III, was recovered 

' To whom correspondence should be addreaed. 
' Abbreviation used: 4 NQO. 4-nitroquinoline-l-oxide. 

from DNA after enzymatic hydrolysis of in 
vitro 4-acetoxyaminoquinoline- l -oxide-mod- 
ified DNA (8) and in vivo 4 NQO-modified 
DNA ( 1  1). These results are strengthening the 
interest in dG III. Therefore, it seemed im- 
portant to evaluate the exact amount of C8- 
arylamination on the modified DNA. This was 
done by making use of a spectrophotometric 
property of the adduct dG III: at neutral pH, 
this compound exhibits an absorbance band 
centered a1 365 nm, which shifts to 440 nm 
at basic pH ( 1  1). lndeed at basic pH a depro- 
tonation of the guanine occurs, which leads 
10 an electronic delocalization on the quin- 
oline ring. This is accompanied by a bath- 
ochrome effect in the dG III spectrum. 

We propose here a rapid method for eval- 
uating the amount of dG III on native and 
denatured DNA and on polynucleotides. First 
we verified that this adduct alone was re- 
sponsible for the absorption spectrum using 
modified poly(dA4T) and modified poly A 
as references. Our results are compared with 

0003-2697184 S 3.00 
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those previously obtained after enzymatic hy- 
drolysis of the modified DNA. 

MATERIALS AND METHODS 

Reagcnrs. 4 NQO was obtained from Fiuka 
AG (Switzerland). 4-Acetoxyaminoquinoline- 
lsxide was prepared as previously descnbed 
(1 1). The DNA from chicken erythrocytes was 
the same as previously used (6,9). The poly- 
nucleotides poly(dG-dC) and poly(dAdT) 
were purchased from P-L Biochemicals. Poly 
A was obtained from Miles. 

Instrumentarion. The absorption spectra 
were recorded in the range 550-300 nm using 
a Cary 1 18 C spectrophotometer. 

Preparation of dG III adduct. dG III was 
prepared as previously described (1 1 ). 

Preparation of 4-acetoxj~aminoquinoline-l- 

l 
oxide-rnodificd DNA and polj~nucleotides. 
4-Acetoxyaminoquinoline- I -oxide-modified 
DNA was prepared as previously dexribed 
(8,9). The samples of native modified DNA 
have about 3% of modified bases and the sam- 
ples of denatured DNA have 3 and 6% of 
modified bases. 

Modified poly(dG-dC) (6% of modified 
bases), rnodified poly(dA-dT) (2% of modified 
bases), and modified poly A (3% of modified 
bases) were obtained in the same manner as 
for DNA, using the unlabeled 4-acetoxy- 
aminoquinoline- 1-oxide for the absorption 
spectroscopy study. For the determination of 
the molar extinction coefficients at 365 nm, 
three sarnples were also prepared in the sarne 
manner but with 3~-labeled 4-acetoxyamino- 
quinoline-1-oxide (8,9). The c36s values were 
deterrnined as previously described for the 
modified DNA (6). 

RESULTS AND DISCUSSION 

I.  Deteclion of the dG III  Addila on 
4-Acetosq~arnirtoqirinoline- 1 -oxide- 
Modifed DNA and Poly(dG-dC) 

The presence of the dG III adduct on the 
modified polymers was shown by recording 
the absorption spectra of 4-acetoxyamino- 
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quinoline- 1 sxide-modified native and de- 
natured DNAs and of modified poly(dG-dC) 
in media near neutrality and in alkaline media. 
These spectra were compareci with those of 
the nucleoside dG III adduct obtained in the 
same conditions from 550 to 300 nm (1 1). 
The c values of the nucleoside dG III adduct 
were calculated at 365 nm at neutral pH and 
440 nm at basic pH. We obtained 6220 liters 
mol-' cm-' and 9830 liters mol-' cm-', re- 
spectively. 

The spectra (not shown) of the modified 
native DNA, modified denatured DNA, and 
modified poly(dGdC) exhibit the same char- 
acteristics indicating the presence of dG III 
on the macromolecules. In the case of the 
native modified DNA and modified poly(dG- 
dC) in alkaline medium there is a shoulder 
only at 440 nm. Table 1 gives, for al1 the mod- 
ified polymers studied, the values of the ratios 
of absorbante at 440 and 365 nm in alkaline 
and neutral media, respectively. From the val- 
ues given in Table 1 we can conclude that 
adducts other than dG III-and especially the 
adenine adducts-do not absorb at 440 nm 
in alkaline media. That means that under this 
condition only dG III is responsible for this 
absorption band. 

II. Evalirafion o/fhe Percentage of dG III  
Adduct on the 4-Acefoxyaminoquinoline- 
1-oxide-Modified Polyrners 

For al1 the modified polymers, the absor- 
bance at 440 nm at alkaline pH, A?, refers 
only to the dG III adduct, whereas the ab- 
sorbance at 365 nrn at neutral pH, A:~', refers 
to dG III adduct and others. Therefore we can 
write 

A P S  = e$S.~T. /  

APO = III . [b-dG III] - 1  

in which c:6S and 6% 111 (expressed in liters 
mol-' cm-') represent, respectively, the av- 
erage c value at 365 nrn for al1 the adducts at 
neutrality and at 440 nm for the dG 111 adduct 
at alkaline pH, CT is the total concentration 
of bound carcinogen (expressed in mol li- 
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TABLE 1 

SPECTROPHOTOMETRK: DATA OF THE 4-ACETOXYAMINOQUINOUNE-I-~XIDE-MODI~ED POLYMERS 

Average 6"' Percentage of 
Modified poiymcn A?/A~'. (mol-' cm 1-') hound dG llld 

Native DNA . 0.48 
I 0.53 

Denatured DNA 

Poly A O 

Nucleoside-dû 111 adduct 1.6 

5500 +, 200 (6) 
Total adducts 

6200 t 200 (6) 
Total adduas 

6400*200 
Guanine adduas 

6ooOI200 
Adenine adduas 

5800 t 200 
Adenine adduas 

Ratios of absorbana at 440 and 365 nm of the direrent modified polymen in alkaline and neutral media, 
respectivel y. 

Molar extinction coefficient values at 365 nm at neutral pH of dilierent polymen. 
'The tM' value of the nucleoside-dG I I I  adduct. 
dTitration of the dG lil-adduct. 

ters-'), and 1 is the path length of the cell 
(expressed in cm). Combining the two equa- 
tions one obtains 

t4& Ill[b-dG III] 
tp5. c, 

440 
- Eb-dG III  -- X % b-dG III. 

tp 
This equation makes possible the determi- 
nation of the percentage of the dG III adduct 
bound to DNA (b-dG III). Indeed, and 
A?' are given by the expenrnental spectra re- 
corded at pH 12 and pH 7, respectively (Table 
1). tp5 at neutral pH was previously deter- 
mined (6). It is 5500 a 200 and 6200 + 200 
liters mol-' cm-' for the native modified and 
denatured modified DNA, respectively, and 
6400 + 200 liten mol-' cm-' for the modified 
poly(dG-dC) (Table 1). c" I I I  at pH 12 was 
assumed to be similar to the extinction coef- 
ficient of the nueleoside-dG III adduct, that 
is, 9830 liters mol-' cm-'. This hypothesis is 
likely a1 440 nm because we showed that it 

is acceptable at 365 nm at neutral pH. Indeed 
we have calculated the average value of the 
molar extinction coefficients cp5 for the ad- 
enine adducts (formed on poly A and poly(dA- 
dT) poly(dAdT)) and for the guanine adducts 
(formed on poly(dG-dC) . poly(dG-dC)). One 
observes (Table 1) that these values are almost 
the same as those of the total adducts on native 
and denatured DNA and of the nucleoside- 
dG III adduct. Therefore in al1 cases (native 
DNA, denatured DNA, poly(dG-dC)) we used 
the same value of 9830 for t" ,,, at pH 12. 
Moreover, we showed that after 5 min heating 
at 100°C of a native modified DNA (which 
leads 10 the denaturation of the double helix), 
the absorption spectrum obtained at basic pH 
exhibited a band at 440 nm with the same 
intensity as &fore denaturation. This means 
that the t" value is the same whether the 
structure of the polymer is single or double 
stranded. 

Thus we found that there is 70% of dG III 
on the denatured modified DNA, 28% on the 
native modified DNA, and 30% on the mod- 
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ified poly(dG-dC)(Table 1). These results have 
to be compared with those we have previously 
obtained after enzymatic hydrolysis of the 
4-acetoxyaminoquinoline- 1 -oxide-modified 
DNA (8). In the case of native DNA, only 
13% of dG III was recovered in the hydro- 
lysate, and in the case of denatured DNA, we 
found only 49% of dG III. These values were 
lower than those we obtained with the spec- 
troscopic determination and this is in agree- 
ment with our previous observations con- 
cerning the instability and the degradation of 
the dG III adduct during the enzymatic hy- 
drolysis (8). Obtaining a greater percentage 
of dG III in the case of the denatured DNA 
indicates that the secondary structure of 
DNA influences the formation of the adduct. 
Our results can be compared with those previ- 
ously obtained by Fuchs (12) in the case 
of Ar-acetoxy-N-2-acetylaminofluorene-mod- 
ified DNA, which also showed the influence 
of secondary structure of DNA on the for- 
mation of one adduct. In this case, the C-8 
guanyl adduct is a major adduct, and its extent 
is 100% on denatured DNA. In the same man- 
ner, in the case of acetoxyaminoquinoline-l- 
oxide-modified DNA the single-stranded DNA 
structure favors the reaction of the carcinogen 
on the C-8 ofguanine (70%), which is a chem- 
ically more reactive position. 
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c) Conclusion ---------- 
Les s t ructures  des t r o i s  principaux adduits  i s o l é s  sur l ' A D N  

modifié sont parfaitement en accord avec le mécanisme réactionnel du composé 

monoadtylé du 4HAQO. L'agent r éac t i f ,  l 'arylnitrénium, est en équi l ib re  

avec l e  carbénium en a (carbone 3 de l a  quinoléine) . Le ni t réniun a t taque l e  
2 C8 de l a  guanine, l e  carbénium le N de l a  guanine ou le W~ de l 'adénine. 

L'agent réac t i f  s e  f ixe principalement su r  le C8 de l a  guanine lorsque ce l le -c i  

n ' e s t  pas appariée (guanosine ou ADN d6naturé). Au contra i re ,  l a  forme car- 

b é n i n  réag i t  de façon plus  importante su r  l ' A D N  n a t i f  : le dao-N2-AQO e t  

le dAdo-NG-AQO représentent, à eux deux, environ 60 % de l a  réaction s u r  

l 'ADN double brin.  

Trois adduits  avaient également été obtenus par  d 'autres  au- 

teurs ,  après hydrolyse acide d'ADN m d i f i é  par  l e  4HAQ0, en présence de 

l'aminoacyl-tRNA synthétase (IKEGAMI e t  a l . ,  1970 ; TADA e t  a l . ,  1971 ; 1976). 

A ces t r o i s  composés s 'a joute  l e  4AQ0, que ces auteurs ont postulé  provenir 

de l a  d5composition d'un au t re  adduit ins table ,  formé avec l a  guanine. Il e s t  

en e f f e t  possible que le 4AQ0, que nous obtenons dans nos hydrolysats d'ADN, 

provienne d'un au t r e  adduit  guanine, mais nous n'en avons pas l a  preuve for-  

melle, 

L'équipe de TADA a récemment publié un dosage des quatre ad- 

du i t s  (YOSHIDA et  al . ,  1984) e t  v ient  également de montrer que l e  composé 

q u ' i l s  nomment QG1 correspond à 1' adduit dGuo-C8-AQO que nous avions i s o l é  

(TADA e t  al . ,  sous presse) , Ils n'ont pas, 3 l 'heure actuel le ,  proposé d'au- 

t r e s  s t ructures  d'adduits. Le tableau ci-dessous permet de f a i r e  une compa- 

raison entre l e u r s  r é su l t a t s  de dosage e t  l e s  nôtres. 

Résultats de 
1 'équipe de TADA 

Pourcentages 
obtenus 

Nos r é su l t a t s  

Pourcentages 
obtenus 

6 

QAI 1 

22.6 

dAdo-N6-AQû 

10 

S I  

16.4 

dGuo-C8-AQO 

25 

QG11 

47-3 

dGuo-N2-AQû 

50 

Q G I I I  
( 4AQO) 

13.7 

Autres 
(4AW 

15 



Actuellement aucun argument ne permet de dire que QG11 repré- 
2 sente  l 'adduft sur  l e  N de l a  guanine. S i  cela é t a i t  prouvé, nous pourrions 

d i r e  qw l'Ac-4HAQO indui t  sur l'ADN des lés ions  identiques à celles obtenues 

après activation du 4HAQO par  l a  séryl-tIWA synthétase. 

Tout récemment REDDY, M.V. e t  al., (1984) ont v i sua l i sé ,  à 

l ' a i de  d'une méthode t r è s  sensible de marquage au phosphore 32, 8 adduits  

s u r  ' l 'ADN e x t r a i t  de ce l l u l e s  de peau de Souris t r a i t é e  au 4NQO. Trois de 

ces adduits  sont obtenus en t r è s  f a ib l e  quanti té (environ 5 %), Parmi les 8 

composés détectés par ces auteurs,  nous pensons que cinq d ' en t re  eux pour- 

r a i e n t  correspondre à : dGuo-CB-AQO, dGuo-N2-AQO, &do-N6-AQO e t  aux deux 

composés d'ouverture du cycle imidazole. Dans ce laboratoire ils ont  en 

e f f e t  visualisé par  c e t t e  technique l e s  deux isomères du produit  d'ouverture 

du cycle purique obtenus dans le cas  de l'aminofluorène (GUPTA e t  a l . ,  1984) . 
Les 3 autres composés pourraient ê t r e  l e  (ou les) adduit(s)  dont l a  décompo- 

s i t i o n  conduit au 4AQO que nous avons visualisé.  Ce peut ê t r e  auss i  d 'autres  

adduits  mineurs, ou des produits  de dégradation d'un ou de plusieurs  adduits .  

Le rô l e  des composés de subst i tu t ion indui ts  par  l e  4NQO dans 

l a  cancérogénèse par  ce composé, n 'a pas é t é  étudié. Un cer ta in  nombre de 

remarques nous semblent cependant in téressantes  à formuler à ce niveau. 

Dans l a  p a r t i e  "Généralités" nous avons montré l e  r61e joué 

par  l a  fonction acétyle du fluorène dans l a  conformation de l 'ADN,  après 

f ixa t ion  du 2AAl? ou du 2N.sur l e  C8 de l a  guanine. Dans l e  cas du 4NQ0 le  

composé de subst i tu t ion de ce s i t e  ne peut ê t r e  acétylé. Il ne f au t  cepen- 

dant pas penser que l e s  propr ié tés  du dGuo-C8-AQO soient  analogues à c e l l e s  

du composé dGuo-C8-AF. En e f f e t ,  l e s  derivés du 4NQ0 d i f fè ren t  beaucoup de 

ceux du fluorène, par  l e  nombre de cycles e t  sur tou t  par l a  présence de l a  

fonction N-oxyde . 
L 'adduit dGuo-C8-AQO pourrai t  peut-être jouer un rô le  hl VLVO , 

pa r  l a  formation du composé d'ouverture du cycle imidazole . Nous n ' avons ac- 

tuellement aucune preuve de l 'exis tence hl U ~ V O  du r.0, dGuo-C8-AQO. I)e nom- 

breuses études permettent cependant d'émettre c e t t e  hypothèse, Le dérivé d'ou- 

ver tu re  en 8-9 de l ' addui t  de l ' a f la tox ine  BI pe r s i s t e  dans l ' A D N  hépatique 

e t  jouerait  un rô le  important dans sa  cancérogénèse (CROY e t  a l , ,  1981). De 

manière similaire,  le dérivé de subst i tu t ion du C8 de l a  guanine par l a  

2-naphtylamine, qu i  s'hydrolyse spontanément en dérivé de 8,9 ouverture du 



cycle,  est présent hl u.k~o dans l e  t i s s u  c ible ,  Il est également présent 

dans le foie  qu i  n ' e s t  pas un organe c ib l e ,  mais en quant i té  4 a 8 f o i s  in-  

fér ieure .  De plus,  c ' e s t  dans le t i s s u  c ible  que ce dérivé p e r s i s t e  le p lus  

longtemps WAlUE3AR e t  al. ,  1981a) . Enfin, 1 'existence .& v ivo  du composé 

d'ouverture du cycle de l 'adduit  dGuo-C8-AF a été montrée de deux manières 

d i f fé ren tes  : par  hydrolyse acide e t  analyse clhp (VISSER e t  a l , ,  1981) e t  

pa r  radio-immunologie (RIO e t  al . ,  1982). 
2 

Les adduits sur  le  N de l a  guanine sont souvent retrouvés 

dans le cas des amines aromatiques (HEMMINKI, 1983), e t  des hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (MEEHAN e t  a l , ,  1977). Dans l e  cas de l a  première 

c lasse  de composés, ces adduits  sont rarement majeurs, sauf pour l e  4-amino- 

biphényle (XRIEK e t  HENGEXEZD, 1978). Ces composés de subs t i tu t ion  ont peut- 

ê t r e  une importance biologique car  ils correspondent à une région d'apparie- 

ment des bases e t ,  de plus, ils sont souvent pers i s tan ts  i n  v i v o  (KRïEK e t  

HENGEVELD, 1978 ; TUUIS e t  a l . ,  1981 ; WESTRA e t  al . ,  1976) . Il  n ' e s t  ce- 

pendant pas évident de comprendre de quel le  manière ils pourraient cons t i tuer  

des lés ions  prémutagènes. KADLUBAR a proposé un modèle pour expliquer l'in- 

duction de mutations par transversion par  1'AAF e t  le benzo(a)pyrène au n i -  
2 

veau des adduits sur  l e  N de l a  guanine. C e t  auteur suggère que le passage 

en conformation syn de ces adduits  en t r a îne ra i t  un mauvais appariement de l a  

guanine modifiée avec une autre  guanine (KADLUBAR, 1980) . Ce modgle , s ' il 
peut ê t r e  vér i f ié  expérimentalement, n ' e s t  cependant pas universel .  

6 Les composés de subst i tu t ion du N de l 'adénine son t  plus  ra- 

rement formés. Citons pour les amines aromatiques l e s  exemples du phénanthrène 

(SCRIBNER e t  NAIMY, 1975), du s t i lbène  (SCRIBNER e t  a l . ,  1979) e t  de l a  

2-naphtylamine (KADLUBAR e t  a l .  , 1980) . Plusieurs auteurs ont postulé  que ces  

addui ts  pourraient avoir un rô le  dans l a  mutagénèse en induisant de mauvais 

appariements de l a  base modifiee (KADLUBAR e t  al . ,  1980 ; TULLIS e t  a l . ,  1981 ; 

PHILLIPS et al . ,  1981) . 

Le chapitre III e s t  consacré aux études physicochimiques e f -  

fectuées sur  l'Al15 (S. GALIEGUE-ZOUITINA) , l e  poly (dG-dC) .poly (dG-dC) 

(B. BAI-) modifiés par l'Ac-4HAQO. 



CHAPITRE: III - ETUDES CONFORMATIONNELLES DU POLY (dG-dC) .POLY (dG-dC) 

MODIFIE PAR l'Ac-4HAQO 



a) 2~40-4t~~-~!-~~li~-~bdIdCl:~o,1~-JdG:dCL-~dtf le-pa~llAc-4HAQo 

De nombreuses études concernant l a  conformation du poly (dG-dC) . 
poly , (dG-dC) modifié pa r  des cancérogènes e t  d 'autres  substances chimiques, 

l 

ont permis d'obtenir des r é s u l t a t s  in té ressan ts  concernant l a  géométrie de l a  

lésion. Reprenons rapidement l'exemple du N - A M .  Le changement de s t ruc ture  

du polymère (passage de l a  forme B à l a  forme 2) a parfaitement pu ê t r e  cor- 

r é l é  à l a  modification in f l igée  au niveau du l i e n  N-glycosidique base-sucre 

par le cancérogène (SAGE e t  a l  . , 1980 ; BROYDE e t  a l .  , 1 983 ; LENG e t  a l .  , 
1980 ; EVANS e t  a l . ,  1980), l a  technique u t i l i s é e  pour v i sua l i se r  le change- 

ment de conformation du poly (dG-dC) .poly (dG-dC) e s t  le dichroisrne circu- 

l a i r e .  Le changement de signe du s ignal  dichroxque en t r e  230 e t  300 nm corres- 

pond à l ' i nve r s ion  du sens d'enroulement de l ' h é l i ce ,  c'est-à-dire à l a  t r ans i -  

t i on  forme B-forme Z (POHL e t  a l . ,  1972 ; WANG e t  a l . ,  1979 ; ARNOTT e t  a l . ,  

1980). Le spectre  dichrolque au-dessous de 200 nm est également caractér is-  

t ique des hé l ices  d'enroulement d r o i t  e t  gauche (SUTHERLAND e t  a l . ,  1981) mais 

pour des raisons techniques nous n'avons pu u t i l i s e r  ce domaine spectra l .  

Nous avons abordé au laboratoire l 'é tude de l a  conformation du 

poly (dG-dC) .poly (dG-dC) modifié par l'Ac-4HAQ0, Une étude de s e n s i b i l i t é  à 

l'endonucléase S a également é t é  réal isée .  L'ensemble de ce t r a v a i l  e s t  d6- 1 
c r i t  dans l a  publication no 7, que nous reproduisons ci-après : 

Conformations of poly (dG-dC) .poly (dG-dC) modified by the  O-acetyl der ivat ive  

of t he  carcinogen 4 -hydro~~a~ inoqu ino l ine  1-oxide . 
Nucleic Acids =S., 1984. 

A l a  s u i t e  de c e t t e  publication nous reviendrons sur  ce r ta ins  po in t s  qui ,  pour 

des raisons de place , n'ont  pu ê t r e  évoqués dans l ' a r t i c l e ,  mais qu i  é tayent  

notre propos, 
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ABSTRACT 
Poly(dG-dC).poly(dG-dC) has been modified bv r e a c t i o n  wi th  4-acetoxv- 

aminoquinoline 1-oxide- (Ac-4 HAQû) , t h e  u l t ima te  carcinogen of 4-ni troquink- 
l i n e  1-oxide. The c i r c u l a r  dichroism (CD) s p e c t r a  of t h e  modified and unmdi -  
f i e d  polymers have been compared under va r ious  experimental condi t ions .  The CD 
s p e c t r a  were recorded i n  1 mM phosphate, 50 X (v/v) e thano l ,  3.8 M LiCl and 
95 X (v/v) e thano l ,  cond i t ions  i n  which poly(d~-d~).poly(dG-dC) adopts  t h e  B-, 
2-, C- and A-form respec t ive ly .  In  1 mM phosphate b u f f e r ,  poly(dG-dC).poly(dG- 
dC) modified by A c 4  HAQO seems not  t o  con ta in  reeions  i n  t h e  2 - f o n .  2-form 
induct ion could be prog;essively obta ined by t h e  a d d i t i o n  o f  e thano l  a s  f o l -  
lows : i n  t h e  buf fe r  wi th  about 30 % ethanol  the  modified polymer s t a r t e d  t o  
adopt the  Z s t r u c t u r e ,  wh i l e  40 XI o f  e thanol  i n  the  b u f f e r  was necessary f o r  
t h e  unmdi f i ed  polymer. I n  the  50 X ethanol-1 mM phosphate b u f f e r  mixture 
(v/v),  poly(dG-dC) .poly(dG-dC) was e n t i r e l y  i n  the  2-form whi le  poly(dG-dC). 
poly(dG-dC) modified by Ac-4 HAQO remained p a r t i a l l y  i n  t h e  B-form. 

Enzymatic d i g e s t i o n s  wi th  the  nuclease SI which is  s p e c i f i c  o f  the  s i n -  
gle-stranded DNA were c a r r i e d  ou t  i n  o rde r  t o  support t h e  modified poly(dG- 
dC). poly(dG-dC) CD s tudy  conclusions.  The r o l e  played by t h e  two major ad- 
duc t s  on t h e  conformational c h a r a c t e r i s t i c s  of modified polymer is d i scussed .  

INTRODUCTION 

Most and perhaps a l 1  the  chemical carcinogens, a f t e r  t h e i r  metabol ic  

a c t i v a t i o n ,  bind cova len t ly  t o  c e l l u l a r  macromolecules and i n  p a r t i c u l a r  t o  

DNA (1).  This event modif ies  the  n a t i v e  s t r u c t u r e  of DNA and such a modifica- 

t i o n  can be demonstrated by physico-chemical s t u d i e s .  Various authors  have 

proposed d i f f e r e n t  models f o r  r ep resen t ing  t h e  i n t e r a c t i o n  between DNA and 

carcinogens (2-5). , 

The discovery o f  another  n u c l e i c  a c i d  s t r u c t u r e ,  termed t h e  Z-form 

(6, 7) and some arguments about t h e  ex i s t ence  o f  the  2-form in v i v o  (6 ,  8)  

have been a s t imulus  i n  t h e  search f o r  the  b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  2-DNA. 

I n  p a r t i c u l a r  experimental condi t ions  i . e .  h igh S a l t  concen t ra t ion  o r  60 X 

alcohol  ( 9 ,  10) the  s y n t h e t i c  polymer poly(dG-dC) .poly(dG-dC) adopts  the  

2-form. The modified bases  can a l s o  f avor  t h e  induct ion o f  the  2-form as f o r  

example a f t e r  t h e  cova len t  binding o f  the  carcinogen N-acetoxy-N-acetyl-2- 
' 
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aminofluorene (N-AcO-AAF) t o  DNA a s  shown by Sage and Leng (11) and S a n t e l l a  

ILX d. ( 12).  I n  t h e i r  c a s e s  the  polymer u n d i f i c a t i o n  occur s  mainly on  t h e  C-8 

of  guanosine r e s idues ,  by i n  v h k ~  r e a c t i o n  between N-AcO-AAF and poly  (dG-dC). 

poly(dG-dC) (13), and i t  has been shown t h a t  i n  the  corresponding adduct  N- 

(deoxyguanosin-8-yl) acetyl-aminof luorene,  t he  deoxyribose p re  f e r e n t i a l l y  

adopts t h e  byn conformation (14, 15). I n  the  p resen t  work the  conformat ion o f  

poly(dG-dC) .poly(dG-dC) modified by t h e  chemical carc inogen 4 -n i t roqu ino l ine  

1-oxide (4  NQû) has  been cha rac te r i zed  by c i r c u l a r  d ichroism and by t h e  a c t i o n  

of t h e  s ingle-s t randed DNA s p e c i f i c  nuc lease  S I .  From non-enzymatic i n  v i a h o  
r e a c t i o n  between po ly  (dG-dC) .poly(dG-dC) and 4-ace toxyaminoquinoline 1-oxide 

(Ac-4 HAQO), a u l t i m a t e  carcinogen o f  4 NQO (16, 17). a modified poly(dG-dC). 

poly (dG-dC) has been ob ta ined .  

The HPLC a n a l y s i s  of t h i s  modified polymer a f t e r  enzymatic h y d r o l y s i s  

showed t h e  presence o f  two major guanyl adducts  (18). One o f  them has  been  
8 

i d e n t i f i e d  a s  N-(deoxyguanosin-C -yl)-4-aminoquinoline 1-oxide (16).  Th i s  

adduct i s  e a s i l y  q u a n t i f i e d  on the DNA and on the  poly(dG-dC).poly(dG-dC) by 

abso rp t ion  spect rometry  (19).  I t  was found t h a t  the  C-8 guanyl adduct accounts  

f o r  about  30 X of t h e  t o t a l  modif ica t ion i n  the  case  o f  n a t i v e  DNA and p o l y  

(dG-dC).poly(dG-dC) and f o r  70 X i n  t h e  case  o f  dena tu ra t ed  DNA (19). 

A comparison wi th  t h e  f luo rene  d e r i v a t i v e s  was i n t e r e s t i n g  t o  do i n  p a r t i c u l a r  

with t h i s  one ob ta ined  by N-OH-AF (1  1) r eac t ion ,  because i t  e x h i b i t s  s i m i l a r  

p r o p e r t i e s  a s  C-8 guanyl adduct of 4 NQO. 

MATERIALS AND METHODS 

Poly(dG-dC).poly(dG-dC) was purchased from P.L. Biochemicals. SI-endo- 

nuc lease  f rom h p e h g d h  o a y z a e  was ob t a ined  f mm Boeliringer Kannheim. 

Ac-4 HAQO vas syn thes i zed  from O, 0 ' -d iacety  1-4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide 

(20) a s  previously  desc r ibed  (16) .  

The r eac t ion  between Ac-4 HAQO and poly(dG-dC).poly(dDdC) was p e r f o r -  

med by two d i f f e r e n t  ways. The f i r s t  one i s  corresponding t o  the  method p re -  

v ious ly  descr ibed f o r  t he  modif ica t ion of  DNA a t  3 7 ' ~  (21) .  The second one i s  

the fo l lowing  : poly(dG-dC).poly(dG-dC) was r eac ted  wi th  Ac-4 HAQû a t  95OC 

which i s  a temperature where the  polymer adopts a s ingle-s  tranded conforma- 

t i o n .  Then the temperature  o f  the  s o l u t i o n  was g radua l ly  reduced t o  room tem- 

p e r a t u r e  and the p u r i f i c a t i o n  of  the  polymer c a r r i e d  o u t  a s  i n  (21). I n  some 

cases  two o r  th ree  success ive  incuba t ions  wi th  Ac-4 HAQO were perfonned i n  

o r d e r  t o  inc rease  t h e  y i e l d  of  t h e  r eac t ion .  We w i l l  r e f e r  t o  poly(dG-dC). 

poly(dG-dC) a f t e r  i t s  r e a c t i o n  wi th  Ac-4 HAQO a s  poly(dû-dC)-4 NQO ( 3 7 ' ~ )  o r  
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poly(dG-dC)-4 NQO (9!i°C) according t o  t h e  reac t ion  teoperature. 

The percentage of  g loba l  modified bases and o f  C-8 guanyl adduct was 

deduced from spectrometr ic  s t u d i e s  a s  previously  described (19, 22). 

HPLC ana lys i s  vas c a r r i e d  ou t  on a Waters system cons i s t ing  o f  a U6K 

i n j e c t o r ,  two 6000 A pumps, a Model 660 so lven t  programmer and a Model 440 

dual-wavelength detector.  

The sedimentation c o e f f i c i e n t s  of poly(dG-dC).poly(dG-dC) and 

poly(dG-dC)-4 NQO (37 '~;  7% of  modified bases)  were determined v i t h  a n  analy- 

t i c a l  u l t r acen t r i fuge  Beckman E type equipped with  a scanning device  (23). The 

Sedimentation coef f i c ien t s  i n  1 0 W  NaCl, 5mM Tris-HC1, pH 7.5 a t  1 6 ' ~  of un- 

modified and modified polymers a r e  11.9 and 12.9 S (: 0.2) respect ively .  

Ul t ra-viole t  absorpt ion s p e c t r a  were recorded with  a Cary 219 spectro-  

photometer and the c i r c u l a r  dichroism (CD) spec t ra  wi th  a Jobin-Yvon R.J. Mark 

III dichrograph. A l 1  s p e c t r a  were recorded with s o l u t i o n s  of i n i t i a l  o p t i c a l  

d e n s i t i e s  of  0.4 a t  260 nm. 

The hydrolysis and t h e  determinat ion of S1 e f f i c i e n c y  was performed as 

~ r e v i o u s l y  described (21). The s tandard mixtures (2.19 ml) containing t h e  va- 

r i o u s  polymers 1289 nmol of poly(dG-dC)-4 NQO o r  308 nmol of poly(dG-dC).poly 

(dG-dC) o r  430 nmol of un t rea ted  n a t i v e  DNA o r  430 nmol of un t rea ted  denatured 

DNA] and t h e  enzyme (350 u n i t s  of SI-nuclease) were incubated a t  3 7 ' ~ .  

RESULTS 

Reaction be tween Ac-4 HAQO and poly (dG-dC) . poly (dG-dC) 

The percentages of g loba l  modified bases and C-8 guanyl adduct obtained 

from spectroscopic  determination a r e  given Table 1. One observes t h a t  the  per- 

centage of C-8 guanyl adduct is  very dependent of the  reac t ion  temperature( l9) :  

a t  9 5 ' ~  it i s  th ree  times more important  than a t  37'C. This r e s u l t  was conf i r -  

med by the  HPLC analysis  o f  d i f f e r e n t  modified polymers a f t e r  enzymatic hydro- 

l y s i s .  

C i rcu la r  dichroism studv 

The c i r c u l a r  dichroism s p e c t r a  o f  poly(dG-dC) .poly (dG-dC) and d i f f e -  

r e n t  poly(dG-dC) .poly(dG-dC)-4 NQO samples (Table 1) were recorded i n  1 rd! 

phosphate buf fe r  (pH 7.2) i n  which inc reas ing  q u a n t i t i e s  of e thano l  were 

added. Figure 1 shows t h e  s p e c t r a  obtained f o r  poly(dG-dC).poly(dG-dC) and 

poly(dG-dC)-4 NQO (4.7% ; 9 5 ' ~ )  i n  b u f f e r  and i n  s o l u t i o n s  containing 34%, 

46 % and 58 % ethanol.  I n  1 mM phosphate b u f f e r  both s p e c t r a  -unmodified 

(Fig. 1A) and modified polymer (Fig. lB)- e x h i b i t  p o s i t i v e  and nega t ive  

bands centered a t  280 and 250 nm respec t ive ly  which a r e  c h a r a c t e r i s t i c  of  
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Table 1 .- PehcenXages ob m o d i b i e d  b a s e s  on p o t y  ldG-dC) .po ty (dG-dC)  modibLed 
b y  k e a d o n  with Ac-4 HA20 at 3 7 O C  and 9S°C* 

Percentage o f  Percentage o f  
T a  R~ global mo$f i e d  C-8 guanyl 

bases  adductd 

0 .O 1 0.6 

O .O5 2.2 

370C 0.5 
% 25 

5.2 

0.5 x 3 e  8.4 

0.02 0.7 

95°C O. 1 2.4 % 75 

1 4.7 

'T i s  t h e  r eac t ion  temperature.  
*R i ç  concen t ra t ion  o f  Ac-4 HAQO/concentration i n  phosphate i n  the i n i t i a l  

r e a c t i o n  mixture. 
'The percentage o f  g loba l  m d i f i e d  bases was obtained as  i n  r e fe rence  (22) .  
d ~ h e  percentage o f  C-8 guanyl adduct was obtained a s  i n  r e fe rence  (19) .  

The accuracy i s  i 5 X. 
e ~ h r e e  success ive  incubat ions  o f  Ac-4 HAQO with  poly(dG-dC).poly(dG-dC) 

were c a r r i e d  o u t  (see  t e x t  "Materials and Methods"). 

the  B-form s t r u c t u r e  (10). F igure  2 shows t h e  v a r i a t i o n  o f  t h e  e l l i p t i c i t y  

f o r  t h e  polymer modified a t  9 5 ' ~  and a t  3 7 ' ~  versus  percentage of e thano l  

(Fig. 2A and Fig. 2B). One observes ,  i n  phosphate buf fe r ,  a weak d i f f e r e n c e  

between poly(dG-dC).poly(dG-dC) and t h e  modified polymers. It cannot be a t t r i -  

buted t o  t h e  presence o f  Z-form i n  poly(dG-dC)-4 NQO. Its o r i g i n  w i l l  be d i s -  

cussed below. 

When ethanol  is added to  t h e  b u f f e r ,  t h e r e  i s  no s i g n i f i c a n t  modifica- 

t i o n  i n  t h e  CD s p e c t r a  of t h e  m d i f i e d  polymer up t o  an a l coho l  concen t ra t ion  

of 20 X (Fig. 2). I n  c o n t r a s t ,  i n  38 X a lcoho l ,  poly(dG-dC)-4 NQO (F ig .  1B) 

s t a r t s  t o  adopt the  Z-form a s  observed from the  decrease o f  the  290 nm posi-  

t i v e  band, and the  inc rease  o f  the  250 nm negat ive  band. I n  t h i s  cond i t ion ,  

the  u n m d i f i e d  p o l y w r  is e n t i r e l y  i n  B-form (Fig .  1A). 

I n  presence of 58 X a lcoho l  (Fig. 1A) , poly(dG-dC) .poly(dG-dC) adopts 

the  Z conformation (IO), t h a t  is  the  CD spectrum i s  nea r ly  an  i n v e r s i o n  o f  

t h a t  ob ta ined  without a lcohol  with a negat ive  band a t  290 nm and a p o s i t i v e  

one a t  270 nm (10). I n  t h e  same cond i t ions  t h e  poly(dG-dC)-4 NQO spectrum 

(Fig.  1B) does not  correspond t o  a Z-form CD spectrum. We have v e r i f i e d  t h a t  
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-2 - 
Ethinol [XI pl0 20 30 0 3 6  4 2 0 5 0  54@62 66 1 

240 260 280 300 h m  240 260 280 300 Anrn 

F i g u r e  1 .- C i r c u l a r  d i c h r o i c  s p e c t r a  o f  poly(dG-dC) .poly(dG-dC) (A) and p o l y  
(dG-dC)-4 NqO (9S0C) (B) i n  1 DM phosphate b u f f e r  con ta in ing  d i f -  
f e r e n t  percentages  o f  e thanol .  The r e fe rence  polymer was previous-  
l y  t r e a t e d  a t  9S°C, a s  the  modified polymer which i s  c h a r a c t e r i z e d  
by 4.7 X of  r m d i f i e d  bases and 75 7: C-8 p a n y l  adduct..The i n s e r t  
i n d i c a t e s  the  pe rcen tages  o f  e thano l  o f  t h e  d i f f e r e n t  s o l u t i o n s .  
For c l a r i t y ,  on ly  f o u r  s p e c t r a  were drawn f o r  t h e  fo l lowing e t h a n o l  
concen t ra t ions  : O X (-), 34 X (- -), 46 X (-.-) and 58 X ( S . . )  

e thano l  . 

i n  t h e s e  cond i t ions  the  i n d u c t i o n  of t h e  Z-form is n o t  dependent on time, by 

r eco rd ing  the  spectrum one hour  l a t e r  : i t s  shape remained i d e n t i c a l .  On i n -  

c r e a s i n g  the  percentage o f  a l coho l  the  i n t e n s i t y  o f  t h e  290 nm band dec reases  

(Fig .  2) .  A complete poly(dG-dC)-4 NQO B + Z t r a n s i t i o n  is not  observed wi th  

f u r t h e r  i n c r e a s e  i n  the  percentage of  a l coho l .  

We have a l s o  s tud ied  t h e  conversion f rom the  B-form t o  t h e  A andior  C- 

forms f o r  poly(dG-dC)-4 NqO i n  d i f f e r e n t  s o l u t i o n s .  Therefore ,  t he  CD s p e c t r a  

o f  poly(dG-dC).poly(dG-dC) and poly(dG-dC)-4 NQO (37OC) -correspondi.ng t o  5 % 

and 6 .5  X o f  modified bases- were recorded i )  i n  e thano l -buf fe r  mixture  con- 

t a i n i n g  95 % a lcoho l ,  cond i t ions  i n  which t h e  polymer adopts  an A-form confor- 

mation and i i )  i n  3.8 M LiCl which induces the  C-form conformation (24).  One 

obse rves  ( d a t a  no t  shown) t h a t  t h e  covalent  b inding o f  Ac-4 HAOO on poly(dC- 
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Figure  2.- Var i a t ion  o f  t h e  e l l i p t i c i t y  a t  290 and 250 nm o f  t h e  poly(dG-dC). 
poly(dG-dC) modified a t  37°C and 95°C a g a i n s t  the  percentage i n  
e thano l  i n  t h e  1 mM phosphate buffer-ethanol s o l u t i o n .  
A - Poly(dCrdC)-4 NQO ( 9 5 ' ~ ) .  Reference (-), 1.7 X (- -) and 

3.4 % (-.-) of  modified bases.  The C-8 guanyl adduc t  accoun t s  
f o r  75 X of  t h e  modified bases .  

B - Poly(dG-dC)-4 NQO (37'C). Reference (-), 3.7 % (- -) and 
6.0 Z (-.-) o f  modified bases.  The C-8 guanyl adduc t  accounts  
f o r  25 % o f  the  modified bases .  

dC) .poly(dG-dC) does n o t  h inde r  t h e  induc t ion  e i t h e r  of the A-fom o r  of  t h e  

C-form. Never theless ,  t he  r e l a t i v e  i n t e n s i t i e s  o f  the  bands depend upon t h e  

percentage o f  bound qu ino l ine  r e s idues .  

D i f f e r e n t i a l  c i r c u l a r  d ichroism 

Dif f e r e n t i a l  CD spec t r a .were  recorded f o r  d i f f e r e n t  poly(dG-dC)-4 NQO 

t a k i n g  poly(dG-dC).poly(d~-dc) a s  r e fe rence  i n  1 mM phosphate bu f fe r - e thano l  

mixture s o l u t i o n s .  

F igu re  3A shows t h e  d i f f e r e n t i a l  CD s p e c t r a  o f  poly(dG-dC)-4 NQO 

(95OC. 4.7 Z modified,  bases ) .  I n  phosphate b u f f e r  the  shape o f  t h e  d i f f e r e n -  

t i a l  spectrum i s  s i m i l a r  t o  a B-form spectrum. For 38 % e thano l  s o l u t i o n  t h e  

shape o f  t h e  d i f f e r e n t i a l  spectrum is  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  d i f f e r e n c e  s p e c t r a  

between poly  (dG-dC) . poly(dû-dC) i n  phosphate bu£ f e r  and i n  60 X e thano l  s o l u -  

t i o n .  This c l e a r l y  shows t h e  induc t ion  of  the  2-fom by the bound carc inogen.  

When more e thano l  is  added t o  the  s o l u t i o n  the  shape o f  the d i f f e r e n t i a l  spec-  

trum i s  i n v e r t e d  (Fig.  3A). 

Therefore ,  t h i s  d i f f e r e n t i a l  CD s tudy  was c a r r i e d  o u t  w i th  d i f f e r e n t  
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Figure  3.- D i f f e r e n t i a l  CD spect ra . [@I unmodif i ed  polymer minus [O] modified 
polymer l eaves  A[@]. 

A - D i f f e r e n t i a l  CD s p e c t r a  were recorded i n  1 mM phosphate buf-  
fer -e thanol  mixture  s o l u t i o n s  ; t h e i r  e x a c t  composition i s  
given b u t ,  f o r  c l a r i t y ,  only th ree  s v e c t r a  were drawn f o r  t h e  
fo l lowing e t h a n o l  concentra t ions  : 0 X (-), 3 a  X (- -), 46 X 
(-.-), 58 X ( . S . ) .  

B - D i f f e r e n t i a l  CD s p e c t r a  i n  38 % e thano l  f o r  d i f f e r e n t  modified 
poly(dG-dC) .poly(dG-dC). 
Poly(dG-dC)-4 NQO ( 9 5 ' C )  : modified bases 4.7 X (-), 2.4 X 
(- -1. 
Poly(dG-dC)-4 NQO (37-C) : modified bases  8.4 X (-.-), 3.7 16 
(.-.), 2.2 X (--1. 
I n s e r t  : V a r i a t i o n  o f  the  percentage o f  2-form i n  38 X e t h a n o l  
s o l u t i o n  a g a i n s t  t he  percentage of  a l 1  the  modif ied  bases  (A), 
t he  percentage o f  C-8 guanyl adduct ( O ) ,  t he  percentage o f  
a l 1  the  modif ied  bases except  the  C-8 guanyl adduct  ( O ) .  

modified polymer (see  Table 1) t o  t r y  to f i n d  a c o r r e l a t i o n  between the  pheno- 

menons observed and the  two major adducts  p r e s e n t  on t h e  modified polymer. 

Figure  3B shows t h e  r e s u l t s  we obta ined by d i f f e r e n t i a l  CD s tudy i n  38 X e t h a -  

no1 s o l u t i o n .  As seen i n  the  i n s e r t  (Fig .  3B) a c o r r e l a t i o n  was on ly  found f o r  

the  C-8 guanyl adduct : more C-8 guanyl adduct  i s  p re sen t  on the  modified po- 

lymer more important is  t h e  induc t ion  o f  t h e  2-fonn. 

At lower and h ighe r  concen t ra t ion  than  38 X e thano l  i n  t h e  s o l u t i o n ,  
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the  ro le  played by one o f  the  two major adducts i s  not  so spec i f  i c  and t h r e e  

c o r r e l a t i o n s  were found between t h e  phenornenon observed and the parametersof 

the  Fig. 3B-insert. 

S -nuclease d iges t ion  -1 
The s u s c e p t i b i l i t y  of modified poly(dG-dC).poly(dG-dC) t o  SI-nuclease 

was inves t iga ted  t o  o b t a i n  a d d i t i o n a l  information on i ts  conformation. The 
3 k i n e t i c s  of hydrolysis  of  Ac-4 HA[2- HIQO modified poly(dG-dC) .poly(dG-dC) 

(37'C, 15 X modified bases ,  s p e c i f i c  a c t i v i t y  5700 dpmlnmol) by SI-nuclease 

a r e  shown i n  Fig4 where i t  i s  poss ib le  t o  observe t h a t  there  is a s i g n i f i c a n t  

r e lease  of  e thanol-soluble  mate r i a l  from poly(dG-dC)-4 NQO while unmodified 

poly(dG-dC) .poly(dG-dC) and n a t i v e  DNA a r e  almost e n t i r é l y  r e s i s t a n t .  This 

r e lease  of e thanol-soluble  mate r i a l  increases  wi th  the time of  the  incuba- 

t i o n  (Fig. 4A). The k i n e t i c s  of the  t r i t i a t e d  ethanol-soluble products a r e  

shown Fig. 4B where one observes t h a t  a f t e r  180 nm incubation with  S -endo- 
1 

nuclease, 40 % of  the 4 NQO modified nuc leo t ides  a re  re leased,  while without  

enzyme, no s i g n i f i c a n t  r e l e a s e  of modified nucleot ides  i s  observed. 

DISCUSSION 

The p resen t  work was devoted t o  the s tudy  of  the  conformation of poly 

(dG-dC).poly(dG-dC) modified by Ac-4 HAQO, the ul t imate  carcinogen of  4 NQO 

(16).  The r e s u l t s  have t o  be i n t e r p r e t e d  i n  the  l i g h t  of the nature  and the 

y i e l d  of  the  d i f f e r e n t  adducts p resen t  on the  polymer. A s  seen i n  "Results" 

the  percentage of the  C-8 guanyl adduct d i f f e r s  according t o  the  temperature of 

the  poly(dG-dC).poly(dG-dC)-Ac-4 HAQO reac t ion  : i t  i s  25 X and 75 X a t  37' and 

95°C respec t ive ly .  This r e s u l t  i s  i n  agreement with t h i s  one previously  ob ta i -  

ned i n  Our laboratory (19) showing t h a t  the percentage of  the C-8 guanyl adduct 

on DNA is secondary s t r u c t u r e  dependent : it is  30 X and 70 X f o r  the  n a t i v e  

and denaturated DNA respec t ive ly .  A r e  there  o t h e r  adducts ? Recent r e s u l t s  

(25) showed the ex i s t ence  o f  a N-2 guanyl adduct which was i d e n t i f i e d  by HPLC 

a f t e r  enzymatic hydro lys i s  of the modified polymer. Unfortunately, the  N-2  gua- 

nyl  adduct is  unstable  i n  respec t  t o  the enzymatic hydrolysis (18) and there-  

f o r e  the  HPLC determination is l e s s e r  than the  r e a l  percentage. Nevertheless ,  

more informations can be obtained from the a n a l y s i s  of  the  HPLC p r o f i l e  from 

which i t  is  poss ib le  t o  observe t h a t  most of  t h e  peaks are  a r i s i n g  e i t h e r  from 

the N-2 and C-8 guanyl adducts o r  from t h e i r  decomposition products .  In  o t h e r  

words, any adduct o t h e r  t h a t  the  N-2 o r  C-8 guanyl,  is present  i n  a very 

weak quan t i ty .  So we admitted t h a t  the N-2 guanyl compound represents  a major 

adduct i n  t h e  Ac-4 HAQO modification of  poly(dG-dC).poly(dG-dC) a t  37'C. 
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F i g u r e  4.- K i n e t i c s  of h y d r o l y s i s  by S -endonuclease. P a r t  A shows the  r e l e a -  1 sed  e t h a n o l  s o l u b l e  nuc leo t ides  (260 nm3 o f  n a t i v e  DNA (B), po ly  
(dG-dC) .poly(dG-dC) (A) and Ac-4 HA [2- H]QO modified poly(dG-dC) . 
poly(dG-dC) (A) (15 % modified bases) .  P a r t  B shows t h e  pe rcen tage  
r e l e a s e  of  modif ied  nuc leo t ides  ( i . e .  e thano l  s o l u b l e  m a t e r i a l )  
£rom poly(dG-dC)-4 NQO (15 % modified bases)  with (A) and wi thout  
(A) SI -endonuclease . 
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The w d i f  i e d  polymer poly(dG-dC)-4 NQO can adopt i n  p a r t i c u l a r  expe r i -  

menta l  c o n d i t i o n s ,  i .e .  3.8 M LiC1, and i n  95 % e thano l ,  the  C-fom and A-form 

s t r u c t u r e s  r e spec t ive ly .  The Ac-4 HAQO modi f i ca t ion  &es mt  preven t  t h e  B + C 

t r a n s i t  ion .  This r e s u l t  is i n  con t ra s  t t o  t h a t  ob ta ined  with the  N-AcO-AAF-mo- 

I 
l d i f i e d  poly(dG-dC).poly(dG-dC), t h e  B + C t r a n s i t i o n  o f  which was n o t  observed 

(24 ) .  

The c i r c u l a r  dichroism spectrum recorded i n  1 mM phosphate b u f f e r  does 

not  i n d i c a t e  any modif ica t ion corresponding to  a B + 2 t r a n s i t i o n  of  t h e  modi- 

f i e d  polymer. Indeed, a s  shown i n  F ig .  2 ,  the s l i g h t  d i f f e r e n c e  observed be t -  

ween the  poly(dG-dC)-4 NQO and poly  (dG-dC) .poly(dG-dC) c i r c u l a r  d ichroism can- 

n o t  be a t t r i b u r e d  t o  2-form formation, b u t  i s  probably due t o  d i s c r e p a n c i e s  i n  

t h e  r e l a t i v e  concen t ra t ions  a r i s i n g  from the  c o n t r i b u t i o n  of  t h e  carc inogen t o  

t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  260 nm. This  d i f f e r e n c e  between the  modified and unmodi- 

f i e d  polymer CD s p e c t r a  (always recorded with s o l u t i o n s  with an  absorbance of  

0.4 a t  260 nm) w i l l  a l s o  be observed whatever t h e  condi t ions .  Moreover t h e r e  

may be  an induced o p t i c a l  a c t i v i t y  of  t h e  4 N C p  r e s idues  cova len t ly  bound t o  

the  organized polymer bu t  i t s  c h a r a c t e r i s  t i c s  a r e  unknown. 
++ 

A s tudy of  the  modified polymer i n  the  presence o f  Mg a l s o  conf i rms 

t h e  l a c k  of  induc t ion  of  2-form i n  phosphate bu f fe r .  Indeed, it  has  been shown 

t h a t  t h e  CD s i g n a l  o f  N-AcO-AAF modified poly(dG-dC) was s e n s i b l e  t o  t h e  pre-  
++ 

sence  o f  smal l  amounts o f  Mg i n  the b u f f e r  ; the  induc t ion  o f  the  2-form i s  
++ 

favored by adding Mg and is reduced by adding EDTA t o  the  b u f f e r  (24).  The 

poly(dG-dC)-4 NQO which we have s t u d i e d  does n o t  e x h i b i t  ruch a dependence and 
++ 

no modi f i ca t ion  o f  CD spectrum was obta ined by r a i s i n g  Mg i n  low S a l t  concen- 

t r a t i o n  b u f f e r  up t o  0.1 M MgC12 concentra t ion ( d a t a  no t  shown). This r e s u l t  

conf i rms t h e  absence of  smal l  regions  i n  t h e  2-form i n  the poly(dCrdC)-4 NqO. 

Previous s t u d i e s  have shown t h a t  DNA w d i f i e d  by d i f f e r e n t  chemical 

carcinogens i s  s e n s i t i v e  t o  t h e  S -nuclease d i g e s t i o n  (21, 26).  I n  c o n t r a s t  i t  1 
was e s t a b l i s h e d  t h a t  poly(dG-dC) .poly(dG-dC) modified by AAF i s  almost comple- 

t e l y  r e s i s t a n t  t o  S I  d i g e s t i o n  (12, 24). This  r e s u l t  provided evidence f o r  the  

l a c k  of  denatured r eg ions  and f o r  a p a r t i c u l a r  r e s t r u c t u r i n g  (2-form) o f  t h e  

modified polymer (12, 24 ) .  Moreover the  base-pai r ing was demonstrated t o  be 

i n t a c t  i n  N-Acû-AAF-modified po ly  (dG-dC) .poly(dG-dC) by immunological a s s a y s  

with a n t i - c y t i d i n e  a n t i b o d i e s  (27).  The r e s u l t s  we ob ta ined  a l low us t o  affirm 

t h a t  poly(dG-dC)-4 NQO con ta ins  s i n g l e  s t r anded  regions .  This f i n d i n g  is i n  

good agreement w i t h  Our CD d a t a  : the  regions  which a r e  modified by the  c a r c i -  

nogen do no t  adopt  t h e  2 - s t ruc tu re  : they c o n s t i t u t e  probably d e s t a b i l i z e d  

regions  a s  i n  the  c a s e  o f  t he  Ac-4 HAQO modified DNA (21).  The s l i g h t  d i f f e r e n -  



Nucleic Acids Research 

c e  observed by CD between p o l y  (dG-dC) .poly(dG-dC) and poly  (dG-dC)-4 NQO can be 

a t t r i b u t e d  t o  a p a r t i a l  deformation o f  t h e  B-form. D i f f e r e n t i a l  CD s t u d i e s  

wi th  some poly(dG-dC)S NQO with  d i f f e r e n t  C-8 guanyl adduct pe rcen tages  seem 

t o  show t h a t  t h e  two major adducts  p l ay  a r o l e  i n  the  a r i s i n g  o f  t h e  phenomenon. 

Concerning t h e  r o l e  o f  e thano l ,  we have observed wi th  poly(dG-dC)-4 NqO, 

by adding i n c r e a s i n g  q u a n t i t i e s  o f  a l coho l  i n  b u f f e r ,  t h a t  t h e r e  i s  no B + Z 

t r a n s i t i o n  f o r  up t o  25 Z a l c o h o l  (v/v) i n  the  s o l u t i o n  and t h a t  much l e s s  

a l coho l  i s  necessa ry  t o  s t a r t  the  B + Z t r a n s i t i o n  of t h e  modified polymer i n  

c o n t r a s t  t o  t h e  unmodified one (Fig.  2). The C-8 guanyl adduct seenls responsi -  

b l e  of the  a r i s i n g  of  the  Z-form, a s  shown by d i f f e r e n t i a l  CD s t u d i e s  i n  38 X 

e thano l  s o l u t i o n  ( i n s e r t  f i g .  3). 

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  no te  t h a t  t he  B + Z t r a n s i t i o n  ob ta ined  by Sage 

and Leng ( 1  1 )  w i t h  poly(dG-de) modif i ed  by N-hydroxy-N-2-aminof luorene (N-OH- 

AF) i s  induced a t  a l o u e r  percentage of  e thano l  than t h a t  of  poly(dG-dC).poly 

(dG-dC). I n  t h i s  case ,  t he  s u b s t i t u t i o n  occur s  mainly on t h e  C-8 guanyl r e s i -  

dues ,  a s  f o r  N-AcO-AAF modif ied  poly(dG-dC) which i s  w e l l  known t o  induce a 

s t r u c t u r a t i o n  i n  2 - fom i n  phosphate bu f fe r .  However, bo th  exper imenta l  d a t a  

(14 )  and t h e o r e t i c a l  c a l c u l a t i o n s  (28, 29) i n d i c a t e  t h a t  deoxyguanosine AF 

adduct ,  i n  c o n t r a s t  t o  AAF adduct ,  does no t  induce the  deoxyribose anu-6yn 
t r a n s i t i o n .  Indeed, t he  a n t ~  o r  byn conformation depended on whether o r  n o t  

t h e  8-acyl amino n i t rogen  i s  ace ty la t ed .  In the  case o f  4 NQO bo-th t h e  r e a c t i o n  

mechanism and t h e  C-8 guanyl adduct s t r u c t u r e  show t h a t  t h i s  n i t r o g e n  cannot 

be ace ty la t ed ,  and, a s  f o r  t h e  unace ty la t ed  N-OH-AF adduct, t he  B + Z t r a n s i -  

t i o n  i n  38 X e t h a n o l  is favored by t h e  C-8 s u b s t i t u t i o n .  

These r e s u l t s  seem to  show t h a t  t h e  N-2 guanyl adduct o f  poly(dG-dC)- 

4 NQO does n o t  f a v o r  the  induc t ion  on the  Z-form o f  poly(dG-dC).poly(dG-dC). 

This  r e s u l t  have t o  be compared t o  t h e  previous  work o f  Kadlubar (30) who 

showed t h a t  t h e  N-2-substituted guanine  i n  DNA by AAF o r  benzola lpyrene may 

b e  e a s i l y  conver ted  from the  normal a d  t o  a 6yn conformation. These two re- 

s u l t s  do not  seem t o  us i n c o n s i s t e n t .  

Moreover, even i n  presence o f  60 % e t h a n o l  [condi t ion i n  which the  un- 

modif ied  poly(dG-dC).poly(dG-dC) is e n t i r e l y  i n  the  Z-form] the  Ac-4 HA@ mo- 

d i f i e d  polymer seem t o  be p a r t i a l l y  i n  t h e  B-form i n  c o n t r a s t  t o  N-OH-AF and 

AAF modif i ed  poly(dG-dC) .poly(dGdC) . This l a c k  o f  t o t a l  conversion o f  the  

modified polymer i n t o  t h e  Z-conformation i n  60 X e t h a n o l  is no t  e x p l a i n e d  by 

t h e  na tu re  of  t h e  C-8 guanyl adduct though t h i s  phenomenon seems t o  be  indu- 

ced  by the  two major adducts. However we can t h i n k  t h a t  the N-2 guanyl adduct  

(25),  which is  a major adduct on the  37OC Ac-4 modified poly(dG-dC), 
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i n h i b i t s  the  alcohol-induced conversion from the B- t o  Z-form. This r e s u l t  i s  

not unexpected because, i n  the 2-form, the  N-2 guanyl is loca ted  nea r  of t h e  

l e f t  h e l i x  ax i s  (6) and therefore  i s  more bur r i ed  than i n  the  B-fom. 

It is i n t e r e s t i n g  t o  do a comparison between our  vork and the r e s u l t s  
1 recen t ly  published by Hingerty and Broyde (31) who performed mimmized confor- 

na t iona l  p o t e n t i a l  energy ca lcu la t ions  f o r  a AAF N-2 guanyl adduct. They 

showed t h e  presence o f  B-Z junctions which would be s t a b i l i z e d  by the  amine 

guanine adduct.  We t h i n k  t h a t  i n  c e r t a i n  condi t ions  -as f o r  example i n  60 X 

ethanol- the N-2 adduct i n h i b i t s  the  c o i y l e t e  2-form s t r u c t u r a t i o n .  
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L ' 6tude de l a  conformation du poly (dG-dC) .poly ( dG-dC) modifié 

par l'Ac-4HAQO a é t é  en t repr i se  avec, comme objec t i f  pr incipal ,  l ' i den t i f i ca -  

t i on  de l a  perturbation indui te  par l a  f ixat ion du cycle quinoléine sur  la  

guanine. L e s  phénomènes les plus  intéressants  que nous avons mis en évidence 

nous semblent ê t r e  l e s  suivants : 

1 - Le poly(dG-dC).poly(dG-dC) modifié par  l'Ac-4HAQO n'adopte 

pas l a  forme Z dans des conditions oCi le polymère témoin e s t  en hélice B. 

2 - La s t ruc ture  e s t  cependant modifiée comme le  montre l ' é tude  

de l a  s e n s i b i l i t é  à l 'endonucléase S 
1 

3 - Les l és ions  du 4NQO inhibent l a  t rans i t ion  B --+Z indui te  

par 1 ' éthanol, 

D'autre p a r t ,  nous avons pu o r i en t e r  l a  f ixa t ion  du cancérogène 

su r  le C8 de l a  guanine en effectuant  l a  réaction à 95k sur  le polymère en 

simple brin.  Dans ce cas,  l a  séquence a l ternée guanine-cytosine permet l a  

res t ruc tura t ion  du polymère en hé l ice  B I  lorsque l 'on amène doucement l a  tem- 

pérature de l a  solution de 95O à l a  température ambiante. La f igure  6 montre 

l e s  spectres  d'absorption à pH 7,2 e t  à pH 12 de l a  quinoléine fixée sur  le  

poly(dG-dC).poly(dG-dC) après réaction du dérivé Ac-4HAQ0, à 37OC (A) e t  à 

95OC (B) .  A pH basique, l ' absorpt ion à 440nm est caractér is t ique de l ' addui t  

dGuo-C8-AQO e t  a é t é  u t i l i s é e  pour ca lcu le r  l e  taux de f ixat ion su r  l e  C8 de 

l a  guanine (vo i r  publication no 6 pour l e  mode opératoire e t  l a  méthode de 

ca l cu l ) .  Les r é s u l t a t s  sont  indiqués dans le tableau 1 de l a  publication no 7. 

Cette f ixa t ion  pré fé ren t ie l le  a également é t é  visual isée  à 

l ' a i d e  de l'hydrolyse enzymatique su iv ie  d'une étude chromatographique. L e s  

p r o f i l s  clhp des hydrolysats obtenus ii p a r t i r  des polym6res modifiés à 

37OC e t  95OC sont  comparés à ceux obtenus avec l ' A D N  modifié, n a t i f  e t  déna- 

turé ,  Ils sont représentés sur  l a  f igure 7 . On observe que l ' addui t  

dGuo-C8-AQO e s t  l e  composé pr inc ipa l  de 1.a réaction dans le cas du poly(dG-dC). 

poly(dG-dC) modifié à 95OC e t  de l 'ADN dénaturé modifié à 37OC. Il n'en e s t  

pas de même avec l e  polymère e t  l ' A D N  n a t i f  t r a i t é s  à 37OC. Dans ces deux cas  

l ' addu i t  dGuo-C8-AQO ne représente qu'environ un tiers à un quar t  de l a  modi- 

f i ca t i on  to ta le .  Nous visual isons  en e f f e t  d 'autres  composés e t  en pa r t i cu l i e r  

l ' addu i t  dGuo-N2-AQO e t  l e  4AQO. Le composé au Tr = 16 min observé sur l e  pro- 

fil du poly (dG-dC) -4NQO (37OC) provient de l a  décomposition de dGuo-N2-AQO 

(voir  publication no 3) .  L'origine du 4AQ0 e s t  également discutée dans c e t t e  

publication,  bien qu 'e l le  ne s o i t  pas encore parfaitement é tab l ie .  







b) Etude de l a  t rans i t ion  B --3 2, indui te  par  NaCl, du poly (dG-dC) .poly (dG-dC) -_-------------------------------------------------------------------------- 
modifié par l'Ac-4HAQO 
----me---------------- 

Le poly (dG-dC) .poly (dG-dC) en solution de force ionique élevée 

adopte également l a  forme Z (RAMSTEIN e t  LENG, 1980 ; ARNOTT et  a l . ,  1980). 

Nous avons é tudié  l a  t r ans i t i on  B --9 Z dans ces conditions à p a r t i r  d'un 

échanti l lon de poly(dG-dC)-4NQû ~ o d i f i é  à 37OC et carac té r i sé  par  8 % de bases 

modifiées.La méthodologie u t i l i s é e  e s t  identique à c e l l e  décr i te  dans l a  pu- 

bl ica t ion  no 7. Nous avons représenté su r  l a  f igure  8 l e s  spectres  dichrofques 

des polymères témoin e t  modifié (A e t  B) à différentes  concentrations en NaCl, 

La t rans i t ion  B --+Z e s t  t r è s  coopérative sur  l e  poly(dG-dC).poly(dG-dC) non 

modifié ; e l l e  commence à une concentratian légèrement supérieure à 1,8 M NaCl 

e t  e s t  terminée à une concentration d'environ 3,2 M NaCl. A ce t t e  dernière con- 

centration l e  spectre  e s t  ca rac té r i s t ique  de l a  forme Z. Il n'en est pas de 

même pour l e  polymère modifié : en e f f e t ,  il adopte encore partiellement l a  

forme B dans NaCl 3,2 M. Sa s t ructurat ion complète en forme Z est possible mais 

à des forces ioniques beaucoup plus élevées (6 M) e t  après un cer ta in  laps  de 

temps comme l e  montre l a  f igure  8 . Nous pouvons donc conclure que dans N a C l  

l a  f ixat ion du cancérogène sur  l a  guanine inhibe l a  s t ruc tura t ion  du polymère 

en hél ice  d'enroulement gauche. Un r é s u l t a t  comparable a é t é  obtenu avec une 

solut ion d'éthanol à 60 %. Cependant, à des concentrations d'éthanol infé- 

r i eures  (38 % ) ,  l ' induction de l a  s t ruc ture  Z e s t  favorisée par  l a  présence 

de l ' addui t  dGuo-C8-AQO. Ce phénomène n 'é tan t  pas observé dans NaCl, on peut  

penser que c ' e s t  une interact ion spécifique éthanol-dGuo-~8-AQO, qui  e s t  res- 

ponsable de ce comportement p a r t i c u l i e r  du poly(dG-dC).poly(dG-dC) modifié 

dans 38 4 d'éthanol. 

Puisque l ' invers ion du sens d'enroulement de l ' h é l i ce ,  l o r s  de 

l a  t rans i t ion  B --3 Z implique l e  passage des guanosines de l a  conformation 

a n t i  à l a  conformation syn, l ' é tude de l a  conformation de dGuo-C8-AQO a é t é  

réa l i sée .  





C) Etude de l a  conformation de l 'addui t  dGuo-CB-ABO en ' s i  mm .............................................. ---------- 
L ' in t é r ê t  à conna2tre l a  s t ruc ture  du nucléoside modifié re- 

vient  implicitement à admettre que l a  s t ruc ture  du nucléoside s e r a i t  iconservée 

dans l a  macromolécule ; ce qu i  n ' e s t  pas cer ta in .  Ces études permettent ce- 

pendant d 'obtenir  une indication.  E l les  u t i l i s e n t  essentiellement l 'analyse  

par RMN des protons du désoxyribose. 

Les composés dGuo-CB-AQO e t  Guo-C8-AQO o n t  é t é  préparés par  

réaction de l'Ac-4HAQO sur l a  désoxyguanosine e t  l a  guanosine ; l e u r  puxifi- 

cation a é t é  r éa l i s ée  comme ce la  e s t  déc r i t  dans l ' a r t i c l e  no 1. Les spec- 
1 t r e s  R.M.N. du H on t  é t é  enregis t rés  sur  une caméra 250 MHz à 25OC. Les nu- 

cléosides modifiés ont é t é  so lub i l i s é s  dans le CD OD, à des concentrations 3 
d'environ 4 mg/ml. Les déplacements chimiques des protons non échangeables 

ont é t é  mesurés par rapport au TMS en référence interne.  Les signaux rés iduels  

du solvant ont été partiel lement éliminés par une séquence 18O0T. 90° avec 

Dl  = 3 , 3  sec,  D = 2,6 sec,  D = 5 sec. Les déplacements exacts des protons 2 3 
H5' e t  H5" ont é t é  obtenus par  simulation spectra le  (ITRCAL). Les déplacements 

chimiques des protons des nucléosides non modifiés ont également é t é  mesurés 

dans l e s  mêmes conditions de solvant e t  de température. Cette étude RMN a été 

effectuée en collaboration avec Bruno PERLY au C.E.N. de Saclay à Gif-sur- 

Yvette . 



Les valeurs des déplacements chimiques e t  des constantes de 

couplage des protons du sucre de l a  guanosine, de l a  désoxyguanosine e t  des 

dérivés de subst i tu t ion s u r  l e  C8 de l a  guanine sont  indiquéesdans l e  tableau 

ci-dessous. Nous donnons ci-dessous une représentation schématique de l a  

désoxyguanosine dans l e s  conformations syn e t  an t i .  



Déplacements chimiques (ppm) 

Protons 

GHs 
H' ' 

1 

H2 ' 
H 1  

3 

H4 ' 

Hg" 

J1'2'  

J4'5'  
J 4 I 5 "  

J5 1 511 

Protons 

GH8 

' 
H2 
H2 1' 

H3 ' 
H4 ' 
H5 ' 
H5 ,l 

Constantes de couplage (Hz) 

5,7 6,5 

2,6 2,19 

3,1 3,45 

- 12,1 - 11,9 

Déplacements chimiques (ppm) 

Désoxyguanosine 

7,95 

6,27 

2,70 

2,35 

4,52 

4,OO 

3,79 , 

3,72 

Constantes de couplage (HZ) 



Toutes les constantes de couplage des protons du sucre n'ont pu ê t r e  obtenues ; 

en pa r t i cu l i e r ,  sur  l e s  composés modifiés, ces valeurs ne sont pas mesurables 

à p a r t i r  des spectres.  Nous avons indiqué sur  L e  tableau l a  valeur A (ppm) 

correspondant à l a  différence des déplacements chimiques entre  l e  nucléoside 

modifié e t  l e  nucléoside témoin. Une valeur pos i t ive  correspond à un déplace- 

ment vers l e s  bas champs. 

Le déplacement chimique du proton H-2 ' du désoxyribose est un 

indicateur  p ré fé ren t ie l  de l a  conformation du sucre  (EVANS e t  a l . ,  1976 ; 

LAPPI e t  al . ,  1980). En e f f e t ,  l e  proton H-2' est à proximité de l ' azo te  hété- 

rocyclique en posit ion 3 de l a  guanine, lorsque l a  conformation e s t  syn : ce t t e  

configuration s e  t r a d u i t  par un déblindage de H-2' (EVANS e t  a l , ,  1980), donc 

par  un déplacement vers les bas champs du proton H-2' ; c 'es t  ce  qui est ob- 

servé pour Guo-C8-AQû e t  dGuo-C8-AQO respectivement : A = + 0,36 e t  A = + 0,28. 

Ce déplacement vers l e s  bas champs e s t  cependant d ' in tens i té  légèrement infé-  

r i eu re  ii celles précédemment observés pour des nucléosides modifiés e t  q u i  ont 

é t é  déc r i t s  comme adoptant une conformation syn. En pa r t i cu l i e r  dans le cas de 

l ' addui t  dGuo-C8-AAF', l e  proton H-2' est déplacé de 0,41 ppm pour dGuo-C8-AAF 

(EVANS e t  a l . ,  1980) e t  de 0,35 ppm pour Guo-C8-AAF (LENG e t  a l . ,  1980). Il 

nous semble donc que c e t t e  seule indication à p a r t i r  du proton H-2' ne permette 

pas d 'affirmer que l a  conformation e s t  réellement syn. En e f f e t ,  

l a  subs t i tu t ion  du C8 de l a  guanine par  le cycle quinoléine peut induire un 

déplacement vers  l e s  bas champs du proton H - 2 ' ,  par e f f e t  de q -c l e  e t  c e l a  en 

pa r t i cu l i e r  s i  l e  sucre e s t  en conformation a n t i ,  ca r  dans ce cas,  l e  r ibose 

e s t  proche du cycle quinoléine. Récemment, dans 1 'équipe des MILLER (DELCLOS 

e t  a l . ,  1984), l ' é tude par RMN du proton 11-2' des adduits  dGuo-C8-4-aminoazo- 

benzène e t  fiGuo-C8-N-méthyl-4-aminoazobenzhe, a i n s i  que l 'é tude de l e u r  per- 

s is tance,  suggèrent que ces composés pourraient avoir ,  h V ~ V O ,  des analogies 

avec l e s  dérivés désacétylé e t  acétylé de l'AAF, 

La géométrie du ribose e s t  e l l e  auss i  caractér is t ique des con- 

formations syn e t  a n t i  du nucléoside. En e f f e t ,  l e  cycle ribose adopte préfé- 

rentiellement l a  géométrie C-3' endo pour l a  conformation syn e t  C-2' endo 

pour l a  conformation an t i .  Les constantes J 
1'2 '  

e t  J3 
' 4  ' permettent de carac- 

t é r i s e r  chacune de ces deux géométries. Malheureusement, dans notre cas,  ces 

constantes n 'ont  pu etre déterminées. 

Dans le ribose,  l a  conformation au niveau de l a  l i a i son  4'-5' 

e s t  également modifiée l o r s  de l a  rota t ion du sucre au niveau de l a  l i a i s o n  

N-glycosidique. Trois conformations d'énergie minimale ont é t é  i den t i f i ée s  : 



gauche-gauche (gg) , gauche-trans (gt)  e t  trans-gauche ( tg ) .  Les confo~mations 

gt e t  t g  sont prépondérantes pour l a  forme syn. comme ce l a  a é t é  déc r i t  pour 

l e  8-bromoguanosine-5'-monophosphate (EVANS FOE, ,  1979). Les d i f fé ren tes  po- 

pulations au niveau de l a  l i a i son  4'-5' peuvent ê t r e  déterminées, a 1 'aide de 

l a  l o i  de KARPLUS appliquée Zi JqI5, et J4, 511 : des valeurs voisines de 1 ,5  Hz 

correspondent à une conformation entièrement gg. Des valeurs proches de 

6,5 Hz sont caractér is t iques  des conformations t g  ou g t  (EVANS e t  a l . ,  1976). 

Ces constantes de couplage déterminées su r  dGuo-C8-AQO et Guo-C8-AQO sont peu 

dif férentes  des valeurs obtenues sur l e s  nucléosides (vo i r  tableau).  11 n'y  

a donc pas de modification importante au niveau de l a  l i a i son  4'-5' sur  le  

nucléoside modifié par rapport au témoin. 

I l  e s t  important de s ignaler  les r é s u l t a t s  obtenus sur  le 

dGuo-C8-AF par EVANS e t  a l .  (1980). Ces auteurs ont trouvé pour J4 '5 '  
et 

J4151, des valeurs beaucoup plus  fa ib les  (2,1 Hz) que c e l l e s  des nucléosides 

non modifiés (4,6 Hz). Ils en avaient déduit que l a  conformation gg é t a i t  pré- 

pondérante e t  qu ' e l l e  é t a i t  s t a b i l i s é e  par une l i a i son  hydrogène en t re  l e  NH 

du fluorène e t  l'oxygène en posi t ion 5' du sucre,  ce qu i  ne peut être r é a l i s é  

que pour l a  forme an t i .  

D'après nos valeurs  de J l 5  fi e t  J4 ,5,,, ce type de s t ab i l i s a t i on  

ne semble pas ex i s t e r  pour (d)Guo-C8-AQO bien que l e  produit  de subs t i tu t ion  

du CS de l a  par l e  cancérogène s o i t  une amine secondaire. Il e s t  pos- 

s i b l e  d'e:rpliquer nos résu l ta t s .  

1. La quinoléine peut e x i s t e r  sous deux formes tautomères dont l 'une ne pos- 

sède plus d'hydrogène sur  l'atome d'azote en posi t ion 4 (voir  schéma ci-des- 

SOUS). Dans ce cas,  il ne peut y avoir  de l i a i son  s t a b i l i s a n t  l a  conformation 

an t i .  



KAWAZOE e t  al. (1900) ont  d ' a i l l eu r s  montré d 'après l a s  dépla- 

cements chimiques des protons du cycle quinoléine, que l a  forme II prédomi- 

n a i t  dans le diméthylsulfoxide pour l e  composé 4HAQO. 

2. Ou a l o r s  tou t  simplement l a  conformation du nucléoside est syn. 

Il n ' e s t  cependant pas nécessaire de trancher en t r e  ces deux 

poss ib i l i t é s ,  puisqu'el les vont dans le même sens. 

Il est d i f f i c i l e  d ' ê t re  catégorique dans l ' in te rpré ta t ion  de 

ces r é su l t a t s ,  c a r  il ne semble pas y avoir  dans l a  molécule de dGuo-C8-AQO 

de contraintes suffisamment importantes pour forcer  l e  nucléoside à adopter 

une conformation donnée. En pa r t i cu l i e r ,  les contra intes  s tér iques  du noyau 

quinoléine ne sont  pas suf f i san tes  pour imposer L a  conformation syn e t ,  d'au- 

tre p a r t ,  l a  l i a i son  hydrogène intramoléculaire q u i  s t a b i l i s e r a i t  l a  forme 

a n t i  semble ne pas exis ter .  On peut cependant supposer que l a  conformation 

pré fé ren t ie l le  adoptée par le dGuo-C8-AQO est l a  forme syn. 



d) Conclusion ---------- 
Puisque nous mettons en évidence le f a i t  que le 4NQO inhibe 

l a  s t ruc tura t ion  en hé l ice  Z de l 'ADN, nous avons recherché dans l a  l i t t é r a -  

t u r e  l e s  composés qu i  présentent c e t t e  même propriété. Nous n'en avons trouvé 
2 aucun r e l a t i f  à l a  subst i tu t ion su r  l e  C8 ou l e  N de l a  guanine. 

L'aflatoxine B e s t  un hépatocancérogène qui  s e  f ixe  principalement s u r  le N7 1 
de l a  guanine. NORDHEIM e t  a l .  (1902a) ont  montré que s a  f ixa t ion  sur  le  

poly(dG-dC) .poly(dG-dC) inhibe l a  t r ans i t i on  B --+ Z indui te  par  NaCl. Ces 

auteurs expliquent diffici lement ce r é su l t a t ,  car l a  f ixa t ion  de l ' a f la tox ine  

B sur  l e  N7 de l a  guanine charge positivement l e  cycle imidazole, e t  que dans 1 
l e  cas du polymère modifié en posi t ion 7 par un méthyle,c'est l ' exis tence de 

c e t t e  charge qu i  e s t  responsable de l ' induction t r è s  f a c i l e  de l a  forme Z de 

ce polymère ( M ~ L ~ R  e t  a l .  , 1981 ) . Pour l ' a £  latoxine BI ,  l e s  auteurs proposent 

que ce s o i t  l'encombrement du noyau a i n s i  que son interact ion avec les canst i -  

tuants de l ' A D N ,  qu i  pourraient ê t r e  responsables de l a  s t ab i l i s a t i on  de l a  

forme d 'enroulement d ro i t .  

Le poly (dG-dC) .poly (dG-dC) modifié par cer ta ins  dérivés du pla- 

t i n e ,  comme l e s  c i s -  e t  trans-dichloroplatinium (cis-Pt, t rans-Pt) ,  n'adopte 

pas l a  forme 2. Par contre, l e  chlorodiéthylène-triaminoplatinium (dien-Pt) l a  

s t a b i l i s e  (MALFOY e t  a l . ,  1981). 

Dans ce dernier cas l e  dien-Pt se f ixe  sur  le N7 de l a  guanine ; 

l a  base e s t  a l o r s  chargée positivement, ce qu i  favorise l a  forme Z ,  comme nous 

l'avons vu dans l e  paragraphe précédent. Par contre, l e s  dérivés cis-  e t  t.rans- 

P t  empechent l a  conformation Z du polymère probablement par une f ixat ion cova- 

l en te  sur  deux sites de l 'ADN.  D e s  études de r éac t i v i t é  du cis-Pt ont permis 

de préciser  l e s  modificat'ions indui tes  par ce composé, Il a é t é  montré que ce 

dérivé ( I m I N G E  e t  a l . ,  1984) s e  f i x a i t  principalement su r  deuxguanines d'un 

même brin de l 'ADN. Cette réaction e s t  favorisée lorsque l e  poly (dG-dC) ,poly 

(dG-dC) e s t  en forme B. Des r é su l t a t s  d i f f é r en t s  ont é t é  obtenus lorsque l e  

polymère e s t  en forme Z ; l e  cis-Pt s e  f ixe  a l o r s  uniquement su r  l e  N7 de l a  

guanine, s t a b i l i s a n t  l a  forme 2. 

D'autres drogues antitumorales on t  été étudiées,  comme l a  dauno- 

mycine (CHAIRES, 1983) qui  ne se f i xe  pas de façon covalente s u r  1 'ADN : e l l e  

appartient  à l a  famille des in tercalants .  Certains composés de c e t t e  famil le  

inhibent l a  s t ruc tura t ion  du poly(dG-dC).poly(dG-dC) en forme 2. Citons pa r  

exemple l e  bromure d'éthydium (POHL e t  a l . ,  1972b),la daunomycine (CHAIRES, 19831, 



l'actinomycine (VAN HELDEN, 1983) . Ils préfèrent  l a  forme B de l 'ADN,  comme 

c ib le  d ' in teract ion.  Dans cer ta ins  cas, l ' agent  in te rca lan t  peut réverser l a  

t r ans i t i on  B --$ Z préalablement indui te  par  une fo r t e  concentration en N a C l  

(POHL et a l . ,  1972b ; CHAIRES, 1983). Le mécanisme par lequel ils inhibent l a  

forme Z n ' e s t  pas encore é lucidé,  mais il e s t  t r è s  probable que 1 ' in teract ion 

de l ' i n t e r c a l a n t  avec l 'ADN joue un rô l e  déterminant. 

Revenons maintenant au cas du 4NQO. La connaissance des sites 

de f ixa t ion  base-4NS)O n ' e s t  pas suff isantepour  expliquer l ' inh ib i t ion  de l a  

t r ans i t i on  B --+ Z par l e  cancérogène. En e f f e t ,  les deux adduits C8 e t  N 
2 

semblent inhiber, tous l e s  deux, l a  t r ans i t i on  B --3 Z (voir  f igure  2, publ i -  

cat ion no 7 ) .  Dans l'état ac tue l  des travaux r éa l i s é s  s u r  l e s  adduits  en N 
2 

de l a  guanine, il n ' e s t  pas possible d'expliquer l e  rô le  joué p a r  ces addui ts  

dans l ' i nh ib i t i on  de l a  s t ruc tura t ion  en forme Z. Pour dGuo-C8-AQO, les  études 

RMN ne nous permettent pas non plus  d'expliquer c e t t e  inhibi t ion : en e f f e t ,  

il n'y a pas de contra intes  importantes au niveau de l a  l i a i son  N-glycosidique 

de dGuo-C8-Am, 

Sur le polymère, il e s t  cependant probable que l a  fonction 

N-oxyde d o i t  jouer un rôle  important e t  cec i  e s t  v r a i  pour tous les adduits  

4NQO. Cette fonction possède un moment d ipo la i re  important, qui pourrai t  i n t e r -  

a g i r  avec des sites de l a  macromolécule. Cette in te rac t ion  n ' e s t  pas covalente 

comme l ' o n t  prouvé l e s  hydrolysats enzymatiques. Néanmoins e l l e  pourrai t  é t r e  

f o r t e  e t  avoir  l i e u  profondément dans l 'hélice.  

Dans ce cas, il s e r a i t  possible de comprendre que l a  forme B 

de 1 'ADN ou du poly(dGdC) .poly (dG-dC) , d6fonnée de façon importante, per- 

mette 1 'attaque par  1 'endonucléase S enzyme spécifique de l 'ADN simple 1 , 
br in  (publication no  7 ; GALIEGUE e t  a l . ,  1982). L' inhibit ion de la  struc- 

tu ra t ion  en forme Z pourrai t  ê t r e  due au f a i t  que l ' in te rac t ion  N-oxyde-ADN 

ne peut avoir  l i e u  que sur  l 'ADN en forme B. C e t t e  in teract ion e s t  naturel le-  

ment beaucoup moins s tab le  qu'une l i a i son  covalente, mais nous pouvons cepen- 

dant f a i r e  une analogie prudente avec les agents bifonctionnels,  cis- e t  

trans-Pt, qui  entravent l a  formation de l a  s t ruc ture  Z en f ixant  l a  forme B 

par  deux l i a i sons  covalentes. Le 4NQ0 retarde simplement l a  t rans i t ion  B-Z e t  

on peut penser que ce la  se f a i t  d'une pa r t  par l a  f ixa t ion  du cancérogène e t ,  

d 'autre pa r t ,  par  une interact ion du N-oxyde avec un site de l 'ADN,  qui stabi- 

l i s e r a i t  l a  forme B déformée au niveau de l a  lésion. 



Un cas p a r t i c u l i e r  de c e t t e  in te rac t ion  pourrai t  ê t r e  const i tué  

par l'empilement du cycle quinoléine avec les plans des bases, comme c e l a  a 

é t é  d é c r i t  avec l e  4NQO libre (WINKLE e t  a l . ,  1978 ; 1979). Cet empilement du 

cycle quinoléine en t re  les bases de l ' A D N  s e r a i t  probablement beaucoup moins 

s t ab l e  que dans l e  cas des agents in te rca lan ts ,  même s i  le N-oxyde peut avoir 

un r61e s t ab i l i s an t .  En e f f e t ,  dans le cas des adduits, l a  l i a i son  covalente 

r e s t r e i n t  beaucoup l e s  pos s ib i l i t é s  d ' in teract ion d'empilement du noyau qui- 

noléine et aussi  l a  l i b e r t é  de mouvement du cycle. 

Tout ceci  const i tue  des hypothbses, l a  discussion reste ou- 

ver te ,  mais, pour le moment, nous ne pouvons i n t e rp ré t e r  autrement nos ré- 

su l t a t s .  

Le t r a v a i l  d'équipe avec Sylvie GALïEGiJE-ZOUITINA a permis 

d'aborder d 'autres  études concernant l a  modification de l 'ADN par  l e  4NQO : 

l a  s e n s i b i l i t é  à l'endonucléase S l a  mesure de l a  température de fusion e t  
1 ' 

des études de dichrofsme l i néa i r e  é lect r ique.  

Nous al lons  essayer, dans l a  conclusion, de f a i r e  une synthèse 

de l'ensemble de nos résu l ta t s .  



OONCLUSIONS ET PERSPECI'IVES ............................. 



Les études que nous avons effectuées avec les dérivés acéty- 

lés du 4HAQû nous on t  permis de montrer l a  f ixat ion covalente du cycle qui- 

noléine sur  l 'ADN e t  su r  les nucléosides. Un mécanisme âe formation des ad- 

du i t s  a pu é t r e  proposé, il a ensuite é t é  parfaitement démontré par des 

travaux de chimie (ZI~EUNYNCK, 13n4) : l ' agent  r é a c t i f  est un derr& n i t r é -  

nium ; il e s t  obtenu p a r t i r  de l'Ac-4HAQ0, p a r  depart de l a  fonction acé- 

toxy en posit ion 4. Sa formation est f a c i l i t é e  par  l a  présence de l a  fonc- 

t i on  N-oxyde en posi t ion 1 qu i  l e  s t ab i l i s e .  L'existence d'un composé mono- 

acétylé ,  non r é a c t i f ,  (Ac-4HAQ) ne comportant pas de fonction N-oxyde est 

également une preuve du r61e joué par  l a  fonction N-oxyde dans le pouvoir 

cancérogène du 4NQO. 

Grace ZI l a  connaissance du mécanisme réactionnel, nous avons 

pu affirmer que l e  dérivé Ac-4HAQO e s t  un modèle de cancérogène ultime très 

adéquat. En e f f e t ,  l a  s t ruc ture  de ce composé r è f l s t e  parfaitement c e l l e  de 

l a  forme active postulée pa r  l e s  TADA : l e  séryl-4HAQO. De plus, l e s  pr inci-  

paux composés de subs t i tu t ion  base-quinoléine sont  identiques, que ce s o i t  

sur l 'ADN modifié h I  v i v o  par  action des cancérogènes précurseurs, ou s u r  

l 'ADN modifié hz VAU par  l'Ac-4HAQO. On peut a i n s i  penser qu 'hl  v i v o  1 'a- 

gent réac t i f  p r inc ipa l  e s t  également l e  nitrénium. 

Le modèle de cancérogène ultime du 4NÇO nous a permis de vé- 

r i f i e r  que l ' ac t ion  de ce composé é t a i t  régie  par  l e  concept des MILLER : l a  

métabolisation des cancérogènes. 

Nous avons i d e n t i f i é  l a  s t ruc tu re  des principaux adduits base- 

quinoléine sur l 'ADN. Un composé est formé par  l a  subst i tu t ion du proton en  , 
posi t ion 8 de l a  guanine p a r  l e  nitrénium. Les deux autres  correspondent 

2 
l ' a t taque du carbénium sur l e  N de l a  guanine e t  l e  N~ de 1 'adénine. 

La détermination de ces s t ruc tu re s  a é t é  un t r a v a i l  dé l i ca t ,  

c a r  nous ne disposions que de fa ib les  quant i tés  de produit.  Les techniques 

spectroscopiques employées dans ces étudesdevaient donc é t r e  t r è s  précises 

e t  t r è s  sensibles. L'aboutissement de ce t r a v a i l ,  c'est-&dire l a  connais- 

sance des principaux sites d'at taque du cancérogène sur les bases de l ' A I X ,  

est un r é su l t a t  primordial en cancérogénèse chimique. 

Nous a l lons  maintenant f a i r e  une synthtise de l'ensemble des 

r é s u l t a t s  obtenus au laboratoire  concernant les perturbations indui tes  dans 

l ' A D N  par  l e  cancérogène e t  que nous rappelons ci-après. 



- La premiere mise en évidence de l a  perturbation s t ruc tura le  

de ~ ' A D N  modifié par l e  cancérogène ultime a é t é  f a i t e  par  des mesures de 

températures de fusion. 

- Le t e s t  de l 'hydrolyse par l'endonucléase SI effectué s u r  

l 'ADN modifié a montré que l a  f ixa t ion  de l a  quinoléine crée une importante 

dis tors ion dans l 'ADN, probablement assimilable iî une zone dénaturée. Il en 

e s t  de méme lorsque l a  séquence du polymère e s t  exclusivement une alternance 

guanine-cytosine. 

- Les adduits guanine-quinoléine inhibent l a  s t ructurat ion du 

poly (dG-dC) .poly (dG-dC) en forme 2, indui te  par  1 'éthanol e t  également par  

NaCl. 

- L 'orientation du cancérogène dans l a  macromolécule correspond 

à une inclinaison d'une vingtaine de degrés pa r  rapport au plan des bases, 

ceci  pour chacun des deux adduits  guanine. 

L'ensemble de ces r é su l t a t s  nous amène penser que l ' inse r -  

t i on  de l a  quinoléine en t r e  l e s  pa i res  de bases est plausible.  Pour é tayer  

ce t t e  hypothèse nous nous sommes denandés quels  pourraient e t r e  l e s  facteurs  

s t a b i l i s a n t  ce t t e  géométrie. 

C'est dans ce sens que des études de RMN ont été f a i t e s  s u r  

l 'addui t  dGuo-C8-AQO ; nous avons constaté que ce nucléoside modifié n'adopte 

préférentiellement n i  l a  conformation syn, n i  l a  conformation an t i .  Il semble 

donc que dans le cas du 4NQO l a  géométrie des lésions ne s o i t  pas l a  consé- 

quence de contraintes au niveau de l a  l i a i son  N-glycosidique. 

Ce qui  s e r a i t  p lu td t  déterninant dans l a  géométrie du cancé- 

rogène f ixé  pourrai t  ê tye  l a  présence de l a  fonction N-oxyde. Par son moment 

dipolai re  important e l l e  pour ra i t  i n t e r ag i r  avec un s i t e  de l 'ADN, in f l igean t  

a i n s i  des contraintes géométriques au cycle quinoléine. S i  c e t t e  in te rac t ion  

a l i e u  à l ' i n t é r i e u r  de l a  macromolécule, l a  quinoléine s e  trouve a lo r s  in- 

sérée. Cette inser t ion pour ra i t  etre s t a b i l i s é e  par une interact ion d'empi- 

lement du cancérogène avec l e  plan des bases. . . 

Pour essayer de confirmer l'hypothèse de 1 ' inser t ion cer ta ines  

études peuvent é t r e  envisagées. 

ûn peut penser que des études de RMN e t  de DC sur des dinu- 

c léot ides  complémentaires permettraient d'évaluer l a  force de l ' in te rac t ion  



d'empilement éventuelle en t r e  le cycle quinoléine e t  le plan des bases. 

11 devra i t  é t r e  possible par  des études spectroscopiques de 

mettre en évidence une in te rac t ion  de l a  fonction N-oxyde avec un site de 

l'W. Nous pensons par  exemple à l a  spectroscopie Raman de résonance. 

11 s e r a i t  in té ressan t  de savoir  si l a  distorsion indui te  dans 

l 'ADN entraîne des ruptures des l i a i sons  hydrogène des paires  de bases a u  

niveau des lésions.  L ' u t i l i s a t i on  d'anticorps anti-cytosine e t  anti-guanine 

permet t ra i t  de coma l t r e  l ' a c c e s s i b i l i t é  de ces bases aux alentours de la  

lésion. 

La m i s e  en évidence du déroulement de l 'ADN supertorsadé par  

l e  cancérogène est un argument en faveur d'un modèle de type "insertion". 

Cette étude est également à envisager dans l e  cas du 4NQO. 

L'acquis l e  plus important du laboratoire a é t é  l ' i den t i f i -  

cation des sites de f ixat ion du 4NQû su r  l e s  bases de l'ADN. Ceci do i t  a ider  

à mieux comprendre l'impact biologique de l ' in te rac t ion  du cancérogène avec 

l ' A D N ,  en  pa r t i cu l i e r  au niveau de l a  réparation, de l a  répl icat ion e t  de l a  

méthylation . 
Z 

Il s e r a i t  in té ressan t  de connaltre l a  durée de v i e  de chaque 

lésion in v&Jo. La technique de v i sua l i sa t ion  des lésions proposée par REDDY 

e t  a l .  (1984) e t  u t i l i s a n t  l e  marquage au  Phosphore 32 des adduits  pour ra i t  

permettre d'aborder ce problème, quel que s o i t  l e  système Ah vivo choisi.  Il 

s e r a i t  a i n s i  possible de c o m a l t r e  l e  (ou les) addui t (s)  pe r s i s t an t ( s ) .  

Les t r o i s  types de blocage de l a  r6pl icat ionf  au niveau des 

giianines modifiées, observés .&I v i h o  par  YOSHIDA e t  a l .  (1984) devraient 

pouvoir ê t r e  corrél6s aux d i f fé ren tes  lés ions  sur  l a  guanine indui tes  par  l e  

4NQO. D'autres questions s e r a i en t  B résoudre t e l l e s  que : 

- des t r o i s  l és ions  que nous avons iden t i f i ées ,  y en a- t - i l  une qu i  s o i t  p lus  

spécifiquement sensible B l ' a t t aque  par  l'endonucléase SI ? 

- l 'hyperméthylation que nous avons observée h V&O s u r  l 'ADN modifié est- 

elle due a un adduit  pa r t i cu l i e r ,  e t  si oui,  lequel ? 

Ces études pourraient é t r e  abordées en u t i l i s a n t  des polyméres 

modifies ne comportant pratiquement qu'un s eu l  Srpe de lésion. Actuellement 

nous sommes capables d 'or ienter  l a  f ixa t ion  du cancérogène s o i t  s u r  l e  C8 
2 

s o i t  s u r  l e  N de l a  guanine. D'autre pa r t ,  il s e r a i t  t r è s  important de sa- 

vo i r  de quel le  manibre l a  rép l ica t ion  e t  l a  méthylation sont réellement af-  

fectées par l e  4NQû hz vivo. 



Le spectre  de mutagénese du 4NQO conporte de nombreuses subs- 

t i t u t i o n s  de pa i res  de bases G-C. Oeci e s t  en accord avec l e  f a i t  que 90 % 

de l a  modification t o t a l e  de l 'ADN est retrouvée su r  l a  guanine, Rappelons 

que le 4NQO indui t  a 90 % des t r ans i t i ons  G-C --3 A-T, quelques transversions 

G-C --• T-A et Bgalement des mutations par déplacement du cadre d e l e c t u r e .  

Ces types de mutations peuvent-ils e t r e  associes  aux dif férentes  les ions  que 

nous connaissons actuellement (dGuo-N2-AQO, dGuo-C8-AQo, r.0. dGuo-CB-AQO, 

dAdo-N6-AQO) 3 Bien qu'aucune réponse c l a i r e  ne puisse ê t r e  f a i t e  B c e t t e  

question actuellement, il est néanmoins possible  de penser que l a  lésion 

majeure su r  l e  PJ2 de l a  guanine joue probablement un rd l e  dans l ' induct ion 

de l a  mutation majeure observée. Les t ransversions G-C --3 T-A pourraient 

peut-étre s 'expliquer par  l a  présence de l ' addui t  r.0. dGuo-C8-AQO su r  l'ADN, 

le cycle purique é t a n t  transformé dans c e t  adduit en cycle pyrimidique, 

En ce qui concerne la  lés ion d?ido-N6-AQO, l a  fixaticm de l a  

quinoléine sur  l 'azote  exocyclique de l 'adénine pourrai t  ê t r e  responsable de 

l ' induction de mutations par  mauvais appariement, l o r s  de l a  répl icat ion,  

Cependant l e s  mutations indui tes  par  l e  4NQO af fec ten t  rarement l e s  pa i res  de 

bases A-T. 

Les connaissances que nous avons acquises, permettent de con- 

s idére r  l 'é tude du 4NQ0 comme une nouvelle voie pour progresser dans l a  com- 

préhension du phénomène de cancérisation par  une substance chimique. 
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