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INTRODUCTION




Les cancérogénes chimiques constituent un ensemble de substances trés diverses
dont la principale propriété est de former dans la cellule des lésions de I'acide
désoxyribonucléique, lésions qui sont a l'origine de mutations de PADN. Ces derniéres
années, de nombreux faits expérimentaux sont venus démontrer ’implication directe des
processus mutagénes dans le phénoméne de cancérisation. Les mécanismes de mutagénése
et les différents facteurs pouvant y jouer un role sont encore mal connus actuellement et
font I’objet de nombreuses recherches fondamentales de part le monde. Un des principaux
obstacles rencontrés dans ce domaine réside dans la diversité des lésions que peut induire
un méme cancérogéne et dans la difficulté d’obtenir un seul type de Iésion de ’ADN.

Le travail présenté dans ce mémoire consiste en I’étude de chacune des deux
principales lésions induites par une amine aromatique cancérogéne et mutagéne : I'oxyde
de nitro-4-quinoléine. Ce composé, fréquemment utilisé en expérimentation, forme
principalement des 1ésions sur ’azote 2 ou sur le carbone 8 de 1a guanine. Grace a I'utilisation
d’un modeéle de cancérogéne ultime du 4NQO, il nous est maintenant possible d’obtenir in
vitro des ADN portant principalement une ou I'autre de ces 1ésions. Nous sommes donc
en mesure d’étudier chacune d’elles et nous nous attacherons principalement & déterminer
leur toxicité, leur pouvoir mutagéne et leur spécificité mutationnelle respectives.

Mais avant de décrire ce travail, il nous a semblé utile et intéressant de faire le
point sur les connaissances actuelles en matiére de cancérogénése chimique et particulie-
rement sur les mécanismes de réparation et de mutagénése, principales conséquences de la

formation des lésions de PADN.



PREMIERE PARTIE

GENERALITES




1. RELATION CANCEROGENESE CHIMIQUE - MUTAGENESE

A T’heure actuelle, il semble bien démontré qu’une large proportion des cancers

humains soit d’origine chimique. En effet, certaines études épidémiologiques semblent
démontrer que 80 a 90% des cancers chez ’Homme sont diis 4 notre environnement, au sens
large du terme, c’est a dire y compris les éléments de notre mode de vie, tels que certaines
habitudes sociales et alimentaires (Miller J.A., 1970; Miller E.C., 1978).
Depuis 'observation par Panglais Pott en 1775, de la fréquence anormalement élevée des
tumeurs du scrotum chez les ramoneurs, la liste des substances cancérigénes chez ’Homme
s’est considérablement allongée. Cette liste comprend des cancérogénes «naturels» tels que
Paflatoxine Bl, synthétisée par un champignon (Aspergillus flavus) ainsi que de nombreux
cancérogénes «de synthése» tels que des colorants, pesticides, matiéres plastiques ou dérivés
du pétrole. Parmi ces derniers, se trouve un composé particuliérement cancérigéne qui sera
I'objet de notre étude : I'oxyde de nitro-4-quinoléine ou 4NQO, de ’appellation anglaise
4-nitroquinoline [-oxide. Sa biologie est maintenant parfaitement connue chez ’animal de
laboratoire et son pouvoir cancérigéne fut mis en évidence chez la Souris dés 1957 par
Nakahara (Nakahara et al., 1957; pour revues : Sugimura, 1981; Endo et al., 1971). Les
organes cibles sont principalement le poumon, le pancréas et P’estomac.

Le 4NQO est une amine aromatique appartenant a la famille des quinoléines qui
sont présentes dans les charbons, pétroles et goudrons et sont utilisées actuellement comme
intermédiaires de synthése et comme solvants. Le 4NQO est un produit de synthése et son

utilisation est maintenant interdite.

En général, il est bien évidemment difficile, voire méme impossible, d’apporter
des preuves irréfutables de I'action cancérigéne d’un composé chimique sur ’'Homme et les
expériences directes de détection des cancérogénes potentiels ne pouvaient étre menées que
sur les animaux. Mais la plupart des cancérogénes ont la propriété d’étre mutagénes, c’est
a dire de provoquer des mutations de I'acide désoxyribonucléique (ADN). Le terme mutation
est alors applicable 4 toute modification héréditaire de la séquence nucléotidique de ’ADN
ou tout changement du contenu génétique de la cellule par perte, duplication, réarrangement
de nucléotides, génes ou chromosomes. Dans le cas du 4NQO, cette propriété fut mise en
évidence par Okabayashi dés 1953, c’est-a-dire avant méme que son pouvoir cancérigéne
ne soit démontré (Endo et al., 1971).

Utilisant cette propriété et afin d’éviter les tests classiques de détection des
cancérogénes sur les animaux de laboratoire, trop longs (quelques mois 4 quelques années)

et trop onéreux, plusieurs tests a court terme furent mis au point dés le début des années



1970. Un des premiers et des plus connus reste le test d’Ames qui mesure le pouvoir mutagéne
du composé chez une bactérie, Salmonella typhimurium (Ames et al., 1975). Les tests actuels
effectués sur des cellules procaryotes et eucaryotes détectent également la mutagénése
induite ou I'apparition d’aberrations chromosomiques diverses (Tennant ef al., 1987; Schiestl,
1589).

De l’ensemble des résultats obtenus, il apparait que la grande majorité des
cancérogénes ont pour cible ADN, support de I'information génétique. Ceci vient étayer
une des hypothéses sur ’origine du cancer, la théorie de la mutation somatique énoncée dés
1914 par Boveri et qui met en jeu une altération du matériel génétique par I'intermédiaire

d’une mutation de ’ADN.

Apreés la découverte des «génes du cancer» ou oncogénes (Stehelin et al.. 1976),
une des premiéres preuves mettant en relation la mutagéneése et la cancérogénése fut apportée
par I'équipe de Barbacid. Elle démontra qu’une simple mutation ponctuelle (guanine en
thymine) dans 'oncogéne humain c- Ha-ras, modifiant ainsi de glycocolle en valine le 12éme
acide aminé de la protéine codée, était un événement important dans ’apparition des tumeurs
de la vessie chez ’'Homme (Reddy et al., 1982). En 1987, grace a I'utilisation de souris
transgéniques, Andres démontra ’association entre I’apparition de tumeurs mammaires et
Pexpression de P'oncogéne c-Ha-ras muté sous controle d’un promoteur dépendant de la
prolactine (Andres et al., 1987).

Enfin, plus récemment ont été découverts les anti-oncogénes, capables de contréler
la différenciation cellulaire par inhibition de la multiplication des cellules. Lorsqu’une
cellule perd un de ces génes inhibiteurs, par réarrangement chromosomique ou par délétion,
elle risque de proliférer et de s’établir en lignée cancéreuse. C’est ce qui a été démontré pour
le géne Rb, premier anti-oncogéne identifié et dont I’altération est a Porigine du
rétinoblastome héréditaire, de certains ostéosarcomes et des cancers canalaires du sein
(Horowitz et al., 1989; pour revue : Weinberg, 1988).

La preuve directe de I'implication des propriétés mutagénes des cancérogénes
chimiques dans I’apparition de tumeurs fut apportée dés 1984 par Marshall en utilisant le
benzopyréne-diol-époxyde, une des substances mutagénes de la fumée de cigarette; en effet,
il démontra que le proto-oncogéne c-Ha-ras modifié in vitro par ce composé pouvait étre
muté in vivo et conduire a la transformation maligne de cellules fibroblastiques de souris
(Marshall et al., 1984). D’autres preuves furent apportées par la suite; on démontra
notamment qu’il existait une corrélation entre le type de mutation responsable de I’activation
oncogéne (Zarbl et al., 1985; Quintanilla et al., 1986; Barbacid, 1987; Bailleul er al., 1988).

L’ensemble de ces résultats vient renforcer la théorie uniciste sur 'origine du cancer

qui reconnait d’une part, lintervention des rétrovirus oncogénes et d’autre part, la



modification de ’expression des oncogénes cellulaires, qu’elle soit qualitative par mutation
ponctuelle d’une région précise du géne, ou quantitative par modification de Ia régulation
de son expression (Cooper, 1982, Bishop, 1983). La cancérogénése chimique peut donc
expliquer I’induction de certains cancers par ’apparition d’une simple mutation sur un géne

particulier, cette mutagénése étant alors ’événement initial de la transformation celiulaire.

II . ORIGINE DE L’ALTERATION DU MESSAGE GENETIQUE

L’instauration des mutations de ’ADN peut résulter de 2 types de mutagénése :

- la mutagénése spontanée qui résulte d’erreurs d’incorporation de la machinerie

réplicative. In vitro, '’ ADN Polymérase 111 d’Escherichia coli (E.coli) incorpore 1 nucléotide
erroné pour 10% nucléotides synthétisés, taux ramené a 10-8-10-7 par P’activité de correction
des erreurs d’appariement (proofreading) de cette enzyme (Bourguignon-Van Houren et al.,
1982). In vivo, les mécanismes de correction post-réplicatifs permettent d’abaisser ce taux
410-10(Wagner ef al., 1984). Ce type de mutagénése est donc rare et sa fréquence a été estimée
a 10-9-10-12 erreur par paire de base et par génération, aussi bien chez la Bactérie que chez

I’Eucaryote supérieur (pour revue : Kunkel & Bebeneck, 1988).

- la mutagénése induite par des lésions de I’ADN. Ces lésions peuvent étre formées

par deux types de cancérogénes : physiques ou chimiques.

Les cancérogénes physiques comprennent les radiations ionisantes telles que les
rayons X ou v qui provoquent des «cassures simples brins» de ’ADN. On y trouve également
les rayons ultra-violet (UV) qui forment essentiellement des pontages entre bases
pyrimidiques adjacentes; les deux principaux types de lésions induites sont les diméres de
pyrimidines de type cyclobutane (avec T-T>C-T>C-C) et les lésions (6-4) dipyrimidines.
Les UV peuvent également induire des 1ésions sur une seule base telles que les hydrates de
pyrimidine et les thymines glycols (pour revue : Friedberg, 1985).

Les cancérogénes chimiques se classent essentiellement en deux grandes catégories

1 (1) les agents alkvlants : dans le cas général, ils ne sont pas métabolisés par la cellule et

peuvent avoir une action directe par fixation de groupements alkyles sur ’ADN; (2) les
cancérogenes qui devront d’abord étre métabolisés par certaines enzymes cellulaires pour
se fixer de fagon covalente sur ADN. Ces composés également appelés précancérogénes

retiendront plus particuliérement notre attention puisque parmi eux se trouve le 4NQO.

On peut également noter gu’il existe un type particulier de mutagéneése, induite a

faible fréquence et en ’absence de dommage «extérieur». Dans ce cas, la 1ésion originale



est dite cryptique et résulte notamment de la formation d’un site abasique par dépurination

ou dépyrimidination du nucléotide, phénoméne inhérent a la stabilité chimique de ’ADN.

HI. METABOLISATION DES PRECANCEROGENES

La notion de métabolisation des précancérogénes fut énoncée en 1970 par le
«concept des Miller» (Miller J.A., 1970) qui fait apparaitre une voie de détoxication et une
voie d’activation du précancérogéne aprés son entrée dans la cellule,

- Pactivation comporte généralement deux étapes enzymatiques qui transforment
le précancérogéne en cancérogéne intermédiaire puis en cancérogéne ultime, espéce
électrophile trés réactive capable d’interagir directement avec les sites nucléophiles de la
cellule tels que ceux de I’ADN, de ’ARN et des protéines. La premiére étape de cette
activation métabolique a généralement lieu dans le réticulum endoplasmique ou la membrane
nucléaire (Miller & Miller, 1979).

- la détoxication est également une réaction enzymatique et va transformer le
précancérogéne en composé inactif. Le phénoméne d’activation métabolique serait d’ailleurs

un détournement accidentel de la voie de détoxication (Miller J.A., 1970).

Chez I’Eucaryote supérieur, les systémes enzymatiques effecteurs de ces réactions
sont inégalement répartis dans les différents organes; on les retrouve principalement dans
le foie mais aussi le rein, le poumon et le transit gastro-intestinal (Weisburger & Williams,
1975). Les enzymes impliquées sont en général des oxydases a cytochrome P450 ou des
époxyde-hydrases (Lotlikar & Hong, 1981). Actuellement, il est encore difficile d’associer
donné; il est cependant intéressant de noter qu'un animal ne possédant pas ces systémes
d’activation enzymatique, comme le cobaye notamment, est insensible a I’action des

précancérogénes.

Le métabolisme du 4NQO est maintenant parfaitement connu. La détoxication
transforme le 4NQO essentiellement en 4-aminoquinoléine 1-oxyde et en 4-aminoquino-
1éine, L activation, qui nous intéresse plus particuliérement ici, est représentée sur la figure
1 (voie de droite). In vivo, le ANQO est d’abord réduit en 4-hydroxyaminoquinoléine 1-oxyde
(4HAQO), cancérogéne intermédiaire ou précurseur. L’enzyme responsable de cette
conversion est la DT Diaphorase, une NAD(P)H-quinoléine oxydoréductase retrouvée dans
la fraction cytosolique de différents organes (Sugimura, 1981; De Flora et al., 1988).

Le 4HAQO subit une activation enzymatique par une aminoacyl-tRNA synthétase

pour former I'aminoacyl-4HAQO. L’acide aminé généralement impliqué étant la sérine, le
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cancérogéne ultime du 4NQO est le séryl-4HAQO (Tada & Tada, 1975). Ce composé instable
forme alors deux agents électrophiles puissants, un ion carbénium et un ion nitrénium
(Bailleul et al., 1981), capables d’intéragir directement, sans intervention d’enzyme, sur les
sites nucléophiles cellulaires et en particulier sur les atomes riches en électrons de ’ADN
(Bailleul et al., 1981; Galiégue-Zouitina et al., 1983).

Par liaison covalente sur un site donné, le cancérogéne ultime forme alors un produit

de substitution base-cancérogéne également appelé adduit (de I'anglais adduct), principal
responsable des conséquences biologiques des substances cancérogénes et notamment de la

mutagénése induite par ces composés.

Déterminer la nature et la structure des adduits formés par un cancérogéne reste
une étape difficile 2 mener in vivo. En effet, les voies enzymatiques empruntées au cours
de lactivation métabolique sont généralement multiples et complexes; de plus, un méme
précancérogéne peut conduire a la formation de plusieurs cancérogénes ultimes qui peuvent
a leur tour se fixer sur différents sites nucléophiles de ’ADN pour former plusieurs types
d’adduits.

Pour certains précancérogénes, ces difficultés ont pu étre contournées griace a la
mise au point de modéles de cancérogénes ultimes capables de «mimer» in vitro ce qui se
passe in vivo. Ces composés peuvent se fixer directement sur ’ADN sans aucune activation
métabolique; ils permettent d’obtenir in vitro des ADN portant un ou plusieurs types
d’adduits ce qui facilite I’étude des différentes lésions induites par un précancérogéne.

Pour le 4NQO, le modéle de cancérogéne ultime a été mis au point par le groupe
au sein duquel notre travail a été réalisé. Ce composé est le mono-acétyl-4HAQO (Ac-
4HAQO) obtenu a partir du DiAc-4HAQO en présence de dithiothréitol (Fig.1, voie de
gauche et Fig.2). Ce modéle a été retenu pour son analogie structurale avec le séryl-4dHAQO
et son aptitude a donner in vitro une modification de ’ADN comparable a celle observée
in vivo (Bailleul et al., 1981; Galiégue-Zouitina et al., 1985). C’est en utilisant ce modéle

qu’il a été possible de déterminer la nature et la structure des différents adduits du 4NQO.

IV. FORMATION ET STRUCTURE DES ADDUITS

Les sites d’attaque des cancérogénes ultimes sur ’ADN sont nombreux et varient

d’un cancérogéne a 'autre (Irving, 1973; Sarma et al., 1975) :

- pour les agents alkylants, il s’agit essentiellement des azotes 3 et 7 des bases
puriques, de 'oxygéne 6 de la guanine et des liaisons phosphotriesters.

- pour les précancérogénes, ces sites d’attaque sont trés nombreux; nous ne citerons
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Figure 2 : Formation des ions nitrénium (I) et carbénium (II) a partir de ’Ac-4dHAQO
(d’aprés Bailleul et al., 1981).

que les atomes N7, N3, C8 et N2 de la guanine, N1, N3, N7, et N6 de I’adénine, N3 de la
cytosine, O4 et N3 de la thymine.
La nature et la structure des adduits formés va dépendre du ou des sites d’attaque

préférentiels du cancérogéne ultime sur PADN.

Une des premieres études de la structure des lésions induites par une amine
aromatique est celle effectuée sur les adduits du N-acétylaminofluoréne (N-A AF) dont nous
reparlerons fréquemment ici. Le métabolisme de ce composé est particulierement complexe
et fait intervenir, entre autres, des sulfonations, estérifications, transacétylations ou
déacétylations (Miller J.A, 1970; Singer & Grunberger, 1983). L’utilisation de deux modeéles
de cancérogenes ultimes a permis de déterminer la nature et la structure des principaux’
adduits (Kriek, 1972; Westra et ai., 1976) : le N-acétoxy-N-2-acétylaminofluoréne (N-Aco-
AAF) conduit principalement a la formation du dGuo-C8-AAF (adduit C8-AAF) alors que

le N-hydroxy-aminofiuoréne (N-OH-AF) donne 1’adduit désacétylé équivalent, le dGuo-
C8-AF (addduit C8-AF). La modification in vivo conduit a 1a formation de 70% d’adduits
C8-AF et 23% de C8-AAF. Un second adduit acétylé, formé en N2 de la guanine (adduit
N2-AAF), est également formé mais ne représente que 3% de la modification totale in vivo
(Miller J.A., 1970).

Dans le cas du N-AAF, il semble donc possible d’attribuer un type d’adduit a un
cancérogéne ultime particulier ce qui, nous allons le voir, n’est pas le cas du 4NQO pour

lequel un seul cancérogéne ultime a été identifié.
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La premiére étude des adduits formés in vivo par le 4NQQO a été réalisée par Tada
et Tada. Par chromatographie d’hydrolysats d’ADN modifiés in vitro par le 4HAQO en
présence de Séryl-tRN A Synthétase, ils identifiérent 3 adduits stables: 2 sur la guanine (QGI
et QGII) et un sur I’adénine (QAII). Le 4AQO (4-aminoquinoléine 1-oxyde) est également
obtenu au cours de I'hydrolyse acide; il a été proposé comme traduisant Iexistence d’un
adduit instable en milieu acide (Tada & Tada, 1976). Plus récemment, I’utilisation du modéle
de cancérogéne ultime a permis de modifier in vitro des quantités importantes d’ADN, de
les hydrolyser et de séparer les différents adduits par chromatographie liquide haute pression
(CLHP). Le profil d’élution observé est alors comparable & celui que I’on obtient par CLHP
d’ADN modifiés in vivo par le 4NQQO; la structure de chacun des adduits a donc été
déterminée (Fig.3) et attribuée aux différents adduits formés in vivo par le 4NQO (Galiégue-
Zouitina ef al., 1985). 1l apparait que ’adduit majoritaire in vivo est le 3-(désoxyguanosin-
N2-yl)-4-aminoquinoléine 1-oxyde ou dGuo-N2-AQO que par commodité nous
appellerons adduit N2-G:; sa formation résulte de ’attaque de I'ion carbénium formé par
le cancérogéne ultime sur I’'azote 2 de la guanine (Fig.2) (Galiégue-Zouitina et al., 1986);
I’'adduit N2-G représente 50% des 1ésions formées in vivo par le 4NQO. Le second adduit,
le N-(désoxyguanosin-8-yl)-4AQO0 ou dGuo-C8-AQO (adduit C8-G) est représenté a 30%
in vivo; sa formation résulte de ’attaque de P’ion nitrénium formé a partir de ’'Ac-4HAQO
sur le carbone 8 de la guanine (Fig.2) (Bailleul et al., 1981; Demeunynck ef al., 1986). Un
adduit mineur est formé sur I’azote 6 de I'adénine : le dAdo-N6-AQO ou adduit N6-A (15%
de la modification in vivo) (Galiégue et al., 1986). On observe également la formation de
ring-opened dGuo-C8-AQO, adduit mineur obtenu in vitro par ouverture du cycle imidazole
de I’'adduit C8-G; il n’a pas été possible de déterminer si cet adduit est effectivement formé
in vivo (Bailleul et al., 1985).

La modification de ’ADN par le ANQO peut également conduire a la formation
de sites apuriniques (sites AP). C’est ce qui ressort des travaux de I’équipe d’Abbondandolo
qui utilise également I’Ac-4HAQO comme modéle de cancérogéne ultime pour modifier
I’ADN in vitro (Menichini et al., 1989). Ces sites AP, fragiles en milieu basique, sont a
I’origine des cassures simples brins observées par I’équipe de Waters au cours des gradients
alcalins de sucrose effectués sur de ’ADN modifié in vivo par le 4ANQO (Mirzayans et al.,
1981, 1985, 1988). L’origine des sites AP n’est pas connue mais I’'adduit C8-G, instable en
milieu faiblement basique, pourrait étre le principal responsable de Ia formation de ces sites
(Edwards et al., 1987; Bailleul ef al., 1989).

La modification d’ADN in vitro par le 4HAQO en présence de séryl-AMP ou in
vivo par le 4dNQO peut conduire a la formation de résidus 8-hydroxyguanine sur PADN
(Kohda et al., 1987). Afin d’expliquer cette observation, 'auteur postula I’existence d’un

adduit instable en N7 de la guanine.
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: dGuo-C8-AQO; b :

ring-opened dGuo-C8-AQO; ¢ : dGuo-N2-AQO; d : dAdo-N6-AQO (d’aprés Galiegue-
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A partir d’un seul cancérogéne uitime, le 4NQO est donc capable de former
plusieurs types de lésions sur ’ADN, les plus représentées étant les trois adduits N2-G, C8-
G et N6-A. Les effets biologiques du 4NQO ont été largement étudiés chez ’Animal mais
il n’a jamais été possible de déterminer I’implication respective de chacun de ces adduits
dans les propriétés in vive du 4NQO. Ceci constitue d’ailleurs le principal objectif de notre

étude.

V. CONSEQUENCES DE LA FORMATION DES LESIONS DE L’ADN

A. PERTURBATION STRUCTURALE DE L’ADN

La fixation covalente d’un cancérogéne chimique sur 'ADN peut entrainer un
changement conformationnel de la macromolécule. L’interaction du cancérogéne avec la
double hélice peut varier de maniére importante selon la répartition électronique et
’encombrement stérique du composé.

Dans le cas des agents alkylants, la méthylation ou I’éthylation de ’ADN semble
ne provoquer aucun changement conformationnel notable. Pour les adduits «volumineux»
(de bulky adduct, par opposition aux lésions formées par les alkylants), la déformation
induite sur ’ADN semble étre spécifique de ’adduit formé et dépendre a la fois du site de
fixation et de la nature de la molécule de précancérogéne.

L’exemple des adduits du N-AAF permet d’illustrer parfaitement ce phénomeéne.
L’adduit C8 acétylé (C8-AAF) provoque une distorsion importante de ’ADN traduite par
le modele d’»insertion-dénaturation» proposé par Fuchs (Fuchs et al., 1976). Dans ce
modele, le noyau fluoréne est inséré dans la double hélice, entre les paires de bases; 1a guanine
substituée se trouve rejetée a I’extérieur, incapable de maintenir I’appariement avec la
cytosine. Il en résulte une dénaturation locale importante de ’ADN pouvant impliquer de
5 a 50 paires de bases autour de la lésion. Au contraire, pour I’adduit C8-AF également porté
en C8 de la guanine mais non acétylé, la déformation est beaucoup moins importante; le
noyau fluoréne se trouve a ’extérieur de ’hélice, ’appariement entre la guanine et la cytosine
est maintenu : c’est le modele «externe» (Evans, 1980; Leng, 1980). Pour I’adduit N2-AAF,
de méme nature que le C8-AAF mais présent en N2 de la guanine, la déformation
conformationnelle induite semble également correspondre au modéle externe (Fuchs, 1975;
Yamasaki et al., 1977).

Dans le cas du 4NQO, différentes études physicochimiques et enzymatiques ont
été réalisées par Galiégue-Zouitina et Bailleul mais le type de déformation induite n’a pas

été déterminé. Pour I’adduit N2-G, probablement localisé dans le petit sillon et directement
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impliqué dans I'appariement des paires de bases G:C, les auteurs ont émis I’hypothése d’une
distorsion importante de I’hélice avec insertion du noyau quinoléine entre les paires de bases.
Au contraire, 1’'adduit C8-G localisé dans le grand sillon ne semble induire qu’une faible
déformation de la double hélice, comparable au modéle externe. (Bailleul, 1984; Galiégue-
Zouitina, 1984).

B. CONSEQUENCES BIOLOGIQUES

Lafixation d’un cancérogéne ultime sur I’ ADN mais aussi sur ’ARN et les protéines
doit avoir des conséquences graves et variées sur les nombreux processus vitaux de la cellule.

La principale conséquence biologique de la formation d’une 1ésion sur ’ADN est
sa réparation par différents systémes enzymatiques inductibles ou constitutifs de la cellule;
on estime a 99% la proportion des lésions réparées par ces systémes (Friedberg, 1985). La
restauration du message génétique semble bien étre une priorité pour la cellule et
I'importance de ces mécanismes de réparation peut expliquer la gravité des maladies dites
de la réparation de ’ADN telles que le Xeroderma pigmentosum (Cleaver, 1968; Hanawalt
& Sarasin, 1986). En effet, les individus atteints par ce syndrome présentent une sensibilité
anormale aux UV et un taux élevé d’épithéliomas cutanés; la démonstration de I’absence de
réparation des lésions induites sur I’ADN de ces malades est un des exemples les plus probants
chez ’'Homme de P’initiation de certains cancers par les 1ésions non réparées de TADN
(Sarasin et al., 1988-a, 1988-b).

La conséquence directe des lésions non réparées de ’ADN (environ 1% dans la
cellule normale) consiste en 'apparition de mutations généralement créées au niveau de la
lésion prémutagéne au cours de la réplication. Ce phénoméne de mutagénése induite est un
des principaux sujets abordés au cours de notre étude des adduits 4NQO.

Ce chapitre ne se veut pas exhaustif et nous nous limiterons principalement aux
connaissances acquises chez E.coli, bactérie dont les différents mécanismes de réplication,
de réparation et de mutagénése sont les mieux connus actuellement. De plus, cette étude
étant consacrée aux mutagénes, nous ne traiterons pas la réparation des mauvais
appariements de bases de type dam-dependent (pour revue : Friedberg, 1985) ou very short
patch repair (Jones et al., 1987) qui ne résultent pas de P’agression de la cellule par un agent

extérieur.
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1. Réparation des lésions

1.1. Réversion directe

Le moyen le plus simple qu’ait trouvé la cellule pour restaurer son matériel
génétique est de réverter la lésion en une seule étape par action d’une seule enzyme. C’est
le cas pour les diméres de pyrimidine qui, en présence de lumiére visible, peuvent étre
supprimés de PADN par des enzymes de photoréactivation ou photolyases (Setlow, 1968).
Les génes codant pour ces enzymes chez E.coli ont été clonés et nommés phrA et phrB
(Sutherland et al., 1972; Young & Smith, 1978; Sancar & Ruppert, 1978); il apparait que
ces enzymes sont capables de monomériser les diméres pyrimidiques par conversion de
I’énergie lumineuse en énergie chimique et cela grace a des chromophores tels que le flavine-
adénine-dinucléotide (Sancar & Sancar, 1984) ou la ptérine (Johnson et al., 1988).

Les cassures simples brins produites par certains agents ionisants tels que les rayons
X ou 7 sont dues a la rupture de la liaison phosphodiester de ’ADN et peuvent étre également
réparées par réversion directe. Ce type de réparation se fait par simple «religation» des
extrémités libres, catalysée par la Polynucléotide Ligase en présence d’adénosine-
triphosphate (ATP) et de nicotinamide-adénine-dinucléotide; il faut noter que seules les
cassures présentant deux extrémités 3’ hydroxyle et 5’phosphate adjacentes sont sujettes a
ce type de réversion (Jacobs et al., 1972).

Certaines lésions induites par les agents alkylants peuvent également étre réparées
directement, par transfert du groupement alkyle sur une enzyme spécifique. C’est le cas de
la O%-Méthyl-Guanine ADN Méthyl-Transférase ou protéine Ada (codée par le géne ada)
capable de transférer le groupement méthyle de I'oxygéne 6 de la guanine sur sa propre
cystéine 321 ainsi que le méthyle des résidus méthylphosphotriesters sur sa cystéine 69. Cette
enzyme est en fait une «enzyme suicide» puisque ce transfert est irréversible et inactive
totalement la protéine (Téo et al., 1986). Plus récemment, ’équipe de Margison caractérisa
chez E.coli une enzyme apparentée a la protéine Ada : la O6-Alkyl-Guanine ADN Alkyl-
Transférase ou Ogt, codée par le géne ogt et capable également de transférer les groupements
O¢%-alkyles de la guanine sur une cystéine (Potter ef al., 1987). Alors que la protéine Ogt
est constitutive, Pinactivation de I'’enzyme Ada a pour conséquence P'induction d’un type
de réparation spécifique des alkylants : la «réponse adaptative» que nous traiterons
séparemment puisqu’elle utilise & 1a fois la réversion directe et les mécanismes d’excision

par certaines ADN glycosylases (voir 1.3.1).
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1.2. La_réponse adaptative

Lorsque E.coli est traité par de faibles doses d’agents alkylants tels que la N-méthyl-
N’-nitro-nitrosoguanidine (MNNG) ou le N-méthyl-N-nitrosourée (MNU), un systéme
enzymatique est induit et les cellules deviennent résistantes a I’effet léthal et mutagéne d’une
seconde exposition aux alkylants (Samson & Cairns, 1977; Sekiguchi & Nakabeppu, 1987;
Volkert, 1988). Cette induction, connue sous le nom de réponse adaptative est principalement
sous le controle de la O8-Méthyl-Guanine ADN Méthyl-Transférase codée par le géne ada
et que nous appellerons protéine Ada (Fig.4). Par réversion des lésions formées, la protéine
Ada devient méthylée et peut se fixer sur la région promotrice de son propre géne qui est
alors surexprimé (Téo et al., 1986). Les protéines Ada nouveilement synthétisées se fixent
a leur tour sur les promoteurs d’une série de génes qui sont alors déréprimés pour la
transcription. Parmi ces génes se trouve alkA, codant pour la 3-Méthyl-Adénine ADN
Glycosylase II (protéine AlkA ou Tag II), spécifique des lésions 3- et 7-méthyl-guanine,
0O2-méthyl-thymine et -cytosine et 7-méthyl-adénine (Evenson & Seeburg, 1982; Karan et
al., 1982). Les produits des autres génes impliqués, aid B, C, I et alkB (qui appartient a
I’opéron ada-alkB) ont une fonction encore inconnue actuellement. Globalement, la réponse
adaptative a donc pour principale conséquence I’'induction de la protéine Tag II, de
spécificité plus large que la protéine Ada limitée a la réversion des lésions de I'oxygéne 6
de la guanine et des phosphotriesters.

Parallelement, une grande partie des lésions 3-méthyl-adénine sont excisées par
la protéine Tag I ou 3-Méthyl-Adénine ADN Glycosylase I codée par le géne fag qui lui
n’appartient pas au systeme adaptatif (Karran et al., 1982). Tag I et Tag Il sont deux enzymes
appartenant a la famille des ADN glycosylases dont le mode d’action est décrit dans le

chapitre suivant.

1.3. Réparation par excision-resynthése

Parallélement a la réparation par réversion directe qui reste limitée
a certains types de lésions, la cellule a développé différents systémes de réparation capables
d’exciser soit la base modifiée par le cancérogene, soit un fragment d’ADN portant la lésion.

1.3.1. Excision de base : ADN glycosylases et AP endonucléases

Dans ce cas, la base modifiée est excisée par une ADN glycosylase qui catalyse la
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coupure de la liaison N-glycosidique et provoque l’apparition de sites apuriniques ou
apyrimidiques (sites AP) (Hanawalt et al., 1979). Ces enzymes sont spécifiques de la lésion
qu’elles excisent; en voici quelques exemples chez E.coli (pour revues : Friedberg, 1985 et
Wallace, 1988) :

- les 3-Méthyl-Adénine ADN Glycosylases I et II (Tag I et II) : la Tag II est de

- I'Uracile ADN Glycosylase (codée par le géne ung) et 'Hypoxanthine ADN
Glycosylase, dont les substrats proviennent respectivement de la désamination spontanée de
la cytosine et de I’adénine.

- les Formamidopyrimidine 5,6, Thymine Hydrate ADN Glycosylase et Urée ADN
Glycosylase : elles sont spécifiques de certaines lésions induites par les radiations ionisantes.

- la Pyrimidine-Dimére ADN Glycosylase : on ne laretrouve que chez E.coli infecté
par le phage T4 et chez Micrococcus [uteus; je cite cette enzyme ici bien qu’elle excise au

moins les deux bases portant le dimére.

Au niveau des sites AP créés, différentes enzymes peuvent intervenir et vont inciser
la lésion phosphodiester soit en 3’ (activité de classe I) soit en 5° (activité de classe II) du
site AP, cette derniére activité étant la plus fréquemment observée. Ces enzymes se classent
en 3 grandes catégories (pour revue : Wallace, 1988) :

- les AP endonucléases «simples», généralement de classe II, telles que I'Endonu-
cléase IV codée par le géne nfo, ’Endonucléase V ou ’Endonucléase VII dont le substrat
est de ’ADN simple brin.

- les AP endonucléases a activité ADN glycosylasique associée telles que
I’Endonucléase III codée par le géne nth, ou les Endonucléases VIII et IX, toutes les trois
étant de classe I; on retrouve également la Pyrimidine-Dimére ADN Glycosylase citée plus
haut et présentant une activité de classe II similaire & celle de I'Endonucléase IV.

- les AP endonucléases telles que I'Exonucléase III, codée par le géne xth et qui,
en plus de son activité de classe II, se comporte comme une 3’-5' exonucléase, une 3’
phosphatase et une RNase H. Cette enzyme était précédemment baptisée Endonucléase III
et Endonucléase VI.

L’Exonucléase III et ’Endunucléase IV représentent respectivement 80-90% et 8-

10% des activités AP endonucléasiques observées in vivo chez E.coli.

Par le jeu de ces différentes enzymes, le brin en voie de réparation présente alors
un 3’ hydroxyle et un 5’ phosphate libres, substrats compatibles a la resynthése du ou des

nucléotides manquants par 'ADN Polymérase I suivie de la ligation par 'ADN Ligase.
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1.3.2. Excision de nucléotides : le systeme UvrABC

Les différents types de réparation décrits précédemment restent cependant limités
puisque spécifiques de certaines lésions. Mais la cellule a su développer un systéme de
est capable d’exciser 1a majorité des Iésions induites par les UV (Howard-Flanders ef al.,
1965; Seeberg et al., 1976; Franklin & Haseltine, 1984) mais aussi la plupart des adduits
volumineux formés par les cancérogénes chimiques (Seeberg, 1981; Fuchs & Seeburg, 1984;
Sancar et al., 1985) dont le 4NQO (Kondo et al., 1970; Ikenaga et al., 1975). Récemment,
Van Houten démontrait méme que les lésions induites par le MNNG (qui est pourtant un
agent alkylant) étaient réparées par ce systéeme (Van Houten & Sancar, 1987).

Bien qu’étudié depuis 30 ans, le mécanisme chez E.coli ne commence i étre compris
que depuis quelques années, notamment grace au clonage des différents génes impliqués :
uvrA, uvrB, uvrC et uvrD (Sancar et al., 1981-a et 1981-b; Yookum & Grossman, 1981; Oeda
et al., 1981). On peut distinguer deux grandes étapes (Sancar & Rupp, 1983) (Fig.5) :

-la reconnaissance de la lésion et I'incision du brin d’ADN de part et d’autre de

la lésion

-le relargage du fragment créé et la resynthése de 'ADN

La premiére étape fait intervenir, chronologiquement, le produit des génes uvrA4,
B et C qui vont former I'exonucléase UvrABC. La protéine UvrA présente dans sa structure
2 formations en «doigt de zinc» (Zinc-Finger) dont 'une contient une activité ATPasique
et Pautre présente une affinité pour PADN qui lui permet de se fixer en des sites non
spécifiques de la double hélice (Berg, 1986). La protéine UvrB se fixe alors sur le complexe
UvrA-ADN en augmentant I’affinité du complexe formé pour PADN et 'activité ATPasique
d’UvrA (Kacinski & Rupp, 1983; Thomas et al., 1985). Par hydrolyse d’ATP, ce complexe
se déplace le long de ’ADN dans le sens 5°-3’ en se comportant comme une hélicase, ¢’est
a dire en déroulant une courte région d’ADN au niveau du complexe (Oh & Grossman, 1986
et 1987). Lorsqu’une lésion est rencontrée (un dimére de pyrimidine, par exemple), cette
activité hélicase est inhibée et le complexe s’arréte pour former un complexe ternaire stable,
opposé a la lésion, ce qui permet d’éviter le probleme d’encombrement stérique di aux
adduits volumineux (Sancar & Rupp, 1983; Sancar & Sancar, 1988). En fait, le complexe
UvrA-UvrB reconnait plutot 1a modification structurale de PADN provoquée par la lésion
que la 1ésion elle-méme; ceci permet d’expliquer 1a grande diversité de substrats du systeme
UvrABC.

La protéine UvrC, nécessaire a I’incision, vient se fixer pour former un complexe

ADN-UvrA-UvrB-UvrC qui se comporte comme une endonucléase (Yeung et al., 1983).

La protéine Uvr responsable de I'incision n’est pas connue actuellement mais récemment,
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Figure 5 : Modéle de fonctionnement du systeme UvrABC

Sancar proposait un modéle selon lequel la fixation d’UvrC sur UvrB permettrait de
«pousser» les 2 doigts de zinc d’UvrA dans le grand sillon, de part et d’autre de la 1ésion.
Les sites nucléophiles de ces doigts seraient alors a proximité des liaisons phosphodiesters
qui vont étre clivées par le complexe (Sancar & Sancar, 1988).

L’incision peut alors se faire; en 5°, elle se situe au niveau de la 8éme liaison
phosphodiester a partir de la lésion; en 3°, elle se fait au niveau de la 5éme liaison
phosphodiester pour les cancérogénes chimiques (psoraléne, N-AAF, 4NQO) et au niveau
de 1a 4éme ou de la Seme liaison phosphodiester pour les diméres de pyrimidine (Sancar &
Rupp, 1983; Yeung et al., 1983).

Au cours de la seconde étape, le fragment de 12 ou 13 nucléotides créé ainsi que
I’exonucléase UvrABC sont 6tés de 1a double hélice mais le mécanisme exact n’est pas connu.
I1 fait intervenir le produit des génes uvrD et pol/A4 qui codent respectivement pour UvrD
(ou Hélicase II) et PADN Polymérase I (Pol I) (Hussain et al., 1985; Kumura et al., 1985;

Caron et al., 1985). Selon certains auteurs, Pol I et UvrD se fixent au niveau de I'incision
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en 5’; Pol I assure la resynthése du brin endommagé tout en libérant I’oligomére alors que
UvrD se déplace dans le méme sens, sur le brin opposé et dissocie le complexe UvrABC
resté attaché a cet oligomeére (Matson, 1986; Sancar & Sancar, 1988; Van Houten e¢ al., 1988).
Le duplex restauré est alors religué par ’ADN Ligase, 1a structure en double hélice est
rétablie et les protéines Uvr peuvent assurer un nouveau cycle de réparation.

Les différentes protéines de ce systéme sont présentes de maniére constitutive dans
la cellule non agressée mais en faible quantité; cependant, les génes uvrd, B et D
appartiennent 4 un systéme inductible par certaines lésions de PADN : e systeme SOS, décrit
plus loin; la régulation du géne uvrC n’est pas clairement établie (Ganessan & Hanawalt, 1985;
Peterson & Mount, 1987; Backendorf et al., 1983; Fogliano et al., 1981).

2. Devenir des lésions non réparées

Bien que trés efficaces, les différents systémes de réparation fidéle de 'ADN ne
peuvent éliminer la totalité des lésions induites par un cancérogéne. Lorsqu’une lésion non
réparée interagit avec la fourche réplicative, elle peut avoir les conséquences les plus graves
pour la cellule avec blocage de la machinerie réplicative et/ou fixation d’'une mutation du

message génétique.

2.1. Lésions_informatives : réplication non bloquée

Il n’y a pas de blocage de la réplication, ’ADN Polymérase incorpore une base
erronée ou non face a la lésion : c’est le «mauvais codage direct» ou direct-miscoding,
mécanisme caractéristique des agents alkylants. Face a une lésion O®-méthyl-guanine par
exemple, ’ADN polymérase incorpore une cytosine dans 80% des cas et le message génétique
est respecté. Au contraire, dans 20% des cas, ’enzyme incorpore une thymine face a ia lésion;
il en résulte une mutation par substitution d’une guanine par une adénine (Loechler et al.,
1984). Ce type de mutation (G en A) est d’ailleurs caractéristique des agents alkylants et
représente environ 95% de la mutagénése induite par ces agents (Abbott & Shaffhill, 1979;
Burns et al., 1986, 1987, 1988).

2.2. Lésions non _codantes ; blocage de la réplication

Contrairement aux agents alkylants, de nombreux adduits volumineux mais aussi

les sites abasiques et les diméres de pyrimidine sont dits non codants et peuvent bloquer
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1a fourche réplicative (Moore et al., 1981; Schaaper et al., 1983; Yoshida et al., 1984; Berger
& Edenberg, 1986). La cellule dont la réplication est bioquée peut alors mettre en route deux
types de processus qui lui permettent de «tolérer» la lésion en créant éventuellement une

mutation.

2.2.1. Recombinaison post-réplicative (Fig.6)

Lorsque la réplication de ’ADN est bloquée par une lésion non codante, elle peut
étre réinitiée 1000 nucléotides plus loin environ, d’ou I"apparition d’une région simple brin
(ADNsb) en aval de la lésion (2). Certaines protéines cellulaires, appelées RecA (pour
recombinaison) présentent une forte affinité pour PADN simple brin et viennent se fixer
sur cette région a raison d’une molécule RecA pour 3 a 5 nucléotides (3). Cette fixation
coopérative est ordonnée par la protéine SSB (Single-Stranded Binding Protein) qui stabilise
le complexe ADNsb-RecA et permet la formation d’un long filament de structure
hélicoidale. Ce complexe vient s’apparier avec le duplex homologue intact formé au cours
de la réplication du brin non endommagé (4). A ce niveau, une endonucléase semble agir
et créer une extrémité libre capable d’initier un échange de brins entre le duplex intact et
le brin endommagé (activité Cutting in trans). Le duplex donne son brin complémentaire
de 1a région simple brin et I'autre brin sert de matrice a ’ADN polymérase qui resynthétise
un duplex intact i partir de I’extrémité libre (5). Apreés ligation et migration du complexe,
il apparait une structure particuliére appelée jonction de Holliday (6-7). Cette jonction est
alors «résolue» par une résolvase capable de couper et de religuer les 4 brins avec restitution
des deux duplex linéaires (8) (Howard-Flanders et al., 1984; Moreau, 1985, Cox, 1987;
Conley & West, 1989).

Toutes les protéines impliquées dans ce processus ne sont pas connues mais les
produits des génes recB, recC et recD semblent intervenir dans les stades précoces (Wang
& Smith, 1983). Ce phénoméne de recombinaison appelé autrefois «réparation post-
réplicative» n’a rien d’une réparation puisque la lésion subsiste sur un des deux duplex (8).
En fait, il s’agit essentiellement du moyen trouvé par la cellule pour que la réplication puisse
continuer et que la lésion résiduelle se retrouve dans une région double brin. Cette lésion
peut alors étre excisée par le systéme UvrABC alors qu’elle n’était plus réparable au niveau

de la fourche réplicative bloquée (Sancar & Sancar, 1988).

2.2.2. Induction du systéeme SOS : mutagénése

Le blocage de la fourche réplicative peut également provoquer ’apparition d’un
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Tableau I. Génes SOS bactériens

Gene Fonction

lexA Répresseur des génes din

recA Clivage de LexA et UmuD, recombinaison, réparation, mutagénese
SOS, recombinaison RecF-dépendante

uvrA Réparation par excision

uvrB Réparation par excision

uvrC Réparation par excision

umuC Mutagéneése SOS

umuD Mutagénése SOS

recN Recombinaison RecF-dépendante

recQ Recombinaison RecF-dépendante

ruvA Recombinaison RecF-dépendante, réparation

himA Recombinaison site-spécifique

sfid (sulA) Filamentation, inhibition de la division cellulaire

dinA ?

dinB ?

dinD ?

dinF ?

? Inhibition de la respiration

? Réplication stable

signal intracellulaire capable d’induire un ensemble de fonctions physiologiques regroupées
sous le terme de «fonctions SOS» ou «systéme SOS». Ce systéme de sauvegarde se manifeste
entre autres, par 'inhibition de la division cellulaire, Paugmentation de la réparation par
excision, de la recombinaison et de la mutagénése, I'induction lysogénique de certains
prophages et méme, si le sauvetage est impossible, la mort de la cellule par arrét de la
respiration (pour revues : Walker G., 1984; D’ari, 1985). Jusqu’a présent, une vingtaine de
génes responsables de ces fonctions (également appelés génes din pour damage inductible)
a été identifiée (Tableau I). L’'induction de I’expression de ces génes est sous le contrdle du
produit de deux d’entre eux : le géne rec4, codant pour RecA, déja impliquée dans la
recombinaison et qui joue ici le réle d’effecteur de la régulation; le géne lexA, codant pour
la protéine LexA qui réprime la totalité des génes din, y compris recA et lexA, dans les cellules
non induites. La répression se fait par fixation de LexA sur la région promotrice des génes
din et plus particuliérement au niveau de séquences appelées LexA-Boxes ou SOS-Boxes
(«boites LexA ou SOS»).

Lorsque ’ADN est endommagé et que la fourche réplicative est bloquée, il y a
apparition d’un signal inducteur capable d’activer RecA qui est présente de maniére
constitutive dans la cellule, mais a faible niveau. La nature de ce signai n’est pas connue
mais il a été démontré qu’in vitro, la présence d'ATP et de fragments d’ADN simple brin

est suffisante a I'activation de RecA (Craig & Roberts, 1980 et 1981). In vivo, les régions
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simples brins qui apparaissent au niveau des fourches réplicatives bloquées semblent étre
un bon modeéle de signal inducteur. Les molécules RecA peuvent s’y accrocher, fixer 'ATP

et devenir activées (RecA*). C’est sous cette forme de complexe ADNsb-RecA*-ATP que

RecA¥* assure son role d’effecteur de la régulation en interagissant avec LexA qui se clive
et devient inactive (Fig.7) (Little er al., 1980; Walker G., 1984). On a longtemps attribué
une activité protéolytique a RecA* mais il semble maintenant admis que LexA est capable
de s’auto-cliver, RecA* ne servant que de catalyseur (Little, 1984; Slilaty & Little, 1987).
Le méme schéma peut d’ailleurs s’appliquer au répresseur du phage ) qui présente une
homologie de séquence peptidique avec le site de clivage de LexA; ceci explique que
I’induction du prophage d’une souche lysogénique fasse également partie de la réponse SOS
(Little & Mount, 1982).

LexA clivée donne deux polypeptides inactifs; il en résulte une dérepression en
cascade de I’ensemble des génes din. La réparation des Iésions est alors fortement augmentée,
principalement par excision-resynthése griace au produit des génes uvr4, B et D (systéme
UvrABC). Certains mécanismes de recombinaison complexes et mal connus peuvent
également intervenir et nécessitent le produit de génes din tels que recA, recN et recQ, uvrA
et B (Cox & Lehman, 1982; Rostas et al., 1987; Madijaru et al., 1988) et/ou d’autres génes
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Figure 7 : Régulation du systeme SOS (d’apres Walker, 1985)
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non SOS-induits tels que recB, recC, recD, recF, recJ et recO (Smith & Hays, 1985; Lloyd
et al., 1988; Braedt & Smith, 1989). Comme nous allons le détailler plus loin, les lésions
blogquant les fourches réplicatives peuvent également &tre tolérées et ceci grace a
lintervention des produits de certains génes SOS capables d’interagir avec la machinerie
réplicative; le réplisome peut alors incorporer un nucléotide erroné ou non face a la lésion
et poursuivre I’élongation. Si la base incorporée n’est pas légitime, il en résulte une mutation
de ’ADN face 2 la lésion.

Réparation et tolérance des lésions font disparaitre les signaux inducteurs; RecA
libre n’est plus activée et les molécules LexA nouvellement synthétisées et intactes peuvent

a nouveau réprimer ’ensemble du systéme.

Jusqu’a présent, on ne connait que quatre génes din directement impliqués dans
la mutagénése induite par les UV ou certains cancérogénes chimiques comme le 4NQO. 11
s’agit des génes recA, lexA et des deux génes umuC et umuD regroupés en opéron umuDC
(Kato & Shinoura, 1977; Steinborn, 1978). Pendant longtemps, seuls les produits de Popéron
umuDC étaient connus comme responsables directs de I’apparition des mutations et cela en
agissant sur I’ADN polymérase. Cette interaction inhiberait I'activité 3’-5’ exonucléasique
de correction des erreurs (proofreading ) de ’enzyme et lui permettrait d’incorporer une base
erronée face a la lésion (Radman, 1975). Mais plus récemment, il a été démontré que
RecA*(activée) pouvait, elle aussi, avoir un role direct dans la mutagénése. En effet, si une
souche lexA(Def) (qui ne contient plus de répresseur LexA et dont les fonctions SOS sont
exprimées constitutivement) porte également la mutation rec4430 (aliele non activable de
RecA), on n’observe plus de mutagénése induite par les UV malgré 'expression de ’opéron
umuDC (Blanco et al., 1982; Ennis et al., 1985). D’autre part, RecA* est capable d’inhiber
in vitro Pactivité proofreading de ’ADN Polymérase III en se fixant sur sa sous-unité ¢
(Fersht & Knill-Jones, 1983; Lu et al., 1986; Shwartz et al., 1988); il en résulte une baisse
de 1a fidélité de réplication de I'’enzyme. Certains auteurs ont donc défini le second réle de
RecA* (en plus de I’inactivation de LexA) comme étant sa fixation directe sur la machinerie
réplicative bloquée et {’incorporation d’uné base erronée ou non qu’elle autorise face a la
lésion (Bridges & Woodgate, 1985; Ennis et al., 1985).

Mais les protéines UmuC et D n’en restent pas moins indispensables a la
mutagénése. En effet, des souches mutées sur umuC ou sur umuD présentent toutes le méme
phénotype a savoir une non mutabilité par certains mutagénes tels que les UV ou le 4ANQO
(Kato & Shinoura, 1977; Steinborn, 1978). De plus, la surproduction artificielle de ces
protéines dans ia cellule peut entrainer le bloquage de la réplication; elles semblent donc
capables de s’associer a ’ADN polymérase (Marsh & Walker, 1985). En 1984, Bridges et

Woodgate ont proposé un modéle ou UmuC et D permettraient la réinitiation de la réplication
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a partir de I'amorce créée face a la lésion par RecA* (Bridges & Woodgate, 1984).

Récemment enfin, se basant sur ’homologie de séquence peptidique entre LexA
et UmuD (Perry et al., 1985), plusieurs équipes ont démontré qu’en présence d’'UmuC,
RecA* est également capable de catalyser Pautoclivage d’UmuD.UmuD clivée et UmuC
seraient alors les formes actives pour la mutagénése (Buckhardt et al., 1988; Nohmi et al.,
1988; Shinagawa et al., 1988).

De ’ensemble de ces résultats se dégage un modéle de mutagénése dont certaines
étapes demandent encore confirmation et ou I’'on distingue (Wood & Sedgwick, 1986; Nohmi
et al., 1988) (Fig.8) :

- Pactivation de RecA en RecA¥* qui permet le clivage de LexA et I’expression de
I'opéron umuDC

- le second role de RecA* avec intervention directe au niveau du réplisome et
incorporation d’une base erronée face a la lésion par inhibition de Pactivité proofreading
de 'ADN polymérase

- la fixation du complexe UmuD-UmuC sur la polymérase puis le clivage de UmuD

catalysé par RecA¥ ce qui permet la reprise de la réplication a partir de la mutation créée

Dimere de pyrimidine
”]”I IBEERRRERE

v

Action de RecA*
Base insérée face a la lésion

Pa
l”l” REEERERER

Amorce d’ADN inutilisable

Elimination du dimeére
par photo-réactivation
Amorce utilisable

HH”.ATTIIIIIIII I”HI.llllllllllll

Elongation du brin néosynthétisé
a partir de 'amorce erronée
Fixation de la mutation

Figure 8: Role de RecA*, UmuC et UmuD dans la mutagénése induite par les UV (d’aprés Wood
& Sedgwick, 1986).

UmuC et D permettent
Putilisation de ’amorce ou




28

La fourche réplicative peut alors reprendre sa progression mais 1a Iésion est toujours
présente sur 'ADN parental; la mutation créée sur le brin néosynthétisé face a cette lésion
sera définitivement fixée dans le génome par la réplication de ce brin, soit au cours du cycle

cellulaire suivant, soit aprés excision de la 1ésion résiduelle par le systéme UvrABC.

Modifier son génome peut étre dangereux pour la cellule; pour éviter cela, elle
dispose d’un systéme plus fin de régulation des fonctions SOS et notamment de la fonction
mutagéne associée a umuDC. En effet, I’affinité du represseur Lex A est beaucoup plus forte
pour le promoteur de I'opéron umuDC que pour celui des autres génes din en particulier
des génes du systeme UvrABC (Walker G., 1984). De plus, 'expression d’umuDC est faible,
méme dans la cellule pleinement induite et la demi-vie des protéines codées est relativement
courte (Nohmi et al., 1988). Enfin, le clivage d’UmuD catalysé par RecA* semble beaucoup
moins efficace que celui de LexA (Burckhardt ef al., 1988). Le phénomeéne de mutagénése
semble donc nécessiter la pleine induction des fonctions SOS et n’étre utilisé qu’en dernier

ressort par la cellule pour échapper a certaines agressions qui peuvent lui étre fatales.

En ce qui concerne la nature des mutations créées sur I’ADN, on constate que les
précancérogénes sont a I’origine d’une mutagénése trés variée. Alors que les agents alkylants
sont spécifiques des substitutions d’une guanine par une adénine (miscoding), un méme
précancérogéne peut généralement induire plusieurs types de mutations. Il peut s’agir de
délétions ou d’additions (d’une ou de plusieurs bases) ou de substitutions qui sont soit des
transitions (d’une purine en purine ou d’une pyrimidine en pyrimidine), soit des
transversions (d’une purine en pyrimidine ou I'inverse). Les précancérogénes sont capables
de former différentes Iésions sur PADN et il semble que toutes n’aient pas le méme pouvoir
d’obtenir un seul type de lésion sur ’ADN; ¢’est pourquoi actuellement, on dispose encore
de trés peu d’informations sur la nature des mutations induites spécifiquement par un adduit
volumineux.

Une des seules études ayant permis d’analyser les conséquences de la formation d’un
seul type de lésion a été effectuée sur chacun des deux adduits formés en C8 de la guanine
par le N-AAF : le C8-AF et le C8-AAF. Ceci a été possible griace a I'utilisation de deux
modeles de cancérogénes ultimes, le N-OH-AF et le N-Aco-AAF, chacun conduisant a la
formation d’un type d’adduit.

Pour I"'adduit C8-AAF, la mutagénése induite est spécifique des délétions -G ou
-GCselon laséquence nucléotidique ou se fixe le cancérogéne (Koffel-Schwartz et al., 1984).
Le C8-AF au contraire, est spécifique des substitutions de paires de bases, en particulier
des transversions G en T (Bichara & Fuchs, 1985). Pour le N-AAF il semble donc possible

d’attribuer un type de mutation a un type de lésion formée. Cette situation n’est cependant
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pas généralisable a tous les précancérogénes; c’est en effet ce qui ressort de I’étude effectuée
sur le GluP3 (3~-amino-4,6-diméthyldipyrido[1,2-a:3’,2’-d}imidazole), un des cancérogénes
contenus dans le produit de pyrolyse des protéines; I'adduit formé est présent en C8 de la
guanine et peut induire aussi bien des délétions (-G) que des substitutions (G en A) (Hebert
et al., 1988). Il apparait donc que certaines lésions sont spécifiques d’un type de mutation
(C8-AF, C8-AAF) alors que d’autres induisent des mutations de nature différente (GluP3).

Pour le 4NQO, la mutagénése a été précédemment étudiée chez le Procaryote par
traitement de la bactérie avec le 4ANQO ou le 4HAQO (Ishizawa & Endo, 1971; Ames et al.,
1973; Prakash et al., 1974; Coulondre & Miller, 1977-b); ’ADN génomique porte alors
plusieurs types d’adduits dont probablement le N2-G (50%), le C8-G (30%) etle N6-A (15%).
D’apreés ces études, le ANQO induirait principalement des transitions G en A mais aussi des
délétions de guanines; les transversions G en T et G en C ont été rarement obtenues. On
peut donc penser que l’adduit N6-A n’est pas mutagéne mais il reste impossible
d’appréhender le role de chacune des lésions dans la mutagénése observée. Déterminer la
nature des mutations induites par chaque adduit du 4NQO et tenter d’acquérir une meilleur
connaissance des mécanismes moléculaires de mutagénése font partie des objectifs du travail

présenté ici.

VI. PRESENTATION DU TRAVAIL

La plupart des études biologiques effectuées jusqu’a présent sur les cancérogénes
chimiques ont toujours été limitées aux conséquences de I’action du cancérogéne en général,
sans pouvoir tenir compte de la diversité des adduits qui se forment sur ’ADN ni de la
réponse cellulaire spécifique a chacun de ces adduits. Cette limitation provient parfois du
manque d’informations sur la nature et la structure des lésions formées, mais surtout de
I'impossibilité d’induire un seul type d’adduit sur 'ADN. Dans le cas du 4NQO, un modéle
de cancérogéne ultime a été mis au point au laboratoire : 'Ac-4HAQO. Ce composé est
capable de modifier PADN in vitro et son utilisation a permis de déterminer la nature et
la structure des différents adduits du 4NQO.

Nous nous proposons maintenant d’étudier les conséquences biologiques de la
formation de chacune des 1ésions du 4NQO, en particulier des adduits N2-G et C8-G. Nous
tenterons de déterminer leur toxicité et leur mutagénicité respectives mais aussi la nature
des mutations qu’ils induisent et les mécanismes moléculaires provoquant I’apparition de ces

mutations.

Une des seules études moléculaires de ce type est celle effectuée sur les deux adduits

formés en C8 de la guanine par le N-AAF et cela grice a 'utilisation des deux modéles de
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cancérogénes ultimes décrits précédemment; ’utilisation de I’'un ou de ’autre pour modifier
I’ADN in vitro permet d’obtenir la lésion que I'on désire étudier. Les conséquences
conformationnelles et biologiques de la formation des adduits C8-AF et C8-AAF sont
maintenant parfaitement caractérisées et ces résuitats constituent en fait les rares outils de
comparaison dont nous disposons pour notre étude.

Pour le 4NQO, la situation est différente de celle du N-AAF puisque tous les
adduits sont formés a partir du méme cancérogéne ultime. Pour étudier I’adduit désiré, nous
devons utiliser la propriété qu’a le noyau quinoléine de se fixer préférentiellement en N2
ou en C8 de la guanine suivant ’état conformationnel de ’ADN utilisé pour la modification
chimique. En effet, sur TADN double brin superenroulé et a 37°C, la modification est
comparable a celle obtenue in vivo avec 50% de N2-G. Au contraire, sur ’ADN simple brin
et a 37°C, on obtient environ 80% d’adduits C8-G. Afin d’étudier spécifiquement chaque
adduit, notre premier travail a été d’améliorer cette fixation préférentielle du cancérogéne
soit en N2, soit en C8 de 1a guanine. La technique mise au point pour cela n’est en fait que
«I’outil» nécessaire a notre étude. Cet objectif atteint, il nous a été possible d’appliquer cette
technique au systtme de mutagénése en avant décrit ci-dessous et qui nous a permis

d’appréhender certaines propriétés biologiques des adduits du 4NQO.

A. MODELE UTILISE

1. Description

Pour cette étude, nous utilisons le modéle de mutagénése en avant mis au point chez
E.coli par Fuchs en vue d’étudier les principaux adduits du N-AAF (Fuchs er al., 1981).

Ce systéeme de mutagéneése utilise le plasmide pBR322 qui peut &tre modifié in vitro
par le modéle de cancérogéne ultime, ’Ac-4HAQO (Fig.9). Le plasmide modifié est utilisé
pour transformer E.coli dont les fonctions SOS auront été ou non induites au préalable. Aprés
transformation bactérienne, le plasmide confére un nouveau phénotype a la bactérie
puisqu’il porte les génes de résistance a 'ampicilline (Ap) et & la tétracycline (Tc). Le géne
Ap est utilisé comme marqueur de transformation : sélection et numérations ne se font que
sur les bactéries devenues résistantes a Pampicilline (ApR). Le géne Tc est pris comme
support d’étude ou cible de mutagéneése : le repiquage individuel des transformants ApR sur
un milieu contenant de la tétracycline permet I'isolement des clones sensibles a cet
antibiotique (ApRTcS); ces clones contiennent un plasmide dont le géne Tc aura été muté

au cours de la réplication.
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Figure 9 : modéle de mutagénése en avant (adapté de Fuchs et al., 1981)
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2. Avantages

Ce modele est d’utilisation simple et présente plusieurs avantages :

- la modification du plasmide par le cancérogéne se fait in vitro; ceci permet de
controler les parameétres de la réaction et de modifier ’ADN sous forme native (superenroulé)
ou dénaturée afin d’obtenir une fixation préférentielle du noyau quinoléine soit en N2, soit
en C8 de la guanine. De plus, I'utilisation du cancérogéne ultime tritié, 'Ac-4HA[2-3H]QO
permet de déterminer le nombre d’adduits par plasmide.

- le choix d’E.coli comme bactérie réceptrice permet de disposer de nombreuses

souches mutantes pour certains génes des fonctions SOS tels que uvrA, uvrC ou umuC. De
plus, 'induction des fonctions SOS de I’hote se fait facilement, par simple irradiation UV
des bactéries avant transformation bactérienne.

- le pBR322 (4360 paires de bases) posséde en début de géne Tc, deux sites de
restriction BamHI et Sall qui délimitent un fragment de restriction de 276 paires de bases
(fragment 6S), facilement séparable du reste de la molécule (fragment 16S). Les fragments
6S mutés sont facilement séquengables, ce qui nous permet de déterminer la nature et la

localisation des mutations induites par I’'adduit étudié.

De plus, ce modéle est particulierement bien adapté a notre étude. En effet, il
permet de détecter tous les types de mutations : additions, délétions ou substitutions.
Effectivement, I’activité de la protéine codée par le géne Tc est particulierement sensible
atout changement d’acide aminé, méme conservatif;; cette sensibilité du systéme est d’ailleurs
confirmée par les résultats obtenus avec les adduits du N-AAF et du GiuP3 puisque tous
les types de mutation ont pu étre détectés (Koffel-Schwartz et al., 1984; Bichara & Fuchs,
1984; Hebert et al., 1988).

B. METHODES UTILISEES
Au cours de cette étude, deux méthodes ont été utilisées (Fig.9) :
- la modification du plasmide entier, sous forme superenroulée
- la modification ciblée sur le fragment 6S du plasmide

1. modification du plasmide entier

Sur la forme superenroulée du plasmide entier, la fixation du cancérogéne ultime
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se fait préférentiellement en N2 de la guanine. Cette méthode sera la plus utilisée au cours

de ce travail.

Aprés transformation bactérienne par un plasmide entiérement modifié et portant
un nombre déterminé d’adduits, la numération des transformants ApR permet de calculer
une efficacité relative de transformation par rapport au plasmide témoin non modifié. Cette
valeur permet d’estimer la toxicité des adduits présents sur le pBR322, ce qui traduit
Paptitude de ces lésions a bloquer la réplication du plasmide. Aprés repiquage des
transformants et criblage des mutants ApRTcS, il est possible de calculer la fréquence de
mutation (mutants isolés/transformants testés), ce qui permet de connaitre la mutagénicité
de la lésion. Grice a une technique de cartographie par délétion (voir Matériel et Méthodes),
on sélectionne les plasmides portant leur mutation sur le fragment 6S; ce fragment est alors
séquencé et Y'on peut déterminer la nature et 'emplacement de la mutation induite par

I'adduit considéré.

2. Modification ciblée sur le fragment 6S

Dans ce cas, le fragment 6S modifié par ’Ac-4HAQO est religué au fragment 16S
non modifié; le plasmide reconstitué est alors utilisé comme précédemment. Les mutants
ApRTCcS sélectionnés en fin d’expérience portent obligatoirement leur mutation sur le
fragment 6S et sont directement séquengables; la cartographie par délétion n’est pas
nécessaire.

Cette méthode sera essentiellement utilisée pour I’étude de la mutagénése induite
par I'adduit C8-G. Pour cela, le fragment 6S purifié aura été dénaturé avant modification
chimique et la fixation du cancérogéne se fera principalement sur le C8 de la guanine.

La modification ciblée sur le 6S sera également appliquée, mais de fagon ponctuelle,
al’étude de la mutagéneése induite par le N2-G. Dans ce cas, le fragment 6S portant les adduits

et utilisé pour la ligation provient d’un plasmide modifié sous sa forme superenroulée.

C. OBJECTIFS

Le controle de la fixation du cancérogéne en N2 ou en C8 de la guanine et
I'utilisation d’un modéle de mutagénése en avant nous permettent maintenant d’étudier les
conséquences biologiques de la formation des deux principaux adduits du 4NQO, le N2-
G et le C8-G. Dans un premier temps, nous estimerons la toxicité respective de ces lésions,

toxicité qui traduit leur aptitude a bloquer la fourche réplicative du plasmide; nous tenterons
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d’établir une corrélation entre le blocage de I’élongation et la déformation conformationnelle
de la double hélice d’ADN que peuvent induire ces deux adduits. La toxicité observée dans
des souches déficientes pour I’excision des lésions devrait nous permettre d’obtenir quelques
informations sur la réparation des adduits du 4NQO.

Aprés avoir déterminé si la mutagénése induite nécessite 1a présence des fonctions
SOS de I'hote, ’étude de 1a mutagénicité des lésions nous permettra d’estimer la capacité
de chaque adduit & étre converti en mutation. Il nous sera alors possible de savoir si les
différents adduits du 4NQO ont le méme role et la méme importance dans la mutagénése
induite in vivo par le 4ANQO. Nous tenterons également de déterminer la nature des mutations
induites spécifiquement par chaque adduit. L’étude de la séquence nucléotidique ou
apparaissent ces mutations devrait nous permettre de proposer certains mécanismes
moléculaires de conversion des lésions prémutagénes du 4NQO en mutation.

De ’ensemble de ces études et par comparaison des résultats du N2-G et du C8-
G, il sera possible d’analyser I'influence du site de fixation d’un cancérogéne sur les
propriétés biologiques et moléculaires de ce composé; de plus, en nous référant aux résultats
obtenus sur le C8-AF et le C8-AAF, nous pourrons comparer les propriétés de 3 adduits
formés sur la méme base et sur le méme atome mais dont la molécule de cancérogéne différe.
Enfin, il faut souligner que ce travail est d’autant plus intéressant qu’il permet d’étudier
une lésion de type N2 induite par une amine aromatique, ce qui n’avait jamais été possible

jusqu’a présent.
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DEUXIEME PARTIE

RESULTATS ET DISCUSSION
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I. MODIFICATION CHIMIQUE DE 1’ADN EN N2 OU EN C8 DE LA GUANINE

Notre premier travail a été de préparer des ADN modifiés soit en N2 soit en C8
de la guanine. La technique utilisée pour cela est en fait un outil nécessaire pour différencier

les deux principaux adduits du 4NQO.

In vivo, la fixation du cancérogéne sur I’ADN se fait a 50% sur ’azote 2 de la
guanine, ’adduit dGuo-N2-AQO (adduit N2-G) étant ’adduit majeur du 4NQO. Les autres
modifications de PADN se font & 30% sur le carbone 8 de la guanine (adduit dGuo-C8-
AQOouC8-G)eta 15% sur I'azote 6 de I’adénine (adduit dAdo-N6-AQO ou N6-A) (Bailleul
et al., 1981, Galiégue-Zouitina et al., 1985 et 1986).

En utilisant le modéle de cancérogéne ultime qu'est "Ac-4HAQQO, la fixation

préférentielle de la quinoléine en N2 de Ia guanine nécessite ’utilisation d’ADN double brin;
in vitro, la proportion des différents adduits obtenus a 37°C est alors comparable & celle
observée in vivo. Par contre, sur TADN simple brin la fixation de la quinoléine se fait
préférentiellement en C8 de la guanine (75%) (Galiégue-Zouitina et al., 1984).

Dans le but d’améliorer la fixation en N2, différents essais de modification ont été
réalisés a faible force ionique (TE 0,25X) et pour différentes températures de réaction (37°C,
0°C et -10°C). De méme pour la fixation en C8, la modification de 'ADN dénaturé a été
réalisée soit a4 37°C immédiatement aprés dénaturation, soit 8 95°C.

L’analyse des hydrolysats enzymatiques d’ADN modifiés est effectuée par
chromatographie liquide a haute pression (CLHP). Les profils d’élution obtenus & 365nm
sont caractéristiques de la modification (voir Matériel et Méthodes, Fig.15, p.83) et
permettent de calculer la proportion de chaque adduit pour les différentes conditions

expérimentales de réaction (Tableau II).

Alors que la modification du plasmide natif 4 37°C respecte la proportion des
adduits in vivo (Galiégue-Zouitina et al., 1985), celles effectuées a 0°C et -10°C permettent
de disposer d’ADN plasmidiques comportant respectivement 70 et 80% d’adduits N2-G;
paralléelement, la proportion d’adduits C8-G et N6-A diminue de moitié a -10°C par rapport
a 37°C. A basse température, la réactivité de PAc-4HAQO est cependant moins forte pour
I'ADN qu’a 37°C et le nombre d’adduits sur le plasmide est moins important (environ 4 fois).
Cette baisse de réactivité peut étre compensée partiellement en augmentant le rapport DiAc-
4HAQO/ADN (voir Matériel et Méthodes); la proportion des différents adduits reste la
méme.

Sur PADN simple brin, 1a modification 4 95°C permet d’obtenir 90% de C8-G; les
adduits N6-A ne représentent plus que 4% de la modification totale et les adduits N2-G

ne sont pratiquement plus formés.
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Tableau II. Proportion des principaux adduits du 4 NQO en fonction de la
température de modification chimique et de ’état conformationnelde ’ADN.

Température N2-G C8-6G NG -A
C) (%) (%) (%)
37 52 27 15
ADN
0 70 17 10
superenroulé
-10 80 10 6
ADN 37 3,5 75 19
simple brin
95 2 90 4

La fixation du cancérogeéne sur le C8 ou le N2 de la guanine est le résultat de la
réaction de I’espéce électrophile sous deux formes tautomériques (Fig.2, p.10); eneffet, aprés
activation du 4NQO in vivo ou in vitro, le cancérogéne ultime perd son séryle ou son acétyle
pour former un ion nitrénium en équilibre avec un carbénium. Par substitution de
I’hydrogéne en C8 de la guanine, I'ion nitrénium conduit a ’adduit C8-G; I’ion carbénium
réagit Iui sur les azotes 2 de la guanine ou 6 de I'adénine pour former les adduits N2-G et
N6-A (Galiegue-Zouitina et al., 1986; Demeunynck et al., 1986). A 37°C, la fixation du
carbénium en N2 est favorisée et I’adduit N2-G est formé a 50%. A basse température, la
réactivité globale de I’espéce électrophile vis-a-vis de PADN semble diminuer mais la
fixation préférentielle du carbénium sur I’'azote 2 de la guanine est encore plus marquée
puique I’on peut alors obtenir jusqu’a 80% d’adduits N2-G.

La structure tertiaire de I'ADN doit cependant jouer un role prédominant dans
I’orientation de la réaction, probablement en modifiant I’électronégativité et/ou 1'accessi-
bilité de ses atomes, en particulier N2 et C8 de la guanine. Il a déja été démontré que les
agents électrophiles réagissent différemment sur la guanine lorsque celle-ci est libre ou dans
un ADN simple brin; en effet, ’adduit C8-G n’est obtenu majoritairement que sur PADN
dénaturé et, lorsque ’on modifie de la désoxyguanosine par PAc-4HAQO, seul I'adduit
dGuo-C8-AQO est formé (Bailleul ef al., 1981). Le méme phénomeéne a été décrit pour

d’autres cancérogénes. C’est le cas des deux énantioméres du benzopyréne-diol-époxyde |
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ou un adduit guanine mineur est formé en plus grande proportion sur FADN dénaturé
(Pulkrabek et al., 1979). De méme avec le N-acétoxy-N-acétylaminofluoréne (N-Aco-
AAF), on obtient in vitro les 2 adduits dGuo-N2-AAF (N2-AAF) et dGuo-C8-AAF (C8-
AAF) sur ’ADN natif (Kriek, 1972) alors que sur PADN dénaturé, seul I'adduit C8-AAF
est formé (Fuchs, 1978).

En utilisant le modegle de cancérogéne ultime in vitro, nous sommes donc capables
de maitriser le nombre et la proportion des adduits du 4NQO. Ce résultat nous permet
maintenant d’étudier chacun des deux principaux adduits : le N2-G et le C8-G. En effet,
nous allons pouvoir dissocier leurs effets, en particulier au niveau de la toxicité, de la
mutagénicité mais également de la nature des mutations induites par ces deux lésions.
Indirectement, nos résultats devraient aussi apporter certaines informations sur ’adduit
mineur N6-A.

Cette approche est d’autant plus intéressante qu’elle permet ’étude d’une lésion de
type N2 induite par une amine aromatique, ce qui semble ne pas étre possible pour le N-
Aco-AAF; en effet, 'adduit N2-AAF est mineur et la fixation préférentielle sur I’azote 2
de la guanine n’est pas réalisable actuellement.

L’adduit N2-G est directement impliqué dans I’appariement de bases G:C,
probablement dans le petit sillon de la double hélice, alors que le C8-G semble se trouver
dans le grand sillon; Cette étude des 1ésions induites par un méme cancérogéne sur une méme
base mais en 2 sites différents de la guanine est donc trés intéressante : elle nous permettra
d’analyser I’influence du site de fixation du cancérogéne sur les conséquences biologiques
de la modification de ’ADN.

II. TOXICITE ET REPARATION DES ADDUITS DU 4NQO

A. TOXICITE

Lorsque I'on utilise un plasmide modifié par un cancérogéne pour transformer une
bactérie, on observe une diminution plus ou moins forte de 1a proportion de transformants
par rapport au plasmide non modifié. Ce phénoméne peut refléter le blocage de la réplication

du plasmide par la lésion et traduit la toxicité de la lésion considérée.

Afin d'étudier la toxicité des adduits N2-G et C8-G du 4NQO, nous utilisons la
possibilité d’obtenir des plasmides portant une proportion et un nombre différents d’adduits
N2-G. Aprés transformation bactérienne, la numération des transformants résistants a

I'ampicilline (ApR) permet de calculer ’efficacité de transformation du plasmide modifié
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et du plasmide témoin non modifié (en transformants par ng d’ADN). Le rapport de ces deux

valeurs donne P'efficacité relative de transformation (ERT, en %) pour le nombre d’adduits

du plasmide considéré.

La figure 10 représente les ERT obtenues dans la souche sauvage AB1157 pour des
plasmides portant de 0 4 120 lésions dont 50 ou 80% d’adduits N2-G. On observe que 'ERT
chute lorsque le nombre d’adduits augmente ce qui démontre que ces 1ésions et leur nombre

sont bien responsables du phénomeéne observé. De plus, a nombre égal de lésions, la chute

d’ERT est plus forte lorsque 'adduit N2-G est plus représenté (80%).
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Figure 10: Efficacité relative de transformation (ERT) dans la souche
sauvage AB1157 en fonction du nombre de lésions par plasmide; m 50%

d’adduits N2-G; e 80% d’adduits N2-G.
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A I'aide de ce diagramme, il est possible de calculer le nombre d’adduits provoquant
une survie de 37% des plasmides transfectés dans la bactérie; cette valeur, que par commodité
nous appelerons le 37%, correspond d’aprés la loi de Poisson, a 1 événement léthal par
plasmide (Koffel-Schwartz et al., 1984) et traduit la toxicité des 1ésions considérées. Ce 37%
est de 24 lésions pour 50% de N2-G alors qu’il n’est que de 10 lésions pour 80% d’adduits
N2-G; la toxicité observée, beaucoup plus forte lorsque I'adduit N2-G est en plus grande
proportion, est donc directement fonction du pourcentage d’adduits N2-G. Dans cette méme
expérience, la toxicité chute de moitié alors que les pourcentages de C8-G et de N6-A
doublent (Tableau II, p.37); ceci démontre que les adduits mineurs ont peu d’influence dans
la toxicité observée. Nous pouvons donc affirmer que les adduits C8-G et N6-A présentent
une toxicité négligeable par rapport au N2-G.

Cette faible toxicité du C8-G est d’ailleurs une des raisons pour lesquelles nous
n’avons pas utilisé la méthode de modification ciblée sur le fragment 6S (en C8 de la guanine)
pour déterminer la toxicité de 'adduit C8-G. En effet, les chutes d’ERT observées auraient

été trop faibles pour permettrent une détermination précise du 37%.

De ces différents résultats, il apparait clairement que le dGuo-N2-AQO est le plus
toxique des adduits du 4NQO; représenté a 50% in vivo, il est probablement le principal
responsable de la toxicité du 4NQO observée aussi bien chez le Procaryote que chez

PEucaryote (Sugimura, 1981).

La toxicité d’une lésion est corrélée a un arrét de Ia réplication par blocage de ’TADN
polymérase. La déformation de la double hélice provoquée par I’adduit peut expliquer cet
arrét de I’enzyme; cette corrélation a été parfaitement démontrée grice aux travaux effectués
sur les deux adduits C8 du N-AAF. En effet, il a été décrit que le C8-AF induit une
déformation faible de 'ADN (Modele externe) et qu’il ne semble pas bloquer la réplication;
ceci a pu étre démontré de maniére directe a ’aide d’une étude montrant que 'activité 3’-
5’ exonucléasique de ’ADN polymérase du phage T4 (Polymérase T4) n’est pas bloquée au
niveau de cette lésion. Dans la cellule, ces propriétés se manifestent par une faible toxicité
puique le 37% du C8-AF est atteint pour 60 adduits (Bichara & Fuchs, 1985). Par contre,
son équivalent acétylé, le C8-AAF, provoque une déformation importante de ’ADN associée
a une dénaturation de la double hélice (Modele insertion-dénaturation); cette lésion bloque
les ADN polymérases procaryotes et eucaryotes (Moore et al., 1981) et sa toxicité est élevée
puisque le 37% correspond a 15 adduits par plasmide (Koffel-Schwartz et al., 1984).

Dans le cas du 4NQOQO, les récents travaux de I’équipe de I.Walker sont venus
démontrer, en utilisant notre modéle de cancérogéne ultime, que I’adduit N2-G est capable
d’inhiber I'activité exonucléasique de la Polymérase T4 alors que 1’adduit C8-G ne 1'est pas

(Panigrahi & Walker, 1989). Ce résultat a d’ailleurs été confirmé au laboratoire par Galiegue-
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Zouitina qui observe qu'un ADN simple brin portant 16 adduits N2-G n’est pas ou peu digéré
par la Polymérase T4 alors qu’un ADN non modifié ou modifié par 32 adduits C8-G est
trés rapidement dégradé (résultats non publiés). De plus, de précédents travaux ont démontré
qu'un ADN portant 50% d’adduits N2-G est trés sensible a I’attaque par I'Endonucléase S1,
DNase spécifique des régions simples brins de ’ADN; cette dégradation enzymatique a
probablement lieu autour de la lésion et sur le brin complémentaire (Galiegue et al., 1982).

Ces différents résultats, corrélés avec la forte toxicité du N2-G (comparable a celle
du C8-AAF), viennent renforcer ’hypothése proposée par Galiegue-Zouitina et Bailleul sur
la conformation de ’ADN induite par le 4NQO (Galiégue-Zouitina, 1984; Bailleul, 1984)
et selon laquelle Padduit N2-G, impliqué dans 'appariement des paires de bases, serait situé
dans le petit sillon et capable de provoquer une déformation importante de la double hélice;
I'adduit C8-G, probablement localisé dans le grand sillon et démontré peu toxique,

répondrait 4 un modéle de type C8-AF et ne déformerait pas la double hélice.

B. REPARATION

Il1a été démontré qu'une souche sauvage d’E.coli dont ’ADN génomique est modifié
in vivo par le 4NQO est capable d’exciser 85% des lésions en 60 minutes (Ikenaga et al., 1975).
De plus, cette réparation nécessite le produit des génes uvrAd, uvrC, recA et polA (Kondo
et al., 1970), soit un systeme UvrABC complet et efficace.

Afin de démontrer que I'adduit N2-G est bien excisé par le systéeme UvrABC, nous
avons étudié les chutes d’ERT de plasmides modifiés a 55% en N2 dans la souche sauvage
ABI1157 et dans les souches uvrd et uvrC (c’est-a-dire mutées sur le géne uvrA ou uvrC). Les
résultats nous permettent d’estimer la toxicité des lésions dans ces différentes souches
(Fig.11). Alors que I’on obtient un 37% de 20 adduits dans AB1157, il n’est que de 5 environ
dans les souches déficientes pour Pexcision.

Ceci confirme I'implication du systéme UvrABC dans la réparation des adduits du
4NQO. De plus, 'adduit N2-G est la seule des l1ésions du 4NQO suffisamment toxique pour
expliquer un 37% de 5 adduits dans uvr4 et uvrC; nous pouvons donc penser que ce résultat
démontre la réparation de I’adduit N2-G par UvrABC.

La faible toxicité de 'adduit C8-G étant masquée par celle du N2-G beaucoup plus
forte, la méme expérience réalisée avec 80% d’adduits N2-G ne nous aurait pas permis de
conclure quant a la réparation du C8-G. L’excision de 85% des 1ésions observée par Ikenaga
semble cependant impliquer que le N2-G n’est pas le seul adduit du 4NQO a étre réparé
par excision.

Il est intéressant de citer a ce niveau les travaux de I’équipe de Waters chez

PEucaryote (Mirzayans et al., 1981 et 1985; Edwards et al., 1987); en effet, ces auteurs ont
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mis en évidence un autre type de lésions induites par le 4NQO, les cassures simples brins
de classe I (4NQO-classI SSB), obtenues apres un bref traitement alcalin de PADN modifié.
I1 a été proposé que ces cassures résulteraient des sites apuriniques créés par 'adduit C8-
G instable en milieu basique (Bailleul et al., 1989). Waters et son équipe ont démontré que
ce type de lIésion est rapidement réparé aissi bien dans les cellules normales que dans les
fibroblastes de Xeroderma pigmentosum déficients pour Pexcision. Il semble donc que
Padduit C8-G ou la lésion résultant de sa dégradation puisse étre également réparé par une
autre voie que le systéme d’excision-réparation. Cette propriété du C8-G pourrait d’ailleurs
rendre compte du caractére radio-mimétique du 4NQO observé dans les cellules radio-

sensibles de type Ataxia telangiectasia (Regan & Setlow, 1974; Paterson et al., 1979).
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Figure 11: Efficacité relative de transformation (ERT) en fonction du
nombre de lésions par plasmide; 55% d’adduits N2-G; A souche sauvage
ABI1157, ®souche uvr4 AB1886, @souche uvrC AB1884.
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Le 4NQO est également qualifié d’'UV-mimétique en raison de la toxicité qu’il
manifeste dans les cellules sensibles aux UV (bactéries wvr-, cellules de Xeroderma
pigmentosum, par exemple) (Takebe et al., 1972; Ikenaga et al., 1975). Ces observations ont
maintenant une explication moléculaire, tout au moins chez le Procaryote. En effet, I’'adduit
N2-G, le plus représenté in vivo et le plus toxique des adduits du 4NQO, est effectivement
réparé par le systtme UvrABC, principal responsable de la réparation des lésions induites
par les UV.

1. MUTAGENESE INDUITE PAR LES ADDUITS DU 4NQO

Lorsque le dNQO est utilisé pour modifier le chromosome bactérien, les fonctions
SOS de I’hote sont induites (Quillardet et al., 1982); d’autre part, dans une souche recA4 ou
lexA ou le systeme SOS ne peut plus étre induit, les propriétés mutagénes du 4NQO ne se
manifestent plus (Kondo et al., 1970; Ishii & Kondo, 1975; Ivanovic & Weinstein, 1980).
Ces résultats démontrent bien que la mutagéneése induite par les adduits du 4NQO nécessite

la présence des fonctions SOS de la bactérie.

Dans le systéme que nous utilisons, la mutagénése induite par les adduits est estimée
par mesure de la fréquence de mutation (Fm) du géne de résistance a la tétracycline (Tc).
La Fm est donnée par le rapport entre le nombre de mutants Tc sensibles isolés (ApRTcS)
et le nombre de transformants testés (ApR).

Lorsque ’on transforme directement une bactérie par un plasmide modifié par
PAc-4HAQO, la mutagéneése observée est trés faible. Ce phénomeéne a déja été observé dans
ce systeme avec les adduits C8 du N-AAF et interprété comme traduisant I’incapacité du
plasmide 1ésé a induire les fonctions SOS de la bactérie (Koffel-Schwartz ef al., 1984; Bichara
& Fuchs, 1985).

Nous allons tout d’abord nous intéresser 2 démontrer que les adduits N2-G et C8-
G sont effectivement mutagénes et ceci quand les fonctions SOS ont été préalablement
induites chez la bactérie. Pour en apporter la preuve directe, nous utiliserons une souche
mutée sur umuC (GW2100), un des génes responsables de la mutagénése induite par le systéme
SOS (Walker G., 1984; Bagg et al., 1981).

Afin d’évaluer la mutagénicité respective des 2 principaux adduits du 4NQO, nous
allons également mesurer la Fm de différents plasmides en fonction du nombre d’adduits
N2-G ou C8-G.

D’autre part, le systéme pBR322 permet de repérer des mutants forts, Tc sensibles

quelque soit la dose d’antibiotique (Tcy35Tc,,S) mais aussi des mutants résistant a une dose
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moyenne de tétracycline (20ug/ml, voir Matériel et Méthodes); ces mutants faibles
(TcygRTcygS) contiennent un plasmide dont la mutation n’affecte que partiellement la
protéine codée. L’apparition ou non de ces mutants faibles nous fournira déja quelques
informations sur la mutagénése du 4NQO avant d’aborder, dans le chapitre suivant, la nature

des mutations induites par les différents adduits.

A. MUTAGENESE ET SYSTEME SOS

La mutagénése des lésions N2-G et C8-G a été déterminée lorsque les fonctions
SOS ne sont pas induites et ceci 4 I’'aide d’un plasmide portant 45 lésions dont 75% d’adduits
N2-G. La Fm observée est faible (0,3%); il semble donc que le blocage de la réplication d’un
plasmide ne soit pas un événement suffisant chez E.coli pour provoquer la réponse SOS et
induire une mutagénése significative.

La mutagénése du N2-G a été étudiée dans une bactérie dont le systéme SOS est
induit par irradiation UV du chromosome bactérien avant transformation bactérienne. La
figure 12 représente la Fm d’un plasmide modifié par 45 adduits dont 75% de N2-G et ceci

pour des doses croissantes d’irradiation UV des bactéries (en J/m?). On observe que le

________ — Dose UV (J/m?)
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Figure 12: Fréquence de mutation (Fm) en fonction de la dose UV appliquée aux bactéries
avant transformation; plasmide utilisé: 45 lésions dont 75% d’adduits N2-G; souche sauvage
AB1157; @ mutants Tc,,S; 0 mutants TcygR Te, 5.
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maximum de mutagénése est atteint pour 45 J/m2, Dans la littérature, la dose décrite comme
induisant pleinement le réponse SOS est de 30 J/m2, irradiation qui correspond a une survie
de 30% des bactéries. La valeur indiquée par notre dosimétre semblant élevée, nous avons
controlé la survie des bactéries irradiées et obtenons également une valeur d’environ 30%.

Dans cette expérience, la Fm maximale est de 3,4% alors qu’elle n’est que de 0,3%
sans irradiation UV. L’induction des fonctions SOS permet donc d’induire une mutagénése
environ 10 fois plus importante. Une autre confirmation est apportée par 'étude de la
mutagénicité de différents plasmides modifiés mais dans la souche GW2100, mutée sur le
géne umuC décrit comme un des principaux responsables de la mutagénése SOS-induite
(Bagg et al., 1981). Toutes les autres fonctions SOS ont été induites par irradiation des
bactéries (45J/m?); la Fm observée tombe alors 4 0,4 et 0,3% et ceci pour des plasmides
portant respectivement 15 et 30 adduits dont 75% de N2-G et 15% de C8-G (Fig.13, p.47).
Ces valeurs sont comparables a celle obtenue dans la souche sauvage sans induction des
fonctions SOS; il parait donc évident que la mutagénése induite par le 4NQO requiert le
produit du géne umuC. De plus, on peut noter que lorsque I’on double le nombre de lésions
(N2-G et C8-G), la mutagénése n’est pas augmentée; cette observation tend a démontrer
que la protéine UmuC intervient au niveau de la conversion de la lésion en mutation et ceci
au moins pour les deux principaux adduits du 4NQO. Comme I’avaient souligné Wood et
Sedgwick pour le C8-AF (Wood & Sedgwick, 1986), il est étonnant de constater qu’un adduit

ne bloquant pas la réplication (C8-G) présente une mutagénése UmuC-dépendante.

De ’ensemble de ces résultats, nous pouvons conclure que la conversion des adduits
du4NQO en mutations nécessite I’'intervention des fonctions SOS de ’hoéte, la protéine UmuC
étant directement impliquée dans ce phénomeéne; le mécanisme de mutagénése n’est donc
pas de type direct-miscoding comme dans le cas des alkylants (voir Généralités) mais semble
correspondre au modéle plus complexe proposé par Wood et Sedgwick ou RecA* incorpore
une base erronée face a l'adduit, UmuC et UmuD clivée permettant la reprise de la

réplication au-dela de la lésion par ’ADN polymérase (Wood & Sedgwick, 1986).

B. MUTAGENICITE DES LESIONS

Les expériences décrites dans la littérature n’ont jamais permis de déterminer si
tous les adduits du 4NQO pouvaient induire des mutations et si tous les adduits mutagénes
avaient la méme importance dans la mutagénése observée. L’adduit N2-G est certes le plus
représenté in vivo mais il n’est pas rare que la lésion majeure ne soit pas la plus mutagéne.
C’est le cas par exemple du C8-AAF, le plus mutagéne des 2 adduits C8 du N-AAF et présent

in vivo a 23% contre 70% pour le C8-AF; pour le cisplatine, drogue anti-tumorale capable
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d’induire des adduits intrachaines entre deux purines adjacentes, il a été démontré que les
adduits formés dans les séquences ApG (25% de la modification totale in vivo) étaient 5 fois
plus mutagénes que les adduits formés sur les GpG (65% de la modification totale in vivo)
(Burnouf ef al., 1987). Dans le cas du diméthyl-benzanthracéne, la situation est encore plus
extréme puisque ’essentiel de la mutagénése observée in vivo semble étre di 4 un adduit
mineur présent sur I’adénine (Quintanilla e a/., 1988; Bailleul et al., 1988). Nous avons donc
cherché a2 mesurer le potentiel mutagéne des adduits du 4NQO, en particulier des 1ésions
N2-G et C8-G.

Pour cela, nous avons utilisé deux approches différentes pour étudier chaque adduit
(voir Matériel et Méthodes) :

- la modification du plasmide entier (superenroulé) pour obtenir principalement
le N2-G

- la modification du fragment 6S dénaturé qui porte alors essentiellement des
adduits C8-G

Pour I'adduit N2-G, nous avons déterminé la Fm de différents plasmides modifiés
(N2-G=75%). Ces plasmides sont utilisés pour transformer la souche sauvage préalablement
irradiée (45J/m?2); le rapport entre le nombre de mutants TcS isolés et le nombre de
transformants testés nous donne la Fm pour le nombre de 1ésions présentes sur le plasmide
(Fig.13). Lorsque le pBR322 n’est pas modifié, la Fm n’est que de 0,03% (1 clone TcS/3500
ApR). Cette valeur correspond tout a fait 4 la fréquence de mutagénése spontanée et constitue
le bruit de fond du systéme. On observe que la Fm augmente de fagon linéaire en fonction
du nombre de lésions; la mutagénése obtenue dans nos expériences est donc bien induite
par les adduits. Pour 40 lésions, la Fm obtenue est de 3%; dans le méme systéme et pour
le méme nombre d’adduits, elle n’est que de 0,6% pour le C8-AF et de 1% pour le C§-AAF.
Les 75% de N2-G et 15% de C8-G semblent donc responsables d’une mutagénése 3 fois plus
importante que celle du C8-AAF; ceci confirme le caractére particuliérement mutagéne du
4NQO.

Ces données vont nous permettre d’estimer la mutagénicité du N2-G, mais
auparavant nous avons mesuré la Fm d’un plasmide modifié uniquement sur le fragment
BamHI-Sall (fragment 6S) du géne Tc, 2 90% en C8 de la guanine. Lorsque ce fragment
porte 6,8 adduits, la Fm obtenue est de 1,09% (25 clones TcS/2285 clones ApR testés); dans
le méme systéme, pour 6 adduits C8-AAF par 6S, on observe une Fm de 1,1%. Il semble
donc que ’adduit C8-G ait le méme pouvoir mutagéne que le C8-AAF; le facteur 3 observé
dans ’expérience précédente ou le N2-G est le plus représenté pourrait donc rendre compte
de la trés forte mutagénicité de cet adduit N2-G.

Pour concrétiser cette observation, il est possible d’évaluer la mutagénicité
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Figure 13: Fréquence de mutation (Fm) en fonction du nombre d’adduits par plasmide.
pBR322. Préirradiation UV des bactéries: 45J/m?2; 75% d’adduits N2-G; souche sauvage
ABI1157: ¢ mutants Tc,,5, 0 mutants Tc,g® Tc,yS; souche umuC (GW2100): Amutants
Tc,,S.

respective du N2-G et du C8-G. La mutagénése du N2-G a été étudiée sur le plasmide entier
(cible de mutagénése : géne Tc, 1200 pb) alors que celle du C8-G est observée sur le fragment
6S (276 pb); il nous faut donc calculer une valeur standart qui permette une comparaison
quantitative de la mutagénése obtenue par les deux différentes méthodes. Cette valeur est
le MCS (Mutation Cross-Section ou «section efficace de mutagénése») qui se définit comme
la fréquence de conversion (10-3) d’une lésion prémutagéne en mutation non silencieuse
(Koffel-Schwartz et al., 1984). Dans notre cas, nous calculerons le (MCS),, (av pour average)
qui correspond au MCS moyen sur la cible de mutagénése choisie pour mesurer la Fm (ici
: le géne Tc ou le fragment 6S). Ce (MCS),, évalue la mutagénicité globale de la lésion
présente sur la cible; en d’autres termes, il ne tient pas compte des variations éventuelles
de mutagénicité d’un site a Pautre de la cible, variations dues & I'influence possible de la
séquence nucléotidique sur la conversion de 1a 1ésion en mutation (Hot spot ou séquence
«chaude» de mutagénése). De plus, cette valeur n’est réellement significative que si la cible
ne présente pas de séquences plus réactives que d’autres envers le cancérogéne; avec le 4NQO,
il faut donc que chaque guanine ait la méme probabilité de porter une Iésion prémutagéne.

Pour le 4NQO, cette condition est remplie; en effet, les travaux de I'équipe de

I.Walker qui utilise notre modeéle de cancérogéne ultime in vitro, démontrent qu’il n’existe
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pas de fixation préférentielle de la quinoléine sur certaines séquences de I’ADN, aussi bien
pour I'adduit N2-G que pour le C8-G (Panigrahi & Walker, 1989).

Avant de calculer les MCS respectifs des adduits N2-G et C8-G, nous définirons
certaines abréviations utilisées :
-(MCS),,N2-Gz5: MCS moyen obtenu avec 75% d’adduits N2-G sur le
plasmide
-(MCS),,N2-G : MCS moyen extrapolé a 100% d’adduits N2-G sur le
plasmide
-(MCS),,C8-G : MCS moyen obtenu avec 90% d’adduits C8-G sur le
fragment 6S (les 2% d’adduits N2-G sont négligeables)
La contribution de I'adduit N6-A a été volontairement négligée dans ces calculs.
En effet, la littérature sur la mutagénése du 4NQO indique gqu’aucune mutation n’apparait

sur I’adénine et ce résultat a été confirmé dans le systéme que nous utilisons (voir chap.IV).

Pour calculer le (MCS),, de I'adduit N2-G, nous considérerons un plasmide modifié
a 75% en N2 et portant 100 lésions, soit 28 adduits sur le géne Tc. D’apreés la figure 13, la
Fm observée sur ce géne est de 8% soit 80.10-3 mutations pour 28 adduits. Pour 1 adduit,
on obtient 0,08/28 = 2,9.10-3 mutations d’ou (MCS),,N2-Gy5=2,9. Autrement dit, sur 1000
lésions prémutagénes, 2,9 sont converties en mutation non silencieuse; les 997,1 restantes
sont réparées par excision, n’induisent aucune mutation ou sont converties en mutation

silencieuse.

Pour le C8-G, la cible de mutagénése est le fragment 6S. Pour 6,8 adduits par 6S,
la Fm obtenue sur cette cible est de 1,09% soit 10,9.10-3 mutations. Pour 1 1ésion par cible,
on obtient 10,9.10-3/6,8 = 1,6.10-3 mutations d’ou (MCS),,C8-G = 1,6.

Pour le C8-AAF, le (MCS),, calculé avec le 6S comme cible de mutagénése est de
1,8. Lorsque la totalité du plasmide est modifiée par le C8-AAF, la cible est alors le géne
Tc entier et le (MCS),, passe de 1,8 a 1,2 (Koffel-Schwartz et al., 1984); ce biaisage lié a
la cible choisie traduit probablement une plus grande sensibilité aux mutations du début du
géne Tc. On peut considérer que le méme biaisage s’applique a la valeur obtenue pour le
C8-G et I'on obtient alors (MCS),,C8-G = 1,1 avec le géne Tc comme cible de mutagénése.

Le (MCS), ,N2-G,5 a été obtenu avec un plasmide modifié 2 75% en N2 et 15%
en C8; si I'on tient de cette proportion et du (MCS),,C8-G, il est possible de calculer un
(MCS), ,N2-G pour 100% d’adduits N2-G :

0,75 . (MCS),,N2-G + 0,15 . (MCS),,C8-G = 100% . (MCS), ,N2-G
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On obtient alors (MCS),,N2-G = 3,6. Nous pouvons donc affirmer que ’adduit N2-
G est au moins 3 fois plus mutagéne que ’'adduit C8-G. En tenant compte de la répartition
50/30 in vivo et de la mutagénicité respective de ces deux adduits, nous avons calculé que
I’'adduit N2-G était responsable de plus de 80% de 1a mutagénése induite par le 4ANQO. Les
caractéristiques de ce cancérogéne (UV-mimétisme, toxicité et mutagénicité élevés) sont
donc essentiellement dues aux propriétés intrinséques de son adduit majeur, le dGuo-N2-
AQO.

Au cours de nos expériences de mutagénése, nous avons obtenu une certaine
proportion de mutants faibles (Tc,gRTc,,5), aussi bien avec I'adduit N2-G qu’avec le C8-
G. Cette proportion est de 50% pour le N2-G (Fig.12 et 13) et de 12% pour le C8-G (3/
25). Ce phénotype correspond a la mutation d’un codon et donc un changement d’acide aminé
n’inactivant que partiellement la protéine codée par le géne Tc; cette mutation sera
obligatoirement une substitution puisque les délétions conférent systématiquement le
phénotype TcyoS par décalage du cadre de lecture (-1 ou -2 bases) ou perte d’acide aminé
(-3 bases en phase). Nous pouvons donc attendre une certaine proportion de substitutions
pour les deux adduits mutagénes N2-G et C8-G. Cependant, les valeurs de 50 et 12% ne
sont pas interprétables; en effet, ces proportions dépendent assez peu du type de substitution
mais surtout du changement d’acide aminé induit par la mutation et de sa localisation dans

la protéine.

IV. NATURE DES MUTATIONS INDUITES PAR LES ADDUITS DU 4NQO

Avant d’aborder ce chapitre, il nous semble important de bien différencier les
adduits C8-G et N2-G; en effet, bien que la molécule de cancérogéne soit la méme et se
fixe sur la guanine dans les deux cas, nous pouvons rappeler que les sites réactifs sont
différents a 1a fois sur le noyau quinoléine (C8-G : nitrénium en position 4; N2-G : carbénium
en C2) et sur la base (N2 ou C8); de plus, seul I'adduit N2-G intervient directement dans
Pappariement des paires de bases G:C. Certaines études physico-chimiques semblent
indiquer que les déformations de PADN induites par les 2 1ésions sont différentes, ce qui
d’apreés nos résultats, peut étre corrélé aux propriétés biologiques de chacun de ces adduits.
Nous allons maintenant voir si ces différences ont également des conséquences sur la nature

des mutations induites par ces deux principaux adduits.

Les plasmides utilisés pour I’étude du C8-G ont été obtenus par modification ciblée

sur le fragment 6S du géne Tc (voir Matériel et Méthodes); pour le N2-G, nous avons
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également utilisé cette technique mais la majorité des mutants a été isolée a partir de
plasmides entiérement modifiés; dans ce cas, une cartographie par délétion a été nécessaire
afin de sélectionner les clones dont le plasmide est muté sur le fragment 6S. En effet, nous
avons limité notre étude des mutations induites a ce fragment de restriction de 276 paires
de bases, compatible avec les méthodes de séquengage en une étape (technique de Maxam
& Gilbert, 1977).

Les mutants TcS sélectionnés a partir de plasmides modifiés a 90% en C8 de la
guariine vont nous permettre de déterminer la nature des mutations induites spécifiquement
par ’adduit C8-G; comme nous pourrons le constater, les 4% de N6-A ne vont induire aucune
mutation,

Pour les plasmides modifiés a 75% en N2 de la guanine, il est important de
démontrer que les mutations analysées sont bien induites par les adduits N2-G et non pas
par les autres adduits présents sur le plasmide, c’est 4 dire le C8-G (15%) et le N6-A (53%).
Pour I’adduit N6-A, nous verrons qu’aucune mutation n’implique une adénine. En ce qui
concerne le C8-G, nos précédentes études ont démontré que cet adduit est environ trois fois
moins mutagéne que le N2-G; lutilisation du (MCS),, respectif de chaque adduit nous a
permis de calculer que la mutagénése induite par le C8-G sur ces plasmides est négligeable
puisqu’elle ne représente pas plus de 3% de la mutagénése totale observée. De plus, comme
nous le verrons plus loin (chap.V), 'analyse des mutations observées avec 75% de N2-G ou

90% de C8-G révele des caractéristiques différentes pour ces deux adduits.

La séquence nucléotidique compléete du fragment 6S est reportée sur la figure 14
(p.62)

A. MUTATIONS INDUITES PAR L’ADDUIT N2-G

L’analyse porte sur 17 mutants isolés a partir de la souche sauvage AB1157 (Tableau
III). Sur ces 17 mutants, 6 ont été obtenus par mutagénése ciblée sur le fragment 6S; le nombre
de lésions par plasmide ou par 6S est reporté dans le Tableau III. Toutes les expériences de
mutagénese ayant permis d’isoler ces mutants ont été réalisées aprés induction des fonctions
SOS de 1a bactérie (45J/m2); nous avons cependant séquencé un mutant non SOS-induit :
NW17. D’autre part, il faut préciser que seuls les mutants forts de phénotype Tc,S ont été
séquencés; le biaisage introduit sera corrigé plus loin.

Le séquengage des 17 mutants a permis d’identifier et de localiser 19 mutations;

en effet, les mutants NW2 et NW3 portent 2 mutations sur leur fragment 6S. On constate
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Tableau III. Mutagénése induite par ’adduit N2-G: description des mutants; (c): changement

d’acide aminé conservatif.

Mutant Adduits Induction Site de Mutation Changement
/pBR322 SOS mutation d’acide aminé
NWI 120 + 411-412 -G
NWw2 120 + 415 -G
NW3 1,2/6S + 416 -G
536-540 -G
NWw4 1,2/6S + 578-586 -GCG
NWS35 45 + 393 G.C->AT Arg -> His (¢)
NW6 45 + 449 G:.C->AT Asp -> Asn (c)
NW7 1,2/6S + 524 G:C->A:T Gly -> Ser (¢)
NW8§ 45 + 528 G:.C->A:T Pro -> Leu
NW9 120 + 528 G:C->AT Pro -> Leu
NWi0 1,2/6S + 549 G:C->A:T Gly -> Asp (¢)
Nw2 120 + 447 G:C->T:A Ala -> Val
NWI1 1,2/6S + 513 G:C->T:A Gly -> Val
NWwWi2 1,2/6S + 513 G:C->T:A Gly -> Val
NWi3 45 + 524 G:C->C.G Gly -> Arg
NwW14 30 + 525 G:C->T:A Gly -> Val
NWI15 45 + 525 G:C->T:A Gly -> Val
NWI16 30 + 631 G.C->T:A Gln -> His (¢)
NW17 1,2/6S - 451 G:C->T:A Asp -> Glu (c)

que toutes les mutations impliquent des paires de bases G:C. L’adduit N6-A n’intervient

donc pas; d’apres nos calculs, les 75% de lésions N2-G sont responsables de plus de 95%

de la mutagéneése observée avec ces plasmides; nous pouvons donc affirmer que les mutations

identifiées sont toutes parfaitement ciblées sur les adduits N2-G.

La mutagéneése caractéristique du N2-G nécessitant la présence des fonctions SOS,

notre analyse des mutations portera sur les mutants NW1 a NW16. On observe que 72% des

mutations sont des substitutions (13/18). Cette valeur est cependant sous-estimée. En effet,

nous n’avons séquencé que des mutants TcyoS alors que 50% des mutants N2-G sont faibles

(TcyoBTeyo8) (voir chap.1Il); les mutations portées par ces mutants faibles ne peuvent étre
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que des substitutions puisque toute délétion entraine le phénotype TcqyoS par décalage du
cadre de lecture ou perte d’un codon. Ceci nous permet de corriger le biaisage introduit et
d’affirmer que 86% des mutations non silencieuses induites sont des substitutions; de plus,
cette valeur ne tient pas compte de la proportion non négligeable de mutations silencieuses
induites par le N2-G (dégénérescence du code génétique). De ces résultats, il apparait donc
clairement que 'adduit N2-G du 4NQO induit probablement plus de 90% de substitutions
et peut étre considéré comme spécifique de ce type de mutations.

A ce niveau, on peut remarquer qu’aucune substitution n’aboutit & la formation
d’un codon non sens (ochre, ambre ou opale) alors que sur le fragment 6S, 11 sites sont
susceptibles de donner ce type de codon par substitution d’une guanine (Bichara & Fuchs,
1985). De plus, parmi les 14 substitutions observées, 6 conduisent 4 un changement
conservatif d’acide aminé (selon French & Robson, 1983). Ces différentes observations
démontrent la trés grande sensibilité de la protéine codée par le géne T¢ a toute modification
de sa séquence peptidique; le systéme pBR322 est donc particuliérement bien adapté a notre
étude puisqu’il permet de déceler une trés grande partie des mutations susceptibles

d’apparaitre au cours de la mutagénése.

Si ’on considére les différents types de mutation, on observe :

- Les délétions : elles représentent environ 10% de la mutagénése induite par
Padduit N2-G. Sur les 5 délétions identifiées, 2 sont situées dans des séquences dites
répétitives ou ’on observe au moins 3 répétitions d’une base ou d’un groupe de base. Ces
deux mutations résultent de la délétion d’une unité de répétition a savoir: -G dans la séquence
536GGGGGS540(NW3) et - GCG dans la séquence S78GCGGCGGCG586 (NW4) (numérotation

d’aprés Sutcliffe, 1979). Ce type de mutagéneése a été décrit par Streisinger et apparait selon

un mécanisme bien étudié; ce phénoméne peut se décomposer en trois étapes (d’aprés
Streisinger ef al., 1966) :

- la réparation de la lésion par le systtme UvrABC avec apparition d’une région
simple brin de 12 3 15 nucléotides ou s’amorce la resynthése de FADN

- le «glissement» du brin parental sur le brin néosynthétisé avec désappariement
d’une ou de plusieurs unités de répétition

- la restauration de ’ADN double brin puis 1a délétion de unité de répétition non
appariée par le ou les systémes de réparation adéquats

Cet événement est souvent impliqué dans la mutagénése spontanée (Ripley et al.,
1986; Schaaper et al., 1986) mais sa fréquence est plus élevée en présence de cancérogénes.
Cette mutagénése n’est donc pas spécifique d’un type de lésion puisque tout adduit
volumineux semble susceptible de I'induire (Koffel-Schwartz ef al., 1984; Bichara & Fuchs,
1985; Hebert et al., 1988).
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Les 3 autres délétions (NW1, 2 et 3) sont situées dans une séquence riche en bases
G et C (413GGCGCC418), Ce site correspond a un des «points chauds» de mutagénése de
I’adduit C8-AAF; il a été baptisé Narl car sa séquence correspond au site de restriction
reconnu par cette enzyme (Koffel-Schwartz et al., 1984). Dans le cas du C8-AAF, la
mutation observée est toujours une délétion d’un doublet CG, probablement en 415-416
(Burnouf et al., 1989); de récents résultats permettent de penser que la fixation du C8-AAF
sur Narl peut induire une transition B->Z des 2 nucléotides centraux de ce site; cette
conformation particuliére serait a ’origine d’un mécanisme spécifique de mutagénése, rec4A+
dépendant mais umuDC indépendant, responsable de la délétion de cette forme Z locale
(Koffel-Schwartz & Fuchs, 1989; Burnouf et al., 1989). Avec I'adduit N2-G du 4NQO, nous
n’observons la délétion que d’une seule base et sur différentes guanines du site Nar[; il semble
donc que les mécanismes de mutagénése impliqués dans ce site soient différents pour les
deux adduits N2-G et C8-AAF. Récemment, ce résultat a été confirmé par un essai de
réversion effectué dans le systeme pBR322 modifié in vivo par le 4NQO; la séquence mutée
aréverter comportait un doublet GC supplémentaire dans le site Nar/ du fragment 6S. Alors
que la réversion est importante avec le N-Aco-AAF, aucun révertant -GC n’a été obtenu
avec le 4ANQO (Bintz et Fuchs, en préparation). D’autre part, il a été démontré que I’adduit
N2-G est capable d’inhiber 1a transition B->Z dans les séquences GC alternées (Bailleul e¢
al., 1984). 1l semble donc que le N2-G n’induise pas le méme changement de conformation
du site Narl que le C8-AAF ce qui explique que les mutations observées dans ce site soient

différentes pour les deux adduits.

- Les substitutions : elles représentent la plus grande partie de la mutagénése

observée et nous remarquons que plusieurs types de mutations sont induits sur le plasmide.
En effet, sur les 13 substitutions identifiées, 6 sont des transitions G en A (46%) et 7 sont
des transversions dont 6 Gen T (46%) et 1 G en C (8%). L’adduit N2-G est donc capable
d’induire aussi bien des G en A que des G en T; autrement dit, face au noyau quinoléine
fixé sur 'azote 2 de la guanine, la polymérase semble pouvoir incorporer une thymine (G
en A) ou une adénine (G en T) dans ies mémes proportions. A ce niveau, on peut se demander
si ces deux bases sont incorporées indifféremment ou si certains paramétres peuvent
intervenir dans 'appariement de I'une ou P'autre base avec I’adduit. D’autre part, le ANQO
a toujours été considéré comme induisant principalement des transitions G en A; I'adduit
N2-G, responsable de plus de 80% de la mutagénése induite in vivo par le 4NQO, semble
induire une forte proportion de G en T; il serait donc intéressant de savoir pourquoi ces
transversions n’ont pas été mises en évidence dans les autres systémes de mutagénése. Pour
tenter de répondre 4 ces différentes questions, les résultats de la mutagénése C8-G nous sont

nécessaires et nous reviendrons plus loin sur ces points particuliers (chap.V).
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B. MUTATIONS INDUITES PAR L’ADDUIT C8-G

L’analyse porte sur 10 mutants, tous obtenus a4 partir de plasmides modifiés

uniquement sur le fragment 6S (Tableau IV). Douze mutations ont été identifiées et comme

précédemment, seules les guanines sont affectées; I’adduit N2-G ne représente que 2 a 3%

de 1a modification totale du plasmide pour 90% de C8-G; nous pouvons donc affirmer que

les mutations sont bien ciblées face aux adduits C8-G. De plus, comme nous le verrons plus

loin (chap.V), les mutations induites par le N2-G et ici par le C8-G présentent certaines

caractéristiques différentes; cet argument nous permettra de confirmer que la mutagénése

observée ici est bien induite par I’adduit C8-G du 4NQO.

Tableau IV. Mutagénése induite par ’adduit C8-G : description des mutants; changement d’acide
aminé : (c) conservatif, (nc) non conservatif.

Mutant Induction Phénotype Site de mutation Mutation Changement
SOS d’acide aminé

Cwl + T, 380 -GA

Cw2 + Tcgq® 409 G:C->AT Ile -> Ile
CwW3 + Tcyg? 414 G:.C->AT Gly -> Asp (¢)
Cw4 + Tcgg" Teyg® 464 G C->AT Glu -> Lys (c)
cw2 + Tcgy? 601 G:C->AT Leu -> Leu
CWs5 + Tcgg™ Te ' 613 G.C->AT Gly -> Ser (¢)
CW6 + Tc,® 423 G:C->T:A | Gly -> Val (nc)
Cw4 + Tcyg® Teyg® 431 G:C->T:A Ala -> Ser (¢)
CW17 + Ty 438 G.C->T:A Ala -> Asp (nc)
Cws§ + Tcyy® 570 G:C->T:A Pro -> Giln (nc)
Cwo + Tegg® Teyy® 550 G:C->T:A Leu -> lle (c)
CW10 + Tcyo? 420 G:C->C:G | Thr -> Arg (nc)
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Nos résultats démontrent que I'adduit C8-G est spécifique des substitutions de
paires de bases, comme I’était le N2-G; en effet, si I’on tient compte des 12% de mutants
faibles obtenus avec le C8-G au cours de nos expériences de mutagénése, on peut estimer
4 90% la proportion de substitutions induites par cet adduit. Comme précédemment, les
substitutions sont principalement de deux types : Gen A (5/11) et Gen T (5/11) avec un
rapport similaire a celui du N2-G (45%).

D’autre part, nous avons séquencé 3 mutants faibles (CW4, 5 et 9) afin de vérifier
qu’ils présentent tous des substitutions de paires de bases; effectivement, sur les 4 mutations
identifiées on obtient 2 G en A et 2 G en T; de plus, la proportion transitions/transversions
est la méme que celle observée parmi les mutants Tc,05; ceci nous permet de confirmer que
le choix de mutants forts pour le séquengage n’introduit pas de biaisage sur la proportion
des différentes substitutions identifiées.

La seule délétion observée correspond a la perte d’un doublet de paires de bases
GA en 380-383 (CW1), au niveau du site BamHI (375-380) du fragment 6S. Cette mutation
pourrait étre une conséquence de la construction du vecteur qui utilise une étape de ligation
au niveau de ce site de restriction (modification ciblée sur le 6S). Mais cette mutation se
trouve également dans une séquence présentant deux doublets GA successifs (380-383); il
semble donc plus probable que cette délétion soit survenue selon le mécanisme de Streisinger,

également impliqué dans I’apparition des délétions induites par le N2-G.

De I’ensemble de ces résultats, il apparait que la mutagénése observée avec le C8-
G est similaire 4 celle induite par le N2-G. A ce niveau, il est important de rappeler que
I'adduit C8-G est assez peu mutagéne et ceci nous oblige a prendre en considération toute
autre lésion éventuellement présente sur le plasmide au cours de nos expériences de
mutagénése. En ce qui concerne les adduits N2-G et N6-A, nous avons déja démontré qu’ils
n’intervennaient pas dans la mutagénése observée avec le C8-G et ceci en raison de leur
faible proportion; mais la modification de I’ADN in vitro par I’Ac-4HAQO peut induire la
formation de sites apuriniques (sites AP) (Menichini ef al., 1989). Ces sites AP sont
particulierement mutagénes et spécifiques des transversions G en T (Schaaper et al., 1983);
cette forte mutagénicité des sites AP pourrait donc interférer avec la mutagénése induite
par le C8-G et rendre compte des G en T observés ici. C’est pourquoi nous avons cherché
a démontrer I'implication éventuelle des sites AP dans la mutagénése induite aussi bien par
le C8-G que par le N2-G, notamment parce que les transversions G en T induites par ces

deux adduits n’ont jamais été décrites précédemment avec le 4NQO.
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C. SITES APURINIQUES ET MUTAGENESE INDUITE PAR LE 4NQO

Lorsqu’une base est modifiée par un cancérogéne chimique, la liaison N-
glycosidique est parfois fragilisée; la base portant le cancérogeéne peut se détacher de TADN
et créer ainsi un site apurinique (site AP). Ce phénomeéne s’observe principalement lorsque
le cycle imidazole des bases puriques est modifié; c’est le cas par exemple des adduits formés
en N7 de la guanine par les agents alkylants ou le benzopyréne-diol-époxyde et 'aflatoxine
Bl (Drinkwater et al., 1980; King et al., 1979; Stark et al., 1979). Les sites AP sont 4 I’origine
d’une mutagénése spécifique et dépendante des fonctions SOS; en effet, il a été démontré
que face a ce type de lésion, ’ADN polymérase incorpore principalement une adénine; si
le site dépuriné était une guanine, la mutation créée est alors une transversion G en T
(Schaaper et al., 1983; Kunkel, 1984; Loeb, 1985).

La proportion de G en T que nous observons étant importante aussi bien pour le
N2-G que le C8-G, il nous fallait déterminer si ces transversions n’étaient pas dues aux sites
AP apparus sur le plasmide au cours de la modification chimique et donc avant
transformation bactérienne; dans ce cas, les G en T observés ne seraient plus spécifiques
de 'adduit considéré.

Le pouvoir mutagéne des sites AP a été étudié par Bichara dans le systéme que nous
utilisons; pour | site AP par pBR322, 1a Fm observée est de 0,2%, soit (MCS), AP = 8 lorsque
la cible de mutagénése choisie est le géne Tc (avec (MCS),,AP=MCS moyen des sites AP).
Si 'on compare cette valeur avec le (MCS),, des adduits du 4NQO, on constate que les sites
AP sont respectivement 2 fois et 6 fois plus mutagénes que le N2-G et le C8-G. II est donc
important de connaitre le nombre de sites AP présents sur les plasmides modifiés que nous
avons utilisés,

Les travaux de I’équipe d’Abbondandolo, effectués en collaboration avec notre
groupe, ont permis de purifier des plasmides sous forme superenroulée et de les modifier
par ’Ac-4HAQQO; par action d’une AP endonucléase, les sites AP créés donnent des cassures
simples brins dont le nombre peut étre estimé par électrophorése sur gel d’agarose. Leurs
résultats ont permis de calculer qu’un plasmide modifié par 'Ac-4HAQO a 50% en N2 et
30% en C8 de la guanine comporte au maximum 1 site AP pour 50 1ésions (dont 25 adduits
N2-G et 15 C8-G) (Menichini et al., 1989). Nous n’avons pas d’information sur I"adduit
responsable de la formation de ce site AP; en supposant que les deux adduits soient capables
de donner des sites AP, nous considérons le cas le plus extréme a savoir : le N2-G seul
responsable des sites AP lorsque nous étudierons la mutagénése du N2-G, ou le C8-G seul
responsable des sites AP lorsque nous étudierons la mutagénese du C8-G; a partir du résultat
décrit plus haut, notre fagon de calculer donne : 1 site AP pour 25 adduits N2-G ou 1 site
AP pour 15 adduits C8-G.
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Les mutations induites par "adduit N2-G ont été déterminées a partir de plasmides
dont le taux moyen de modification est de 55 lésions par pBR322 (voir Tableau III, p.51)
soit 42 adduits N2-G (modification a 75% en N2 de la guanine). Pour ces 42 adduits, 1,7
sites AP pourraient apparaitre sur le plasmide (1 pour 25) soit 0,47 sites AP par géne Tc;
le (MCS), AP étant de 8 (cible de mutagénése=gene Tc), 0,47 sites AP donnent une Fm de
0,37%. La mutagéneése induite par un plasmide portant 55 adduits est de 3,8% (Fig.13, p.47)
soit 10 fois plus que celle induite par les sites AP éventuellement présents sur ce plasmide.

Pour ’'adduit C8-G, les plasmides utilisés portent 6,8 lésions par fragment 6S, soit
6,1 adduits C8-G (90%). Ces 6,1 adduits pourraient donner 0,4 sites AP (1 pour 15). Lorsque
la cible de mutagénése choisie est le fragment 6S, le (MCS), AP est de 12 ce qui donne une
Fm de 0,49% pour 0.4 sites AP par 6S. L.a mutagénése obtenue avec ces plasmides modifiés
en C8 est de 1,09% soit 2 fois plus que celle induite par les sites AP éventuellement créés
par les adduits C8-G.

De ces différents calculs, nous pouvons déduire que les sites AP éventuellement
présents sur les plasmides avant transformation bactérienne n’induisent pas plus de 8 4 9%
de la mutagénese observée avec I'adduit N2-G et ceci dans le cas le plus défavorable. Les
transversions G en T identifiées sont donc bien spécifiques de I’adduit N2-G.

Pour le C8-G, nos calculs semblent amener une interprétation différente; en effet,
si les sites AP sont responsables de la moitié de la mutagénése observée, la totalité des G
en T obtenus avec le C8-G pourrait étre induite par ces sites AP créés au cours de la
modification chimique. L’origine des sites AP n’est pas déterminée et nous avons considéré
le cas le plus extréme, mais certains arguments semblent appuyer notre calcul théorique.
D’une part, ’adduit C8-G est instable en milieu faiblement basique; en effet, un composé
C8-G avec ouverture du cycle imidazole a été identifié (ring-opened dGuo-C8-AQOQ; Fig.3,
p.12) (Bailleul er al., 1985); d’autre part, le C8-G semble étre I'adduit responsable des
cassures simples brins observées sur gradient alcalin d’ADN modifié in vivo par le 4NQO
(Edwards et al., 1987; Bailleul ef al., 1989); de plus, ces cassures simples brins proviennent
probablement de la fragilisation des sites AP instables en milieu basique (Mirzayans et al.,
1988). Il est donc vraisemblable que Porigine des sites AP soit effectivement ’adduit C8-
G; les transversions G en T observées dans le systeme pBR322 ne seraient alors pas
spécifiques du C8-G mais artéfactuelles. Les substitutions induites par le C8-G seraient donc
essentiellement des transitions G en A.

La mutagénicité du C8-G est faible par rapport au N2-G; nous I'avions estimée
3 fois inférieure. Si les sites AP sont effectivement responsables de la moitié des mutations
observées ici, le (MCS),, du C8-G, spécifique des G en A, peut étre divisé par 2 et passer
de 1,1 2 0,55, mutagénicité comparable a celle du C8-AF qui induit principalement des G

en T. L’adduit N2-G serait alors 6 fois plus mutagéne que le C8-G. Au niveau de la
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mutagénése globale induite in vive par le 4NQO, que l'on tienne compte ou pas de
I’'observation précédente, on obtient un résultat tout a fait significatif a savoir que I'adduit
N2-G est responsable de 85 a 90% des mutations induites par le 4NQO; ceci s’explique par
la trés forte mutagénicité du N2-G mais aussi par le fait que cet adduit représente 50% des
lésions présentes in vivo. Ce résultat implique que la mutagénése induite par le 4NQO doit
étre comparable a celle du N2-G et que la proportion de transversions G en T induite in
vivo par ce cancérogéne est probablement importante.

A partir de nos résultats et de la répartition des différents adduits in vivo, il est
possible de calculer la proportion des différentes mutations induites par le 4NQQO; in vivo,
on devrait observer :

- 13 a 14% de délétions
- 40 a 43% de transitions G en A
- 37 a 40% de transversions G en T

- 6 a4 7% de transversions G en C

comme l’'indique le calcul précédent, ’'induction ou non de transversions G en T par cet
adduit peu mutagéne n’a pas d’importance sur la mutagénése que I’on devrait observer in
vivo avec le 4NQO. En ce qui concerne 'adduit N2-G, principal responsable de la
mutagénése, nous avons démontré qu’il est spécifique des transitions G en A et des
transversions G en T, induites dans les mémes proportions. On peut donc se demander
pourquoi ce type de transversion n'a jamais été décrit avec le 4NQQO; pour tenter de répondre
a cette question, nous allons maintenant décrire rapidement les différents systémes

précédemment utilisés pour I’étude de la mutagénése induite par ce cancérogéne.

D. MUTAGENESE INDUITE PAR LE 4NQO

La mutagénése induite par le 4NQO a toujours été étudiée aprés traitement de la
bactérie entiére par le précancérogene; le 4ANQO est alors métabolisé dans la cellule et se
fixe sur les différents sites nucléophiles cellulaires dont PADN. Les premiéres études ont
été réalisées dans les systémes dits de réversion ou I’on observe uniquement le retour au
phénotype sauvage d’une bactérie ou d’un phage portant une mutation ponctuelle sur un
géne particulier. Lorsque la séquence nucléotidique du site muté est connue, il est possible
de déterminer la nature de la mutation permettant la réversion.

En 1971, Ishizawa observait que la mutagénése induite par le 4NQO dans le locus
rII du phage T4 résultait essentiellement de transitions G en A (Ishizawa & Endo, 1971).

A l'époque, rien n’était connu sur la nature moléculaire des lésions induites et le principal
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intérét de ce résultat était de démontrer que le 4NQO se fixe essentiellement sur des paires
de bases G:C. Il est important de souligner qu'aucune souche utilisée ne permettait de
visualiser des transitions G en T.

Dans le test d’Ames qui observe le retour a la prototrophie de Salmonellae
typhimurium devenues exigeantes en histidine, le 4NQO fut étudié grace a 4 souches: TA98,
TA100, TA1536 et TA1537. Sur ces 4 souches, la seule capable de détecter des substitutions
(TA100) n’est réversible que par une transition G en A. De nouveau, les G en T n’étaient
pas visualisables; il fut conclu que le 4NQO induisait principalement des G en A mais aussi
des délétions de doublets GC dans la souche TA98 (Ames ef al., 1973; Mac Coy et al., 1981).

Enfin, un autre systéme de réversion appliqué a la Levure sur le géne de I'iso-1-
cytochrome c, permit a Prakash de visualiser des G en A mais aussi une proportion
significative de transversions G en T; aucune mutation de ’adénine ne fut observée alors
que certaines souches utilisées permettaient de les détecter (Prakash et al., 1974).

Il apparait donc clairement que [’interprétation des résultats obtenus dans ces
différents systemes de réversion est limitée puisque tous les types de mutations ne peuvent
étre visualisés, notamment les transversions G en T qui ne sont observées que par Prakash
mais chez I’Eucaryote. Il est également important de signaler que ces systémes de réversion
n’observent la mutagénése induite que sur un nombre trés restreint de sites; de plus, il est
difficile d’obtenir, avec ces systémes, une estimation relative des différentes mutations
observées; en d’autres termes, chaque type de mutation est étudié dans une souche
particuliére et la proportion des différentes mutations induites ne peut étre déterminée.
D’autre part, la nature exacte des lésions prémutagénes formées sur 'ADN n’est pas
déterminée et le biaisage introduit peut étre important; c’est en effet le cas dans les études
du N-Aco-AAF par le systéeme d’Ames (Ames et al., 1972; Mac Cann et al., 1975) : alors
que P’on devrait observer 1a mutagénése induite par ’adduit C8-AAF, il a été démontré que
les résultats obtenus correspondaient & 'adduit C8-AF et cela en raison de la déacétylation
du N-Aco-AAF au cours du traitement de 1a bactérie (Salles et al., 1983; Bichara & Fuchs,
1985).

Le systéeme mis au point dans E.coli par ’équipe de J.H. Miller semble plus adapté
a 'étude du 4NQO; il s’agit d’un systeme de mutagénése en avant mais différent de celui
que nous utilisons puisqu’il est limité a la visualisation des substitutions et ne détecte que
les codons stop créés par le mutagéne étudié. En effet, ce systéme mesure la fréquence
d’apparition de codons ambre (TAG) et ochre (TAA) sur le géne du répresseur Lacl porté
par un épisome. Lorsqu’un codon non sens apparait, le répresseur Lacl est tronqué; le géne
lacZ n’est plus réprimé et induit le phénotype Lac*. L’identification et la localisation de
la mutation induite repose sur 'analyse de la taille du répresseur tronqué (Coulondre &
Miller, 1977-a). Sur les 300 codons du géne, 90 peuvent donner un codon non sens par

substitution d’une des bases du triplet : 30 sites par un G en A, 23 par un G en T et 3 par
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un G en C, les 34 autres codons concernant des thymines et des adénines (Miller J.H. ef al.,
1978). Aprés modification de la bactérie in vivo par le 4NQO, Miller observe 90% de G en
A contre 10% de G en T, pas de G en C et aucune mutation sur 'adénine (Coulondre &
Miller, 1977-b). Le seul désaccord entre les résultats obtenus dans ce systéme et les notres

repose donc sur la proportion de G en T mais nous reviendrons sur ce point.

Sil’on considére les mutations peu représentées avec le 4NQQO, on constate que dans
les deux systémes capables de détecter les mutations de ’adénine (Prakash, Miller), aucune
substitution n’est repérée; il en est de méme avec les transversions G en C; ces deux résultats
sont tout a fait en accord avec ce que nous observons sur le pBR322. En ce qui concerne
les délétions, on peut remarquer que les -GC obtenus dans la souche TA98 du test d’Ames
n’apparaissent pas dans nos résultats. Nous avons démontré que le N2-G n’induisait pas de
-GC dans le site Narl du fragment 6S et les travaux de Bintz ont confirmé ce résultat. Dans
la souche TA98, la séquence a réverter n’est pas un site Nar/ mais une séquence répétitive
constituée de 4 doublets GC (Isono & Yourno, 1974); les -GC observés avec le 4ANQO
résultent donc probablement d’une mutagénése de type Streisinger ce qui est tout a fait en
accord avec nos résultats.

Leseul désaccord entre ces différents résultats et les notres reste la faible proportion
de G en T observés dans le systeme Lacl (10%) alors que ces transversions représentent prés
de la moitié des substitutions induites sur le pBR322. Cependant, les conditions
expérimentales sont différentes : nous étudions les adduits du 4NQO formés in vitro,
uniquement sur ’ADN; Miller utilise le 4NQO et traite la bactérie entiére. Certains

parameétres du systéeme Lacl pourraient donc expliquer la différence de résultats observée

-le 4NQO est métabolisé dans la bactérie et modifie également 'ARN et les
protéines, les conséquences de ces modifications chimiques n’étant pas connues.

-il est impossible de connaitre le taux de Iésions et la proportion des différents
adduits n’est pas déterminée.

-le niveau d’induction des fonctions SOS n’est pas contrdlable; elles sont induites
uniquement par les adduits du 4NQO qui se fixent sur le chromosome bactérien.

-seule une faible proportion des substitutions effectivement induites sur le géne
peut étre repérée; pour les G en T notamment, sur les 300 codons de lacl (900 nucléotides)

seulement 30 guanines permettent de visualiser ce type de mutation.

Ces différentes observations pourraient donc rendre compte de I'inaptitude du
systeme Lacl & détecter les transversions G en T induites par I’'adduit N2-G ce qui, en
contrepartie, provoque une surestimation des transitions G en A. Mais il existe un autre

argument majeur que je vais décrire dans le chapitre suivant; en effet, avec le systéme
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pBR322 nous pouvons tenir compte de la séquence nucléotidique ou se trouve la lésion, ce

qui n’est possible que si ’on dispose d’'un nombre important de sites de mutagénése.

V. INFLUENCE DE LA SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE SUR LA MUTAGENESE

L’idée que la mutabilité d’un site puisse étre influencée par la séquence locale de
I’ADN a été proposée dés 1961 par Benzer pour expliquer I’existence de «points chauds»
de mutagénese dans le locus rII du phage T4 (Benzer, 1961). Depuis, 'influence de la
séquence a été mise en évidence dans la mutagénése spontanée, en particulier au niveau des
séquences répétitives ou I'on observe fréquemment des délétions (Streisinger et al., 1966;
Schaaper et al., 1986; Ripley et al., 1986). La mutagéhése induite par certaines lésions peut
également subir une influence de la séquence; c’est le cas notamment de 'adduit C8-AAF,
spécifique des délétions de doublets GC dans les séquences Narl du pBR322 (Koffel-
Schwartz et al., 1984). Cette influence a longue distance de la séquence autour de la lésion
concerne généralement les délétions.

Récemment, une influence plus locale de 1a base située directement en 5° de la lésion
a été décrite pour les substitutions induites par certains agents alkylants. En effet, il a été
démontré qu’une guanine présente dans une séquence 5’Pu-G (Pu pour purine) est 8 fois
plus mutable par traitement au MNNG que si elle se trouve dans une séquence 5”’Py-G (Py
pour pyrimidine) (Burns et al., 1987)

A Tl'aide de nos données, il est possible de regarder si la mutagénése induite par
le 4NQO subit une influence de la séquence nucléotidique large ou locale au niveau des
adduits N2-G et C8-G. Pour cela, deux approches sont possibles; nous analyserons :

A. la répartition des mutations sur le fragment 6S (influence a longue distance)

B. la nature de la base directement voisine de la mutation (influence locale)

A. SPECTRE DE MUTAGENESE DES ADDUITS N2-G ET C8-G

La représentation des mutations induites sur le fragment 6S par le N2-G et le C8-
G permet d’établir le spectre de mutagénése de ces deux adduits (Fig.14) et de visualiser
I’existence ou non de séquences «chaudes» (Hot spots) de mutagénése.

On remarque que les mutations sont réparties sur ’ensemble du 6S et ceci pour les
deux adduits; en effet, on observe 19 mutations en 15 sites pour le N2-G et 12 mutations
en 12 sites pour le C8-G. II est possible de calculer le nombre de mutations par site et I’on
obtient respectivement 1,3 et 1 pour le N2-G et le C8-G; ces valeurs sont comparables au

spectre du C8-AF qui présente 1,2 mutations par site et pour lequel il n’existe pas de séquence
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chaude. Au contraire, pour ’adduit C8-AAF, on observe 6,1 mutations par site; les points
chauds de mutagénése sont localisés au niveau des séquences répétitives et non répétitives
de type Narl (Koffel-Schwartz et al., 1984).

Enfonction de ces résultats, nous pouvons conclure qu’il n’existe aucun point chaud
de mutagéneése aussi bien pour ’adduit N2-G que pour le C8-G. Si ’on regarde uniquement
les délétions, on constate une certaine influence de la séquence puisque toutes ces mutations
concernent des séquences répétitives ou non répétitives de type Narl; comme nous ’avons
décrit précédemment, cette influence de la séquence peut s’expliquer par le mécanisme de
Streisinger. Cependant, contrairement au C8-AAF spécifique des délétions, on ne peut pas
parler de point chaud de mutagénése puisque les délétions ne représentent que 10 a 15%
des mutations induites par les adduits N2-G et C8-G du 4NQO.

B. INFLUENCE DE LA SEQUENCE 5 PU-G SUR LA MUTAGENESE

Nous allons maintenant nous intéresser a la base immédiatement a proximité de la
lésion. La base en 3’ et en 5’ de chaque site de mutation a été examinée pour les deux adduits
du 4NQO et ceci afin de savoir §’il existe une base voisine préférentielle dans le site de

mutagénése observé (Tableau V).

Tableau V. Bases voisines des mutations induites par les adduits N2~
G et C8-G du 4NQO. Ts : transitions (G en A); Tv : transversions
(G en T, G en C); Pu: purines (G,A); Py : pyrimidines (C,T).

Base en 3’ Base en §°
Pu Py Pu Py
Ts 4 2 4 2
Adduit
N2-G
Tv 2 5 7 -
Ts 4 1 3 2
Adduit
C8-G
Tv 1 5 3 3
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En 3’ de la lésion et pour les deux adduits N2-G et C8-G, on observe aussi bien
des guanines et des adénines (Pu) que des thymines et des cytosines (Py); de plus, la séquence
nucléotidique du fragment 6S contient a peu prés la méme proportion de séquences G-Pu3’
que de G-Py3’ (48% et 52%). Nous pouvons donc conclure que la base en 3’ de la lésion
prémutagéne n’exerce aucune influence sur la mutagénése induite aussi bien par 'adduit

N2-G que par le C8-G.

En 5’ de la lésion et pour ’adduit N2-G, on remarque que 11 mutations sur 13 se
trouvent dans une séquence 5’ Pu-G; il semble donc que la mutagénése induite par le N2-
G apparaisse préférentiellement dans cette séquence. Si I'on regarde chaque type de
mutation, on constate une influence trés forte de la base en 5° de I'adduit pour les
transversions puisque la totalité de ces mutations sont dans une séquence 5° Pu-G (7/7); ce
phénoméne disparait pour les transitions (4/6). A ce niveau, on peut se demander si cette
particularité ne résulte pas d’un biaisage di au systéme utilisé ou au mode de sélection des
mutants ou méme a la séquence du géne Tc. Si maintenant on effectue la méme analyse sur
la mutagénese induite par I’adduit C8-G, étudié dans le méme systéme avec le méme type
de sélection, on n’observe aucune influence de la base directement en 5’ de I'adduit, Ceci
confirme que le phénoméne observé avec I'adduit N2-G n’est pas di 4 un biaisage de
sélection et reste tout a fait valable.

Certaines vérifications nous ont semblé nécessaires pour exclure d’autres sélections
dues au géne Tc, particuliérement parce que notre collection de mutants n’est pas trés
importante. Pour cela, nous avons vérifié que les séquences 5’ Pu-G et 5° Py-G étaient en
méme proportion sur le fragment 6S. Si ’on tient compte de la dégénérescence du code
génétique, sur les 172 guanines du fragment 68, 127 peuvent donner une mutation impliguant
un changement d’acide aminé; sur ces 127 guanines, 72 sont dans une séquence 5° Pu-G et
55 dans une séquence 5’ Py-G; de plus, 90% d’entre elles permettent de visualiser tous les
types de substitutions, qu’il s’agisse de transitions ou de transversions. Enfin, nous avons
constaté que cette influence de la base en 5’ de la 1ésion n’existe pas pour I'adduit C8-AF,
étudié dans le méme systéeme et spécifique des transversions G en T (Bichara & Fuchs, 1985).

D’aprés ces différents résultats, nous pouvons conclure que la base voisine n’influe
pas sur 'apparition des transitions G en A; au contraire, la séquence 5’ Pu-G semble étre
un facteur important pour la conversion de P'adduit N2-G en une mutation de type

transversion,

L’adduit N2-G étant responsable de plus de 80% de la mutagéneése induite in vivo
par le 4NQO, on peut se demander si I'influence de la base voisine du N2-G sur sa conversion

en transversion ne peut expliquer la différence observée entre la mutagénése obtenue sur
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le pBR322 et sur le géne lacl. Aprés examen de la séquence de lacl (Farabaugh, 1978; Miller
J.H. et al., 1978), il apparait que les 30 codons capables de mettre en évidence les transitions
G en A présentent tous la séquence 5'Py-G; d’aprés nos résultats, la base en 5’ n’influe pas
sur I'apparition de ce type de substitution et ces 30 sites peuvent étre considérés comme
potentiels pour la visualisation des G en A. Au contraire, sur les 26 sites permettant de
détecter les transversions G en T ou G en C, on n’observe que 7 sites mutables présentant
la séquence 5’Pu-G. Comme cette séquence semble nécessaire a la visualisation de ce type
de substitution, le géne lacl ne présenterait que 7 sites potentiels pour les transversions contre
30 sites pour les transitions induites par adduit N2-G.

Dans le cas du C8-G, la base en 5’ n’influe pas et tous les sites présentent la méme
mutabilité. Cependant, le C8-G est beaucoup moins mutagéne que le N2-G (3 a 6 fois) et
les transversions qu’il pourrait induire ne représenteraient qu’une faible proportion de la
mutagénése globale du 4NQO (5% au maximum).

Le facteur 4 (30/7) existant entre le nombre de sites potentiels pour la visualisation
des transitions ou des transversions pourrait donc bien rendre compte de la faible proportion

de G en T observés sur le géne lacl par J.H. Miller.

Jusqu’a présent, le role possible de la base en 5’ d’un adduit sur la mutagénése qu’il
induit a été mis en évidence uniquement avec les agents alkylants. En effet, avec le N-éthyi-
N-nitrosourée (ENU), le MNNG et le N-méthyl-N-nitrosourée (MNU), on observe
respectivement 5, 7 et 10 fois plus de transitions G en A dans les séquences 5Pu-G que
dans les séquences 5°Py-G (Burns et al., 1987 et 1988; Glickman ef al., 1987). Ce phénoméne
n’est cependant pas généralisable a tous les alkylants puisqu’il n’est pas observé avec I’éthyl
méthanesulfonate (EMS) et le diméthyisulfonate (DMS) (Burns ef al., 1986 et 1987; Kohalmi
& Kunz, 1988).

L’adduit N2-G n’a rien en commun avec les lésions induites par les alkylants; la
seule similitude réside dans la spécificité de ces lésions & induire des substitutions puisque
les alkylants sont spécifiques des transitions G en A et le N2-G spécifique des G en A mais
aussi des G en T. L’influence de la base voisine observée avec le N2-G est donc d’autant
plus intéressante qu’elle n’a jamais été mise en évidence pour un adduit volumineux.
Cependant, il faut rappeler que les études moléculaires de la mutagénése induite
spécifiquement par un seul type d’adduit sont peu nombreuses. Les résultats dont nous
disposons concernent uniquement des adduits portés en C8 de la guanine : le C8-AF, le C8-
AAF et I’'adduit du GluP3. Nous avons analysé les substitutions induites par le C8-AF et
le GluP3 : on ne constate aucune influence de la base voisine sur la mutagénése (Bichara
& Fuchs, 1985; Hebert et al., 1988). Cette situation est tout 4 fait comparable a ce que nous
obtenons avec le C8-G du 4NQQ; il semble donc que le phénoméne observé avec le N2-

G ne concerne pas les adduits présents en C8 de la guanine.
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L’adduit N2-G du 4NQO est 1a seule lésion volumineuse de type N2 étudiée jusqu’a
présent; il serait donc intéressant de savoir, par I’étude d’autres adduits N2, si 'influence
de la base en 5’ que nous observons est caractéristique de ce type de lésion ou spécifique
de ladduit N2-G du 4NQO.

Il est intéressant d’analyser nos résultats d’'une maniére différente; en effet, on
constate que sur 13 substitutions identifiées, 1a plupart (11/13) se trouvent dans une séquence
5’Pu-G (4 G en A et 7 G en T); seulement 2 mutations sont en 5’Py-G (2 G en A). A partir
de ces résultats, il est possible de calculer comme précédemment le (MCS)av de la lésion N2-
G mais limité 4 un type de sites de mutagénése; en effet, nous allons pouvoir différencier
la mutagénése induite par le N2-G dans les séquences 5’Pu-G et 5’Py-G. La cible de
mutagénése est alors constituée dans un cas, des 72 séquences 5’Pu-G et dans I"autre cas des
55 séquences 5'Py-G du fragment 6S. Le calcul fait également intervenir le nombre de
mutants obtenus dans I'une ou 'autre séquence par rapport au nombre total de substitutions
identifiées, soit 11/13 en 5’Pu-G et 2/13 en 5’Py-G. Nous allons calculer le (MCS),_,Pu et
le (MCS),, Py a partir du (MCS),, global du N2-G arrondi a 4 et obtenu sur les 127 guanines
du fragment 6S; la valeur des MCS n’est pas importante, seul le rapport des 2 valeurs nous
intéresse ici :

(MCS),,Pu= (MCS),, . 11/13 . 127/72 = 6
(MCS),, Py = (MCS),, . 2/13 . 127/55 = 1,4

De ce caleul nous pouvons déduire que les séquences 5’Pu-G sont environ 4 fois
plus mutagénes que les séquences 5’Py-G. De ce point de vue, cette mutagénése est
comparable a celle des agents alkylants pour lesquels on observe également une plus grande
mutabilité des séquences 5’Pu-G; mais dans le cas de ’adduit N2-G, le (MCS),,Puest plus
important uniquement parce qu’en plus des transitions on observe également des
transversions; en effet, sans les G en T, les séquences 5°Pu-G et 5’Py-G auraient la méme
mutabilité,

Pour les agents alkylants, les auteurs ont proposé que l’influence de la base en &
traduisait essentiellement la plus grande réactivité de 'oxygéne 6 des guanines présentes dans
une séquence 5’Pu-G; leur hypothése s’appuie sur I’influence de la séquence nucléotidique
sur le potentiel électrostatique et sur I’accessibilité du site réactif (O° de la guanine dans
ce cas) (Burns et al., 1987).

Pour I'adduit N2-G du 4NQO, le phénoméne semble plus complexe puisque ’on
constate une influence de la séquence uniquement sur ’apparition des transversions. Si la
distribution préférentielle des adduits N2-G dans les séquences 5’Pu-G était a 'origine de
la mutagénése particuliére observée dans ces sites, le phénoméne serait également observable
pour les transitions; ce n’est pas le cas ici puisqu’on obtient des G en A aussi bien dans les

5’Pu-G que dans les 5’Py-G. Des travaux réalisés par I’équipe de I. Walker confirment ce
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raisonnement; en effet, I'étude de la distribution des adduits N2-G et C8-G sur ’ADN ne
montre aucune influence de la base en 5’ ou en 3’ de 1a guanine sur la fixation du cancérogéne,
aussi bien pour ’adduit N2-G que C8-G (Panigrahi & Walker, 1989). Ceci permet d’exclure

une origine chimique du phénoméne observé comme il I’avait été proposé pour les alkylants.

Puisque les séquences 5’Pu-G ne sont pas plus réactives que les 5’Py-G,
P’explication doit se trouver dans une différence de «traitement» biologique (traduction de
processing) de la 1ésion N2-G par certaines enzymes cellulaires, en fonction de la séquence
portant ’adduit. Il faut rappeler que les fonctions SOS de ia bactérie interviennent dans le
traitement des adduits N2-G et C8-G, contrairement aux lésions induites par les agents
alkylants; ces fonctions interviennent principalement a deux niveaux : la réparation de la
lésion par le systéme UvrABC et la conversion de I"adduit en mutation par la machinerie
réplicative,

Pour la réparation, un raisonnement similaire au précédent peut étre fait pour
écarter la réparation comme seule explication du phénoméne observé; en effet, si les
séquences 5’Pu-G étaient plus rapidement ou plus efficacement réparées que les 5’Py-G,
on observerait effectivement plus de mutations en 5’Pu-G mais il n’y aurait pas de raison
de ne trouver aucune transversion dans les séquences 5’Py-G. Une réparation différentielle
en fonction de la séquence est donc peu probable; cependant, si elle existe, elle ne peut

expliquer que la nature des mutations induites varie suivant la séquence impliquée.

Il est tentant de poursuivre linterprétation en incriminant plutdt le ou les
mécanismes de conversion d’une lésion prémutagéne en mutation. Cette hypothése nous
semble la plus probable puisqu’elle pourrait rendre compte de la mutabilité plus élévée des
séquences 5’Pu-G mais aussi expliquer que I'incorporation du nucléotide face a la Iésion
puisse étre différente selon la séquence d’ADN.

En effet, nos résutats pourraient signifier que dans une séquence 5’Py-G, 'ADN
polymérase ne peut incorporer qu’une cytosine (sans apparition de mutation) ou une thymine
(transition G en A) face a I'adduit N2-G; dans une séquence 5'Pu-G, ’enzyme pourrait
apparier une cytosine ou une thymine comme précédemment mais aussi une adénine
(transversion G en T); dans tous les cas, I'incorporation d’une guanine serait un événement
rare (transversion G en C). On peut remarquer que I’enzyme, lorsqu’elle crée une mutation,
dispose de deux bases (T et A) dans les séquences 5’Pu-G contre une seule (T) dans les 5°’Py-
G; ceci est une approche mécanistique qui permettrait de concevoir la plus grande mutabilité
des sites 5’Pu-G.

Comme nous 'avons démontré précédemment, la conversion de I'adduit N2-G en

mutation nécessite 1a présence des fonctions SOS de la bactérie; selon le modéle proposé par
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Wood et Sedgwick (Wood & Sedgwick, 1986), on pourrait concevoir que I’ADN polymérase
bloquée par 'adduit N2-G non codant fixe RecA activée, UmuD clivée et UmuC pour
former un complexe réplicatif capable de «passer» la lésion en créant ou non une mutation;
I’enzyme disposerait alors des 4 nucléotides qu’elle incorporerait selon la séquence

nucléotidique :

-cytosine : incorporation légitime la plus fréquente quelle que soit la séquence;
aucune mutation n’est créée

-guanine (G en C) : événement rare, ce qui est d’ailleurs généralisable 4 la majorité
des adduits volumineux formés par les précancérogénes

-thymine (G en A) : incorporation possible quelle que soit la séquence

-adénine (G en T) : incorporation possible mais uniquement dans les séquences
5”Pu-G; la mutation est peut-étre fixée dans ces séquences parce que la correction des
erreurs d’appariement y est moins efficace; en effet, il a été remarqué que la base voisine
de la base répliquée pouvait affecter la fidélité ou activité 3’5" de correction des erreurs
de PADN polymérase, cet effet étant plus marqué dans les séquences 5’Pu-Pu (Kunkel et
al., 1981).

Il ressort de notre analyse que le phénomeéne d’influence de la base en 5’ n’est pas
I’effet d’une fixation préférentielle du cancérogéne ou de la réparation dans ces séquences;
I’hypothése la plus probable réside dans le traitement de la 1ésion qui autoriserait
P’incorporation d’une adénine face a I’adduit mais uniquement dans les séquences 5""u-G;
Ies fonctions SOS et notamment la protéine UmuC auraient un role 4 jouer; en effet, il est
intéressant de remarquer a ce niveau que le mutant NW17 obtenu avec I'adduit N2-G mais
sans induction des fonctions SOS de la bactérie est le seul présentant une transversion G
en T dans une séquence 5’Py-G.

Les mécanismes exacts de conversion d’une lésion en mutation sont encore mal
connus actuellement; cependant, il est peu concevable que la mutagénése particuliére
observée dans les 5°Pu-G résulte d’un mécanisme spécifique de ces séquences. Il nous semble
plus probable que le mécanisme de conversion des adduits volumineux en mutations soit
modifié ou modulé par la conformation particuliére éventuellement induite par le N2-G dans
ces séquences; seule cette conformation permettrait I’incorporation d’une adénine face 3 ia
lésion d’ou Papparition de G en T uniquement dans les 5’Pu-G.

On peut donc se demander si le phénoméne observé ici est généralisable aux lésions
de type N2 induites par certains précancérogénes ou spécifique de I'adduit N2-G du 4NQO,
peut-étre en raison d’une conformation caractéristique adoptée par la séquence 5’Pu-G-
N2AQO. Si ce phénomene est commun aux lésions N2, est-1l spécifique des transversions

G en T ou le type de mutation induite est-il uniquement fonction du cancérogéne ?
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Tous nos résultats ont étés obtenus chez le Procaryote et il nous a semblé intéressant
de regarder si ce phénoméne d’influence de la séquence 5’Pu-G pouvait également apparaitre
chez ’Eucaryote et pour d’autres cancérogénes. Pour des raisons évidentes, aucun modéle
d’étude n’existe chez 'Homme mais a partir de la littérature, il est possible d’analyser les
événements mutationnels impliqués dans ’activation des principaux proto-oncogénes de la
famille c-ras (c-Harvay-ras, c-Ha-ras, c-Kirsten-ras, c-Ki-ras, c-N-ras), activation
observée dans 10 4 15% des tumeurs humaines (Bos et al., 1985, 1987-a et 1987-b; Nishida
etal., 1987-aet 1987-b; Almogera et al., 1988; Farr et al., 1988; Neri et al., 1988; Rodenhuis
et al., 1988; Smith es al., 1988; Visvanathan et al., 1988; Vogelstein et al., 1988).

L’activation de ces proto-oncogénes résulte généralement d’une mutation ponc-
tuelle dans les codons 12 ou 13 qui présentent tous les deux la séquence 5’Py-GGN aussi
bien chez ’'Homme que chez la Souris; seul e codon 12 de N-ras est une séquence 5’Pu-
GGN. I a été démontré qu’une mutation de la premiére guanine (5’Pu-G pour c-Ha- et
¢c-Ki-ras) ou de la seconde (5’Pu-G) dans un de ces codons est capable d’activer c-ras (le
codon 12 de 'oncogéne viral est d’ailleurs AGA) (Fasano ef al., 1984; Seeburg et al., 1984).
Nous avons analysé fes résultats obtenus sur 193 tumeurs humaines ou ¢-ras est impliqué
et il apparait que la mutation activatrice se trouve dans une séquence 5’Pu-G dans 75, 80
et 90% des cas respectivement pour les proto-oncogénes c-Ki-, ¢c-N- et c-Ha-ras. La
mutation peut étre une transition G en A ou une transversion G en T; 90% des G en A et
70% des G en T sont induites dans une séquence 5’Pu-G. Les cancérogénes éventuellement
impliqués ne sont pas connus mais le 4NQO peut étre exclu puisqu’il n’est utilisé qu’en
laboratoire. Dans le modéle expérimental de la peau de souris oi I’on observe I'apparition
de tumeurs par action d’un cancérogéne, c-Ha-ras est fréquemment impliqué (Balmain &
Pragnell, 1983; Balmain ef al., 1984); dans ce cas, la mutation activatrice se trouve dans le
codon 12 et concerne toujours la guanine contenue dans la séquence 5°’Pu-G; elle peut étre
une transition G en A (alkylants) ou une transversion G en T (benzopyréne-diol-époxyde)
(Bailleul et al., 1988); on observe donc une mutabilité particuliére de la guanine présente
dans la séquence 5’Pu-G alors que les séquences 5’Py-G sont rarement impliquées;
actuellement, aucune explication biologique ne peut rendre compte de ce phénoméne.

Lorsque I’on traite la peau de souris avec le 4NQO, les tumeurs induites présentent
également une activation de c-Ha-ras; sur 4 tumeurs obtenues, 2 ont été analysées et
présentent une transition G en A dans la séquence 5’Pu-G du codon 12 (Bailleul et al., 1988).
Le codon 61 de c-Ha-ras ne peut étre activé que par une transversion G en T; il n’a donc
pas été analysé par ces auteurs car le 4ANQO était connu comme induisant essentiellement
des transitions; d’aprés nos résultats, ce type de mutation aurait probablement pu étre

identifié dans certaines tumeurs.
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Le fait important reste que la mutagénése observée sur les codons 12 et 13 des génes
c-ras se retrouve presque toujours dans une séquence 5'Pu-G alors qu’une mutation de la
premiére base en 5’Py-G peut également activer le proto-oncogéne. Ce phénomeéne résulte
peut-étre du «filtre protéique» au travers duquel on observe la mutagénése induite sur ces
génes; cette mutation particuliére permettrait alors la sélection naturelle de la cellule mutée
en lui conférant un avantage de croissance (Varmus, 1984). Si ce n’est pas le cas, le
phénomeéne que nous observons pourrait signifier qu’in vivo chez ’Eucaryote, les séquences
5’Pu-G présentent une plus grande mutabilité et ceci pour différents cancérogénes. Selon
le cancérogeéne, la mutation induite pourrait étre une transition G en A ou une transversion
G en T. Pour certains composés comme les agents alkylants, on peut penser que le réactivité
du site de fixation ait un role a jouer (Topal, 1988). Pour les précancérogénes qui sont
probablement impliqués dans I’apparition de certains cancers chez "'Homme, la cause serait
plutot le mécanisme de conversion de la 1ésion en mutation; bien que I'on connaisse peu de
choses sur les mécanismes de mutagénése chez I’Eucaryote, on pourrait penser que ce
traitement particulier de la 1ésion dépendrait alors de la séquence nucléotidique et de la

conformation locale induite par Ia lésion prémutagéne.
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CONCLUSION




72

L’utilisation du modéle de cancérogéne ultime du 4NQO précédemment mis au
point au laboratoire a permis la réalisation de cette étude; en effet, a ’aide de ce modéle,
il a été possible d’obtenir une fixation préférentielle du cancérogéne soit en N2 soit en C8
de la guanine et d’appréhender chez E.coli les principales propriétés biologiques de chacun
des deux adduits majoritaires du 4NQO, le dGuo-N2-AQO ou N2-G et le dGuo-C8-AQO
ou C8-G qui représentent respectivement 50 et 30% des lésions induites in vivo par le

précancérogene.

Dans un premier temps, nous avons étudié la toxicité de ces adduits; il apparait
que I’'adduit N2-G est particulierement toxique, ce qui n’est pas observé avec le C8-G. Cette
propriété du N2-G permet d’expliquer la toxicité élevée du 4NQOQO, d’autant plus que cet
adduit est la lésion majeure in vivo. Il nous a été possible d’établir une corrélation entre la
toxicité respective de ces deux adduits et la déformation de ’ADN qu’ils semblent induire;
en effet, nos résultats sont tout a fait en accord avec ’hypothése proposée par Galiggue-
Zouitina et Bailleul et selon laquelle I’adduit N2-G, dont le noyau quinoléine est fixé sur
un atome impliqué dans Pappariement G:C et serait localisé dans le petit sillon, provoquerait
une déformation importante de la double hélice; en raison de cette conformation particuliére
au niveau de la lésion, la réplication ne peut s’effectuer et la polymérase est bloquée, ce
qui permet d’expliquer la forte toxicité de I'adduit N2-G. La quinoléine de I’adduit C8-
G, située au contraire dans le grand sillon, modifierait assez peu la conformation de I’ADN;
in vivo effectivement, la réplication n’est pas bloquée et la toxicité observée est faible.

La role prédominant de 'adduit N2-G dans la mutagénése est également observé;
en effet, nous avons démontré que le N2~G est 3 4 6 fois plus mutagéne que le C8-G et
qu’il pouvait rendre compte de 85 & 90% de la mutagénése induite in vivo par le 4NQO.

Ces résultats nous permettent d’affirmer que I'adduit N2-G du 4NQO peut étre
considéré comme le principal responsable des conséquences biologiques du 4NQO, P'adduit
C8-G ne jouant pas un réle important dans la toxicité et la mutagénicité de ce
précancérogéne. Pour le 4NQO, les propriétés intrinséques de I’adduit formé sont donc

déterminées par 'atome de la guanine sur lequel vient se fixer le noyau quinoléine.

En ce qui concerne le «traitement» biologique des deux principaux adduits, nous
avons démontré le role important que pouvaient y jouer les fonctions SOS de la bactérie.
En effet, le systtme UvrABC est capable d’exciser I’adduit N2-G et probablement le C8-
G; de plus, la mutagénése induite par ces deux adduits nécessite ’intervention de certains
génes din et nous avons démontré que la protéine UmuC était directement impliquée dans
la conversion des lésions prémutagénes du 4NQO en mutation.

D’autre part, nous avons déterminé la nature des mutations induites par le N2-G
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etle C8-G sur le pPBR322 et il apparait que ces deux adduits sont spécifiques des substitutions.
En effet, les délétions ne représentent que 10 a 15% de la mutagénése induite; on ne les
observe que dans les séquences GC alternées et les séquences répétitives o le mécanisme
général proposé par Streisinger peut rendre compte de leur apparition. En ce qui concerne
les substitutions, il est probable qu’elles apparaissent selon le modéele de mutagénése admis
actuellement ou RecA activée permet 'incorporation d’une base erronée face a la 1ésion non
codante alors que UmuC et UmuD clivée autoriseraient la reprise de la réplication a partir

de la mutation créée.

L’adduit C8-G est spécifique des transitions G en A; nous observons également
des G en T dans les mémes proportions mais il est probable que les sites apuriniques créés
in vitro au cours de la modification chimique du plasmide soient a l'origine de ces
transversions et ceci d’autant plus que le C8-G est suspecté d’étre le responsable de
C8-G, il serait donc important de déterminer I’aptitude de cette lésion a provoquer une
dépurination de 'ADN.

Quant a ’adduit majeur N2-G, nous avons démontré qu’il était capable d’induire
aussi bien des transitions G en A que des transversions G en T et ceci dans les mémes
proportions (45 a 50% des substitutions). Le N2-G étant particulierement mutagéne, nous
avons estimé que ces transversions devaient représenter prés de 40% de la mutagénése induite
in vivo par le 4NQO; ce résultat est tout a fait inattendu puisque le 4NQO a toujours été
décrit comme induisant principalement des transitions G en A. Cependant, ’analyse des
modeles utilisés précédemment pour étudier la mutagénése du 4NQO nous a permis de

comprendre pourquoi ces transversions n’avaient jamais été observées.

Notre étude permet également d’étudier I'influence de la nature moléculaire du
cancérogéne ultime sur les propriétés biologiques de ’adduit formé; en effet, nous pouvons
comparer les caractéristiques des adduits C8-AF, C8-AAF et C8-G du 4NQO, de natures
différentes mais présents tous les trois en C8 de la guanine. Alors que les adduits C8-G et
C8-AF sont peu toxiques, peu mutagénes et semblent induire une faible déformation de
I’ADN, le C8-AAF a été parfaitement décrit comme présentant des propriétés inverses. Si
I’on considére les résultats obtenus avec le N2-G, on constate qu’il posséde les mémes
caractéristiques que le C8-AAF, a savoir une toxicité et une mutagénicité importantes. Dans
le cas des amines aromatiques, nos résultats confirment donc la corrélation déja établie entre
I'aptitude d’une lésion a déformer I’ADN et son pouvoir toxique et mutagéne. La
conformation imposée a la double hélice par un adduit serait donc I’élément clef responsable

des propriétés biologiques de cette lésion de PADN.
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Au cours de cette étude, nous avons également analysé la séquence voisine des
mutations induites par les deux adduits du 4NQO. Il apparait que la totalité des transversions
G en T induites par le N2-G sont présentes dans une séquence 5’Pu-G. L’origine la plus
probable de cette influence de la séquence semble impliquer I’étape de conversion de la 1ésion
en mutation; nous avons proposé que I’adduit N2-G pourrait induire une conformation
particuliére des séquences 5’Pu-G; cette conformation donnerait alors 4 ’ADN polymérase
la possibilité supplémentaire d’incorporer une adénine face & I’adduit d’ou ’apparition d’une
transversion G en T, mutagénése apparemment impossible dans les séquences 5’Py-G.

Ce type d’influence de la séquence sur la mutagénése induite par un adduit
volumineux n’avait jamais été mis en évidence auparavant; de plus, notre étude est la seule
qui analyse de fagon précise les conséquences d’une lésion formée en N2 de la guanine. On
peut donc se demander si le phénomeéne observé ici reste spécifique de 'adduit N2-G du
4NQO ou s’il existe également pour d’autres lésions de type N2 ou méme pour d’autres
adduits volumineux capables d’induire des substitutions et de provoquer une déformation
importante de I’ADN.

Cette étude a été réalisée chez le Procaryote et il serait intéressant de déterminer
si cette mutabilité particuliére des séquences 5’Pu-G existe également chez I’Eucaryote; en
effet, I’'analyse de la littérature concernant P’activation par mutation ponctuelle des génes
c-ras impliqués dans certaines tumeurs, fait apparaitre une prédominance de cette activation

dans les séquences 5’Pu~-G par rapport aux 5'Py-G.

Les connaissances que nous avons acquises sur les différences de propriétés de
chacun des deux principaux adduits du 4NQO viennent souligner I'intérét d’étudier un seul
type de lésion au niveau moléculaire; les informations que I’on peut obtenir sont alors
considérables et constituent une importante contribution a la compréhension des phénomé-
nes mutagénes provoqués par les cancérogénes chimiques. Cette approche fondamentale est
d’autant plus intéressante et indispensable qu’il est maintenant évident que la mutagénése

est un événement génétique impliqué dans I'apparition de nombreux cancers humains.
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I. MATERIEL

1. SOUCHES BACTERIENNES
4 souches bactériennes sont utilisées :
~ABI1157 : sauvage (thrl, leu6, proA2, his4, argE3, thillacY1,
galK2,alald, xyl5, mtll, strA31, supE44 )
~-AB1886 : comme AB1157 sauf uvrA6

-AB1884 : comme AB1157 sauf uvrC34
-GW2100 : comme AB1157 sauf umuC.::Tn5

2. MILIEUX ET TAMPONS
2.1. Milieux de culture bactérienne

- LB (Luria Broth) :

Bactotryptone 10 g
Extrait de levure 5g
NaCl S5g

Ajuster 2 pH 7,3 avec NaOH, qsp H,0O : 1L; stériliser .

- Milieu LB solide : 20g/1 Difco Bacto Agar
sélection des transformants ApR : ampicilline 50 ug/
ml
isolement des mutants ApRTcS :
Mutants ApRTc,,S : tétracycline 20 ug/m
Mutants ApRTc,gRTc,oS : tétracycline 40 ug/
ml

2.2. Solutions et tampons usuels

BB-Fi: EDTA, pH7,4 0,4 M
Glycérol 50 %
Bleu de bromophénol 0,1 %
Ficoll 400 0,2 %
Sevag : 1 partie d’alcool isoamylique

24 parties de chloroforme

STET : Sucrose 8%
Triton 5%
EDTA 50mM
Tris-HCIl, pH8 50mM

TAE : Tris-HCI 10mM
Acétate de sodium SmM
EDTA imM

Ajuster 4 pH8,2 par CH3COOH glacial (13,6N)

Tampon Digestion (Boehringer) :

Tris-HCIL, pH7,5 S50mM
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MgCl, 10mM
Dithioérythritol ImM
NaCl 100mM

Tampon Dénaturation :

EDTA 1mM
DMSO 30%

Bleu de bromophénol 0,05%
Bleu de cyanol 0;05%

Tampon Hydrolyse :

Tris-HCIl, pH7,5 SmM
MgCl, 2mM
CaClz 2mM

Tampon Klenow :

Tris-HCI, pH7,5 70mM
MgCl, 10mM
DTT 5mM

Tampon Ligation (IBI) :

Tris-HCI, pH7,8 25mM
MgCl, 10mM
DTT 2mM
ATP 0,4mM

Tampon Renaturation :

Tris-HCI, pH7 10mM
NacCl 170mM
EDTA ImM
TBE Tris-HCI, pHS,2 950mM
EDTA 2,5mM
Borate (H3B03) 90mM
TCM Tris-HC], pH7 ‘ 10mM
CaCl, 10mM
MgCl, 10mM
TE Tris-HCl, pHS8 10mM
EDTA ImM

1I. METHODES

1. TECHNIQUES USUELLES

1.1. Obtention d’ADN sec dépourvu de sels

L’ADN en solution est précipité par addition de 3 volumes d’éthanol salin (éthanol/acétate
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de sodium 0,16M), placé 15 min. a -80°C et centrifugé 20 min. & 10000 rpm (10K). Le culot
est lavé deux fois a I’éthanol a 70% pour éliminer les sels, puis séché sous vide.

1.2. Déprotéinisation de 'ADN

Les protéines sont éliminées par addition d’un volume de Phénol-Sevag 1:1(v:v) et agitation
pendant 2 min. Aprés centrifugation (5 min.,10K), la phase aqueuse est prélevée et subit
deux extractions au Sevag avant précipitation et ringage.

1.3. Minipréparation d’ADN plasmidique

~ Culture des transformants ApE: 1,5 ml de LB-Ap ensemencés avec 1 clone et agités 1
nuit a 37°C

- Lyse : la culture overnight est centrifugée 2’ a 10K. Le culot est repris dans 400ul de STET,
40ul de lysozyme (10 mg/ml) et plongé 40 sec. dans un bain-marie a 100°C. Aprés
centrifugation (15°,10K), le culot est éliminé et I’ADN est précipité, lavé, séché. Le culot
est repris dans 100ul de TE et 2ul de RNase (2mg/ml) puis incubé 30 min. a4 37°C. Aprés
déprotéinisation, PADN plasmidique est précipité, rincé, séché et repris dans 50ul de TE.
Cette technique rapide permet de récupérer 5 & 10ug de plasmides.

1.4. Préparation ’ADN plasmidique (d’aprés Clewell & Helinski, 1969)
Cette technique est utilisée lorsque des quantités plus importantes de plasmides sont
nécessaires et/ou que I’ADN doit étre parfaitement purifié (modification chimique,
marquage).
1.4.1. Culture des bactéries
La souche ABI1157 contenant le plasmide désiré est amplifiée en LB-Ap a 37°C jusqu'a
DO400=0,5 (250 ml1 de culture). On ajoute le chloramphénicol (100ug/ml), puis Inuita 37°C.

1.4.2. Lyse bactérienne

Le culot bactérien est repris dans 5ml de Tris-Sucrose puis :
-1,25ml de lysozyme (10mg/ml) 10 min. a 0°C

-2,5ml ’EDTA 0,5M, pH8 10 min. a 0°C
-15ml de sarcosyl (2%) 20 min. a 0°C
Centrifugation 1h. a 45K, 5°C; le surnageant est recueilli puis :
-RNase (10pug/ml) 10 min. a 37°C
-Protéinase K (100ug/ml) Th. a 37°C

1.4.3. Précipitation de I’ADN au PEG
On ajoute - 1/9 du volume en NaCl 5M
- 1/10 du volume en PEG 6000 solide, 2h. a 4°C
Centrifugation 30 min. a 12K

1.4.4. Purification sur chlorure de césium

Le culot est repris par 4 ml de TE, 4g de CsCl et 0,4ml de bromure d’éthidium (BET) dans
un tube a sceller;
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Centrifugation 16h. a 50K, 20°C;
La bande correspondant 4 'ADN plasmidique est récupérée a la seringue.

1.4.5. Récupération et dosage de ’ADN plasmidique

A la bande récupérée, on ajoute 2 vol. d’eau et 2 vol. d’éthanol : 3h. & -20°C;
Centrifugation 30 min. a 12K; le culot est repris dans 500ul de TE;

Déprotéinisation, précipitation, lavages, séchage.

Le culot est repris dans le TE et ’ADN est dosé par spectrophotométrie UV (260 nm) contre
du TE.

Le rendement habituel est d’environ 100ug/250 ml de culture.

2. PREPARATION DU CANCEROGENE ULTIME, PAc-4HA[2-3H]QO

Toutes les synthéses chimiques sont réalisées a partir du précancérogéne tritié 4N[2-3H]QO.
Par conséquent, tous les dérivés mentionnés ci-dessous et utilisés pour ce travail sont tritiés
sur le carbone 2 du noyau quinoléine :

-Le 4HAQO est obtenu par réduction du 4NQO par la technique d’Enomoto
(Enomoto et al., 1968);

-Le DiAc-4HAQO est préparé a partir du 4HAQO par la méthode de Kawazoe
(Kawazoe & Araki, 1967);

-L’Ac-4HAQO est obtenu par action du dithiothréitol (DTT, 32ug/ul de DMSO)
sur le DiAc-4HAQO (40ug/ul de DMSO). Le mélange est réalisé volume a volume et la
réaction est menée 3 température ambiante, 15 min. a 'obscurité (Bailleul ef 2l., 1983).

3. PREMIERE STRATEGIE DE MUTAGENESE :
MODIFICATION DU PLASMIDE ENTIER

Sur la forme superenroulée du plasmide natif, le cancérogéne se fixe préférentiellement en
N2 de la guanine. Cette statégie sera utilisée principalement pour I’étude de ’adduit dGuo-
N2-AQO.

3.1. Modification chimique du plasmide

La solution de plasmides est amenée a2 DOygy=10 dans le TE (0,25X), soit environ a 500ng/
Bl

De fagon a obtenir des plasmides portant un nombre différent d’adduits, le mélange ADN/
cancérogeéne est fait a différents rapports R avec :

R= DiAc-4HAQO (pg/ul) / ADN (ug/ul)

Afin d’améliorer la fixation préférentielle du cancérogéne en N2 de la guanine, différentes
conditions de température ont été choisies : 37, 0 et -10°C pendant 15 min.

L'ADN modifié est purifié par 3 cycles de précipitation, lavages, séchage. L’ADN est alors
amené 3 DO260=20'

Pour chaque série de plasmides modifiés, un témoin est effectué sans cancérogéne (contact
avec le DMSO, précipitations, centrifugations, séchages).
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3.2. Détermination du nombre d’adduits par plasmide

L’ADN modifié est dosé par spectrophotométrie UV (DOygq).

La concentration en cancérogéne est déterminée par mesure de la radioactivité, 'activité
spécifique du DiAc-4HA[2-3H]QO étant de 8,33mCi/mMol, soit 18300 dpm/nMol;

On obtient alors le pourcentage de bases modifiées par plasmide, converti ensuite en nombre
d’adduits par pBR322 (8720 nucléotides).

3.3. Détermination de la proportion des différents adduits

L’ADN modifié est totalement hydrolysé avant analyse par chromatographie liquide 4 haute
pression (CLHP) (Galiegue-Zouitina et al., 1985).

3.3.1. Hydrolyse enzymatique
Enzymes :

-Solution de DNases : DNase I de pancréas bovin (100ug/ml)
Phosphodiestérase de venin de crotale (400ug/ml)
Phosphodiestérase de rate de veau (200ug/ml)
En solution dans le Tampon Hydrolyse.

~Phosphatase alcaline d’intestin de veau (20UI/mg) en solution dans du TE 0,5X (4UI/ml)

Environ 30ug d’ADN modifié sont amenés a une concentration de 2 a 3ug/ul de Tampon
Hydrolyse; on ajoute :

-1/10 du volume en DNases; 1nuit a 37°C

-1/10 du volume en phosphatase; 4 a 6h. a 37°C

3.3.2. Analyse des hydrolysats par CLHP

La chromatographie liquide a haute pression (CLHP) est réalisée sur chromatographe Waters
ALC/GPC M45-6000A-M660 sur lequel est branchée une colonne analytique garnie en
phase inverse Microbondapack C18. Dix ul d’hydrolysat sont injectés et les composés sont
élués a l'aide d’un gradient linéaire eau / méthanol-eau (95-5), effectué en 20 min. de 0
4 90% en méthanol-eau, a un débit de 2ml/min.

Le détecteur d’absorption UV (254 et 365 nm) donne directement le profil d’élution des
composés en fonction du temps (Fig.15). Le temps de retention par la colonne de chaque
composé ainsi que le rapport DOyg,/DO3z45 permettent leur identification (Gualiégue-
Zouitina et al., 1985). Le pourcentage relatif de chaque adduit est déterminé par le rapport
des différents pics obtenus. La précision est de +-5%.

3.4. Transformation bactérienne
3.4.1. Transformation classique
La méthode utilisée est celle de Cohen (Cohen et al., 1972) :

- croissance des bactéries en milieu LB a 37°C jusqu’a DOyp=0,2
(phase exponentielle de croissance). Centrifugation 10 min. a 3K
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concentration au 1/2 des bactéries en CaCl, 50mM, 20 min. a 0°C
‘centrifugation 10 min. a 2K

concentration au 1/10 en CaCl, 50mM (cellules compétentes)

- ’ADN a transfecter est repris dans 100pl de TCM (0,1-1ng d’ADN par pul)
puis ajouté a 200ul de bactéries compétentes;

incubation 30 min. & 0°C;

choc thermique : 3 min. 4 42°C; gsp Iml par du LB.

3.4.2. Transformation aprés induction du systéme SOS

- les bactéries 2 DOyge=0,2 sont mises en suspension dans le méme volume de MgSO4
10mM (transparent aux UV) et sont irradiées a I'aide d’une lampe germicide (15W). La dose
appliquée est mesurée par dosimetre Latarget 103. Pour 45 J/m? elle correspond & une survie
d’environ 30% de la souche AB1157;

- aprés irradiation, les cellules sont reprises dans le méme volume de LB et incubées
30 min. a 37°C afin de permettre I’expression des fonctions SOS;

- la mise en compétence et la transformation sont alors faites comme précédemment.

3.5. Sélection des transformants et isolement des mutants Tc sensibles

Les cellules transformées sont sélectionnées sur boite de Pétri LB-Ap. La numération des
clones obtenus aprés incubation (I nuit a 37°C) permet de calculer P'efficacité de
transformation (ET, en transformants/ng de plasmide). Le rapport entre ’ET d’un plasmide
modifié et celle du plasmide témoin donne I’efficacité relative de transformation (ERT) pour
le nombre d’adduits déterminé sur le plasmide utilisé.

Les mutants ApRTcS sont isolés par repiquage individuel des clones ApR sur boite de Pétri
LB-Tcyq (20ug/ml), LB-Tc,, (40pg/ml) et sur LB-Ap (pour ne pas perdre le mutant TcS).
Les clones ApRTc,,S sont appelés mutants «forts» et les clones ApETcygRTc,® mutants
«faibles», la mutation du géne Tc n’entrainant pas, dans ce cas, I'inactivation totale de la
protéine codée.

Le rapport entre le nombre de mutants repérés et le nombre de transformants testés donne
la fréquence de mutation (Fm, %).

Chaque plasmide muté est amplifié par minipréparation, sa taille est vérifiée sur minigel
TBE-agarose (0,8%)+ BET (1ug/ul).

3.6. Sélection des plasmides mutés sur le fragment 6S : cartographie par
délétion

Cette technique est utilisée pour isoler les mutants TcS dont la mutation se trouve sur le
fragment de restriction BamHI-Sall (6S); le séquengage du 6S permettra de localiser et
d’identifier la mutation (Bichara & Fuchs, 1985).

3.6.1. Principe (Fig.16)

Le plasmide pBR329 dérive du pBR322 et porte les génes codant pour la résistance aux 3
antibiotiques suivants : ampicilline (Ap), tétracycline (Tc) et chloramphénicol (Cm). Ce
plasmide a été délété sur le site Pstl du géne Ap; il a également subi une délétion du fragment
BamHI-Sall en début de géne Tc et posséde le phénotype Ap sensible, Tc sensible et Cm
résistant (ApS TcS CmR).

Le principe consiste a co-transformer E.coli par le plasmide pBR329 (ABamHI-Sall, APstI)
et par le pBR322 portant la mutation que ’on désire localiser sur le géne Tc. Dans une bactérie
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10 ts du ts 6 hie par défétion

ApS,Cm" TS, Ap'.TcS.

pBR322

Cas de recombinaisons possibles:

BamHl  Sall
Mutation en aval dufragment 65 ST gt
Mutation en amont du fragment 6S AX : 4‘ Tc'
Mutation dans le fragment 6S Y : * JY _T_gi

Figure 16 : Principe de sélection des plasmides mutés sur le fragment 6S par
cartographie par délétion (Bichara, 1986).
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en croissance, ces plasmides pourront se recombiner entre eux et nous testerons les colonies
recombinantes pour la résistance a la tétracycline. S’il existe des clones recombinants de
phénotype TcE, nous pouvons conclure que la mutation se trouve en dehors du fragment
6S; en effet, pour que la recombinaison puisse permettre de restaurer un géne intact codant
pour la résistance a la Tc, il faut que le fragment 6S du plasmide pBR322 tésté ne soit pas
muté (Fig.16). Par conséquent, nous ne sélectionnerons que les plasmides qui, aprés
recombinaison avec le pBR329 (ABamHI-Sall, APstI) sont incapables de restaurer un géne
Tc complet. Les bactéries portant de tels recombinants auront toujours le phénotype TcS.

3.6.2. Obtention de doubles transformants

La stratégie consiste a transformer la souche AB1157 contenant le plasmide pBR329
(ABamHI-Sall, APstI) avec le pBR322 muté que 'on désire cartographier. Les plasmides
des doubles transformants sont maintenus par sélection sur milieu contenant a la fois de
I’ampicilline (50ug/ml) et du chloramphénicol (30ug/ml). Les cellules sont transformées avec
le 1/5éme des ADN obtenus par minipréparation; 60ul des cellules transformées sont étalées
sur milieu LB-Ap (50ug/ml)-Cm (30ug/ml).

3.6.3. Test de recombinaison interplasmidique

Un clone de double transformant ApRCmE de taille moyenne (O=1mm soit & peu prés 3-
5.108 cellules) est repris dans 1ml de LB. Des dilutions en cascade permettent d’obtenir
finalement entre 300 et 500 cellules par ml; 100ul de cette derniére dilution servent &
ensemencer une préculture de 10ml de LB-Ap-Cm incubée une nuita 37°C. Cette préculture
overnight saturée, dans laquelle la recombinaison a eu lieu, est centrifugée (4K, 10°) puis
reprise dans 1ml de LB dont on étale 200ul sur milieu LB-Tc (20ug/ml).
Lors de chaque test de recombinaison, on effectue deux controles internes en utilisant deux
témoins mutants ApRTcS de pBR322 dont ’emplacement de la mutation est connu :
- un témoin TcS ou la mutation se situe a I’extérieur du fragment 6S; ce mutant
a été construit par délétion au niveau du site Xmalll (mutant Xmalll, controle positif);
- un témoin obtenu par mutagéneése dirigée (2nde stratégie) et ou la mutation se
trouve sur le fragment 6S (mutant i, controle negatif).
Le taux de recombinaison, défini comme le rapport du nombre de recombinants TcR obtenus

sur le nombre total de doubles transformants, se situe expérimentalement entre 5.10-% et 10-
7

4. SECONDE STRATEGIE DE MUTAGENESE :
MODIFICATION CIBLEE SUR LE FRAGMENT 6S

4.1. Construction de plasmides modifiés en C8 de la guanine sur le
fragment 6S

Cette technique permet de modifier le fragment 6S sous forme dénaturée, la réaction se fait
alors 2 80-90% en C8 de la guanine.

4.1.1. Séparation et récupération des fragments 16S et 6S

L’ADN est dilué entre 50 et 100ug/mi de Tampon Digestion puis digéré par les enzymes
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BamHI et Sall (2 4 3U/ug d’ADN) pendant lh. a 37°C. Apreés addition du tiers du volume
en BB-~Fi, la digestion est déposée sur gel préparatif TAE-agarose (1,2%)+BET (1ug/ul) puis
mise en migration 1 nuit sous 30V,

Les bandes de 16S et de 6S sont découpées et les fragments sont récupérés par électroélution
en TAE (110mA, 2-3h.). Les éluats sont précipités et les culots lavés, séchés et repris dans
le TE avant dosage 4 260 nm.

4.1.2. Modification chimique du fragment 6S

La solution de 6S est amenée 4 500ng/ul de TE 0,5X puis dénaturée 5 min. 4 95°C. La
modification par 'Ac-4HAQO peut alors se faire :

-soit directement a4 95°C, 15 min.

-soit 4 37°C, 15 min.,apres refroidissement rapide de la solution dans la glace et
réincubation a 37°C
Le rapport R choisi est de 0,1 de fagon a obtenir 3 a 4 adduits par fragment 6S simple brin.
Apreés modification, la solution d’ADN subit 2 cycles de précipitation, lavages, séchage. Le
culot est repris dans le Tampon Renaturation (300ng/ul) et le fragment 6S est renaturé 30
min. & 55°C puis laissé a refroidir lentement sur la paillasse,
Les quantités de 6S disponibles étant relativement faibles, le dosage des adduits et P'analyse
CLHP sont effectués sur une solution de fragments 16S modifiés en paralléle (mémes
concentration en ADN et rapport R).

4.1.3. Ligation

Rapport molaire 6S modifié/16S : 2

Concentration en ADN : 100ng/10xl de Tampon Ligation
Enzyme : 3 3 4 U. de T4 DNA Ligase (IBI) pour 100ng d’ADN
Incubation : 1 nuit 4 16°C

4.2. Construction de plasmides modifiés en N2 de la guanine sur le
fragment 6S

Cette technique a été utilisée de fagon ponctuelle afin d’obtenir directement des mutants
N2-G dont la mutation se trouve sur le fragment 68S.

- les plasmides sont modifiés en N2 comme précédemment (voir 3.1-3.3) puis digérés par
BamHI et Sall (4.1.1)

- les fragments 16S et 6S sont séparés sur gradient de saccharose 5-20% dans le tampon Tris-
HCI1(pHS8, 20mM), EDTA (20mM), NaCl (200mM) : 35K, 20°C, 15h. Le gradient est aliquoté
en fractions de 650ul; les fragments sont repérés sur gel d’agarose 8%+BET puis précipités,
lavés, séchés.

~ la ligation est effectuée comme précédemment (4.1.3.)

4.3. Essais de mutagenése

Les 10ul de ligation sont complétés a 100ul par du TCM.

La transformation est faite aprés induction des fonctions SOS de la bactérie (voir 3.4.2.).
Sélection des transformants et repérage des mutants forts et faibles sont effectués comme
précédemment (voir 3.5.).

La transformation bactérienne par un mélange de ligation pouvant provoquer des
«aberrations plasmidiques» (dimérisation de fragments 16S, recombinaison), chaque
plasmide de mutant TcS isolé est amplifié avant minipréparation. La taille du plasmide est
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vérifiée et sur chaque ADN de 4,3K D, la présence des sites BamHI et Sall est contrblée par
digestion et migration sur minigel.

Les plasmides répondant a ces conditions portent obligatoirement leur mutation sur le
fragment 6S et sont directement séquengables.

5. DETERMINATION DE LA MUTATION PORTEE PAR LE PLASMIDE

5.1. Marquage au 32P des extrémites 3> du fragment 6S

Nous utilisons Ia technique de Gap-Filling («rebouchage de trou») par ’enzyme Klenow
d’E.coli :

- 20ul d’ADN sont digérés par 50U. de BamHI et 50U. de Sall dans le Tampon
Digestion (100ug d’ADN/ml) pendant 1h. a 37°C puis précipités, lavés, séchés.

- le culot est repris dans le Tampon Klenow (98ul) en présence de dATP, dGTP,
dCTP (1,2mM) et de 160uCi de dTTP-a32P (Activité Spécifique : 3000Ci/mmol, concen-
tration 1mCi/ml).

- on ajoute 2U. d’enzyme Klenow (Boehringer, labelling grade) avant d’incuber
la réaction 25 min. a température ambiante.

- PADN est alors précipité, lavé, séché.

5.2. Préparation des fragments 6S simples brins
5.2.1. Séparation des brins sur gel d’acrylamide

Le culot est repris dans 50ul de Tampon Dénaturation; 'ADN est alors dénaturé 2 min. a
90°C, refroidi rapidement dans la glace et chargé sur gel d’acrylamide.

Gel d’acrylamide :

-Acrylamide 7,84% (w/v)
-N-N’méthyléne bisacrylamide 0,16% (w/v)
-Tetraméthyléne éthyléne-diamine0,05% (v/v)

-TBE 0,5X

-Persulfate d’ammonium (10%, w/v) 1% (v/v)

Migration 350V, Inuit; Tampon de migration : TBE 0,5X

5.2.2. Récupération des brins marqués
Le gel est autoradiographié 20 a 30 min. suivant le marquage.
Par superposition du film, les 2 bandes de 6S simples brins sont repérées et découpées. Les
brins marqués sont alors électroélués en TBE 0,5X a4 4°C (110mA, 3h.) puis précipités, lavés,
séchés et repris dans 32ul d’eau.
5.3. Séquengage des fragments 6S (d’aprés Maxam & Gilbert, 1977)

5.3.1. Réactifs et tampons

ADN entraineur (1mg/ml) soniqué, dans I’eau

Formiate de pipéridine 4% v/v d’acide formique, ajusté a pH2 par la pipéridine
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Tampon DMS : Cacodylate de sodium 350mM, pH$8
EDTA ImM
DMS Stop : Acétate de sodium 1,5M, pH7
b-mercaptoéthanol IM
t-RNA 100pg/ml
Hyvdrazine Stop : Acétate de sodium 0,3M
EDTA 0,1M
t-RNA 25ug/ml
NaCl M
Tampon de charge : Formamide désionisée 80%
NaOH 10mM 20%
EDTA ImM
Bleu de bromophénol 0,1%
Bleu de cyanol 0,1%

-A+G :

-C+T :

5.3.2. Réactions chimiques

a. modifications

ADN 32p 10pl (50-100cpm)
H,0 10ul
ADN entraineur 1ul - 0°C -

+2ul de Formiate de pipéridine; 37°C pendant 25 min.

On congéle, lyophylise, ajoute 30ul d’eau que I’on congéle et lyophylise 4 nouveau,
puis on coupe i la pipéridine (voir ¢.)

ADN 32p 5ul
Tampon DMS 200ul
ADN entraineur 1ul - 0°C -

+1ul de DMS; 20°C pendant 3,5 min.
+50ul de DMS Stop puis précipitation-lavage (voir b.)

ADN 32p 10ul
H,0 10ul
ADN entraineur 1ul - 0°C -

+30ul d’hydrazine; 20°C pendant 7,5 min.
+200u1 d’'Hydrazine Stop (0°C) puis précipitation-lavage (voir b.)

ADN 32p Sul
NaCl 5M 1541
ADN entraineur 1l - 0°C -

+30ul d’hydrazine; 20°C pendant 7,5 min.
+200u1 d’Hydrazine Stop (0°C) puis précipitation-lavage (voir b.)
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b. précipitation-lavage (G, C+T., C)

+750u1 d’éthanol (0°C), 10 min. 4 -80°C;
Centrifugation 20 min. a 10K, 4°C;
3 lavages a I’éthanol &4 70%, séchage.

c. coupure a la pipéridine (A+G, G, C+T, C)

On ajoute 100ul de pipéridine 1M; 90°C pendant 30 min.

Lyophilisation, +100ul d’eau et lyophilisation, +50ul d’eau et lyophilisation.

Chaque culot est compté en Cerenkov et repris dans le tampon de charge de
fagon a avoir environ 20000cpm/pl.

Apres dénaturation 2 min. a4 90°C et refroidissement rapide dans la glace,
2ul de chaque réaction sont déposés sur gel de séquence.

5.3.2. gels de séquence

Gel 8% : -Acrylamide 7,6% (w/v)
-N-N’méthyléne bisacrylamide 0,4% (w/v)
-Urée 50% (w/v)
-TEMED 0,06% (v/v)
-TBE 1X
-Persulfate d’ammonium (10%, w/v) 0,3% (v/v)

Prémigration 2h., 40W - Tampon de migration : TBE 1X
Migration : 40W puis 20 min. dans Pacide acétique (10%) afin d’éliminer
I'urée; séchage; autoradiographie : 1 nuit avec écran.

Gel 25% : -Acrylamide 23,75% (w/v)
-N-N’ méthyléne bisacrylamide 1,25% (w/v)
~-Urée 50% (w/v)
-TEMED 0,04% (v/v)
-TBE 1X
-Persulfate d’ammonium (10%, w/v) 0,3% (v/v)

Prémigration : 1 nuit, 600V - Tampon de migration : TBE 1X
Migration : 40W; autoradiographie a -20°C, 3-5 jours.
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RESUME

L’oxyde de nitro-4-quinoléine (4NQQO) est un cancérogéne et un mutagene
puissant qui se fixe de fagon covalente sur ’ADN par ’intermédiaire d’une forme
ultime, produit de sa métabolisation dans la cellule. Les principales lésions induites
sont formées sur la guanine par substitution sur I’azote 2 (adduit dGuo-N2-AQO ou
N2-G) ou sur le carbone 8 (adduit dGuo-C8-AQO ou.C8-G). In vivo, I'adduit
majeur N2-G représente 50% de la modification totale contre 30% pour I’adduit C8-
G. Le modele de cancérogéne ultime précédemment mis au point au laboratoire,
’Ac-4HAQO, permet de modifier I’ADN in vitro préférentiellement en N2 ou en C8
de la guanine.

L’utilisation d’un systéme de mutagénése en avant nous permet maintenant
d’étudier les principales propriétés biologiques de chacun des deux adduits N2-G et
C8-G. Il apparait que I’adduit majeur N2-G est le principal responsable de la forte
toxicité du 4NQO; de plus, il ressort de notre étude que le N2-G est au moins trois
fois plus mutagéne que le C8-G et représente plus de 80% de la mutagénése induite
in vivo par le 4NQO. L’adduit N2-G induit spécifiquement des transitions G en A et
des transversions G en T dans les mémes proportions ; ’adduit C8-G est capable
d’induire également ces deux types de mutations mais les transversions G en T
pourraient étre imputables aux sites apuriniques créés in vitro par cet adduit instable.

L’analyse de la base voisine de la mutation montre que la totalité des
transversions induites par I’adduit N2-G apparait dans les séquences 5’Purine-G. Ce
type de séquence se révele alors quatre fois plus mutagéne que les séquences
5’Pyrimidine-G, phénoméne qui pourrait expliquer la faible proportion de G en T
observée précédemment dans d’autres systemes de mutagénése avec le 4NQO. Cette
influence de la base voisine sur la mutagénése n’est apparamment pas explicable par
une différence de fixation ou de réparation de I’adduit N2-G dans les séquences
5’Pu-G mais plutét par le traitement biologique permettant la conversion de cette
lésion en mutation. La conformation de la double hélice induite dans ces séquences
par le N2-G procurerait alors a ’ADN polymérase la possibilit¢ supplémentaire
d’incorporer une adénine face a I’adduit N2-G.
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