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INTRODUCTION

Un des buts de la recherche fondamentale en cancérogénése
chimique est de connaftre les conséquences des'perturbations induites par
les cancérogénes dans la vie cellulaire.

La grande majorité des travaux dans ce domaine est axée sur
1'acide désoxyribbnucléique, c'est-a-dire sur 1l'événement mutagéne qui peut
rendre compte des phénoménes de cancérisation. Ainsi, la connaissance des
modifications chimiques et structurales de 1'ADN, l‘appréhension des impacts
biologiques de 1l'interaction du cancérogéne avec la macromolécule, la prédic-
tion des effets mutagénes de chaque lésion, la localisation des zones préfé-
rentielles d'attaque et de mutation,constituent les thémes de recherche d'un
grand nombre de laboratoires dispersés dans le monde entier.

L'ensemble de ces recherches n'a pas encore abouti & 1'élabo-
ration d'une théorie générale expliquant de fagon claire l'induction d'une
tumeur par un cancérogéne chimique., Certains concepts sont cependant tout &
fait admis, comme la métabolisation des substances cancérogénes par la cel-
lule et l'interaction de formes activées avec les macromolécules cellulaires,
particuliérement 1‘'ADN.

C'est dans ce contexte que s'intégre le travail que nous avons
abordé au laboratoire : 1l'étude des modifications chimiques et structurales

de 1'ADN par un cancérogéne, le 4-nitroquinoléine l-oxyde.



REMARQUES PRELIMINAIRES

Dans notre approche de la cancérogénése chimique par le 4NQO,
nous nous intéresserons uniquement & 1'étude de l'événement moléculaire de
l'in;tiation. Nous sommes cependant parfaitement conscients que 1'induction
d'une tumeur est wn phénoméne pléfotrope qui fait intervenir en particulier les
étapes d'initiation et de promotion (BERENBLUM, 1975). Actuellement on sait
que la promotion se divise en plusieurs événements (WEINSTEIN, 1981).

Le travail qui est présenté ici a été réalisé avec Bernard
BAILLEUL,

Nos cbjectifs étaient identiques et nous avons fait un travail
d'équipe. Ceci explique que, dans la présentation de notre thése, certaines
parties soient communes comme les‘hénéralités“et le chapitre I1I de la partie
"Résultats".

.De méme, nous avons préféré donner des conclusions et perspec-
tives communes qui nous permettent de faire une synthése de l'ensemble des
travaux que nous avons réalisés au laboratoire sur le 4NQO.

Nous avons regroupé€ ci-aprés toutes les publications scienti-
fiques, les posters et les participations & des congrés du laboratoire con-

cernant ce sujet.
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Je prie mes lecteurs de bien vouloir accepter l'emploi,tout
au long de mon manuscrit,de termes anglais que l'usage a francisé avec plus
ou moins de bonheur., Cela est vrai par exemple pour le mot "adduit" et aussi
pour les noms des compos€s chimiques utilisés dans la thése, La traduction
correcte semblait trop lourde et ne permettait pas une comparaison aisée

avec la littérature anglo-saxonne.
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Les concepts de la cancérogénése chimique




I. LES PROPRIETES BIOLOGIQUES DES CANCEROGENES CHIMIQUES

a) Le_pouvoir cancérogéne et mutagéne

A 1'heure actuelle il semble bien démontré que la plupart des
cancers chez 1l'Homme sont d'origine chimique. 80 % des cancers humains sont
dus & des facteurs d'environnement (MILLER, 1970 ; MILLER, 1978). Le terme
"environnement™ est & prendre dans un sens trés général et comprend des é€lé-
ments de notre mode de vie, certaines habitudes sociales ou alimentaires.

De nombreuses études épidémiologiques ont permis depuis la moitié de ce sié-
cle d'attirer l'attention sur les innombrables phénoménes de pcllution
(HIGGINSON, 1969 ; HIGGINSON et al., 1977). Depuis les observations par
l'anglais POTT en 1775 de la fréquence anormalement €levée des tumeurs du
scrotum chez les ramoneurs et par le docteur allemand REHN en 1895 des can-
cers professionnels de la vessie dus & certaines amines aromatiques, la liste
des cancérogénes chez l'Homme s'est allongée. Elle ne comprenait cependant
qu'une vingtaine de produits en 1978 (TOMATIS et al., 1978). Cette liste, re-
présentée sur le tableau A, reste incompléte : un certain nombre de compos€s
actuellement suspectés cancérogénes chez l'Homme pourraient y trouver place.
Citons par exemple les dérivés de pyrolyse des protéines (SUGIMURA et al.,
1981) et un certain nombre de dérivés d'amines aromatiques (KRIEK, 1979) en
particulier le 2,4-diamincanisole et le 2,4-diaminotoluéne qui sont utilisés
comme additifs dans les colorants des cheveux (DYBING et al., 1981), Il reste
cependant trés difficile, voire méme impossible, d'avoir des preuves irréfu-
tables de 1l'action cancérogéne chez l'Homme d'un composé chimique (HAY, 1982).
De nombreux tests (PURCHASE et al., 1976) ont été mis au point pour évaluer
le pouvoir cancérogéne des composés suspects, les plus rapides et les plus
significatifs restant toujours ceux qui mesurent le pouvoir mutagéne des pro-
duits chimiques chez la Bactérie (tests de AMES et de DEVORET). La grande ma-
jorité des cancérogénes sont en effet mutagénes. Cependant, quoique ces tests
4 court terme soient trés sensibies et utiles, ils sont difficilement extra-
polables & 1l'Homme. D'autres tests ont &té proposés qui pourraient permettre
d'améliorer 1'évaluation des risques, mais ils sont encore longs et trés com-
plexes (WEINSTEIN, 1981).

Les composés chimiques cancérogénes sont principalement des
substances organiques de synthése, dont le nombre a atteint 4 millions depuis
1945 (MILLER et al., 1979). De plus, il existe des composés chimiques organi-

ques naturels, dont la quantité est difficile & évaluer (environ 100.000).




Agents chimigues

Compose naturel

Aflatoxine

Composds industriels
4-aminobiphényle
benzéne
benzidine

(4,4'~diaminobiphényle)

chlorure de vinyle
disulfure de chloroéthyle
éther dichlorométhylique
2-naphtylamine

Composis d'onigine médicale
chlor~amphénicol

- cyclophosphamide
diéthylstilbestrol
melphalan
N,N~Bis (2~chloroéthyl)-2-naphtylamine
oxymétholone
phénacétine

phénytoine

Classes de composis
amiante
arsenic
cadmium
chrome

nickel

Mélange de composis
fumée de cigarette
goudrons, suie

huiles isopropyliques

TABLEAU A -

Sites de formation de la tumeur

foie

vessie
systéme hématopoiétique

vessie

foie
poumons, larynx
poumons

vessie

systéme hématopoiétique
vessie
utérus, vagin
systéme hématopoiétique
vessie
foie
rein

tissu lymphoréticulaire (ganglions)

poumons, plévre, péritoine
peau, poumons, foie
poumons, prostate
poumons, cavité nasale

poumons, cavité nasale

poumons, appareil urinaire, pancréas
poumons, peau

larynx, cavité nasale

Liste des agents chimiques chez 1'Homme (TOMATIS et al., 1978).
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Dans le cas du 4NQO qui est un composé de synthése, le pouvoir
mutagéne a été mis en évidence sur les champignons par OKABAYASHI en 1953,
avant que ne soit montré son pouvoir cancérogéne (voir la revue : ENDO et al.,
1971). C'est en 1957 que cette propriété du 4NQO a été montrée chez la Souris
(NAKAHARA et al., 1957). Les organes cibles sbnt les voies respiratoires,
principalement le poumon (MORI et al., 1961) et les voies digestives : pan-
créas, estomac (HAYASHI et al., 1971 ; MORI, 1967). Comme dans le cas de la
plupart des composés chimiques,le pouvoir cancérogéne du 4NQO est lié & la
structure de cette molécule. Certains auteurs, aprés avoir testé de nombreux
dérivés quinoléiques, ont attribué la spécificité d'action du 4NQO & la pré-
sence du groupement nitro en position 4 et de la fonction N-oxyde en position
1 (NAKAHARA et al., 1958 ; KAWAZOE et al., 1967). Le 4NQO a été trés étudié
comme modéle de mutagéne et de cancérogéne. De nombreux auteurs ont décrit
1'induction,par ce composé,de substitutions de paire de bases (ISHIZAWA et
al., 1970 et 1971 ; PRAKASH et al., 1974a et 1974b ; ROSENKRANZ et al., 1979)
- et de mutations par décalage du cadre de lecture ; ces derniéres sont plus
rares (HARTMAN et al., 1971 ; ROSENKRANZ et al., 1979). Les substitutions de
paire de bases sont & 90 % des transitions G.C. --» A.T. Des transversions

G.C. -->» T.A. sont également observées & une fréquence dix fois plus faible.

Les mutations sur les paires de bases A.T. sont rares, ceci correspond pro-
~bablement au fait que la guanine est la cible "privilégiée" du 4NQO
(IKENAGA et al., 1975). |

Actuellement, on a tendance & élargir le terme "mutagéne" &
tout ce qui provoque un changement héréditaire dans la séquence nucléotidique
de 1'ADN ou un changement dans le contenu génétique de la cellule, par perte,
duplication, réarrangements de nucléotides, de génes ou de chromosomes. Ce
qui est essentiel, c¢'est que l'altération ait lieu dans le matériel génétique.
La mutation somatique apparait alors comme un cas particulier et, dans ce
cas, le lien direct entre les cancérogénes chimiques et la modification du
contenu génétique a pu &tre prouvé. En effet, récemment,une preuve irréfuta-
ble apportée par 1'équipe de BARBACID aux U.S.A. (REDDY et al., 1982) est
venue étayer la théorie des mutations somatiques de la cancérogénése. Ces au-
teurs ont montré que dans le cas du cancer de la vessie chez l'Homme, un géne
important était activé par le seul fait d'une mutation ponctuelle sur ce géne.
Ce dernier (ras) fait partie de la classe des oncogénes qui sont des génes

dont 1l'expression anormale au sein de la cellule est un événement important
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dans la transformation en cellule cancéreuse (GILDEN et al., 1983).

b) Le métabolisme des cancérogénes chimiques : le concept des MILLER

L'activation et La détoxication

La notion de métabolisme des canéérogénes chimiques par les
systémes enzymatiques de la cellule est maintenant parfaitement établie. Cette
hypothése avait été clairement énoncée par J.A. MILLER en 1970. Mis & part les
agents alkylants qui sont directemeht actifs, les autres composés ne sont pas
cancérogénes par eux-mémes. Aprés l'entré&e AQu précancérogéne dans la cellule,
celui-ci peut &tre activé en cancérogéne intermédiaire puis finalement con-
verti en un ou plusieurs cancérogénes ultimes trés réactifs. La plupart des
réactions enzymatiques impliquées dans les premiéres étapes de ce métabolisme
sont oxydatives et ont tout d'abord lieu dans le réticulum endoplasmique. Une
métabolisation a lieu également dans la membrane nucléaire (MILLER et MILLER,
1979) . A c6té des voies métaboliques d'activation on trouve des voies de ‘
détoxication qui transforment le cancérogéne en composés inactifs. Chez l'eu-
caryote, les systémes enzymatiques effecteurs de ces réactions sont inégale-
ment répartis dans les différents organes. Le foie qui est un organe impliqué
dans le catabolisme de nombreux composés endogénes, posséde la plupart des
systémes d'activation et de détoxication. Ces enzymes sont également présentes
dans le rein, le poumon, le transit gastro-intestinal (WEISBURGER et al., 1975).
Les principaux systémes enzymatiques impliqués sont des oxydases qui font in-
tervenir le cytochrome P450 (LOTLIKAR et al., 1981) et aussi des époxyde-
hydrases.,

A l'heure actuelle il existe des composés cancérogénes pour
lesquels le métabolisme est parfaitement connu. Citons tout d'abord deux chefs
de file dans la famille des amines aromatiques : le 2AAF,hépato-cancérogéne
chez le Rat (DE BAUN et al., 1970 ; MILLER, 1978 ; BELAND et al., 1980) et 1la
2NA responsable de cancers de la vessie en particulier chez 1'Homme (WEISBURGER
et al., 1973 ; BOYLAND et al., 1966 ; RADOMSKI, 1979). De nombreuses voies
métaboliques ont été identifiées pour ces deux composés. Le schéma ci-aprés

illustre la premiére étape de métabolisation de la 2NA :
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H
. N .
Activation \\()ri
e
NH,
{oxidase)
2-naphtylamine — N H2 Hydrase N H2
i Détoxication

Ainsi, dans le cas des amines aromatiques, la premiére é&tape du métabolisme
consiste en une C-hydroxylation (voie de détoxication) et une N-hydroxylation
(voie d'activation). L'étape de N-hydroxylation peut &tre suivie de la forma-
tion de dérivés de conjugaison de la N-hydroxylamine avec l'acide glucuro-

“

nique. On a observé la formation de :

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

la 2NA et du N-4 biphényle (KADLUBAR et al., 1977),

- O-glucuronides dans le cas des N-hydroxylamines acétylées du fluoréne,

du stilbéne, du phénanthréne et du biphényle (IRVING et al., 1977).

_ Ces formes conjuguées sont élaborées dans le foie et jouent un
grand rb6le dans la cancérogénése extra-hépatique induite par ces composés, donc
dans le transport vers les organes cibles. En effet, ces glucuronides, stables
a pH neutre, sont hydrolysés a pH faiblement basique dans le cas des O-glucu-
ronides et dans le cas des N-glucuronides,a pH 5, dans l'urine. Cette derniére
réaction explique 1l'induction de cancer de la vessie par la 2NA et le 4-amino-
biphényle’ (MILLER, 1978). La N-hydroxylamine est libérée dans la vessie et est
métabolisée {n 4L{fu en réactifs ultimes. Diverses réactions entrent en jeu
pour cette famille de cancérogénes au cours de 1l'étape ultime d'activation qui
est une estérification : transfert de groupement acétyle (KING et al., 1981),
désacétylation, sulfonation. Par exemple dans le cas du 2AAF, la sulfonation

par une sulfotransférase est la voie majeure d‘'activation dans le foie de Rat.

D'autres composés ont été bien étudiés et leur métabolisme

mieux connu ces derniéres années. Citons l'aflatoxine 31 qui est métabolisée
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en donnant lieu & la formation d'époxydes (SWENSON et al., 1977), le safrole
dont les voies métaboliques sont multiples (WISLOCKI et al., 1976 ; JANIAUD
et al., 1977). les hydroéarbures aromatiques polycycliques ont été trés étu-~
diés dans ce domaine. Leur activation consiste en la formation de diols, puis
de diol-époxydes. Il a &té montré que les 7,8-diol-9,10 époxydes du benzo(a)
pyréne étaient les formes métaboliques impliqﬁées An vivo (SIMS et al.,
1974 ; DAUDEL et al., 1975). De plus, KING et al. en 1976 ont montré qu'il
existait une stéréospécificité d'action, la forme active majeure étant le

dérivé anti (voir schéma ci-dessous) :

REGION BAIE

OH

FORME ANTI FORME SYN

Plus récemment VIGNY et al., ont montré l'intervention de diol-époxydes de la
région non-baie dans le cas du benz (a)anthracéne (VIGNY et al., 1980).

On peut concevoir que la présence du {(ou des) systéme(s) enzy-
matique(s) capable(s) d'activer un produit cancérogéne-dans un organe ou un
organisme soit reliée aux risques de cancer dans l'organe ou l'organisme en
question. Cependant, de nombreux autres facteurs entrent en jeu, et il appa-
rait que la spécificité d'action d'un cancérogéne chimique ne peut &tre reliée
uniquement 3 un probléme de métabolisation de la substance. En réalité, a
1'heure actuelle, on sait peu de choses sur les facteurs qui déterminent le
pouvoir cancérogéne, la spécificité d'organe et d'espéce. C'est ce qu'a décrit
récemment E.K. WEISBURGER (1981) dans le cas des amines aromatigues. Par contre,
dans le cas des hydrocarbures aromatigues polycycliques, il semble que la méta-

bolisation soit un événement crucial puisque le facteur déterminant pour le
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pouvoir cancérogéne est 1ié a la spécificité de substrat du systéme des mono-
oxygénases & cytochrome P450 (GELBOIN et TS'0, 1978). C'est ainsi que le
benzof{e)pyréne et le benz (a)anthracéne ne sont pas, ou trés faiblement,
cancérogénes, car ce sont de mauvais substratspour ce systéme enzymatique.
Dans le cas des agents alkylants, c'est la vitesse de réparation d'une lésion
spécifique sur 1'ADN : le OG-alkylguanine qui est mise en cause (GOTH et al.,
1974) .

Dans le cas du 4NQO la conversion en N-hydroxy-métabolite sem-
ble nécessaire a4 l'expression du pouvoir cancérogéne. La premiére étape d'ac-
tivation du 4NQO est donc une réduction dQu dérivé nitré en l'hydroxylamine
correspondante : le 4HAQO. Ainsi, en 1962, OKABAYASHI et YOSHIMOTO montraient,
a4 l'aide d'expériences sur des Bactéries, que le 4NQO était réduit par voie
enzymatique en trois composés pfincipaux : le 4-hydroxyaminoquinoléine 1-oxyde
(4HAQO) , le 4-aminoquinoléine l-oxyde (4AQ0) et le 4-aminoquinoléine (4AQ).
Nous avons représenté sur le schéma ci-dessous la formule du 4NQO et de ces

trois dérivés.

HO H
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4NQO 4HAQO
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SHIRASU (1963 ; et al., 1963) testant le pouvoir cancérogéne

de chacun de ces composés, montrent que seul le 4HAQO est cancérogéne. Ils
€émettent 1'hypothése que ce dérivé pourrait bien &étre le cancérogéne précur-
seur, hypothése qui est rapidement confirmse ; en effet, non seulement le
4HAQO présente, du point de vue de la cancérogénése, toutes les propriétés du
4NQO, mais, de plus, son pouvoir cancérogéne est plus important (ENDO et al.,
©1963 ; HOZUMI, 1969). La premiére é&tape de 1'activation était donc bien démon-
tréé : le 4NQO est réduit en 4HAQO (cancérogéne intermédiaire) ; les réactions
de réduction du précancérogéne en 4AQ0 et 4AQ constitueraient 1'étape de déto-
xication. ILes Bactéries possédent les enzymes-nécessaires 4 la transformation
du 4NQO en 4HAQO (OKABAYASHI et al., 1962).

Les études sur la deuxiéme &tape d'activation du 4NQO seront

développées dans le paragraphe suivant,.

Les cancérogenes ultimes et Leurns proprniétés électrophiles

Comme nous l'avons dé€jd souligné, l'activation des cancérogénes
chimiques conduit & des formes réactives appelées cancérogénes ultimes. Ces
composés sont des électrophiles puissants capables de former des liaisons co-
valentes avec les nucléophiles cellulaires et en particulier 1'aADN (MILLER,
1?70). Du fait de la trés grande diversité des molécules cancérogénes, il est
impossible d'imaginer une relation entre leur structure propre et leur activité.
C'est la nature électrophile des formes ultimes réactives qui constitue 1le
trait commun & tous les cancérogénes, Les espéces réactives postulées sont
trés diverses ; nous en avons représenté quelques exemples dans la figure 1.

Les formes ultimes des cancérogénes chimiques contiennent des
atomes pauvres en électrons qui vont substituer, sans intervention d'enzyme,
des sites riches en électrons des macromolécules cellulaires. Dans les acides
nucléiques, les sites des bases qui sont substitués {n v{vo par les cancéro-
génes ultimes sont les atomes : N7, N3, 06, C8 et N2 de la guanine, N1, N3,
N7 et N6 de 1'adénine, N3 de la cytosine, o4 et N3 de la thymine (IRVING,

1973 ; SARMA et al., 1975). Dans les protéines il existe également des atomes
nucléophiles. C'est d'ailleurs sur les protéines que MILLER avait observé pour
la premiére fois la fixation covalente d'un métabolite du N,N-diméthyl-4-amino
azobenzéne (jaune de beurre) (MILLER et al., 1953).

Les métabolites ultimes sont difficiles & isoler du fait de leur
trés grande réactiviteé, Cependant, il est important de pouvoir les identifier,
car 1'étude de leurs propriétés chimiques aide & comprendre de quelle maniére
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les cancérogénes interagissent avec 1'ADN. Ainsi les étﬁdes faites dans la
série des agents alkylants montrent que la nature des produits de réaction

de ces substances en différents sites des polynucléotides varie avec la struc-
ture des groupes alkyles ou aryles (SINGER, 1976 ; O'CONNOR et al., 1979).

Les cancérogénes ultimes peuvent avoir plusieurs sites é&lectrophiles. Par
exemple dans le cas des amines aromatiques, l'espéce réactive postulée est un
ion acylnitrénium dont la charge est délocalisée sur le cycle aromatique
(SCRIBNER et al., 1970 ; 1973 ; DEMEUNYNCK, 1984). Le schéma ci-dessous en

donne l1l'illustration.

O _Acyl

En général l'étude de la derniére &tape d'activation d'un can-~

cérogéne chimique peut &tre orientée de deux fagons différentes :

- une voie de recherche s'attache & la mise en évidence des enzymes capa-
bles d'activer le cancérogéne intermédiaire.

- une autre démarche cpnsisté a4 tester la réactivité avec les nucléophiles
de 1'ADN de composés synthétiques considérés comme modéles de la forme

ultime postulée.

Les deux méthodes doivent é&tre couplées & l'identification des composés de

substitution base~cancérogéne (adduits) sur 1'ADN,dans un systéme An v.ivo.

Dans le cas du 4NQO, au moment ol nous débutions notre étude,
la premiére étape de l'activation de ce cancérogéne était trés bien connue.
Le probléme restait beaucoup plus complexe quant aux métabolites ultimes., Une
premiére approche basée sur des études {n vitno avait été réalisée en 1968 par
ENOMOTO et al.. Ces auteurs avaient montré que le dérivé diacétylé synthétisé
d partir du 4HAQO (diAc-4HAQO; KAWAZOE et al., 1967) réagissait de fagon




covalente sur 1'ADN, 1'ARN et les protéines, sans activation enzymatique.
Ils avaient alors émis 1'hypothése que l'action cancérogéne du 4HAQO {n VA{vo
dépendait de son estérification. Le diAc-4HAQO est un composé é&lectrophile.
Reprenant la théorie des MILLER et faisant l'analogie avec le 2AAF dont les
formes activées sont principalement des esters du N-OH-2AAF, ENOMOTO et al.
proposaient alors d'utiliser le diAc-4HAQO comﬁe modéle de cancérogéne ultime
du 4NQO. Un certain nombre de travaux ont été réalisés sur ce composé diacé-
tylé pour étudier ses propriétés chimiques (KAWAZOE et al., 1967 ; ARAKI et
al., 1969). Plus récemment ces auteurs ont montré qu'un dérivé monoacétylé
pouvait étre obtenu & partir du diAc-4HAQO (KAWAZOE et al,, 1980a ; 1980b).
Ce dérivé monoacétylé a, lui aussi, été proposé comme métabolite ultime du
4NQO (BAILLEUL, 1979 ; XAWAZOE, 1981). C'est avec ces deux modéles de cancé-
rogéne ultime que nous avons abordé 1l'étude de la cancérogéndse chimique par

le 4NQO (voir schéma ci-dessous) :

N~ O~CO~CHjg ' H\ -0~ CO—CHg
N
~
“.' ¥
O—CO-CHg, o-
diAc~4HAQO Ac-4HAQO

Un autre dérivé du 4NQO, le 4-hitrosoquinoléine l-oxyde,réagit
directement sur 1'ADN ; de plus, il est cancérogéne au site d'injection
(TAKAHASHI et al., 1978). Cependant, ce composé ne peut pas étre considéré
comme un cancérogéne ultime du 4NQO, les composés de substitution formés in
vitno étant différents de ceux observés {1 v{v0. Ces auteurs ont proposé que
le 4-nitrosoquinoléine l-oxyde serait métabolisé en 4HAQO, ce qui explique-
rait son pouvoir cancérogéne.

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

responsable de l'activation du 4HAQO dans des cellules de Levure. Les
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différentes étapes de ces travaux sont décrites dans un des chapitres d'une
revue récente de T. SUGIMURA sur le 4NQO (TADA Mar., 1981). Il a été suggéré
par ces auteurs que 1'enzyme responsable de 1'activation du 4HAQO 4N vivo
serait une aminoacyl-tRNA synthétase,AdP dépendante et sérine dépendante :
une séryl-tRNA synthétase (TADA et al., 1974 ; 1975). L'étape finale de 1'ac-
tivation du 4NQO est donc une N-hydroxyestérification, comme dans le cas des
amines aromatiques. Les TADA ont d'ailleurs postulé que certaines aminoacyl-
tRNA synthétases pourraient participer & l'activation d'autres dérivés
N~hydroxylés (TADA Mar., 1981).

La figure 2 montre l'activation métabolique du 4NQO . Nous
pouvons remarquer la similitude de structure des deux dérivés monofonctionnels
du 4HAQO : 1'Ac-4HAQO et l'aminoacyl-4HAQO. Ceci nous permet de penser que le
choix de 1'Ac-4HAQO comme modéle d'étude 4in viln0 de la cancérogénése chimique
par le 4NQO doit &tre adéquat.
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Activation métabolique du 4NQO




=21 -

II. LES LESIONS SUR L'ADN ET LEURS CONSEQUENCES

a) La visualisation des lésions

Les cancérogénes ultimes sont des électrophiles qui interagis-
sent par liaison covalente avec 1'ADN. Nous décrirons dans ce paragraphe les
différentes techniques de visualisation de cette interaction.

Il faut distinguer les méthodes de visualisation des lésions
induites sur 1'ADN n vivo de celles produites {n vitrno, par réaction du can-
cérogéne ultime avec la macromolécule. Nous désignons ici par le terme
"{n vivo” 1'action du précancérogéne dans des cellules en culture. Dans ce
cas, la modification covalente de 1'ADN est de l'ordre d'un résidu de cancé-
rogéne pour 104 a 105 paires de bases et parfois moins. Ies méthodes de détec-
tion de ces lésions nécessitent donc une trés grande sensibilité.

L'utilisation d'un cancérogéne marqué avec un isotope radio-
actif est une technigue universelle, mais elle reste cofiteuse. Dans certains
cas, ce sont les propriétés spectroscopiques du cancérogéne, comme la fluo-
rescence, qui permettent de visualiser la fixation covalente du cancérogéne
An vdvo. citons les travaux de l'équipe de Paul VIGNY sur le benzo(a)pyréne
et le benz (a)anthracéne (DAUDEL et al., 1975 ; VIGNY et al., 1980). C'est
d'ailleurs en utilisant les propriétés de fluorescence du 4NQO gue nous avons
tout d'abord visualisé la fixation du noyau quinoléique sur 1'ADN, {n v{vo
(GALIEGUE, 1978 ; et al., 1980).

Une technique trés sensible a été mise au point : elle utilise
les propriétés immunologiques des cancérogénes (voir pour revue : POIRIER,
1981) . cette méthode posséde de multiples avantages : une sensibilité supé-
rieure 4 celle fournie par la méthode utilisant les isotopes, une grande re-
productibilité et un moindre coiit. Son utilisation permet également d'obtenir
des renseignements sur la localisation des lésions (dans les différents com-
partiments cellulaires, ou sur les molécules d'ADN) quand elle est couplée &
la microscopie électronique. Citons pour exemple le travail de De MURCIA et
al. en 1979 sur le DNA de Col E1 modifié par le N-AAAF,

Récemment une méthode enzymatique de marquage au phosphore 32
des adduits obtenus aprés hydrolyse de 1'ADN a été décrite. Elle permet de
visualiser de trés faibles modifications de 1'ADN {n v{v0o. Il est possible de
détecter par cette méthode un nucléotide modifié pour 107 a 108 nucléotides
(GUPTA et al., 1982).

La visualisation des lésions sur 1'ADN modifié {n vitio par le
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cancérogéne ultime peut &tre faite 3 l'aide de techniques physicochimiques.
En effet, dans ce cas, il est possible de modifier 1 & 10 % des nucléotides.
Certaines techniques physicochimiques permettent de visualiser le cancérogéne
fixé sur 1'ADN (par exemple les spectfophotométries d'absorption et de fluo-
rescence) , d'autres fournissent des informations sur la déformation de la
. Gouble hélice induite par les lésions. Citons par exemple la technique de me-
suré des températures de fusion, le dichrolsme circulaire, la viscosité et le
dichroisme et la biréfringence linéaires. Il existe d'autres techniques de
caractérisation des ADN modifiés {n vi{w0 comme la cinétique de déroulement
4 la formaldéhyde et l'étude de l'hydrolyse par une enzyme spécifique de
1'ADN en simple brin.

La véritable preuve de la fixation covalente du cancérogéne
sur la macromolécule reste cependant 1'isolement des adduits aprés hydrolyse

de 1'ADN modifié.

Prenons maintenant l‘exemple du 4NQO. C'est MATSUSHIMA et al.
et TADA et al. en 1967 qui ont les premiers mis en évidence la fixation cova-
lente du résidu de quinoléine sur les macromolécules cellulaires de Rat et
de Souris traités par le 4NQO et le 4HAQO, en utilisant les propriétés fluo-
rescentes de ces dérivés. Les travaux A'IKEGAMI et al. (1969/1970) ont ensuite
permis de préciser que ce cancérogéne se fixe {1 V{v0 principalement sur les
bases puriques. Par la suite l'équipe des TADA a en effet montré la présence
de quatre composés de substitution, trois sur la guanine et un sur l'adénine,
dans les hydrolysats A'ADN de différentes cellules (Homme, Rat et E. Coli),
traitées au 4NQO tritié (TADA et al., 1971 ; 1976). Ces auteurs ont également
étudié la fixation covalente de la quinoléine sur les homopolyribonucléotides,
en employant le 4HAQO activé par la séryl-tRNA synthétase de Levure. Ils ont
mis en évidence une réaction notable sur le poly G et le poly A, mais trés

faible ou inexistante sur les homopolyribonucléotides pyrimidiques.

b) La_formation des composés de substitution base-cancérogéne

L'identification du site de fixation du cancérogéne sur les
bases de 1'ADN apporte une aide précieuse en cancérogénése chimique et en
particulier dans les études physicochimiques. Depuis 1'énoncé du concept des
MILLER, de nombreux adduits ont été identifiés. Tout récemment HEMMINKI en

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




- 23 =

substitution connus pour les différentes classes de cancérogénes chimiques.
Les sites d'attaque principaux dans le cas des amines aromatiques sont pré-
sentés dans le tableau B. On constate tout d'abord que ce sont les bases pu-
riques qui sont modifiées, les sites pfincipaux étant le C8 de la guanine et
les azotes exocycliques de ces deux bases. Cependant le N-hydroxy-l-naphtyl-
amine se fixe principalement sur le o6 de la guanine (KADLUBAR et al., 1978).
Le 4-acétylaminostilbéne réagirait également en cette position, mais pour
donner uh‘composé mineur,

Dans le cas de l'aminofluoréne, deux composés de substitution
sur le CB ont été identifiés, 1'un étant acétylé sur l'azote du cancérogéne
et l'autre pas (voir schéma page 28). Chez le Rat la forme principale est
toujours la forme désacétylée, que le composé administré soit acétylé (2AAF)
ou non (2AF) (KRIEK, 1972 ; WESTRA et al., 1976). En effet, {n v{vo le jeu
des acétylases et des désacétylases rend compte des quantités respectives des
formes ultimes qui vont réagir (BELAND et al., 1980).

La fixation du 4NQO sur les bases puriques de 1'ADN a été mon-
-.trée (TADA et al., 1976) et,des quatre composés identifiés, seul celui sur
1'adénine a fait l'objet d'études spectroscopiques (KAWAZOE et al., 1975). Ces
auteurs ont proposé deux sites de fixation possibles sur cette base : soit le
N6, soit le N1, sans trancher entre ces deux possibilités.

Le tableau B ne mentionne pas certains composés mineurs qu'il
ne faut cependant pas négliger. Citons par exemple les composés d'ouverture
du cycle imidazole du dGuo-C8-AF (KRIEK et WESTRA, 1980 ; VISSER et WESTRA,
1981), et du dGuo~C8-NA (KADLUBAR et al., 1980), ainsi que 1'adduit sur le N7
de la guanine postulé par TARPLEY et al. (1982) dans le cas de certaines amines
aromatiques, dont le N-AAAF, ces composés entrafinant la dépurination de la

base modifiée.

L'identification et la détermination du taux relatif de chaque
composé de substitution sur 1'ADN, que ce soit AN VLV0 ou 4N vilno, se fait
essentiellement par hydrolyse‘de la macromolécule, suivie d'une analyse chro-
matographique. La méthode d'analyse la plus utilisée est la clhp couplée ou
non & l'emploi d'isotopes radioactifs. Deux techniques d'hydrolyse de 1'ADN
sont possibles : 1‘hydrolyse enzymatique et 1l'hydrolyse acide. La premiére
méthode aboutit & 1l'obtention des nucléosides modifiés ; la macromolécule est
dégradée par une endonucléase (la DNase I), des exonucléases (les phosphodi-

estérases) et une phosphatase alcaline; la digestion s‘'effectue & 37°C pendant




COMPOSE So non 2 5 ADENINE
: urce | igentifis| N N o 8 NN REFERENCES
pourcentage des adduits
(N-hydroxy-} 2-acetaminophénantréne In vitro, ’ 20* 80" | SCRIBNER et NAIMY, (1975). Cancer Res., 35 : 1416-1421
acétate® ADN a a '
sulfate in vitrho 60 40 KRIEK, (1971). Chem, Biol. Interaction, 3 : 19-28 ; WESTRA (1974) in :
ADN Abstracts 1ith Int. Cancer Congress, vol 2.
. Casa editrice Ambrosiana, Milano, p. 38.
{N-hydroxy-)4~-acétylaminobiphényle in vivo, b c
fole
2-Acétylaminofluoréne in vivo 20 80 KRIEK, (1972). Cancer Res., 32 : 2042-2048,
foie
(N-Acétoxy) ~4-acétamidostilbéne 4n vitro c b c c SCRIBNER et al., (1979). Chem. Biol. Interaction, 26 : 27-55.
nucléo~
sides
(N~hydroxy) ~4-acétylamino-4"- in vivo b c KRIEK et HENGEVELD, (1979) Chem. Biol. Interaction, 21 : 175-201.
£luorobiphényle foie
2-Amino-6-méthyl-dipyrido-(1,2-a : in vitro 100 SUGIMURA et al., (1980). In : Holmstedi. B, Lauwerys R, Mercier M, Roberfroid M
3',2' 4) imidazole ADN (eds) Mechanisms of toxicity and hazard evaluation. Elsevier. North Holland,
A L. Amsterdan, pp 205-217. -
3-Amino~i méthyl~-SH pyrido in witro 100
{4,3-b) indole ADN
N-Benzoyloxy-N-péthyl-4-amino- in vitro 40 15 45 BELAND et al., (1980), Chem. Biol. Interactions, 31 : 1-17.
azobenzéne ADN :
N-2éthyl-4-aminoazobenzéne in vivo 40 10 50 TARPLEY et al., (1980). Cancer Res., 40 : 24§3-2499.
fole jo—
(N-hydroxy-) 1-naphtylamine in vitho 10 90 XADLUBAR et al., (1978): Cancer Res., 38 : 3628-3638,
. : ADN
(N~hydroxy=-) 2-naphtylamine in vitrno 5 3¢ 50 15 KADLUBAR et al., (1980). Carcinogenesis, 1 ; 139-150.
ADN

a) données calculées
b) adduit mineur

c) adduit majeur

TABLEAU B. Adduits des cancérogénes de la classe des amines
aromatiques (HEMMINKI, 1983).

ve -
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une durée relativement longue. Dans la plupart des cas la totalité des lésions
n'est pas visualisable, car il reste souvent 10 & 15 % de cancérogéne fixé
sur des oligonucléotides que les enzymes n'arrivent pas & dégrader. De plus,
certains composés de substitution peuvent &tre instables dans les conditions
de 1'hydrolyse enzymatique, en particulier lors de l'action de la phosphatase
alcaline (KRIEK et al., 1980). Ceci entraine une imprécision dans les résul-
tats obtenus. Récemment certains auteurs ont comparé, dans le cas de 1'ADN
modifié par le N-AAAF, les valeurs des taux de fixation des composés de subs-
titution cbtenues par hydrolyse enzymatique et hydrolyse par l'acide trifluo-
roacétique. Cette derniére méthode a semblé plus convenable pour doser les
adduits formés par le N-ARAF sur 1'ADN, En effet, le pourcentage global 4'ADN
hydrolysé est alors plus important et les adduits libérés ne sont pas dégra-
dés (TANG et al., 1983).

La connaissance des mécanismes réactionnels impliqués dans
l'interaction des cancérogénes avec 1'ADN peut aider a comprendre la nature
et le nombre des compocsés de substitution formés., La substitution sur le C8
dé la guanine n'est cbservée que dans le cas des amines aromatiques. L'agent
€électrophile postulé dans ce cas, est un intermédiaire de type acylnitrenium

(MILLER, 1970 ; SCRIBNER et al., 1970 et 1973) qui préfére comme cible le C8

de la guanine., D'autre part, l'existence d'une délocalisation de la charge

vers le cycle aromatique a été décrite dans le cas des arylamines par SCRIBNER
et al. (1975). Ceci permet de rendre compte de l'attaque 4d'un autre intermé-
diaire, de type carbénium, en d'autres sites des bases, en particulier les
azotes exocycliques. Cette délocalisation électronique n'est pas la méme d'un
composé & un autre, ce qui explique les différentes proportions respectives
d'arylation et d'arylamination obtenues pour les différentes amines aromatiques
(SCRIBNER et al., 1975).

Un autre facteur déterminant l'orientation de la réaction base-
cancérogéne est la réactivité des sites nucléophiles des bases, qui varie de
maniére importante avec l'environnement. Par exemple la réactivité du cancé-
rogéne ultime in vitno sera modifiée selon que la réaction aura lieu sur 1'ADN
natif ou dénaturé, ou sur les nucléosides isolés. La structure globale de
1'ADN natif (hélice B ou hélice Z), modifie également la réactivité des sites
nucléophiles. D'autre part ces atomes sont différemment accessibles dans la
double hélice ; par exemple dans 1'hélice B le C8 de la guanine est dans le
grand sillon et le N2 dans le petit.
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Les lésions sur 1'ADN semblent fortement impliquées dans les
premiéres étapes de la cancérogénése chimique, on les appelle lésiéns "pré-
mutagénes" car elles permettent d'expliquer dans certains cas le pouvoir mu-
tagéne des cancérogénes. Par exemple, la fixation sur certains atomes impli-
qués dans les liaisons hydrogéne des paires de bases complémentaires peut en-
trafiner une modification de l'appariement de ces bases. Lors de la réplication
une base non adéquate peut &tre incorporée en face de la lésion. Il apparait
alors une mutation directe, par mauvais appariement. C'est le cas de la subs-
titution sur le 06 de la guanine par les agents alkylants (SINGER, 1975). Les
dérivés d'ouverture du cycle purique obtenus & partir des composés de substi-
tution sur le C8 de la guanine pourraient également é&tre responsables {n vivo
de mauvais appariements, comme l'a proposé KRIEK dans le cas du dérivé d'ou-
verture du dGuo-C8-AF (KRIEK, 1979},

Il existe actuellement des preuves directes de l'effet mutagéne
des 1lésions sur 1'ADN induites par les cancérogénes chimiques. FUCHS et al.
ont modifié de 1'ADN .n vitho par le N-AAAF et l'ont ensuite introduit dans
des Bactéries, ol ils ont alors observé des mutations par déplacement du cadre
de lecture. Ainsi une lésion prémutagéne peut devenir une mutation stable et
héréditaire (FUCHS et al., 1981). Tout récemment MARSHALL et al. (1984) ont
modifié in vitno un oncogéne par le cancérogéne ultime du benzo(a)pyréne ;
ils ont ensuite observé, aprés transfection du géne modifié dans des cellules
eucaryotes, la transformation de ces cellules. Ce dernier résultat donne une

base expérimentale a& la théorie uniciste de DULBECCC (1982).

c) Les perturbations structurales de l'ADg_ihduiteg_gar les lésions

Les distoisions dans la structure de 1'ADN provoquées par les
lésions peuvent avoir des conséquences fonctionnelles, et il semble important
de connaftre ces changements conformationnels pour comprendre le processus
d'initiation au niveau moléculaire. Nous avons décrit dans le chapitre précé-
dent la formation des lésions sur 1'ADN. Il est probable que pour chaque can-
cérogéne et chagque site substitué de 1'ADN, il existe une modification spéci-
fique de la structure de la macromolécule. En effet, l'interaction du cancéro-
géne avec la double hélice de 1'ADN varie de maniére importante avec 1l'encom~
brement stérique et la répartition électronique du composé chimique. Il est
donc difficile de comparer entre elles les modifications induites par diffé-

rents cancérogénes. Nous allons décrire quelques modéles connus.
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Le modéle insention-dénaturation

Dans le cas du dGuo-C8-AAF, les auteurs ont proposé un modéle
d'insertion-dénaturation (FUCHS et al., 1976) ou déplacement de base
(GRUNBERGER et WEINSTEIN, 1976), le cancérogéne fixé sur le C8 de la guanine
étant inséré dans la double hélice entre les plans des bases, la guanine se
trouvant rejetée & l'extérieur. Ceci induit une distorsion importante de la
double hélice. C'est ce que prévoyaient d'autres auteurs (NELSON et al., 1971 ;
LEVINE et al., 1974). Ce modéle a été élaboré & partir d4'études physicochimi-
ques et enzymatiques de 1'ADN modifié {n vilw par le N-AAAF. Citons la mesure
des températures de fusion (FUCHS et al., 1971), la cinétique de déroulement
d la formaldéhyde (FUCHS et DAUNE, 1974), les dichroismes linéaire (FUCHS et
al., 1976) et circulaire (LEFEVRE et al., 1978), la sensibilité & l'attaque
par une endonucléase spécifique des simples brins (FUCHS, 1975 ; YAMASAKI et
al., 1977b ; KRIEK et SPELT, 1979). Des techniques immunologiques ont aussi
été utilisées (SPODHEIM-MAURIZOT et al., 1979 b} La plupart de ces études ont
été faites également avec des dérivés halogénés du fluoréne, en position 7.
Dans le cas du dérivé fluoré, l'insertion du cancérogéne est observée ; au
contraire, le dérivé iodé ne peut pas s'insérer & cause de l'encombrement im-
portant de l'atome d'iode. Dans ce cas, les auteurs proposent un modéle externe

(DAUNE et al., 1981).

Les modeles externes

La fixation de l'aminofluoréne induit une distorsion plus faible
de la doublé hélice comparativement & celle décrite dans le cas de 1l'insertion-
dénaturation et un modéle extérieur a été postulé, comme celui décrit pour le
dérivé iodé:du N-AAAF (FUCHS et al., 1973 et 1976 ; EVANS et al., 1980 ; LENG
et al., 1980 ; DAUNE et al., 1981). Dans ce modéle le fluoréne est couché
dans le grand sillon de 1'ADN. La guanine modifiée reste appariée avec la cy-
tosine et elle est normalement empilée entre les paires de bases adjacentes.

Ce modéle a été étudié avec les mémes techniques que celles que nous venons de
décrire. Les méthodes qui ont permis d'cbserver des différences de conformation
significatives entre les deux adduits C8 du fluoréne sont les études de la sen-

sibilité & l'endonucléase S de la modification de la structure du poly (dG-

1'
dC) . poly (dG-dC), et de la conformation des nucléotides modifiés. Nous abor-

derons chacun de ces points avant de décrire les autres modéles externes,




Le schéma récapitulatif présenté ci-dessous montre les résul-

tats obtenus pour les deux adduits du fluoréne formés sur le €8 de'la guanine,
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L'ADN modifié par le N-OH-AF est trés peu sensible & 1'attaque
par la nucléase 31' comparativement & celui modifié par le N-AAAF (KRIEK et
SPELT, 1979). )

E. SAGE dans 1l'équipe de M. LENG, a montré que sur le poly
(4G-4C) .poly(dG-dC) la fixation du N-AAAF induisait au voisinage de la lésion
la sﬁructuration du polymére en forme 2, tandis que le polymére modifié par
le N-OH-AF restait en forme B (SAGE ét al., 1980). Quoiqu'cbtenus sur un poly-
mére de synthése, ces résultats sont en accord avec les deux modéles décrits.
Leur extrapolation & 1'ADN nécessite la détermination de la conformation
des deux nucléotides modifiés, car l'orientation relative des résidus base et
sucre au niveau du lien N-glycosidique joue un rSle trés important dans l'or-
ganisation structurale de 1'ADN. Des données expérimentales (EVANS et al.,
1980 ; LENG et al., 1980) ainsi que des calculs théoriques (BROYDE et al.,
1983) indiquent que le dGuo-C8-AAF adopte préférentiellement la conformation
syn, structure qui, rappelbns—le, est adoptée par les nucléotides puriques
dans 1'hélice Z (WANG et al., 19?9) et par le nucléotide modifié du modéle
insertion-dénaturation (NELSON et al., 1971). Par éontre, le dGuo~C8-AF adopte
la conformation anti qui, d'aprés EVANS et al. (1980) est stabilisée par une
liaison hydrogéne entre le groupe NH de l'aminofluoréne et le groupe 5'OH de
1l'ose. La conformation anti est celle adoptée par tous les nucléotides dans
1'hélice B, que ce soit sur 1'ADN ou sur le poly (dG-dC) .poly (dG-dC). Il a
été possible de construire un modéle moléculaire de l'ADN contenant la modi-
fication dGuo-C8-AF, le noyau fluoréne étant localisé dans le grand sillon.
Cette structure ne présente pas de déformation importante de la double hélice
(EVANS et al., 1980).

Un modéle similaire a été proposé pour 1'ADN contenant
le N-AAAF fixé sur le N2 de la guanine, Le cancérogéne est externe & la double
hélice mais il est couché dans le petit sillon. Ce modéle est compatible avec
la trés faible excision de ce nucléotide par la nucléasevs1 (FUCHS, 1975 ;
YAMASAKI et al., 1977b), Dans le cas du benzo(a)pyréne, il semble que le can-
cérogéne soit également localisé dans le petit sillon (GEACINTOV et al., 1978 ;
GRUNBERGER et al., 1978 ; PULKRABEK et al., 1977). Le site de fixation est
également dans ce cas le N2 de la guanine., Plus récemment, KADLUBAR et al. ont
€galement proposé pour l'adduit majeur du 1-NA, sur le 06 de la guanine, un
modéle externe : le cancérogéne est alors situé dans le grand sillon (KADLUBAR

et al., 1981b). Des modéles graphiques générés par ordinateur ont &té réalisés
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sur ces trois derniers adduits par BELAND (1978). Les conclusions de cet au-

-~

teur sont en accord avec celles que nous venons de décrire.

En résumé, ces résultats montrent que le changement de confor-
.mation de 1'ADN provoqué par la fixation du cancérogéne varie & la fois avec
la nature du noyau fixé et avec le site de fix&tion. Il nous semble important
d'insister sur le fait que c'est la conformation autour de la liaison sucre-
base qui régit la structure de la double hélice et que toute perturbation &
ce niveau s'accompagne d’une déformation de 1l'hélice. lLes deux adduits amino-
fluoréne sur le éB de la guanine en sont un exemple : la présence ou 1l'absence
du groupement acétyle sur l'azote fixé au C8 de la guanine détermine la con-

formation de la liaison sucre-base du nucléotide correspondant et donc de 1'ADN,

Les études de mutagénése effectuées dans l'équipe du Professeur
M. DAUNE ont permis de montrer que les deux lésions dGuo-C8-AAF et dGuo-C8-AF
induisent chez la Bactérie deux types de mutations. L'adduit dGuo-C8-AAF in-
duit principalement des mutations par déplacement du cadre de lecture, dans
des séquences riches en paires G-C (FUCHS et al., 1981)., Lfadduit dGuo-C8-AF
induit, par contre, des mutations par substitution de base (DAUNE, communica-
tion orale). Ce résultat est en accord avec les prédictions de SCRIBNER et al.
(1979a) qui avaient proposé une corrélation entre le type de déformation induite
et la nature de la mutation.

D'autres études de mutagénése ont également pu montrer qu'a
chaque lésion dGuo~C8-AAF ne correspondait pas forcément une mutation., FUCHS
en 1984 a montré que 1é spectre de mutation différait de fagon importante du
profil de fixation du cancérogéne N-AAAF sur 1'ADN, aprés avoir introduit de
1'ADN de plasmide,modifié in vitho, dans des Bactéries. Il en conclut que les
mutations observées & des fréquences €levées en des points particuliers de la
macromolécule ne sont pas dues & une plus forte réactivité du canéérogéne dans
ces zones, mais seraient plutdt la conséquence de la trés grande spécificité

des mécanismes qui prennent en charge les lésions prémutagénes (FUCHS et al.,
1983).

Dans le cas du 4NQO, aucune étude physicochimique conformation-
nelle du type de celles que nous avons décrites n'était réalisée quand nous
avons entrepris notre travail. Les seules approches physicochimiques étaient

des études d'interaction entre le 4NQO et 1'ADN d'une part (MALKIN et al., 1966

r
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NAGATA et al., 1966 ; OKANO et al., 1969) et entre le 4NQO et les mono- et
dinucléotides d'autre part (WINKLE et al., 1978 et 1979). L'interaction du
4NQO avec 1'ADN -~ qui n'a lieu qu'avec 1'ADN natif - (MALKIN et al., 1966)
est de type complexe & transfert de cﬁarge (OKANO et al., 1969), principa-
lement avec la désoxyguanosine (PAUL et al., 1970 et 1971). Ces auteurs ont
postulé une intercalation du plan du 4NQO dans la double hélice. Cette hypo-
thése a été confirmée plus récemment par d'autres équipes qui ont précisé la

géométrie de l'empilement base-4NQO & l'aide d'études en R.M.N. du 13C et de

IH, dans des mini hélices obtenues avec des dinucléotides complémentaires
(WINKLE et al., 1978 et 1979 ; ORNSTEIN et al., 1979). ORNSTEIN et REIN (1979)
suggérent que 1'intercalation du 4NQO ou de ses métabolites précéderait la
formation de la . liaison covalente entre le cancérogéne et 1'ADN {n v{ivo. Mais

ceci n'a pas été vérifié expérimentalement.

d) Les_conséquences biologiques de la fixation des cancérogénes sur 1'ADN

Les changements conformationnels de 1'ADN induits par les 1lé-
‘'sions peuvent avoir pour conséquence de modifier certaines fonctions biolo-
giques de la macromolécule. Nous allons nous intéresser & trois d'entre elles :

la réplication, la méthylation et la réparation.

La neplication
Un des effets des 1lésions sur 1'ADN est parfois d'affecter sa
fonction de matrice. MOORE et al., en 1982 ont étudié l'effet des lésions in-
duites par l'aminofluoréne (dGuo-C8-AF et dGuo-C8-AAF) sur la réplication

d'un ADN de phage, 4{n vitro. Ils ont cbservé un blocage de la T,~ADN polymé-

rase au niveau des lésions : la polymérase arx&te la synthése di 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'arré&ter. Récemment FUCHS et al. (1984), & partir d'autres études,
ont conclu qu'4in vd{vo la 1lésion non acétylée n'affectait pas la fonction de
matrice de 1'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.
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L'équipe de TADA a observé, également {n vitro, les deux types
d'arrét de réplication cités par MOORE et al. dans le cas des lésions induites
par le 4NQO (YOSHIDA et al., 1984). Ces auteurs observent également un arrét
de la polymérase un nucléotide aprés la lésion. Actuellement il n'est pas pos-
sible de corréler ces trois types d'arréts de la réplication avec les trois
adduits 4NQO-guanine proposés par ces auteurs.

Dans le cas des méthylations induites par le diméthylnitrosamine
il semble, au contraire, que la réplication ne soit pas bloquée (ABANOBI et al.,
1980).

La méthylation

Depuis quelques années l'étude de la régulation de l'expression
des génes d'eucaryotes s'est beaucoup développée et en particulier une nou-
velle composante de cette régulation : la méthylation enzymatique de 1'ADN.

Il a été postulé que la méthylation post-réplicative du C5 de la cytosine dans
des séquences C.G, jouerait un rdle dans la régulation de l'expression des
génes et dans la différenciation cellulaire (voir pour revue : RIGGS et JONES,
1983) . En général, l'hypométhylation est associée & l'activité du géne ; 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-
génes 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 {n viin0 A'ADNs modifiés par différents cancérogénes :
des agents alkylants, l'aminofluoréne et le benzo(a)pyréne. Ils constatérent
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-LESZKOWICZ
et al., 1981 ; SHIVAPURKAR et al., 1984 ; WILSON et al., 1984 ; PFEIFER et al.,
1984) . Mais tout récemment (1984) le travail de KRAWICZ et LIEBERMAN est venu
nuancer cet élan général : ils n'ont observé aucune variation dans la méthyla-
tion de 1'ADN de cellules en culture traitées par les U.V. et deux cancérogénes
chimiques : le MNU et le N-AAAF. D'autres expériences ont également conduit &
des résultats différents : on peut observer dans certains cas une hyperméthy-
lationdel'ApNmodifié (BOEHM et al., 1983b ; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 1983b ;
1984).
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En conclusion, quoiqu'il faille rester encore prudent, il
semble que les agents cancérogénes pourraient causer des changements\hérédi—
taireg'dans la méthylation de 1'ADN,dans certaines cellules. On peut facile-
ment concevoir l'importance de certains 6vénements moléculaires comme par
exemple l'induction, par le cancérogéne, d'une modification de la méthylation
dans les zones de régulation d'un oncogéne, enﬁrainant de ce fait son expres-
sion accrue. SAULE et ai. ont détecté une augmentation de 1l'expression 4'un
oncogéne (myc) dans des cellules de Caille traitées par le 3-méthylcholan-
thréne et ont relié cela & 1'hypométhylation observée sur ce géne (SAULE et
al., 1984). Cependant ils n'ont pas localisé précisément les zones hypométhy-—
lées.

La n2paration

L'étude de la réparation de 1'ADN a fait l'objet de nombreux
travaux. Ses mécanismes sont mis en jeu dans la cellule lors de la division
et lors de l'agression par le milieu extérieur. In vi{no les mécanismes les
plus étudiés ont été ceux impliqués dans l'excision-réparation des lésions,
qu'elles soient induites par les U.V., les agents alkylants ou d'auttes can-
cérogénes (voir pour revues : LAVAL, 1978 ; CLEAVER, 1978). Cette réparation
est trés fidéle. Elle n'est cependant pas le seul mécanisme, en particulier
il existe un systéme de fonctions induites, décrit sous le terme de répara~
tion SOS (pour revue, voir les numéros 8 et 9 du tome 64 de Biochimie, 1982).
Ces fonctions SOS permettent la réplication de 1'ADN modifié, sans arrét au
niveau de la lésion, et ont ainsi un effet trés mutagéne. Ces mécanismes ont
été démontrés chez le procaryote. L'existence de processus analogues chez
l'eucaryote n'est pas encore véritablement prouvée, mais il existe un faisceau
d'arguments allant en ce sens (RADMAN, 1980). On connait actuellement un cer-
tain nombre d'autres mécanismes de réparation qui interviennent chez l'euca-
ryote lorsque 1'ADN doit &tre répliqué et qui sont parfois infidéles. Ces phé-
noménes sont connus sous le nom de “réparation post-réplicative", par exemple
la réparation par recombinaison (CLEAVER, 1978). Il semble donc que la répli-
cation puisse avoir pour conséquence 1'apparition de mutations, lorsque les
lésions n'ont pas été réparées et persistent sur 1'ADN.

De nombreux auteurs ont étudié AN viv0 le temps de demi-vie de
différents composés de substitution pour divers cancérogénes de la classe des

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



- 34 -

divers adduits (GUPTA et al., 1984). Dans le cas des composés de substitu-
tion du fluoréne il est parfaitement établi que les formes persistantes sont
celles qui causent une faible déformation de la double hélice ; c'est le cas
du dGuo~C8-AF et du dGuo—N2~AAF, le cdmposé dGuo-C8-AAF étant réparé le plus
rapidement (KRIEK, 1972 ; WESTRA et al., 1976 ; HOWARD et al., 1981). Cepen-
dant‘l'excision rapide du dGuo-C8-AAF n‘est paé compléte, 30 & 50 % de ces
adduits persisteraient et seraient ensuite éliminés de la méme maniére que
les lésions externes. SAGE en 1981 a émis 1'hypothése que les résidus rapi-
dement exéisés seraient ceux qui ont provoqué une distorsion importante dans
la double hélice (modéle @'insertion-dénaturation), les autres seraient fixés
dans des zones structurées en forme Z. Dans ce cas, le noyau fluoréne se
trouve 4 l'extérieur de 1'hélice et n'induit pas de dénaturation locale.

Dans le cas du N-méthyl-4 aminoazobenzéne, la lésion sur le
C8 de la guanine est réparée plus rapidement que celle sur le N2 (TARPLEY et
al., 1980). De méme l'adduit sur le N2 de la guanine dans le cas du biphé-
nyle est une lésion persistante (KRIEK et HENGEVELD, 1978).

L'étude de la réparation par excision des lésions induites
par le 4NQO a été abordée par IKENAGA et al. en 1977, sur des cellules hu-
maines normales. Ils ont observé, comme dans le cas d'E. Coli (IKENAGA et al.,
1975), que 1l'excision des trois adduits stables (deux sur la guanine et un
sur l'adénine) se faisait & une vitesse identique : environ 60 % en 24 heures.
Par contre, l'adduit-guanine instable semble &tre réparé plus rapidement.
Dans une revue récente sur ce probléme, IKENAGA et TAKEBE (1981b) proposent
qu'un certain pourcentage de ce composé instable pourrait produire An vivo
des sites apuriniques, conduisant i des cassures simple brin, soit spontané-
ment, soit par action d'enzyme. Ces cassures simple brin seraient réparées
par un mécanisme similaire & celui impliqué dans la réparation des lésions
induites par les radiations ionisantes. Cela permettrait de comprendre les
résultats de REGAN et SETLOW (1974) qui ont observé que les lésions induites

par le 4NQO seraient excisées par deux mécanismes différents :

- un mécanisme rapide, s'effectuant par excision de 3 & 4 nucléotides, qui
répare principalement les lésions dues aux radiations ionisantes et aux
agents alkylants,

- un mécanisme lent, le nombre de nucléotides excisés étant de l'ordre de
100. C'est le cas de la réparation des diméres pyrimidiques et des lé-

sions induites par le 2AAF,



L'équipe de SETLOW a fait une autre approche plus précise du
mécanisme lent, en cultivant des cellules humaines en présence des-deux can-
cérogénes : 2AAF et 4NQO. Ils ont montré que l'enzyme qui' est saturée par
une quantité importante de cancérogéne est différente pour les deux composés.
Ceci suggére que les processus de réparation ne sont pas identiques dans
chaque cas. Des différences sont également obsér_vées lorsque 1l'on fait la

comparaison avec les U.V., (AHMED et SETLOW, 1981).
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III. 1ES TENDANCES'ACTUELLES'ENrCANCEROGENESE-CHIMIQUE

C'est en appliquant la corrélation cancérogéne-mutagéne aux
zones codantes de 1'ADN que l'on a longtemps essayé d'expliquer les modifi-
cations morphologiques de la cellule cancéreuse (théorie de la mutation so-
matique). Ainsi il semblait possible d'imaginer 1la synthése d'une ou plusieurs
protéines anormales qui pourraient é&tre responsébles de la déstabilisation de
l'équilibre cellulaire et induiraient alors les phénoménes néoplasiques, géné-
tiquement transmissibles.

Aujourd'hui des événements nouveaux ont sensiblement modifié
cette approche. Deux d'entre eux nous paraissent particuliérement importants.
Premiérement la mise en évidence du polymorphisme de 1'ADN, en relation avec
la séquence nucléotidique (WANG et al., 1979 ; GUPTA G. et al., 1980) et deu-
xiémement 1'élaboration d'une théorie unificatrice qui fait intervenir lors
de la cancérogénése, qu'elle soit virale ou chimique, une &tape commune im-
portante, celle de la modification de l'expression d'un "géne de cancer ou
oncogéne"” (BISHOP, 1983 ; COOPER, 1982). L'accumulation de résultats concer-
nant cette étape cruciale a permis de montrer que la modification aussi bien
qualitative que quantitative de 1'oncogéne pouvait &tre responsable de la
transformation (CHANG et al., 1982 ; KLEIN et al., 1984). Le premier fait mar-
quant dans ce domaine fut la mise en évidence par 1'équipe de Mariano BARBACID
d'une relation entre une mutation G --» T dans la séquence codante d'un onco-
géne et la tumeur de la vessie chez 1'Homme (REDDY et al., 1982). Cette muta-
tion modifie qualitativement la protéine, au niveau du douziéme acide aminé,
qui, initialement glycine, devient une valine.

I1 semble trés probable que les cancérogénes chimiques puis-
sent modifier la régulation de l'expression d'un géne, et différents mécanismes
peuvent é&tre proposés, comme par exemple une mutation dans les séquences de
contrxSle de ce géne, ou bien une modification de la structure de 1'ADN dans
cette méme zone. Il existe en effet des séquences dans le génome qui peuvent
étre reconnues de par la structure qu'elles adoptent, plutét que par l'enchat-
nement de leurs bases, cette reconnaissance jouant un rdle important dans les
processus biologiques mettant en jeu le génome cellulaire. Ainsi pendant long-
temps il a été difficile d'imaginer un mécanisme de reconnaissance spécifique
dé certaines séquences de 1'ADN par les protéines, les informations structu-
rales fournies par le modéle d'hélice B de WATSON et CRICK étant trop peu

précises. Aujourd'hui la situation a complétement changé. Il est actuellement
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possible, & partir d'études aux rayons X d'oligonucléotides de synthése, de
mettre en évidence 4'importantes fluctuations des paramétres géoméﬁriques

de l'hélice reliétsa la séquence des Sases. En particulier, l'hélice d'en-
roulement gauche de 1'ADN a été caracﬁérisée 4 partir d'un oligonucléotide
d(CpG)3 (WANG et al., 1979). Le polymorphisme de 1'ADN était né. Cette struc-
ture "2" ne peut &tre adoptée que dans les séquences purines-pyrimidines al-
ternées (NEUMANN et al., 1979 ; WANG et al., 1984 ; NORDHEIM et RICH,1983a). De
ce fait, puisque ces séquences adoptent préférentiellement la structure B, éner-
gétiquement plus favorable, la conformation Z devra &tre stabilisée par dif-
férents facteurs qui ont €té étudiés sur un polymére de synthése, le poiy

{(aG-dC) . poly (AG-dAC).:

- l'environnement de la macromolécule : le solvant (éthanol), certains ions
+ 24
(Na , Mgz ) (POHL et al., 1972a ; ARNOTT et al., 1980, CRAWFORD et al.,
1980) et les polyamines (KLEVAN et al., 1982),

-~ les modifications chimiques de certaines bases : la substitution du C-8
de la gquanine (LAFER et al., 1981), ou du C-5 de la cytosine par le Brome
ou par un groupement méthyle (BEHE et FELSENFELD, 1981). Ce dernier fac-
teur est 4 relier avec le rSle joué par la méthylation enzymatique des

séquences CG de 1'ADN dans la régulation de l'expression des génes;

- la tension infligée le long de la chaine polynucléotidique par le super
enroulement négatif dans 1'ADN circulaire (PECK et al., 1982 ; SINGLETON
et al., 1982 ; NORDHEIM et al., 1983b).

La stabilisation de la forme 2 peut se faire aussi par interaction avec des
protéines spécifiques de la structure d'enroulement gauche (NORDHEIM et al.,
1982b).

L'utilisation d'anticorps spécifiques de la forme Z a prouvé
l'existence de fragments en hélice gauche dans les chromosomes (MORGENEGG et
al., 1983 ; NORDHEIM et al., 1982b ; ROBERT-NICOUD et al., 1984). De plus,
1'étude de génomes de petite taille que sont ceux des virus, a conduit des
auteurs & imaginer le réle crucial probablement joué par la structuration de
1'ADN en forme Z. Ainsi dans le cas du "Simian virus 40" (SV 40) NORDHEIM et
RICH en 1983bont montré que les séquences purine-pyrimidine sont localisées
dans des zones génétiquement trés actives, appelées séquences "enhancer". Ces
séquences sont responsables de la trés grande capacité de transcription de

certains génes viraux. Les mémes auteurs ont pu observer que ces zones sont
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structurées en hélice gauche lorsque le mini-~chromosome du SV40 est sous forme
de super-hélice . De plus, les mutations dans ces séquences "enhancer" modi-
fiant 1'enchainement purine-pyrimidine, inhibent de maniére importante la
survie du virus en réduisant le pouvoir'de transcription de son génome
(NORDHEIM et RICH, 1983b ; KOLATA, 1983).

La fixation des cancérogénes sur 1'ADN modifie parfois de ma-
niére importante l'équilibre forme B-forme Z, comme cela a été décrit pour
le N-AAAF., Au laboratoire nous nous sommes intéressés & l'effet du 4NQO sur
cette transition B --> Z (BAILLEUL et al., 1984). D'aprés YU il existerait
une interférence entre ces modifications de structure de 1'ADN et 1'activité

de transcription des génes (YU, 1977).
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OBJECTIVFS

Le 4NQO a fait l'objet de nombreux travaux concernant ses
propriétés biologiques (pouvoirs mutagéne et cancérogéne, spécificité d'es-
péce et d'organe) mais la structure des lésions qu'il induit, leur conforma-
tion dans 1'ADN et leur reconnaissance par les enzymes cellulaires n'ont pas
€té étudi€es. Trois revues générales suf ce précancérogéne existent actuelle-

ment (ENDO et al., 1971 ; NAGAO et al., 1976 ; SUGIMURA, 1981).

Dans le cadre de notre étude de l'initiation de la cancéro-
génése chimique, notre démarche a consisté, tout d'abord, & proposer un mo-
déle de cancérogéne ultime du 4NQO. Nous avons étudié sa réactivité avec les
nucléosides et 1'ADN. Une comparaison "{n vivo-in vitno" nous a ensuite per-
mis de vérifier la validité de ce modéle.

Nous avons alors entrepris de déterminer les sites de fixation
de la quinoléine sur les bases nucléiques, et d'appréhender la conformation

des lésions induites par le cancérogéne dans la macromolécule.
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DEUXIEME PARTTIE

RESULTATS

La cancérogénése par le 4-nitroquinoléine l-oxyde. Etude AN vitw

des modifications chimiques et structurales de 1'ADN
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CHAPITRE I

Mise en évidence de la réaction covalente des dérivés di- et mono-
acétylés du 4HAQO sur 1'ADN et les polynucléotides de synthése.

Choix d'un modéle de cancérogéne ultime du 4NQO.
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Dans ce chapitre nous allons expliquer de quelle maniére nous
avons mis au point un modéle d'étude {n vitho de 1'ADN modifié par le N-oxyde
de la 4-nitroquinoléine.

Nous avons tout d'abord &étudié la réactivité du dérivé diacé-
tylé du 4HAQO sur 1'ADN, ce composé ayant &été postulé comme modéle de cancé-
rogéne ultime du 4NQO par ENOMOTO et al.

Dans le cadre de cette hypothé&se nous avons mis au point un
systéme d'étude {n v{vo de 1'ADN modifié, en utilisant les cancérogénes pré-
curseurs, 4NQO et 4HAQO et nodé avons alors fait une comparaison grossiére
des deux types A'ADN modifiés.

Par la suite, des travaux effectués au laboratoire nous ont
conduit & étudier la réactivité sur 1'ADN et les polynucléotides de synthése
d'un deuxiéme modéle de cancérogéne ultime : un dérivé monocacétylé du 4HAQO,
1'Ac-4HAQO. Ce composé s'est révélé &tre trés adéquat, puisqu'il crée sur
1'ADN modifié {n vi{10 les mémes lésions principales que celles obtenues dans
un systéme {n ui{v0o, oit nous avons fait agir les cancérogénes précurseurs, le
4NQO et le 4HAQO.

Les résultats de ces travaux ont fait 1l'objet des quatre publi-

cations qui figurent dans ce chapitre.
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- (@iAc-4HAQO) sur 1'ADN 4in vitro. Comparaison avec 1'ADN modifié {n_v{vo

L'hypothése que le diAc-4HAQO pouvait &tre un métabolite ul-
time du 4NQO avait été émise en 1968 par ENOMOTO et al. Ces auteurs avaient
en effet montré la fixation covalente de ce cdmposé sur 1'ADN, 1'ARN et la
méthionine, sans intervention d'enzyme. Ils avaient alors comparé les proprié-
tés de fluorescence de 1l'ADN modifié par ce dérivé diacétylé aux spectres de
fluorescence obtenus par TADA et al. et MATSUSHIMA et al, sur de 1'ADN modifié
An vivo par le 4NQO (MATSUSHIMA et al., 1967 ; TADA et al., 1971). Devant la
similitude des deux séries de données, ils avaient alors émis 1'hypothése du
r6le possible du diAc~4HAQO dans l'activation du 4NQO n vivo,

Au moment ol nous commencions notre étude sur le 4NQO, nous
possédions deux éléments sur lesquels nous nous sommes tout d'abord basés :

- 1l'hypothése A&'ENOMOTO et al.,
- la possibilité de synthétiser chimiquement le diAc-4HAQO, la synthése ayant
été décrite en 1967 par KAWAZOE et al.

1) Etude {n vitho

Nous avons synthétisé le diAc~4HAQO & partir du 4HAQO, puis
nous avons étudié sa réactivité sur 1l'ADN. Ce travail nous a conduit & mettre
en évidence la réaction entre 1'ADN et ce dérivé diacétylé, et de montrer
l'influence de la structure secondaire de la macromolécule sur la réactivité
du cancérogéne. Ceci suggérait une fixation du cycle quinoléine en des sites
ayant une réactivité différente dans 1'ADN natif et dénaturé.

Des études de fusion de 1'ADN modifié ont également été réali-
sées. Elles seront décrites dans le chapitre III.

Ces travaux sont décrits dans la publication n° 1(p.45) :
"In vitro DNA reaction with a carcinogen, the 0,0'-diacetyl-4~hydroxyamino-
quinoline l-oxide. Changes of stability of modified DNA".

Biochimica et Biophysica Acta, 1980.

2) Etude {n vivo

La méthode de fixation de la quinoléine sur 1'ADN {n vitno
étant mise au point, il nous a semblé important d'essayer de vérifier 1'hypo-

thése 4'ENOMOTO et al., & savoir : le diAc-4HAQO peut-il représenter un
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métabolite ultime du 4NQO 41 viv0o ? Nous avons repris la comparaison que ces
auteurs avaient faite des'spectres de fluorescence de 1'ADN modifié par le
diAc-4HAQO avec ceux d'un ADN modifié An vivo. L'étude AN vivo a été réalisée
sur une ascite, établie & partir d'un hépatome de ZAJDELA et entretenue sur
des Rats Wistar. Ce systéme présente l'avantage d'&tre d'une utilisation fa-
cile et rapide, et de fournir de grandes quantités d'ADN.

Bien que le modé&le de l'ascite soit criticable, puisque cons-
titué de cellules déja cancéreuses, nous verrons par la suite gu'il constitue
un systéme tout 4 fait valable, comme le montreront nos études de comparaison
"n vivo-in vitno". Clest sur ce méme modéle que nous avons effectué toutes
nos études AN v{iv0 avec le 4NQO.

L'ADN modifié dans ce systéme et 1'ADN modifié n witno par le
diAc-4HAQO ont des spectres de fluorescence identiques. Bien que ceci consti-
tue un premier élément positif, cela ne signifie pas du tout que le diAc-
4HAQO puisse &tre formé {1 v{v0. Ainsi, comme nous le verrons plus loin dans
ce chapitre, seule la comparaison des adduits formés dans les deux cas doit
permettre de conclure quant & la validité d'un modéle de cancérogéne ultime.

Ce travail est décrit dans la publication n°® 2 (p. 54) :

"Reactivity of the 0,0'-diacetyl derivative of the carcinogen 4-hydroxyamino-
quinoline l-oxide with DNA. Comparison with in vivo-reacted DNA".

European Journal of Cancer, 1980.
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Summary

The diacetyl derivative of 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide, the proximate
carcinogen of 4-nitroquinoline 1l-oxide, was reacted in vitro with native and
heat denatured chicken erythrocyte DNA under various conditions. The
amount of fixed carcinogen was obtained by using the labeled diacetyl deriva-
tive and from this result the molar extinction coefficients of bound carcinogen
were calculated in order to allow a direct spectrophotometric determination.

A decrease in melting temperature of DNA samples modified by O0,0’'-diace-
tyl 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide (di Ac-4HAQO) was measured: the melt-
ing temperature depression value is equal to 1.4°C per 1% of modified DNA
bases. This result was compared with the values previously obtained by Fuchs
and coworkers (Fuchs, R. and Daune, M. (1973) FEBS Lett. 34, 295—298 and
Fuchs, R. Lefebvre, J.F., Pouyet, J. and Daune, M. (1976) Biochemistry 15,
3347—3351) for N-acetoxy-N-2-acetylaminofluorene-modified DNA and by
Lang et al. [25] for the phenanthrylation of the DNA bases of N-acetoxy-N-2-
acetylaminophenanthrene-modified DNA.

Introduction

The carcinogenicity of 4-nitroquinoline 1l-oxide (4NQO) was first reported
by Nakahara et al. [1]. Endo et al. [2] and Nagao and Sugimura [3] have pub-

* To whom correspondence should be addressed.

Abbreviations: 4NQO, 4-nitroquinoline l-oxide; 4HAQO, 4-hydroxy-aminoquinoline 1l-oxide; di Ac-
4HAQO, 0,0'-diacetyl 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide; 4N{2-3H]QO, 4-nitro[2-3Hlquinoline 1-oxide;
di Ac-4HA[2-3H]QO, 0,0'-diacety] 4-hydroxyamino[2-3H]quinoline 1-oxide.
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lished a monographic review of studies on this compound. Results have been
reported on its induction of certain types of gastric carcinoma [4], pancreatic
tumor (5,6, and lung tumor, especially in rats and mice {7—10]. .

One advantage of carrying out studies by using 4NQO as a carcinogen is that
its metabolic activation systems are commonly present in microbial and mam-
malian cells. Indeed, most typical carcinogens, such as acetylaminofluorene and
many aromatic hydrocarbons, are activated metabolically only by mammalian
microsomal enzymes, but not by microbial enzymes [3].

As with most carcinogens, 4NQO is known to have mutagenic activity. This
compound induces mutations in bacteria, for example in Neurospora crassa
(111, Aspergillus nidulans [12] and other microorganisms [13]. Previous works
have shown that 4-hydroxyaminoquinoline 1l-oxide (4HAQO), formed by
reduction from 4NQO in rat tissues [14,15], is a more potent carcinogen than
the nitro derivative [2,16]. This compound is now well known as a proximate
carcinogen of 4NQO.

Tada et al. [17] and Matsushima et al. [18) have shown that in rats adminis-
tered 4HAQO, fluorescent derivatives of 4HAQO are bound to the DNA and
RNA of ascites hepatoma cells. Enomoto et al. [19] found that the diacetyl
derivative of 4HAQO (di Ac-4HAQO) reacted non-enzymatically and cova-
lently with DNA, RNA and methionine at neutrality, and the fluorescent pro-
perties of the di Ac-4HAQO-reacted DNA and RNA are similar to those
reported by Tada et al. [17] and Matsushima et al. [18] for the nucleic acid
derivatives obtained after treatment in vivo by 4HAQO. Therefore it seems
from these works that the di Ac-4HAQO could be considered as an ultimate
carcinogen model for ANQO. We have thus carried out a comparison [20] more
accurate than that of Enomoto et al. [19], between the in vivo and in vitro
modified DNAs. In the in vivo experiments the complexes between carcinogen
and DNA were formed by exposure of Zajdela ascites tumor cells either to
4HAQO or to 4NQO; the in vitro di Ac-4HAQO-reacted DNA was obtained by
using the unmodified ascites cell DNA extracted from untreated cells. In both
cases the fluorescence spectra of modified DNAs are very similar; such a result
is in good agreement with the choice of di Ac-4HAQO as an ultimate carcino-
gen. Moreover, this diacetyl derivative constitutes an adequate model on which
to carry out physicochemical studies, since it can be easily obtained by chemi-
cal synthesis. Therefore in this present work we investigate the in vitro binding
of quinoline ring to DNA. As a first step we have determined the amount of
quinoline binding to DNA as a function of two parameters: (i) the secondary
structure of DNA (making a comparison between the reactivity of native and
heat-denatured DNA); (ii) the dynamic state of DNA (by variation of the ionic
strength of the incubation buffer). In the second step, the thermal stability of
native DNA has been studied as a function of the percentage of modified bases.

‘Materials and Methods

Reagents

All chemicals were reagent grade. 4NQO was obtained from Fluka. Di Ac-
4HAQO derivative was synthesized from 4HAQO [19] as previously described
[21]. Di Ac-4HAQO was stored in a dessicator over P,Os in the dark at —20°C.
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4N[2-’H]QO was obtained from Amersham (specific activity 941 mCi/
mmol); di Ac-4HA[2-*H]QO we have prepared exhibits a specific activity of
9630 cpm/nmol.

DNA preparation

Native DNA was a generous gift of Professor M.P. Daune (Strasbourg). It was
prepared from chicken erythrocytes and had the following characteristics:
S20.w» 22 S; hyperchromicity at 260 nm, 41%; melting temperature (in 0.1 M
NaCl), 87°C.

Heat denatured DNA was obtained by heating a buffered solution of native
DNA in a sealed vial to 100°C for 15 min. To avoid DNA renaturation the sam-
ple was rapidly chilled in ice.

Solvolysis of di Ac-4HAQO

In order to determine the optimal conditions of reaction with DNA, the sol-
volysis reaction of di Ac-4HAQO was studied in 21073 M sodium citrate
buffer (pH 7)/ethanol (80 : 20, v/v) with or without 0.05 M NaCl, at 37°C, in
darkness.

The kinetics of the solvolysis reaction were followed by means of absorption
spectroscopy. Diacetyl derivative exhibits two absorption bands, at about 260
and 351 nm. Changes in the absorption spectra indicate that there occurs a
reaction of decomposition into several products, as seen by the formation of a
large number of spots in thin-layer chromatography. The limit spectrum is
defined as that obtained when there is no longer any spectral change. This limit
spectrum depends on the concentration of salt in the incubation buffer. The
solvolysis curves were obtained by plotting the percentage of decomposition
observed at 351 nm vs. time. The half-lives (t,,,) for solvolysis in citrate buffer
are about 10 min and 8 min with and without NaCl, respectively.

Reaction of di AC-4HAQO with DNA

It appears from our solvolysis experiments at 37°C in 2+ 107* M sodium
citrate buffer (pH 7)/ethanol (80 : 20, v/v) that the decomposition of di Ac-
4HAQO depends upon the presence of salt in the buffer. In the buffer with
NaCl the decomposition is almost complete after 1 h, and in that without NaCl
this decomposition is obtained after 0.75 h. As a consequence of this result, the
incubation times were chosen to be 1.25 h and 0.75 h for the buffer with and
without NaCl, respectively. The reactions of DNA with di Ac-4HAQO were per-
formed with native and denatured DNAs. The DNA (concentration approx. 0.5
mg/ml) was incubated at 37°C in aqueous ethanol solution, under a nitrogen
atmosphere, in the dark and in the presence of different amounts of di Ac-
4HAQO. Each sample was characterized by R, the ratio of the molar concentra-
tion of di Ac-4HAQO to the concentration of DNA expressed as mol P;/l, in
the initial reaction mixture. The modified DNA was purified by extensive
diethyl ether extractions. The remaining noncovalently-bound quinoline resi-
due was removed by precipitation by ethanol. The lack of noncovalently-
bound quinoline was checked by counting aliquots of the supernatant ethanolic
fractions.

The amount of bound quinoline ring is given by the ratio [c]/[P] where [c]
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is the concentration of *H-labelled carcinogen determined by counting aliquots
of 100 ul of the DNA solutions (Nuclear Chicago Isocap 300 scintillator) and
[P] the concentration of nucleotides (expressed as mol P;/1) as determined by
the absorbance at 260 nm. Since the carcinogen exhibits an absorption at this
wavelength, the absorbance has been corrected for the quinoline ring contribu-
tion by assuming a molar extinction coefficient, €, equal to 10 000 at 260 nm,
which corresponds approximately to the limiting value of € at this wavelength
after solvolysis of di Ac-4HAQO. Due to the small amount of bound carcino-
gen, its contribution to the absorbance at 260 nm is always very low. The
results are given as the number of bound quinoline rings per 100 bases (percent-
age of modified bases).

Melting points of native and di Ac-4HQO reacted DNA samples

The melting curves of native and carcinogen-reacted DNA were measured at
260 nm with a Cary 118 C spectrophotometer. Temperature control of the
cells was provided by a Lauda (Type NB-58/12) thermostat having a circulating
pump yielding a 81/min flow of thermostat liquid. The cell temperature was
obtained from a platinum sensor immersed in the cell. The step temperature
program itself was connected to the spectrophotometer and the thermometer,
and the absorbance was recorded at different temperatures with a constant
increment which could be set at any value between 0.01 and 0.99°C. At any
given temperature, the measurement of the absorbance was carried out many
times in order to decrease the noise. Once the temperature reached its new
equilibrium level, the calculator stored a spectrum giving the variation in the
absorbance against the temperature. The corresponding curve was smoothed
and its derivative drawn on an XY recorder (SEFRAM). Then the melting tem-
perature was easily obtained as the maximum of the A(A)/AT = f(T) curve.

Since the melting temperatures are very dependent on the ionic strength of
the solution, their determinations were always carried out using exactly the
same buffer from a same storage for all samples corresponding to the same set
of determinations.

Results and Discussion

Influence of the DNA secondary structure

Di Ac-4HAQO was reacted with native and denatured DNAs in the buffer
without NaCl. In both cases, the absorption spectra of the modified DNA sam-
ples showed a weak absorption signal in the 300—400 nm range. The maximum
of this band was located at about 350 and 360 nm for the native and denatured
DNAs, respectively. Its intensity was 2- to 3-times greater for the denatured
than for the native DNA. The reactions were performed for different values of
R (TableI) and the numbers of bound quinoline rings per 100 bases were
plotted versus R as in Fig. 1. As expected from the absorption spectra, the car-
cinogen’s binding has a value which is about 2.5-times greater for the denatured
than for the native DNA (native DNA: one quinoline ring per 100 bases, for
R = 1; denatured DNA: about 2.5 quinoline rings per 100 bases, for R = 1). In
other words, this means that the DNA secondary structure influences the reac-
tivity of di Ac-4HAQO.
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AMOUNT OF CARCINOGEN BOUND TO NATIVE DNA (NDNA) AND DENATURATED DNA

(DDNA) IN TWO BUFFERS WITH DIFFERENT IONIC STRENGTH

Expressed as the number of modified bases per 100 bases.

Solvent Percentage modified bases *
2+ 10-3 M sodium citrate buffer, pH 7 R **=0,1 DDNA 0.50
NDNA 0.17;0.20;0.20
R =0.2 DDNA 1.00
NDNA 0.47;0.37;0.35
R =0.5 DDNA 1.80
NDNA 0.74;0.75; 0.73
R =1 DDNA 2.30
NDNA 1.10;0.86;1.06
R=2 DDNA 2.60
NDNA 0.97;0.95
'2+1073 M sodium citrate buffer + 0.05 M NaCl, pH 7 R =05 DDNA 0.27
NDNA 0.06;0.05
R =1 DDNA 0.27

R=2

NDNA not detectable
NDNA not detectable

* The amount of bound carcinogen is obtained by the ratio [¢])/[P] where [c¢] is the concentration of
‘bound quinoline rings and {P] the concentration of nucleotides (see Materials and Methods).
*#% B is concentration of the carcinogen/concentration in DNA, in the initial reaction mixture.

PERCENTAGE OF MODIFIED BASES.

"

05 1 18

2 ) R

Fig. 1. Variation of the percentage of modified bases as a function of R, ratio of the molar concentration
of di Ac-4HAQO/the concentraiion of DNA expressed as mol Pj/l in the initial reaction mixture for

native (®) and denatured (4) DNA,
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In both cases it can also be noticed (Fig. 1) that for R > 1 the addition of
the carcinogen remains constant and is independent of R. This phenomenon
probably does not correspond to a saturation of the DNA’s reactive sites, but it
could be explained with regard to the high instability of di Ac-4HAQO in aque-
ous medium. That is, when the concentration increases, competition occurs
between the reaction of di Ac-4HAQO with short molecules (di Ac-4HAQO
itself, H,O, etc.) and with the macromolecules (DNA).

By plotting either Ajso/A,60 (for native DNA) or Asge/Az60 (for denatured
DNA) vs. the percentage of modified bases, for different DNA samples, one ob-
tains linear representations (Fig. 2) which give a direct spectrophotometric
determination of the amount of quinoline binding to DNA. From these data,
and knowing the value of [C] by counting, the specific molar extinction coeffi-
cients are calculated: one finds €350 = 5500 + 400 and €340 = 6200 * 200 mol™* -
cm™ for the carcinogen’s binding to native and to denatured DNA, respec-
tively. This result (i.e., the difference obtained between the two values of ¢) is
not unexpected, since it is possible to consider that the bound carcinogen could
be influenced by the internal field of the DNA double helix as previously ob-

served by Fuchs and Daune {22] for N-acetoxyacetylaminofluorene-modified
DNA. .

Influence of ionic strength A
Since the amount of bound carcinogen depends markedly on the DNA sec-
ondary structure, we tried to investigate whether the stabilization effect of the
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Fig. 2. Variation of the ratios of absorbances at eithex 350 nm (A3s50) or 360 nm (A3g0) over absor-
bances at 260 nm (A340), as a function of the percentage of modified bases. A359/A260 corresponds to
the native (®) and A360/A260 to the denatured (4) DNA,
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DNA double-helical structure further inhibits the addition reaction. Therefore,
by adding salt, we prewented the dynamic structure of DNA (i.e. the existence
of transient open regions in the otherwise double helical structure). Incubations
were performed in 2 - 1073 M sodium citrate buffer, pH 7, in the presence of
0.05 M NaCl. Unfortunately, from the results (Table I) it is impossible to deter-
mine the influence of the dynamic state of DNA on the amount of bound quin-
oline because inhibition of the reaction is observed for native as well as for
denatured DNA in the citrate buffer to which salt was added: this means that
the chemical reaction itself is inhibited by the ionic strength.

Thermal destabilization of di Ac-4HAQO-modified DNA samples

Two series of di Ac-4HAQO-modified DNA samples obtained after incuba-
tion in the 2- 1073 M citrate buffer, pH 7, were melted and the differences
between the melting temperature (T,,) of a given carcinogen-reacted DNA and
unmodified DNA (AT,,) were recorded.

The melting temperature of DNA samples reacted with increasing concentra-
tions of di Ac-4HAQO decreases as the amount of modification increases
(AT, <0), as observed Table II. As seen in Fig. 3, it appears that the relation
between AT,, and the percentage of bound carcinogen is linear and the slope of
the straightline is of —1.4°C per 1% of modified bases. It is interesting to com-
pare this result with those obtained with N-acetoxy-N-2-acetylaminofluorene-
modified DNA [23,24]: the authors found a melting temperature depression
value equal to 1.15°C per percent of modified bases, very close to the AT, we
observed. But in a more recent work, Lang et al. [25], studying acetylamino-
phenanthrene-modified DNA, were able to attribute the destabilization of the
DNA double helix either to the phenanthrylation (AT,, = 1.23°C per 1%) or to
the acetylation (AT,, = 5.37°C per 1%). In the case of the di Ac-4HAQO-modi-
fied DNA, some preliminary results allow us to think that an acetylation reac-
tion occurs, but to date its extent has not been determined. Therefore, we can
observe only that the temperature depression value we obtained is very close to
the AT, corresponding to the phenanthrylation.

TABLE II
MELTING TEMPERATURE VALUES OF DIFFERENT NATIVE MODIFIED DNA SAMPLES

Solvent Percentage modified bases * T CC) ATy, CO)

2 - 1073 M sodium citrate buffer, pH 7 SeriesI ** 0 58.20 0

. 0.20 (R =0.1) 58.05 —0.15

0.35 (R =0.2) 57.55 —0.65

0.73 (R =0.5) 56.95 ~1.25

1.06 (R=1) 56.55 -1.65

0.95 (R = 2) 56.50 —1.70
Series I1 0 57.90 0

0.47 (R =0.2) 57.25 —0.65

1.10(R=1) 56.20 - —1.70

* The modified DNAs we have studied are characterized in the Table I.
** Two series of melting temperature determinations were carried out, corresponding to two different
preparations of the 2 - 10~3 M citrate buffer (pH 7).
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Fig. 3. Destabilization AT,, C) as a function of the percentage of modified bases. Confidence limits: for
T, +0,1°C; for ATy, £0.2°C; for the percentage of modified bases, +0.02.

Conclusion

Since the reactivity of di Ac-4HAQO with DNA depends upon the secondary
structure of the macromolecule, it is possible to think that the carcinogen reac-
tion takes place, at least partly, on atoms which are buried in the double helix.
And this is in good agreement with the decrease in the melting temperature of
the modified DNA. Indeed, the covalent binding of the carcinogen on such
internal atoms could involve the appearance of partial denatured regions along
the macromolecular chain.

A more precise interpretation of these results in terms of exposure of DNA
reactive sites to the carcinogen is not yet possible, since the atoms involved in
the interaction of metabolites of 4ANQO with DNA are unknown to date. Some
work has been performed in different laboratories in order to identify the
adducts between these metabolites and DNA [26—29], but no precise deter-
mination has been published concerning their structures. Only one piece of
information was given, by Kawazoe et al. [30], about the site of carcinogen’s
binding in the case of an adenine-adduct: it would be either the 6-NH, or the
N-1 of adenine. But nothing is known concerning the adducts with guanine.

Studies are in progress in our laboratory to gain some information about the
structure of these adducts.
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Abstract—.An ester of 4-hydroxyaminoguinoline-1-oxide {4-HAQO), the 0,0'-
diacetyl derivative \didAc-4-HAQO), was previously considered as a possible ultimate
metabolite of the carcinogen 4-nitroguinoline-1-oxide (4-NQO). In order to verify such
a hypothesis we have carried out a fluorescent comparative study between the in vitro
didc-4-HAQO reacted DNA and the in vivo 4-HAQQO and 4-NQO modified DNA.
Our results show that didc-4-HAQO could be used as a model of ultimale carcinogen

of 4-NQO.

INTRODUCTION

THE POTENT carcinogenic action of 4-
nitroquinoline-1-oxide (4-NQO) is well known
since it was first demonstrated by Nakahara et
al. [1]. Later, it was proposed that 4-
hydroxyaminoquinoline-1-oxide  (4-HAQO),
which is a metabolite of 4-NQO, might be the
proximate carcinogen {2} and that the re-
ductive pathway which yields 4-HAQO see-
med to be essential for the carcinogenic me-
chanism of 4-NQO [3, 4]. More recently,
Tada and Tada [5] have shown that an
unique enzymatic system could be responsible
for the activation of 4-HAQO.

By analogy with other carcinogens, such as

acetyl-aminofluorene [6], it was considered
that esters of 4-HAQO could appear as ul-
timate metabolites in the carcinogenic ac-
tivity. Indeed, Enomoto ef al. [7] reported
that the 0,0'-diacetyl derivative of 4-HAQO
(diAc-4-HAQO) reacted covalently and non-
enzymatically with DNA at neutrality. The
diAc-4-HAQO-reacted DNA exhibits parti-
cular fluorescent properties and preliminary
work was carried out by Enomoto et al. [7] in
order to compare these fluorescent properties
with those reported by Tada et al. [8] and
Matsushima et al. [9] for the reacted nucleic
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acid formed in vivo by exposure of ascite cells
to 4-HAQO. The work of Enomoto et al. [7]
is the only publication to date which concerns
the in vitro binding of the diacetyl derivative
with DNA and unfortunately, no spectra are
shown in this work. It is therefore impossible
to appreciate the degree of accuracy of such a
comparison.

In this paper we carry out a comparative
fluorescence study between the in vivo- and in
vitro-reacted DNA, with either 4-NQQO and 4-
HAQO or diAc-4-HAQO respectively. In the
in vivo experiments the complexes between car-
cinogen and DNA were formed by exposurc
of Zajdela ascite tumor cells to 4-HAQO and
4-NQO. The in vitro diAc-4-HAQO reacted
DNA was obtained by using the ascite cell
DNA. :

In the two cases, the determination of
quinoline binding DNA was carried out by
using 4-HA[2-*H]QO and diAc-4-HA[2-
*H]QO.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

4-NQO was kindly provided by Professors
Sato and Kawazoe.

4-HAQO was obtained from 4-NQO by the
method of Enomoto et al. [7].

DiAc-4-HAQQO was prepared from 4-HAQO
according to the method of Kawazoe and
Araki [10].
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4-N[2-3H]QO was obtained from Amersham
Ltd. (specific radioactivity 941 mCi/mmole).

4-HA[2-°H]QO obtained as previously
described [7] presented a specific radioactivity
of 18.42 mCi/mmole.

DiAc-4-HA[2-*H]QO obtained from the
method of Kawazoe and Araki [10] exhibits a
specific radioactivity of 9630 counts/min/nmole.

Preparation of in vivo-reacted DNA

The method of preparation was previously
described by - lkegami e al. [11].
Approximately 10° ascite tumor cells (H.Z.
line) were injected i.p. into 3-month-old male
Wistar rats of about 300g. Seven days after
transplantation, either 4-NQO or 4-HAQO
was 1.p. injected.

For 4-NQOQO, a 0.018 M solution was used.
It was obtained from 4-NQO dissolved in a
small amount of dimethylsulfoxide followed by
appropriate dilution with physiological saline
solution. For 4-HAQO the 0.03M solution
was obtained by direct dissolution of the
carcinogen in physiological saline solution. In
the two cases 0.5ml/rat of the carcinogen
solution was injected. The rats were killed by
decapitation cither 1 or 2 hr later. The ascitic
fluid was drained and the cells were harvested
by centrifugation (3min 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 me-
thod [12].

Preparation of in vitro-reacted DNA

The DNA was obtained from ascite cells of
untreated rats using the method of extraction
of Marmur [12]. DNA in a 2x107*M so-
dium citrate buffer pH7 was reacted with
diAc-4-HAQQ dissolved in EtOH in order to
obtain a final buffer/EtOH ratio: 80/20 by
volume. The initial reaction mixture is char-
acterized by R, the ratio of molar concen-
tration of diAc-4-HAQO/concentration of
DNA expressed in mole P/1. Many samples of
modified DNA’s were prepared corresponding
to different values of R. The reaction is
carried out at 37°C, in the" darkness, for
45 min. After reaction, the modified DNA was
purified by extensive diethyl ether extractions.
The remaining non-covalently bound qui-
noline residues were removed by extensive
precipitations and washing with ethanol. The
lack of non-covalently bound quinoline was
checked by counting aliquots of 200 ul of the
supernatant ethanolic fractions.
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Fig. Y. Fluorescence spectra of DNA isolated from (1) 4-

NQO and (B) 4-HAQO-exposed ascite tumor cells, in 2
x 1073M citrate buffer, pH7. The concentration of DNA
was 1 mg/ml and the excitation wavelength 350 mm. The
Sfigwe  shows  the  corrected  readings  at  different
exposire times. Curve 1:t=2hr; cwve 2:1=1hr; curve 3: no
carcinogen exposure (reference DNA). The band at 400nm is
corresponding to a Raman vibration of water.
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Fluorescence studies

The fluorescence spectra were recorded
with a differential spectrofluorimeter (model
FICA 55 000). The apparatus is totally cor-
rected, that is, in excitation (the fluctuations
and the ageing of the lamp are automatically
compensated) and in emission. The spectra
were recorded using the unreacted DNA as
reference. Fluorescence spectra were measured
in 2x107* M citrate buffer pH7.
Concentration of DNA was | mg/ml for the in
vivo reacted DNA.

The fluorescence curves were recorded in
arbitrary units; therefore the quantitative de-
terminations were impossible; more especially
the quantum yield of the bound carcinogen
could not be calculated. Nevertheless, a com-
parison between the intensities of different
fluorescence spectra could be carried out
when these spectra were recorded with exactly
the same experimental conditions and with
identical settings on the spectrofluorimeter.

RESULTS

Fluorescence studies

In vivo-reacted DNA. DNA isolated from 4-
NQO- and 4-HAQO-exposed cells is fluores-
cent. The spectra obtained with an excitation
wavelength at 350nm (Fig. 1) exhibit a
fluorescence emission band with a main ma-
ximum at 465nm either for 4-NQO- or 4-
HAQO-modified DNA. In the case of 4-
HAQO-modified DNA, the spectrum is sli-
ghtly structured and three secondary maxima
at 475, 487 and 495nm are observed. It
appears that the fluorescence intensity and
consequently the amount of bound fluorescent
compound depends on the time of carcinogen
exposure, essentially in the case of 4-NQO. As
observed in Fig. 1, the spectrum is morc
intense after 2hr than after 1hr of exposure.
For 4-HAQO-modified DNA, the difference

Ruorescence Intensity
Arbitrery  Units

——

200 450 500 550

Fig.2. Fluorescence spectra of the diAc-4-HAQQO-reacted
DNA. The DNA was isolated from unireated ascite tumor cells.
The spectra were recorded with 0.3 mg/ml DNA solutions in 2
x 1073 M citrate buffer, pH 7. The excitation wavelength was
350nm. The figure shows the corrected instrument readings for
different values of R, ratio of molar concentration of diAc-4-
HAQO/concentration of DNA expressed in mole P/, in the
initial reaction mixtare. Curve 1:R=0.5; curve 2:R=0.2;
curve 3:R=0 (eference DNA). The band at 400nm has
the same meaning as that in Fig. 1.

observed between the two spectra obtained
after 1 or 2hr of exposure of cells is not
significant.

In vitro-reacted DNA. The fluorescence spe-
ctra obtained with an excitation at 330 nm
are shown in Fig. 2. Two spectra correspond-
ing to two different values of R (R=0.5; R
=0.2) are shown. These spectra are slightly
structured and exhibit a principal maximum
at 465nm and three secondary maxima at
475, 485 and 495 nm.

Table 1. Determination of the quinoline binding to D.NA in in vivo experiments using 4-HA[2-
3H)QO. Half a ml of the solution of carcinogen in physiological saline solution was injected i.p. to
rats bearing a Zajdela ascite fumor. The exposure time was 1 and 2hr and two rals were used for
' each experiment

Time after carcino-

DNA specific activity

Quinoline binding to
DNA, expressed as mole-

gen injection counts/min/mg cule of carcinogen per
(hr) DNA nuclcotide
4-HA[2-*H]QO 1 3333 54x1079
0.03 M 2920 4,7x1075
4-HA[2-H]QO \_ 2 2714 46x1075
0.006 M 1 600 1x10°5
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Determination of quinoline binding to DNA

In vivo-reacted DNA. The extent of binding
of isotope to DNA at 1 and 2hr after injection
of 4-HA[2-*H]QO is given in Table 1.
Moreover, we show that by using different
amounts of 4 HAQO (30 mM and 6 mM), the
percentage of quinoline binding to DNA is
proportional to the injected quantity of carci-

nogen. As observed in Table 1, the specific °

activity of DNA obtained with the more
concentrated solution of 4-HAQQO—either for
1 or 2hr of exposure—corresponds to appro-
ximately 1 molecule of quinoline derivative
per 20,000 nucleotides of DNA. This result is
in good agreement with those previously ob-
tained by Ikegami e al. [11] and Tada and
Tada [13].

In vitro-reacted DNA. Many samplcs corres-
ponding to different extents of carcinogen
binding to DNA were characterized (from 0.2
to 1.0 quinoline ring per 100 nucleotides). The
details concerning these determinations will be
given elsewhere.

DISCUSSION

Since the fluorescent properties of reacted
DNA were essentially due to the quinoline
ring one can claim that the quinoline moiety
is covalently bound to DNA either in vitro

“with diAc-4-HAQO or in vivo from 4-NQO

and 4-HAQO. As expected, the percentage of
bound rings is higher in the in vitro than in
the in vivo reactions.

For both in vivo and in vitro reacted DNA
the fluorescence spectra exhibit a principal
maximum at the same wavelength i.e.,
465 nm and, in the two cases, three additional
maxima at 475, about 485 and 495nm are
observed. Such characteristically similar
fluorescence spectra support the proposal that
diAc-4-HAQO constitutes a valid model for
the ultimate carcinogen in investigating
chemical carcinogenesis by 4-NQO.

This result, however, does not allow us to
state that the reaction was exactly the same in
the two cases, i.e., that the adducts are identi-
cal. Further work is in progress in our labo-
ratory to characterize these adducts.
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b) Etude de la réactivité du_4-acétoxyaminoquinoléine l-oxyde (Ac-4HAQO) sur
1'ADN in vitho

Au cours d'une discussion & propos de notre travail sur le
dérivé diacétylé du 4HAQO (publication n° 1), nous émettions 1'hypothése que
la réaction covalente du diAc-4HAQO sur 1'ADN pouvait peut-&tre conduire &
une acétylation de la macromolécule, sans l'avoir cependant dosée. A ce
moment, des travaux effectués au laboratoire par Bernard BAILLEUL, sur l'étude
de la réaction d'hydrolyse du dérivé diacétylé, mirent en évidence cette réac-
tion d'acétylation qui avait lieu au cours de la conversion du diAc-4HAQO en
un dérivé monofonctionnel : le 4-acétoxyaminoquinoléine l-oxyde (Ac-4HAQO).

Ce composé a alors été choisi comme deuxiéme modéle de cancérogéne ultime du
4NQO. En effet, c'est un électrophile puissant et il est trés réactif. De plus,
de par sa structure monofonctionnelle, ce composé se rapproche de l'hypothése
des TADA qui avaient proposé que l'activation du 4HAQO conduisait & la forma-
tion d'un aminoacyl-4HAQO, lui aussi monofonctionnel (TADA et al., 1975). Le
schéma ci-dessous, extrait de la publication n°® 5 (p.106) décrit la formation
de 1'Ac~-4HAQO ainsi que le mécanisme réactionnel que nous avions proposé pour

ce composé.

O—C—CH H 0—C—CH
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Des travaux de chimie effectués dans l'équipe du Pr. Jean LHOMME ont parfai-
tement confirmé ce mécanisme réactionnel (DEMEUNYNCK, 1984).

Nous avons montré que 1'Ac-4HAQO est environ 2,5 fois plus
réactif sur 1'ADN que le diAc-4HAQO. Ce résultat confirme, d'une part, les
travaux effectués sur les nucléosides isolés (guanosine et adénosine) qui
sont décrits dans la publication n° 5, et d'autre part, l'existence, au cours
de réaction d'hydrolyse du diAc-4HAQO, d'autres mécanismes que ceux conduisant
4 la formation de 1'Ac-4HAQO. Il a été en effet montré, au laboratoire, que
le diAc-4HAQO peut &tre également converti en un autre composé,ne possédant
pas de fonction N-oxyde : 1'Ac-4HAQ (BAILLEUL et al., 1983) ; ceci explique
le plus faible taux de fixation obtenu lorsque l'on fait réagir le diAc~-4HAQO
sur. la macromolécule,

Un autre résultat important est la mise en évidence de l1l'in-
fluence de la structure secondaire de 1'ADN sur la réactivité du cancérogéne,
comme nous l'avons précédemment observé dans le cas du dérivé diacétylé (pu-
blication n° 1), Ainsi, comme cela a déja &été constaté pour d'autres cancéro-
génes tels 1'AAF et le benzo(a)pyréne, (KRIEK et HENGEVELD, 1978 ; FUCHS, 1978
PULKRABEK et al., 1979), la structure de la macromolécule module la réactivité
de l'espéce réactive en différents sites.

Nous avons é€galement pu démontrer que 1'Ac-4HAQO conduit &
la formation de composés de substitution des bases analogues & ceux cbtenus
quand on modifie 1'ADN par le diAc-4HAQO. Ceci confirme bien 1'hypothése ins-
crite dans le schéma donné & la p.59 . En particulier, nous avons retrouvé
dans les deux cas l'adduit sur le C8 de la guanine (dGIII) qui avait été syn-
thétisé et caractérisé au laboratoire (BAILLEUL et al., 1981 : publication
n® 5). La formation de cet adduit dépend de la structure secondaire de 1'ADN :
il est obtenu en plus grande quantité sur 1'ADN dénaturé.

L'isolement par chromatographie clhp de plusieurs composés
de substitution base-quinoléine, aprés hydrolyse enzymatique de 1'ADN modifié,
constitue une preuve formelle de la liaison covalente du cancérogéne sur la
macromolécule 4d'ADN,

Ce travail est décrit dans la publication n°® 3 (p. 62) :

"In vitro DNA reaction with an ultimate carcinogen model of 4-nitroquinoline-
l-oxide : the 4-acetoxyaminoquinoline 1-oxide.Enzymatic degradation of the
modified DNA".

Carcinogenesis, 1983,

1
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En conclusion, nous avons utilisé un modéle de cancérogéne
ultime du 4NQO qui nous semble trés adéquat. Cependant, une derniére &tape
reste & franchir : savoir si 1'Ac-4HAQO induit {n vu{trno des lésions identi-
ques & celles produites 41 v{v0 par les précancérogénes. Nous avons donc
entrepris la comparaison "n vivo-in vitho" ; elle est décrite dans le pa~

ragraphe C de ce chapitre.
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In vitro DNA reaction with an ultimate carcinogen model of 4-nitro-
quinoline-1-oxide: the 4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide. Enzymatic

degradation of the modified DNA
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Institut de Recherches sur le Cancer de Lille et Unité 124
de PINSERM, BP 311, 59020 Lille Cédex, France.
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Abstract

2-*H-Labelled 4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide (Ac-4 HA-
QO), the ultimate carcinogen model of 4-nitroquinoline-1-
oxide, was reacted in vitro with native and denatured DNA.
We found that Ac-4d HAQO is 2- to 3-fold more reactive than
diAc-4 HAQO, another ultimate carcinogen model of 4 NQO
which was previously studied [Galiégue ef al. (1980) Biochim.
Biophys. Acta, 609, 383-391]. Ac-4 HAQO-modified DNA is
thermally destabilized: when 1% of the bases of DNA were
modified by Ac-4 HAQO, its melting temperature decreased
1.2°C. Enzymatic degradation of Ac-4 HAQO-modified
native and denatured DNA'’s to nucleosides was performed.
The hydrolysates were analyzed, first with a simple
chromatographic system, and then by h.p.l.c. The com-
pounds recovered from the modified polymers were charac-
terized by h.p.l.c. and a variation in their respective amounts
as a function of the secondary structure of DNA was observ-
ed. Especially, the N{deoxyguanosin<(C®yl)-4-aminoquino-
line-1-oxide, the so called dG III adduct, was recovered from

DNA, and its amount was evaluated to be ~3.5-fold greater-

in the case of denatured DNA than in the case of native
DNA.

Introduction

With the exception of some alkylating agents, most
chemical carcinogens require metabolic activation to reactive
intermediates prior to binding to cellular macromolecules (1).
It is now clear that DNA constitutes a crucial target in the
tumorigenesis processes. In our laboratory, we are studying
some structural and chemical DNA modifications after
covalent binding of the ultimate metabolite of 4-nitroquino-
line-1-oxide (4 NQO)*. This compound is a potent carcinogen
(2), and some of its biological and chemical properties, as well
as preliminary findings on its mode of action, have been
reported (for reviews, see 3—5). Previously we used (6,7) the
0,0’ -diacetyl-4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide (diAc-4
HAQO) (8,9) as a ultimate carcinogen model of 4 NQO: we
showed its covalent binding toa DNA in vitro (6,7), the ther-
mal destabilization of the modified DNA (6) and its sensitivi-
ty to the S, endonuclease (10). More recently, the monoacetyl
derivative of 4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide (4 HAQO),
4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide (Ac-4 HAQO) (11) has

To whom reprint requests should be addressed.

*Abbreviations: Ac-4 HAQO, d4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide; diAc-4
HAQO, 0,0’ -diacety]-4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide; 4 NQO, 4-nitro-
quinoline-1-oxide; 4 HAQO, 4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide; N-AAAF,
N-acetoxy-N-acetyl-2-aminofluorene; AAF acetylaminofluorene.

© IRL Press Lud., Oxford, England.

been shown to constitute a good model of ultimate carcino-
gen of 4 NQO (12).

Many studies have been carried out the last ten years, by
using more and more sensitive techniques, to determine for
each chemical carcinogen the nature of all the adducts formed
with DNA and to evaluate the respective amounts of each of
them (see for example, Essigmann et al. (13) and Croy er al.
(14) in the case of aflatoxin; Pulkrabek et al. (15) in the case
of benzo[alpyrene; Kadlubar et al. for N-OH-1-
naphthylamine (16) and for N-OH-2-naphthylamine (17)). In
the case of 4 NQO, some authors pointed out that in vivo
binding of the carcinogen mainly occurs on the purine
bases of DNA (18). However, the precise nature of this
binding to DNA, i.e., the identification and enumeration
of all the adducts which are formed with the DNA
macromolecule have not yet been seriously explored.
Moreover, to date nothing is known about the stability of
the NQO-adducts of DNA. Indeed, it is known that some
adducts can be unstable and for example Kriek and Westra
showed that under particular conditions the guanyl-C-8
AF-adduct can be decomposed (19). Thus, it seems also
important to date to think in terms of degradation pro-
ducts of the adducts.

Ikegami ef al. (18) and after them, Tada and Tada (20,21)
have only mentioned the obtention of some adducts after en-
zymatic and chemical degradation of in vivo 4 NQO-
modified DNA. Since these studies used descending chro-
matography for the separation of their adducts, a reinvestiga-
tion of these compounds with more sensitive separation
techniques was desirable. Therefore it seemed very useful to
visualize all of the quinoline-adducts on DNA and their even-
tual degradation compounds.

We report in vitro reaction of Ac-4 HAQO with DNA and
we compare our results with those obtained with diAc-4 HA-
QO, which is considered as another ultimate carcinogen (6,7).
Initially, we studied the reactivity of the monoacetyl
derivative with DNA as a function of its secondary structure,
and we emphasized the thermal destabilization of the
modified DNA. Then, the enzymatic degradation of the
modified DNA allowed us to visualize the adducts and their
eventual degradation products. In particular we focused our
attention on N-(deoxyguanosin-C8yl)-4-aminoquinoline-1-
oxide, the so-called dG II1, the structure of which was recent-
ly elucidated in our laboratory (12). Moreover, we showed
that the extent of the different adducts formed depends on
the conformation of the starting DNA.

Materials and Methods

Reagents

The carcinogen 4 NQO was obtained from Fluka AG (Switzerland). Ac4
HAQO was prepared from diAc4 HAQO (12). DiAc4 HAQO was syn-
thesized from 4 HAQO (9), as previously described (8). The 4 N[2-*H JQO was
obtained from Amersham (sp. act.: 941 mCi/mmol). Ac4 HA[2-*H]QO and
diAc4 HA[2-3HIQO were prepared as described for the unlabelled com-
pounds; they had the same specific activity: 18.4! mCi/mmol.

All of the enzymes (bovine pancreatic DNase I, snake venom phosphodi-
esterase, calf spleen phosphodiesterase, endonuclease from Neurospora
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crassa, alkaline phosphatase from Escherichia coli and alkaline phosphatase
from calf intestine) were purchased from Boehringer-Mannheim (FRG). Their
conditions of utilization are described below.

Native DNA was obtained from chicken erythrocytes. It had the following
characteristics: S;,'w, 28; hyperchromicity at 260 nm, 41%; melting
temperature (in 0.1 M NaCl), $7°C. Denatured DNA was prepared just
before each experiment by heating for 10 min in a boiling water bath, then
chilling in an ice bath.

Instrumentation

The absorption spectra and the melting temperature studies were carried
out using a Cary 118 C spectrophotometer. The melting curves of unmodified
and modified DNA’s were measured at 260 nm with the Cary 118 C spectro-
photometer which was fitted out for mehing temperature determinations. The
apparatus was previously described (6).

H.p.L.c. separations were carrid out on a Waters systemg consisting of a
U6K injector, two 6000 A pumps, a model 660 solvent programmer, and a
model 440 dual-wavelength detector (254 nm and 365 nm). Radioactivity of
the peaks was determined with a SL 300 Intertechnic scintillator counter.
Preparation of a Ac-4 HA[2-*H)QO-modified DNA samples

Ac4 HA[2-*HIQO-modified DNA was prepared according to the same
method as for diAc4 HAQO-modified DNA (6). The reactions were per-
formed with native and denatured DNA's, in 2 2 mM sodium citrate buffer,
pH 7. Approximately 1 mg of DNA (concentration ~0.5 mg/ml) was in-
cubated at 37°C, for 0.25 h, under a nitrogen atmosphere, in the dark and in
the presence of different amounts of Ac4 HA[2-'H]QO solubilized in di-
methylsulfoxide. The incubation time was reduced (0.25 h instead of 0.75 hin
the case of diAc4 HAQO) because of the very high reactivity of Ac-4 HAQO
(12). Each sample was characterized by the ratio R of the molar concentration
of DNA, expressed as mol Pi/l, in the initial reaction mixture. The modified
DNA was purified by one (or two) diethyl-ether extraction(s). The purification
was achieved as previously described (6,7) by extensive ethanol-precipitations
(0.1 volume of NaCl 5 M and 2 volumes of precooled ethanol were added to
each DNA solution; the DNA precipitated after shaking). The amount of
bound quinoline ring is given by the ratio [CY/[P] where [C] is the concentra-
tion of 3H-labelled carcinogen, determined by counting aliquots of 100 ul of
the DNA solutions (SL 300 Intertechnic scintillator), and [P] the concentra-
tion of nucleotides (expressed as mol Pi/l) as determined by the absorbance at
260 nm. The same correction for the Ay, is always made, as previously
described (6). The results are given as the number of bound quinoline
rings/100 bases (percentage of modified bases).

Three series of samples were prepared: (i) a first series of native and
denatured modified DNA’s was prepared for the study of the reactivity of
Ac-4 HAQO as a function of the secondary structure of DNA; (ii) a second
series of native-modified DNA samples was prepared for the melting point
measurements. In this case, since the melting temperatures are very dependent
on the ionic strength of the solution, all DNA samples were solubilized in the
same buffer from a stock solution; (iii) the third series was constituted of two
native-modified DNA’s and one denatured-modified DNA samples, for the
enzymatic hydrolysis to nucleosides. In this case, after the last ethanol-
precipitation, the DNA was solubilized in the appropriate buffer, at a concen-
tration of ~2 mg/ml. The samples were then dialysed against this buffer
(1 liter for each sample) for 4 h, with 2 buffer changes.

Preparation of diAc4 HA[2-*H)QO-modified-native DNA

Only one sample was prepared as previously described (6) for the compari-
son with Ac4 HA [2-3H]QO-modified DNA, after enzymatic hydrolysis. This
preparation of diAc4 HAQO-modified DNA contained 0.9% of modified
bases and its specific activity was 415 d.p.m./y. ’

Enzymatic hydrolysis of the modified DNA 10 nucleosides

The incubation buffer was: Tris-HCl 5§ mM, MgCl, 2 mM, CaCl,2 mM,
pH 7.4. The DNA was always solubilized at a concentration of 2 mg/ml.

Two different methods were used for the hydrolysis: (i) in the case of the
comparison between the two samples of diAc-4 HAQO-modified DNA and
Ac-4 HAQO-modified DNA, the hydrolysis were carried out according to the
method previously described (12): the modified DNA (~ 1 mg) was incubated
at 37°C for 24 h with 30 + of bovine pancreatic DNase I (grade 11, sp. act.:
1000 units/mg) and 30y of snake venom phosphodiesterase (sp. act.:
1.5 units/mg). The pH was adjusted to 9.0 and dephosphorylation of the
hydrolysis products was performed for 24 h by adding 20y of alkaline
phosphatase of E. coli (20 units/mg). Thus, the total incubation time was
48 h; (i) in the case of the samples prepared for h.p.l.c. analysis, the condi-
tions of hydrolysis were slightly modified in order to limit the eventual
degradation of the products formed during the hydrolysis. Indeed, the
amounts of the enzymes were increased, the incubation time was shortened,
and the sequence of the enzymes was slightly modified. For the native Ac4
HAQO-modified DNA, 0.8 mg of DNA was solubilized in the buffer men-
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tioned above and incubated at 37°C for 2 h with 45 ~ of the DNase I; then,
45 v of the venom snake phosphodiesterase and 90 y of calf spleen phospho-
diesterase (0.25 units/mg) were added for an additional incubation of 17 h at
37°C. The pH was adjusted to 8.0, 35 v of alkaline phosphatase from calf in-
testine (grade I, 400 units/mg) were added and the dephosphorylation of the
hydrolysis products was performed for 7 h. Thus, the total incubation time
was 26 h. The denatured-Ac4 HAQO modified-DNA (0.7S mg) was
hydrolysed according to the same method as for native-modified DNA, but
DNase 1 was replaced by 40 v of endonuclease of N. crassa (24 units/mg)
which is specific for the single-stranded DNA.

Column chromatography of the DNA hydrolysates

Chromatography on Biogel P 2 (minus 400 mesh) was performed using a
column (0.6 x 60 cm) equilibrated with 2 mM sodium citrate buffer (pH 7).
The flow rate was 4 ml/h, fractions of I ml were collected and the radioactivi-
ty measured. The column was calibrated with deoxyadenosine-5'-monophos-
phate, deoxyguanosine-5’'-monophosphate, deoxyadenosine, deoxyguanosine
and adenosine-triphosphate.

H.p.l.c. analysis of P 2 fractions

After P 2 column chromatography each tritiated fraction was collected,
concentrated, and the analysis was carried out by means of h.p.l.c. A C18-p-
Bondapak 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.

Results
Reactivity of Ac4 HA[2-*H)QO with DNA

Influence of the DNA secondary structure. Ac-4 HAQO
was reacted with native and denatured DNA’sin 2 x 1073 M
citrate buffer, pH 7. In both cases (and in the same manner)
as with diAc-4 HAQO (6), the quinoline binding to DNA can
be observed when recording the absorption spectra in the
300~ 500 nm range. The maxima of the bands are located at
360 nm and 365 nm for native and denatured-modified
DNA's, respectively. The amounts of bound carcinogen as a
function of R (see Materials and Methods) are set in Table 1.
First we observe that, as for diAc-4 HAQO (6), the secondary
structure of DNA influences the reactivity of Ac-4 HAQO.
Indeed the reactivity of denatured DNA (6 quinoline
rings/100 bases for R = 1) is 2-fold greater than in the case of
native DNA (2.7 quinoline rings/100 bases, for R = 1). The
second phenomenon which is interesting to note is that,
whatever the secondary structure of DNA is, the extent of
binding of Ac-4 HAQO to the DNA is 2- to 3-fold greater
than in the case of diAc-4 HAQO (6): 1 quinoline rings/100
bases, for native DNA, and 2.5 quinoline rings/100 bases, for
denatured DNA. Therefore, it seems attractive to use Ac-4
HAQO for studying in vitro DNA maodification.

Thermal destabilization of Ac-4 HAQO-modified DNA
samples. A series of Ac-4 HAQO-modified DNA samples
were melted and the differences between the melting
temperature (Tm) of a given carcinogen-modified DNA and
unmodified DNA (ATm) were calculated. The melting
temperatures of DNA samples decrease as their extent of
modification increases (ATm <0), as observed in Table II.
We calculated the value of ATm per 1% of modified bases (in
the same manner), as for diAc-4 HAQO-modified DNA (6).
We found ATm = 1.2°C per 1% of modified bases, which is
a very similar result as those we obtained in the case of diAc-4
HAQO-modified DNA (6).

Enzymatic degradation of Ac-4 HA[2-3H]QO-modified DNA
to nucleosides. Chromatographic analysis of the hydrolysates

Rough analysis by chromatography on Biogel P 2. Com-
parison of Ac-4 HAQO-modified DNA with a diAc-4
HAQO-modified DNA. Two samples of Ac-4 HA[2-*H]QO
and diAc-4 HA[2-*H]QO modified-native DNA’s were in-
cubated with the enzymes, at 37°C, for 48 h (see Materials
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Table I. Amounts of carcinogen bound to native DNA (NDNA) and
denatured DNA (DDNA) as a function of R.

R? Percentage of modified bases®

R = 0.01 NDNA 0.12
DDNA 0.25

R = 0.05 NDNA 0.5; 0.6
DDNA 1.1

R = 0. NDNA 0.8; 1.0
DDNA 1.7

R =02 NDNA 1.2; 1.5
DDNA 3.0

R =05 NDNA 2.1; 2.2
DDNA 5.0

R=1 NDNA 2.9; 3.0; 2.7
DDNA 6.0; 6.4

aRepresents the concentration of the carcinogen/the concentration in DNA,
in the initial reaction mixture. "The amount of bound carcinogen is obtained
by the ratio [C)/{P) where [C] is the concentration of bound quinoline rings
and [P] the concentration of nucleotides (see Materials and Methods). The
contidence limits are: [C)/[P] + 0.1%.

Table 1. Melting temperature values of native modified-DNA samples.

Solvent Percentage of Tm (°C)® ATm (°C)
modified bases?

2 x 107 3*M sodium cirate 0 58.05 0

buffer, pH 7 05 R = 0.05) 57.60 -0.45
10R = 0.1) 56.85 -1.20
1SR = 02) 56.40 - 1.65
21R = 1) 54.65 -3.40

*The modified DNA’s studied are characterized in Table 1. ®The confidence
limits are: Tm, 0.1°C; ATm, + 0.2°C.

and Methods). The hydrolysates were then analyzed on a
Biogel P2 minus 400 mesh column. We used u.v. detection at
254 nm, to see the deoxyribonucleosides, and the *H radio-
activity of 100 ul aliquots of each fraction was counted to
detect the presence of the quinoline moiety. In both cases we
found a u.v. chromatographic profile characteristic of the
four deoxyribonucleosides (Figure 1, part I): this means that
hydrolysis takes place effectively, at least at the unsubstituted
regions of the DNA. Some minor other peaks were also
detected. The chromatographic radioactive patterns are
shown in Figure 1, parts II and III: for the two modified
DNA’s, we obtained the same radioactive profiles, i.e., five
distinct tritiated fractions we called A, B, C, D, E. The
presence of many radioactive peaks suggests that the
hydrolysis was also efficient in the substituted regions of
the DNA.

H.p.l.c. analysis of the P2 column fractions. This analysis
was performed by using Ac-4 HAQO as ultimate carcinogen.

Two Ac-4 HA[2-H]QO-modified polymers were prepared: a -

native-modified DNA (2.2% of modified bases; sp. act.:
1620 d.p.m./v) -and a denatured-modified DNA (6.4% of
modified bases; sp. act.: 4715 d.p.m./y) in order to study the
influence of the DNA secondary structure on the respective
amounts of the different adducts.

After enzymatic hydrolysis (see Materials and Methods),
the same five P2 tritiated fractions were obtained for the
native and denatured DNA’s, but we pointed out a variation

In vitro DNA reaction with 4-nitroquinoline-1-oxide
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Fig. 1. Elution profiles from P2 minus 400 mesh column after enzymatic
hydrolysis of Ac4 HAQO-modified DNA (I: u.v. detection; I1: radicactivity
detection) and diAc4 HAQO-modified DNA (111: radioactivity detection).
Ac-4 HAQO modified DNA has 2.3% of modified bases and its specific ac-
tivity is: 1320 d.p.m./+; 500 v were applied to the column. DiAc4 HAQO
modified DNA has 0.9% of modified bases and its specific activity is:
415 d.p.m./y; 100 4 were applied to the column. The conditions used for the
enzymatic hydrolysis are described in Materials and Methods.

in their respective amounts. For example, E is greater and D
is weaker in the case of denatured DNA than in the case of
native DNA. In the two cases, each P2 fraction was collected,
concentrated and submitted to h.p.l.c. analysis. We used ab-
sorbance detection at two wavelengths: at 254 nm, charac-
teristic wavelength for both nucleosides and quinoline ring,
and at 365 nm, characteristic wavelength of the quinoline
moiety. Moreover, quinoline is also detected by H radio-
activity measurements of 500 gl aliquots. Therefore this
method allowed us to discriminate between (i) an unmodified

- nucleoside and (ii) an adduct or a quinoline derivative, which

could be released from eventually unstable adduct(s). The
Table 11I gives the composition of each P2 fraction and the
percentage of each h.p.l.c. isolated compound. These percen-
tages were evaluated from the ratio: *H of the isolated
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peak/3H of the total DNA radioactivity. The two first frac-
tions A and B appear in h.p.l.c. as complex mixtures of dif-
ferent compounds and their origin will be discussed below
(see Discussion). At the opposite, fractions C, D and E are

Table 1. H.p.l.c. analysis of the P2 fractions® for native and denatured Ac4
HA [2-'H)QO-modified DNA's.

P2 fraction H.p.l.c. isolated peaks® Native DNAS  Denatured DNA®

A Complex diagram: 21% 16%
many peaks

B Complex diagram: 16% 18%
many peaks

C C 6% 1.2%
Minor products - 3%

D D, 22.5% 2.8%
D, 21% 2.6%
D, - 1%

E dGllt 13% 49%

#The hydrolysates were first chromatographed on the P2 minus-400 mesh col-
umn, the P2 tritiated fractions A, B, C, D, E were collected, concentrated and
each of them was analyzed by h.p.l.c. (sec Materials and Methods). "The
peaks represented here are the tritiated peaks recovered by h.p.l.c. analysis;
they give an absorbance signal at 254 nm and 365 nm on the h.p.l.c.
chromatograms. ‘For each isolated h.p.l.c. peak, the percentage is given by
the ratio: *H radioactivity of the isolated peak/?H total radioactivity of the
native modified DNA or the denatured modified DNA.
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constituted either by a pure compound (E), or by two or three
compounds (C, D). Several hydrolysis were carried out and
the results were always reproducible.

The tritiated h.p.l.c. patterns of fractions C, D, E are
shown in Figure 2, for the native modified DNA. Each
tritiated peak, which gives an absorbance at 254 nm and
365 nm (u.v. profile not shown) is characterized by its reten-
tion time Ry in our conditions of chromatography, and by the
ratio A = DOy yn/DOs%s nm (Figure 2). Fraction E was
identified as dG III, the adduct we have characterized pre-
viously (12). Indeed fraction E and this synthetic compound
comigrated in P2 chromatography and in h.p.l.c., with a
retention time of 12 min and a A value of 1.8 at neutral pH.
This adduct corresponds to the fixation of quinoline on the
C-8 of guanine. Its extent was more important for denatured
DNA (49%) than for native DNA (13%) (see Table I1I).
Fraction D, which is quantitatively important in the case of
the native DNA (43.5%) is composed of two major products:
D, and D, which represent 22.5% and 21% of the total radio-
activity, respectively. In contrast, these two compounds were
present in weaker amounts in the case of denatured DNA.
Moreover, in this last case another product was detected,
D’, (h.p.l.c. data not shown). The retention times are:
R; = 9.1 min for D;and Ry = 10.5 min for D,. The A values
are: A = 2.2 for D, and A = 1.5 for D, The fraction C
represents the weakest fraction and appears as pure in radio-
activity for the native polymer (retention time R, = 11.8 min;
A = 2.1). For denatured DNA, C was recovered with 1.2%
of radioactivity and a mixture of three or four other minor
compounds which account for 3% of radioactivity is also
observed (Table III).
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Fig. 2 H.p.l.c. chromatographic profiles of the P2 fractions C, D, E obtained after enzymatic hydrolysis of Ac4 HA[2-*H JQO-native modified DNA (2.2% of
mpdxﬁed bases: sp. act.: |62Q d.p..rq./-y). Chromatographies with linear gradient (during 20 min) from water 10 95% methanol-water were made by collection of
aliquots (500 ul) and °H radioactivity measurements. 1: fraction C, If: fraction D, 11i: fraction E; 1V: retention times (R,) and ratios A: optical density at

254 nm/optical density at 365 nm, for the different h.p.l.c. isolated peaks.
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Discussion

In this paper we showed that the monoacetyl derivative of
4 HAQO is an attractive model for studying in vitro DNA
modification by 4 NQO. Indeed this compound was found to
be ~ 3-fold more reactive with DNA than the diacetyl deriva-
tive previously used (6). Moreover the covalent binding of
both derivatives with DNA induces the same structural per-
turbation. Concerning the formation of adducts, after en-
zymatic degradation of two DNA samples modified either by
di-Ac 4 HAQO or by Ac-4 HAQO, we observe the same
chromatographic P2 column and h.p..c. patterns (the
h.p.l.c. data in the case of diAc-4 HAQO are not shown).
This means that the two derivatives induced the same adducts
on the DNA, and this is in agreement with our previous fin-
dings about the reaction of Ac-4 HAQO and diAc-4 HAQO
with purine nucleosides (12). Thus our present results provide
a strong support for the hypothesis of the mechanism of in-
teraction with DNA we have proposed, involving the two
acetylated derivatives (12): Ac-4 HAQO is obtained from
diAc-4 HAQO and constitutes a very reactive electrophilic
intermediate which rapidly interacts either with DNA or with
isolated nucleosides, with a better yield than diacety! deriva-
tive.

The existence of a thermal destabilization of modified
DNA is clearly in agreement with the results we have pre-
viously obtained, which demonstrated the sensitivity of Ac-4
HAQO or diAc-4 HAQO modified DNA’s to the single-
stranded specific endonuclease S, (10). This means that the
binding of the ultimate carcinogen to the DNA induces par-
tially denatured regions on the macromolecule.

In this work we also studied the influence of the DNA
secondary structure on the extent of the different adducts
formed. Except for P2 fractions we called A and B (see
Results, Figure 1), which are observed by h.p.l.c. as a com-
plex mixture of unidentified peaks, we can affirm that our
results indicate that the secondary structure of DNA influen-
ces the extent of the adducts. For example, the compounds
called D, and D, account for ~20% of the total radioactivity
in native-modified DNA, while they constitute minor pro-
ducts (<8% of the total radioactivity) in the case of
denatured modified DNA. In contrast, the adduct dG Il
represents only 13% of the total radioactivity of the native
DNA while it is recovered as 49% in the denatured DNA.
Our results compare with those obtained by Pulkrabek ef al.
(15) concerning the modification of DNA by two enantiomers
of a diol epoxide of benzo[a]pyrene (BPDE I): they showed
that there exists a similar phenomenon, i.e., one minor
deoxyguanosine adduct was present in greater amounts in
denatured DNA than in native DNA. The case of AAF is
another example. The interaction of N-AAAF with DNA in
vitro results in the production of C-8 and N-2 adducts of
deoxyguanosine, which are formed if the substrate is double-
stranded DNA (22). On the other hand, in vitro modification
of single-stranded DNA or RNA leads only to the binding of
AAF to the C-8 position of guanine residues (23).

Concerning the dG Il adduct, it corresponds to the C-8
arylamination of deoxyguanosine, the carcinogen being at-
tached by the nitrogen in position 4 of the quinoline ring (12).
This adduct has also been recovered in the hydrolysate of in
vivo modified DNA (12), and this result is strengthening its
interest. However, it does not constitute a major adduct, ex-
cept for denatured DNA. We obtained very recenlty a series
of arguments which allow us to think that the amounts of dG

In vitro DNA reaction with 4-nitroquinoline-1-oxide

HI recovered in this present study are minimized, due to the
instability of this adduct during the enzymatic DNA hydro-
lysis. Indeed we showed that under certain experimental con-
ditions, and in particular under our enzymatic hydrolysis con-
ditions (see Materials and Methods), dG 111 is unstable and
gives rise to some degradation products. For example, by in-
creasing the duration of the hydrolysis to 70 h, the amount of
dG IH recovered after P2 analysis decreased: it was only 2%
in the case of native modified DNA, and 15% in the case of
denatured modified DNA, instead of 13% and 49%, respec-
tively. The hydrolysis conditions were slightly modified as a
consequence of these observations. Therefore, we are now
trying in our laboratory to test another method for the titra-
tion of the dG Il adduct on the DNA, which will use the
spectrophotometric properties of this compound.

Let us now consider the so-called A and B P2 fractions.
Our experimental h.p.l.c. data show complex tritiated pro-
files, which as yet cannot be completely explained. Concern-
ing the fraction A one observes (Figure 1) that it is located
near to the void volume. This may indicate that the DNA-
hydrolysates are containing oligonucleotides and/or (di- or)
trinucleotides bearing some quinoline molecules. In other
words, it is possible that the binding of the carcinogen to the
DNA hinders the total DNA hydrolysis. Therefore, we tried
to improve the yield of the hydrolysis by adding greater
amounts of the different enzymes: whatever the conditions,
we always found at least 20% of the total radioactivity in the
fraction A. Thus, this hypothesis does not seem sufficient to
explain the origin of A. Another explanation for A could be
discussed in the light of an experimental result we very recent-
ly obtained: the decomposition of dG III (as we previously
mentioned) gives rise to some products which comigrate with
A on P2 chromatography. We are now studying the nature of
these degradation products of dG III and their stability.

Dealing with the fraction B, more than five tritiated peaks
are detected in h.p.l.c. This fraction also contains great quan-
tities of the unlabelled nucleosides deoxythymidine, deoxy-
cytidine and deoxyadenosine. Studies are being carried out in
our laboratory to determine whether or not the tritiated peaks
are minor adducts.

In conclusion, we pointed out the two following facts:
(i) the adducts may be unstable. This phenomenon was
evidenced by the degradation which occurs for the dG III ad-
duct, preventing its precise quantitative determination. It is
possible that other adducts may also exhibit similar proper-
ties, and therefore (ii) it is evident that the enzymatic
hydrolysis does not allow a quantitative evaluation but con-
stitutes only a qualitative analysis.

Studies are now devoted to the identification of the
purified h.p.l.c. peaks in order to compare the results obtain-
ed with in vitro and in vivo modified DNA. A first series of
experiments have already shown that the dG I1I compound is
present in both cases (12).
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Afin de tester la validité du modéle de cancérogéne ultime
du 4NQO que nous avons proposé, nous avons entrepris une comparaison de deux
types d'ADN modifiés : '

- 1'un modifié {n v{vo par les cancérogénes précurseurs,
- 1l'autre modifié {n vithopar le modéle de cancérogéne ultime Ac-4HAQO.

Nous avons effectué 1l'hydrolyse enzymatique des deux échan-
tillons A'ADN et nous avons comparé les deux hydrolysats. D'autre part, nous
avons analysé dans 1'ADN modifié {n v{f10 la nature et le nombre d'adduits
principaux formés, grdce & des comparaisons avec le poly(dG-dC) .poly(dG~dcC)
et le poly(dA-aT).poly(dA-dT) modifiés par 1'Ac-4HAQO.

Nous avons ainsi pu montrer que les trois adduits majeurs in-
duits par le 4HAQO N vivo (2 sur la guanine et un sur l'adénine) sont éga-
lement obtenus {n Wit sur 1'ADN modifié par 1'Ac-4HAQO. En d'autres termes,
1'acétoxyaminoquinoléine l-oxyde représente un modéle {n vi{no trés adéquat.

Le travail que nous venons de résumer est décrit dans la pu-

blication n°® 4 :

"Adducts from in vivo action of the carcinogen 4-hydroxyaminogquinoline 1l-oxide
and from in vitro reaction of 4-acetoxyaminoquinoline l-oxide with DNA and
polynucléotides",

Cancer Research, sous presse.

Bien que cet article ne comporte pas d'études structurales sur
les adduits, la conclusion indique la structure des principales lésions base-
quinoléine actuellement connues. Ces informations nous avaient &té demandées
par les "Referees". Les travaux qui ont conduit & la détermination de ces

structures feront 1l'objet du chapitre II,

A la suite de la publication n°® 4 nous reviendrons sur certains
points qui, pour des raisons de place, n'avaient pu &tre détaillés dans l'ar-

ticle, mais qui apportent cependant des informations complémentaires.
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ABSTRACT

In vivo 2-[3H]-1abeled 4-hydroxyaminoquinoline l-oxide
(4-HA[2—3HKX»—modified DNA and 4in vitno 2—[3H]-labeled

3H]QO)—modified

4-acetoxyaminoquinoline-l-oxide (Ac-4 HA[2-
DNA were enzymatically hydrolysed and the hydrolysates were
analysed by high performance liquid chromatography (HPLC).
The two patterns were compared and we showed that all of

the HPLC peaks which were recovered from {in vivo-modified

DNA were present in the hydrolysate of 4in vitro-modified

DNA. Therefore we used the in vitro Ac-4 HA[2- H]QO-modi-
fied DNA to investigate the qguinoline-purine adducts which
are characteristics of the mode of action of the carcinogen
4-nitroquinoline l-oxide (4-NQO). By comparison with the
enzymatic hydrolysates of Ac-4 HA[2-3H]QO—modified poly
(dA-AT) .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 characterized as a C8—guanyl adduct.

We proved that the two other are a guanine -and an adenine-
adduct respectively. A quinoline derivative was identified

in the hydrolysates of the in vivo and 4n vitro modified
DNA's : the 4—aminoquinoline l-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
of the Cs-guanyl adduct was shown, in mild alkaline conditions.

We suspected an imidazole ring-opened form.
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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 4-NQO? (for reviews, see 15, 17) 4-HAQO has been
considered as the proximate carcinogen and Ac-4-HAQO was

proved to be an attractive model to study 4in vitro the

carcinogenesis by this compound (1, 6)

H O—C —CH
N/ 0
N o]

0

I

Concerning the NQO-adducts, Ikegami et af. (10) and
after them Tada and Tada (19, 20) showed the presence of
guanine-adducts and adenine-adducts after enzymatic or
chemical degradation of 4n v{ivo 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 {n vitio DNA modi-
fication (6) ; after enzymatic hydrolysis of the modified

DNA we enumerated some different products the structure of

2The abbreviations used are : 4-NQO, 4-nitroquinoline 1-oxide ; 4-HAQO,
4-hydroxyaminoguinoline 1-oxide ; 4-AQ0, 4-aminoquinoline 1-oxide ;
Ac-4-HAQO, 4-acetoxyaminoquinoline 1-oxide ; diAc~-4-HAQO, 0,0'-diacetyl
derivative of 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide ; 4-HA[2-3H]Q0, [2-3H]
labeled 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide ; Ac-4—HA[2-3H]Q0, [2-3H] Llabeled
4-~acetoxyaminoquinoline 1-oxide ; HPLC, high performance Liquid chromato-
graphy ; dGuo-C8-AQO0, N-(deoxyguanosin—C8-yl)-4-aminoquinoline 1-oxide ;

4-AQ0, 4-aminoquinoline 1-oxide.
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one of them being totally elucidated (1). It is a C8—
guanyl adduct we call dGuo-C8-AQO0. It accounts for about
30 § of the total modificatiqn of the native DNA (7).

This paper at first is devoted to the comparison bet-
ween the HPLC profiles of enzymatic hydrolysates of the
4in vivo and 4in vi{tro modified DNA's. Two modified DNA's
were considered : the in vdivo 4—HA[2—3H]QO—modified DNA
from ascite cells (H.Z. line) and the in vitro Ac-4-HA
[2-3H]QO-modified DNA. All the peaks obtained from the
in vivo modified DNA were recovered from the 4in vitxro
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 samples
modified 4in vitro by Ac—4-HA[2-3H]QO : native DNA, poly
(dA-dT) . poly (dA-dT) and poly(dG-dC). poly(dG-dC). The
dGuo-C8-AQ0 we characterized previously (1) was reéovered
and we observed its degradation towards two products in
mild alkaline conditions. The existence of another guanine-
adduct -we called dGuo-2-AQ0- and of an adenine-adduct was
established. Finally, another compound was characterized
as a quinoline derivative, the 4-aminoquincline  l-oxide,
4-AQ0, which probably arised from the degradation of one

(or more) adduct(s).
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MATERIALS AND METHODS

CHEMICALS

4—N[2-3H]QO was obtained from Amersham (specific
activity, 941 mCi/mmol). 4—HA[2-3H]QO was prepared as
previously described (4) and exhibited a specific activity
of 18.43 mCi/mmol. Ac-4—HA[2—3H]QO was prepared from
0,0'-diacetyl derivative of 4-HA[2-3H]QO (5, 1). 4-amino-
quinoline 1l-oxide (4-AQO0) 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 af. (18) and Hoshino et af. (9). dGuo-
C8[2-3H]AQO was prepared as previously described (1) by

3

reaction between deoxyguanosine and Ac-4-HA[2-"H]QO.

Native DNA was obtained from chicken erythrocytes. It

had the following characteristics : S 225 ; hyper-

o
20,w,
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 : all the enzymes (bovine pancreatic
DNAse I, snake venom phosphodiesterase, calf spleen phos-

phodiesterase, alkaline phosphatase of calf intestine) were

purchased from Boehringer-Mannheim (FRG).

PREPARATION OF IN VITRO AC—h—HA[2~3H]QO-MODIFIED DNA AND
POLYNUCLEOTIDES

Native DNA and polynucleotides were modified by the

ultimate carcinogen Ac—4-HA[2-3H]QO in the following manner
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the reactions were performéd in a 2mM sodium citrate
buffer, at pH 7 ; approximately 1 mg of polymer (concen-
tration = 0.5 mg/ml) was incubated at 37°, for 0.25 hr,
under a nitrogen atmosphere, in the dark and in the
presence of the equivalent amount of Ac-4—HA[2-3H]QO,
solubilized in dimethylsulfoxide. The modified DNA was
purified by diethyl-ether extractions and extensive
ethanol-precipitations (0.1 volume of NaCl 5M and 2
volumes of precooled ethanol were added to each DNA
solution. The DNA precipitated after shaking). The amount
of bound gquinoline 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-4C) and

poly (dA-dT) .poly (dA-dT), respectively.

PREPARATION OF 1IN VIVO Q-HA[Z-BH]QO—MODIFIED DNA

The 4n vivo modified DNA was prepared as follows :
approximately 10° ascite tumor cells (H.Z. line) were in-
jected i.p. into 3-month-o0ld male Wistar rats of about
300 g. Seven days after transplantation, acidic 0.9 % NaCl
solution of 0.034 M 4-HA[2-3H]QO in HCl 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
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base pairs (2 molecules of carcinogen for 10.000 nucleotides).

ENZYMATIC HYDROLYSIS OF THE MODIFIED DNA TO NUCLEOSIDES
AND CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF THE HYDROLYSATE

In vitno Ac—4-HA[2-3H]Qo- and 4in vivo 4-HA[2-3H]QO-

modified DNA's were hydrolyzed in the following conditions
1 mg of modified DNA was solubilized (concentration :
2 mg/ml) in a buffer Tris-HCl 5mM, MgCl

2mM, CaCl, 2mM,

2 2
pH 7.4 and incubated at 37° for 2 hr with 45 pyg of DNAse I ;
then 45 pg of each phosphodiesterase were added for an
additional incubation of 17 hr at 37°. The pH was adjusted
to 8.0, 35 pyg 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 P, (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 radiocactivity
measured. Each P2 titriated fraction was collected, concen-
trated and its analysis was carried out by HPLC. A Cl1l8 uBon-
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 H3PO4 (pH 2.8) were also used.

INSTRUMENTATION
HPLC separations were carried out on a Waters system

consisting in a U6K injector, two 6 00O A pumps, a Model
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660 solvent programmer and a Model 440 dual-wavelength
detector (254 and 365 nm). Radioactivity of the peaks

was determined using a Beckman LS 2800 scintillator counter.

RESULTS

I - COMPARATIVE CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF THE ENZYMATIC HYDROLYSATES
OF IN VIVO U4-HA[2- HIQO- AND TN VITRQ AC-L-HA[2->H]QO-MODIFIED DNA's

The samples of in vivo 4-HA[2-3H]Q0-modified DNA and
in vitro Ac—4-HA[2-3H]QO-modified native DNA were incuba-
ted with the enzymes, at 37°, for 26 hr. The hydrolysates
were analysed on a Biogel P, 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 chromatogfaphic radioactive patterns
are shown in Chart 1. In both cases similar profiles were
obtained. There were five distinct tritiated fractions we
called A, B, C, D and E. They were corresponding to the
same elution volumes for {in vivo and 4in vitro 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 dGuo-C8-AQO0 (5).

For 4in vitro and 4n vd{vo modified DNA's each other P,
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 ul aliquots.

.
-
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The fractions B and C which were the quantitatively less
important were firstly studied. The study of the P,
fraction B was difficult because its UV characterization

at 254 nm was completely hindered by’the three deoxyribo-
nucleosides (dA, dT and 4C) which were present in this
fraction. Some tentatively separations of the unlabeled
nﬁcleosides on a Sephadex LH-20 column were hopeless.
However we observed that the two HPLC radiocactive profiles
(not shown) exhibited two peaks which were recovered
whatever the origin ~4{n vd{vo or 4in vitrno- of the modifi-
cation of DNA. The P, fraction C of the Ln vdvo and 4in vitro
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 % and 8 % of the total radio-

activity of in v{vo and {n vitro modified DNA respectively.

The Chart 2 shows the HPLC tritiated profiles of the
guantitatively more important Pz fractions A and D for
in vivo (parts a and c) and 4{n vitro (parts b and 4)
modified DNA's. In the case of the P, fraction A, two iden-
tical compounds were recovered from the {n vdivo and in vitro

modified DNA's, we called A, and A.,. Another peak, A3, was

1 2
only detected in the hydrolysate of the 4in vitro modified
DNA. The P, fraction D was composed in both cases of four

major compounds called D D2, D, and D4 which were well

1’ 3
individualised on the UV profiles at 365 and 254 nm. On the
tritiated profile, the two peaks corresponding to D3 and D4

were not so well separated, due to the very similar retention
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time of the three compounds D D, and D4. We also

2" 73
detected in this fraction two minor radioactive peaks

with retention time at aboﬁt 15 min. So we can claim that
all the HPLC radioactive peaks obtained from the hydroly-
sates of the 4n vivo modified DNA were also recovered from
the in vitno 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 Zn vitro modified DNA and we will consi-
der the more quantitatively important__P2 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.

IT - HPLC ANALYSIS OF THE HYDROLYSATES OF DNA AND POLYNUCLEOTIDES

MODIFIED IN VITRO BY AC—Q-HA[Z-BH]QO. (A AND D P2 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 37° during 48 hr in thé
conditions of the enzymatic hydrolysis the dGuo—C8—A[2—3H]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
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compounds were recovered at the same retention times than

A, and A, when obtained from the DNA hydrolysate.

Three samples, native DNA, poly(dAa-dT) .poly(dA-dT),
poly (dG-dC) .poly (dG-dC) were.modified in vitno with Ac-
4-HA[2-3H]QO, enzymatically hydrolysed and submitted to
the chromatographic analysis. The HPLC profiles (absorbance
at 365 nm : detection of the quinoline moiety) .of the three
22 fractions D are shown in Chart 3. The part é, which is
corresponding to the modified DNA exhibits four peaks as
mentioned previously; Dl’ D2, D3, D4 and another compound
(Ds). By using the Dische's method (3) we showed that the
two compounds Dl and D, which contained the quinoline
moiety also contained a deoxyribosyl residue, indicating
that they are adducts. The D5 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 l-oxide (4-AQ0). Indeed, D2
comigraded with the reference standard (Rt = 10.5 min)
with an identical tatio A, which is 1.5 and 8.8 in near neu-
tral and acidic media, respectively. The possible origin
of Q—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 D4lcompound (Rt = 11.8 min ; A = 2.3).

The observation of the HPLC profile of the modified
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poly (dG-dC) .poly (dG-dC) (see Chart 3b) indicated that
the compounds Dl' D,, D, and Dy 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 P, fraction D obtained after hydrolysis of the
modified poly (dA-dT) .poly (dA)dT) contained only one com-
ponent which was the D3 compound we recovered from the
modified DNA. Indeed, the retention time and A values
were exactly the same and the two isolated D3 compounds
(either from modified poly(dA-dT) .poly(dA-dT) or from

modified DNA) comigrated in HPLC.

As we previously mentioned, Dl and D3 are quinoline-
adducts. We previously ckecked the reactivity of the four

deoxyribonucleosides with Ac-4HAQO 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 ef af. (10) and Tada and
Tada (19, 20) indicated that 4-NQO reacted preferentially
with guanine and adenine in nucleic acids {n vivo. So, we
can claim that D, is a guanyl- adduct, we call dGuo-2-AQO

and that D, is an adenyl adduct we call dAdo-AQO.
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DISCUSSION

In this study an important observation was done :
the main NQO-adducts (the dGuo-C8-AQ0, the dGuo-2-AQ0 and
the dAdo-AQO) which are formed on 4in vivo 4-HAQO-modified
DNA are recovered from the 4n vitro Ac-4-HAQO-modified DNA.
The 4in vivo system we used (ascite éells) is open to
criticism. Nevertheless, in terms of metabolisation of 4NQO,
the fact that the same three main adducts were recovered
from-this 4in vivo system and from the in vitro material
is strengthening the choice of Ac-4-HAQO as a ultimate
carcinogen model in our studies of chemical carcinogenesis

Another important feature is the identification of
the two hydrolysis products arising from 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 % (in vitro) and
20 % (4n vdvo). This finding explains the fact that the
percentage of dGuo-C8-AQ0 (13 %) was under-evaluated when
determined from an enzymatic hydrolysis, as compared to
the determination we recently made from a spgctrophoto—
metric titration of the C8—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-AQ0. Taking in account the degradation

of this adduct in its titration after enzymatic hydrolysis,
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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 Kriek
and Westra (12) with the Cs—guanyl adduct of amino-
fluorene (AF). They observed its hydrolysis through the
guanine 7-8 bound at béSic pH, in thé presence of cationic
ions such as Mg++ and Mn++. The presence of alkaline phos-
phastase in the medium increased the hydrolysis. Due to
the chemicai similarity between the C8-guanyl-adducts of
4-NQO and AF, an identical reaction may be hypothesize

with dGuo-C8-AQ0 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-A00 (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 purification of DNA.
We tested this hypothesis by making a phenol extraction
of the 4in viino Ac-4-HAQO modified DNA after the extensive
ethanol precipitations (see MATERfALS 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 bond.
In their investigations on the NQO-adducts Tada and Tada
(19, 20) showed that there were three guanine adducts,

one of them being very quickly decombosed during the che-
mical hydrolysis of their modified DNA, leading to a
release of 4-AQ0. 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-AQ0, during and after the enzymatic hydrolysis. For
example, we think that after the enzymatic hydrolyses and
during the chromatographic P, separation, some interactions
with the Biogel P, could lead to the emergence of degrada~-
tion compounds (4-AQO0 and others) which were then recovered
in the different P, fractions. We rapidly tested this
hypothesis by making a direct HPLC analysis of the total
enzymatic hydrolysate of an 4in vitno Ac-4-HAQO modified DNA.
The 4-aminoquinoline 1l-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-AQ0 seemed to be the
major adduct formed on the Ac-4-HAQO-modified DNA. The same

direct HPLC analysis of an {n vitno modified poly(dG-dC).
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poly(dG-dC) indicated the presence on this polymer of
the two main guanine-adducts : the dCuo-C8-4AQ0 and the

dGuo-2-2Q0.

In conclusion we pointed out that Ac-4-HAQO is a
very adequate model to study the 4in vitro carcinogenesis
b& 4-NQO. The decomposition of different adducts was
elucidated [the C8—guanyl-adduct led to r.o. dGuo-C8-AQO ;
one (or more) guanine-adduct(s) led to 4-AQO0]. Moreover we
established the existence of a second guanine adduct,
- dGuo-2-AQO0, which seemed to be a major one for {imn v.{itro
modified DNA. The yield of the dGuo-2-AQ0 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 natiye DNA (6). In other words,
the double helix facilitates its formation. The identifi-
cation of the structure of fhe dGuo~-2-AQ0 was just achieved
in our laboratory and all the data we obtained about this
adduct strongly support its characterization as 3-(deoxy-
guanosin-N?-yl)-4-aminoquinoline l-oxide : dGuo-N2-AQO (8).
We also investigated the structure of the dAdo-AQO. We
showed that it is the same compound than the adenine adduct
QA II previously isolated by Kawazoe et af. (11) but while
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 l-oxide : dAdo-N6-
AQO (8). Chart 4 illustrates our actual knowledge about

the DNA-NQO adducts.
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2 minus 400 mesh tritiated elution profiles of
the DNA hydrolysates, in a 2 mM sodium citrate buffer,

fractions of 1 ml were

collected and the radioactivity was measured. a, 4n vivo

4-HA[2—3H]Q0-modified DNA, with 0.02 % of modified bases

1 ml of a 60 mM solution was applied to the column. b,

-
’
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vitnro Ac—4-HA[2—3H]QO—modified DNA, with 2.5 % of modified

bases.

1 ml of a 3 mM solution was applied to the column.




Chart 2. HPLC tritiated elution profiies of the P,
fractions A and D of the DNA hydrolysates. Chromatographies
were carried out with linear gradient (during 20 min) from
water to 95 % methanol-water, collection of aliguots of

0.5 ml was made and the radiocactivity was measured. Each
tritiated peak gave absorbance signals at 254 and 365 nm
and was characterized by its ratio A of the absorbance at
these two wavelengths. a and c, P2 fractions A and D of

in vdivo 4—HA[2-3H]QO-modified DNA ; b and d,.P2 fractions A

and D of {n viftro Ac—4-HA[2-3H]QO-modified DNA.
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Chart 3. HPLC elution profiles of the P, fractions D

of hydrolysates of {n v{tno modified-DNA ahdzpolynucleotides
absorbance detection at 365 nm. Chromatographies were carried
out with linear gradient (during 20 min) from water to 95 %
methanol-water. Each peak was characterized by its reten-
tion time R, and its ratio A. a, DNA with 2.5 % of modi-
fied bases ; b, poly(dG-4C) .poly(dG-dC) with 3.3 % of modi-

fied bases ; ¢, poly(dA-dT) .poly(da-dT) with 2 % of modified

bases.




- 9] -

(ujw) swyy (ujw)awyy (uiw) awyj

0z 9+ 21 8 14 0cZ 9L ¢t 8 v oc 9 T 8 v

(uopepeiBaplq)

S

a

-N ..N .vo_
(uojjepesbap -ov
Sal "
L 4
il
I
oov-opvp:Eg
-m 0
- 3 . o
% oovy:Ca & oov:Zal o
> > >
€ w W
OOV-oPVP: “Q @ 8 S 8 o
4]
g : :
3 3 3
- oov-z-onpp:ig
5 ODV-z-onop:'d q




- 92 -

b
O ;‘ lo} )1
N N
) s
H )’\ N Ho _C N
~ N H H SN O N H
N CH,0H N {' CH,OH
(o) H O
|‘\ H O H AN H O H
e s
N% fl\l+
N & o~
d
NH,
AN : H
o) | N”
H N N/
~ +
N \ |
M2 s | >_H o- NTATNy
N SN TN cHOH JQ\ |
H o H NN CH,OH
_ H o2
NT H H H H
| H OH H H
O H OH
Chart 4. Chemical structures of the main actually known
r.o. dGuo-C8-
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dGuo-C8-aQ0 (1), b :
d :

dAdo-N6-2Q0 (8, 11).
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Compléments d'information & La publication n° 4 :

Analyse directe en clhp des hydrolysats 4'ADN, de poly(dG-4C) .poly(dG-dC) et
de poly(dA-dT) .poly (dA~dT) modifiés par 1'Ac-4HAQO.

La figure 3 montre les profils de clhp analytique obtenus &
365 nm, dans le cas de 1'ADN natif (A) et dénaturé (B) modifié par le can-
cérogéne ultime. Ils ont été obtenus par injection directe en clhp des hy-
drolysats totaux, sans préséparation par le biogel P, (voir la discussion
de la publication n°‘4). Ces profils donnent ainsi une illustration du bilan
global des adduits retrouvés dans l'hydrolysat d'ADN.

Dans le cas de 1'ADN natif, nous retrouvons bien les trois
adduits principaux : dGuo-2-AQ0 qui est majeur, AAdo-AQO et dAGuo-C8-AQO,
ainsi que le 4AQ0. Les composé€s de dégradation des deux adduits sur la gua-
nine (A1 et A

pour dGuo-C8-AQ0 et D_. pour dGuo-2-AQ0) sont également obser-

2 5

vés, en faible quantité. Le composé D, 6, présent dans l'hydrolysat de poly(dG-dcC)

’
.poly (dG~dC) modifié est retrouvé. Da:s le cas de 1'ADN dénaturé, le pic ma-
jeur correspond & l'adduit dGuo~C8-AQO et l'on peut observer, en té&te du pro-
fil d@'élution (tr ¥ 7 mn) un pic dédoublé qui correspond & A, et A,. L'adduit
sur l'adénine est présent, le dGuo-2-AQ0 également, mais en trés faible quan-
tité.

Ainsi, ces deux profils chromatographiques confirment bien
que la formation des deux adduits sur la guanine, le dGuo-2-AQ0 et le
dGuo-C8-AQ0 dépend de la structure secondaire de 1'ADN,qui oriente la réac-
tion. Remarquons que pour ces deux adduits les espéces réactives sont diffé-
rentes : un arylnitrénium pour l'adduit en C8 et un carbénium pour le composé

de substitution du N2.

La figure 4 montre le résultat obtenu dans le cas du poly
(dG-AC) .poly (AG-dC) (partie B) et du poly(dA-dT) .poly (dA-dT) (partie A) modi-
fiés par 1'Ac—~-4HAQO. On constate que dans le cas du poly(dG-4cC) .poly(dG-d4ac),
on retrouve bien les deux adduits majeurs formés sur la guanine : dGuo-2-AQO0
et dGuo-C8-AQ0. On retrouve &galement leurs produits de dégradation (DS, A1
et A2) ainsi que le 4AQ0. Le composé D4, qui est présent sur 1'ADN, est éga-
lement retrouvé ; nous ne possédons aucune information sur lui.

Dans le cas du poly(dA-dT) .poly(da-dT), on retrouve deux com-
posés, dont l'adduit dAdo-AQO. L'autre produit, que nous appelons vx , est

instable. Nous avons observé que, dans certaines conditions, il se transforme
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en dAdo-AQO, en particulier lorsqu'il est incubé & 37°C dans les conditions
de l'hydrolyse enzymatique. De plus, si on laisse la solution d'hydrolysat
de poly(dA-dT) .poly (dA-dT) quelque temps & température ambiante, le profil
clhp alors obtenu indique une diminution du pic x en faveur du pic de 1l'ad-
duit adénine connu. Il semble qu'un pic mineur, observé a tr ¥ 8 mn dans les
hydrolysats 4'ADN pourrait correspondre a& ce composé X.

on pbserve aussi & partir de ces profils chromatographiques
que le 4200 n'est retrouvé que dans les hydrolysats d'ADN et de poly(dG-dC).
poly(dG-dC) . Ce résultat est & rapprocher de celui précédemment publié par
les auteurs Japonais (TADA et al., 1971 ; 1976) qui mentionnent l'existence
de tfois adduits sur la guanine, l'un étant instable et se dégradant avec

formation de 4AQO0.
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Figure 3
Profils de clhp analytique des hydro- 3
: es Ty F?O-sssnm’“o B
lysats d'ADN natif (A) et dénaturé (B)
L'ADN (natif ou dénaturé) a été modifié 9
par 1'Ac-4HAQO, puls purifié et sounis dGuo-C8-AQO
4 1'hydrolyse enzymatique. 200 ul (3)
et 40 ul (B) de l'hydrolysat total sont
injectés & la colonne. La chromatographie 8
est effectude avec un gradient linéaire
eau-méthanol, pendant 20 mn, de 0 % de
méthanol jusque 95 % méthanol-eau.
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Figure 4

Profils de clhp analytique des hydrolysats de poly(dA-dT) .poly (dA~dT) (A)

et de poly(dG-dC) .poly (dG-dC) (B) modifiés.par 1'Ac-4HAQO.

Les polyméres modifiés ont été soumis & 1l'hydrolyse enzymatique et 40 ul de
1'hydrolysat total sont injectés & la colonne. La chromatographie est effec-

tuée de la méme maniére que pour 1'hydrolysat d'ADN (figure 3).
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d) Conclusion

» L'étude des modéles acétylés du 4HAQO a été abordée au labora-
toire par des agprocheS'difféfentes. Un oﬁjectif était de prouver que les
lésions sur 1'ADN produites {n vitho par 1'Ac-4HAQO étaient identiques &
celles observables {n vivo aprés action du 4NQO ou de son métabolite intermé-
diaire, le 4HAQO. Cet objectif a été atteint. Nbus avons également éu proposer
un mécanisme réactionnel, permettant d'expliquer la formation des adduits. Ce
mécanisme fait intervenir la fonction acétoxy en position 4 ; la fonction
N-oxyde en position 1 joue également un réle érimordial dans la formation de
1'agent réactif.

L'identification structurale des composés de substitution des
bases par la quinoléine et les études conformationnelles de 1'ADN modifié peuvent
donc &tre entreprises a l'aide du modéle acétylé du 4HAQO. »

e chapitre suivant décrit les travaux qui ont permis de déter-

miner la structure des principaux adduits formés sur 1'ADN.
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CHAPITRE II - IDENTIFICATION STRUCTURALE DES COMPOSES DE

SUBSTITUTION DE L'ADN par 1'Ac~4HAQO
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Nous allons décrire dans ce chapitre les résultats concermant
la structure des principaux adduits obtenus sur 1'ADN avec l'Ac-4HAQO. Ces
structures ont été déterminées principalement & l'aide des techniques de la

résonance magnétique nucléaire du proton et de la spectrométrie de masse.

a) Les principaux adduits base-quinoléine

1) Le dGuo—cs-Agg

L'étude de la réactivité de 1'Ac-4HAQO avec la désoxyguanosine
a permis de faire la synthése de l'adduit dGuo-C8-AQ0 (dGIII). Nous avons pu
déterminer sa structure ; ce composé correspond & la fixation de la quinoléine
sur le C8 de la guanine.

Les autres adduits (dGI, dGII, dAI et dAII) décrits lors de
l'action de 1'Ac-4HAQO sur les nucléosides puriques sont obtenus avec des ren-
dements trés faibles (environ 0,5 %) et il n'a pas &été possible de poursuivre
1'identification de ces adduits.

Ce travail a fait 1l'objet d'une publication (voir publication
n® 5, page 101) : -

| By
Adducts from the reaction of 0,0'~diacetyl or O-acetyl derivatives of the Juig
carcinogen 4-hydroxyaminoquinoline l-oxide with purine nucleosides.

Cancer Research, 1981,

Le composé dGuo~C8-AQ0 est €galement obtenu sur 1'ADN modifié
par 1'Ac-4HAQO ou le diAc-4HAQO. Cependant, lors de 1l'hydrolyse enzymatique
et en particulier lors de l'action de la phosphatase alcaline (pH 8), ce com-
posé est instable et il s'hydrolyse (voir publication n°® 3). Nous

avons abordé la structure de ce compos€.

2) Le r.o. dGuo-C8-AQO

L'instabilité du cycle imidazole, en milieu basique, avait été
décrite pour un certain nombre d'adduits sur le C8 de la guanine (SPODHEIM-
MAURIZOT et al., 1979a; KRIEK et al., 1980 ; KADLUBAR et al., 1980), mais
également sur le N7 de cette méme base (HERTZOG et al., 1982). Ces composés
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semblent avoir une importance dans la cancérogénése. Deux types de composés
d'ouverture du cycle imidazole (r.o.) ont été observés, soit par rupture de
la liaison C8-N7, soit par rupture de la liaison C8-N9. Nous avons donc abordé
1'étude de la structure du composé obtenu & partir de 1'incubation du
dGuo-C8-AQ0 en milieu basique. Ces résultats sont actuellement soumis & la

revue Carcinogenesis (voir publication n° 6, 9.108) :

"Structural identification of the purine ring-opened form of N-(deoxyguanosin-

8-yl) -4-aminoquinoline l-oxide."

3) Le dGuo—NZ-AQg

L'hydrolyse enzymatique de 1'ADN modifié {n vi{/0 par 1'Ac-4HAQO
a montré la présence d'un deuxiéme adduit formé sur la guanine : dGuo-N2-AQ0
(publication n° 4). En hydrolysant de grandes quantités 4'ADN modifié, nous
avons pu préparer une quantité suffisante de cet adduit pour en déterminer 1la
structure. Ce composé correspond & l'attaque du carbénium sur le N2 de la

guanine,

4) Ie dAdo—N6-AQg

Cet adduit a été préparé de la méme maniére que le dGuo-N2-AQO0,
par hydrolyse de grandes quantités d'ADN modifié. Sa structure correspond a
1'attaque du carbénium sur le N6 de l'adénine., Ce composé est retrouvé & un
faible taux dans 1'ADN {n v{tho et {n vivoy il est le méme que celui proposé
en 1975 par KAWAZOE et al.

Le travail effectué sur ces deux adduits est actuellement sou-

mis pour publication & la revue Cancer Research (publication n® 7, p.120) :

“Nz—guanyl and N6—adenyl arylation of DNA by the ultimate carcinogen of 4-nitro-

quinoline l-oxide.”
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ABSTRACT

The diacetyl derivative of 4-hydroxyaminoquinoline 1-oxide
(4-HAQO), the proximate carcinogen of 4-nitroquinoline 1-ox-
ide, was reacted in vitro with purine nucleosides to give five
adducts (three with guanosine and two with adenosine). The
same nucleoside modifications were also obtained with a mon-
oacety! derivative of 4-HAQO which is probably 4-acetoxy-
aminoquinoline 1-oxide. .

The structure of the major adduct (the so-called dG lil) was
identified as N-(deoxyguanosin-C2-yl)}-4-aminoquinoline 1-0x-
ide. The isolation of this adduct from the 4-HAQO-modified
DNA in vivo provides strong support for the hypothesis that the
acetyl derivatives of 4-HAQO constitute a good model for the

- ultimate carcinogen.

INTRODUCTION -

The potent carcinogenic action of 4-NQO* was first demon-
strated by Nakahara et al. (12). A metabolite of 4-NQO, 4-
HAQO, has been considered as the proximate carcinogen by
Shirasu (14). Indeed, the reductive pathway which yieids 4-
HAQO seemed to be essential for the carcinogenic mechanism
of 4-NQO (15, 16). Therefore, it is tempting to compare 4-
HAQO and acetylaminofluorene, a carcinogenic arylamine
which is activated to DNA-binding species by sequential N-
hydroxylation and O-esterification (9). Enomoto et al. (1) re-
ported that diAc-4-HAQO reacted covalently and nonenzymat-
ically with DNA at neutrality. The synthesis and the chemical
structure of diAc-4-HAQO were described by Kawazoe and
Araki (5). Unfortunately, no additional work concerning this
approach was published. More especially, no adduct obtained
from the in vitro reaction with this model of ultimate carcinogen
was ever isolated.

More recently, Tada and Tada (18) showed that an enzymatic
system could be responsible of the activation of 4-HAQO. This
enzyme was identified as a seryl-tRNA synthetase (19, 20).
The authors postulate that 4-HAQO may be acylated by this

" This work was supported in part by the Délégation Générale a la Recherche
Scientifique et Technique (Grant 78.7.2628) and by the Institut National de la
Santé et de la Recherche Médicale (Action Thématique “*Cancérogénése Chi-
mique’’ Grant 79-109).
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hydroxyaminoquinoline 1-oxide; Ac-4 HAQO, 4-acetoxyaminoquinoline 1-oxide;
DTT. dithiothreitol; DMSO, dimethyl sulfoxide: HPLC, high-performance liquid
chromatography; dG I, i, and B, adducts of deoxyguanosine; NMR, nuclear
magnetic resonance; 4-MeHAQO, 4-methylhydroxyaminoguinoline 1-oxide.
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enzyme to give a seryl-4-HAQO.

Tada and Tada (21) made a comparison between the adducts
obtained after hydrolysis of 2 DNA's modified in different ways
by exposure to 4-HAQO. First, DNA was modified using the
enzymatic system that they described and containing the seryl-
tRNA synthetase; another modified DNA was isolated from
Escherichia coli and mammalian cells. The adducts, identified
by chromatographic analysis, are identical; this result is in fair
agreement with the hypothesis of Tada and Tada concerning
the role of the seryl-tRNA synthetase. Among the adducts that
they obtained, 3 were identified, the so-called quinoline-ade-
nine adduct I, quinoline-guanine adduct |, and quinoline-gua-
nine adduct li. The chemical structure of only one of them was
described by Kawazoe et al. (6) as either 3-(N%-adenyl)-4-
aminoquinoline 1-oxide or 3-(N'-adenyl)-4-aminoquinoline 1-
oxide.

From another point of view, an important feature in the
identification of the 4-NQO ultimate carcinogen was observed
by Araki, who obtained a monoacetyl derivative of 4-HAQO,
namely, Ac-4-HAQO, from the reaction between DTT and diAC-
4-HAQO in DMSO as a solvent. Since then, a few details
concerning the identification of the monoacetyl derivative have )
been published by Kawazoe et al. (7). This compound was not
isolated, but the reaction mixture (in which it is obtained)
reacted nonenzymatically to give a covalently bound adduct
with polyadenylate (Araki, cited in Ref. 11, p. 154). The confir-
mation of these results would mean that there exists an uitimate
carcinogen which is a monoester of 4-HAQO.

Previously, DNA’s modified by the diacetyl derivative have
been studied. It was demonstrated that covalent binding be-
tween this diacetyl derivative and DNA takes place. it alters the
local structure of the DNA as evidenced by melting curve
analysis (3). Moreover, we carried out a comparative fluores-
cence study between the in vitro diAc-4-HAQO-treated DNA
and the in vivo 4-HAQO- and 4-NQO-modified DNA. For all 3
DNA's, the fluorescence spectra exhibit similar features. That
supports the proposal that diAc-4-HAQO constitutes a valid
model for the ultimate carcinogen (2).

In this paper, we have studied both diAc-4-HAQO and
monoAc-4-HAQO. More especially, (a) we first controtled the
existence of the monoacetyl derivative; (b) then, we studied the
reactivity of the monoacetyl and diacetyl derivatives with purine
nucleosides which are the preferential modified sites of 4-NQO-
reacted DNA (4); (c) we observed by HPLC an exact correlation
between the adducts obtained with the diacetyl and monoacetyi
derivatives; and (d) we carried out the identification and the
characterization of the major adduct obtained by the reaction
between the monoacetyt derivative and deoxyguanosine, the
so-called dG il

Lastly, evidence is presented that dG [l is present in the in
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vivo-modified DNA. The enzymatic degradation of the in vivo
4-HAQO-modified DNA and chromatographic analysis of the
hydrolysate allowed the identification of one peak as the adduct
dG .

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. 4-NQO was obtained from Fluka AG (CH-9470; Buchs,
Switzeriand). DiAc-4-HAQO was synthesized from 4-HAQO (1) as
described previousty (5) and stored in a desiccator over P.0s in the
dark at —20°.

4-{N-2-*HJHAQO (specific activity, 941 mCi/mmol) was obtained
from Amersham (France); 4-MA[2-*H]QO (specific activity, 18.43 mCi/
mmol) was prepared in our taboratory.

[U-'*C]Guanosine, [U-'*Cladenosine, and [U-'*Cjdeoxyguanosine
were obtained from Amersham. Deoxyguanosine, guanosine, adeno-
sine, and DTY were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Mo.).

N,O-Bis(trimethyisilyl)trifluoroacetamide was purchased from Pierce
Chemical Co. (Rockford, Hil.).

instrumentation. Electron mass spectra were recorded with a Riber
Mag 10-10. UV absorption measurements were carried out using a
Cary 118 C spectrophotometer. Proton NMR spectra were recorded at
90 MHz on a Perkin-Eimer 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 Model 660

. solvent programmer, and a Mode! 440 dual-wavelength detector (254

and 365 nm). Radioactivity of the peaks was determined with a Nuclear
Chicago 300 scintillator counter.

Preparation of Ac-4-HAQO. DiAc-4 HAQO (30 mg) and DTT (18 mg)
were dissolved in 300 pl of DMSO-ds; immediately afterward, a first
NMR spectrum of this solution was recorded at 35°. Then, the reaction
was studied by further NMR examinations as a function of time.

Reactivity of DiAc4-HAQO and Ac-4-HAQO with Nucleosides.
Nucleoside solutions (guanosine, 2.8 mCi/mol; adenosine, 2.8 mCi/
mol; deoxyguanosine, 2.8 mCi/mo!) were made in 2 mm sodium citrate
buffer (pH 7) with a molar concentration of 0.35 pmol/mi. Reaction
was obtained in the case of diAc-4-HAQO by addition of 1.8 mg of
diAc-4-HAQO dissolved in 200 p! 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-HAQOQO in
18 ul of DMSO to 1 m! 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 C,s-uBondapak column was used
with a methanol:water gradient (see "'Results’’). The flow rate was 2
ml/min.

Isolation and Characterization of dG . Sephadex LH-20 analysis
of the Ac-4-HAQO-deoxyguanosine reaction allowed the isolation of
dG Hl. 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 il adduct, 10 to 50 pg
were dissolved in 100 pul of anhydrous pyridine:bis(trimethyisityi)tri-
fluoroacetamide containing 1% trimethyichlorositane (1:1) and heated
at 75° for 30 min.

Preparation of in Vivo-modified DNA. 4-HAQO-modified DNA was
prepared as described previously following the method of lkegami et
al. (4). Approximately 10° 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-*H]QO 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).
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Enzymatic Hydrolysis of in Vivo-modified DNA to Nucleosides.
Three mg of the 4-HAQO-moditied DNA (11,800 cpm/mg) were dis-
solved {=2 mg/m}) in 5 mm Tris-HCl; 5 mm MgCl,:2 mm CaCl; buffer,
pH 7.4. The sample was incubated with 150 ug of bovine pancreatic
DNase | (Boehringer-Mannheim, specific activity, 1000 units/mg) and
150 pug 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 atkaline phosphatase from E. coli (Boehringer-
Mannheim; specific activity, 20 units/mg); the pH of the incubation
mixture was adjusted to 8, and 100 g of the enzyme were added. The
mixture was then kept at 37° for 17 hr.

Column Chromatography of the 4-HAQO-modified Nucleosides.
Bio-Gel P2 (minus 400 mesh) column chromatography was performed
using a column (0.6 X 60 cm) equilibrated with 2 mwm sodium citrate
buffer, pH 7.0. Flow rate was 5 mi/hr. Fractions of 1 ml were collected,
and radioactivity was measured.

RESULTS
identification of Ac-4-HAQO

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
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Chart 1. Proton NMR spectra of Ac-4-HAQO formation. DiAc-4-HAQO (30
mg) and DTT (21 mg) (HS—CH,—CHOH-CHOH—CH,-SH) were dissolved in 0.3
mt of DMSO-ds. Chemical shifts are relative to tetramethyisilane, internal stand-
ard.
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the 2 acetyl functions of the diAc-4-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 ppm is corresponding to proton 3 of diAc-4-HAQO.
Moreover, proton 8 is characterized by a doublet at 7.3 ppm.
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)as corresponding to the
formation of Ac-4-HAQO. Concerning the CH; resonances, 2
acetoxy functions are observed at t = 0. 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 ppm superimposed with the DTT sulfhy-
dryl resonances at 2.10 ppm. The integrated value of the
sulfhydryl peak at 2.10 ppm decreases with time, and a new
band appears at 2.29 ppm 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 (2.16 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 2.16-
ppm resonance disappears when D,0 is added to the reaction
mixture to give a new peak located at 1.9 ppm and correspond-
ing to an acetic acid resonance.

From these observations, we claim that a monoacetyl deriv-
ative was formed by transfer of one acety! group from the
quinoline ring to the sulfur atom of DTT. it corresponds to the
compound:

H ~ 0—C—CH,
N
N o}

N7
|
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—O—CO—CH, (2.16 ppm)

|
0—CO—CH, (2.38 ppm)

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 DiAc-4-HAQO 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
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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-**C]guanosine revealed 3 new '*C-labeled peaks be-
sides the guanosine, the so-called G I, G Il, and G Ill. These
products together accounted for about 1% of the {**C]guano-
sine in the reaction with a diAc-4-HAQO:guanosine molar ratio
of 2 (Chart 2A) and were not present in control preparations in
which [**C]guanosine 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-HAQO:adenosine molar ratio of 2 (Chart 2C).
These 2 quinoline-adenosine adducts are called Al and A ll.

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-HAQO with Purine Nucleosides

HPLC analysis of the reaction mixture is shown in Chart 2. In
the 2 cases {adenosine (Chart 2D) 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 very much higher than
with the diacetyl derivative. This difference is essentially due to
the very high yield obtained for the G Ill 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-"“Cldeoxyguanosine was carried out on Sephadex LH 20.
Two new '*C-containing peaks were observed (Chart 3) be-
sides that of the unmadified ['*Cldeoxyguanosine. The first
peak was due to the minor adducts, the so-called dG | and
dG Il. 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 Ill. Then, hydrolysis
products from Ac-4-HAQQ were eluted. UV spectrometry at
254 nm aliows determination of the unmodified 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.

Uniabeled deoxyguanosine (40 um, 11 mg) in 5 ml of 2 mMm
citrate buffer, pH 7, was incubated with Ac-4-HAQO (73 um,
16 mg) in 260 u! of DMSO for 40 min at 37° under nitrogen
and chromatographed on Sephadex LH 20. The eluants con-
taining dG 1ll {elution volume, 150 to 180 ml) were pooled and
concentrated to one-half their volume at room temperature
under vacuum. dG lii 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 pMm) of dG lll 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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Chart 2. Reactions of diAc-4-HAQO and Ac-4-HAQO with guanosine and adenosine. Chromatographies with finear gradient (during 20 min) from water to 95%
methanol:water were made by coflection of aliquots (500 ul) 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-4-HAQO. G Ml 4, G I, and G M, guanosine derivatives; A 1, A ll, adenosine derivatives.
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Chart 3. Elution profile 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 M. This fraction contained 9 to 10% of the '*C applied
to the Sephadex column.

identification of the Major Adduct dG il as N-(Deoxyguano-
sin- C%yl)}-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-
*H]guanosine with diAc-4-HAQO resulted in a product, G Ili,
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with virtually no radioactivity. On the other hand, the 2 other
guanine adducts obtained from this reaction, G | and G |i, had
lost practically none of their label. This result suggests that, for
these 2 adducts, the C® carbon of the guanine was not impli-
cated in the binding with the carcinogen.

Confirmation of this hypothesis concerning dG Il was pro-
vided by the following experiments.

The molecular weight of dG Ill was obtained by mass spec-
troscopy of the trimethyisilylation 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(trimethylisilyl)Jdeoxyguanosyl-aminoquinoline 1-oxide
adducts, respectively.

The absorption spectra of dG lif 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 eﬁgct of the
anion of the quinoline hydroxy group at high pH (N*—0~). This
observation (i.e., the similarity of the UV spectra) suggests that
for dG Ul the substitution of the guanine may occur on N* of
the quinoline ring; indeed, the ionization of the N'—O°¢ guanine
bond in alkali may induce, on the quinoline ring, such a delo-
calization effect by charge transfer.

The partition coefficients of dG 1l were determined according
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Chart 4. Part 1, UV spectra of 4-HAQO (A) and dG lil adduct (B) in near
neutral (~ - - -, 2 mM sodium citrate, pH 7) and alkaline (——, 1 8 NaQH) media.
The concentrations of 4-HAQO and dG Ilf adduct are, respectively, 20 and 50
ug- i Part 2, UV spectra of 4-Me-HAQOQO given by Kawazoe et al. (7). The 3
fermulae correspond to the basic forms of 4-HAQO, dG I, and 4-Me-HAQO.

to the method of Moore and Koreeda (10). They were calcu-~
lated for partition between aqueous buffers and n-butyl alcohol:
ethyl ether at pH 1 and 11. Our results (2 pKa's were detected
corresponding to acidic and alkaline conditions) are in fair
agreement 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 lll, diAc-4-HAQO, and deoxyguanosine was carried out.
The spectrum of dG Il} was recorded in DMSO-dg 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-HAQO (7)), which both
with DCI give the same delocalized cation. Moreover, we
checked the stability of the compound since it is well known
that such CS-guanine adducts are generally acid labile. We
found that, during the recording of the spectrum, dG lll was
stable under our conditions.

Guanine Protons. The N' and N? protons appeared as broad
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absorption bands at 10.6 and 6.3 ppm, respectively. These
protons are exchangeable and are not observed in DMSO:DCI
solutions. The C® proton expected at about 8 ppm is not

" observed, in agreement with 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 N*“—H is never observed
whatever the solvent. in DMSO:DCI, this proton is exchanged;
in DMSQ, 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 all of our results are in good agreement with a C®
substitution of the guanine base through the N* of the quinoline
ring, the following formula can be proposed for the dG 1l
adduct:

o
N-(Deoxyguanosin-C®-yl)-4-aminoquinoline 1-oxide

Hydrolysis of 4-HAQO-modified Nucleic Acid to Nucleosides
and dG Ili Recovery

In vivo 4-HA[2-*H]QO-modified DNA (11,800 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 Hl. indeed, the dG il 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 Azsq:Azes ratio obtained by the double UV detection
that we used in HPLC analysis had the same value in the 3
cases, i.e., 1.8.

The percentage of dG lll in the DNA can be estimated at
about 20 + 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 Hl 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 lll which
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Table 1
Ninety-MHz proton NMR data of dG il
Spectra were recorded either in DMSO-d, or in DMSO-d, plus DC). Concentrations were 1.5 mg dGlit in
0.3 mi solvent. Shifts are given in ppm taking tetramethyisilane as internal reference. The corresponding
protons and the multiplicity of resonances are indicated in parentheses. Quinoline-ring protons are not -
resolved in DMSO due 10 a probabie prototropic tautomerism of quinoline.

In DMSO-d, In DMSO-ds + DCI
Reso- .
nances Resonances
{ppm) Assignment (ppm) Assignment
10.6(1,8)" NH (deoxyguanosine) 9.35(1.d) H-2 (quinoline)
8.4 (3) H {quinoline) 8201, m H-5 (quinoline)
7.8(3) H (quinoline) 86(1,d H-3 {quinoline)
6.5(1, m) H-1 (deoxyguanosine) 8.5(1, m) H-8 (quinoline) .
6.3(2,8) NH. (deoxyguanosine) 8.25 (1, m) H-7 (quinoline)
5.5-2.0 OH-3’, OH-5’, H-3' 8.05 (1, m) H-6 (quinoline)
H-2*, H-5, H-4’ (deoxyguano- 6.0(1,m) H-1' (deoxyguanosine)
sine)

* g, singlet; d, doublet; m, multipiet.

N/O - ﬁ - CHJ u\u,o - ﬁ - (:li3

- =
A I Nu, H / + Nu - ﬁ - CH3
! I
- ﬂ - CIl;
ll\
N'
A I
H 0-¢C~-CH
7 3 o
N ﬁ ':0
X o
i !
i '
- - N
cuacoo u
* I
N/
i
0
DNA 8
¢ 1 ——emeeeppi. N~ (deoxyguanosin-C~-yl)
4 -aminoquinoline-1-oxide
DNA
D 11 - 3-{adenyl-N® or ni-)

4-aminoquinocline~-1l-oxide

Chart 5. Reaction of diAc-4-HAQO and Ac-4-HAQO with DNA. Hypothetical
mechanisms. C and D represent one of possible adduct formations from 1 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
(Chart 5A).

It is tempting to establish an analogy between Ac-4-HAQO
and the ultimate carcinogens of the arylamide series. For
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example, in the well-known case of acetoxyacetylaminofiu-
orene, the covalent binding of the fluorene ring to DNA is’
obtained by displacement of the unique O-ester function (8). In
the same manner, Ac-4-HAQO, by loss of its acetate group,
would give an aryl nitrenium ion which would react with DNA
(Chart 5, B, and C). The assumption of the existence of a 4-
quinolinium ion is in agreement with the dG Il adduct formation
(Ghart 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 C-3 of the quinoline ring (Chart 5D). This result was
obtained (6) from a reaction mixture of polyadenylate and 4-
HAQO to which an enzymatic activation system isolated by
Tada and Tada (17, 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 monofunctional forms
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.

Finally, it is interesting to note that the recovery of the adduct
dG il from the in vivo-modified DNA is a significant resuit.
Nevertheless, fixation of the quinoline ring onto C® of the
guanine does not seem to constitute a major pathway, since
we found that it represented 20%. This is a minimum figurec
since we are able to show that dG Il decomposes partially
during the enzymatic 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 '*C labeling of the compounds.
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Abstract

Alkaline pH treatment of N-(deoxyguanosin-8-yl)-4-aminoquinoline l-oxide
forms two quinoline derivatives. The two compounds were analyzed together by
mass and 500 MHz 1H-n.m.r. spectroscopies and were identified as two 7,8-gua-
nine ring-opened rotamers : 1-(1'-deoxyriboside)—1-[6—(2,5-diamino-4—oxo-

pyrimidinyl)]-3-(4-quinolinyl 1-oxide) urea.

Abbreviations : Ac-4-HAQO, 4-acetoxyaminoquinoline l-oxide ; 4-NQO, 4-nitro-
quinoline l-oxide ; h.p.l.c., high performance liquid chromatography ; n.m.r.,
nuclear magnetic resonance ; r.o. dGuo-C8-AQO, 1-(1'-deoxyriboside)—1-[6-(2,5—
diamino—4—oxo-pyrimidinyl)]-3—(4—quinoliny1 l-oxide) urea ; dGuo-C8-AQO,

N-(deoxyguanosin-8-yl) -4-aminoquinoline 1-oxide.




- 110 -

Previous studies in our laboratory showed that the carcinogen
4-nitroquinoline l-oxide (4NQO) binds covalently to DNA in vivo and that the
4~-acetoxyaminoquinoline 1-oxide (Ac-4-HAQO) constitutes a good model for the
ultimate carcinogen of 4NQO (1,2). The 4-hydroxyaminoquinoline 1l-oxide (4-HAQO)
was considered as the proximate carcinogen by Shirasu (3). Concerning the NQO
adducts, one structure was proposed for an adenine adduct (4) and we pre-
viougly described a guanine adduct as the N-{deoxyguanosin-8~yl)-4-aminoqui-
noline l-oxide (dGuo-C8-AQ0) (5). The latter product was recovered after enzy-
matic hydrolysis of in vitro Ac-4-HAQO-modified DNA and in vivo 4-HAQO-modi-
fied DNA (5). The amount of dGuo-C8-AQO, spectroscopically determined on non
hydrolyzed DNA (6) represents 30 % of the total bound carcinogen in the case
of in vitro native modified DNA. Its instability interfered with its quanti-
tative determination in DNA (2,7) because decomposition occurs during enzy-
matic hydrolysis and alkaline phosphatase treatment at pH 8 (2).

The instability of N-(deoxyguanosin-8-yl)-2-aminofluorene was

also described during enzymatic hydrolysis and alkaline phosphatase treatment

at pH 9 (8) and in aqueous solution at alkaline pH (9). Kriek and Westra showed

that the 2-aminofluorene nodified nucleoside was hydrolyzed in alkali, with
formation of a 7,8-guanine ring-opened derivative (10). This imidazole ring-
opened compound represented v 10 % of the C8 guanyl adduct in liver DNA of
rats treated with N-hydroxy-2-aminofluorene (11, 12). A pyrimidine derivative
was also described with C8-adduct of N-hydroxy-2-naphthylamine. In this case
the hydrolysis occured through the 9,8-guanine bond and in neutral conditions
(13).

In this paper, the alkaline hydrolysis study of dGuo-C8-aAQ0
was carried out. The structural identification of the ring-opened guanine
compound is presented.

For this study dGuo-C8-AQ0 and Guo-C8-RAQO were prepared as
already described (5). Ultra-violet absorption spectra were recorded on a
Cary 219 spectrophotometer. H.p.l.c. separations were carried out on a Waters
system consisting of a U6K injector, two 6000A pumps, a Model 660 solvent
programmer and a Model 440 bual-wavelength detector (254 and 365 nm). A C18
i-Bondapak column was used, with a methanol/water linear gradient (during
20 mn) from water to 95 % methanol/water. Electron impact mass spectra were
recorded with a THOMSON THN 208, double focalisation : sample deposited on a

filament with fast heating (0.5 s, 110°C) and introduced in ionization chamber.
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1
H n.m.r. spectra were recorded in DMSO—dé at 60 + 1° using a Bruker WM500
spectrometer in the Fourier transform mode. Chemical shifts were given in

ppm using the solvant signal (DMSO-d_ = 2.5 ppm) as a reference. Infrared

absorption spectra in KBr discs weresrecorded with a IR TF 7199 Nicolet spec-
trometer.

The kinetic UV study of alkaliﬁe treatment (pH 12) of dGuo-C8-
AQO is shown in Figure 1. The absorption spectrum is time-dependent. At t = 0
it exhibits a maximum at 440 nm the intensity of which decreases with time
and parallels the arising of a band located at 365 nm. Two isosbestic points
are observed at 395 nm and 320 nm.

This spectral change observed during the ripg—opening process
was expected. Indeed the spectra at pH 7 and at pH 12 of dGuo-C8-AQ0 exhibit
their maxima at 365 nm and 440 nm respectively. The latter is due to the ioni-
zation of the N1--06 guanine bond which induces on the quinoline ring such a
delocalization effect by charge transfer, via the imidazole ring (5). In the
ring-opened derivative, this cannot be done ; then the spectrum of this com-
pound exhibits maxima at 365 nm, to both pH 7 and 12. The half-life values of
dGuo~C8-AQ0 at different alkaline pH solutions were calculated and are pre-
sented in table 1, The optimum pH for the hydrolysis is near pH 10. We think
that the higher value of half-life observed in NaOH O0.1M than in pH 10 is due
to this charge transfer and in this case the imidazole ring-opening should
occur in the unionized form. As described by Kriek and Westra with N.hydroxy-2-
aminofluorene (10), the reaction is catalyzed by alkaline phosphatase and
Mn2+ ions. We obtain a similar result (Table 1). This explains the fact that
the percentage of dGuo-C8-AQ0 was underevaluated when determined from an en-
zymatically hydrolyzed DNA (2). ,

The h.p.l.c. chromatographic profile of dGuo-C8-AQ0 after alka-
line treatment shqws the presence of two compounds (Fig. 2) which exhibit
very similar h.p.l.c. characteristics (retention time, ratio A of the optical
densities at 254 and 365 nm). The structural identification was done with the
two products together ; we called this products ring opened dGuo~C8-AQ0 (r.o.
dGuo~C8-AQO) . By similitude we called r.o. Guo-C8-AQO the similar hydrolysis
adduct with guanosine.

Because of some difficulties we met with r.o. dGuo-C8-AQ0, the
mass spectrometry study was carried out with r.o. Guo-C8-AQO. Silylation gave
a product with molecular ion at m/e = 963 and 891 which were consistent with

a r.o. Guo-CB8-AQ0 with 7 and 6 sites available for silylation respectively.




Guo-CB8-AQ0 showed one less sites for silylation and a molecular welght less
18 (5). These data suggested a purine ring-opened derivative obtained by
water hydrolysis giving a new potential site of silylation. The i.r. spectra
of dGuo-C8-AQ0 and r.o. dGuo-C8~AQO were compared. The ring opened derivative
showed one additionnal band at 1770 cm-l. This wavenumber seems high for a
carbonyl band, however any other interpretatioﬁvcannot be proposed.

The proton n.m.r. spectra of r.o. dGuo-C8-AQ0O was recorded in
DMSO—d6 and DMSO—d6 + DC1 (Fig. 3). The quinoline protons appear as a complex
absorption band at § = 7.5-8.5 in DMSO-dG, the assignments of which are easily
done in DMso—d6 + DC1,

The assignment as H-1' proton resonance of two distinct quar-
tets around 6.35 and 5.65 ppm was obviocus since the coupling constants were
calculated to be J(1'-2') = 5.6 Hz and J(1'-2") = 8.7 Hz in the two cases (see
fig. 3). These results strengthen the hypothesis of the presence of two dif-
ferent forms of r.o. dGuo-C8-aQ0 (see h.p.l.C,) Krtek and Westra. oﬁserved
also two chemical shifts of H-1' in the two probable steroisomers of pyrimidine
derivative of N-(deoxyguanosin-8-yl)-2-aminofluorene (10). Recent data indi-
cated that the ring-opened 7-methylguanine exists as isomers with restricted
rotation about the amide bond (14). We think that the existence of rotamers
about the secondary amide bond may induce by the carbonyl group or quinoline
ring an important chemical shift of deoxyribosyl protons in the two r.o. dGuo-
C8-nQ0 forms. The exchangeable protons of the deoxyribose (OH-3' and OH-5')
appears also as four resonance bands between 4.3 and 4.8 ppm.

The protons below 7 ppm who disappear after exchange in D_O

2
were attributed to the NH (7.8 and 8.0 ppm) and NH2 (7.3 ppm) groups. The NH2
absorption band corresponds probably to overlapping of both 2-NH2 and S-NH2

of pyrimidine ring. Indeed the n.m.r. spectrum of r.o. dGuo-C8-AQ0O recorded

at lower temperature (25f: showed an upfield shift of the two NH, absorption

band which appears then clearly as two broad absorption bands (sze insert
Fig. 3).

Since all of our results were in good agreement with an imida-
zole ring-opening through the 7,8-guanine bond, the following formula can be

proposed for the r.o. dGuo-C8-AQO.
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1-(1'-deoxyriboside)-1—[ﬁ—(2,5-diamino-4—oxo-pyrimidinyij]-3—(4—quinolinyl

l1-oxide) urea.

The biological importance of this purine ring-opened deriva-
tives of aromatic amines has not yet been studied. Moreover in the case of

alkylating agents and aflatoxin B,, the persistence of these adducts in vivo

1!
may play a critical role in the carcinogenesis (14, 15).
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Reaction conditions pH Téih)
0.05 M sodium bicarbonate 8.8 1.5
+ 0.16 mM Mn2+ maleate complex 8.8 0.9
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 1l-oxide.
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Figure 1. Evolution of ultraviolet absorption spectra of dGuo-C8-AQ0 during

alkaline treatment at 37° in NaOH 0.1 M.
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Figure 2. h.p.l.c. chromatographic profile of C8-deoxyguanosyl adduct after
treatment at 37° in NaOH 0.1 M during 4 hours. Two derivatives

are present in the peak with a retention time of about 5.2 miniites.




Figure 3.

Proton-n.m.r. spectra of r.o. dGuo-Cé-AQO at 60°. A. in DMSO-4.. B.
in DMSO--d6 + DC1l. Insert : the spectra were recorded at 25° in
DMSO—dG. In the spectrum of r.o. dGuo-C8-AQ0 (A) the signals =%
disappear after exchange in D,0, and in the small insert the si-

gnals of the two H-1'.
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ABSTRACT

High quantities of chicken erythrocyte DNA were modified in
vitro by the ultimate carcinogen of &4-nitroquinoline l-oxide, the 4-
acetoxyaminoquinoline l-oxide. After enzymatic hydrolysis of the modified
DNA, the three main adducts were separated and isolated by semi-
preparative HPLC : dGuo-2-AQO, dAdo-AQO, dGuo-C8-AQO (S. Galiegue-
Zouitina et al, Cancer Res., in press). We previously identified dGuo-C8-AQO
as N-(deoxyguanosin-8-yl)-4-aminoquinoline 1-oxide (B. Bailleul et al ,Cancer
Research (1981) 41:4559-4565). In this paper the structures of dGuo-2-AQO
and dAdo-AQO were identified as the 3-(deoxyguanosin-N2-yl)-4-
aminoquinoline-1-oxide and the 3-(deoxyadenosin-N6-yl)—#-aminoquinoline 1-

oxide, respectively.
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INTRODUCTION

It is clear that during the tumorigenesis process induced by
chemicals, DNA constitutes a critical target (23) and the knowledge of the
adducts structures seems to be helpfull in the understanding of the
mechanisms involved. The heterocyclic aromatic amine 4-nitroquinoline 1-
oxide (4-NQO)! is a potent carcinogen (26) the action of which is mediated by
covalent binding of its ultimate metabolite to DNA (25,35). We proved in our
laboratory that the 4-acetoxyaminoquinoline l-oxide (Ac-4-HAQO)
constitutes a very adequate model for the study of the carcinogenesis by %-
NQO (6, 1, 8). The conversion of Ac-4-HAQO to a quinoline-nitrenium ion
and/or a quinoline-carbocation during its reaction 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 recently made the evaluation of the

main lesions induced on DNA in vivo and in vitro by this carcinogen as two

guanine-adducts and an adenine-adduct (8).

1 The abbreviations used are : 4-NQO, 4-nitroquinoline l-oxide ; 4-AQO, 4-

aminoquinoline l-oxide ; Ac-4-HAQO , 4-acetoxyaminoquino_line l-oxide ; di
Ac-4-HAQO, 0,0'-diacetyl - 4 -hydroxyaminoquinoline l-oxide ; HPLC, high
performance liquid chromatography ; dGuo - C8-AQO, N-(deoxyguanosin - 8-
yD-4-aminoquiroline 1l-oxide ; dGuo-N2-AQO, 3-(deoxyguanosin-NZ-yl)- #-
aminoquinoline  l-oxide ; dAdo-N6-AQOQ, 3-(deoxyadenosin-N6-yl)—#—
aminoquinoline 1-oxide ; Ado, adenosine ; Ac-4-HA[ 2-3H RO, [2-3Hllabeled
4-acetoxyaminoquinoline 1l-oxide. AAF, acetyl__aminofluorene ; BP,

benzo(a)pyrene.
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One of the guanine-adducts was previously identified in our laboratory
as  N-(deoxyguanosin-8-yl)-4-aminoquinoline l-oxide  (dGuo-C8-AQO)
and was postulated to be formed through the nitrenium ion (1). This
adduct is DNA-structure-dependent : it accounts for 30 % and 70 % of
the total DNA modification for native and denaturated DNA,

respectively (7).

This paper is devoted to the identification of the chemical
structures of the other guanine-adduct, dGuo-Z-AQO, and of the
adenine-adduct, dAdo-AQQ, which were isolated after enzymatic hy-
drolysis of great quantities of Ac-4-HAQO-modified DNA. These two
adducts were shown in other works from our laboratory to depend on
the DNA structure ; indeed dGuo - 2 - AQO is the 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 (QAII) as being the 3-
(adenin—(N 1or N5)-y9-4-aminoquinoline l-oxide (15). We show here that
QA and dAdo-AQQO are corresponding to the same adduct and we

precise the binding of the quinoline ring on the N6 of adenine moiety.
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MATERIALS AND METHODS

CHEMICALS

The carcinogen 4-NQO was obtained from Fluka AG (Buchs,
Switzerland). Ac-4-HAQO was prepared as previously described (1) from
diAc-4-HAQO (14). The Ac-4-HA [2-3HIQO was the same as previously
used (8). [3H ]labelled Ac-4-HAQO was used to prepare the tritiated

adducts in order to perform the partitionning experiments.

The DNA from chicken erythrocytes was the same as already
used (8) and was a gift of P'Michel DAUNE. All the enzymes (bovine
pancreatic DNAse I, snake venom phosphodiesterase, calf spleen phos-
phodiesterase, alkaline phosphatase from calf intestine) were purchas-

sed from Boehringer-Mannheim (F.R.G.).

Preparation of the dGuo-2-AQO and dAdo-AQO adducts from in vitro

Ac-4-HAQO-modified DNA.

420 mg of chicken erythrocytes DNA (a solution of 0.75 mg/ml in a 2
mM sodium citrate 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 applied to a semi-preparative HPLC column ( u Bondapack C18)

with successive chromatographies of 2 mi hydrolysate. The HPLC



chromatographic conditions were an unlinear gradient methanol-phos-
phate/EDTA buffer (1.5 mM NaH2POy, 0.4 mM EDTA, pHé), from 15 %
during 12 min. to 30 % methanol. We used a detection in absorbance at
254 nm and 365 nm ; this latter wavelength is characteristic of the
quinoline ring . For each chromatography the two adducts were
collected and the solvent was immediatly evaporated under vacuum.
The purity of the two compounds was checked by analytical HPLC

chromatography on aQBondapak C18 column, in the

methanol-water conditions previously used (6,8). The buffer salt was
then eliminated from the total preparation by a single semi-preparative
chromatography in the same conditions. Determination of the amount
of each adduct was performed by measurement of the absorbance at
365 nm of each compound dissolved in water. (The £365 nm values were
about 7500 and 8000 for dGuo-2-AQO and dAdo-AQO, respectively). We

prepared about 550 of dGuo-2-AQO and about 250 of dAdo-AQO.

Weak quantities of [3H1 labeled dGuo-2-AQ0O and dAdo-AQO
were prepared using the same procedure, in order to 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
Ué6K injector, two 6000 A pumps, a Model 660 solvent programmer and

a Model 440 dual-wavelength detector (254 nm and 365 nm). The
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determinations of radioactivity for the 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 the 500 - 220 nm range. IH-NMR
spectra were resolved in DMSO-dg at 60 + 1° and at 20 + 1° , using
a Bruker WM 500 spectrophotometer, in the Fourier Transform mode. In
the case of dGuo-2-AQO resolution enhancement was further achieved
by multiplication of the original FID'S by an unshifted sine-bell window.
Spectra were calculated in the absolute value mode. Chemical shifts
are given in ppm using the solvant signal (DMSO-dg = 2.5 ppm) as

reference.
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 the
molecules are deposited. Fission fragments from the source pass
through the film and produce ions as it front surface. The positive (or
negative) ions are accelerated by a 7 to 10 Kv accelerator voltage and
travel down a flight tube to the microchannel electron multiplier
detector. The length of the flight tube is adjustable from 23 to 100
centimeters. The times of flight spectra are measured by means of
standard nuclear electronics which include two timing discriminators, a
one-start-multistop module (5), coupled with a multichannel analyser
and to an IBM computer so that the spectra can be stored on disk for

subsequent analysis.
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Mass calibration is achieved by using peaks of H*, Nat+, K+
present in the lower part of the mass spectra, and according to the
expression : time = ay/m+ b. Mass spectra presented here correspond to
a 60 min. acculumation time recording, =without background
substraction, and with a 93 cm flight tube length. In one case, a 53 cm
length allowed dimer of molecular ion to be observed.

5to 10 18 of the purified samples were dissolved in 100u | of
methanol and the sovlution was evaporated on a thin aluminized mylar
foil.

The major ionisation mode in this technique appears to be a
proton transfer and an ion-dipole attachment that give respectively
(M+H)* and ( M+X ) +, where X is an alkali ion. As the most naturally
abundant is sodium, ions such as ( M+Na )+, ( M+2Na-H )* are often

observed and characteristic of these spectra ( 21,20 ).
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RESULTS

1) Isolation and preparation of the two DNA-NQO adducts, dGuo-2-AQO

and dAdo-AQO.

After enzymatic hydrolysis to nucleosides of the Ac-4-HAQO -
modified DNA, fractions of 2 ml of the total hydrolysate were
submitted to the semi-preparative HPLC column. The chart 1 shows the
elution profile obtained at 365 nm. The three major well separated
peaks were corresponding to the three main adducts. Comparative
HPLC analytical chromatographies of the three compounds in the
conditions where the three main adducts were already characterized (8)
allowed us to assigne the first major peak as the dGuo-2-AQO, the
second major one as the dAdo-AQO and the third as the dGuo-C8-AQO.
We also recovered on this chromatographic profile the 4-aminoquinoline
l-oxide, 4-AQO, which was recovered in our precedent work (8).
Another peak, we called I.H.M. (Incompletely Hydrolysed Material) was
assumed to be a mixture of di-or/and tri-nucleotides andfor
oligonucleotides containing the carcinogen (6). The peak at RT = 21'30
was attribued to a compound which was recovered from modified DNA
and poly(dG—dC).poly(dG-dC) ; nothing is known about this compound
(8).

In regard to the respective amounts of the three main adducts
the elution profile indicated that the dGuo-2-AQO was the major
adduct, as already observed (8). Due to the instability of the guanine-

adduct during the enzymatic hydrolysis, part of it was degraded during
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its isolation. Indeed, we studied by analytical HPLC the stability of the
isolated dGuo-2-AQO in the conditions of enzymatic hydrolysis : it
appeared that after 20 hours of incubation, part of the adduct was
decomposed.

After being controlled in purity by analytical HPLC (see
Materials and Methods) the two adducts were dried under vacuum and

submitted to chemical and spectroscopic analysis.

II Identification of dGuo-2-AQQO as 3—(deoxxguanosin-N2.Ll)-4-

aminoquinoline l-oxide (dGuo-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 (HCl
0.IN, pH 1.5), neutral (2mM sodium citrate buffer, pH7) and basic
(NaOH 0.IN, pH 12.6) conditions, in the 500-300 nm range. These
spectra were characteristic of the bound 4-aminoquinoline l-oxide (4-
AQO). Indeed the maximum of the band which was centered at 360 nm
in neutral and basic conditions was totally shifted at 330 nm, with a
shoulder at 350 nm. This is characteristic of the 4-AQO form and v;'as
previously described by Sugimura et al (36) and Hoshino et al (9).

The solvent partitionning between aqueous buffers and butanol-
1, at different pH's (from 1 to 11) was carried out and our results (Chart
3) indicate that there were two pKa's corresponding to acidic and
alkaline conditions, in fair agreement with the lack of substitution on
either the Nl or the O6 atoms of guanine residue. By differential
absorption experiments we observed that for acidic pH's the ionizable
species was corresponding to the alone ionization of the 4-amino group

of the quinoline moiety.
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The mass spectrum of dGuo-2-AQO (Chart 4, a) was carried out
using 252-Cf Plasma Desorption Mass Spectrometry. The Table I gives
the assignments of the peaks. Despite the extremely low stability of the
addqct, molecular weight is reflected in the 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). The
major fragment ions are provided by the breakage of the N-glycosidic
bond, and loss of deoxyribose (m/z+ = 332, 354, 376).

Close to each of these ions , one can observe peaks that are 16 uma
below : such is the case of peaks m/zt+ = 294 , 316 and 338 in the
positive mode and m/z-= 292 in the negative mode. They correspond to
the loss of the oxygen atom of 4-AQQO , a phenomenon which has been
also observed in the 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 to the
deaminated guanine moiety. Such a breakage which has been already
observed in the case of other Nz-guanyl adducts ( 30,40 ) , though
obtained with a different desorption technique , may indicate that
guanine was substituted on the exocyclic amino group N2 . It has to be
noticed that such a deamination is not observed in the PDMS spectrum
of free guanosine . The fact that the presence of complementary ions
such as ( 4-AQO + NH + 2H )* or ¥-AQO alone is not observed is

probably due to rearrangements or ultimate degradation.
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Complete structural characterization was obtained from the
lH-NMR study. (Chart 5, part a). Assignments were based on
comparisons with NMR spectra of 4-AQO (16) and dGuo (30) in DMSO-
dé.Firstly, one observes the loss of two signals : i) the N2 amino group
protons of deoxyguanosine (expected at 6.37 ppm) and ii) the C-3 proton

oC-2 proton.

of quinoline which is normally coupled in 4-AQO with the
The NMR spectrum contains the resonances of all the protons of the
molecule and their assignments are given Table II. The 3'OH and 5'OH
protons were observed on the spectra recorded at 20° at 5.0 and 5.3
ppm. (data not shown).

These results and the comments added in Table II strongly

support the characterization of dGuo-2-AQO as 3-(deoxyguanosin - N2-

yl)-4-aminoquinoline l-oxide.

Il Identification of dAdo-AQO as 3-(deoxyadenosin-N6-yl)-4-

aminoquinoline l-oxide (dAdo-N6-AQO).

In the same manner as for dGuo-N2-AQO, the recording of the
absorption spectra of the adenine-adduct, in the 500-300 nm range in
acidic, neutral and basic conditions allowed us to observe the 4-AQO
form bound to the adenosine moiety (spectra not shown).

From the solvent partitionning of dAdo-AQO at different pH's
(from 1 to 11) the lack of an ionizable species at alkaline pH was
observed (Chart 3), with the presence of an ionizable function at acidic
pH.

The recording of the differential absorption spectra as a
function of pH (from 0.3 to 7) fordAdg#-AQO and dAdo-AQO allowed us

to distinguish the ionization of the #4-amino group of the quinoline
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moiety and the protonation of the 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 I. They provide evidence of
the presence of this adduct. Molecular weight is clearly observed
through the formation of ( M + Na )* ion in the positive mode ( m/z+=
432). As in the case of dGuo-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 the positive ( m/z+ = 278 , 300 , ,322 and 344 ) and in the
negative ionization mode ( m/z- = 276 ). Adenosine and adenine
moieties are not seen. Three peaks ( m/z+ = 121 , 165, 187 ) could be
assigned to deaminated base ions , but this is to be considered with
caution. This could indicate a substitution of the adenine moiety on its
exocyclic amino group N6.

Structural identification was achieved from the proton N M R
study (chart 5, part b). Assignments were based on comparisons with
NMR spectra of 4-AQO (16), Ado (37) and QAjj (for the quinoline
protons only) which was an (N1 or N6) adenine-adduct previously
characterized by Kawazoe et al (15), in DMSO- dg. Firstly, one
observes the 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 all the protons of the molecule
and their assignments are given Table III.

Taken together, our data and the comments added in Table III
strongly support the characterization of dAdo-AQO as 3-

(deoxyadenosin-N 6-yl)—#-aminoquinoline l-oxide.
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DISCUSSION

This paper gave the structural identification of two main
adducts of the carcinogen %#-NQO, the Ni-guanyl adduct (dGuo-N2-
AQO) and the Nb.adenyl adduct (dAdo-N6-AQO). These two compounds
were formed by fixation of the nucleoside moiety on the C3 of the
quinoline ring and this is in good agreement with the hypothesis of the
formation of z:'CB-quinoline carbocation as a reactive intermediate
during the reaction of Ac-4-HAQO with DNA (1 , 4, 13 ). Another
adduct (dGuo-C8-AQO) was previously shown to be formed through a
nitrenium jon (1). As we showed very recently, these three main adducts
were also recovered from in vivo-modified DNA (8).

The formation of N6—adenyl adduct in DNA was evidenced for
different aromatic amines, ( 33 , 34 , 12 , 38 ) and some polycyclic
hydrocarbons (29). As been previously proposed for the N6-adenine
adducts of 2—naph'g'ylamine (12) and N-methyl-4-amino-azobenzene (38),
the formation of this lesion could constitute a promutagenic event due
to the possible tautomeric equilibrium between the N6-amino and N6-
imino structures. In the N6-imino form, the modified deoxyadenosine
could mispair with deoxycytidine, resulting in a transition mutation
(A.T +G.C). 4-NQO is a potent mutagen,and even if the mutations
induced by this carcinogen have been shown to affect rarely the A.T
sites (10), due to the weak percentage of adenine-adducts (about 10 %)
it is not impossible that such mispairing may account for the
mutagenicity of 4-NQO.

In the last few years, the exocyclic nitrogen atom N2 of
guanine has been shown to be a major site of substitution in DNA by

ultimate carcinogenic derivatives of polycyclic hydrocarbons (22, 41)
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and for one aromatic amine, the N-OH-4-acetylamino-4'-fluorobiphenyl
(17,18). Due to their persistence in target tissues (18, 38, 40) N2-guanyl
adducts have been suggested to play a centfal role in the initiétion of
neqplasia. But although Nz-guanyl subtitution by polyaromatic
carcinogens might sterically interfere with normal base pairing it is not
readily apparent how such adducts would cause direct mispairing and
result in a mutation. Kadlubar hypothesised that N2-guany! substitution
induces a conformational change of the modified nucleoside from "anti"
to "syn", which would permit mispairing with an opposite guanine during
DNA replication and would explain the carcinogen-induced
transversions. (11). Since this model was proposed in the case of the N2-
guanyl-AAF and N2-guanyl-BP adducts, it is not obviously universal. In
the 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 al predicted the blockage of the polymerase by NZ adducts
during the replication of modified DNA (32). Very recently Yoshida et
al (42) showed that the NQO-guanine adducts blocked the E.Coli DNA
polymerase elongation in vitro, by three different manners (one
nucleotide before the lesion, at position opposite and at one base
beyond guanine). But any correlation with the structure of the guanine
lesions was not described by these authors.

In conclusion we showed that the main lesion induced by 4-NQO

in vivo and in vitro is a Nz-guanyl adduct (50 %), the othersbeing a C8-

guanyl adduct (V30 %), a N6-adenyl adduct ( _'EIO %) and some minor
compounds (10 %). Physicochemical investigations are actually initiated
in our laboratory to determine the modification of DNA induced by
each of the adducts. For example, we very recently proved that the N2-
guanyl adduct impaired the induction of the Z form, on a modified

poly(dG-dC).poly(dG-dC) (2).
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Chart 1 : Semi-preparative HPLC elution profile of 3 mg of
hydrolyzed-modified IINA - Absorbance detection at 365 mm.
Chramatographies were carried out with an unlinear gradient
during 12 min fron a phosphate/EDTA buffer (1.5 mM NaHp POy,
0.4 mM EDTA, pH6) to 30 % methanol in the buffer, during 20
min.The two carpounds dGuo-2-AX and dAdo-AQD were collected
for each chramatography and dried under vacuun. We obtained

about 550 1 g of dGuo-2-AQ and about 250 ug of dAdo-AQD.
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Chart 2 : W spectra of dGuo-N2-AQ adduct in 2rM sodium
citrate buffer (pH 7.3 ;j —) or O.1 NHCI (pH I.5 ; w.-.) or
0.1 NNaCH (pH 12.3 5 ---).

The concentration was : 5.6pg/ml. The extinction coefficients

are : at pH 7.3,§ 360 = 8000 ; at pH 1.5 y§ 336 = 6830 ; at pH
12.3, €3¢0 = 5300.
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Chart 3 : Partition of tritiated dGuo-2-A0 (W) and tritiated
dAdo-AQD (@) between aqueous buffers, pH 1-14 (24) and n-
butanol. The percentage of each adduct in aqueous phase was

determined by counting 100 u 1| aliquots of the tritiated

solutions.
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Chart 4 : 252-Cf time of flight mass spectra in the positive
ionization mode of (a) dGuo-2-AQ, (b) dAdo-AQ. In the upper

part of this spectrum, the scale is 6 times higher. The

presence of each adduct 1is evidenced by observation of

molecular ions and characteristic fragment ions (see Table I).
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Table I - 252-Cf-Plasma Desorption Mass Spectrometry data for dGuo-2-AQO

and d Ado-AQO.

Quasi-molecular ions
(M-H)

(M+H)*
(M+Na)
(M+2Na-H)*
(2M + 3Na - 2H )+

Loss of oxygen
(M-16-H)
(M-16+H)
(M-16+Na)t
(M-16+2Na-H)*
(2(M-16) + 3Na - 2H )+
(2M-16 + 3Na-2H )+

Loss of deoxyribose : dRib.
(M -dRib. )=

(M - dRib. + H + Na )*

( M - dRib. + 2Na )+

( M - dRib. + 3Na - 2H )+

(M - dRib. - 16 )~
(M - dRib. - 16 + 2H )*+

(M-dRib. - 16 +H+ Na)* -

(M - dRib. - 16 + 2Na )+
(M - dRib. - 16 + 3Na-H )*

Base moiety : B
(B + 2H + Na )*
(B+H+2Na)+
(B + 3Na)+

Deaminated base
(B-NH+ 3H)*
(B-NH + 2H + Na )+
(B-NH+H + 2Na )+
(B -NH + 3Na )+

(a) These peaks were observed with a 53 cm flight tube lenght.

dGuo-2-AQO0

424
426
448
470
917 (a)

408
410
432
454
885 (a)
901 (a)

308
332
354
376

292
294
316
338

174
196
218

137 (b)
159 (b)
181 (b)

dAdo-AQO

432

292
316
338

276
2738
300
322
344

121 (b)

165 (b) -
187 (b)

(b) These assignments need to be confirmed by another mass spectrometry data set.




Chart 5 : 500 MHz NWR spectra of dGuo-2-AQ (part a) and dAdo-
AD (part b) in DMSO - dg. Concentrations were 550u g in 0.3
ml solvent for dGuo-2-AQ, and 100 ug in 0.3 m! for dAdo-AQD .
The chemical shifts were measured in ppm downfield fram the
DMSO (resonance at 2.5 ppm). In the case of dGuo-2-AQD, a
resolution enhancement calculation was used (see Materials and
Methods). Assignments were given in Table II for dGuo-2-AD
and Table 111 for dAdo-AQD.
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Table 1I. NMR study of dGuo-N2-AQO.

Chemical shifts

O
Hw N
N,
AL
N CH,OH
2
|‘\= d
12
N7 H 97y
o-
Assignments

(Q means quinoline)

Multiplicity (f)

(ppm) (G means guanine)
8.83 Q-C2H (a) s
8.49 Q-C8H (b) m
8.34 (c) Q-C5H (b) + G-N2H (d) m
7.82 G-C8H (e) 5
7.73 Q-C7H (b) m
7.61 Q-C6H (b) m
6.72 Q-4NH> (d) s
6.06 H1' m
4.4y H3 m
3.69 H4' m
3.42 H 5' or 5" m
3.32 H 5" or 5 m
2.80 H 2 or 2" m
2.15 H2"or 2 m

(a) non-exchangeable proton. It is expected at 8.12 ppm in 4-AQO (l16) but
it is shifted downfield to 8.83 ppm because of the presence of the guanyl
substituant. The signal is broad due to the quadrupolar effect of N2,

(b) The chemical shift of this quinoline proton
observed in 4-AQO (16).

is very near to this one

(c) The intensity of this band is about two fold that this expected for one
proton (see for example the Q-C8H resonance at 8.49 ppm). This signal is in
fact an overlapping of the resonances of two protons, and we observed that
one of them was exchangeable. We think it is the guanyl N2 proton since
the cyclic NI-H peak, expected near 10-11 ppm (30) is generally broader
than the resonance observed here. This assignment, in addition to the
absence of the 2-NHj signal of guanine give undoubtly the site of substi-
tution as the exocyclic aminogroup.

(d) exchangeable protons.
(e) The same chemical shift is observed for the dGuo-C8 proton (30).

(f) s, singlet ; m ; multiplet.
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Table III. NMR study of dAdo-N6-AQO

Assignments
Chemical shifts (A means adenine) Multiplicity (e)
(ppm) (Q means quinoline)
8.59 Q-C2H (a) s
8.53 Q-C8H (b) m
8.49 (c) A-C8 H (c) s
8.37 Q-C5 H (b) m
8.32 A-N6 H (d) s
8.25 A-C2 H (d) s
7.78 Q-C7 H (b) m
7.65 Q-Cé6 H (b) m
6.61 Q-4 NH2 (b) s
6.41 HL m
4.45 H3' u
3.93 HY' u
3.67 H 5' or 5" m
3.55 H5"or 5 m
2.31 H2"or 2' m
m

2.77 H 2'or 2"

(a) This proton is expected at 8.12 ppm in 4-AQO (16) but it is shifted downfield to
8.59 ppm due to the presence of the adenyl substituant. Exactly the same shift was
observed for QAII (15).

(b) The chemical shift of this quinoline proton is very near to those of 4-AQO (16) and
exactly the same as in QAII (15).

(c) The same chemical shift is observed for the dAdo C8 proton (37).

(d) These assignments indicate that the substitution occurs at N6 of adenine. We
compared the chemical shift of the C2H proton (8.25 ppm) with the values obtained
for this proton in the case of l-methyl deoxyadenosine : 8.7 ppm, 3-methyladenine :
7.9 ppm and N6-methyladenosine : 8.2 ppm, as it was made by Phillips et al (27) for
the study of another N® adenyl adduct. Moreover N1 or N3 substituted adenine should
lead to an imino group on the Cé6 of adenine (tautomeric forms) and the chemical
shifts of such group are know to be found near 9.5 to 11 ppm. These two comparisons
led us to assigne the signal at 8.32 ppm to a N6H.

(e) s, singlet ; m, multiplet ; u, unresolved.
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b) Le dosage des adduits sur 1'ADN

Pour poursuivre le travail et en particulier pour les études
physicochimiques, il est important de connaftre les quantités relatives de
chaque adduit sur 1'ADN modifié {n vitho par 1'Ac-4HAQO. Une méthode globale
de dosage des adduits a &té proposée au laboratoire, utilisant la spectro-
photométrie d'absorption (voir publication n°® 1) .Nous avons mis au point
une méthode permettant de doser par spectrophotométrie le dGuo-C8-AQ0.
Chacun des adduits dGuo-C8-AQO, dGuo~N2-AQ0 et dAdo-N6-AQ0 a &été dosé par
clhp aprés hydrolyse enzymatique de 1'ADN modifié.

En utilisant une propriété spectroscopique du composé
dGuo-C8-AQ0, nous avons pu mettre au point une méthode de dosage de ce com-
posé sur 1'ADN,

=

Le maximum de la bande d'absorption de cet adduit est situé &
365 nm & pH neutre et & 440 nm & pH basique (Figure 5, A). Cette propriété
peut €tre observée sur les polyméres modifiés par 1'Ac-4HAQO, comme le montre
la figure 5. A l'aide de ces spectres, il a été possible de calculer le taux
de fixation de la quinoléine sur la C8 de la guanine, dans 1'ADN modifié. La

méthode de calcul est décrite dans la publication n°® 8 (p.156) :

"Guanyl-cs—arylamination of DNA by the ultimate carcinogen of 4-nitroquinoline
1-oxide. A spectrophotometric titration.”

Analytical Biochemistry, 1984.

Nous trouvons ainsi que le dGuo-CB8-AQ0 représente environ 30 % et 70 % de la
modification totale de 1'ADN, natif et dénaturé. Comme nous le décrivons,
cette technique est rapide et ne posséde pas les inconvénients de 1l'analyse
quantitative des adduits aprés hydrolyse enzymatique ; cependant, sa sensi-

bilité ne permet pas de l'utiliser sur de 1'ADN qui a 6té modifié n vivo.

2) Analyse quantitative en clhp des _trois principaux_adduits aprés hydro-




l'analyse quantitative des adduits, a été employée de deux fagons différentes.

Une premiére approche a consisté a utiliser les dérivés qui-
noléiques marqués au tritium sur le carbone 2 du cycle. Cette technique ne
nous a pas paru acceptable : en effet, aprés les étapes de purifi-
cation de 1'ADN modifié, d'hydrolyse enzymatique et d'analyse en clhp, le
profil chromatographique obtenu en tritium faisait apparaftre un bruit de
fond correspondant & plus de 20 % de la radiocactivité totale appliquée & la
colonne de clhp. Devant l'imprécision de telles données, nous avons abandonné
cette technique.

Nous avons alors utilisé les propriétés spectroscopiques des
dérivés quinoléiques pour doser les adduits. Nous avons déterminé leur coef-
ficient: d‘extinction molaire (IZ) & 365 nm. Pour cela nous avons hydrolysé
de 1'ADN modifié par 1'Ac-4HAQO tritié et avons purifié chaque adduit par
2365(dcuo—08~AQd)= 8200 + 500 mole L.
2365(dG?o—N2IAQO)= 7500 + 500 mole” .cm 1.1 ; 2365(dAdo-N6-AQO)=
8000 + 500 mole ".cm .l. Dans le cas de dGuo-C8-AQO, une valeur de I

clhp semi-préparative. On obtient :
-1

cm .1 ;

365 7

férieure avait été obtenue précédemment (voir publication n° 8). Ce résultat

n'est pas surprenant : les deux méthodes de calculs sont différentes et lors-

qu'on utilise un produit tritié, l'échange isotopique introduit une erreur

dans 1'estimation des valeurs de L. On peut néanmoins affirmer que les I des

trois adduits sont peu différents.

Les nombreuses chromatographies (clhp semd-préparativé) que
nous avons été amenés a faire au cours de la préparation des adduits
dGuo-N2-A00 et dAdo-N6-AQO, nous ont permis de mettre en évidence, et ce de
fagon reproductible, que 1'adduit dGuo-N2-AQO était majeur pour 1'ADN natif.
Un de ces profils est représenté sur la figure 6.

Pour déterminer les proportions respectives des trois adduits,
nous avons fait une intégration des pics clhp (par découpage et pesée du pa-
pier). Ces résultats, comparés d ceux obtenus en utilisant la mesure de la DO
et le I a 365 nm de chaque fraction collectée, ont conduit aux estimations

suivantes (+ 5 %) :

- dGuo-N2-AQ0 : environ 50 %
- dGuo-CB-AQ0 : environ 25 %
- dAdo-N6~AQ0 : environ 10 %

Le pic situé au temps de rétention de 18 mn représente une

fraction d'cligonucléotides modifiés non hydrolysés et contient également
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du 4AQ0 ; l'hydrolyse n'‘est donc pas totale. Cette fraction non digérée ad-
ditionnée du 4AQ0 représente environ 15 $ de l'absorption totale.

L'évaluation quantitative & l'aide des surfaces des pics ap-
pliquée & un ADN modifié An v{v0 a donné le résultat suivant : les trois ad-
duits (dGuo-N2-AQO, dGuo-C8-AQ0, dAdo-N6-AQO) sont obtenus avec des propor-
tions 3/2/1 respectivement. La figure 7 montre le profil clhp de cet hydro-
lysat A'ADN. Les proportions relatives des principaux adduits guinoléine-base
sont donc peu différentes, in vitho et 4{n v{vo, du moins dans le systéme

d'ascite que nous employons.

Lorsque la réaction de 1'Ac~4HAQO avec 1'ADN natif est faite
An vitrho dans d'autres conditions de pH ou de température, les trois adduits
sont obtenus suivant‘des rapports sensiblement différents., Par exemple & pH

9,7 et & 4°C, la réaction se fait préférentiellement sur le N2 de la guanine
(80 %).




Figure 5 - Spectres d'absorption de dGuo-C8-AQ0 (A) et des ADN natif (B)

et dénaturé (C) modifiés par 1'Ac-4HAQO, dans la zone d'absorption du can-

cérogéne,

Spectre en tampon citrate 2.10—3 M, pH 7,0
~-~~ Spectre dans NaOH 0,5 M, pH 12,6,
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Figure 6 - Profil de clhp semi-préparative d'un hydrolysat d'ADN modifié par

1'Ac-4HAQO. Aprés réaction avec 1'Ac-4HAQO, 1'AIN est purifié par des préci-
pitations successives & 1'éthanol, il est ensuite soumis & l'action de la
DNase et des phosphodiestérases, puis de la phosphatase alcaline (voir pu-
blications n® 3 et n® §) . L'hydrolysat est analysé par clhp, la détection
est faite & 365 nm. Les composés sont élués avec un gradient non linéaire,

tout d'abord en tampon (1,5 mM NaH PO4, 0,4 mM EDTA, pH 6) pendant 12 ninu-

2
tes, puis dans le méme tampon contenant 30 % de méthanol.
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Figure 7 - Profil de clhp semi-préparative d'un hydrolysat d'ADN extrait d'une
ascite (hépatome de ZAJDELA) traitée au 4HAQO. 107 cellules sont lavées puis
mises en survie dans une bofte NUNCLON 150 cm2 contenant 100 ml de milieu 199E
(Eurobio) additionné de 20 % de sérum de Veau foetal. Une heure aprés 1'ensemen-
cement, le 4HAQO est ajouté dans la culture & une concentration 3x10~4 M. Deux
heures aprés le traitement, les cellules sont centrifugées, 1'ADN est alors ex-
trait par la méthode de Marmur. Aprés purification, cet ADN est soumis a 1'hydro-
lyse enzymatique. L'hydrolysat obtenu est analysé par détection de 1'absorption

d& 365 nm, la chromatographie étant effectude dans les ménes conditions que pour
1'ADN modifié in vitro (fig.6 ).
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Native and denatured DNAs and polynucleotides were modified by 4-acetoxyaminoquinoline-
1-oxide, the ultimate carcinogen of 4-nitroquinoline-1-oxide (4 NQQ). The N<(deoxyguanosin-
CB.yl)-4-aminoquinoline-1-oxide adduct, the so-called “'dG l11,” was quantified on the DNA and
on poly(dG-dC) in absorption spectroscopy, by using a spectral propenty of dG 111, i.e., the
variation of the absorption spectrum as a function of the pH. Using the “‘free-dG III”’ absorption
reference spectra, a simple graphic determination of the percentage of dG 11l was established by
recording the absorption spectra of the 4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide-modified polymers. It
was found that the dG 111 adduct accounts for about 30% 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.

KEYy WORDS: carcinogen; 4-nitroquinoline-1-oxide; DNA arylamination; absorption spec-

troscopy; adduct; titration.

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 carcinogenesis by
these substances (1). In the case of 4-nitro-
quinoline- 1-oxide (4 NQO)Y (see for reviews
(2,3)), we proved that the monoacety! deriv-
ative of 4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide,
which is obtained from O,O'-diacetyl-4-hy-
droxyaminoquinoline-1-oxide (4-7), consti-
tutes a very attractive model for the in vitro
study of carcinogenesis by this. compound
(8,9). Concerning the NQO adducts, one
structure was proposed for an adenine adduct
(10), and we recently described the synthesis
of a guanyl-C®-arylamination product after a
direct reaction between 4-acetoxyaminoqui-
noline-1-oxide and deoxyguanosine (11). This
adduct, which we called dG 111, was recovered

' To whom correspondence should be addressed.
2 Abbreviation used: 4 NQO, 4-nitroquinoline- 1-oxide.
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from DNA after enzymatic hydrolysis of in
vitro 4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide-mod-
ified DNA (8) and in vivo 4 NQO-modified
DNA (11). These results are strengthening the
interest in dG III. Therefore, it seemed im-
portant to evaluate the exact amount of C%-
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 at 365 nm, which shifts to 440 nm
at basic pH (11). Indeed at basic pH a depro-
tonation of the guanine occurs, which leads
to an electronic delocalization on the quin-
oline ring. This is accompanied by a bath-
ochrome effect in the dG HI 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(dA-dT) and modified poly A
as references. Our results are compared with

PUBLICATION n°® 8
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those previously obtained after enzymatic hy-
drolysis of the modified DNA.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. 4 NQO was obtained from Fluka
AG (Switzerland). 4-Acetoxyaminoquinoline-
1-oxide was prepared as previously described
(11). The DNA from chicken erythrocytes was
the same as previously used (6,9). The poly-
nucleotides poly(dG-dC) and poly(dA-dT)
were purchased from P-L Biochemicals. Poly
A was obtained from Miles.

Instrumentation. The absorption spectra
were recorded in the range 550-300 nm using
a Cary 118 C spectrophotometer.

Preparation of dG IIl adduct. dG Il was
prepared as previously described (11).

Preparation of 4-acetoxyaminoquinoline-1-
oxide-modified DNA and polynucleotides.
4-Acetoxyaminoquinoline- 1 -oxide-modified
DNA was prepared as previously described
(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 modifed
bases), modified 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 samples were also prepared in the same
manner but with 3H-labeled 4-acetoxyamino-
quinoline-1-oxide (8,9). The ¢*¢° values were
determined as previously described for the
modified DNA (6).

RESULTS AND DISCUSSION

I. Detection of the dG III Adduct on
4-Acetoxyaminoquinoline-1-oxide-
Modified 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-

quinoline-1-oxide-modified native and de-
natured DNAs and of modified poly(dG-dC)
in media near neutrality and in alkaline media.
These spectra were compared with those of
the nucleoside dG III adduct obtained in the
same conditions from 550 to 300 nm (11).
The ¢ values of the nucleoside dG 111 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(dG-dC) 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 all the mod-
ified polymers studied, the values of the ratios
of absorbance 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 1II—and especially the
adenine adducts—do not absorb at 440 nm
in alkaline media. That means that under this
condition only dG IlI is responsible for this
absorption band.

II. Evaluation of the Percentage of dG Il
Adduct on the 4-Acetoxyaminoquinoline-
l-oxide-Modified Polymers

For all the modified polymers, the absor-
bance at 440 nm at alkaline pH, A3, refers
only to the dG Il adduct, whereas the ab-
sorbance at 365 nm at neutral pH, A3, refers
to dG III adduct and others. Therefore we can
write

AR5 = €85.Cp- 1

A?;w = Eg‘_‘gg m* [b’dG I"] ‘[

in which 2% and %% 1 (expressed in liters

mol~' cm™') represent, respectively, the av-
erage ¢ value at 365 nm for all the adducts at
neutrality and at 440 nm for the dG 11l adduct
at alkaline pH, Cx is the total concentration
of bound carcinogen (expressed in mol li-

365
P




456 GALIEGUE-ZOUITINA, BAILLEUL, AND LOUCHEUX-LEFEBVRE

TABLE 1

SPECTROPHOTOMETRIC DATA OF THE 4-ACETOXYAMINOQUINOLINE-1-OXIDE-MODIFIED POLYMERS

5
Average Percentage of

Modified polymers AP01AB° (mol™' cm 1) bound dG 1114
Native DNA . 0.48 $500 + 200 (6) 26.9
0.53 Total adducts 29.7
Denatured DNA 1.12 6200 200 (6) 70.8
1.07 Total adducts . 67.7
Poly(dG-dC) 0.45 6400 + 200 ) 29.4
‘ 0.47 Guanine adducts 30.7
Poly(dA-dT) 0 6000 + 200 0
Adenine adducts k
Poly A 0 5800 + 200 0
Adenine adducts
Nucleoside-dG 11l adduct 1.6 6220 + 100¢ 100

“ Ratios of absorbances at 440 and 365 nm of the different modified polymers in alkaline and neutral media,

respectively.

® Molar extinction coefficient values at 365 nm at neutral pH of different polymers.

¢ The €% value of the nucleoside-dG 11 adduct.
< Titration of the dG Ill-adduct..

ters™'), and / is the path length of the cell
{expressed in cm). Combining the two equa-
tions one obtains

f_fff - f?:«?c m[b-dG I1I]
AE.“ &% . Cr

_ Gdow X % b-dG III

= (%65 0 D+~ .
This equation makes possible the determi-
nation of the percentage of the dG 11l adduct
bound to DNA (b-dG III). Indeed, 45 and
A3 are given by the experimental spectra re-
corded at pH 12 and pH 7, respectively (Table
1). €% at neutral pH was previously deter-
mined (6). It is 5500 + 200 and 6200 + 200
liters mol™' cm™! for the native modified and
denatured modified DNA, respectively, and
6400 =+ 200 liters mol~! cm™! for the modified
poly(dG-dC) (Table 1). 4%  at pH 12 was
assumed to be similar to the extinction coef-
ficient of the nucleoside—dG 1II adduct, that
is, 9830 liters mol™' cm™!. This hypothesis is
likely at 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 ¢ for the ad-
enine adducts (formed on poly A and poly(dA-
dT)- poly(dA-dT)) 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 all cases (native
DNA, denatured DNA, poly(dG-dC)) we used
the same value of 9830 for ¢*%; ;;; at pH 12.
Moreover, we showed that after 5 min heating
at 100°C of a native modified DNA (which
leads to the denaturation of the double helix),
the absorption spectrum obtained at basic pH
exhibited a band at 440 nm with the same
intensity as before denaturation. This means
that the €4); ; value is the same whether the
structure of the polymer is single or double
stranded.

Thus we found that there is 70% of dG 111
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 previousty
obtained after enzymatic hydrolysis of the
4-acetoxyaminoquinoline- | -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 N-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-1-
oxide-modified DNA the single-stranded DNA
structure favors the reaction of the carcinogen
on the C-8 of guanine (70%), which is a chem-
ically more reactive position.
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¢) Conclusion

Les structures des trois principaux adduits isolés sur 1'ADN
modifié sont parfaitemént en accord avec le mécanisme réactionnel du composé
monoacétylé du 4HAQO. L'agent réactif, l'arylnitrénium, est en é&quilibre
avec le carbénium en a (carbone 3 de la quinoléine). Le nitrénium attaque le
C8 de la guanine, le carbénium le N2 de la guanine ou le N6 de l'adénine,
L'agent réactif se fixe principalement sur le C8 de la guanine lorsque celle-c¢i
n'est pas appariée (guanosine ou ADN dénaturé). Au contraire, la forme car-
bénium réagit de fagon plus importante sur 1'ADN natif : le dGuo-N2-AQO et
le dAdo-N6-AQO représentent, & eux deux, environ 60 % de la réaction sur
1'ADN double brin.

Trois adduits avaient é€galement été obtenus par d'autres au-
teurs, aprés hydrolyse acide d'ADN modifié par le 4HAQO, en présence de

l'aminoacyl-tRNA synthétase (IKEGAMI et al., 1970 ; TADA et al., 1971 ; 1976).
A ces trois composés s'ajoute le 4AQ0, gue ces auteurs ont postulé provenir
de la décomposition d'un autre adduit instable, formé avec la guanine. Il est
en effet possible que le 4AQ0 que nous obtenons dans nos hydrolysats d'ADN
provienne 4'un autre adduit-guanine, mais nous n'en avons pas la preuve for-
melle,

L'équipe de TADA a récemment publié un dosage des quatre ad-
duits (YOSHIDA et al., 1984) et vient également de montrer que le composé
qu'ils nomment QGI correspond & l'adduit dGuo~C8-AQ0 que nous avions isolé
(TADA et al., sous presse). Ils n'ont pas, & l'heure actuelle, proposé d'au-
tres structures d'adduits. Le tableau ci-dessous permet de faire une compa-

raison entre leurs résultats de dosage et les nétres.

. OGIII
Résultats de

ATI
l'équipe de TADA QGI QGII (4200) Q
Pourcentages 16.4 47.3 13.7 22.6
obtenus
Nos résultats dGuo-C8-AQO0 | dGuo-N2-AQ0 ?z;;gf AAdo-N6~BOO
Pourcentages o5 50 15 10
obtenus
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Actuellement aucun argument ne permet de dire que QGII repré-
sente l'adduit sur le N2 de la guanine. Si cela était prouvé, nous pourrions
dire que 1'Ac-4HAQO induit sur 1'ADN des lésions identiques & celles obtenues
aprés activation du 4HAQO par la séryl-tRNA synthétase.

Tout récemment REDDY (M.V) et al.,(1984) ont visualisé, &
l'aide d'une méthode trés sensible de ﬁarquage au phosphore 32, 8 adduits
sur 1'ADN extrait de cellules de peau de Souris traitée au 4NQO. Trois de
ces adduits sont obtenus en trés faible quantité (environ 5 %). Parmi les 8
composés détectés par ces auteurs, nous pensons que cing d'entre eux pour-
raient correspondre a : dGuo-C8-AQO, dGuo-N2-AQO, dAdo-N6-AQO et aux deux

composés d'ouverture du cycle imidazole. Dans ce laboratoire ils ont en

effet visualisé par cette technique les deux isoméres du produit d'ouverture
du cycle purique obtenus dans le cas de 1l'aminofluoréne (GUPTA et al., 1984) .
Les 3 autres composés pourraient &tre le (ou les) adduit(s) dont la décompo-
sition conduit au 4AQO0 que nous avons visualisé, Ce peut étre aussi d'autres

adduits mineurs, ou des produits de dégradation d'un ou de plusieurs adduits.

Le r&le des composés de substitution induits par le 4NQO dans
la cancérogénése par ce composé n'a pas été étudié. Un certain nombre de
remargues nous semblent cependant intéressantes a formuler & ce niveau.

Dans la partie "Généralités" nous avons montré le réle joué
par la fonction acétyle du fluoréne dans la conformation de 1'ADN, aprés
fixation du 2AAF ou du 2AFsur le C8 de la guanine. Dans le cas du 4NQO le
composé de substitution de ce site ne peut &tre acétylé. Il ne faut cepen-
dant pas penser que les propriétés du dGuo-C8-AQO soient analogues & celles
du composé dGuo-C8-AF. En effet, les dérivés du 4NQO différent beaucoup de
ceux du fluoréne, par le nombre de cycles et surtout par la présence de la
fonction N-oxyde.

L'adduit dGuo~-C8-AQ0 pourrait peut-&tre jouer un réle {n vdvo,
par la formation du composé d'ouverture du cycle imidazole. Nous n'avons ac-
tuellement aucune preuve de l'existence AN v4v0 du r.o. dGuo-C8-AQO. De nom-
breuses études permettent cependant d'émettre cette hypothése. Le dérivé d'ou-
verture en 8-9 de 1l'adduit de l'aflatoxine B1 persiste dans 1'ADN hépatique
et jouerait un rSle important dans sa cancérogénése (CROY et al., 1981). De
maniére similaire, le dérivé de substitution du C8 de la guanine par la

2-naphtylamine, qui s'hydrolyse spontanément en dérivé de 8,9 ouverture du
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cycle, est présent An vivo dans le tissu cible. Il est €galement présent
dans le foie qui n'est pas un organe cible, mais en guantité 4 a 8 fois in-
férieure. De plus, c'est dans le tissu cible que ce dérivé persiste le plus
longtemps (KADLUBAR et al., 198la). Enfin, 1l'existence {n wivo du composé
d'ouverture du cycle de l'adduit dGuo-C8-AF a &été montrée de deux maniéres
différentes : par hydrolyse acide et analyse clhp (VISSER et al., 1981) et
par radio-immunologie (RIO et al., 1982).

Les adduits sur le N2 de la guanine sont souvent retrouvés
dans le cas des amines aromatiques (HEMMINKI, 1983), et des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (MEEHAN et al,, 1977). Dans le cas de la premiére
classe de composés, ces adduits sont rarement majeurs, sauf pour le 4-amino-
biphényle (KRIEK et HENGEVELD, 1978). Ces composés de substitution ont peut-
étre une importance biologique car ils correspondent & une région d'apparie-
ment des bases et, de plus, ils sont souvent persistants {n vivo (KRIEK et
HENGEVELD, 1978 ; TULLIS et al., 1981 ; WESTRA et al., 1976). Il n'est ce-~
pendant pas évident de comprendre de quelle maniére ils pourraient constituer
des lésions prémutagénes. KADLUBAR a proposé un modé&le pour expliquer l'in-
duction de mutations par transversion par 1'AAF et le benzo(a)pyréne au ni-
veau des adduits sur le N2 de la guanine. Cet auteur suggére que le passage
en conformation syn de ces adduits entrainerait un mauvais appariement de la
guanine modifiée avec une autre guanine (KADLUBAR, 1980). Ce modéle, s'il
peut &tre vérifié expérimentalement, n'est cependant pas universel,

Les composés de substitution du N6 de l'adénine sont plus ra-
rement formés. Citons pour les amines aromatiques les exemples du phénanthréne
(SCRIBNER et NAIMY, 1975), du stilbéne (SCRIBNER et al., 1979) et de la
2-naphtylamine (KADLUBAR et al., 1980). Plusieurs auteurs ont postulé que ces
adduits pourraient avoir un rdle dans la mutagénése en induisant de mauvais
appariements de la base modifiée (KADLUBAR et al., 1980 ; TULLIS et al., 1981 ;
PHILLIPS et al., 1981).

Le chapitre III est consacré aux études physicochimiques ef-

fectuées sur 1'ADN modifié.
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CHAPITRE III - LES ALTERATIONS STRUCTURALES DE 1'ADN

MODIFIE IN VITRO, ETUDES PHYSICOCHIMIQUES ET RECONNAIS-

SANCE ENZYMATIQUE DES LESIONS.
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Nous allons tout d'abord décrire, dans ce chapitre, deux
études physicochimiques effectuées sur 1'ADN modifié in vifno par le
- diAc-4HAQO ou 1'Ac-4HAQO :

- des mesures de température de fusion (T£f) qui donnent un renseignement sur

la perturbation structurale de 1'ADN modifié ;

- des études d'anisotropie optique : dichroisme et biréfringence linéaires

€lectriques. Ces derniéres expériences ont été réalisées a Liége, chez le

Dr. C. HOUSSIER. Ces mesures fournissent des informations sur la perturba-

tion globale de la structure de 1'ADN modifié et sur l'orientation du com-

posé fixé dans la double hélice. Elles peuvent constituer une premiére ap-
pProche d'étude de la géométrie de la lésion, mais les résultats obtenus doi-
vent é&tre confrontés & ceux obtenus par d'autres techniques. Ces &tudes fe-
ront l'objet d'une publication.

Nous avons également étudié la reconnaissance enzymatique des
lésions de 1'ADN modifié {n u{tno en utilisant différentes enzymes ou frac-
tions enzymatiques :

- 1'endonucléase s, a'Aspengillus oryzae, qui est une enzyme spécifique des
simples brins de 1'ADN. Ce travail a été effectué dans le but d'obtenir
des informations sur la distorsion de 1'ADN introduite au niveau des 1lé-
sions. lLes résultats de cette investigation sont décrits dans la publica-
tion n° 9. ‘

- une activité enzymatique de type ADN-glycosylase, présente dans les ex-
traits cellulaires de Micrococcus Luteus. Cette enzyme conduit & la for-
mation de sites apuriniques, par excision de certaines bases modifiées.
Les résultats de cette approche sont é€galement donnés dans la publication
n® 9, qui a été réalis€e en collaboration avec Jacques LAVAL.

- une méthyltransférase extraite de cerveau de Veau. En effet, de nombreux
auteurs ont montré que les cancérogénes chimiques interagissent avec la
méthylation de 1'ADN,qui joue un réle dans la régulation de l'expression
des génes chez l'eucaryote. Ces expériences ont été faites en collabora-
tion avec Annie PFOHL-LESZKOWICZ, dans le laboratoire du Professeur
G. DIRHEIMER, & Strasbourg. L'isolement et la purification de l'enzyme ont
été effectués par Mme LESZKOWICZ. Ce travail est décrit dans la publication
n° 10.
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La plupart de ces études ont été yéalis€es dans les années
1979-1981, excepté les études de méthylation de 1'ADN. A ce moment nous
utilisions encore les deux modéles de cancérogéne ultime, diAc-4HAQO et
Ac-4HAQO pour modifier 1'ADN. C'est pourquoi nous rencontrerons dans ces
travaux des études sur les deux types A'ADN modifiés, les modifications

structurales de la macromolécule étaht semblébles dans les deux cas.

diAc-4HAQO et 1'Ac-4HAQO

En général la fixation covalente du cancérogéne ultime s'ac-
compagne d'une modification de la température de fusion (Tf) de 1'ADN modifié.
Dans le cas des composé€s aromatiques encombrants comme les amines aromatiques
et les hydrocarbures polycycliques, on observe assez souvent une diminution
de la Tf. Ceci correspond & l'introduction de groupements électro-négatifs
dans la double hélice qui déstabilisent 1'ADN en interagissant avec les grou-
pements phosphates de 1l'enchainement phosphodiester.

Nous avons donc mesuré les températures de fusion de plusieurs
échantillons A'ADN modifié par le diAc-4HAQO et 1'Ac-4HAQO. Les résultats de
ces mesures figurent dans les publications n° 1 et n° 2,

L'appareillage que nous avons utilisé a été mis au point au
laboratoire en 1978, par Gérard LECOCQ. Il est décrit en détail dans la pu-
blication n° 1.

Nous avons rappelé sur le tableau C les valeurs de Tf que
nous avons obtenues pour les différents échantillons d'ADN modifiés, ainsi
qu'un graphique donnant 1l'illustration du phénoméne observé, Nous constatons
ainsi une diminution linéaire de la température de fusion, le phénoméne s 'ac-
centuant quand le pourcentage de bases modifiées de 1'ADN augmente. La valeur
de la déstabilisation pour 1 % de bases modifiées (ATf) est d'environ - 1.3°C.
Des valeurs de ATf proches ont été trouvées pour d'autres amines aromatiques,
telles 1'AAF, 1'AF et l'acétylaminophénanthréne (FUCHS et al., 1971 ; SPODHEIM-
MAURIZOT et al., 1979C; LANG et al., 1977).

Nous avons d'autre part constaté qu'aprés fusion de 1'ADN
modifié, la renaturation des molécules n'avait pas lieu : la quinoléine n'in-
duit donc pas de pontages interbrin dans la double hélice. De tels pontages
ont été observés dans 1'ADN modifié par 1'AAF (FUCHS et DAUNE, 1972).
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Tableau C - Valeurs des températures de fusion des échantillons d'ADN

modifié&,

. Pourcentage de ° o
Echantillons bases modifices TE (°C) ATE (°C)
ADN modifiés (A )] Série 1
par le 0 58.20 0
diAc~-4HAQO 0.20 58.05 - 0.15

0.35 57.55 - 0.65
0.75 56.95 - 1,25
1.06 56,55 - 1,65
0.95 56.50 - 1.70
Série 2
0 57.90 0
0.47 57.25 - 0.65
1.10 56.20 - 1.70
ADN modifiés (B) 0 58.05 0
par 0.50 57.60 - 0.45
1'Ac-4HAQO 1.00 56.85 ~ 1,20
1.50 56.40 - 1.65
2,70 54,65 - 3.40
|Tf(c) B
58+
56
54-
pouréentage de bases modifiées
L)

2

3
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Des déstabilisations de 1'ADN identiques ont parfois été cons-
tatées par d'autres auteurs pour des cancérogénes induisant des lésions
ayant des géométries différentes. Il est donc impossible d'associer la seule
valeur du ATf mesuré, pour une lésion donnée (ou un cancérogéne donné), 3 la
géométrie de la lésion. Deux exceptions peuvent étre citées, dans le cas de
1a‘fixation sur le C8 de la guanine de l'AAAF'et de ses deux dérivés fluoré
et iodé, 1'AAFF et 1l'AAIF., Les ATf obtenus sont respectivement de - 1.2°C
pour les deux premiers et de - 0.4°C pour le dernier, les deux premiers é&tant

& l'intérieur de la double hélice et le dernier & l'extérieur (FUCHS et al.,

1976 ; DAUNE, 1981)., Dans le cas du benzo(a)pyréne fixé sur le N2 de la gua-
nine, ol l'on sait que le cancérogéne est couché dans le petit sillon & l'ex-
térieur de l'hélice, le ATf est de - 0,75°é (PULKRABEK et al., 1977).

Cependant, pour les deux lésions Yexternes", le dGuo-C8-AF et
le dGuo-OG—Nﬁﬁ pour lesquelles les cancérogénes sont situés dans le grand

sillon et induisent une trés faible distorsion de 1'ADN (KRIEK et SPELT, 1979

-e

KADLUBAR et al., 1981), les valeurs du ATf sont respectivement de - 1.4°C
pour AdGuo-C8-AF (SPODHEIM-MAURIZOT et al., 19793 et de - 1.2°C pour la lésion
sur le 06 de la guanine (KADLUBAR et al., 1981). Un modéle externe a égale-
ment été proposé pour l'adduit formé par 1l'acétylaminophénanthréne sur le N6

de l'adénine et la valeur du ATf obtenue est de - 1.2°C (LANG et al., 1977).

Dans le cas du 4NQO, nous ferons simplement la remarque sui-
vante : la fixation du cycle quinoléine dans la double hélice 4'ADN introduit
en son sein un moment dipolaire important, correspondant & la fonction N-oxyde
et qui doit déstabiliser la structure de la macromolécule. Plus précisément,
1l'interaction éventuelle de l'oxygéne (07) de cette fonction (—N+—O—) avec
les phosphates de l'enchainement phosphodiester devrait entrainer une répul-
sion des deux groupements, ce qui expliquerait la déstabilisation que nous

observons.

* dGuo—OG—NA : composé de substitution du 06 de la guanine par la l-naphty-

lamine.
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Nous avons utilisé les techniques de dichroisme et de biré-~
fringence linéaires électriques pour obtenir des renseignements sur les chan-
gements dans la conformation globale de 1'ADN,sur la longueur de la macro-
molécule et sur l'orientation de la quinoléine par rapport d l'axe de la
double hélice.

Les phénoménes d'anisotropie optique, les équations mathéma-
tiques les régissant et la mise au point d’un appareil de mesure informatisé
et appliqué aux macromolécules biologiques ont &été décrits dans 1'ouvrage de
E. FREDERICQ et C., HOUSSIER en 1973 et par C. HOUSSIER (1977, 1981a ; et al.
19810%) ,

1) Présentation de la méthode et définitions

Les résultats de cette étude n'ayant pas encore fait l'objet
d'une publication, nous sommes obligés de revenir sur certains aspects théo-
riques de ces techniques nécessaires a4 la compréhension du lecteur. Le résul-
tat essentiel obtenu dans cette étude est que le plan du cycle quinoléine est
orienté & environ 65 & 75° par rapport & l'axe de l'hélice, ceci représentant
un angle moyen pour les trois adduits.

Quand on oriente 1'ADN modifié dans un champ électrique, les
chromophores fixés sur la macromolécule présentent, comme les bases, un di-

chroisme. Pour toutes les longueurs d'onde ol le ligand absorbe,le dichroisme

réduit est défini par :

- ->
AR I i _ {2 . £ (E) (1),
A A A A A S

ol Aﬁ et A, sont les absorptions mesurées avec une lumiére polarisée paral-

lélement et perpendiculairement au champ électrique E appliqué, et A 1'ab-
->

sorption en absence de champ. Le terme £ (E) représente le degré d'orienta-

tion de la macromolécule ; sa valeur est comprise entre 0 et 1. AA )
A s

correspond au “"dichroisme & saturation", quand l'orientation des molécules

est totale.  En général la valeur du AA pour 1l'ADN est de l'ordre de : - 0.5,

A
pour une valeur de E de 12 & 13 kV/cm (HOUSSIER, 1981a).

La biréfringence réduite An se définit de la méme

. A P
maniére :

%= HOUSSIER, C. & O'KONSKI, C.T. (1981b) Electro-optical instrumentation sys-
tems with their data acquisition and treatment. Molecular electrooptics.

Plenum Publishing Corporation, New-York 10 013, p. 309-339.
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An - iy =ng (2)
a Ja A A

ol nA/ et n, représentent les indices de réfraction mesurés avec une lu-
miére polaris€e parallélement et perpendiculairement au champ électrique.
Enfin le temps de relaxation (1) du dichroisme (ou de la bi-

réfringence) linéaire électrique est défini par l'équation :

i

e-t/T

AA(t) = AAo (3)

AAb représentant le dichroisme & 1'état stationnaire et t, le temps. On me-
sure en fait un temps de relaxation moyen s le milieu étant polydisperse :
Ti AA_,

Ol

T =
E: AAb

T est proportionnel au cube de la longueur de la molécule orientée ; la mesure
du T donne donc des informations sur les modifications de longueur des macro-
molécules.

Le dichroisme di & un moment de transition particulier s'ex-

prime ainsi :

AR 3 2 B

ou O est 1'angle entre le moment de transition et l'axe d‘orientation, assi-
milé & 1l'axe de la double hélice. Ainsi, pour un cancérogéne fixé sur 1'ADN,
si 1'on considére que le degré d'orientation de la macromolécule n'est pas
modifié par la fixation, on é&crit :

cancérogéne 3 cos2 Q-1 (5)

( AA/A) )

(AA/A) bases 3 cos2 o - 1

ol o représente l'angle que fait le plan des bases de 1'ADN avec l'axe de
1'hélice. Dans 1'hélice B, la valeur de a est de 90°. Une autre valeur de o
{73°) est actuellement admise dans la littérature (HOGAN et al., 1978 ;
LEVITT, 1978). Nous utiliserons la valeur de 90° pour o. La relation (5) per-
met donc, par le calcul de l'angle O, de déterminer l'orientation du cancé-
rogéne dans la macromolécule.

En réalité, la connaissance de l'angle O est liée & celle de

l'orientation des moments de transition dans la molécule de cancérogéne étudiée.
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Nous avons donc cherché & connaitre quelle était l'orientation des moments
de transition correspondant aux bandes d'absorption de la quinoléine, Nous
ne disposions, au début de cette étude, que de données théoriques (OKANO
et al., 1972) indiquant que dans la molécule de 4AQ0, la bande d'absorption
située & 256 nm correspondait & une transition w —-> ¥ dirigée suivant le
grand axe x du plan du cycle quinoléine et que la bande & 356 nm corres-
pondait aux contributions de deux transitions dégénérées (1La et 1Lb), dont
l'une serait dirigée suivant le petit axe y du plan du cycle et l'autre

suivant le grand axe x (voir le schéma ci-dessous) :

o NH

AN

N

o
| X
L:§>/’\\ 1’J 1 1
| T4‘ Btr Lb
o~ 256 nm
356nm
1La
356nm

{(OKANO et al., 1972)

Nous nous sommes intéressés uniquement & la bande & 356 nm puisque celle &
256 nm est masquée par la bande des bases de 1'ADN. Nous avons voulu tester
ces hypothéses en déterminant expérimentalement les directions relatives des
moments de transition dans la région de 300 & 400 nm. Nous avons, pour cela,
mesuré la polarisation de fluorescence ¥ en fonction de la longueur d'onde,

pour une solution de 4HAQO dans la glycérine, r étant défini comme :

Iy - 1I
4
r = —L-—-— , O I// et I, représentent les intensités lumineuses dans
I// - 2I.L

les directions paralléle et perpendiculaire & celle de la lumiére incidente.
Pour une bande d'absorption donnée, s'il ya un seul moment de transition, ou
plusieurs moments de transition possédant des orientations parallé&les, la

polarisation de fluorescence r du cancérogéne isolé doit é&tre indépendante
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de la longueur d'onde (HOUSSIER, 1977). Si par contre, on observe des varia-
tions, r gardant cependant le méme signe,'c'est.que cette région spectrale
correspond au moins & deux transitions faisant entre elles un angle compris
entre 55° et 90° (HOUSSIER, 1977)..

La figure 8 montre la valeur de r cbtenue en fonction de la
longueur d'onde ainsi que le spectre d'absorption du 4HAQO. On constate que
dans la région spectrale de 400 & 300 nm, la polarisation de fluorescence
varie, indiquant que la bande d'absorption centrée & 365 nm contient deux
transitions différemment polarisées. L'une serait dirigée selon le petit axe
(1La) du plan du cycle et l'autre soit selon le grand axe, soit selon une
direction faisant avec le petit axe un angle compris entre 55° et 90°. Ces
deux directions de moments de transition définissent un plan gque nous assi-
milons au plan du noyau quinoléine. C'est l'orientation de ce plan que nous

déterminerons.

Nous avons donc étudié par ces techniques deux échantillons
d'ADN soniqué modifié par le diAc-4HAQO et un échantillon d'ADN soniqué mo-
difié par 1'Ac-4HAQO, les pourcentages de fixation variant de 0.2 % & 0.9 %
de bases modifiées. De telleé expériences doivent en effet é&tre réalisées sur
des échantillons faiblement modifiés par le cancérogéne (FUCHS, 1976 ;
HOUSSIER, 1981la ; GEACINTOV et al., 1978). Pour chaque échantillon, nous avons
mesuré la variation du AA en fonction de la longueur d'onde, dans la bande
d'absorption de la quinoléine (de 300 a 400 nm), la variation du AA dans la
bande d'absorption de 1'ADN (& 260 nm) et la variation de An, & 550 nm, en
fonction de l1l'intensité E du champ €électrique appligué. Nous avons également
effectué des mesures de‘temps de relaxation de la biréfringence. Toutes ces
mesures ont &été réalisées sur des solutions ne présentant pas une densité op-

tique supérieure a 1,5,

2) Résultats concernant la modification structurale de 1'ADN modifié

La partie A de la figure 9 montre la variation du dichroisme
réduit & 260 nm en fonction du champ électrique, pour les trois échantillons
d'ADN modifié comparés & 1'ADN témoin. On constate une faible diminution du
AR/RA, en valeur absolue. On obtient en effet, pour les intensités de champ
€élevées, des valeurs de - 0,47 pour 1'ADN témoin et de - 0.45 pour 1'ADN mo-

difié a 0.9 %. Ceci indique une trés légére désorganisation de la macromolécule
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Figure 8.

A - Spectre de polarisation de la fluorescence d'une solution de 4HAQO dans
un mélange glycérine-eau & 95 % (v-v), mesurée sur un spectrofluorimétre
Baird Atomic SF 100 EE, avec polariseurs & l'excitation et & l'émission.
les résultats sont présentés sous forme de l'anisotropie d'émission ; r,
corrigée pour le facteur de transmittivité du monochromateur d'émission.

B -~ Spectre d‘absorption de la solution de 4HAQO étudiée partie A.
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l'interaction d'empilement moyenne des bases n'étant que faiblement perturbée
étant donné le faible taux de fixation du cancérogéne.

La variation de la biréfringence réduite mesurée & 550 nm en
fonction de l'intensité du champ électrique est également représentée sur la
figure 9, partie B, On observe une diminution notable du An des ADN modi-

! A

fiés par rapport & 1'ADN témoin. Ceci n'est pas incompatible avec la faible

variation du AA que nous observons, puisque la mesure du An dans le visi-
A

ble rend compte de la contribution de toutes les bandes U.V. de 1'ADN. De
plus, il s'y ajoute une contribution de forme qui est positive et diminue
la valeur absolue du An (HOUSSIER, 1977 ; 1981b).

Nous avons également mesuré les temps de relaxation de la bi-
réfringence des quatre échantillons et la partie C de la figure 9 montre la
variation de T en fonction du pourcentage de bases modifiées, pour différen-
tes valeurs du champ E. On constate une trés légére extension de la chaine
aux faibles taux de modification de 1'ADN et une légére désorganisation de
la structure globale de la double hélice aux taux les plus élevés, qui est
reflétée par la légére diminution du T que nous cbservons.

En conclusion, ces trois mesures ont montré que la chaine
d'ADN é&tait globalement peu affectée par la fixation du cancérogéne, Ceci est
important pour pouvoir calculer les valeurs de l'angle 0, ce que nous abordons

maintenant,

3) Détermination de l'orientation du cycle quinoléine dans 1'ADN modifié

Si l'on considére, en premiére approximation, comme négligeable
la perturbation de la structure de 1'ADN substitué par la quinoléine, il est
possible de calculer les angles 61 et 92 du plan défini par les deux transi-
tions, par rapport & l'axe de 1'hélice par la relation (5) :

2
(aa/m) o 3 cos” 61 avec o = 90°
- 2
(AA/A)bases 3 cos” a-1

Les valeurs du AA du cancérogéne en fonction de la longueur
A

d'onde, dans la région de 300 & 400 nm, sont données sur la figure 10. On
constate que le dichroisme réduit varie, ce qui indique bien que les direc-

tions des deux transitions dégénérées contenues dans cette région spectrale




AA 0,2 %
i mm 0,6 %
03 ee® 0,9 %

>[>

o1t

300 | 350 400

Figure 10.

Variation du dichroisme réduit de trois échantillons A'ADN modifiés en fonc-
tion de la longueur d'onde, dans la bande d'absorption de la quinoléine.

Les mesures ont &té effectuées avec une intensité de champ électrique de
12,5 kv/cm.
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font avec l'axe de 1'hélice des angles différents 61 et 62 (voir la relation 4).
L'orientation du noyau quinoléine dans 1'ADN sera donc déterminée par la me-
sure de 6,, & 350 nm et de 6,, & 390 nm. '

Etant donné que les mesures de dichrofsme sur les ADNs modi-
fiés, dans la région 300-400 nm sont réalisées & une concentration 8 fois
supérieure & celle utilisée pour les mesures sur 1'ADN témoin & 260 nm, il
est nécessaire de corriger pour cette différence de concentration. Des mesures
sur 1'ADN modifié et sur 1'ADN témoin en fonction de la concentratidn, a
260 nm et & 290-300 nm (de maniére A pouvoir atteindre des concentrations
plus élevées), ont‘permis d'estimer & - 0.13 la correction & apporter au . .
mesuré. A

On obtient ainsi les valeurs suivantes (mesurées a 12,5 kV/cm) :

AA
A /| NQO,350

¥ ~
( - ) Noo,300 = = (0s20 + 0,13)

D'autre part, la valeur du dichroisme réduit, 3 260 nm pour 1'ADN est de :

AR _
( A) bases 0,45

Les valeurs de dichroisme réduit dans la bande de la quinoléine sont donc

-~ a 350 nm

]

- (0,14 + 0,13)

- 0,27

- & 390 nm

"
It

- 0,33

négatives et inférieures en valeur absolue a4 la valeur de AA des bases, ce
A

qui wveut dire que le plan de la quinoléine a une inclinaison moyenne comprise
entre 55° et 90° par rapport & l'axe de 1l'hélice (HOUSSIER, 1977). Les deux

cas suivants sont donc a exclure :

- le plan du cycle perpendiculaire & l'axe (61 et 62 = 90°C)

- le plan du cycle paralléle & l'axe (61 et 62 = 0), le cancérogéne étant &

l'extérieur de l'hélice.

Nous avons calculé les valeurs de 61 et 62 a4 350 et 390 nm, en utilisant 1'é-~

quation (5). On obtient :

- & 350 nm, 61 = 68°

- a 390 nm, 62 = 74°
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Ainsi, l'orientation moyenne du noyau quinoléine dans la double hélice cor-
respondrait & une inclinaison d'une vingtaine de degrés par rapport au plan

des bases.

4) Essai _de détermination de l'orientation de chacun des deux adduits-

guanine dans_1'ADN, & l'aide du poly (dG-dC) .poly(dG-dC) modifié par
1'Ac-4HAQO

Il nous a été possible de déterminer le dichroisme réduit de
1'adduit dAGuo-C8-AQO dans la bande d'absorption de la quinoléine, sur un
€échantillon de poly(dG~dC) .poly(dG-dC) modifié ; en effet, au laboratoire
nous préparons du polymére modifié contenant & 80 % la lésion dGuo-C8-AQO,
en faisant la réaction & 95°C (BAILLEUL et al., 1984). Le polymére est ainsi
en simple brin et la réaction est alors orientée sur le C8 de la guanine. La

renaturation de la macromolécule est ensuite possible, grice & l'enchafnement

des paires de bases GC.

Nous avons ainsi étudié trois échantillons : 1 polymére témoin

[

chauffé 95°C et deux polyméres comportant 0.65 % de bases modifides ; 1l'un
modifié & 37°C contient les deux adduits majeurs (30 % de AGuo-CB-AQO et 60 %
d'autres adduits dont le dGuo-N2-AQO, qui est majeur) et l'autre, modifié &
95°C, comporte & 80 % le dGuo-C8-AQO (BAILLEUL et al., 1984).

Le dichroisme réduit de l1l'échantillon de poly(dG-dC) .poly (dG-AC)
modifié & 37°C est constant dans la région spectrale de 300 & 400 nm. Ceci
signifie que dans le polymére synthétique, les deux transitions dégénérées

correspondant au plan du cycle quinoléine, auraient la méme direction par

rapport & l'axe de 1'hélice. La valeur de AA & 365 nm (au maximum de 1'ab-
A

sorbance) suffira donc pour déterminer l'orientation du plan quinoléique, les

deux angles 91 et 92 étant identiques dans ce cas (au lieu de 61 = 68° et

62 = 74°, pour 1'ADN).

La figure 11 montre les signaux de dichroisme obtenus & 365 nm

Qr

et 300 et 290 nm, pour les trois échantillons.

Connaissant la valeur de (Aé_ pour l'adduit dGuo-C8-2AQO0,

A) NQO, 365
il est possible de déduire celle de l'adduit AGuo-N2-AQO, sur le polymére mo-

=

difié & 37°C. La base de l'analyse des valeurs de dichroisme est la relation

suivante qui suppose une additivité simple des dichroismes des deux adduits :




Figure 11 - Signaux de dichrofsme linéaire électrique, mesuré dans la direc-
tion paralléle au champ, de trois &chantillons de poly (dG-AC) .poly (4G-d4C) .

A : polymére témoin, chauffé & 95°C ; B : polymére modifié & 95°C, compor-
tant & 80 % 1l'adduit dGuo-C8-AQ0 ; C : polymére modifié & 37°C, contenant
les deux adduits, dGuo-N2-AQO et dGuo-C8-AQ0. Les signaux enregis-
trés & 365 nm correspondent au cancérogéne et ceux enregistrés a3 290 et 300
nm, aux bases du polymére.

L'impulsion électrique est représentée au-dessus de chaque série de signaux.
Sa durée est d'environ 30 & 40 us. Les mesures ont été effectuées avec une

intensité de champ électrique de 6 kV/cm.
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AAmes = AA1 + AA2
AA AA
AA = l.A + 2.A
nes a 1 A 2
1 2

od 1 et 2 se rapportent aux adduits en C8 etN2 respectivement. Le poly(dG-AC)
.poly (dG-dC) modifié & 80 % en C8 donne pour AA/A, une valeur de - 0,016 &
365 nm, Comme cet &chantillon porté & 95°C montre un dichroIsme & 290 et
300 nm abaissé d'un facteur = 1,4 & 1,6 par rapport & l'échantillon porté &
37°C, la valeur corrigée de AAI/A1 vaut - 0,024 & 365 nm, en supposant que
seul l'adduit en C8 contribue & l'absorption.

Pour le poly (dG-4dC) .poly (dG~dC) qui contient les deux adduits
en N2 et C8, il est possible de déduiré du AAmes la valeur de AAZ/A2 pour

1'adduit N2 & partir de la relation :

AAmes AA1 ‘f AA2 ‘(
= +
A A 1 A 2
mes 1 2

proportion d'adduit 1)

f,
¥,

en supposant que les coefficients d'extinction des adduits 1 et 2 soient les

proportion d'adduit 2)

mémes & 365 nm. Nous avons montré dans le chapitre II que ces valeurs sont

trés proches. Pour une absorbance totale A 2 0.047, les contributions de

365
1 (30 %) et 2 (60 %) & l'absorbance seraient d'environ 0,016 (avec(e1 = 0,33) ¢

et 0,031 (avec(f; = 0,66) de sorte que l'on obtient :

AA sa,
e = - 0.042 = - 0,024 x 0,33 + —= x 0,66
A A
mes 2

ce qui donne pour 1l'adduit N2

AA
—Kg' = - 0.051
2

Le dichroisme réduit de l'adduit en N2 serait donc environ deux fois plus

€levé (en valeur absolue) que celui de 1'adduit en C8.
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L'extrapolation d'un tel calcul & 1'ADN peut se faire si l'on
admet que les adduits dGuo-C8-AQ0 et dGuo-N2-AQ0 ont la méme orientation dans
1'ADN et dans le poly(dG-dC) .poly(dG-dC). Le raisonnement appliqué aux don-
nées obtenues sur 1'ADN, en supposant un rapport 2 entre les dichroismes
réduits des adduits 1 et 2, fournit les résultats suivants.

A 365 nm ou les coefficients d'extinction sont considérés

comme équivalents :

A
Am.es 1 AA2 AA2
[PRS-sut oS A 1 b — 2
A 2 A A

mes 2 2

AB
- 0,27 = T"i (_12.?1 +¥)

- 0,27 représente la valeur de (AA/A)365 qui est donnée i la p. 176,

On obtient : AAZ
T=—0,33
2
On peut donc écrire :
AAZ/A2 B - 0,33 - 0.7
= — = ’
(AA/A)bases - 0,45

- 0,45 étant la valeur mesurée & 260 nm.

En appliquant la relation (5) :

‘ 2
(AA/ ) 3 cos 6-1
"Noo
= 5 ,
(AA/A)bases 3 cos” o-1
on obtient :

- pour l'adduit N2, g = 72°

- pour l'adduit C8, 6 62°
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La valeur d'un facteur deux entre les dichrofsmes réduits des adduits en N2
et en C8, ne se traduit que par un décalage de l'ordre de 10° dans 1'incli-
naison moyenne du plan de la molécule par rapport & l'axe de la double hélice.
En conclusion, quoique le calcul que nous venons de proposer
soit approximatif, nous pouvons penser que les deux adduits majeurs possédent
tous deux des contraintes de positionnement dans 1'ADN telles que l'inclinai-
son du plan du cancérogéne par rapport 4 l'axe de 1'hélice soit voisine pour
les deux adduits, le dGuo-N2-AQO étant moins incliné par rapport au plan des

bases,

Avant de donner les conclusions concernant cette étude, nous
voudrions revenir sur les difficultés expérimentales liées & ces détermina-
tions. En effet :

- dans la région spectrale de 300 & 400 nm, la mesure du AA est difficile &
cause de la faible valeur de la densité optique(de l'ordre de quelques cen-
tiémes d'unité).

- les deux transitions électroniques de la bande d'absorption étudiée se re-
couvrent,

- deux adduits sur la guanine sont présents en quantité notable sur 1'ADN, ce

qui conduit & déterminer une orientation moyenne.

Tous ces facteurs nous ont rendu la tiche difficile et, de ce fait, le résul-~
tat reste imprécis. Nous pensons cependant qu'il constitue une approche qui
peut étre intéressante. .

Une premiére amélioration des résultats pourrait &tre fournie
par des mesures de dichroisme réduit sur un ADN contenant & 80 % 1'adduit
dGuo-N2-A00. Nous sommes capables de fabriquer un tel é&chantillon, la méthode
de préparation a été mise au point tout récemment.

les mesures que nous avons réalisées avec le Dr., C. HOUSSIER
nous permettent cependant de proposer deux hypothéses, quant & la géométrie
de l'interaction hélice B~-quinoléine :

- soit une fixation externe, en particulier dans le cas de l'adduit sur le C8
de la guanine. En effet, dans le cas du dérivé iodé de 1'AAF fixé sur le C8
de la guanine, & l'extérieur de 1l'hélice, les auteurs ont trouvé des valeurs
d'environ 60° pour 1l'angle que nous appelons 6. (FUCHS et al., 1976).

- soit une insertion du cancérogéne, avec ou sans interaction d'empilement



entre le cycle quinoléine et les bases. Cette hypothése est & rapprocher

de la littérature concernant les agents intercalants, pour lesquels les

valeurs de O sont comprises entre 62° et 90° (HOGAN, 1979 ; HOUSSIER, 198la).

Nos valeurs de © (comprises entre 65° et 75°) ne semblent donc pas incom-

patibles avec l'insertion du cancérogéne dans 1'ADN en hélice B.

D'autres techniques devraient é&tre abordées pour essayer de
Préciser la géométrie des lésions, par exemple des mesures de RMN du proton
et du carbone 13, effectuées sur des oligonucléotides ou des dinucléotides
modifiés, soit & 80 % sur le C8 de la guanine, soit & 80 % sur le N2. Ceci
permettrait peut-étre d'évaluer la force de l'interaction d'empilement éven-
tuelle entre le cycle quinoléine et le plan des bases. En effet, WINKLE et
al. (1978 ; 1979) ont montré, par ces techniques de RMN, qu'il existait ume
interaction forte entre le plan du 4NQO et celui des bases de 1'ADN, le can-
cérogéne étant intercalé, Nous ne savons pas si une telle interaction peut
exister quand le cancérogéne est fixé de fagon covalente, la liberté de mou-
vement du cycle quinoléine étant alors limitée. Il serait intéressant de pou-
voir l'étudier.
Une aide précieuse nous serait &€galement apportée par la con-

fection de modéles moléculaires et macromoléculaires qui permettraient de
connaitre les contraintes stériques imposées par 1l'hélice B et par la quino-

l1éine elle-méme.

Nous allons aborder maintenant une série d'études concernant

la reconnaissance enzymatique des lésions sur 1'ADN modifié.
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S et

Dans les deux paragraphes prééédents, nous avons constaté que
1'ADN modifié par les dérivés de la quinoléine était déstabilisé, que sa
structure était faiblement altérée, le stacking des bases &Stant légérement
modifié. Nous avons évalué approximativement 1'orientation du noyau quino-
léine comme étant incliné de 65° & 75° par rapport 4 l'axe de 1l'hélice. Ces
valeurs d'angles étant compatibles avec aussi bien une insertion qu'une fi-
xation externe, une question reste alors posée : la fixation du cancérogéne,
principalement sur le N2 et le C8 de la guanine, induit-elle une distorsion
importante de la chaine, avec la présence éventuelle de zones dénaturées ?

Pour essayer de répondre & cette question, nous avons effectué
le test classique de 1'hydrolyse par 1'endonucléase S, a'Aspengillus ornyzae.,
Cette enzyme est spécifique des zones simples brins dans 1'ADN et son utili-
sation est d'usage courant dans les études conformationnelles des ADNs modi-
fiés par les cancérogénes. En effet, de nombreux auteurs ont associé la plus
ou moins grande sensibilité de 1'ADN modifié & l'attaque par cette enzyme
avec la distorsion plus ou moins importante introduite dans la macromolécule.

FUCHS et al. et YAMASAKY et al. ont montré que 1'ADN modifié

par 1'AAF est trés notablement sensible & la S, et que cette endonucléase

excisait préférentiellement les nucléotides moéifiés, 1'adduit sur le C8 de
la guanine étant spécifiquement libéré dans le milieu (FUCHS, 1975 ; YAMASAKI
et al., 1977a et b). KRIEK et SPELT (1979) ont constaté que dans des condi-
tions expérimentales identiques, 1'ADN modifié par 1'AF était beaucoup moins
sensible a l'endonucléase 31 gue 1'ADN-AAF ; ils en ont conclu que 1'AF in-
duisait sur 1'ADN des distorsions beaucoup plus faibles que son homologue
acétylé, Ces résultats sont en accord avec les deux modéles proposés pour ces
deux 1lésions : l'une interne (AAF) et l'autre externe (AF).

PULKRABEK et al. (1977) ont étudié la reconnaissance par cette
enzyme de 1'ADN modifié par le diolépoxyde du benzo(a)pyréne. Ils ont noté
une faible attaque de 1'ADN modifié par l'enzyme : pour 1.5 % de bases modi-
fiées, la cinétique d'hydrolyse de 1'ADN modifié est confondue avec celle de
1'ADN témoin, et pour 2 % de bases modifides, une légére hydrolyse est obser-

vée. D'autres auteurs ont comparé la sensibilité & l'attague par la S1 d'ADNs
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modifiés par différents hydrocarbures aromatiques polycycliques (dont les
deux diolépoxydes du benzo(a)pyréne), par 1'AAF et par les U.V. (HEFLICH et
al., 1977). Ils ont observé que ces ADNs &taient hydrolysés dans des propor-
tions trés différentes, les moins hydrolysés étant ceux qui &taient modifiés
par les diolépoxydes du benzo(a)pyréne. Leurs résultats sont donc en accord
avec ceux de PULKRABEK et al. et avec le modéle externe proposé pour le
benzo(a)pyréne,qui implique une faible distorsion dans 1'ADN au niveau des

lésions (GRUNBERGER et WEINSTEIN, 1978).

Nous avons testé 1l'hydrolyse par l‘'endonucléase S1 de trois
échantillons A'ADN modifi€s : l'un par le diAc-4HAQO, l'autre par 1'Ac-4HAQO
et le troisiéme par 1'AAF (cet échantillon a été fourni par Robert FUCHS). ces
trois échantillons A'ADN modifiés, étudiés exactement dans les mémes condi-

tions expérimentales, sont notablement sensibles 4 la S, ; en effet, les ci-

nétiques d'hydrolyse montrent un pourcentage de libération des nucléotides
qui est intermédiaire entre ceux obtenus pour 1'ADN natif et 1'ADN dénaturé.
Ceci indique la présence sur ces macromolécules de zones de distorsion, qui
sont assimilables en premiére analyse & des zones dénaturées.

Nous avons également observé que l'endonucléase 81 ne recon-
nait pas les lésions créées par le 4NQO de maniére identique & celles créées
par 1'AAF. Ceci n'a rien de surprenant, les adduits n'étant pas les mémes
dans les deux cas. De plus, les deux molécules de cancérogénes sont trés dif-
férentes, d'une part par leur taille et, d'autre part, par la présence de la
fonction N-oxyde dans la molécule de 4NQO.,

L'ADN modifié par le 4NQO est beaucoup plus sensible ala 81
que les ADN modifiés par 1'AF et le benzo(a)pyréne, caractérisés par le fait
que les cancérogénes sont situés a l'extérieur de 1'hélice. Ceci nous
améne & penser que, en particulier pour 1'adduit en N2 qui est majeur, le
cancérogéne serait peut-étre inséré dans la double hélice. Il en résulterait
l'existence d'un moment dipolaire élevé au sein de la macromolécule, intro-
duisant une perturbation suffisamment importante dans la chaine pour étre

facilement reconnue par la S,. L'adduit en C8 pourrait avoir un rdle simi-~

1.
laire puisque, comme nous 1l'avons calculé & partir du poly(dG-dC) .poly (dG-dC)
modifié, les contraintes d'orientation du can.cérogéne dans 1'ADN sont voisines

pour les deux adduits.
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Dans une étude de sensibilité & la nucléase 51 il est impor-
tant de s'assurer que les ADN modifiés ne possé&dent pas,a l'avance, de cas-
sure de chaines qui pourrait fausser les résultats. C'est dans ce but que
trois échantillons d'ADN ont été étudiés en gradient de sucrose alcalin,
donc dénaturant. Les résultats nous ont indiqué que les ADN modifiés par
l'bc-4HAQo et le diAc-4HAQO sont trés proches de 1'ADN témoin. Si les fai-
bles variations observées avaient cependant une signification, elles pour-
raient &tre attribuées & la présence de quelques sites apuriniques sur 1'ADN,
dans la solution & pH neutre, qui se seraient transformés en cassures simple
brin dans le milieu trés alcalin du gradient. Cette hypoth@se est & rappro-
cher de l'observation des chercheurs d'une équipe japonaise qui suggérent
l'existence AN v{vo de sites apuriniques (IKENAGA et al., 1981a ; 1981b ;
ANDOH et IDE, 1972). Il semblerait, d'aprés les travaux de KRIEK et SPELT
(1979) que les sites apuriniques eux-mémes pourraient €tre reconnus par la Sl'

comme dans le cas de 1'ADN modifié par 1'AF.

Nous pouvons ainsi conclure que c'est principalement la fi-
xation de la quinoléine sur la macromolécule qui crée cette importante dis-
torsion dans 1'ADN, probablement assimilable & une zone dénaturée, reconnue
et excisée par la Sl.
Ce travail a fait 1l'objet d'une publication (publication n°® 89) gui sera in-

sérée dans ce chapitre, p. 188,

"In vitro enzymatic recognition of DNA modified by 0,0'-diacetyl or O-acetyl
derivatives of the carcinogen 4-hydroxyaminoguinoline l-oxide".

Carcinogenesis, 1982.

2) La reconnaissance enzymatique par des extraits cellulaires de M{cro-

cocews Luteus

Cette étude préliminaire effectuée en collaboration avec
J. LAVAL a €été entreprise pour essayer de comprendre les régultats des tra-
vaux de REGAN et SETLOW, sur la réparation. Ils ont montré que les lésions
induites par le 4NQO &étaient réparées selon deux mécanismes d'excision, dont
celui impliqué dans la réparation des lésions induites par les agents alky-
lants et les rayons X (REGAN et SETLOW, 1974).

Les mécanismes d'excision des lésions induites par les agents

alkylants ont été trés bien étudiés par plusieurs équipes dont celle de
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Jacques LAVAL. Ces auteurs ont pu montrer que ces lésions étaient réparées
par un mécanisme impliquant tout d'abord l'excision de la base modifi€e (et
non celle du nucléotide modifié comme dans le cas des U.V.). Deux enzymes
effectuent cette étape : une ADN-glycosylase, qui coupe la base modifiée,
entrainant la formation de sites apuriniques ; puis une endonucléase spéci-
fique des sites apuriniques (AP-endonucléase) qui incise la chafne d'ADN

au niveau de ce site apurinique (LAVAL, 1978 ; PIERRE & LAVAL, 1980a et b).
C'est Jacques LAVAL qui a, le premier, isolé et purifié du Microcoque . les
deux types d'enzymes (LAVAL, 1977). Au moment oll nous avons fait cette étude
et encore actuellement, ces mécanismes n'avaient pas été mis en évidence
dans le cas des cancérogénes chimiques polyaromatiques, qui sont en général
réparés par un mécanisme analogue & celui impliqué dans le cas des U.V,
(REGAN et SETLOW, 1974). Puisque dans le cas du 4NQO, il existe un mécanisme
assimilable & celui impliqué dans le cas des alkylants, une guestion se pose :
une fraction des adduits-NQO seraient-ils réparés par excision de base ?

Un ensemble d'autres faits peut &tre rapproché de 1'observa-
tion de REGAN et SETLOW,en particulier 1'éventuelle existence d'un adduit sur
la guanine, instable, se dégradant spontanément pour conduire A vivo & des
sites apuriniques (IKENAGA et al., 198la). La présence de ces sites apurini-
ques indiguerait donc qu'il y a eu excision de bases modifiées. Nous avons
évoqué ce phénoméne dans le paragraphe précédent. S'il est possible, comme
nous en avons émis 1'‘'hypothése, que quelques sites apuriniques aient été
créés spontanément sur 1'ADN modifié {n vifro, il doit exister une fraction
d'adduits qui peut &tre reconnue par une enzyme capable d'effectuer ce pro-
cessus d'excision de base.

L'action d'une ADN-glycosylase sur un tel ADN doit donc pou-
voir étre mise en évidence. C'est dans ce but que nous avons incubé 1'ADN
modifié par 1'Ac-4HAQO avec l'extrait cellulaire de Microcoque , dans les
conditions optimales d'action de 1'ADN glycosylase. Nous avons en effet mis
en évidence une excision qui pourrait étre une excision de base, mais malheu-
reusement l'analyse fine des produits n'a pu étre effectuée,

Plusieurs auteurs ont observé des dépurinations de la guanine

modifiée dans le cas d'amines aromatiques comme 1'AAF et le 4-aminoazobenzéne




- 187 -~

(TARPLEY et al., 1982) et dans le cas du benzo(a)pyréne (* KING et al., 1979)
et de l'aflatoxine B1 (* WANG et CERUTTI, 1980). Dans tous ces cas, le can-
cérogéne se trouvait fixé sur le N7 de la guanine.

Si ces observations préliminaires que nous avons faites avec
Jacques LAVAL venaient & &tre confirmées & l'avenir, ceci pourrait signifier
que le 4NQO induirait, lui aussi, une lésion mineure sur le N7 de la guanine,
ou éur le O6 ou sur un autre atome de cette base. Cette lésion correspondrait
4 1'un des pics mineurs que nous n'avons pu identifier dans les hydrolysats
d'ADN et pourrait aussi expliquer, comme le proposent les Japonais, la for-

mation du 4AQ0 et les résultats de REGAN et SETLOW.

Cette étude préliminaire est décrite dans la publication n° 9,

que nous avons reproduite ci-aprés.

% KING, H.W.S., OSBORNE, M.R. & BROOKES, P. (1979) The in vitro and in vivo
. 7 s .
reaction at the N -position of guanine of the ultimate carcinogen derived

from benzo (a)pyrene. Chem. Biol. Interact., 24 : 345-353,

* WANG, T.V. & CERUTTI, P. (1980) Spontaneous reactions of aflatoxin B1 modi-

fied deoxyribonucleic acid in vitro. Biochemistry, 19 : 1692-1698,
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Abstract

Purified DNA was modified in vitro by H-labelled O-acetyl
or 0,0’'-diacetyl-d-hydroxyaminoquinoline-1-oxide (Ac-
4HAQO or diAc-4HAQO). It was then subjected to the ac-
tion of the single-stranded DNA specific nuclease S, and the
digested fractions were analysed. For both types of modified
DNA, the release of non-modified nucleotides was faster than
the release of modified nucleotides. This result is at variance
with that obtained with acetoxy-acetylaminofluorene-
modified DNA: in the latter case, the modified nucleotides
were preferentially released. The results suggest that the S; en-
donuclease can recognize different conformational changes in
DNA, which depend on the carcinogen used. The enzymatic
activity (or activities) present in Micrococcus luteus cell ex-
tracts released ethanol-soluble products from Ac-4dHAQO
modified DNA.

Introduction

Most chemical carcinogens and/or their metabolites are
highly reactive electrophiles, which bind covalently to the
cellular DNA and other macromolecules (1). 4-Nitroquino-
line-1-oxide (4NQO)* is a potent carcinogen, and some of its
biological properties, as well as preliminary findings on its
mode of action, have been reported (for reviews see 2,3). It
has been shown that the 0,0’ -diacetyl-4-
hydroxyaminoquinoline-1-oxide (diAc-4HAQO) binds co-
valently to DNA, RNA and proteins in vitro (4). We have
shown that DNA modified in vivo by the proximate car-
cinogen 4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide (4HAQO) (5) and
purified DNA treated in vitro by diAc-4HAQO have the
same emission fluorescence spectrum (6). This finding sug-
gests that diAc-4HAQO may be found in vivo and, if so,
could be one of the uliimate metabolites of
4NQO. An analysis of the modified nucleotides has shown
that five adducts were formed, one of them being the
N(deoxy-guanosine-C®-yl)-4-aminoquinoline-1-oxide (dG 11I)
(7). This adduct was also found in DNA extracted from cells
treated with 4HAQO (7). We have, on the other hand, shown
that a monoacetyl derivative of 4HAQO, the O-acetyl-4-

*To whom all correspondence should be addressed at 1.A 147 CNRS and
L.140 INSERM, Institut Gustave Roussy, 16 bis, Avenue Paul-Vaillant-
Couturier, 94800 Villejuif, France,

*Abbreviations: 4NQO, 4-nitroquinoline-1-oxide; diAc4HAQO, 0,0'-
diacetyl-4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide; 4HAQO,  4-hydroxyamino-
quinoline-1-oxide;  Ac4HAQO,  O-acetyl-4-hydroxyaminoguinoline-1-
oxide; AAAF, N-acetoxy-N-2-acetylaminofluorenc.

2 IRL Press Lid., Oxford, England. 0143-3334/82/0304-0435 $2.00/0

hydroxyaminoquinoline-1-oxide (Ac-4HAQO) interacts with
nucleosides, giving rise to the same adducts as diAc-4dHAQO
(7). It interacts also with purified DNA in vitro, with a much
better efficiency than the diacetyl derivative (unpublished
results),

In both cases, diAc-4HAQO and Ac-4HAQQ, the covalent
binding of the quinoline moiety to DNA induced a
destabilization of the double helix, as indicated by the melting
temperatures of the modified DNA (8). One of the aims of
this work has, therefore, been the recognition of 4NQO ad-
ducts by the single-stranded DNA specific endonuclease S,. It
has previously been shown, using DNA modified by another
chemical carcinogen N-acetoxy-N-2-acetyl-aminofluorene
(AAAF) that local denaturation can be recognized by S, en-
donuclease (9,10).

A second enzymatic recognition of 4NQO adducts could be
provided by enzymes involved in DNA repair. It has been
shown that the removal of such NQO adducts could be per-
formed by nucleotide excision since bacterial mutants with a
defective u.v. repair system as well as xeroderma pigmen-
tosum cells, were also defective in 4NQO repair (11,12).
Regan and Setlow (13) have shown that 4NQO is repaired by
two mechanisms, a ‘“long patch repair’’ mechanism
characteristic of u.v. lesions and a ‘‘short patch repair”’
mechanism which occurs after X-ray irradiation and treat-
ment with drugs such as alkylating agents. The latter case in-
volves excision of the modified bases by a DNA glycosylase
(14,15).

Since the modifications of DNA by 4HAQO derivatives
seem to be essentially the same in vivo and in vitro, we have
studied in vitro the recognition of 4NQO adducts in DNA by
S, endonuclease and by Micrococcus luteus extracts.

We find that the two enzymatic systems are able to
recognize the lesions and liberate part of the 4NQO adducts
from double-stranded DNA.

Materials and Methods

Reagents

All chemicals were reagent grade. The carcinogen 4NQO was obtained
from Fluka. Its derivative diAc-dHAQO was synthesized from 4HAQO (4) as
previously described (16). Ac-dHAQO was prepared from diAc-4HAQO (7).
The 4N[2-3H]QO was obtained from Amersham (specific activity 941
mCi/nmol). DiAc-4HA[2-3H]QO and AC-4HA[2-*H]QO were prepared as
described for the unlabelled compounds; they had the same specific activity:
18.41 mCisnmol. S, endonuclease was prepared according to Vogt (17) and
was a gift from Dr.M.Guerineau. The M. luteus extracts were prepared as
described by Laval, et af (18).
DNA preparation

Native DNA was obtained from chicken erythrocytes. It had the following
characteristics: S°y,, 22 S; hyperchromicity at 260 nm, 41%; mehing
temperature (in 0.1 M NacCl), 87°C. It was a gift from Pr. M.P.Daune.

Denatured DNA was prepared just before each experiment by heating for
10 min in a boiling water bath, then chilling in an ice bath.
Preparation of modified DNAs

The reaction of diAc-dHA[2-*H]QO with DNA was carried out as
previously described (6,8). The diAc-4-HAQO-modified DNA contained
0.75% of modified bases and its.specific activity was 115 d.p.m./nmol.

Ac-4HAQO-modified DNA was prepared as described for the diAc-4-
HAQO derivative, but Ac-4HA[2-*H]QO was dissolved in dimethylsulphox-
ide and incubated with DNA for 15 min. The preparation of Ac-dHAQO
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modified DNA contained 2.2% of modified bases and its specific activity was
840 d.p.m./nmol.

The AAAF-modified DNA was a gift from Dr.R.P.P.Fuchs. It contained
1.43% modified bases and its specific activity was 5456 d.p.m./nmol.
Kinetics of S, hydrolysis

S, enzymatic hydrolysis was performed as described by Vogt (17). The stan-
dard incubation mixture (1.91 ml) contained the various DNA (75.6 nmol of
monoacetyl-modified DNA, or 67.6 nmol of diacetyl modified DNA, or 78.]
nmol of untreated native DNA, or 78.1 nmo! of untreated denatured DNA)
and the enzyme (0.9 unit of S; nuclease) in 0.03 M sodium acetate, 0.05 M
sodium chloride, 0.001 M zinc acetate, 5% glycerol, final pH 4.7. The
hydrolysis was performed at 37°C; 180 i aliquots were removed after increas-
ing lengths of time and poured over 200 ul of a chilled solution containing 0.2
mg/ml of calf thymus DNA (Choay, Paris) and 2 mg/ml of bovine serum
albumin (Boehringer, FRG). The mixtures were kept at 0°C for § min, then
800 x! of precooled (~ 20°C) ethanol were added. After an additional 5 min at
0°C, the precipitates were removed by centrifuging at 12 500 g for 10 min at
0°C. The optical density of the supernatants at 260 nm were measured, and
the radioactivity was evaluated on aliquots of the fractions. The percentage of
DNA digestion was calculated from the Agen, released in the supernatants,
assuming that a 70% hyperchromicity was associated with hydrolysis (10).
Preparation and assay of M. luteus extracts

The cells were grown and the extracts prepared as previously described (18).
The enzymatic activites of the M. luteus extracts were evaluated by measuring
the release of ethanol-soluble products from Ac-4HA[2-3H]QO modified
DNA. The assay mixture (100 ul) contained 41.7 nmol of DNA, 5 ul of M.
luteus extract at 28 mg/ml in 20 mM potassium phosphate buffer, 2 mM ED-
TA, 4 mM magnesium chloride and 5 mM dithiothreito! (final pH 7.5). The
mixture was incubated at 37°C for 20 min, chilled to 0°C and the DNA was
precipitated as described for the S, enzyme assay. The ethanol in the super-
natants was removed by evaporation under a stream of nitrogen and the
residual supernatants were analyzed by Biogel P2 chromatography.

Chromatography on Biogel P2 column of the ethanol-soluble products
liberated by M. luteus extracts

Chromatography on Biogel P2 (minus 400 mesh) was performed using a
column (0.6 x 58 cm}) equilibrated with 0.002 M sodium citrate (pH 7.0). The
flow rate was S ml/h, fractions of 1.0 ml were collected and the radioactivity
measured. The column was calibrated with deoxyadenosine §’
monophosphate, deoxyguanosine 5’ monophosphate, deoxyadenosine and
deoxyguanosine.

Results and Discussion
Kinetics of hydrolysis of Ac-4HA[2-*H)QO and DiAc-4-
HA[2-3H)QO modified DNA by S, endonuclease

The kinetics of hydrolysis of Ac-4HA[2-*H]QO modified
native DNA by S, nuclease is represented in Figure 1. The
release of total ethanol-soluble material increased with the
time of incubation and was intermediate between those ob-
tained with unmodified double-stranded and single-stranded
DNAs. The liberation of the total ethanol-soluble products
from modified DNA reached ~ 50% of the total DNA after
180 min. The liberation of ethanol-soluble tritiated products
(NQO-modified nucleotides) increased less rapidly with time
and reached only 30% of the total radioactivity in 180 min.

Under our experimental conditions, 2% of the nucleotides
were modified by the radioactive carcinogen. Therefore the
contribution of radioactive-modified nucleotides was, at the
most, 2% of the total ethanol-soluble material as measured
by optical density. Figure 1 also shows that the release of
ethanol-soluble radioactivity was not due to spontaneous
liberation during incubation, since incubation at 37°C
without enzyme did not liberate any detectable radioactivity.
The results obtained with the same modified DNA but after
heat denaturation are shown in the insert of Figure 1. Under
these conditions, the total nucleotides were released with the
same kinetics as observed in the case of unmodified DNA.
However, it should be emphasized that, if the initial release of
radioactive ethanol-soluble material followed the same
kinetics as that of the total nucleotides, it levelled off after
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Fig. 1. Kinetics of hydrolysis of native, Ac-4HA[2-*H]QO modified DNA
by S; endonucleases. Ac-4HA[2-*H]JQO modified DNA (2.2% modified
bases) was incubated with S, nuclease for the indicated periods of time. The
released ethanol-soluble nucleotides (A 54,m) and [2-*HINQO derivatives were
measured as described in Materials and Methods. As control, the activity of S,
nuclease was optically measured on native and denatured unmodified DNA.
®, Ajonm feleased by S, nuclease from Ac-4HA[2-3H]QO modified DNA;
B, [*HINQO derivatives released from the same DNA; @, spontaneous
release of PHINQO derivatives after incubation without S; nuclease; C,
Azeonm material released from native unmodified DNA; A, A g,y Material
released from the same DNA heat-denatured before incubation with S,
nuclease. Insert: Kinetics of hydrolysis of heat-denatured, Ac-dHA[2-*H]QO
modified DNA by S, nuclease. The DNAs (modified or not) used in the above
experiment were heat-denatured before their hydrolysis by S, nuclease, ®,
Azonm Material released by S, nuclease from heat-denatured, Ac-4dHA[2-
3HIQO-modified DNA; B, radioactive derivatives released under the same
conditions: A, A, material released from heat-denatured, unmodified
DNA.

60% of the total radioactivity was released.

A similar digestion profile was obtained in the case of
diAc-4HA[2-3H]QO-modified native DNA, as shown in
Figure 2. In both cases (i.e., for Ac-4HAQO or for diAc-4-
HAQO-modified DNAs) the change in sensitivity of the
modified DNAs to S, nuclease means that the NQO
nucleotide adducts (or part of them) induced a local
denaturation of the double-stranded DNA helix. In the case
of the mono- or diacetyl derivatives, the release of total
nucleotides (as monitored by optical density) was faster than
the release of modified nucleotides (as followed by radioac-
tivity). In both cases the kinetics were similar, and this is in
good agreement with the previous findings that both at the
nucleoside and DNA levels, the identified adducts were the
same (7, and unpublished results). From the data obtained
with denatured modified DNA (Figure 1 insert) it is clear that
the enzyme selectively and rapidly excised some adduct(s)
which account for ~60% of the total modified bases. The re-
maining modified bases became ethanol-soluble at ~ 1% of
the initial rates. Here again the kinetics are similar with Ac-
and diAc-4HAQO-modified DNAs.

Under our conditions, the length of oligonucleotides re-
maining ethanol-precipitable is estimated to be at least 10
nucleotides long (20). The eventual presence of modified
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Fig. 2. Kinetics of hydrolysis of native, diAc-4HA[2-*H}QO-modified DNA
by S, endonuclease. DiAc-4HA[2-*H]QO modified DNA (0.75% modified
DNA bases) was incubated with S, nuclease as described in Figure 1. The sym-
bols are the same as in Figure 1 except M which represents in this figure the
radioactivity released from diAc-4HA[2-*H]QO-modified DNA. Inserr:
Kinetics of hydrolysis of denatured, diAc-4HA[2-*H)QO modified DNA by
S, nuclease. The conditions and symbols are the same as in Figure 1.
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Fig. 3. Kinetics of hydrolysis of native, AAAF-modified DNA by S,
nuclease. AAAF-modified DNA (1.43% modified bases; 8800 c.p.m./ug) was
treated with S; endonuclease as described in Materials and Methods for NQO-
modified DNA. @, O.D.,qnm: A, radioactivity.

mononucleotides in the supernatant fractions was checked by
chromatographic analysis. An aliquot of the solutions of Ac-
or diAc-4HAQO-modified DNA was hydrolysed for 180 min
(Figures 1 and 2) and analysed on Biogel P2. This

chromatographic system separates nucleotides, nucleosides, -

pyrimidines, and purine bases (18,19). The radioactivity pro-
files were essentially the same, whether the samples were or
were not treated with bacterial alkaline phosphatase (data not
shown). .

Using AAAF-modified DNA, Fuchs (9) and Yamasaki, ef
al. (10) found that, when S, nuclease was challenged with
DNA-AAAF, the carcinogen-modified nucleotides were ex-
cised somewhat more rapidly (9) than the nonmodified
nucleotides. Since in his experiments, Fuchs used a DNA con-
taining 5% modified bases, carried out the enzymatic
hydrolysis at 45°C and measured the acid precipitable ofigo-
nucleotides, it seemed important to repeat this experiment
under our experimental conditions. We used an AAAF-DNA
containing 1.43% modified bases. Our results (Figure 3) are
in agreement with those of Fuchs: they show a small preferen-
tial release of modified nucleotides. Therefore the difference
in activity of S; endonuclease on Ac-, diAc-4HAQQO, and
AAAF-modified DNAs is not due to the different number of

Enzymic recognition of Ac-4HAQO-modified DNA
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Fig. 4. Chromatographic analysis by Biogel P2 of the ethanol-soluble
material released from Ac-4HA([2-*H]QO-modified DNA by a M. luteus ex-
tract. For details see Materials and Methods.

modified bases, nor to the incubation temperature, nor to the
mode of precipitation of the oligonucleotides. This result
rather suggests that the behavior of the S, endonuclease
depends on the modifications imposed by the different bulky
carcinogens. In the case of ANQO, the fact that non-modified
nucleotides are net removed preferentially could be explained
by a specific configuration of the DNA macromolecules due
to a particular structure of the modified nucleotides. It should
be recalled that the melting temperature depression value for
1% modified bases is of 1.4°C for diAc-4-HAQO-modified
DNA (8) and 1.15°C for AAAF-modified DNA (21,22). The
possibility also exists that nucleotides bearing certain types of
adducts exhibit low affinity for the enzyme. Our results imply
that the enzyme recognizes less efficiently regions bearing cer-
tain types of modified nucleotides than non modified regions.
This could be explained by a steric hindrance due to some
types of lesions, or to the presence of clusters of adducts if the
covalent binding of the carcinogen is a cooperative
phenomenon.

Enzymatic release of ethanol-soluble products from Ac-
4HA[2-*HYQO modified DNA by extracts of M. luteus

As shown in Figure 4, crude extracts of M. luteus liberated
ethanol-soluble products from Ac-4HAQO-modified DNA.
When the extract was omitted, no radioactivity was released -
(Figure 1 and data not shown). The first and major peaks
comigrated with dAMP and represented nucleotides and/or
oligonucleotides (19). It was not possible to identify the four
other peaks, since the structure of all the adducts is, as yet,
not known. The elution volume of the peaks suggests that
they represent modified bases (18,19). However, it cannot be
excluded, though it seems unlikely, that the bulky substituted
base modified the elution volume compared to the un-
modified base.

In conclusion, we have shown that the DNA lesions due to
4NQO may be recognized in vitro by two enzymatic systems.
It suggests that lesions created by bulky carcinogens may be
recognized by specific enzymatic systems (23,24).
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d) Etude {n vitho de la méthylation enzymatique de 1'ADN modifié par
1'Ac-4HAQO

Il existe une relation entre la méthylation de 1'ADN en des
sites spécifiques et la régulation des génes chez 1'eucaryote.

Cette méthylation a lieu juste aprés la réplication de 1'ADN.
Elle est effectuée par des méthyltransférases qui méthylent le C5 de la cyto-
sine, principalement dans des séquences 5'-CP-G—3' (voir pour revue RIGGS
et JONES, 1983).

Une école particuliérement brillante dans ce domaine est celle
de Walter DOERFLER qui a surtout travaillé sur les génomes de petite taille
que sont ceux des virus, en particulier les adénovirus. Ses travaux ont per-
mis de montrer que l'hypométhylation d'un géne et plus précisément dans ses
régions de contrSle peut conduire & son expression (VARDIMON et al., 1982 ;
KRUCZEK et DOERFLER, 1983 ; LANGNER et al., 1984). La derniére revue publiée
par cette équipe en 1984 est particuliérement bien documentée (DOERFLER et
al., 1984). ,

L'influence des cancérogénes chimiques sur la réaction de
méthylation de 1'ADN a été trés étudiée (voir pour revues, WILSON et JONES,
1983 ; BOEHM et DRAHOVSKY, 198?). Dans la majorité des cas, on observe une
hypométhylation hes ADNs modifiés par les cancérogénes.

Les agents alkylants comme le MNU*, le DMS* et le MNNG* inhi-
bent la réaction de méthylation, en modifiant soit 1l'enzyme, soit le substrat
d'ADN (BOEHM et al., 198l1a et b ; COX, 1980 ; PFOHL-LEZKOWICZ et al., 1983a).
Par exemple, le MNNG vient se fixer sur le site actif de 1l'enzyme.

Des cancérogénes organiques plus encombrants, comme le benzo(a)
pyréne et 1'AAF, auraient, en se fixant sur 1'ADN, une action de blocage de
l'enzyme (WILSON et JONES, 1983). Le cas de 1'AAF a été étudié par l'équipe
du Professeur DIRHEIMER, & Strasbourg. Ces auteurs ont examiné 1'influence

des lésions induites par 1'AAF sur la réaction de méthylation de 1'ADN modifié

* MNU : méthylnitrosourée
DMS : diméthylsulfate
MNNG : N-méthyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine
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Ain vitro (SALAS et al., 1978 ; PFOHL-LESZKOWICZ et al., 1981). Ils ont ob-
servé une hypométhylation, associée & une augmentation de l'affinité de
1l'enzyme pour le substrat d'ADN modifié ; ils ont proposé pour leurs résul-
tats l'explication suivante : la fixation de la méthyltransférase sur le
substrat 4'ADN serait irréversible, l'enzyme se trouvant bloquée au niveau
des lésions, et ne pouvant plus se détacher de son substrat (PFOHL-LESZKOWICZ
et al., 1981).

Nous avons voulu savoir quelle était l'influence des lésions
du 4NQO sur la méthylation de 1'ADN {n vifro. Pour cela, nous avons entrepris,
en collaboration avec Mme Annie LESZKOWICZ de l'équipe du Pr. DIRHEIMER,
1'étude de la méthylation d'échantillons A'ADN modifié par 1'Ac-4HAQO. Nous
avons utilisé une (cytosine-5-) méthyltransférase de cerveau de Veau extraite
et purifidée par Mme LESZKOWICZ (PFOHL-LESZKOWICZ et al., 1981). Les résultats
obtenus ont été les suivants : la vitesse initiale de la réaction et le pour-
centage de méthylation de 1'ADN modifié sont augmentés par rapport & 1'ADN
témoin, tandis que l'affinité de 1'ADN modifié pour l'enzyme décroit en fonc-
tion du pourcentage de modification de la macromolécule.

L'hyperméthylation observée serait due & une augmentation de
la vitesse maximale de méthylation qui est alors plus rapide que la diminu-
tion d'affinité du substrat d'ADN pour l'enzyme. La méthyltransférase méthy-
lerait plus vite son substrat, en s'attachant moins fortement & 1'ADN. Il a
€té suggéré une "marche" de l'enzyme le long de la chaine d'ADN, rendue pos-
sible grdce & l'induction, par la quinoléine, d'une structure tertiaire par-
ticuliére.,

Ces résultats sont totalement opposés & ceux obtenus par cette
méme équipe dans le cas de 1'ADN modifié par 1'AAF. Ceci n'a rien de trop
surprenant, puisque les deux cancérogénes sont reconnus de fagon différente

par l'endonucléase S, (publication n°® 9) et induisent des modifications struc-

turales différentes,len particulier au niveau de la transition B --» 2
(BAILLEUL et al., 1984). L'équipe du Professeur DIRHEIMER a cependant obtenu
un résultat similaire & celui du 4NQO dans le cas de 1'ADN modifié par 1'AF.
Une comparaison intéressante a alors pu &tre faite avec 1'ADN-AAF (PFOHL~

LESZKOWICZ et al., 1984),.

En conclusion, les résultats assez originaux qui ont été ob-
tenus dans le cas du 4NQO semblent constituer une premiére approche 4d'un

phénoméne peut-&tre important. Cette hyperméthylation de 1'ADN modifié devrait
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étre testée An vivo, le 4NQO semblant un modéle intéressant pour faire cette
étude.

Ce travail est décrit dans la publication n° 10 :

“Enzymatic methylation of DNA and poly (dG-AC) .poly(dG-dC) modified by
4-acetoxyaminoquinoline i-oxide, the ultimate carcinogen of 4-nitroquinoline
l1-oxide".

FEBS Letters, 1983.
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Both the initial velocity and the overall methylation of Ac-4HAQO modified DNA by a calf brain DNA
(cytosine-5-)-methyltransferase are increased as compared to native DNA. The affinity of the modified
DNA for the enzyme decreases as a function of the extent of the modification. Heat-denatured, single-
stranded DNA shows exactly the opposite results: the more it is modified, the less it is methylated. The
poly(dG—dC) - poly(dG-dC) modified by 4NQO is as well methylated as the non-modified one. The
carcinogen may induce a tertiary structure favouring the ‘walking’ of the enzyme along the DNA. The
hypermethylation caused by this carcinogen could have a significance in gene activity and cellular
differentiation.
DNA methylation 4-Nitroguinoline-1-oxide
Poly(dG—dC)- poly(dG-dC)

DNA(cytosine-5-)-methyltransferase Brain

1. INTRODUCTION

4-Nitroquinoline-1-oxide (4NQQO) is a potent
carcinogen (reviews [1,2]). The 0,0'-diacetyl-4-
hydroxyaminoquinoline-1-oxide (diAc-4HAQO)
reacts covalently with DNA {3,4]. The monoacetyl
derivative, 4-acetoxyaminoquinoline-1-oxide (Ac-
4HAQO), constitutes a very attractive model of

Abbreviations: 4NQO, 4-nitroquinoline-1-oxide;
4HAQO,  4-hydroxyaminoquinoline-1-oxide; SAM, S-
adenosyl-L-methionine; Ac-4HAQO, 4-acetoxyamino-
quinoline-1-oxide;  diAc-4HAQO;  0,0'-diacetyl-4-
hydroxyaminoquinoline-1-oxide; AAF, 2-acetylamino-
fluorene; AAAF,  N-acetoxyacetylaminofluorene;
DNA-AAF, DNA modified by AAAF; DNA-NQO,
DNA modified by Ac-4HAQO; poly(dG—-dC)~NQO,
poly(dG—-dC) - poly(dG-dC) modified by Ac-4dHAQO

Published by Elsevier Science Publishers B.V.

Chemical carcinogen

ultimate carcinogen for the in vitro study of car-
cinogenesis by 4NQO [5]. The reaction between the
purine nucleosides and Ac-4HAQO yields 5 ad-
ducts, of which only one is well characterized: N-
(deoxyguanosine- C3- yl) 4- aminoquinoline- 1- ox-
ide [6}. This adduct is recovered from the sub-
stituted DNA in vivo [6] and in vitro [5]. The
covalent binding of the quinoline moiety to DNA
induces a destabilization of the double helix [4,5].
A destabilization is also observed for AAAF-
modified DNA {7]. We found that the enzymatic
methylation of this DNA—-AAF was decreased [8]
as compared to native unmodified DNA. The same
is true for DNA alkylated by methylnitrosourea
[9-11]. Therefore, it was interesting to determine
whether the modification of DNA by Ac-4HAQO
has an influence on its enzymatic methylation.
Thus, we modified DNA and poly(dG—-dC)- po-

00145793/83/$3.00 © 1983 Federation of European Biochemical Societies 85
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ly(dG-dC) by Ac-4HAQO and utilized these
modified products as substrates for enzymatic
methylation by a calf brain DNA(cytosine-5-)
methyltransferase.

2. MATERIALS AND METHODS

Chicken erythrocyte DNA was a gift from Pro-
fessor Daune and prepared as in [12]. Po-
ly(dG—dC) - poly(dG—dC) was purchased from PL
Biochemicals. Heat-denatured DNA was prepared
by incubation in a boiling water bath for 3 min
followed by rapid chilling in ice. S-Adenosyl-L-
[methyl-*H]methionine (SAM) (spec. act. 20
Ci/mmol) was from the Commissariat & ’Energie
Atomique (CEA, Saclay); non-radioactive SAM
was from Boehringer (Mannheim); 4NQO was ob-
tained from Fluka (Buchs); Ac-4HAQO was
prepared as in [6]. All other reagents were of
analytical grade.

The reaction of native and denatured DNA with
Ac-4HAQO and subsequent purification of
modified DNA were described in [5]; 0.3—2% of
modified bases were present. The reaction of poly-
(dG—-dC) - poly(dG—dC) with Ac-4HAQO was
done in the same way as for DNA. The two
samples prepared correspond to 2.7% and 3.7% of
modified bases.

2.1. Methylation of chicken erythrocyte DNA by
calf brain DNA(cytosine-5-)-methyltrans-
Jerase

The standard assay mixture contained in 80 x4l 50

mM Tris—HCI (pH 7.6) and 0.5 mM DTE, 16 xg

DNA, 1.75 xg pancreatic RNase, 50 xzg enzyme

preparation, 1 xCi [’H]SAM and 0.5 nmol SAM.

The mixture was incubated at 37°C for various

times after which 20 xl proteinase K (1 mg/ml) in

a buffer containing: Tris—HCl 10 mM, NaCl 10

mM, SDS 0.5% and EDTA 10 mM (pH 8) were

added and the tubes were incubated for 10 min at

60°C. The DNA was collected as in [13]. This
method permits a quantitative recovery of the
methylated DNA [13]. Calf brain DNA methylase

was obtained from nuclei as in [8].

3. RESULTS

3.1. Kinetics of enzymatic methylation of double-
stranded DNA-NQO
Fig.1. shows the kinetics of enzymatic methyla-
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Fig.1. Kinetics of enzymatic methylation of
DNA-NQO: (=—=) native DNA; (A—4A) 0.5% of
modified bases; (e——e) 2% of modified bases.

tion of DNA. The reaction reaches a plateau after
about 6 h (not shown). For DNA-NQO both the
initial velocity of methylation and the overall
methylation plateau are increased.

We calculated the pmo!l CHj; incorporated into 1
mg DNA for 30 min. Fig.2 shows a linear variation
between the degree of modification and the initial
velocity of the methylation.

3.2. Lineweaver—Burk plot

The initial methylation reaction velocities of
variable amounts of modified DNA were
measured. Plotting 1/v vs 1/§ gave the following
Ky, expressed in phosphate residues: 150 M, 400
#M, 770 uM, 1430 xM and 2500 xM, respectively
for 0%, 0.3%, 0.5%, 1.5% and 2% of modified
bases. Thus, the affinity of the enzyme for the
miodified DNA decreases with the extent of
modification. This decrease is linear.

3.3. Enzymatic methylation of heat-denatured
DNA-NQO
We had shown that denatured, unmodified
DNA was less methylated than the native form and
that its Ky, for the enzyme was increased [8]. When
heat-denatured DNA-NQO was used as a
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Fig.2. Initial velocity of the enzymatic methylation of
DNA-NQO as a function of modified bases.

substrate for the enzyme, this methylation further
decreased as a function of the level of substitution
(table 1). Thus, we obtained the inverse result of
that with double-stranded DNA-NQO. On the
other hand, the K, is the same for unmodified and
modified, denatured DNA (400 zM).

3.4. Enzymatic methylation of poly(dG-dC)
~NQO
Finally, we tested the methylation of modified
poly(dG—dC) : poly(dG—dC). Table 2 shows that
its modification does not affect the enzymatic
methylation.

4. DISCUSSION

Here, we have analyzed the in vitro enzymatic

Table 1

Enzymatic methylation of heat- denatured DNA
modified by 4NQO after 1 h of incubation

Non-modified Percentage of modified

control bases
0.55 1.5 2.0
cpm 1845 1420 1300 1000
% Methylation 100 7 70 54

FEBS LETTERS

October 1983

Table 2

Enzymatic methylation of 4NQO modified po-
ly(dG-dC) - poly(dG—dC)

Time (h) Percentages of modified bases
0 2.7 3.7

1 : 3730* 3970 3740

2 7590 7250 -

3 13650 13150 13365

*Values are expressed in cpm

methylation of DNA and poly(dG-dC)-po-
ly(dG-dC) modified by the ultimate carcinogen of
4-nitroquinoline-1-oxide.

We have observed a hypermethylation of
DNA-NQO which contrasts with the hypomethy-
lation observed with the DNA~AAF {8] and DNA
alkylated with methylnitrosourea [9,10). For

- double-stranded DNA the initial velocity of methy-

lation is a linear function of the extent of modifica-
tion (fig.2). However, the affinity of the DNA-
NQO is decreased, the K, increasing with the level
of modification. The hypermethylation is in fact
due to an increase in the maximal velocity of the
enzymatic methylation, which is more rapid than
the decrease in affinity of the modified DNA for
the DNA methylase.

No difference was found between the methyla-
tion of poly(dG—dC) - poly(dG—dC) treated or not
with Ac-4HAQO. One could assume that the
substitution modifies the tertiary structure in a way
favouring the ‘walking’ of the methylase along the
DNA strands [14]. Against this hypothesis is the
result obtained with poly(dG-dC)- poly(dG-dC).
However, as the structure of this synthetic
polynucleotide is very tight, the substitution of on-
ly 3.7% of the bases, which is the highest modifica-
tion performed, might have a lower effect on it
than on DNA. Concerning the methylation, the
results obtained with DNA—-NQO are just the op-
posite of those obtained with DNA-AAF [8].
Since it could be expected that a relationship exists
between the type of structural modification
observed on the substituted DNA by these two car-
cinogens and their methylation, let us establish a
comparison between DNA—-NQO and DNA-AAF’
from a conformational viewpoint. For both
modified DNA, a thermal destabilization was
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observed and the melting temperature depression
had about the same value for the two samples:
—-1.2°C [5]) and - 1.13°C [7] per 1% of modified
bases for DNA-NQO and DNA—AAF, respective-
ly. As expected these two modified DNA are sen-
sitive to digestion by S; endonuclease which is
specific of single-stranded DNA, but the enzyme
differently recognizes the lesions by NQO and
AAF {15]. In addition it was established that po-
ly(dG—dC)—~AAF is almost completely resistant to
St endonuclease digestion [17] and this result pro-
vides evidence for the lack of denatured regions
and for a particular restructuring (Z-form) of the
modified polymer [16] essentially due to the guanyl
C-8 arylamination of poly(dG~dC). Poly(dG—dC)
which in this case represents 80% of the total
modification. On the contrary, poly(dG~dC)-
NQO is sensitive to the S; endonuclease and this
result has to be related to the circular dichroism
study which shows that poly(dG—dC)-NQO does
not exhibit an induction of the Z-form {18]. Since
in this case the C-8 guanine adduct represents only

about 30% of the total polymer modification [19] .

we can think that the role played by the adducts
other than the C-8 guanine adduct in conforma-
tional modification is more important in the case
of 4NQO. The characterization of the other NQQ
adducts is in progress in our laboratory as well as
their influence on the conformation of DNA-
NQO. Finally, with single-stranded DNA, the sub-
stitution with 4NQO inhibits methylation as was
already found with AAF [8]. The result showing
that the K, of the enzyme is the same for single
stranded DNA, modified or not, must confirm the
conclusion that the enzyme is essentially sensitive
to the type of the double helix.

Methylation of cytosine is the only replicational
modification detected so far in DNA of higher
eucaryotes. The degree of methylation of cytosine
has been shown to be important in the control of
gene activity, hypomethylation being associated
with gene expression (reviews [20—24]). If the
hypermethylation we observed in vitro alsa occurs
in vivo, this could play an inhibitory role in gene
expression.
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e) Discussion

Nous avons présenté dans ce chapitre une série d'études pré-
liminaires, qui avait pour but d'appréhender les modifications structurales
de 1'ADN modifié par l'Ac-4HAQO et d'essayer de les relier & la géométrie
des lésions. Les résultats que nous avons obtenus fournissent quelques &1é-
meﬂts de réponse au probléme pos€, mais ces études restent malgré tout in-
co@plétes et imprécises, ceci pour plusieurs raisons.

Tout d'abord, au moment ol nous avons débuté ce travail de
physicochimie et de reconnaissance enzymatique des l1lésions, la nature et la
structure des principaux adduits n'était pas connue, mis & part le dGuo-C8-2Q0,
qui ne représente d'ailleurs que 30 % de la modification totale de 1'ADN.
Devant l'impossibilité d'approfondir les études physicochimiques, nous nous
sommes orientés vers la détermination des autres adduits et de leurs propor-
tions relatives sur 1'ADN.

Les structures de deux autres lésions ont donc été identifiées,
et ceci trés récemment (voir publication n® 7). De plus, c'est également tout
récemment que nous avons pu orienter la réaction en faveur d'une des lésions,
soit le dGuo-C8-AQ0, soit le dGuo-N2-AQO, obtenus & 80 %, soit sur le poly
(dG-dC) .poly (dG-dC) , soit sur 1'ADN. Il est en effet important de pouvoir
étudier spécifiquement la géométrie de chaque lésion, si l'on veut effectuer

une étude physicochimique approfondie de 1'ADN modifié.

Il semble cependant qu'il existe une certaine cohésion entre
nos résultats, qui ont été obtenus par des approches différentes. Nous allons
essayer d'en faire une synthése rapide.

Tout d'abord, comme nous l'avons dé€ja souligné, l'association
de deux résultats importants tels que la détermination de l'orientation moyenne
du plan de la quinoléine par rapport a l'axe de 1l'hélice (65° & 75°) et l'at-
taque notable de 1'ADN modifié par 1‘'endonucléase 51 permettent d'émettre
(tout en restant prudent) 1'hypothése de l'insertion du cancérogéne dans 1'ADN.

Cette insertion de la quinoléine dans la double hélice pourrait
avoir lieu soit pour les deux adduits sur la guanine, soit uniquement pour le
.dGuo~-N2-AQ0, l'adduit AGuo-C8-AQ0 se trouvant dans le grand sillon, i l'exté-
rieur de.l'hélice° En effet, la fixation sur le C8 de la guanine, site proche
de la grande gorge dans 1'ADN natif et la valeur de 65° & 75° cobtenue pour
l'angle 6 sont compatibles avec cette position externe. Par contre, la fixa-

tion sur le N2 de la guanine ne semble pas compatible dans le cas du 4NQO avec
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la présence du cancérogéne dans le petit sillon, proche de cet atome dans
1'hélice B. GEACINTOV.et al. ont en effet obtenu une valeur de 9 de 30° dans
le cas du benzo(a)pyréne fixé sur le Nz'de la guanine (GEACINTOV et al., 1978
GRUNBERGER et WEINSTEIN, 1978).

La sensibilité notable de l'ApN.a 1'endonucléase Sl’ suggérant
l'existence d‘'une forte distorsion locale de la chafne, n'est pas en contra-

diéticn avec la faible variation du dichroisme réduit (AA ) des bases dans
A

1'ADN modifié (voir figure 9, p.173 ). En effet, la mesure du AA refléte la
a

perturbation globale de la macromolécule et correspond ainsi & la moyenne des
interactions d'empilement des bases (modifiées et non modifiées) dans 1'ADN,
alors que le test 3 la S1 donne des infdrmations sur la déformation locale

de la chaine, au niveau des lésions.

La nature de la distorsion locale induite par les lésions peut
étre assimilée en premiére analyse & une zone dénaturée, la 51 étant spéci-
fique des simples brins. Cependant, d'aprés notre étude de la méthylation de
1'ADN modifié, la macromolécule semble &tre également un bon substrat pour la
méthyltransférase, qui préfére 1'ADN double brin. Afin de pouvoir trancher
cette question, il faudrait déterminer si les bases sont encore appariées ou
non au voisinage des lésions. Notons que dans le cas du 4NQO la fixation de
la quinoléine sur le N2 de la guanine, suivie de son insertion dans 1°'ADN,
devrait introduire le moment dipolaire de la fonction N-oxyde profondément
dans 1'hélice, ceci entrafnant une distorsion de la chaine telle que la 51
puisse la reconnafitre, sans qu'il y ait réellement dénaturation.

Il serait trés intéressant d'essayer de savoir si l'undes deux
adduits (en C8 ou en Nz) est préférentiellement reconnu et excisé par 1'endo-
nucléase Sl' YAMASAKI et al. (1977) ont en effet montré que dans le cas de
1'AAAF, la lésion dGuo-C8-AAF &tait excisée préférentiellement par la Sl' et
ont associé cette reconnaissance spécifique & la distorsion locale importante
induite par cette lésion dans 1'ADN.

L'insertion du cancérogéne dans l1'hélice B d'AIN pourrait é&tre
stabilisée par une forte interaction d'empilement du plan de la quinoléine
avec le plan des bases, ceci étant 3 rapprocher des travaux de WINKLE et al.
(1978 ; 1979) et A'ORNSTEIN et REIN (1979). Nous avons indiqué dans le bilan
des études électro-optiques, p.182 , une manidre possible d'aborder ce pro-
bléme.

’
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De plus, il paraft important de pouvoir connaftre les éven-
tuelles contraintes des composés dé substitution base-cancérogéne au niveau
de la liaison glycosidique. En d'autres termes, la conformation syn ou anti

est-elle préférentiellement adoptée ou pas par les adduits ?

L'hypothé&se que nous proposons ici n'est qu'intuitive et
demande & &tre étayée (ou rejetée) par d'autres résultats expérimentaux.

Ie débat reste ainsi ouvert.

Au laboratoire, le travail d'équipe réalisé en collaboration
avec Bernard BAILLEUL a permis d'aborder d'autres études physicochimiques,
concernant la transition B --> Z étudife sur le poly (dG-dC) .poly (dG-dC) mo-
difié par 1'Ac-4HAQO. Une synthése de tous les résultats obtenus au labora-
toire sera faite dans les "CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES".
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES




- 203 -

Ies études que nous avons effectuSes avec les dérivés acéty-
lés du 4HAQO nous ont permis de montrer la fixation covalente du cycle qui-
noléine sur 1'ADN et sur les nucléosides. Un mécanisme de formation des ad-
duits a pu étre proposé, il a ensuite été parfaitement démontré par des
travaux de chimie (DEMEUNYNCK, 1984) : l'agent réactif est un dérivé nitré-
nium ; il est obtenu & partir de 1'Ac~4HAQO, par départ de la fonction acé-
toxy en position 4. Sa formation est facilitée par la présence de la fonc-
tion N-oxyde en position 1 qui le stabilise. L'existence d'un composé mono-
acétylé non réactif (Ac-4HAQ),ne comportant pas de fonction N-oxyde est
également une preuve du rdle joué par la fonction N-oxyde dans le pouvoirv
cancérogéne du 4NQO.

Gréce a4 la connaissance du mécanisme réactionnel, nous avons
pu affirmer que le dérivé Ac-4HAQO est un modéle de cancérogéne ultime trés
adéquat. En effet, la structure de ce composé refléte parfaitement celle de
la forme active postulée par les TADA : le séryl-4HAQO. De plus, les princi-
paux composésrde substitution base-quinoléine sont identiques, que ce soit
sur 1'ADN modifié {n vi{vo par action des cancérogénes précurseurs, ou sur
1'ADN modifié {n witho par 1'Ac-4HAQO. On peut ainsi penser qu'in vivo l'a-
gent réactif principal est €galement le nitrénium.

Le modéle de cancérogéne ultime du 4NQO nous a permis de vé-
rifier que l'action de ce composé était régie par le concept des MILLER : la
métabolisation des cancérogénes.

Nous avons identifié la structure des principaux adduits base-
quinoléine sur 1'ADN. Un composé est formé par la substitution du proton en
position 8 de la guanine par le nitrénium. Les deux autres correspondent &
1'attaque du carbénium sur le N2 de la guanine et le N6 de l'adénine.

La détermination de ces structures a été un travail délicat,
car nous ne disposions que de faibles quantités de produit. Les techniques
spectroscopiques employées dans ces études devaient donc étre trés précises
et trés sensibles. L'aboutissement de ce travail, c'est-a-dire la connais-
sance des principaux sites d'attaque du cancérogéne sur les bases de 1'ADN,

est un résultat primordial en cancérogénése chimique.

Nous allons maintenant faire une synthése de l'ensemble des
résultats obtenus au laboratoire concernant les perturbations induites dans

1'ADN par le cancérogéne et que nous rappelons ci-aprés.
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- La premiére mise en évidence de la perturbation structurale
de 1'ADN modifié par le cancérogéne ultime a été faite par des mesures de
températures de fusion.

- Le test Qe l'hydrolyse;pér 1l'endonucléase 81 effectué sur
1'ADN modifié a montré que la fixation de la quinoléine crée une importante
distorsion dans 1'ADN, probablement assimilabie & une zone dénaturée. Il en
est de méme lorsque la séquence du polymé@re est exclusivement une alternance
guanine-cytosine.

- Les adduits guanine-quinoléine inhibent la structuration du
poly (4G-4dC) .poly (3G-dC) en forme Z, induite par 1l'éthanol et également par
NaCl,.

-~ L'orientation du cancérogéne dans la macromolécule correspond

a4 une inclinaison d'une vingtaine de degrés par rapport au plan des bases,

ceci pour chacun des deux adduits-guanine.

L'ensemble de ces résultats nous améne & penser que l'inser-
tion de la quinoléine entre les paires de bases est plausible. Pour étayer
cette hypothése nous nous sommes demandés quels pourraient &tre les facteurs
stabilisant cette géométrie.

C'est dans ce sens que des études de RMN ont été faites sur
1'adduit dGuo-C8-AQO ; nous avons constaté que ce nucléoside modifié n'adopte
préférentiellement ni la conformation syn, ni la conformation anti. Il semble
donc que dans le cas du 4NQO la géométrie des lésions ne soit pas la consé-
quence de contraintes au niveau de la liaison N-glycosidique.

Ce qui serait plutdt déterminant dans la géométrie du cancé-
rogéne fixé pourrait étre la présence de la fonction N-oxyde. Par son moment
dipolaire important elle pourrait interagir avec un site de 1'ADN, infligeant
ainsi des contraintes géométriques au cycle quinoléine. Si cette interaction
a lieu & l'intérieur de la macromolécule, la quinoléine se trouve alors in-
sérée. Cette insertion pourrait 8&tre stabilisée par une interaction d'empi-

lement du cancérogéne avec le plan des bases.

Pour essayer de confirmer 1'hypothése de l'insertion certaines
études peuvent &tre envisagées.
On peut penser que des études de RMN et de DC sur des dinu-

cléotides complémentaires permettraient d'évaluer la force de 1'interaction
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d'empilement éventuelle entre le cycle quinoléine et le plan des bases.

Il devrait &tre possible par des étudeé spectroscopiques de
mettrg en évidence une interaction de la fonction N-oxyde avec un site de
1'ADN. Nous pensons par exemple & la spectroscopie Raman de réscnance.

Il serait intéressant de savoir si la distorsion induite dans
1'ADN entrafne des ruptures des liaisons hydrogéne des paires de bases au
niveau des 1lésions. L'utilisation d'anticorps anti-cytosine et anti-guanine
permettrait de connaftre l'accessibilité de ces bases aux alentours de la
lésion.

_ La mise en évidence du déroulement de 1'ADN supertorsadé par
le cancérogéne est un argument en faveur d'un modéle de type "insertion".

Cette &tude est également & envisager dans le cas du 4NQO.

L'acquis le plus important du laboratoire a été l'identifi-
cation des sites de fixation du 4NQO sur les bases de 1'ADN, Ceci doit aider
& mieux comprendre l'impact biologique de 1'interaction du cancérogéne avec
1'ADN, en particulier au niveau de la réparation, de la réplication et de la
méthylation.

Tl serait intéressant de connaftre la durée de vie de chaque
lésion {n u{vo. La technique de visualisation des lé&sions proposée par REDDY
et al. (1984) et utilisant le marquage au Phosphore 32 des adduits pourrait
permettre d'aborder ce probléme, quel que soit le systéme An vivo choisi. Il
serait ainsi possible de connaftre le (ou les) adduit(s) persistant(s).

Les trois types de blocage de la réplication, au niveau des
guanines modifiées, observés in vi{n0 par YOSHIDA et al. (1984) devraient
pouvoir &tre corrélés aux différentes lésions sur la guanine induites par le
4NQO. D'autres questions seraient & résoudre telles que :

- des trois lésions que nous avons identifiées, y en a-t-il une qui soit plus
spécifiquement sensible & l'attaque par 1l'endonucléase S1 ?

- 1l'hyperméthylation que nous avons observée {1 V{{n0 sur 1'ADN modifié est-
elle due & un adduit particulier, et si oui, lequel ?

Ces études pourraient étre abordées en utilisant des polyméres
modi fiés ne comportant pratiquement qu'un seul type de lésion. Actuellement
nous sommes capables d'orienter la fixation du cancérogéne soit sur le C8
soit sur le N2 de la guanine, D'autre part, il serait trés important de sa-

voir de quelle maniére la réplication et la méthylation sont réellement af-

fectées par le 4NQO .n wivo,
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Le spectre de mutagénése du 4NQO comporte de nombreuses subs-
titutions de paires de bases G-C. Ceci est en accord avec le fait que 90 %
de la modification totale de 1'ADN est retrouvée sur la guanine. Rappelons
que le 4NQO induit & 90 % des transitions G-C --> A-T, quelques transversions
G-C --» T-A et également des mutations par déplacement du cadre de lecture.
Ces types de mutations peuvent-ils &tre associés aux différentes lésions que
nous connaissons actuellement (8Guo~N2-AQ0, dGuo-C8-AQ0, r.o. AGuo-~-C8-AQO,
dAdo-N6-AQ0) ? Bien qu'aucune réponse claire ne puisse &tre faite 3 cette
question actuellement, il est néanmoins possible de penser que la lésion
majeure sur le N2 de la guanine joue probablement un r&le dans 1'induction
de la mutation majeure observée. Les transversions G-C --» T-A pourraient
peut-étre s'expliquer par la présence de l'adduit r.o. AGuo-C8-AQ0 sur 1'ADN,
le cycle purique étant transformé dans cet adduit en cycle pyrimidique.

En ce qui concerne la lésion dAdo-N6-AQO, la fixation de la
quinol€ine sur l'azote exocyclique de l1l'adénine pourrait étre responsable de
1l'induction de mutations par mauvais appariement, lors de la réplication,
Cependant les mutations induites par le 4NQO affectent rarement les paires de

bases A-T.

Les connaissances que nous avons acquises, permettent de con-
sidérer 1'étude du 4NQO comme une nouvelle voie pour progresser dans la com-

préhension du phénoméne de cancérisation par une substance chimique.
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