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ABREVIATIONS

3-EtAd : 3-éthyladénine

3-HEtAd : 3-hydroxyéthyladénine

3-MeAd : 3-méthyladénine

7-alkylGua : 7-alkylguanine

7-CEIG ua : 7-carboxyéthylguanine

7-CMeGua : 7-carboxyméthylguanine

7-DHPGua : 7-(2,3-dihydroxypropyl) guanine

7-EtGua : : 7 -éthylguanine

7-HEtGua : 7-hydroxyéthylguanine

7-MeGua : 7-méthylguanine

AP: Site apurique ou apyrimidique

BSA : sérum-albumine bovine

CLHP : Chromatographie liquide à haute performance.

CNO : Composés-N-nitrosés.

CPG-SM: Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectométrie de masse.

DES : Diéthylsulfate

DMCS : Diméthyldichlorosilane

DMSO : Dimethylsulfoxyde

ELISA : Dosage enzymoimmunologique en phase solide (enzyme-linked immunosorbent
assay)

ENU: EthylnitrosouÉe

HFBA : Acide heptafluorobutyrique

Ig G: Immunoglobuline G

mBSA : sérum-albumine bovine méthylée

MMS : Méthylmethanesulfonate

MNU: Méthylnitrosouée

Nor-G-OH : 7 (2- [(2-hydroxyéthyl)amino]éthyt) guanine

Q6-ueaC : 7-méthytdésoxyguanosine



Q6-MeGua : O6-Mérhylguanine

Oval: Ovalbumine

PBS : solution saline tamponnée par le phosphaæ (phosphaæ buffered saline)

PhMal : Phénylmalondialdehyde

PhMal-7-alkylG ua : 7-alkylguanines dérivées par la phénylmalondialdehyde

Pro : Protéine

RIA : Dosage radioimmunologique (radioimmunoassay)

RMN : Résonance magnétique nucléaire

SNI : substitution nucléophile d'ordre I

Sp2 : substitution nucléophile d'ordre 2

THF: Tétrahydrofurane

TRIS : Tris(hydroxymethyl)aminométhane

USERIA : Dosage enzymoimmunologique en phase solide ultrasensible (ulna sensitive
enzymatic radioimmunoassay)
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l) Importance du cancer dans les causes de décès

L'Organisation Mondiale de la Santé estime qu'environ un décès sur cinq dans les pays
occidentaux peut être anribué à un cancer (IARC 1990). Au niveau mondial le cancer esr la
ùoisième cause de décès loin derrière les maladies infectieuses et les maladies de I'appareil
circulatoire (Tableau I ).

Tableau l: Distribution mondiale des causes annuelles de décès (aurour des années l9S0)
(rARC 1990)

Régions
Infections Maladies

Décès (toutes et maladies du système
causes) xlOfl) parasitaires circulaoirc

(7o') (%\

':i:,'r}[e0t::i'.'l. COnditiOnS

,',[lfryqe,,,i Périnatales
n....;'u=*tt.iii'. (1o)

Accident et Causes
empoisonne inconnues

-ment (Vo\
9o\

Dans le monde
Afrique

Amérique
latine

Amérique du
Nord

Est de I'Asie
Sud de l'Asie

Europe*
Océanie

Pays
développés

Pays en voie de
dévelonnement

262
12,3
24,7

54,5

33,7
15,6
53,8
42.2
53,6

l9

t,2

4,3
8,4
1,8
3,2
1,6

7,7

5.3
3,8
8.3

6.4
8,7
8.3

33,1
49,7
3 l

5091 I
8s62
3r97

20,7
23.4
20.7

r0.8

21.3
23,6
12.0
l4. l
n .7

23.1

2081

88/'2
n315
7713
20r

10652

40259

3,6

23
43,8
8,6
t7,7
7.6

39.9

8,4

7,2
4,3
5,8
6.7
6,4

4,9

* Y compris I'URSS

Dans les pays développés les décès par cancer sont plus importants (l9,2Vo) que dans les pays
en voie de développement (5,5Vo). Cene différence étant due au fait que pour les populations
des pays développés les maladies infectieuses sont en recul et espérance de vie est supérieure
à celle des populations des pays en voie de développement. En effet une relation entre l'âge
d'un individu et la probabilité de développer un cancer a été observé par Doll (1968).
L'analyse de Cairns (1978) sur la relation âgelincidence du cancer démontre que les facreurs
exogènes doivent jouer un rôle imporunt dans la cancérogenèse. Selon Doll et Peto (1981) 60
à 80Vo des cancers seraient dus à des facteus exogènes (facteurs environnementaux et socio-
économiques). De ce faiq la grande majorité des cancers serait potentiellement évitable en
mettant en place des mesurcs de prévention.

En réalité les seuls facteurs chimiques environnementaux ne pennettent pas d'expliquer le

Pnocessus du cancer. La cancérogenèse est un phénomène multifactoriel à plusieurs étapes, le
développement d'une umeur résulte d'interactions complexes entre plusieurs facteurs tant
envircnnementaux (exogènes) qu'endogènes (génétiques, hormonaux) @eto, L977).



L'importance des facteurs environnementaux a été montrée par des études épidémiologiques.
Ainsi on a Pu mettre en évidence une relation entre facteurs étiologiques (fumée de cigarette,
alcool, alimentation, virus, produits chimiques) et le développement de certains cancers. par
exemple I'usage abusif du tabac serait à lui seul responsable de 30Vo des cancers dans les pays
développés (Cairns, 1989). De même la contamination de I'alimentarion par les aflatoxines er
I'infection chronique par le virus de I'hépatite B sont impliquées dans la cancérisation du foie
en Afrique et en Asie (article de synthèse, Weinstein, 1988). L'exposition professionnelle à
des substances colnme Ie chlorure de vinyle, le benzène, I'aniline, est associée à la survenue
de cancer. [æs données d'études épidémiologiques, d'essais de cancérogenèse chimique (chez
les rongeurs), d'épreuves de génotoxicité in vivo'et in vito ont permis d'identifier comme
cancérogène pour l'homme une cinquantaine de produits chimiques (Bartsch &Tomatis, 1983;
Vainio et al,1985).

2)Le cancer de I'estomac.

Bien que I'incidence du cancer de l'estomac ait diminué progressivement en occident, ce
cancer est numériquement très important dans les pays en voie de développement. Aussi est-il
justifié d'en connaître les principaux facteun de risque dans le but de proposer des mesures de
prévention.

2.1) Incidence et répartition géog:aphique

[æ cancer de l'estomac est le plus frequent des cancers digestifs. pans les pays développés il
est au quatrième rang des cancers enregistrés alors qu'il est au deuxième rang pour les pays en
voie de développement (I0,5Vo de tous les cancers enregistrés ; IARC 1990 ; Figure l).

La répanition géographique de ce cancer montre qu'il est particulièrement élevé dans
cenaines régions : le Japon, une partie de I'Amérique Latine (Colombie en parriculier), la
Chine, I'Est de I'Europe. Cette distribution ne s'explique pas par des différences d'ordre
éthnique. En effet, il a été monné que pour les japonais ayant immigrés aux États-Unis, le
risque du cancer de l'estomac reste encore élevé, alors que les générations suivantes nées aux
Etats -Unis présentent un risque nettement plus bas (5 fois moins). Des études indiquent que
certains facteurs de cancérisation de I'estomac exercent leur effet dès les deux premières
décades de la vie. De plus, ces facteurs seraient de nature environnemental (article de
synthèse, Mirvish, 1983).
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Figure l: Cancer affectant 16 parties anatomiques par ordre d'importance dans les pays
développés er en voie de développemenr (IARC 1990).

2.2) Etiologie du cancer de I'estomac

2.2.1) Caractéristiqges histopattrologiques du cancer de I'estomac

I-e cancer de I'estomac est classé en deux principaux types histologiques : diffus et inæstinal.
Ces deux types de cancer sonr dus à des facæurs de risque différents.

96,1

106.2

56,E

59,6

. Cancer de twe diffus



Les fréquences de ce type de cancer de I'estomac sont similaires dans toutes les régions du
monde. De plus, il affecæ essentiellement des individus jeunes. [æs tumeurs sont mal définies
et s'étendent rapidement à la muqueuse. Il semble plutôt gouverné par des facteurs génétiques
que par des facteurs environnementaux.

. Cancer de twe intestinal

La fréquence de ce type de cancer dépend des époques et des lieux géographiques. Cette
catégorie semble surtout liée à des facteurs environnementaux (Mufroz et Asvall, l97l). Ces
tumeurs sont biens définies histologiquement. Elles sont précédées par diverses lésions
pathologiques. Ainsi, la gasuite et la métaplasie intestinale constituent des lésions
précancéreuses.

Ces observations ont conduit Correa (1975,1983) à proposer un modèle de cancérisation de
I'estomac (de type intestinal) en se fondanr sur des données épidémiotogiques er
anatomopathologiques. [æs différentes étapes du processus cancéreux sont schématisées sgr
la figure 2.

La première étape est constituée par une perte de I'acidité de I'estomac et le développemenr
d'une atrophie . Cette achlorydrie favorise le développemenr d'une population bactérienne.
Les catabolites bactériens seraient partiellement responsables d'une gasrrite atrophique
pouvant évoluer vers la métaplasie intestinale, puis vers une dysplasie épithéliale er
finalement cancéreuse.

2.2.2) Facteurs intervenants dans les différentes étapes du cancer de I'estomac
de type intestinale

. Rôle du régime alimentaire.

La consommation d'aliments très salés est liée à un risque accru de cancer de l'estomac chez
les japonais et les colombiens (Correa, 1983). La forte quantité de sel pourrair endommager
la muqueuse stomacale entraînant une atrophie de la muqueuse (Figure 2).
La malnutrition endémique dans certaines régions du globe est corrélée avec une forte
incidence d'atrophie gastrique. L'expérimentation animale montre qu'une achlorhydrie
gastrique peut être obtenue chez les jeunes animaux mal nourris (Mirvish, 1983). Cene
achlorhydrie permertrait I'installation d'une population bactérienne.
Des précurseurs de cancérogènes peuvent êre présents dans I'alimentation. Ainsi, après
nitrosation in vitro, des composés nitrosés potentiellement cancérogènes ont été mis en
évidence dans des sauces de poisson provenant de Chine (Mirvish, 1983).
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Régime alimentaire Cavité stomacale Muqueuse gastrique

*T^*
(NaCl, aspirine)

Malnutrition
(manque de vitamines
et de protéines)

Déficit en
antioxydant

hécurseun de
composés nitrosés

Acides
biliaires

Déficit en
caxoténoiiCes

Irritants

Figure 2 : Modèle de cancérisation de I'estomac avec les principaux facteurs étiologiques
(Conéa 1988)



. Rôle des bactéries : hypothèse de la formarion des composés N-
nitrosés (CNO) .

Dans I'estomac, les bactéries réduisent les ninarcs en nitrites, favorisant ainsi la ninosation de
précurseurs alimentaires (amine, amine aromatique, urée).
La réaction chimique de niuosation est dépendante du pH; le pH oprimum de nitrosation de
chaque amine dépend de sa basicité, pour les urées la nitrosation s'effectue à pH très acide (<
àl). Or dans le cas de gastrite chronique le pH de I'esromac varie entre 3 et 6. Les cellules
pariétales qui sécrètent I'acide chlorhydrique sont remplacées par des cellules de type
intestinales, cependant ce phénomène ne gagne pas tout la muqueuse. Aussi il a été suggéré
que les régions normales adjacentes à la muqueuse atrophique pouvait permettre une
nitrosation endogène. Un gradient de pH pourrait s'établir, il permertrait la colonisarion
bactérienne sur le coté de la muqueuse où le pH est élevé; les nitrires formés par les bactéries
réagiraient avec les composés nitrosables en diffusant vers la muqueuse gastrique normale
(pH acide) (article de synthèse, Kyrtopoulos, 1989). De plus, une niuosation d'amine
secondaire par catalyse enzymatique peut être effectuée par certaines espèces de bactéries
(Suzuki et al,1984; Calmels et al,1985; l99l).
La nature chimique des composés N-nitrosés (CNO) fôrmés dans I'esromac n'esr pas connue,
mis à pan quelques nitrosamines volatiles dont la concentration est nès faible par rappon à
I'ensemble des CNO. Ces substances déterminent l'évolution vers la métaplasie intestinale et
la displasie. Cette dédifférenciation cellulaire serait due à des mutations successives .
Des espèces bactériennes comme Helicobacter pylori ainsi que les acides biliaires
provoquent une inflammation de la muqueuse, perrnettant l'établissement de métaplasies
intestinales. Cette infiluation bactérienne est accompagnée d'une production locale de
cytokines et probablement de formes réduites de l'oxygène pouvanr oxyder des composants
de la cellule (Sobala et al, L99l)

. Rôle des micro nutriments.

Dans les expérimentations animales, la formation intragasnique de nitrite et de nitrosamines à

Parth d'amines secondaires est inhibée en ajoutant de la vitamine C (sous forme ascorbate)
dans la nourriture (Minrish, 1983). De même chez I'homme la nitrosation peut êre inhiHe
par I'acide ascorbique mais également de façon moindre par I'cr-rocopherol (vitamine E)
(Ohshima & Bartsch, 1981). Il a été récemment montré que les sujets atteints de gastrite
chronique ont une concentration en acide ascorbique très faible dans les sucs gastriques, alors
qu'elle apparaît normale dans le plasma (Sobala et al ,1991). Le taux de caroténoides et de
tocophérols dans le sang est très bas chez les patients atteint de dysplasie, alors qu'il est
normal dans le cas de patiens atteint de métaplasies.
Des tannins inhibent également la nitrosation en réagissant avec le nitrite (Mirvish, 1983)
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Chez les animaux uaités à la N-methyl N'-nitro-N nitrosoguanidine, I'absorption de
caroténoides diminue I'incidence des cancers gastriques. Ces composés n'empêchent pas le
développement des métaplasies intestinales (Correa, 1988), mais ils interviennent dans les
phases plus tardives du processus du cancer gastrique. Ces micro nutriments agiraient comme
protecteurs en blquant le processus de cancérogenèse.

. Maladies prédisposantes

Chez les individus atteints d'anémie pernicieuse, on détecte une achlorhydrie gastrique: des
enquêtes épidémiologiques ont mis en évidence une forte corrélation enrre cancer de
I'estomac et anémie pernicieuse (Caygill et al,l9B4).
De même le risque de cancer est accru chez les malades qui suite à une gastrectomie partielle
ont développé une atrophie de la muqueuse gastrique. Ce risque est augmenté l5 à 20 ans
après I'opération chirurgicale (Stahlsberg et Taksdal, l97l) que celle-ci ait été effectuée pour
un ulcère gasnique ou duodénal (Ross et al, 1982).

Læ modèle de Corréa (1988), définit plusieurs étapes pour la formation du cancer gastrique de
type intestinal et précise les différents facteurs favorisant ou ralentissant le processus de
cancérogenèse. Cependant, le modèle doit être nuancé du fait d'études récenres monrrant
I'absence de liaison entre la concentration en CNO dans des sucs gastriques de patients à jeun
et les données d'anatomopathologie : les concentrations en CNO de sucs gastriques acides
sont semblables à celles de sucs gasriques achlorydriques (Sobala et a1.,1991 ; Pignatelli er
al.,1993).

De même, il n'y a aucune preuve permettant d'affirmer qu'une augmentation de la
consommation en substances protecuices (vitamine C, Carotène, Vitamine E) réduirait
I'incidence du cancer de I'estomac de type intestinal dans les régions à haut risque (Boeing,
l99l) .

3. Caractéristiques de la cancérogenèse chimique

3. I ) Caractères élecnophiles des cancéroEÈnes chimiques.

En 1947 Miller et Miller ont mis en évidence que le p-diméthylaminoazo-benzéne se fixait
par covalence sur les protéines du foie de rar Brookes et Lawley (1964), furent les premiers à



montrer I'association entre le pouvoir cancérogène de certains hydrocarbures sur la peau de
souris et leur taux de fixation sur I'ADN. Ces réactions enrraînent des modifications de I'ADN
qui peuvent conduire à des mutations. Ces altérations de I'ADN déterminent à terme la
transformation de la cellule normale en une cellule cancéreuse.
De nombreux composés de structure chimique très diverses sont capables de former des
liaisons covalentes avec I'ADN. De fait, Miller (1970) et Miller et Miller (1977) ont montré
que tous ces composés chimiques ont un caractère électrophile.
En effet, les composés cancérogènes sont ou après activation métabolique, des réactifs
élecnophiles (molécule avec un atome déficient en électrons). Ces molécules peuvent donc se
lier de façon covalente à des sites nucléophiles (atomes riches en électrons) de
macromolécules cellulaires (protéines, ADN et ARN) pour former des produits d'addition
appelés adduits. L'adduction de I'ADN et sa conséquence mutagène correspond à la phase
d'initiation de la cancérogenèse chimique.

3.2) Principales étapes de la cancérogenèse chimique

La période qui s'écoule entre I'administration d'un cancérogène et I'apparition d'une tumeur,
peut être divisée en trois périodes distinctes : I'initiation, la promotion et la progression. Cette
fragmentation dérive de modèles expérimentaux particuliers ; chaque étape peut refléter un
ou plusieurs événements au niveau moléculaire (Figure 3)

3.2.1) L'initiation

Sans ou avec le concours d'enzymes (activation métabolique), les composés cancérogènes
sont transformés en dérivés électrophiles qui peuvent réagir de façon covalente à I'ADN
cellulaire. Les adduits formés peuvent être éliminés par divers sysrèmes de réparation de
I'ADN (voir paragraphe 4.4). Une mutation sera produite si I'ADN est répliqué avant d'être
réparé ou si la réparation est fautive (Farber, 1982).Iæs muutions peuvent êtres engendrées
lorsque les adduits produisent des mésappariements de bases ou un décalage du cadre de
lecture. D'autres types de mutations résultent de réarrangement de fragments d'ADN
(insertions, délétions, transpositions, recombinaisons, amplifications).
Les cellules contenant des mutations au niveau de sQuence d'ADN correspondant à un
protooncogène ou/et à un gène suppresseur tumoral, sont dites cellules initiées.

3.2.2) La promotion



La phase de promotion colresPond à la prolifération clonale des cellules initiées sous I'effet
de substances appelées "promoteurs". De ce fait, la probabilité d'avoir des mutations dans
cene population de cellules initiées augmente par rapport à la population de cellules normales
(Harris, l99l). Cette étape de promotion conduit à la formation de lésions pré-néoplastiques.
I-a promotion est partiellement réversible et inhibable par des agents antioxydants.
I-es promoteurs ne possèdent pas ou peu d'activité cancérogène. Par exemple le TpA (12 O-
tétradecanoyl-phorbol-13 acétate) constituanr de l'huile de croton est impliqué comme
promoteur de la cancérogenèse de la peau chez la souris et initiée par des hydrocarbures
polycycliques aromatiques @ounrell, 1964).

3.2.3) La progression

La progression correspond au passage de la lésion pré-néoplastique (tumeur bénigne) à un
néoplasme (tumeur maligne). La population néoplasique s'accroît, ces cellules ne sont plus
soumises au processus de régulation ; elle n'évoluent plus vers la d.ifférenciation terminale ou
la mort cellulaire. Ces cellules prolifèrent sans contrôle et envahissent les tissus environnants.
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4) Formation des adduits et leurs conséquences biologiques

Le processus de transformation d'une cellule normale en cellule cancéreuse dépend donc pour
partie d'une altération de I'ADN de par la fixation covalente de dérivés élecnophiles des
substances cancérogènes.
Ainsi, l'étude de la formation de ces adduits et de la réparation de I'ADN devrait perrnertre
d'évaluer l'exposition des individus à un cancérogène.

4.1) Réactivité et cible moléculaire des cancérogènes chimiques.

4.1.1) Formation des adduits

[æ caractère commun aux diverses classes de cancérogènes est la formation soit directement
soit après activation métabolique, des dérivés électrophiles qui peuvent réagr avec les sites
nucléophiles de I'ADN.
Depuis les travaux de Miller et Miller (1947) et de Brookes et Lawley (1964) (voir
paragraphe 3.1), de nombreuses études se sont succédées afin de déterminer les modes de
fixation des cancérogènes à I'ADN. Le recours à I'administration de composés radiomarqués
chez I'animal a permis de détecter et de quantifier les inæractions des cancérogènes avec
I'ADN. Ainsi, Lutz (1979) définit un index de liaison covalente à I'ADN (CBI : Covalenr
Binding Index). Cet index correspond au nombre de micromoles de produits lié à I'ADN de
I'organe étudié par mole de nucléotide, rapporté au nombre de millimoles de produit
administré par kilogramme d'animal.

CBI = pmoles d'adduit/ mole de nucléotide de I'ADN
mmoles de produit administré par kg d'animal

Cette index peut êne également calculé à partir des valeurs de dpm comme indiqué ci-
dessous.

CBI =
dom de la substance liée Dar ms d'ADN x 309.106

dpm de la substance administrée par Kg d'animal

La plupart des érudes menées sur le CBI ont été faites apÈs I'administration d'une seule dose
à I'animal alors qu'il serait plus approprié de mesurer les lésions à I'ADN après des
expositions chroniques qui tiennent compte des processus de liaison et de réparation.
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Lutz a établi une classification des agents cancérogènes d'après la valeur de leur CBI :
cancérogènes forts (CBb 1000), cancérogènes moyens (CBI > 100) et cancérogènes faibles
(CBI < l0). La détermination globale des lésions à I'ADN ne révèle pas nécessairement la
potentialité cancérogène d'un composé. Par exemple, les études sur le foie concernant la
diméthylnitrosoamine (NDMA, CBI = 6000) montre que ce produit donne dix fois plus
d'adduit de I'ADN que la diéthylnitrosoamine (CBI = 430) qui pourranr est plus cancérogène
que la NDMA. Ceci peut être due à la différence de distribution et de réparation des lésions
méthylées et éthylées (Dirheimer, 1986 ; Lutz, 1986).

De tous les cancérogènes chimiques, les agents alkylants ont été particulièrement bien
étudiés, ce sont ceux dont le mécanisme d'action chimique et biologique est le mieux compris.

4.r.2) Mécanisme de formation des adduits à I'ADN par les agents alkylants

Les agents alkylants constituent un important groupe de mutagènes et de cancérogènes. On
distingue l) les agents alkylants directes coûrme par exemple les alkylsulfates ([diméthyl ou
diéthyll sulfate), les alkylalcanesulfonates ([méthyl et éthyl] sulfonate), les alkylnitrosourées
(méthyl, éthylnitrosourée),2) les agents alkylants indirectes qui sont activés métaboliquement
avant d'altérer I'ADN, c'est le cas des dialkylnitrosamines.
[-es effets biologiques de nombreux agents alkylants sont déterminés par la nature de I'adduit
à I'ADN mais également par leur persistance (Karran et Lindahl, 1985). Ces agents ont éré
largement utilisés en laboratoire pour comprendre les mécanismes de muhgenèse et de
cancérogenèse. Une douzaine de sites susceptibles d'êtres alkylés ont été mis en évidence sur
I'ADN in vitro (Singer et Grunberger, 1983). Ce sont des atomes riches en élecnons (N, Q, S,
ou e) qui sont localisés au niveau des positions g-1, N-3 er N-7 de I'adénine; N-3, N-7 e6 ae
la guanosine, I{-3 et t de la cytosine, !{-3, Q4 et Q2 oe la thymine er au niveau des
groupements phosphates (Figure 4).
Les agents alkylants se lient à différents sites de I'ADN suivant leur pouvoir électrophile
exprimé par la constante de Swain et Scott et le caractère nucléophile du site. La sélectivité
des réactions de substirudon nucléophiles peut êne déduite de la relarion de Swain et Scott

' kN^
tog 

lftr- 
= Jn

avec kp et kll2o qui sont deux constantes 6u 2ème ordre avec les nuctéophiles N et
H2O.(Lawley, 1976).
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Figure 4 : Siæs d'action des cancérogènes sur les bases de I'ADN

[æs agens de fone sélectivité nucléophile conrme le diéthylsulfate ou le diméthylsulfate, vont
réagir avec les atomes d'azote de I'ADN : particulièrement sur la position N-7 de la guanine
(site le plus nucléophile de I'ADN) suivant un mécanisme de substitution nucléophile
bimoléculaire (SN2) (Lawley, 1984.) La position N-3 de I'adénine est également un site très
nucléophile. Les agens de faible sélectivité nucléophile comme les ninosouÉes (MNU,
ENU) vont aussi réagir avec les atomes d'oxygène par un mécanisme de substitution
nucléophile d'ordre I (St{l).
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La proportion relative de chaque adduit va donc dépendre de la sélectivité nucléophile de
I'agent alkylant considéré. De nombreux travaux ont permis de déterminer les proportions
relatives des différents adduits de I'ADN (in vivo et in vitro) suite à I'action d'agents alkylants.
I-e tableau 2 résume les proportions (exprimées en pourcentage) des alkylations obtenues sur
de I'ADN double brin in viÛo, par les principaux agents alkylants (Singer et Grunberger,
1983)

Tableau 2 : Alkylation d'un double brin d'ADN in vito (Singer et Grunberger, 1983)

[æs agents méthylants sont environ vingt fois plus Éactifs vis à vis des acides nucléiques que
les agents éthylans dans les mêmes conditions (Singer er Grunbergea 1983). La mutagénicité
et la cancérogénicité des agents alkylants sont corrélées avec leur capacité à se lier aux
atomes d'oxygène.

Sites

d'alkylation
Alkylation rorale (pourcenrage)

(EMS) (ENU
ADENINE

N-1

N-3

N-7

1,9

l8

r,9

3,8
10,4
1,8

2
l0
1.5

r,7
4,9

1 ,1

0,2
4,0
0.3

THYMINE
gz

N-3
g4

nd

nd

nd

nd

nd

nd

7,4
0,8
2.5

CYTOSINE

62

N-3

nd

< l

0,1
0,6

nd

0,7
nd

0.6

3,5
0,2

0,8 r6 13 57



4.1.3) Imponance des différcnrc

Loveless (1969) a suggéré que la lésion en Q6 de la guanine esr importante pour I'induction
d'une tumeur du fait que lQ6-méthylguanine peut théoriquement s'apparier avec la thymine
au lieu de la cytosine lon de la réplication de I'ADN. I-a mutation qui en résulte au terme de
deux divisions serait une transition GC => AT.
Les études sur les cultures de cellules ont montré une corrélation entre le pouvoir mutagène
des agents alkylants et leur capacité à former de lQ6-4lylguanine dans I'ADN (Beranek er
al., 1983 ; Beranek, 1990).
[æ pouvoir cancérogène des agents alkylants monofonctionnels serait déterminé par le rappon
initial 7-alkylguanine / Q6-alkylguanine. L'alkylation en e6 Oe la guanine déterminerait la
cancérogénicité des agents chez les rongeurs (Bansch et a\.,1983). De même, 1l a été montré
que chez des bactéries, I'Q6-akylguanine autant gue lQ4-.gylthymine sont mutagènes
(Singer et al.,1978).

Toutes les lésions à I'ADN ne conduisent pas à une mutarion. Les adduits 3-alkylpurines er
Q2-alkylpyrimidines entraînent la mort de la cellule si elles ne sonr pas réparées avant la
division cellulaire. La cytotoxicité est liée au fait que le groupe alkyle présent dans le petit
sillon de la double hélice de I'ADN va bloquer I'ADN polymérase lors de la réplication

Karran et Lindahl, 1985).

La position N-7 de la guanine est le site le plus réactif de I'ADN pour les agenrs alkylans
(Tableau 2). Cette lésion persistante n'est pas dangereuse pour la cellule et n'interfère pas in
vitro dans la synthèse de I'ADN (Lawley et Orr, 1970; Karran et al.,1982; Boiteux er Laval,
1983). Cependant I'alkylation en position 7 de la guanine rend la liaison glycosidique instable.
La liHration de la base conduit à I'apparition d'un site apurique (AP), pré mutagène dans
I'ADN (voir paragraphe 4.6.2). L'alkylation en position 7 de la guanine favorise également la
rupture du cycle imidazole donnant une forme ouverte 2,6-diamino 4-hydroxy, 5N-
méthylformamidopyrimidine (Fapy). Les résidus Fapy bloquent la synthèse d'ADN in vitro
(Boiteux et laval, 1983).

[æs agents bifonctionnels (moutarde de soufre) peuvent réagir avec deux guanines (position
7) et créer des pontages intra et inter-brins conduisant à la mort cellulaire. Dans ce cas, la
réaction avec la [7-guanine est importanæ.

4.4) Réparation de I'ADN

La réparation de I'ADN est un déterminant important dans l'étape d'initiation de la
cancérogenèse par les agents alkylans. Plusieurs sysÈmes de réparation ont été mis en
évidence chez les procaryotes et chez les eucaryotes.



4.4.1) Réparation par transfert du groupe alkyl.

Ce type de réparation concerne les résidus Q6-alkylguanine. Il s'agit d'un rransfert direct
stoechiométrique du groupement alkyl sur le résidu cysréinyle de la protéine acceptrice
appelée alkyl-Q6-guanine ADN-alkyltransférase. L'ADN esr restauré en une seule étape par
cette Protéine. Comme le site accepteur "cystéine" n'est pas régénéré,le nombre d'e6-
alkylguanine réparé sera égal au nombre de molécules d'alkyltransférase actives (pegg et
Byers, 1992). Cette enzyme qui élimine une lésion pré mutagène est essentielle dans les
moyens de défense de I'organisme contre les effets mutagènes et cancérogènes des agents
alkylants. Chez les bactéries exposées à des faibles doses d'agents alkylants, on observe une
induction de I'expression de lQ6 atlcyt guanine-ADN-transférase (Lindahl, 1982). Il s'agit de
la réponse adaptative aux agents alkylants. Chez les mammifères, la régulation à la
concentration d'alkyltransférase diffère selon I'espèce et le type cellulaire. Une induction de
I'activité de I'alkyltransférase a été observé dans les cellules d'hépatomes de rat exposés à des
composés N-nirrosés ([,aval, 1991).

4.4.2) Réoaration par excision de bases

Les ADN-glycosylases catalysent ce type réparation qui s'effecrue en plusieurs étapes. En
premier lieu, une N-glycosylase excise la base alkylée laissant un site apurique ou
apyrimidique (site AP). Une AP-endonucléase excise la chaine phosphodiester près du site
AP, puis une exonucléase excise un fragment du brin endommagé. Le brin intact sert de
matrice de polymérisation d'un nouveau segment d'ADN qui sera soudé grâce à une ligase
(anicle de synthèse, Laval et Laval, 1980).
Chez les bactéries Escherichia coli, on rencontre principalement deux types d'ADN-
glycosylase (Lindahl, 1982). Une enzyme constiturive réparant principalemenr la 3-
méthyladénine (3-méthyladénine-ADN-glycosylase I) er une aurre enzyme inductible (ADN-
glycosylase II) qui répare la 3.méthyladénine mais égalemenr la 3-méthylguanine etlaT-
méthylguanine (spécificité de substrat moindrc pour cetre enzyme).
Chez les mammifères, il n'existerait qu'un seul type d'ADN-glycosylase de faible spécificité
de subsnat.

4.4.3) Réparation des Ésidus Fapy.

Les résidus Fapy sont réparés par un système enzymarique appelé Fapy-ADN-glycosylase.
Chez Echerichia coit cette enzyme est codée par le gènefug. Cece enzyme présenæ chez les



bactéries et dans les cellules de mammifère répare également les lésions de I'ADN engendrées
par les radiations ionisantes ou par les processus d'oxydation endogène comme par exemple la
8-oxo-7,8-dihydro-2'déoxyguanosine (8-oxodG). La fonction physiologique principale de
cette enzyme serait donc la reparation des lésions produites par les radicaux libres ou par les
espèces réactives de I'oxygène (Tchou et al ,1991, Boite ux et al ,lgg2, O'Connor et al ,
1993). Elle répare aussi les formes ouveræs de I'adénine généÉes par irradiation de I'ADN.
La Fapy-ADN-glycosylase (FPG proteine) possède également une activité enzymatique
associée reconnaissant spécifiquement les sites AP ("strand nicking activity", O'Connor et
Laval, 1989) et coupant les liaisons phosphodiesters en 3'er 5' du sire AP. Ainsi Ia coupure
générée est limitée par des ærminaisons 5'phosphare er 3'phosphate (Bailly et al.,l9S9).

4.5) Conséquences biologiques de la formation des adduits

Comme nous I'avons vu précédemment, le système de réparation de I'ADN perrnet de
diminuer considérablement les effets muugènes et létaux des agents alkylants. Les taux de
formation et la réparation des adduits varient suivant I'espèce, I'organe, la cellule et même le
niveau subcellulaire comrne le prouvent les exemples cidessous.
Ainsi des rats traités à la MNU ou à la ENU développent uniquement une tumeur du cerveau
(Goth et Rajewsky, 1974). Les agents alkylants de type MMS sont moins inducteurs de
tumeur du cerveau. La fréquence de ces tumeurs est proportionnelle au taux d'8,6-
alkylguanine dans le cerveau. Cependant" on constate des différences suivant les espèces. En
effet les souris ou les hamsærs présentent des niveaux d'adduits e6-alkylguanine dans le
cerveau similaires à ceux observés chez les rats, mais I'induction de rumeur est beaucoup plus
faible (anicle de synthèse, Swenberg et a1.,1985 ).
D'auEe Part, une exposition à la N-ninoso N-méthylbenzylamine entraîne une accumularion
dQ6-méttrylguanine et de 7-méthylguanine constatée dans les cellules glandulaires et
épithéliales de la cavité nasale des rats. Ce phénomène esr probablemenr dû à leur faible
capacité à réparer ces adduits ainsi qu'à un faible taux de prolifération cellulaire (Van
Benthem, 1992).
De même, des différences dans la réparation de I'O6-méthylguanine er de I'O4-méthylthymine
ont été observées dans le foie de hamster et de rat après traitemenr par une seule dose de
diméthylninosamine (DMt$. Chez les deux espèces, une augmenrarion rapide de I'ADN
glycosylase est constatée alors que pour I'O6-méthylguanine-ADN-méthylnansférase certe
augmenation à lieu que chez le rat (HaIl et a1.,1990)
Le taux de mitose est également un facæur conditionnant I'organotropisme des substances
cancérogènes. En effet, suite à une exposition à la diméthylhydrazine (20 mg/kg) les
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concentrations de I'adduit Q6-méthylguanine se révèlent plus importantes dans le foie que
dans le colon chez le rat" alors que les tumeurs sont localisées essentiellement au niveau du
colon. Cette différence serait due au fait que la réplication cellulaire au niveau du colon est
plus importante qu'au niveau du foie. De même, le taux d'adduits du chlorure de vinyl dans
I'ADN de foie de jeunes rats est supérieur à celui des rats adultes car les taux de divisions
iellulaires au sein du foie des jeunes rats sont plus importans. Par conséquent leur sensibilité
pour I'angiosarcome est plus élevée (Ciroussel et a\.,1990).
L'induction de néoplasme par les agents alkylants peur également être spécifique d'une
population cellulaire. Par exemple, la diméthylhydrazine induit essenriellement un
angiosarcome du foie chez le rat. En effet, on constate que durant les huit premiers jours
d'exposition le rapport O6-méthylguanine | 7-méthylguanine est cinquante fois plus élevé
dans le cas des cellules de Kupffer et endothéliale que dans les hépatocytes. Cette différence
entre les populations cellulaires provient du fait que les hépatocytes ont un taux d'enzyme de
réparation constitutive et inductible (Q6--éthylguanine-ADN-méthyltransférase) beaucoup
plus important que les cellules endothéliales et les cellules de Kupffer (Swenberg et al.,1982
Swenberg et a|.,1985).

D'autres facteurs de susceptibilité ont été caractérisés. Gaubatz er Tan (1993) montrent que la
7-méthylguanine est réparée beaucoup plus efficacement dans les reins de souris jeunes que
parmi ceux des souris agées suite à un traitement à la N-méthylnitrosourée. Cette diminution
de I'efficacité de la Éparation serait due à une altération srructurale de la chromatine dans les
tissus sénescents.

L'induction d'une tumeur dans un organe est fonction de facteurs multiples comme la capacité
de réparation, la prolifération cellulaire, I'age des tissus, mais également des spécificités de
I'individu comme des facteurs métaboliques (capacité à métaboliser les cancérogènes),
physiologiques (héÉdité, sexe, état hormonal et nutritionnel).

Au niveau subcellulaire (au sein de I'ADN), la localisation des adduits n'est pas un
phénomène aléatoire. Le potentiel de flrxation d'un cancérogène comme le N-hydroxy-2
-acétylamino fluorène serait influencé par la conformation de I'ADN (forme B ou Z) in vitro
(Rio et [æng, 1983).

La composition en bases des séquences de I'ADN peut affecter le profil de fixation d'un
cancérogène. L'étude de la distribution des N7-alkylguanine générées par des agenrs alkylants

Pennet d'observer la formation de ces adduits sur certaines séquences de I'ADN. Ainsi, la
formation de 7-alkylguanine par la chloroéthylnitrosourée se fait sur des motifs continus de
guanine. Par contre les alkylations dues à la MNU se font préférentiellement sur la seconde
guanine d'une séquence GGA ou GGT (article de synthèse, Richardson et Richardson, 1990).
L'alkylation par la MNU d'un dodécamère synthétique confrrme l'influence des bases
adjacentes (Dolan et al., 1988). Ces mêmes auteurs montrent que la réparation de



I'QÉméthylguanine d'un dodécamère synthétique double brin est plus lente quand Ia base
située en 5'de lQ6-méthylguanine est une guanine. Elle est plus efficace lorsqu'il s'agit d'une
cytosine.

I-es mutations ne se font pas au hasard. Certaines régions de I'ADN sont plus susceptibles aux
alkylations (triplet GGIù. Il a également été montré qu'un gène exprimé est réparé plus
efficacement qu'un gène silencieux (article de synthèse, Hanawalt, l9g7).

4.6) [æs sites apuriques

4.6.I) Formation et srructurc des sires apuriques

[-es sites apuriques ou apyrimidiques (AP) sonr des lésions fréquentes de I'ADN. Ils résultent
d'une rupture de la liaison N-glycosidique entre la base purine ou pyrimidine et le
désoxyribose (Figure 5)
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Figure 5 : Formation er strucurc des siæs apuriques et apyrimidiques (Ap)

Chez I'homme il a été estimé qu'environ 10000 siæs AP sont produits par cellule et par jour
(anicle de synthèse Lindahl, 1982; Loeb et heston, 1986).
L'hydrolyse de la liaison N-glycosidique a lieu spontanérnent à pH neutre mais ce phénomène
est considérablement augmenté par des modificuions chimiques des bases, par exemple les
alkylations en position N7 de la guanine, N3 etNT de I'adénine, N3 de la cytosine. Les sites
AP peuvent être égalernent formés par des agents physiques (radiation ionisanæ) ou chimique
(bléomymicine) (Steighner et Povirk, 1990). La vitessc d'hydrolyse de la liaison N-

A?N
o
I'-l=o

t h r-  - È ,

Y
o
I

o-f o

1
ADN

A?N A?N APN

11?-*- 
l=o o-T=o -*To

l- î t lzql î ?

| -kb# | ""r\" -nl-"^
IY|-lJ=5Y
I { l"'o ? ?|-'O-P=O J -O- p=O -O_ p=o

t t l
???

ADN ADN ADN



Chanitre I : bibliosranhie

glycosidique augmente avec la température mais également avec I'acidification du milieu
(Loeb et Preston, 1986).

I-es sites AP sont également des intermédiaires dans le prccessus de réparation par excision
des bases altérées effectuée par les ADN-glycosylases.
Un site AP dans I'ADN est un mélangc d'es@e en équilibre enrre un cycle ouvert avec une
fonction aldéhyde et deux espèces hémiacétales (Figurc 6)

Figure 6 : Structure chimique d'un site AP (forme aldéhyde (A) ; forme c et B hémiacétales
(B et C).

La caractérisation des sites AP dans un ADN double brin monne que les deux formes
hémiacétales sont majoritaires, la forme aldéhyde constituerait LVo des sites AP totaux, mais
cette forme est très réactive (Doetsch et Cunningham, 1990).
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4.6.2) Réparation et pouvoir muagène des sites Ap

a) Réparation des sites AP

Un site apurique (AP) consiste en un ésidu 2'désoxyribose lié aux nucléotides voisin par
une liaison phosphodicster en 3' et 5' (Bertrand et a1.,1989). Les AP endonucléases présentes
chez les Procaryotes €t les eucaryotes vont permettre la réparation des siæs AP.
I-a majorité des AP endonucléases catalysent I'hydrolyse de la liaison phosphodiester en 5'
du siæ AP et génère une extnémité 3'OH (endonucléase de clasæ II). Chez Escherichia coli,
I'endonucléase principale est le produit du gène xth . Cette endonucléase a égalemenr la
propriété d'agir comme une exonucléase sur un double brin d'ADN in vito d'où le nom
d'exonucléase III donné à cetæ enzyme (exonucléase III ou endonucléase II ou endonucléase
Yf). Escherichia coli possède une seconde enzyme qui est I'endonucléase tV (produit du
gène nfo) dont la spécificité de substrat est tnès proche de la précédente. L'endonucléase IV
semblerait plus spécifîque des sites AP engendrés par les antibiotiques ou les radicaux
oxygène.

[.a coupure en 5' du siæ AP produit un résidu 5'-désoxyribosephosphate qui doit être excisé
pour poursuivrc la suiæ de la réparation par I'ADN polymérase et la ligase. La foncrion
exonucléase (5'-> 3') de I'ADN polymérase I est inefficace. Aussi une enzyme isolée chez
Escherichia coli (la 5'dRpase), dont le magnésium est le cofacteur, perner de libérer
I'extrémité 5' du résidu désoxyribosephophate. Une acdvité enzymarique similaire esr
présente dans les extraits cellulaires de mammifères (Figure 7).

Une autre voie de réparation mineure pennet la réparation des sites AP impliquant une
coupur€ en 3' du siæ AP et une B-élimination (endonucléase de classe t). Chez Escherichia
coli , I'endonucléasc Itr agissant sur les cycles pyrimidines modifiés (activité ADN
glycosylase) permet la coupure en 3'du siæ AP et catalyse une B-éliminatonin vitro.
Bailly et Verley (1989) proposent le nom de'AP lyases" pour les enzymes qui catalysenr la
réaction de B-élimination et dont I'activité scrait associée à celle de I'ADN glycosylase. Cette
appellation est préféréc à celle d'endonucléase de classe I.
Lcs séquences tripeptidiques Lys-Trp-Lys et Lys-Tyr-Lys permettent également une ruprure
en 3' du siæ AP et une réaction dc B-élimination (Pierre et Laval, l98l).
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Une réaction de ô élimination, suite à la prcmière élimination, peut également être catalysée
par lcs "AP lyases" comme dans le cas de la FApy-ADN glycosylase.
L'étape suivante dans la réparation consiste en I'excision du résidu désoxyribosephosphate
(ou phosphate) par I'endonucléase IV et I'exonucléase III (chez Escherichia coll) permettant
ainsi à I'ADN polymérase et à I'ADN ligase de combler la coupure (Lindahl, 1990 et Doetsch
et Cunningham, 1990 - figurc 7)

b) Mutagénicité des sites AP

si les sites AP ne sont pas réparés, ils ont des effets mutagènes eVou létaux.

Læs premières démonstrations de la mutagénicité potentielle des sites AP ont été réalisées sur
des matrices constituées de poly [d(A-T)] dépurinées puis dupliqués par I'ADN polymérase
purifiée. On constate une augmentation du nombre d'erreurs dans I'incorporation des
nucléotides complémentaires effectuée par I'ADN polymérase (anicle de synthèse, Loeb er
Preston, 1986).

Les études in vivo ont été réalisées sur les bactéries et sur les cellules de mammifères. La
dépurination d'un ADN de bactériophage gx 174 arrr3 in vtto etla transfection de cer ADN
chez Escherichia coli , a permis de montrer une diminution considérable de la multiplication
des phages dans Escfterichia coli . Les auteurs ont montré qu'approximativement 3,5 sites
AP dans I'ADN du phage gx 174 am3 constituent une lésion léthale. Cependant, les sites AP
chez les bactéries sont mutagènes que si le système de réparation SOS a été induit. Dans le
cas contraire, les sites AP sont des lésions qui bloquent la réplication de I'ADN chez les
bactéries (Schaaper et [,oeb, l98l).
En effet, les ADN polymérases de procaryotes sont très flrdèles lors de la réplication aussi
elles contournent ("bypass") difficilement les sites AP. A I'inverse, les ADN polymérases des
eucaryotes effectuent des erreurs lors de la réplication et de ce fait elles contournent très
facilement les sites AP. La deoxyadénosine est fréquemment insérée à I'opposé du site in
vitro (Læ,b et Preston, 1986).

Chez les mammifères, I'introduction de sites AP dans I'ADN du vinrs SV 40 provoque une
diminution considérable de la survie des virus après transfection comme dans le cas des
phages (environ 3 sites AP dans le génome du SV 4O constitue une lésion létale - Gentil er
al.,1984).

Les propriétés mutagènes d'un seul site AP simé à I'opposé d'un résidu guanine introduit
dans un plasmide vecteur capable de se répliquer dans les cellules de mammifères et dans les
bactéries ont été étudiées . Le plasmide est inséré dans les cellules de mammifères COS7,
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puis les mutations sont analysées chez les bactéries. Cette étude a permis de montrer qu'un
seul site abasique induit une incidence de l%o en mutagénèse. Dans ce système, aucune
insertion préférentielle de base opposée au site AP a été mise en évidence et les mutations
par décalage du cadre de lecture sont peu fréquentes Par contre une insertion préférentielle de
I'adénine a été observée chez les bactéries (Vasseur et a1.,1986 ; Genril et a1.,1990).

La potentialité mutagène des sites AP étant démonrrée dans les cellules de mammifères, il est
donc intéressant de pouvoir quantifier ces lésions dans I'ADN. Ces dernières années.
plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer les sites AP dont les principales sont
présentées succinctement ci-dessous.

4.6.3) Mise en évidence des sites Ap

Un essai pour apprécier la formation des sites AP consiste à déterminer les coupures simples
brins de I'ADN endommagé, après un traitement alcalin ou après I'action des Ap
endonucléases irt vitro. Cette quantification indirecte compone quelques inconvénients, en
effet, il est difficile d'obtenir des préparations d'endonucléases pures. Quant à la méthode du
traitement alcalin de I'ADN, elle peut provoquer des altérations de bases et générer des
coupurEs sur le brin d'ADN qui ne seraient pas dues aux sites AP initialement pÉsens (Liuzzi
et Talpaert-Borlé, 1988).
Aussi plusieurs autres méthodes de détection ont été développées ces dernières années, dont
les principales sont présenrées ci-dessous.

a)D.érecdon.dc.s.sitcs.AP.p.ar.lamé.rhoxyaminc

Cette méthode est basée sur la réactivité chimique de la fonction aldéhyde du désoxyribose au
niveau du site AP. Ainsi un réactif spécifique de la fonction aldéhyde marqué par un isotope
radioactif devrait permettre une évaluation rapide des sites AP. Les réactifs possédant
uniquement un groupe -NH2 se sont révélés inappropriés car ils dégradaient le site
apurinique. Par conne les composés comprenant un groupe -ONHZ cofiune la méthoxyamine
Éagissent quantitativement avec la fonction aldéhyde du siæ AP sans provoquer la rupture de
la chaîne polynucléotidique (Talpaen-Borlé et Liuzzi,1983). La l4C méthoxyamine réagit
très peu avec I'ADN non modifié, les sites AP sont quantifiés en évaluant la radioactivité tiée
a I'ADN. Cette méthode reste peu sensible car I'activité spécifique de la méthoxyamine est
limitée par la pÉsence d'un seul carbone marqué. La méthoxyamine a la propriété de pénérer
à I'intérieur des cellules et peut êtrre utilisée pour détecær les sites AP formés in vivo ( Fortini
et al, L990). Les sites AP formés in vivo modifiés par la méthoxyamine deviennent résistants
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à I'action des AP endonucléases des mammifères, alom que l'endonucléase III et IV de E.coli
ne sont pas inhiHes par cette modification du site. L,a quantification des sites AP dans I'ADN
des cellules de mammifère est effectuée grâce à I'analyse (southern blots) des fragments de
rcstriction obtenus après traiæment de cet ADN par les endonucléases bactériennes (Rosa er
al, l99l; Fortini et a1.,1993)

b) Dérccrion.dcs. sitcs. AP. par. la 9.-.aminopllipticinc.(9:AE)

Cetæ méthode consiste à mesurer la fluorescencp du produit de I'interaction entre I'amine
hétérocylique (9-AE) et le site AP. Cette fluorcscence est spécifique de la présence de site Ap
dans I'ADN. I-a quantification des sites AP ne dépend pas de la nature de I'ADN (simple ou
double brin). La limiæ de détection est de I siæ pour l0@ paires de bases. Cependanr cette
sensibilité est obtenue que si la concentration optimum de 9-AE est déterminée En effet en
cas d'éxcés de 9-AE on conshte une diminution de la fluorescence due à un quenching du
chromophore (Bertrand et al, 1987). Pour de faible concentrarion, la 9-AE peut également
couper I'ADN en 3'du site AP.

La propriété de la 9-AE de se lier au sites AP et de couper I'ADN est due à la formation d'une
base de Schiff en position I' du désoxyribose (Bertrand et al 1989). La 9-AE perrner
également d'inhiber la réparation des sites AP par I'exonucléase Itr de E.coti (Lefrançois er
al, l99O).

D'autrc molécules chimiques ont également la propriété de couper I'ADN au niveau des sites
AP. Ainsi Constant et al (1988) ont montrer que I'adénine couplée à la 9-aminoacridine
s'intercale et coupe spécifiquement I'ADN au niveau des sites AP.

c) Détcction.dcs. siæs. AP. par g.g.st:.rrtanquagc. 32P,

Cetæ téchnique permet de quantifier les sites AP dans I'ADN avec une grande sensibilité (1
femtomole par essai). Le marquage au niveau des sites AP se fait par la T4 polynucléotide
kinase après hydrolyse de I'ADN dépuriné par la phosphodiéstérase de venin de serpent et la
phosphatase alkaline. Ce marquage par le 32 P est indépendant de la na$re de I'ADN.
Il est possible d'obtenir le ratio des quatre nucléotides situés en 5'du siæs AP permettant ainsi
d'identifier les lésions qui ont lieu au niveau des "points chauds" (hotspos). Ceci après
séparation CLHP des dinucléotides suivie d'une hydrolyse par la nucléase Pl ; les
mononucléotides ainsi générés sonr analysés par CLHP.
Néamoins cette procédure est difFrcile à mettre en truyre, elle nécessiæ une séparation sur gel
délecuophorèse et CLHP des dinucléotides marqués (lVeinfeld et al L990). Cene méthode
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serait intéressante pour quantifier les lésions de I'ADN cellulaire, dans les tissus où le
prémarquage de I'ADN n'est pas possible.

d) Détcc.tion.dç.s.sircs. AP. par..ELISA.

Les sites AP réagissent avec le réactif O-4-nitrobenzylhydroxylamine (O-4-NBHA) pour
former un résidu O-NBHA. Un anticorps monoclonal spécifique des sites AP modifié par l'O-
4 -NBHA a été obtenu par Chen er al (1992). Cet anticorps ne présente aucune réactivité
croisée avec I'ADN non modifié et permet grâce à I'utilisarion d'un essai enzymo-
immunologique (ELISA) de détecter I site AP pour 104 paires de bases soir l0 femtomoles
de sites AP pour 70 à 100 ng d'ADN. Cette sensibilité esr conparable à celle du post-
marquage 32P. C"p"ndant, les sites AP qui ne contiennent pas une fonction aldéhyde ne sont
pas détectés. Par contre, la stabilisation des sites AP par la NBHA perrner de concerver
intactes ces sites pendant l'étape de purification de I'ADN à panir des cellules.

e) D.éæc.tion.dcs.sitcs.AP..p.ar.cnzymo--immunologic.après.ré.ætion-ayec.
.una. hydrazinc .hiotinyléc

Cette méthode vise à simplifier la procédure de détecrion des sites AP er à augmenter la
sensibilité. Kubo et al. (1992) ont préparé un réactif spécifique de la foncrion aldéhyde :
"aldehyde Reactive Probe" (ARP). Comme dans la méthode précédenre, il s'agit d'une O-
alkylhydroxylamine mais cette amine est couplée à la biotine. Le procédé esr idenrique à celui
décrit précédemment. Ainsi, de I'ADN de thymus de veau est enduit sur une plaque de
microtiuation puis est incuæ avec le reactif ARP. Le taux d'ARP fixé à I'ADN est alors
déterminé par la méthode avidine / biotine couplée à la péroxydase.
Le réactif ARP est nès spécifique des sites AP. Aucune réacrivité n'est observée avec
d'autres types de lésions de I'ADN [dimères de pyrimidines, uracile, sites AP réduit par
NaBH4 ou modifié par la méthoxyamine, ni les résidus (formamido)-pyrimidinel.

La détection des sites se fait sur un ADN simple ou double brin, de même qu'elle peut se
réaliser sur les sites AP formés après I'action des ADN glycosylases.

Sur un ADN irradié, le réactif ARP permet également la détection des coupures simple brin.
La méthode"Aldehyde Reactive Probe" permet également de détecter les sites AP produits
sur I'ADN de cellules naitées au méthylméthanesulfonate ou irradiées. La sensibilité de la
détection est de I site AP pour 104 nucléosides.

Parmi les méthodes actuellement disponibles pour évaluer le nombre de sites AP dans I'ADN,
I'essai ELISA présente plusieurs avantages ; à savoir sa sensibilité et sa simplicité
d'exécution qui nous pennettent d'envisager I'analyse d'un grand nombre d'échantillon.



5) Evaluation du taux d'adduction de I'ADN

Les adduits résultant de I'interaction ADN-cancérogène peuvent constituer un marqueur
dbxposition a cet agent. Différentes méthodes analytiques ont été dévelopffes pour doser ces
adduits (article de synthèse, phillips, 1990).
[æs téchniques les plus utilisées seront présentées dans ce paragraphe.

5. 1) Méthodes immunochimigues

Le principe de base des méthodes immunochimiques repose sur l'urilisation d'anticorps
dirigés contre des fragments d'ADN modifiés par un cancérogène (articles de synthèse,
Poirier, l98l ; rWild, 1990). L'obtention des premiers anticorps à panir de bases modifiées et
conjuguées à la serum-albumine bovine (BSA) datent des années 60 (Tanenbaum er Beiser,
1963). Depuis lors un grand nombre d'anticorps spécifiques ont été obtenus en utilisant
corune antigène des nucléotides ou des bases modifiées (haptènes) couplés à une proteine
Porteuse.

5.1.1) Obtention des anticoros.

Les anticorps polyclonaux ou monoclonaux sont obtenus aprés immunisation d'animaux
(lapin et souris le plus souvent). Les adduits cornme tout aurre haptène doivent être couplés à
une Proteine porteuse pour induire une réponse immunitaire. Deux proteines sont courarrunent
utilisées ; la KLH (hémocyanine de Megathura crenulata ) et la BSA ou mBSA (serum
albumine bovine ou BSA méthylée). La KLH présente I'avantage d'êne plus immunogène que
la BSA' la distance phylogénique avec les annimaux classiquemenr immunisés étant plus
grande que dans le cas de Ia BSA. Le choix de la protéine est fonction de I'haptène er de
I'animal à immuniser (Srickland et Boyle, 1984).
Le couplage de I'haptène à la proteine a été développé par Erlanger er Beiser (Lg64). Cette
téchnique consiste à oxyder le nucléoside par le périodate, ce qui pennet I'ouverture du cycle
ribose. La fonction aldéhyde ainsi formée réagit spontanément avec le groupement aminé
librc de la proteine pour donner un cycle nucléophile. Ce cycle p€ut-être stabilisé par
réduction avec le borohydnre de sodium. Pour les alkylpurines (7-méthylguanine, 3-
methyladénine) une aune méthode de couplage a été développée grâce à la synthèse
d'analogue des purines par exemple les composés carboxyméthyl (Shuker 1988, Shuker et
Farmer, 1988).
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Différens protocoles d'immunisation ont été décrits ; il semble qu'une faible dose de conjugé
(0,5 mg à I mg) administrée chez le lapin de manière à assurer une liMration lente de
I'immunogène et des injections de rappels espacées de 5 à 10 semaines, perrnetrent d'obtenir
des anticorps de haute affinité (Mûller et al ,1982). Les souris sont généralement utilisées
pour produire des anticorps monoclonaux. L'avantage des anticorps monoclonaux par rapport
aux polyclonaux produit chez le lapin est qu'ils sont disponibles en quantité illimitée (Kriek er
al, 1984).

5.1.2) Applications.

a) Dérection.çt.quanûfi.cation.dçs. adduirs.

Plusieurs méthodes de détection immunologique ont été décrites. Les plus utilisées sont le
RIA et I 'ELISA.

Dans le cas du dosage RIA, l'échantillon à analyser contenant l'haptène non marqué est mis
en compétition avec le même haptène radioactif (traceur) pour la liaison avec I'anricorps.
Cette téchnique est de plus en plus remplacée par les dosages enzymoimmunologiques tels
que I'ELISA ou USENA qui sont 10 à 100 fois plus sensibles (Santella, 1988 ; Poiner et al,
1988 ; Vfeston et al,1988).

Le dosage immunologique en phase solide (ELISA) consiste en I'utilisation de plaque de
microtitration sur lequel I'haptène conjugé à la protéine porteuse est absorbé. On ajoute la
solution d'antigène libre à doser ainsi qu'une solution d'anticorps spécifique. Il y a une
compétition pour la fixation d'anticorps entre la forme libre de I'antigène et la forme adsorbée
sur la plaque. La quantité d'anticorps fixée est déterminée grâce à un second anticorps dirigé
contre celui-ci, marqué par une enzyme ; son substrat est une substance chromogène (ELISA)

ou radiomarqué (USERIA).

De nombreux adduits sont actuellement dosés par des méthodes immunologiques, par

exemple : des anticorps polyclonaux contre la 7-méthylguanine (Shuker, 1988) ; un anticorps

monoclonal contre les 3-alkyladenines (Eberle et al,1990).

Les principaux avantages des dosages immunologiques peuvent être résumés de la façon
suivante: rapidité, faible coût, sensibilité Par exemple la limite de détection de la 3-
methyladénine par ELISA est de I'ordre de 3 fmoles (Prevost et al, l99O). L'inconvénient

majeur réside dans le risque de réactivités croisées avec des antigènes non recherchés.
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Les anticorps anti-adduits de I'ADN peuvent être également utilisés pour leur purification.
Ces æchniques d'immunopurification ont fait I'objet d'important développement ces dernières
années ; des applications nombreuses ont été décrites. Les anticorps sont utilisés dans la phase
préparative (chromatographie d'immunoaffinité) préalatile à I'analyse quantirative des
échantillons qui peut être réalisée au moyen de méthode immulogique (ELISA), ou autre
(CLHP, CPG-SM). La combinaison chromatographie d'immunoaffinité avec une méthode
analytique pennet une spécificité et une sensibilité accrues de I'analyse (Wild, 1990).

5.2) Le postmarquage au 323

Cette téchnique mise au point par Randerarh et ses collaborateurs (Rande;21th et al, lggl :
1989) perrnet de séparer et de doser les nucléotides modifiés sans qu'il soit nécessaire de
connaître leur structure chimique exacte. Elle est basée sur le miuquage au 132p1-Ohosphate
des désoxyribonucléosides 3'-monophosphates, obrenus par hydrolyse enzymatique de I'ADN.
ce maryuage est obtenu par transformation en désoxyribonucléosides -132p1-t'-3'diphosphate

Par la polynucléotide kinase en présence de [f2p]-ATp. Une chromatographie
généralement bidimensionnelle perrnet de séparer les adduits des nucléotides non modifiés.
[æs adduits sont quantifiés par autoradiographie ou comptage en scintillation liquide. Ainsi
une limite de détection de I adduit pour 108 nucléotides a été atteint pour les composés
polycycliques (article de synthèse, Dirheimer, 1986).
Iæs petits adduits de type 7-alkylguanines peuvent êrre également évalués par posrmarquage
au 32P avec une sensibilité de I'ordre de I adduir pour 107 nucléotides (Hemminki et
Muslonen, 1990; Mustonen et Hemminki,IggZ).

5.3) Postmarquage fl uorescent

Le postmarquage fluorescent sera traité suivant
synthèse ; Shuker et a1.,1993).

approches différentes (anicle de

5.3.1) Détection des adduits à I'ADN (in sl'ru) suite à une exoosition aux
hydrocarburcs aromatiques polycycliques

Les adduis dérivant de la réaction du benzo(a)pyrcnediol-époxide (BPDE) avec I'ADN ont
été nès étudiés. Ces adduis contiennent un grcupe pyrcnyl très fluorcscent, mais la mesure de

trols
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cette fluorescence ne peut se faire qu'après hydrolyse de I'ADN ; avec I'ADN,la fluorescence
est minimale.

Ces adduits dérivant des diol-époxydes ont également un groupe caractéristique cis-vfc-diol
qui peut interagir sélectivement avec les acides boroniques pour former un diéster cyclique
stable. La synthèse d'une sonde fluorescente contenant un groupe fluorescéine et un acide
boronique (N-(5-fluoresceinyl)-N'-(3-boronatophényl)-thiouÉe ou FABA) penner de mesurer
directement les adduits sur I'ADN. Cette méthode permet de déæcær un résidu FABA pour
105 bases. Elle est spécifique des groupes d'adduits dérivés des anti-diol-époxydes qui sont
les isomères les plus cancérogènes (Uziel er Houck, l99l).

5.3.2) Détection des nucléosides-5'-monophosphates par marquage à I'aide du
Dansyl-chloride

Cette méthode consiste à fixer un fluorophore Sdiméthylaminophthalen, l-sulfonylchloride

@ansyl chloride) sur I'extrémité 5'phosphate d'un acide nucléique. Cene liaison se fait avec le
résidu S'phosphate des mononucléotides qui ont été modifiés via une 5'-phosphoramidation
avec l'éthylenediamine (Kelman et a|.,1988).
Cette approche a été utilisée pour détecter les résidus 8-hydroxydéosxyguanosine 5'-
monophosphate (8-OH dGmp) dans un ADN de thymus de veau inadié (rayon X). La limite
de détection est une base oxydée sur 106 nucléotides nornaux en utilisant un détecteur de
fluorescence conventionnel. La fluorescence laser devrait permettre d'améliorer cette
détection (Sharma et a1.,1990).

5.3.3) Modification des alkylguanines par les malondialdéhydes substituées

Cette méthode consiste à convertir la guanine en un réactif très fluorescent grâce à la
malondialdéhyde en solution acide (Moschel et Leonard, 1976). Cetæ réaction de dérivation
spécifique de la guanine semblait insensible à la natlue du groupe alkyl en position 7 de la
guanine. Sabbioni et al. (1986) ont donc préparé des dérivés de la 7-méthylguanine par
réaction avec la phénylmalondialdéhyde (PhMal) et la pentafluorophénylmalondialdéhyde
(PFMal). Les dérivés PFMaI sont très fluorescents mais s'hydrolysent facilement.
Cette approche de dérivation des 7-alkylguanines à fait I'objet d'une partie de notre travail
(chapitre 4).



5.4) Méthodes chromatographiques

Les méthodes chromatographiques sont couramment utilisées pour la détection et la
purification des adduits.
I-a séparation par chromatographie liquide haute performance (CLHP) est une méthode très
employée. Le mode de détection est fonction des molécules étudiées. par exemple la
fluorescence peut-être utilisée pour détecter de nombreux rypes d'adduits : adduits !7-
guanine de l'aflatoxine Bl et adduit à la 7-méthylguanine (Bennett et al.,l98l : Herron et
Shank, 1979).

Cependant' la spectrofluorimétrie conventionnelle est rcmplacée par des modes de détection
plus sensibles comme la spectrofluorimétrie d'exciration synchrone (Harris et al., l9g6 :
Baudot et André, 1992).

Un autre mode de détection de grande sensibilité couramment utilisé est fondée sur
l'électrochimie (Park et Ames, 1989). Cependant, la narure des nucléotides modifiés et
I'utilisation d'un gradient de solvant pour leur séparation en CLHP rend leur analyse difficile
en une seule étape.
La chromatographie gazeuse couplée à la spéctrométrie de masse (CPG-SM) est largement
utilisée pour la détection des adduits. Dans ce cas, une extraction et une dérivation afin
d'augmenter leurvolatilité est nécessaire (Shuker et a1.,1991 ; Friesen et al.l99l).

6) Intérêt du dosage des adduits

6.1) Notion de doses biologiques effectives

Les énrdes épidémiologiques, les essais sur les animaux de laboratoires et les tests in vitro
permettent d'identifier les subsunces potentiellement cancérogènes chez I'Homme. Les essais
su les animaux mettent en évidence des rclations dose-Éponse, mais ces essais sont peu
sensibles pour les faibles expositions (Tomatis, 1985).
Les essais in vitro donnent des indications sur le poæntiel cancérogène et le métabolisme des
molécules chimiques mais requièrcnt l'extrapollation d'une situation in vitro à une situation
in vivo ce qui peut conduire à des ereurs d'interpétation.

Quant aux études épidémiologiques, le temps de latence de I'apparition de la maladie étant
long, il est difficile d'évaluer les expositions rctospoctivement (Weinsæin, l99l).
De même, les mesures des concentrations de produis chimiques dans I'environnement (air,
eau,...) sont rclativement impréciscs pour déærminer une exposition au niveau individuel. En
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effet, ces mesures ne tiennent pas compte de la variation qui peut exister entre les ind.ividus
dans I'absorption, le métabolisme, la pharmacocinétique et la distribution des composés.
La détection des adduits pennet, grâce au développemenr de méthodes très sensibles, de
mesurer directement chez I'Homme I'exposition à des concentrations de cancérogènes
rencontrés dans I'environnement (Farmer et al.,l98Z).

L'évaluation des adduits pennet de mesurer la "dose biologique effective" qui représente la
quantité de cancérogène ou de son métabolite qui réagit avec les macromolécules cellulaires
comme I'ADN au niveau des tissus cibles (Perera, 1987). La mesure des adduits perrnet donc
d'évaluer I'interaction d'un cancérogène avec une eible critique.

6.2) Notion d'épidémiologie moléculaire

L'épidémiologie moléculaire consiste à mettre en relation des effets biochimiques produits par
un cancérogène sur différents individus au risque d'apparition d'un cancer. Cette approche
perrnet de tenir compte des facteurs d'hôtes (génétiques er métaboliques - articles de revue :
Harris, 1989; Perera, 1987, Perera et a1.,1990; weinstein l99l ; rùy'ogan, l99z). Ainsi, la
détection des adduits à I'ADN ou aux protéines constitue un marqueur d'exposition qui peut
être intégré dans les études épidémiologiques. D'autres marqueurs sonr également considérés
dans le cadre de l'épidémiologie moléculaire e.g. les réponses cellulaires précoces aux
atteintes chromosomiques (sister chromatic exchange, micronoyaux), les mutations au niveau
des oncogènes ou des gènes de la suppression rumorale (p 53) (Figure 8).

6.3) Applications : mesure d'expositions

læs premières applications de la mesure des adduis de I'ADN conxne mesurc d'expositions à
une substance cancérogène, concernées la surveillance biochimique de populations exposées
au benzo(a)pyrène (Perera et al., 1982) et aux aflatoxines (Groopman et al.,l9S5). Depuis
lors, I'analyse des adduits de I'ADN dans le but de contrôler I'exposition à des cancérogènes
chimiques connaît un essor importanr Ces mesures enrent dans le cadre d'études préventives
pour les risques de cancer. Dans le cadre d'une sunreillance biochimique,I'analyse des adduits
de I'ADN des lymphocytes T, des monocytes ainsi que les adduits à I'hémoglobine ou à
I'ovalbumine perrnet d'évaluer les expositions sur plusieurs mois subies par un individu.
La mesure des adduits réparés et excrétés dans I'urine, constitue une méthode non invasive
permettant de mesurer les expositions Écentes (article de synthèse : Shuker et Farmer, 1992).
[æs expositions peuvent être classées en quatre grcupes : (l) les expositions liées au "mode de
vie", c'est à dire le comportement individuel (alimentaire, consommation d'alcool, de tabac)
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qui rePrésente la source principale des expositions (Doll et Peto, 1981 - voir paragraphe l),
(2) les expositions professionnelles, (3) les expositions environnementales ainsi que (4) les
expositions iatrogènes.

Seules les expositions liées à l'alimentation feront I'objet d'un développement.
L'exposition aux cancérogènes due à I'alimentation peut être le résultat d'une conumination
directe des aliments par un cancérogène ou une contamination par des précurseurs des
substances cancérogènes. Dans ce dernier cas les aliments contiennent des composés
précurseurs qui après ingestion sont transformés en produits cancérogènes.

6.3. l) Contamination al@Èucs

La contamination de céréales par les aflatoxines produites par les champignons du genres
Aspergillns constitue un facteur de risque de cancérisation du foie. De fait, plusieurs études
ont été menées afin de développer un biomarqueur qui permettrait de mesurer I'exposition à
ces cancérogènes. L'aflatoxine 81 est métabolisée par les enzymes du cytochrome P450 en un
méubolite réactif (8,9-époxyde) qui réagit avec I'ADN (en position 7 de la guanine) er la
serum albumine (au niveau des lysines). Cette activation métabolique varie selon les
individus entraînant des niveaux différents d'adduits (Groopman et a1.,1988). Wild, et at.
(1990) ont montré la présence d'adduit à I'albumine chez les individus exposés à I'aflatoxine
Bl. De même, une bonne corrélation existe entre la concentration en adduits aflatoxine-N7-
guanine mesurée dans I'urine et I'ingestion d'aflatoxine Bl chez une population chinoise
(Groopman et al., 1992).

[æ dosage des adduis a I'albumine permettrait dévaluer les expositions à moyen rerme, alors
que les adduits urinaires permettraient d'appÉcier les expositions à court terne. L'évaluation
de I'exposition à I'aflatoxine Bl est d'autant plus importante que cette mycotoxine induit une
mutation principale (nansversion G-> T) in vitro, qui est reuouvée sur plus de 50 Vo des
fumeurs au niveau d'un point chaud (codon 249) du gène p53 (Hsu er al., 1991, Bressac et al.,
1991 ; Groopman,1992).

La viande grillée au charbon de bois peut également entraîner une exposition aux
hydrocaôures polycycliques aromatiques (HPA). Une étude sur des volontaires montre que la
consornmation de boeuf grillé (280 g par jour) durant une période de sept jours entraîne une
augmentation significative des adduis caractéristiques de I'exposition aux HPA dans I'ADN
des globules blancs. Cependanq le nombre de sujets (quatre exposés et quatre témoins) de
cene étude étant rcsneint, ces résultats doivent êne confirmés (Rothman et a1.,1990 ; Schut et
Shiverick, 1992).

Des ninosamines et des composés ninosés (CNO) peuvent être également présents dans
I'alinrentation (voir paragraphe 2.2.2)
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Figure 8 : Biomarqueurs pour l'épidémiologie moléculaire et leur liaison avec le processus de
cancérisation (d'après rileinstein, l99l : Wogan, 1992)
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6.3.2)

Les CNO peuvent êne formés invivo à partirde précurseurs contenus dans I'alimentation
(voir chapine 2.2-2). Les nitriæs et les niuates peuvent êtres synthétisés in vivo par les
bactéries, les macrophages activés et les neunophiles. Chez ces deux derniers, I'oxyde
nitrique synthase (NOS) catalyse la formation de I'oxyde nitrique (NO), espèce radicalaire qui
pourrait entraîner la formation de nitrosamines, déminer et oxyder les bases de I'ADN
@arach et al.,1992).
Les métaboliæs réactifs des nitrosamines conduisent à différents types d'adduits. Le niveau
dQ6-méttryldésoxyguanosine (e6-tueac) mesuré dans I,ADN de l,oesophage esr
particulièrement élcvé chez les patients atteins de cancer dans une région de Chine où
l'alimentation est contaminée par les nitrosamines (Umberhauer et al., 1985).Les lésions e6-
méthyldésoxyguanosine dans I'ADN de tissu gastrique pourrait rendre compte de I'activation
de I'oncogène "ra.t". Cependant, ces études ne perrnettent pas d'établir une relation entre le
degré d'alkylation dans I'ADN et I'incidence du cancer gastrique (Hall er al.,l99l).
De plus, les concentrations en 3-Methyladénine, en 7-méthylguanine ainsi qu'en nitrate et en
N-ninosoproline mesutés dans les urines de population à haut risque pour le cancer gastrique
(colombien), n'ont pu être corrélês aux observations cliniques (Stillwell et al.,l99l).
Les peptides peuvent également être convertis en N-ninosopeptides dont certains sonr
mutagènes et shbles dans les conditions physicochimiques de I'esromac. De plus, ces produits
sont décomposables en acides diazotiques et diazopeptides qui sont des agents alkylants
(Challis, 1989). Néanmoins, le rôle de ces composés dans l'étiologie du cancer de I'esromac
reste à démontrer.
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Ce projet a pour objectif de développer une technique d'évaluation des 7-
alkylguanines d'ADN incubé avec un liquide biologique nitrosé chimiquement afin d'en
déduire sa génotoxicité.

1) Bases scientifiques du projet

Les fluides biologiques, comme les sucs gasuiques ou les urines, peuvent contenir des
substances génotoxiques ou leurs précurseurs qui joueraient un rôle dans le développement
des cancers. Par exemple, des mutagènes ont été détectés dans les urines de fumeurs de tabac
brun qui sont vraissenblablement responsables du cancer de la vessie (yamasaki et Ames.
1977 : Malaveille et a1.,1989). De même, les taux de composés nitrosés ou leurs précurseurs
sont plus élevés dans les sucs gastriques de patients atteins de gastrite chronique @artsch er
al-, 1989). Cependant, il n'est pas encore établi que la formation des CNO (composés N-
nitrosés) chez les patients présentant un estomac achlorydrique (conditions précancéreuses)
est supérieure à celle effectuée dans les estomacs ne présentant pas ces symptômes @ignatelli
et al.,1993).

Les composés nitrosés présents dans les sucs gastriques jouent un rôle important dans
I'alkylation de I'ADN. Kyrtopoulos et al, (1987) ont montré le pouvoir éthylant et méthylant
de suc gastrique après nitrosation en évaluant la formation de le6-méthyl-2'-déoxyguanosine
et I'O6-éthyl-2'-déoxyguanosine à panir de la 2'-déoxyguanosine. Ils ont également montré la
possibilité de formation d'O6-alkylguanine dans de I'ADN, suite à une incubarion avec des
sucs gastriques. De même, Chen er al., (1991) ont évalué la formation de 7-méthylguanine
d'un ADN de thymus de veau incubé avec des sauces de poissons.
Il semble de plus en plus probable que la grande majorité des produits formés par nitrosation
inuagastrique ne possède pas un groupe N-NO. De ce fait, I'analyse par la æchnique de la
chromatographie gazeuse couplée à un analyseur d'énergie thermique (GC-TEA) n'est pas
possible, d'autant plus que ces produits sont relativement instables. Par exemple, la partie
amine therminale GNHD des peptides peut être nansformée en dérivés diazo (C=N+=N) en
présence de composés nitrosés. Ces dérivés diazo peuvenr donner des agens alkylants (ion
diazonium) (anicle de synthèse, Challis, 1989).
Vu la diversité des produits présents dans I'alimentation, la nourriture, un grand nombre de
précurseurs peuvent se trouver dans les sucs gasniques. La muqueuse stomacale se trouve
donc potentiellement exposée à un vaste mérange de produits alkylants.
Læs adduits majeurs produits par de nombreux agents alkylans sont sur la position N7 de la
2'déoxyguanosine (Singer et Grunberger, 1983 ; Lawley, l98/l).
Compæ ænu de ces travaux, il apparait donc possible dTncuber dc I'ADN de thymus de veau
dans un liquide biologique (suc gastrique) afin d'évaluer la formation des N7-
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alkyldéoxyguanosine dans I'ADN. Les N7-alkyldéoxyguanosine sont insrables, par
conséquent I'ADN peut-être facilement dépuriné pour donner des N7-alkylguanines
correspondantes. Ces N7-alkylguanines possèdent des propriétés de fluorescence et peuvent
donc être analysées en CLHP (Herron et Shank, 1979), ou par méthodes immunochimiques
corune I'ELISA (par exemple pour la 7-MeGua, Shuker, l98S).

2) Approche expérimentale

De I'ADN de thymus de veau ("ADN sonde") est incubé avec un fluide biologique pouvant
contenir des agents alkylants. Après dépurination de cet ADN, les lp-alkylguanines
contenues dans le surnageant de dépurination sont analysées après purification et
concentration sur colonne d'immunoaffinité au moyen de la CLHP couplée à un détecteur de
fluorescence.

Le premier objectif de ce projet a donc été d'obtenir un antisérum de lapin afin de préparer

des colonnes d'immunoaffinité. Cet antisérum doit reconnaître une gamme aussi large que
possible de N7-alkylguanines. En effet, les études précédentes (Eberle et a1.,1990) monrrenr
qu'il est possible d'obtenir un anticorps (dans leur cas monoclonal) capable de reconnaître une
série de 3-alkyladénines.

Ainsi, la chromatographie d'immunoaffinité constitue la phase préparative pÉcédant I'analyse
quantitative des échantillons par CLHP.

La combinaison de la chromatographie d'immunoaffinité à une méthode analytique non
immunologique permet d'augmenter la sensibilité et specificité d'analyse puisqu'elle repose

sur la reconnaissance des pnrduis par les anticorps et sur un second critère qui est dans notre
étude la propriété de fluoréscence (Wild 1990, Prevost et a1.,1990 ; Friesen et al.,l99l).

Le second objectif consiste en I'amélioration de la fluorescence des 7-alkylguanines par

Éaction avec la phénylmalondialdéhyde. Comme nous I'avons vu dans le paragraphe 5.3.3 du
chapitre l), cette substance réagit avec la 7-méthylguanine pour donner un composé très
fluorescent (Sabbioni et a1.,1986). Cette réaction de dérivation sera appliquée pour toute une

série de 7-alkylguanines (Figurc 9).

Une approche complémentaire avait été envisagée au départ de ce projet. (Figure 9) Elle

consistait à effectuer un dosage des sites apuriques directement dans I'ADN au moyen d'une
sonde fluorescenæ spécifique. L'idée initiale était de développer une sonde fluorescente

composée d'un fluorophore couplé à une adénine. Cette approche a été réalisée en
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collaboration avec l'équipe du Professeur J. Lhomme (LEDSS, UA CI{RS 332, Université
scientifique et médicale de Grenoble). Compæ tenu du caractère préliminaire des résultats
obtenus, nous avons ptéféré les rapporær dans le chapitre "perspectives et conclusions", en
sachant bien qu'un développement funr est envisagé

lncubation

@v

Détermination des
siæs apuriques par
une sonde spécifique

Figure 9 : trncubation d'un ADN dans un fluide biologique suivi de la détermination des 7-
alkylguanines (X et Y) et des sites apuriques
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Ce chapitre consacré à I'analyse CLHP avec détection de fluorcscence des 7-alkylguanines de
I'ADN incubé dans un fluide biologique est composé de deux parties :

- La pemière conccrne le développement des colonnes d'immunoaffinité pour la purification
des 7-alkylguanines cont€nues dans le surnageant de dépurination de I'ADN. Cene partie
comprend (i) la synthèse des antigènes pour uaiter les lapins, (ii) la caracrérisation de
I'antiserum par des essais ELISA compétitifs, (iii) la préparation des colonnes
d'immunoaffînité et la déærmination de leur capacité de réæntion des 7-alkylguanines.

- La seconde partie est constituée (i) de la validati,,on du protocole de trairement de I,ADN, de
la purification et de I'analyse des 7-alkylguanines, (ii) I'application pour la mise en évidence
de la présence éventuelle d'agents alkylants dans res sucs gasrriques.

l) Chromatographie d'immunoaflinité

1.1) Innoduction

Læ principe de base des colonnes d'immunoaffinité repose sur l'utilisation d'anticorps dirigés
contre une base modifiée ou une famille de composé. Ces anticorps étant fixés par la fraction
Fc de I'IgG à une protéine A de Staphylococcus aureus laissant libre le site de liaison à
I'antigène. Nous avons vu dans le chapine consacré à la bibliographie, qu'il était possible
d'obtenir des anticorps capables de reconnaître différcnts types de bases modifiées (Eberle er
al-, 1990), aussi cette étude à pour but dbbænir des anticorps reconnaîssant différentes 7-
alkylguanines. Les bases modifiées étant de trop taible poids moléculaire pour induire une
réponse immunitaire chez I'animal, le couplage préalable à une protéine porreuse esr
indispensable

1.2) Matériel et méthodes

1.2.1) SyJnthèse des antigènes d'immunisation et d'enrobage

Ces expériences ont pour but d'obtenir des anticorps reconnaissant une famille de composé
i.e. les 7-alkylguanines. La synthèse utilisée est un exemple classique de couplage d'un
haptène à une protéine poræusc (Friescn et al..l98l)
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L'albumine bovine méthylée (mBSA, Sigma, 100 mg) ou de I'ovalbumine (Sigma) est
dissoute dans de I'eau distillêo, (7,5 ml), la solution est ajustée à pH= 6,5, et incuMe en
présence de N-éthyl-N'-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC, 200 pM). 2 ml d'une
solution de7(2-carboxyéthyl)guanine (TCEGua 100 pM) en solution dans de I'eau (ajouter
20 pl de NaHCO3 saturé pour assurer la limpidité de la solution) sont ajoutées par fraction de
100p1 sur une période de 3 heures. Le pH devant être maintenu à 6,5 (voir schéma de
synthèse au paragraphe 1.4.1)
La protéine modifiée est purifiée sur colonne de gel séphadex G-50 M (Pharmacia Fine
Chemicals Uppsala Suède,40 cm, 2,5 cm de diamètre pour I'exclusion des molécules de poids
moléculaires inférieurs à 20000) afin d'éliminer I'excés d'haptène.
L'éluant est une solution acide de chlorure de sodium (NaCl 0,15 M, HCI 0,05 M) ; I'acide
pernet l'élution de la protéine en introduisant une charge positive sur le groupement TCEGua
de la protéine. Le système de chromatographie liquide est consritué d'un détecteur UV et d'un
collecteur de fraction (modèle FC220, Gilson). [r premier pic élué esr dérecté à une longueur
d'onde L= 254 nrn La solution de protéine modifiée obtenue est dialysée contre de I'eau à 4oC

et concentrée à I'aide d'un dialyseur concentrateur Micro - Prodicon modèle 320 (Bio-
molecular Dynamics, Beaveiton, OR, USA). Une membranne de dialyse tubulaire (Pro-
DiMem PA-10) permet I'exclusion des molécules dont le poids moléculaire esr de 10000
environ.

La solution de conjugué est alors lyophilisée. L'efficacité de la réaction de couplage esr
déterminée à panir de I'absorption à 280 nm de la solution du conjugué et de celle d'une
solution de la protéine porteuse seule (mBSA ou ovalbumine) de même concentration. Les
coefficients d'absorption molaire de I'haptène et de la protéine sont supposés ne pas avoir été
modifïés par le couplage.

1.2.2) Immunisation des lapins

Deux lapins sont traités par des injections sous cutanées au niveau du cou et du dos, d'une
émultion de I mg de conjugué nucléoside-protéine dans de I'eau avec de I'adjuvant complet
de Freund (volume total des injections : I ml). Quatre semaines après les premières injections,
les animaux reçoivent un premier rappel. 8 semaines plus tard, les lapins reçoivent deux
injections intramusculaires de 0,5 ml d'une solution de 500 pg de conjugué émultionné avec I
ml d'adjuvant de Freund incompler Quatorze semaines après le début du traiæment, le sang
des animaux est recueilli apÈs sacrifice (Immunisation effectuée à l'élevage Scientifiques des
Dombes, Roman, Ain).



1.2.3) Réactivités croisées de I'antisérum

Les réactivités croisées de I'antisérum pour les d.ifférentes bases sont évaluées par des essais
ELISA de type compétitifs.
Les analyses ELISA sont réalisées sur des plaques rigides de microtitrarion à 96 puits
@ynaæch M 1298, Poly L,abo Block, Strasbourg, France)
Un échiquier de croisem€nt permet de faire varier la quantité d'antigène d'enrobage (entre I et
50 nglpuit) et le taux de dilution (entre l/10 et t/tos)de I'antisérum afin de fixer ces
paramètres pour les analyses ELISA compétirif.

Cond.itions de réalisation des ELISA compétitifs

Etape I : La paroi des 96 puis est enduite au moyen de 40 pl d'une solution de TCEG-
OVAL diluée dans du tarnpon PBS azide à raison de 40 ng/puir Les plaques sont séchées une
nuit à 37oC. Ces plaques Peuvent alors être conservées environ 2 mois à I'abris de la lumière
et à température ambianæ.

Etape 2: Cette étape est réalisée à 4oC. [æs cupules sont lavées 6 fois dans un bain de
tampon PBS-Tween (0,05Vo) puis séchées sur du papier adsorbanL 25 pl d'une solution de 7-
alkylguanine (inhibiteur) dilué dans du tampon PBS sont réparties dans les puis afin d'obtenir
une gamme de concennation de I à 107 fmoles/puit. 25 pl d'antisérum (dilué à l/40000 dans
du tampon PBS) sont répartis dans chaque puit. Les contrôles positifs ne contiennent que
I'antisérum (50 pl) et permettent de définir I'absorbance manimale. [æs contrôles négatifs sont
Éalisés avec 50 pl de tampon PBS). Le mélange antigène-anticorps est incuæ 15 min à 4oC.
Les puits sont ensuites vidés et lavés 6 fois dans un bain de PBS-Tween oujours à 4oC.

Eupe 3 : 50 pl d'anticorps de chèvre (dilution 1/SOOO) dirigé contre les IgG de lapin et
couplé à la péroxydase (Sigma noA6l54, St Louis, MO, USA) sont ajoutés à chaque puit et
incubés 90 min à température ambianæ. les puis sont vidés et lavés avec du pBS-Tween puis
2 fois avec de I'eau ultrapure (Millipore).

Etape 4 : 50 pl d'une solution de substrat con$iftée de l0 ml de tampon cinate (50
mM, pH = 5) conænant I mg de tétraméthylbenzidine (dans 0,1 ml de DMSO) et 2 pl d'eau
oxygénée à 30 7o sont ajoutés dans chaque puit au moyen d'une pipette à huit canaux
(Socorex ISBA Sa, Renens, Suisse). La microplaque est alors incubée 40 minutes à
tem$rature ambiante.

Etape 5 : La réaction est stop$e par I'addition de 50 pl d'acidc chlorhydrique (I M).
Les absorbances sont alors mesurées à 450 nm au moyen d'un lecteur automatique de
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microplaque Bio-Kinetics Reader EL 312 (OSI, Paris, France) couplé à un ordinateur Victor
v286C.

D'un point de vue pratique, les essais sont réalisés de la manière suivante sur une plaque de
microtitration de 96 puits (12 colonnes, 8 puis par colonne). Les colonnes l, 6, I I sont
réservées aux contrôles positifs, la colonne 12 au contrôle négatif et les autres colonnes
reçoivent les différentes concentrations en 7-alkylguanines (de I à 107 fmole/puit).

1.2.4) Préparation de la fraction IgG de I'antisérum

Les anticorps (IgG) de l6 ml de sérum de lapin sont précipités par I'addition de 10,6 ml d'une
solution saturée de sulfate d'ammonium (concentration finale de 40 7o). Après une agiration
douce pendant 30 min, le précipité est récupéré par centrifugation (1700 g) et lavé deux fois
avec une solution de sulfate d'ammonium à 50 7o. Après centrifugarion (10 min, 1700 g), le
culot est remis en suspension dans l6 ml de PBS et dialysé à 4oC pendant environ 12 heures
contre 4 litres de PBS afin d'éliminer I'excés de sel. Le dialysat esr centrifugé (10 min, 1700
g), le culot obtenu est éliminé alors que le surnageant constitue la fraction IgG utilisée pour la
préparation des colonnes d'immunoaffi nité.

| .2.5) Préparation des colonnes d'immunoaffini té

Le protocole utilisé dans notre laboratoire (Friesen et al.,l99l) correspond avec quelques
modifications à celui de Goding, 1986.
6 ml de gel de protéine A-sépharose CL4B (Pharmacia Uppsala, Suède) sont lavés dans du
tampon Tris (0,1 M, pH =7,4),puis mis en suspension dans ce même tampon dans un volume
total de 12 ml. La fraction d'anticorps (IgC) dialysée (voir paragraphe 1.2.4) est alors ajoutée
à la suspension de gel et incubée pendant 30 min à æmpérature ambiante sous agitation
douce. I-e gel est récupéré par une centrifugation lente (10 min, 1700 g) et lavé 2 fois dans du
tampon Tris pour éliminer les anticorps non liés. Le gel est ensuite lavé avec un tampon
triéthanolamine (0,2 M, pH = 8,2).Après centrifugation (1700 g),le gel est traité avec 50 ml
de diméthylpimélimidate (Pierce, 20 mM, réalisé extemporanément dans le tampon
triéthanolamine) et agité 45 min à tempéranre ambiante.
I-e gel est centrifugé (17ffi g) et traité par 50 ml d'une solution d'éthanolamine (20 mM dans
du tampon triéthanolamine) pendant 5 min. Ensuite, le gel est récuperé puis lavé 3 fois avec
du tampon PBS-azide. Il est alors conditionné dans des microcolonnes en polystyÈne (Pierce)

munie de "frités" hydrophobes (Pierce) par volume de 1,5 ml. Dans cctte expérience, le gel
obtenu, ayant une grande capacité (2 nmoles), aété dilué par 6 ml de gel de Sépharose CIAB
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(Pharmacia). Cette méthode pennet ainsi de réduire le coût de préparation des colonnes
dTmmunoaffinité.

1.2.6) Synthèse de la tlaÇL]réÈylgranrng

La synthèse de h Jl4çl 7-éthylguanine consisre à incuber h 1l4gr*anosine à haute activitée
spécifique avec I'iodoéthane en solution dans le diméthylacétamide (DMA) et à hydrolyser en
milieu acide le nucléoside alkylé (Figure I l).
Pratiquement, la guanosine 1U-14ç, 5 pCi,0,0l pmole) est mise en solution dans du DMA
(10 ttl) contenant 0,05 pmole d'iodoéthane. La synthèse est réalisée à I'abri de Ia lumière
pendant une nuit sous agitation et à tempéranre ambiante. Le solvant est alors évaporé et le
ésidu obtenu est redissous dans l0 pl d'acide chlorydrique (HCL O,lM) puis chauffé I heure
à 1000c.

cHl

1-
Ribose

Ribose

Figure I I : Schéma de réaction de synthèse de la tl4Cj 7éthylguanine

Après évaporation et redissolution dans I'acide heptafluorobutyrique (HFBA, 0,l%o, pierce),
le produit est purifÏé par CLHP sur colonne phase inverse Nucléosil Cl8 (Magnum, l0 pm,
Société Française de Chromatocolonne, Eragny France) avec détection UV (1, = 260nm). Le
gradient d'élution est de tlpe linéaire (90 Vo A à 20 Vo de B en 20 min) constitué de HFBA
(0,1%) pour le solvant A et de méthanol (HPLC grade, Merck) pour le solvant B.
Læ pic corrcspondant à la 7-éthylguanine est collecté, le solvant est évaporé puis le résidu est
rcpris dans un mélange HCl0,l M, tampon PBS. Cetæ solution constituc le standard interne à
hauæ radioactivité (250 mCV mmole de 7{thylguanine).
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r.2.7)

Afin de tester les performances des colonnes d'immunoaffinité, on utilise comme composé de
référence une des 7-alkylguanines ayant une bonne réactivité croisée avec I'antisérum. pour

cela, la 7-éthylguanine a été choisie et par la suite nous avons synthétisé I'analogue structural
marqué au carbone 14 qui sera utilisé comme standard interne.
Le principe d'utilisation des colonnes d'immunoaffinité est le suivant : 3,6 pmoles de 7-
éthylguanine colrespondant à environ 2000 dpm en solution dans 2 ml de tampon PBS (4.C)
contenant différentes concentrations de bases à tester, sont appliquées sur une colonne
d'immunoaffinite préalablement équilibrée par.rinçage avec du rampon PBS à 4oC. La
colonne est lavée par du tampon PBS (3 ml) puis par l0 ml d'eau ultra pure (eau MilliQ,
Millipore), cette opération étant réalisée à 4oC. ta l4C 7-éthylguanine est éluée par 5 ml d'
acide acétique (lM) à température ambiante. [æs éluas sont récupés par fraction de I ml, la
radioactivité est mesurée par un compteur à scintillation (modèle LS 1801, Beckmann) aprés
avoir ajouter 4 ml de liquide scintillant (Ready Safe, Beckmann) à chaque fracrion.

1.2.8) Conditions de séparation CLHP des différentes bases

Le système chromatographique utilisé estconstitué de deux pompes Waters (Modèle 510,
Water Assoc. Inc., Milford, USA) , d'un contrôleur automatique de gradient Warers (Modèle
680), d'un détecteur de fluorescence (Spectroflow 980, ABI Analytical Kratos division,
Ramesey, NJ, USA) et d'un intégrateur Modèles SP 4290 V (Spectra Physics Inc). La
séparation des 7-alkylguanines se fait sur colonne phase inverse Ultrasphère ODS, 5 pm (150
x 6 mm, Beckmann) munie d'une précolonne Ultrasphère ODS, 5 pm (4,6 x 4,5) en utilisant
un gradient linéaire d'acide heptafluorobutyrique 0,L Vo v/v (HFBA, HPLC grade, Pierce) et
d'acétonitrile (HPLC grade, Rathburn Chemicals LTD). L'élution se fair à température
ambiante. La limite de détection est de 35 à 40 pmoles de 7-alkylguanine dans ce sysrème.

1.3) Protocole expérimental

Les expériences se sont déroulées de la manière suivante. Dans un premier temps, nous
avons synthétisé les Ag d'immunisation et d'enrobage (cf paragraphe 1.2.1). Après
immunisation des lapins (paragraphe 1.2.2),le sérum obtenu est caractérisé par des essais
ELISA perrnettant de définir les différentes réactivités croisées (paragraphe 1.2.3) et
d'effectuer des colonnes d'immunoaffinité (paragraphes 1.2.4 et I.2.5). Afin d'étudier le
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fonctionnement des colonnes et de définir leur capacité de rétention pour les différentes bases,
une base marquée au 114ç, et reconnue par I'antisérum, sert de standard interne.

1.4) Résultats

1.4.1) Synthèse des antigènes d'immunisation et d'enrobage

cette synthèse conduit pour I'antigène d'immunisarion à la
méthylserumalbumine bovine (7-CEtGua-mBSA) et à la
ovabumine (7 CEGua-OVAL) pour I'antigène d'enrobage (Figure

7- (2-carboxyéthyl) guanine-

7 - (2- carboxyéthyl ) guanine
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Figure 12 : Synthèse des antigènes 7-carboxyéthylguanine-proteine (7-CE6ua-proteine)

I-a 7-CEtCua a été synthétisée à panir d'une alkylation de la guanosine par la B-propiolactone
(2 minutes à I l0oC). La 7-carboxyéthylguanosine ainsi obtenue est hydrolysée dans une
solution d'HCl12 moles/l) à l00oC pendant une heure (Robens et V/arwick, 1963).
la puretée du produit est>95% par CLHP. Iæ couplage de I'haptène à la protéine porteuse se
fait en Phase aqueuse par du N'-éthyl-N'-(3-dimérhylaminopropyl) carbodiimide (EDC).
[æ rcndement obtenu pour I'antigène d'immunisation est de 2l%o,le taux de couplage calculé
par I'absorption UV est de 13 moles de 7(2-carboxyéthyl)guanine par mole de 685A.
Iæ rcndement obænu pour I'antigène dbnrobage est de l97o etle uux de couplage est de l0
moles de 7(2-carboxyéthyl)guanine par mole d'ovalbumine. Malgré un faible rcndement dû à
une pcrte de produit lors de la lyophilisation, la quantité de protéine conjuguée récupérée est
largement suffisanæ pour I'immunisation des lapins. Ceci, d'auant plus que le taux de
modification de la protéine d'imrnunisation est élevé (13 haptènes / molécule de proæine)
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1.4.2) Caractéristiques de I'antisérum

I-es essais ELISA de type compétitif ont penni de définir la spécificité de I'antisérum vis à
vis des différentes bases et d'évaluer I'effet de la temperature sur la sensibilité de I'ELISA
cofflme I'ont observé Shuker et Farmer (1988). Pour cela, les essais ELISA ont été effectués à
température ambiante et à +4oC pour deux des 7-alkylguanines en I'occurence la 7-
éthylguanine et la 7-hydroxyéthylguanine (Figure l3).
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Figure l3 : Courbe d'inhibition de la 7-éthylguanine (7-EtGua) et de la 7-
hydroxyéthylguanine (7-HEtGua) à tempéranre ambiante et à 4oC.

La figure 13 représente l'évolution du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration
en 7-alkylguanine (fmole/puit).

La sensibilité obtenue avec une incubation à 4oC est plus élevee par rappon à une incubation

effectuée à température ambiante. Ainsi, ces courbes révèlent que les quantités de 7-

éthylguanine ou de 7-hydroxyéthylguanine donnant 5O Vo d'inhibition sont respectivement de

1l pmoles/puit et de 50 pmoles/puit à 4oC alors qu'elle sont de 1000 pmoles/puit et 5000
pmoles/puit environ à température ambiante. Cette différence étant due au fait que la

dissociation du complexe antigène-anticorps est fortement ralentie à 4oC (7ætmer et Duly

1974). Par conséquent, tous les autres composés seront donc testés à 4oC.

0.1 I l0 rc2 103 lo4 ld ld
7-alkylguanine (fmoleslpuis)
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Tableau 3 : Réactivité crcisée-des purines avec I'antisérum évaluée au moyen
d'un ELISA compétitif à 4ôCun à4

Purinc joncentratron pour
50 7o d'inhibition

(omole/ouit)

ÇHz-cHr
7-éthylguanine

(7-EtGua)
u

çH2-CHOH-CH2OH
7 - (2,3 - dihydrox ypropy l) guan i ne

(7-DHPGua)
28

o

7 -(2-hydroxyéthyl) guanine
(7-HEtGua)

s0 "A--t-ctloH

"r-\"Az
7-(2-carboxyéthyl) guanine

(7-CEIGua)
90

- (2- [ (2- hydroxyéthyl)amino] éthyl)
guamne

(NorGOH)

,1"t;*" -cH2- cH2oH

200

7-méthylguanine
(7-MeGua)

700 "itr'
7 -carboxyméthylguanine

(7-CMeGua)
> 1000

I
N

Guanine > 1000

Adéninc > læ0



Le tableau 3 reprend les différents résultats obtenus à partir des courbes d'inhibition pour
chaque purine afin de conclure sur la réactivité croisee de I'antisérum.
L'antisérum reconnait toute une série de 7-alkylguanines de façon variable puisque la
concentration de purine requise pour 50 7o d'inhibition s'éænd de I I pmole/puit pour la 7-
EtGua (purine la mieux reconnue par I'antisérum) à 700 pmoles/puit dans le cas de la 7-
MeGua. On constate qu'il n'y a pratiquement pas de réaction croisée avec la 7-
carboxyméthylguanine, la guanine et I'adénine (SOVo inhibition obtenu pour une concentration
supérieure à 1000 pmole/puit).

Une fois les caractéristiques de I'antisérum établies, nous I'avons utilisé pour la préparation
des colonnes d'immunoaffinité.

I.4.3) Fonctionnement et détermination de la capacité des colonnes
d'immunoaffinité

En premier lieu nous avons vérifîé que le sundard interne tl4Cl 7-éthylguanine synthétisé
précédement (paragraphe 1.1.6) était bien retenu par les colonnes d'immunoaffinité. Nous
avons déposé 3,6 pmoles de ce standard correspondant à 2000 dpm afin de définir un profil
d'élution par évaluation de la radioactivité de chaque fraction collectée. Le profil d'élution
(figure 14) monne que la radioactivitée est principalement éluée dans les trois premières
fractions d'acide acétique (95 Vo de la radioactivité initiale).
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Figure 14 : Profil d'élution de h 114q 7-éthylguanine
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Iæs composés retenus sur la colonne seront donc élués par 3 ml d'acide acétique pour les
expériences suivantes.

Afin de déflrnir la capacité des colonnes d'immunoaff,rnité pour les purines définies dans le
tableau 3, des solutions contenant des quantités croissantes (0 à 5000 pmoles) de chaque 7-
alkylguanines non marquées er une quantité fixe de tl4C] éthylguanine (3,5 pmoles, 2000
dpm) ont été déposées sur les colonnes.
Iæs trois premières fractions acides sont collectées afin d'évaluer Ia radioactivité. Les Ésultats
sont exprimés en Pourcentage de 1laç, éthylguanine rerenue sur Ia colonne (Figure l5).
Quand la capacité de la colonne est dépassée, on.observe une d.iminution de la radioactivité
dans la fraction acide acétique ; la capacité des colonnes corespond à la saturation qui est de
400 pmoles Pour les 7-atkylguanines reconnues efficacement par I'antisérum (c,est à dire la 7-
éthylguanine, T-hydroxyéthylguanine, la 7(2,3-dihydroxypropyl)guanine, la 7_
méthylguanine), la guanine étant moins bien reconnue par I'antiserum.

lmo 1500 ?M 2500 3000 3s00 4000 4500
Ruine froide ajoutée (pmoles)

Figure 15 : Capacité des colonnes d'immunoaffinité pour les différenæs purines
(o) 7-EtGua; (o) 7(2,3)-DHpGua; (r) 7_HEGua ; (o) 7-MeGua
(x) Guanine; (+) Adénine; (a) NoTGOH

Nor-G-OH : 7(2[2(hydroxyédryl)amino] érhyt)guanine

Cetæ analyse de la capacité des colonnes a été confirmée par I'analyse CLHp (Figure l5). les
conditions CLHP de I élution des 7-alkylguanines ont été decrite dans le paragraphe l.Z.g.
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Comme le montre les chromatogmmmes A et B, le passage sur colonne d'immunoaffinité des

7-alkylguanines, n'affecte pas leur déæction par fluorescence. En effet, le profil d'élution avec

purif,rcation des 7-alkylguanines (chromatograme B) est identique à celui sans purification

préalable (chromatogramme A).

La guanine et I'adénine sont faiblement reconnues par I'antisérum cependant comme nous le

montre le chromatogrirmme C (Figure 16) une forte surcharge en guanine et en adénine (100

ng = 700 pmoles) perturbe la rétention des autres bases, en particulier pour la 7-

methylguanine une diminution de 507o de la retention de cene base est constatée .

Figure 16 : Profils d'élution des 7-alkylguanines déæctée par fluorescence- 
(A) l0 ng de chaque base (B) l0 ng de chaque base aprés élution sur colonne
d'immundaffinité (C) l0 ng de chaque base + 100 ng de guanine et d'adénine
apÉs élution sur colonne d'immunoaffinité
(ex : 280 nm, em (filEe) : 315 nm) apÈs séparation sur colonne phase inverse (Ultrasphere ODS,
5 p m, 150 x6 mm) utilisant un gradient linéaire acide heptalluorobutyrique (0,1 %) et
acéonirile, sensibilité du fluorimère : 0,005 mA.
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Les résultats précédents ont montré la sélectivité des colonnes d'immunoaffinité pour les 7-
alkylguanines (7-MeGua, 7-EtGua 7-HEtGua,7(2,3)-DHPGua). Aussi pour monrrer l,intérêt
des colonnes d'immunoaffinité, ce navail est divisé en deux parties, à savoir (i) valider cette
méthode en analysant les adduits obtenus en Eaitanr un ADN déterminé (ADN sonde) par des
agents alkylants (ii).incuber I'ADN dans un liquide biologique (suc gastrique) et de la même
manière analyser les adduits éventuellement formés.

2.r)

2.1.1) Matériel et méthodes

L'ADN de thymus de veau est traité par le DES ou la ENU selon un protocole adapté de la
littérature (Lefrançois et al., 1990).
2 mg d'ADN de thymus de veau (Type l, Sigma Dl50l) est mis en solurion dans un rampon
cacodylate de sodium à pH = 7, à la concentrarion de 400 ltgrnl.Il est incuæ I heure à 37oC
en présence de DES (Reidel) ou de ENU (Sigma) en solution dans l'éthanol. Après
incubation' I'ADN éthylé est précipité par de l'éthanol absolu froid. Après centrifugation (10
min à 1800g) le surnageant est éliminé. L'ADN éthylé est rcpris et dépuriné dans du tampon
acétate 25 mM' PH 5, pendant 6 heures à 55oC. A cetæ étape, le standard interne de l4C l-
éthylguanine (2000 dpm, 3,6 pmoles) est ajouté afin de vérifier le rendement des différentes
étapes d'analyse.

L'ADN dépuriné est précipité par de l'éthanol absolu froid et laissé I heure à -20oC, pour
favoriser la précipitation. Par la suite, le surnageant contenant les bases alkylées est évaporé
au moyen d'un concenEateur Speed Vac (Savant Instmments, Bioblock Scientific, Illkich
France). Le résidu' repris dans 2 ml de tirmpon PBS, est déposé sur une précolonne de gel de
sépharose CL 48 jouant le rôle de filtre et enfin sur colonne d'immunoaffinité. Après des
étapes de lavage au PBS (3 ml) et à lbau (10 ml), de la colonne d'immunoaffinité, la fraction
contenant la 7-éthylguanine est éluée avec 3 ml d'acide acétiquc. Cene fraction est évaporée à
sec. Le résidu est rcpris dans 100 pl de HFBA (0,1 % vM puis analysé par CLHp avec
détection de fluorcscence- Les fractions de I ml sont collectées à la sortie du déæcteur par un
collecteur de fraction (modèle Frac 100, Pharmacia). L'évaluation de la radioactivité contenue
dans ces fractions nous pennet de connaîæ le rcndement de la purification.

l'éthylnitrosourée (ENU)
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2.1.2) Résultats

Deux concentrations,0,6 mM et 3 mM pour le DES,0,6 mM et I mM pour I'ENU ont été

utilisées. Chaque échantillon comprend 3 essais.

Tableau 4 : Quantité de 7-éthylguanine détectée dans le surnageant de dépurination d'ADN

traité par des agents éthylants

Agents alkylant

(mM)

7-ethylguanine t écan rype
(pmole / me ADM

DES
0,6

3

3sr5

400t50

ENU
0,6

I

ND

l5r5

ND : non détecuble

Ces résultats montent qu'il est possible de détecter de la 7-éthylguanine provenant du

surnageant de I'ADN éthylé dépuriné (chromatograme D, figure l7). Les profils d'élution

montrent la présence d'une petite quantité de guanine dans le surnageant de dépurination de

I'ADN témoin (agent éthylant absent du tampon d'incubation ) chomatograme C (Figure 17).

Dans le cas ou I'ADN a été incubé en présence d'agent éthylant on remarque que la quantité

de 7-éthylguanine obtenue avec le DES est plus importante qu'avec la ENU pour une

concentration identique de 0,6 mM.

Ces résultats ont permis de montrer l'éfficacité de purification des colonnes d'immunoaffinié

pour un surnageant de dépurination de I'ADN et la possibilité d'analyser les adduits formés in

yirro sur " I'ADN sonde ". Nous avons donc appliqué la même méthode d'analyse dans le cas

ou I'ADN est incubé avec des sucs gastriques.
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Figurc 17: Profil délution de la guanine et de la 7-éthylguanine
(mêmes conditions chromatographiques que pour la figure 16)

A : standard guanine C : ADN dépuriné (témoin)
B : standard 7-éthylguanine D : ADN traité par 3 mM de DES et dépuriné
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2.2) Analyse de I'ADN de thymus de veau incubé avec des sucs gastriques

2.2.1) Matériel et méthode

a) Nitrosation

Les sucs gastriques sont au préalables centrifugés pendant l0 min à 120009. 6,4 ml de

surnageant du suc sont ninosés en présence de 80 mM de nitrite de sodium (NaNO2, Merck)

après ajustement du pH à 1,5 avec de I'acide chlorydrique (HCl de I à 4 M). La solution est

alors incubée I heure à 37oC sous agitation.

L'arÉt de la réaction de nitrosation se fait par addition de sulphamate (Merck), afin d'obtenir

une concentration de 120 mM. Après avoir ajusté le pH à 7,4 avec de la soude (2 à 4 M), une

aliquote de 800 pl est prélevée pour I'analyse de la génotoxicité au moyen du SOS

chromotest. [æ reste de l'échantillon est incubé en présence d'ADN.

b) Incubation avec I'ADN de th]'mus de veau'

5 ml d'ADN de thymus de veau (1,5 mg/ml de tampon cacodylate de sodium) est incubé 1

heure à 37oC en présence de suc gastrique nitrosé. Comme pour I'expérience précédente,

I'ADN est récupéré après précipitation au n-propanol. L'utilisation du n-Propanol pour

préipiær I'ADN évite une éventuelle éthylation de I'ADN par l'éthanol. L'ADN est alors remis

en solution dans un tampon acétaæ (25 mM) pH = 5 et dépuriné une nuit à 37oC sous

agitation. Le standard interne tl4Cl 7-éthylguanine (3,6 pmoles) et les standards deutérés des

3-alkyladénines (100 pmoles de chaque) sont ajoutés à cette étape.

Dans cette expérience, nous avons allongé le temps de dépurination (10 heures), I'ADN s'étant

dissou trés difficilement dans le tampon.

[æ surnageant de dépurination est évaporé puis est filtré sur précolonne avant d'être déposé

sur colonnes d'immunoaffinité placées en série ; les prcmières colonnes vont retenir les 7-

alkylguanines qui seront analysées par CLHP, les secondes les 3-alkyladénines qui seront

analysées par CPG-SM.

c) SOS Chromotest

La méùode utilisée (Malaveille et a1.,1989) est une variante de celle décrite par Quillardet et

Hofnung (1984).

En brcf, une culrure de Eschérichia cotiPQ 37 en phase exponentielle (2.108 bactéries)/ml est

diluée par un même volume de milieu L (voir annexe) tamponné par 0,4 M de tampon nis

(pH 7,4). 100 pl de suc gastrique nitrosé, stérile (filtre Milliporc Millex GS de 0,45 pm de



porosité) sont ajoutés à 100 pl de la suspension bactérienne. Après une heure d'incubation à
pH=7 sous agitation, la suspension bactérienne est alors de nouveau diluée par 0,g ml de
milieu L tamponné avec 0,2 ml de tampon Tris, pH=7,4 et incubées deux heures
supplémentaires.

Une aliquote de 120 pl est prélevé pour lévaluation de I'activité B-galactosidase et de la'phosphatase 
alkaline.

Le dosage de la B-galactosidase et de la phosphatase alkaline se fait selon la méthode de
Quillardet et Hofnung (1984). La densité optique esr mesurée à 405 nm après addition des
substrats des enzymes en utilisant un lecteur de plaque ELISA. Les microplaques sont
incubées 30 minutes pour la phosphatase alkaline et de deux heures pour la B-galactosidase.
L'absorbance est mesurée pour chaque rcmps d'incubation à 405 nm.
L'activité enzymatique représente la différence entre les absorbances avant et après
incubation. Cette double lecture permet d'éviter les interférences colorimétriques lors de la
détermination de I'activité enzymatique. En parralèle, I'activité enzymatique due aux
échantillons de suc gastriques seuls est évaluée (bactéries absentes des cupules).
Le rapport de I'activité B-galactosidase sur celle de la phosphatase alkaline représente
I'induction du gène sfia (gène SOS). Un témoin positif est effectué en utilisant 0,59 pmole de
méthylméthanesulfonate : I'inductibilité SOS est de 3,5 par nmole de MMS pour cette série
d'expérience.

a) ines.

Le système chromatographique est identique à celui décrit dans le paragraphe 1.2.g. Un
collecæur de fraction (modèle Frac 100, Pharmacia) est couplé à la sortie du détecteur de
florescence. La séparation de la guanine, de la 7-MeGua, 7-EtGua, 7-HEtGua se fait sur
colonne phase inverse Nucléosil 5pm (C18, 25 cm, Inærchrom, Interchim, Monluçon,
France) munie d'une précolonne Ultrasphère ODS 5pm (4,6 cm x 4,5 mm, Beckmann). Cette
colonne s'étant avérée plus performante que la précédente. Elle nous a permis d'améliorer la
séparation et par conséquent de diminuer la limite de déæction qui est alors comprise entre g
et 12 pmoles de 7-alkylguanines (Figure lB).

e) Analyse CPG-SM des 3-alkyladénines

Ces analyses ont été effectuês par A. Schouft d'après ta méthode de prévost et al., (1993).
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78 pmo las

7 MeGua
90 tmoles

Gua
100  pmorcs

TEtGua
l . : 8o pmolas

Figure 18 : Profil typique d'élution des 7-alkylguanines par CLHP (standards), détection par

fluorescence
À ex = 2E0 nm, filre 315 nm. Colonne Cl8 Nucléosil 5pm - 25 cm. Gradient A : HFBA (0,001
7o),  B acétonir i le (0 -  5 min =95% A: l0 -  30 min --n % A;30 -  35 min =20Vo A;35 -40
min = 95 7o A). Débit 0,5 ml /min. Sensibilité du fluorimère : 0,003 mA.
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Sucs gastriques (6r4ml)

I
l,

Nitrosation

(pécipitation de I'ADN par du n-propanol)

Dépurination de I'ADN (l nuit à 37"C)

+
standards internes , l4c 7-EtGua et 3-Alkyladénines deutérées

ADN dépuriné

I
(précipitation de I'ADN
par du n-propanol)

Surnageant évaporé à sec

Iv
Résidu repris dans I ml de pBS

I
Y

Filtration sur précolonne de gel de Sépharose CI-4B
I
I
Y

Colonne d'immunoaffinité :,7-alkylguanines

lù
I etution des 7-alkylguanines, analyse par CLHpv

Colonne d'immunoaffinité des 3-alkyladénines
I
Iv

élution des 3-alkyladénines, analyse par CpG-SM

incubation avec de
I'ADN de thymus de veau SOS chromotesr (800 pI)

Figure 19 : Recherche d'agens alkylans dans les sucs gastriques



2.2.2) Protocole expérimental (schéma figure lo)

a) Incubation de I'ADN dans un suc gastrique acide contenant un

agent alkylant

Une première expérience a été conduite afin de vérifier si notre méthode perrnet d'évaluer le

taux d'adduction de I'ADN préalablement incuH dans un suc gasnique contenant un agent

éthylant. tæ pH du suc gastrique utilisé était de pH=1,5. Six types d'essais ont été réalisés:

nol: ADN incubé dans du tampon cacodylate (témoin)

no2: ADN incubé dans du tampon cacodylate + I mM de DES.

no3: ADN incubé dans du suc gastrique + lmM de DES.

n"4: ADN incubé dans du tarnpon cacodylate + lmM de ENU.

no5: ADN incubé dans du suc gastrique + lmM de éthylurée.

no6: ADN incubé dans du suc gastrique.

Le DES et l'éthylurée ont été ajouté dans les sucs gastriques avant l'étape de nitrosation.

L'évaluation de la génotoxicité (SOS chromotest) n'a pas été faite sur tous les échantillons

mais uniquement sur le suc gastrique nitrosé.

L'ADN est incuM dans les sucs gastriques aprés l'étape de ninosation (paragraphe 2.2.1-b).

aprés l'incubation I'ADN est dépuriné, le surnageant de dépurination contenant les bases

alkylées est déposé sur les colonnes d'immunoaffinité 7-alkylguanines et 3-alkyladénines.

Elles sont éluées puis analysées par CLHP et CPC-SM.

b) Recherche des agens alkylants dans les sucs gasniques de

Colombiens

Cette expérience a été réalisée avec des sucs gastriques provenant de Colombie. La

population de cette Égion étant à haut rique pour le cancer gastrique.

Les échantillons de suc gastrique étant de faible volume, nous avons éffectué des mélanges

suivant le pH des sucs et la pathologie du patient. Ainsi, nous avons constitué 7 mélanges

rapportés dans le tableau 5.

Comme dans la première expérience dans un échantillon de suc gastrique (identique à celui

lors de la première expérience) de l'éthylurée (lmM) et de la méthylurée (lmM) ont été

ajoutées avant l'étape de nitrosation comtne pÉcurseur.

Chaque échantillon sera traité comme dans I'ex$rience pÉcédente.
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Tableau 5: Caractéristiques des sucs gasriques

2.2.3) Résultats

a) Incubation de I'ADN dans un suc gastrique acide supplémenté en
agent alkylant

Nous avons voulu vérifier si un agent éthylant (DES ou ENU) présent dans le suc gasrrique
induisait la formation de 7-éthylguanine et de 3-erhyladénine dans I'ADN. Les résultats
obtenus sont Ésumés dans le tableau 6.

Tableau 6: Quantité de 7-éthylguanine et 3-éthyladénine détectées dans les surnageants de
dépurination suite à I'incubation de I'ADN dans le suc gasnique ninosé

Echantillon Type de sucs gastrioues pH Diagnostique
I basiques 7,3 displasioue
2 acides 2,15 displasique

3 basiques 7,6 gastrite superficielle
4 acide 2,01 gastrite superficielle
5 basique 7,6 diagnostique non établi
6 acides 1,5 normal
7 acides supplémentés en précurseurs

(éthylqrée I mM; méthyluree I mM)
1,5 normal

Echantillons 7-éthylguanine
(pmoleVme ADND

3-ethyladénine
(pmoleVme ADl.l")

ADN seul (Témoin) ND ND
ADN + DES (l mM) 47 12.5
ADN + DES (l mM)

+ suc gastrique
6 13,3

ADN + ENU (l mM) 5 3,2
ADN

(+ éthylurée -l mM + suc
gastrique)

2 L,6

ADN + suc gastrique(pH =

1.5)
ND ND

ND = non déæcté (inférieur à la limiæ de détection qui est s 8 pmoles))
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Les résultats montrent que la quantité de 7-éthylguanine et de 3- éthyladénine est identique
quand I'ADN est incubé en présence de DES avec ou sans suc gastrique. Le suc gastrique
n'interfère pas dans l'éthylation de I'ADN par le DES,
Le suc gastrique seul ne pennet pas la formation de 7-alkylguanine, par contre l'ajout
d'ethylurée permet aprés nitrosation la formation de 7-Et-Gua et de 3-EtAd. La nitrosation
permet la formation de l'éthylnitrosourée (ENU) à panir de l'éthylurée. Comme dans
I'expérience précédente la formation de 7-éthylguanine et de 3-éthyladenine esr plus
importante dans le cas ou I'ADN est incubé en présence de DES plutôt qu'en présence de
ENU. Ceci reflète la différence de pouvoir élecuophile des deux agents éthylans (voir
Tableau 2, chapitre I paragraphe 4.1.2).

b) Recherche des agents alk]rlants dans les sucs gastriques de
Colombiens

Cette expérience à pour but de détecter la présence d'agents alkylants dans les sucs gastriques

de patients à risque pour le cancer de I'estomac. Les diagnostiques établis sur ces patiens sont
indiqués dans le tableau 5.
I-es résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Génotoxicité (facteur d'induction SOS) et pouvoir alkylant des sucs gastriques
après nitrosation (detection d'alkyl purines dans le surnageant de I'ADN
dépuriné)

SG

(pH)

Facteur

I'induction

sos

7-EtGua
(pmole

/ essai)

7-HEIGua

(pmole

/ essai)

7-MeGua

(pmole

/ essai)

3-ErAd
(pmole

/ essai)

3-HErAd
(pmole

/ essai)

3-MeAd
(pmole

/ essai)

1(7.3) toxique ND ND <8 3,9 3,89 9,2

2 (2,15] 7.58 ND ND <8 1,58 1,54 5 ,15

3 (7.6) r2,71 ND 6 <8 1,29 1,65 4,93

4 Q.or I1,08 I{D ND 19 l .3 l r . l2 5.14

s (7.6) 25,46 ND 6 23 l ,3 l l , l 2 5,83

6 ( l .5) 1,04 ND ND <8 0.78 l ,2 l 3.61

7 (1.5) 3,14 l t ND r37 7,38 1,09 r29

SG : groupe de sucs gastriques
ND : non détecté
S E : bruit de fond pour la 7-MeGua
essai :7,5mg d'ADN de thymus de veau.



la mesure d'induction SOS pemet de déterminer la génotoxicité de chaque échantillon. Les
inductions SOS sont assez importantes excepté pour l'échantillon 6 correspondant à un suc
gastrique normal (conuôle), indiquant ainsi la présence de génotoxiques dans les sucs
gastriques nitrosés.

En ce qui concerne la pÉsence de 7-alkylguanines il a été possible de mettre en évidence la
formation de 7-méthyguanine pour deux des sucs gastriques analysés, il s'agit de l'échanrillon
4 regroupant les patients atteint de gasrite superficielle dont le suc gastrique esr acide
(mesure de 7-methylguanine deux fois celle du bruit de fond) er de l'échantillon 5 un suc
gastrique basique (mesure de la 7-methylguanine trois fois celle du bruit de fond). pour ces
deux échantillons le facteur SOS est important. Les chromatogrammes de l'échantillon 3 (suc
gastrique basique) et de l'échantillon 5 présenæ un pic dont le temps de r€tention correspond à
la 7-hydroxyéthylguanine (Figures 20 et 2l): cependant il semble difficile d,affirmer la
présence de cet adduit, la quantité étant trés faible (6 pmoles environ), en dessous de Ia limite
de détection que nous avions fixé par sureté à 8 pmoles. Par manque d'échantillon il ne nous a
pas été possible de refaire I'expérience afin de confirmer la présence de cet adduir.
De plus les chromatogrammes des figures 20 et2l présentent des petits pics correspondants à
des produits retenus par la colonne d'immunoaffinité mais qui n'ont pas été identifiés.
L'échantillon 7 correspond à un contôle positif, le suc gastrique utilisé est identique à celui de
l'échantillon 6, mais de l'éthylurée et de la méthylurée (l mM) ont été ajoutées avant la
ninosation. Pour cet échantillon, le taux de 7-méthylguanine esr rrés important par rapporr à la
7'éthylguanine, on observe le même résultat concernant la 3-méthyladénine et la 3-
éthyladénine. Cette différence s'explique par le fait que les agents méthylants onr une
éfficacité de réaction avec les acides nucleiques vingt fois plus importante que les agents
éthylants dans les mêmes conditions (voir tableau 2, chapitre l, Singer et Grunberger, 1983).

Dans tous les échantillons un "bruit de fond"de 7-méthylguanine a été mesuré. La quantité de
7-méthylguanine mesurée dans l'échantillon témoin (6) est d'environ 8 pmoles (limite de la
détection).

Cette étude montre que I'analyse de la formation des 7-alkylguanines dans le surnageanr de
I'ADN suite à une incubation révèle la pÉsence d'agents alkylants dans les sucs gastriques.
Compte tenu de la limite de détection (< 8 pmoles pour la 7-méthylguanine), des expériences
supplémentaires seraient necessaire pour confirmer et identifier la présence de ces agents
alkylants.
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L9. .l:? 7-MeGua

t6. ?g

7-MeGua

22. 4L

7-EtGua

Profil d'élution des 7-alkylguanines obtenu pour les échantillons 5, 6, 7

respectivement : sucs gasriques basique, contrôle, suc gastrique acide +

éthylurée lmM etméthylurée lmM.
(conditions chromatographiques identiques à celles de la figure 18)
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Figure 2l : Profil d'élution des 7-alkylguanines obtenu pour l'échandllon 3 (suc gastrique
basique, gasrite superficielle)
(condirions chromato-eraphiques identiques à celles de la figure l8)
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3) Discussion

Les résultats présentés dans ce chapitre concernent (i) I'obtenrion d'un anticorps pouvant
réagir avec plusieurs guanines alkylées (ii) I'utilisation d'un "ADN sonde" pour évaluer la
génotoxicité d'un suc gastrique aprés nitrosation in vitro par analyse des 7-alkylguanines dans
le surnageant de I'ADN dépuriné.
Les colonnes d'immunoaffinité élaborées à panir de I'antiserum de lapin permertent de
pur i f ier  quatre alkylpur ines:  la 7-méthylguanine, la 7-érhylguanine, la 7-
hydroxyéthylguanine, la7-(2,3-drhydroxypropyl)guanine. Ce Ésulrat indique que la partie de
la molécule reconnue par les anticorps est commune aux 7-alkyguanines. Cependant la
réactivité croisée est limitée, en effet la 7- carboxy(méthyl)guanine, la NoTGOH ne sont pas
retenues sur les colonnes d'immunoaffinité.

L'utilisation des colonnes d'immunoaffinité pour purifier et concenrrer les 7-alkylguanines
perrnet d'améliorer la sensibilité et la specificité de la détection en diminuant le bruit de fond
des chromatogrammes ce qui permet une meilleure intégration des pics chromatographiques.
La limite de détection obtenue pour la 7-méthylguanine est de 8 pmoles alors que les érudes
précédentes utilisant la même méthode de détection fixaient cette limite à 40 pmoles (Herron
et Shank, 1979).

L'utilisation simmultanée des deux types de colonnes, la première serie spécifique des 7-
alkylguanines, la seconde des 3-alkyladénines pernet de purifier le surnagent de dépurinarion
de I' ADN en une seule étape avant I'analyse.

L'analyse des sucs gastriques de Colombie nous a permis de montrer la formation de 7-
méthylguanine dans deux échantillons mais les quantités détectées sont faibles. Il y a eu
formation de 7-(méthyl et éthyl) guanine et de 3-(méthyl et éthyl) adénine dans I'ADN suite à
I'incubation dans le suc gastrique contenant de l'éthylurée er de la méthylurée.
La mutagénicité des sucs gastriques nirosés provenant de région à forte incidence pour le
cancer de I'estomac n'est pas augmentée par addition de facteur 59 (activation métabolique)
dans le test d'Ames indiquant la presence d'agens mutagènes directes (Montes et al,1974).
Elle augmente aprés nitrosation acide (Pignatelli et al, 1993). Cette génotoxicité révèle la
présence de composés précurseurs activables par le NO2- en milieu acide qui n'ont pas été
encore identifiés. Diverses hypothèses sur la formation de composés mutagènes ont été
formulées. La réduction des ninates en nitrites donnerait lieu à une nitrosation chimique de
précurseurs alimentaires (amine, amide, urée). Plusieurs espèces bactériennes présentes dans
I'estomac achlorhydrique ont une activité nitrate réductase catalysant la nitrosation d'amines
secondaires (voir chapine I paragaphe 2.2.2). Des études récentes montrent que la
concentration en CNO totaux n'est pas en relation avec le pH ni les données
anatomopathologiques (Sobala et al, l99l ; Pignatelli et al, 1993). Les concentrations en
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CNO mesuÉes dans les sucs gastriques pÉlevés sur des patiens à jeun varie de I à l0 pM.
Elle est multipliée par un facteur mille aprés nitrosation acide. Ainsi I'incubation de 2'-
désoxyguanosine dans les sucs gastriques nitrosés permet la formation d'126-ethyl-2'-
désoxyguanosine et d' Q6-méthyl-2'-déosxyguanosine. La concentration de Z'-
désoxyguanosine utilisée dans cene étude est nés forte, équivalente à 8 mg/ml d'ADN .
Aucune corrélation n'a été mise en évidence entre I'activité alkylante des sucs gasriques er
leurs caractéristiques (sucs normal ou achlorhydrique; gastrite ou displasie) (Kynopoulos,
1987).

Dans notre étude la présence d'agents alkylants dans les sucs gastriques nitrosés a été mise en
évidence. Cependant, la sensibilité de la méthode d' analyse des 7-alkylguanine n'esr pas
suffisante pour ces études . La limite de détection des 7-alkylguanines est de I'ordre de l0
pmoles par essais. Il reste à vérifier ces Ésultats avec un plus grand nombre de jus gastriques
et en améliorant la limiæ de détection des 7-alkylguanines.

La fluorescence des 7-alkylguanines étant limitée nous avons donc envisagé de développer
une méthode de dérivation afin d'augmenter cette propriété .
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Chapitre 4

DERIVATION DES 7-ALKYLGUAI\INES PAR LA

PTIENYLIyIALONDIALD EHYD E



ce chapitre concerne la dérivation des 7-alkylguanine par la phénylmalondialdéhyde. Il
comporte deux parties, (i) la synthèse des différentes bases dérivées, leur caractérisation
chimique (spectre de masse, UV et fluorcscent, RMN) et la dérivation de faibles quantité de
7-alkylguanine (< à 50 pmoles), (ii) la purification des bases dérivées par colonnes
d'immunoaffinité.

l) Introduction

Moschel et Leonard (1976) ont montré que la guanine est dérivable en un produit très
fluorescent, par réaction avec la malondialdéhyde en solution acide. Cette réaction de
dérivation, très spécifique de la guanine n'est pas altérée par la présence d'un groupemenr
alkyl en position 7 de la guanine. Afin d'améliorer la déæction des 7-alkylguanines, nous
avons étudié la dérivation de ces bases par la phénylmalondialdéhyde en vérifiant leurs
propriétés de fluorescence.

Deux dérivés de la 7-méthylguanine ont été préparés par la réaction avec d'une pan la
phénylmalondialdéhyde (PhMal) et d'autre part la pentafluorophénylmalondialdéhyde
(PFMal) (Sabbioni et al., 1986) . La volatilité du dérivé fluorescent pFMal de la 7-
methylguanine permet son analyse en CPG-SM, cependant ce dérivé s'hydrolyse facilement.

2) Synthèse et caractérisation chimique des dérivés fluorescents des 7-
alkylguanines

2.1) Matériel et méthodes

2. l. l) 7-alkylguanines

La 7-carboxyéthylguanine a été synthétisée au laboraroire selon la méthode de Roberts et
Warwick (1963) (paragaphe 1.4.1 chapime 3), la 7-carboxyméthylguanine a êté synthétisée
par D.Shuker.

La 7-éthylguanine, la 7-hydroxyéthylguanine proviennent de Chemsyn Sciences Laboratories
(Lenexa, Kansas, USA). la 7-méthylguanine provient des laboratoires Ftuka (Fluka Chemie-
Bucks, Swiuerland). Tous ces produis ont une pur€té chimique superieure à98 Voen CLHp.
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2.1.2) Synthèse de la phénylmalondialdéhyde

La phénylmalondialdéhyde aété synthétisée selon la méthode de Moschel et Leonard (1976).
Brièvement, 0,5 mole de diéthylformamide sont ajoutés à 0,3 mole de chlorure d'hydroxy
phosphore (POClg). Le mélange est maintenu à 30 oC pendanr 5 minutes. 0,1 mole d'acide
phénylacétique est alors ajouté. Le mélange est maintenu à 70oC pendant 6 heures puis
décomposé dans 500 g de glace et neutralisé avec du carbonate de potassium.

La solution est agitée dans la glace jusqu'à dissolution complète de la panie solide et amenée
à pH tÈs alcalin par de la soude (NaOH l0 M), laissée à 40 oC 2 heures afin de terminer la
production de diméthylamine. La solution est ensuite extraite au toluène, séchée à I'aide de
MgSO4. Le toluène est par la suite évaporé et le résidu est distillé. L'acroléine ainsi obtenu

est hydrolysée pour obtenir la phénylmalondialdéhyde comme indiqué ci-apÈs. L'acroléine
dans l'éthanol est traitée par une solution de soude ù207o et chauffée sous reflux. L'éthanol
est distillé, le mélange est refroidi, exmit avec du dichlorométhane. Enfin, la phase aqueuse
est amenée à pH = 2 (HCl) puis concentrée. Le précipité formé est filtré, lavé à I'eau et
recristallisé dans I'ether.

2.1.3) Synthèse des dérivés fluorescents 7-alkylguanine : méthode générale

l0 mg de 7-alkylguanine sont ajoutés à 25 mg de phénylmalondialdéhyde dans 1,5 ml d'acide
acétique glacial (Merck). La réaction est chauffée une heure à 110 oC et les produits sont
alors recristallisés.

La 7-éthylguanine phénylmalondialdéhyde (PhMal-7-Et-Gua), la 7-méthylguanine
phénylmalondialdéhyde (PhMal-7-MeGua) recristallisent spontanément dans de I'acide
acétique à 4"C. Pour la guanine phénylmalondialdéhyde (PhMal-Gua), la 7-
hydroxyéthylguanine phénylmalondialdéhyde (PhMal-7-HetGua),  la 7(2,3-
dihydroxypropyl)guanine phénylmalondialdéhyde (PhMal-7(2,3-DHP)-Gua), I'acide acétique

est évaporé et le produit est redissous dans un mélange de I ml d'éthanoVeau (70130) dans des

tubes à recristallisation de 2 ml (Alùich, St Quentin Fallavier-France). Les tubes sont laissés

t heure à température ambiante puis mis à 4oC jusqu'à I'obtention de cristaux (24 heures

environ).

La 7-carboxyméthylguanine phénylmalondialdéhyde (PhMal-7-CMGua) et la 7-carboxyéthyl
guanine phénylmalondialdéhyde (PhMal-7-CEtGua) recristallisent dans un mélange
éthanoVeau (50/50).

7 l
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2.1.4) Dérivation de faible quantité de 7-alkylguanines (2 à 50 pmoles)

Pour les faibles quantités de 7-alkylguanine (de 2 à 50 pmolis), la dérivation se fait dans des
tubes coniques de 20o pl (Alltech-Deerfield, IL, USA) silanisés par du
diméthyldichlorosilane (DMCS 20 Vo dans de I'héxane). Les rubes sont ensuite rincés au
méthanol et séchés à I'acétone. Læs 7-alkylguanines sont solubilisées dans une solution d'acide
chlorhydrique (HCl 0,1 M) à la concentration de I mg/ml (cette solution concenrrée est
concervée en fractions aliquot à -20.C).

I-es dilutions successives sont effectuées dans de.l'eau ultra-pure (Milliporc) et ammenées à
pH = 9 environ par de I'ammoniaque concentrée. Une gamme de 2 à 25 pmoles de j-
alkylguanines en solution aqueuse est déposée dans les tubes coniques. La solution est
évaporée, puis le résidu est repris par 10 pg de phénylmalondialdéhyde (500pg,/ml d'acide
acétique glacial) et chauffé durant 40 min à 1l0oc. Après évaporation de I'acide acétique, le
résidu est repris par un mélange composé d'acétonirrile/ I(H2PO A, Q0/80) et analysé par
CLHP.

2.1.5) caractéristiqges chimigues des Ph Ma l-7-alkyl guani ne er condi tion s
d'analyse en CLHP

Les spectres de RMN ont été effectués par le Dr D. MOLKO (centre d'Etude Nucléaire de
Grenoble). Les spectres de masse ont été faits par Mr J.H. LAMB (MRC Toxicology Unit -
Laboratoire du Dr P. FARMER; Carshalton, UK) er les spectres fluorescents
(spectrofluorimétrie dbxcitation synchrone) par le Dr A.WESTON (NCl-Bethesda USA).

Læs PhMal-7-alkylguanines ont été séparées pour I'analyse CLHP sur colonne phase inverse
Nucleosil (CI8, l0 pm, 250x8x4 mm, Macherey Nagel-Diiren-Allemagne) munie d'une
précolonne remplie de phase ODS (Pellicular ODS-Whatmann) à température ambiante er à
un débit de 1,3 mVmin. Le gradient délution est composé de tampon phosphate (KH2PO4, l0
mM, pH - 7,l) additionné de 27o de tétrahydrofurane (THF) pour le tampon A et
d'acétonitrile (solvant B). l€ gradient d'élution compone une étape isocratique de 10 min (15
7o B\ et une étape linéaire de 5 min (15 % à 80 % B).
La déæction de la fluorcscence e$ réalisée à I'aide d'un déæcæur Spectroflow 980 (Applied
Biosysteme) à une longueur d'onde d'excitation de246 nm muni d'un filne (475 nm).
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2.2) Protocole

Dans un premier ûemps, il était nécessaire de dériver des quantités importantes (dizaine de
mg) de 7-alkylguanine afin d'obænir des cristaux pennettant leur caracrérisation chimique par
les analyses des spectres RMN, de fluorescence et de spectrométrie de masse.
Les concentrations de 7-alkylguanines obtenues après incubation de I'ADN dans les fluides
biologiques étant nès faibles, il était nécessaire de vérifier au préalable les rendements de
dérivation pour les faibles concentrations. Après la réaction de dérivarion (voir paragraphe
"2.1.4" du matériel et méthode) les produits sont analysés par CLHP suivant les conditions
décrites dans le paragraphe "2.1.5" du matériel et méthodes.

3) Résultats

3.1) Synthèse des dérivés fluorescens des 7-alkylguanines.

La dérivation des 7-alkylguanines se fait selon la réaction delafigurc 22

1 l0oc .

Ac. acétique

2 moles I mole
+ 2H2O

Figure 22 : Synthèse des dérivés fluorescents des 7-alkylguanines
(R = groupe alkyl)

Après recristallisation, les produits PhMal-7-alkylguanine sont de couleur jaune plus ou
moins intense.

Les cristaux PhMal-7-EtGua sont trés brillants, en forme d'aiguille, le rendement de
recristallisation est de \OVo. Ceux de la PhMal-7-DHPGua sont également très brillants de
couleur jaune claire et de forme alongée. Les cristaux de la PhMal-7-Mecua et de la PhMal-
7-HEtGua sont légèrement brillants et ronds, le rendement de recristallisation est
respectivement de 807o et707o. Les aunes produits (PhMal-7-CMGua" PhMal-TCEtGua et
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PhMal-Gua) ont des cristaux jaune foncés mats et trés petits, le rendement est de I'ordre de
50%.

I-a PhMal T-CMGua et la PhMal T-CEtGua sont solubles dans I'eau additionnée de NaHCO3.
Les aunes PhMal 7-alkylguanines sont parfaitemenr solubles dans le diméthylsulfoxyde
(DMSO). Suivant la nature du groupe alkyl, on observe des différences de solubilité dans les
solvants organiques (Tableau 8).

Tableau 8 : Solubilité des dérivés des 7-alkylguanines dans différents solvants

H2O +

NaHCOq
Acétate

d'éthvl

Acétone Chloro-

forme

Méthanol Acéto-

nitrile

DMSO

PhMal T-MeGua + + + +

PhMal T-EtGua + + + +

PhMal T-HEtGua + + +

PhMal T-DHPGua t

PhMal T-CEtGua + +

PhMal T-CMGua + +

(t): soluble pour des concentrarions S à O;5mg/ml.

3.Zl Connnnation ae n fu.

Comme nous I'avons précisé dans le paragraphe 2.2.1 les spectres de masse, les spectres
RMN et les spectres de florescence ont été éffectués en collaboration avec différents
laboratoires . un résumé des résultats est présenté sous forme de tableaux.

3.2.1) Specre de masse.

Afin de confirmer la massc moléculaire, tous les produits ont été traités en spectrométrie de
masse : bombardement par des atomes accéléÉs (FAB: Fast atom bombardement). Certe
téchnique pennet d'obtenir un pic corrcspondant à [MH+] (ion moléculaire + un proton).
Dans tous les cas un ion majeur qui corrcspont à I'ion tMH+l a été observé, confirmant la
masse moléculaire des produis (Iableau 9). Dans un second temps la fragmentation des
dérivés PhMal-7-AlkylGua dont le groupe alkyl est le plus imponant que le groupe merhyl
présenæ un ion à264,cet ion correspond à I'ion MH+] de la PhMal-Gua. Ce résultat indique
que le fragment commun formé est un noyau stable. Cetæ caractéristique peut être exploitée
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pour identifier un groupe alkyl d'une guanine produit sur I'ADN suiæ à une incubation dans
un milieu biologique.

Tableau 9 : Analyse par spectrométrie de masse (FAB er MS/MS) des
phénylmalonylguanines substituées en position 7

(a) : 0,2 M d'acide para-toluène sulfonique dans du glycérol
(b) : Energie de collision (12 eV) - Specte secondaires de[MH+]

3.2.2) Spectrre ultraviolet (UV) et spectres de florescence.

Les spectres UV ont été réalisés dans I'eau. Les PhMal-7-AlkylGua ont deux pics
d'absorbance, le premier entre 278 et 284 nm, le second entre 325 et 328 mm.
Les spectres fluorescents mesurés dans I'eau des différents produits ont des profiles nés

semblables. L'analyse de ces produits par florescence d'exitation synchrone confirme nos
résultats quant'à I'amélioration de la florescence par rapport aux 7-alkylguanines. Cependant
la florescence de ces produits est trés inférieure (limite de détection conprise ente 32 et 125
pmoleV5O0ttl) à celle obtenue pour les adduits à la guanine du benzo(a)pyrène ( limite de
détection: 50 fmolesÆ00pl). La méthode de la fluorescence d'excitation synchrone pour les

dérivés PhMal-7-AlkylGua n'est pas plus performante dans les conditions d'analyses utilisées
dans cette étude (ÂÀ:200nm) que la mesure de la florescence à l'aide d'un déæcteur classique

Clableau 10).

75

Produits Poids moléculaire FAB (MH+) A MSA4S b

PhMal-Gua 263 2& 246,237,236,209, lg2

PhMal-7-MeCua 277 278 263,250,237 ,209, rg2

PhMal-7-EtGua 29r 292 277 , 264,247 ,23',7 , 209, Ig2, lg2

PhMal-7-HEtGua 307 308 290,280,264,250

PhMal-7-DHPGua 337 338 321,264,194

PhMal-7-CMGua 32r 322 304, 278, 27 6, 264, 250, 150, l4g

PhMal-7-CEGua 335 336 318,290, 276,264,238
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Tableau l0 : Détail des caractéristiques spectroscopiques de s dérivés
Phénylmalondialdéhydes de 7-alkylguaniires (ulravioiet, fluorescence er
fluorescence d'excitation synchrone) ilans I'eau

Produis

Ultraviolet Fluorescence Fluorcscence synchronisée

1, max € (lo4) Emission

,1, excitatioo

nm)

Exci@ion

(1, émission

nm)

Synchroni-

sation

(Â1,200 nm)

Limite de détecrion

(pmole ntale l5m Él

Phlvtat-Gua 245s

2U

t,57

l ,15

(2r0)

52&

s56
ssl

. (s27)

25r

26

289

2n 32

PhMal-7-MeGua 247

278

328

2Ar
2Ar
0,45

(2r0)

528

554

595

(szV
1<1

292

333s

298 t25

Phtvtal-7-EtGua 253

28r

326

2,9

2,36

0.6

(2E0)

528

551

594

(s27)

250-290

332s

299 32

PhMal-7-HEtGua 245

28r

325s

3,59

2,85

0,n

(2r0)

527

593s

(s27)

250-300

295

333s

297 32

PhMal-7-DHPGru 245

280

125

2.95

2,52

o-6ir

(2r0)

527

595s

(s27)

250-295
13is

298 r25

PhMal-7-CMGua 2U

28r
325

3,03

2.A

0.65

(2741

528

548

5!Xs

(szV
2sG295

332s

297 r25

PhMâl-74EtGua 245

2U

325

2Js

2.æ

0,54

(2r0)

528

555

59rts

(szV
245

26t
2S0s

298 r25
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3.2.3) Spectre de résonnance magnétique nupléaire (RMN) de I'hydrogène

Les sept dérivés PhMal-7-alkylGua ont donnés des signauf caractéristiques confirmant la
structure chimique des produits. Ces signaux correspondant aux prorons H-8, H-12, Hl3 et au
groupe phenyl, ils se trouvent dans des positions spectrales assez constantes indiquant un
environnement chimique similaire pour le noyau (PhMal-Gua) des sept molécules dérivés.
Des signaux corespondant aux groupes alkyl ont également été observées dans les spectres
(Tableau ll).

Tableau I I : Analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton des
phénylmalonalguanines subsrituées en posirion 7

déplacement chimique (ô ppm) dans le d6-DMSO

[,
N

N
I

hoduits H-8 H-12. H-13 H-phényl dkyl

Phlvlal-Gua 8.48 9.s6 - 958 7.45 -E,M 3.5 (N-ID

PhMal-7-MeGua 8,6 9.45 - 95s t.62 -8.r4 4.22(-cE:')

PhMal-7-EtGua 8J6 9.35 -9.4 t47 -79r 1.49 (.CHt, tr):4,4 - 4.53 GCU2-, q).

PhMal-7-HEtGua 8J6 9,3r -9A7 tA6 -7'90, 3.7E - 3.85 (-CH2-OH, m) :450 (N-CIIZ-, r);

so3 (-oH, d)

PhMaI-7-DHPGua 8.43 9,3 -9,4 7.42 -7 fi 343 -3.49 (-CH2-OH. m):3.88 - 3.97 GCHOH. m)

424 -4,20 (N-CH2-, m) ;4,82 GCH2OE, n) ;

5.08 (-CH-OH-, d)

PhMal-7-CMeGua 8.63 9.44-957 759 - E.03 530 (-CHz-, s)

PhMal-7-CEtGua 8.62 9,48 - 956 r59 - 8.03 3.10 (NCH2-. tr) :4.75 (-CHz-COZH, r)



3.3) Profil d'élution des phMal-7-alkylguanines

I-e profil d élution montre que les 7 composés sont séparés sur colonne phase inverse (Figure
23) dans les conditions d'analyse détaillées dans le paragraphe "2.1.5" du chapitre marériel er
méthodes. La limiæ de détection de ces dérivés est inférieure à lpmole.

ï  1b-Cg .  - :

4.  t5 PhMat-7-CMeGua

PhMal-7-CEtGua

1,5pmole

1,5 tmole

7,4 .76
PhMal-7-DHPGua l,s pmote
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3
€
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a
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7,6.53

.96

Figure 23 : Profil d'élution des PhMal-7-alkylguanines

PhMal-Gu" lF pmote
PhMal-7.HEtGua 1,7 pmote
PhMal.T.MeGua 1,8 pmate
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t
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3.4) Dérivation de faible quantité de ?-alk]rlguanines : courbes de standardisation

L'intérêt de la réaction de dérivation est d'améliorer la sensibilité de la détection des 7-
alkylguanines.

Pour de faibles concentrations de 7-alkylguanine (concentration inférieure à 50 pmoles) de
grandes variations du rendement de dérivation sont constatées. Bien que chaque facteur
intervenant dans la réaction ait été étudié (température, durée de chauffage de la réaction,
concennation en phénylmalondialdéhyde), il n'a pas été possible d'obtenir des rendcments de
dérivation reproductibles pour une concentration de 7-alkylguanine déterminée.
Aussi, pour s'affranchir de ce problème, nous avons décidé d'ajouter un standard interne afïn
de quantifier le taux de la éaction de dérivation.
I-e standard interne choisi est la 7-EtGua (10 pmoles). Des quanrités variables de 7-MeGua et
de 7-HEtGua sont ajoutées avant la dérivation (de I à 20 pmoles). La réaction de dérivation
est analysée par CLHP (paragraphe "2.l.5" du chapitre matériel et méthode), les rapports
d'intégration PhMal 7-MeGua / PhMal 7-EtGua et PhMal 7-HETGua / PhMal 7-EtGua sont
calculés d'après les surfaces d'intégration données par I'intégrateur.
Le rapport PhMal 7-MeGua / PhMal 7-EtGua en fonction de la quantiré de 7-MeGua à
dériver définit une droite de coefficient linéaire I (Figure 24). Le coefficient esr de 0,96 pour
le rapport PhMal 7-HEtGua / PhMal 7-EtGua en fonction de la quantité de 7-HEtGua à
dériver.

E 7-MeGua
o 7-HEtGua

l0 15 20
pmoles de 7-alkylguanines

79

2,0

cl

q 1,6
f-

I

cl

t t,z
cl

I
J

F 0,8
c*

I

ct

- 0,4

R^2 = 0,96

Figure 24 : Courbes de standardisation de la dérivation de la 7-MeGua et de la 7-HEtGua
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Cependant les rendements de dérivation de la 7-MeGua sont meilleurs que pour la 7-HEtGua.
Ainsi la sensibilité de détection de la 7-MeGua est meilleure
Il ne nous a pas été possible de dériver une quantité inférieure à 2 pmoles de 7-alkylguanine.
Au cours de la réaction de dérivation, de nombreux composés inconnus se sont formés,
alérant la ligne de base des chromatogrammes. De ce fait, il était nécessaire de purifier les
éomposés fluorescents avant de les analyser. La purificarion sur colonne d'immunoaffinité
des 7-alkylguanines s'étant avérée performanæ, une approche similaire a été développée.
Nous avons donc t€nté d'obtenir un antiserum dirigé contre les PhMal-7-alkylguanines.

4) Purification des dérivés fluorescents sur colonnes d'immunoaffinité

La démarche suivie est similaire à celle employée pour la purification des 7-alkyguanines.
Ainsi, deux lapins seront immunisés après couplage de la PhMal-7-CEtGua à une protéine
porteuse. La reconnaissance des différentes PhMal-7-alkylguanine par I'antisérum est évaluée
au moyen d'un resr ELISA de rype competitif.

4.1) Matériel et méthode

4.1.1) Synthèse des antigènes d'immunisation et d'enrobage

A une suspension de PhMal-7-CEGua (0,05 mmole) dans un ml de diméthylformamide
(DMF), sont ajoutés 55 pmoles de diisopropyléthylamine [(i-Pr)2EtNJ (catalyseur basique) et
55 pmoles de 2-succinimido, 1,1,3,3-tétraméthyl uronium tétrafluoborare (TSU). Cette
réaction est suivie par chromatographie sur couche mince. Lorsque la solution devient claire,
des aliquots de 100 pl de sénrm albumine bovine méthylée (50 ng dans 2 ml d'eau + 5 ml de
PBS) sont ajoutés.
ApÈs ajout complet de la mBSA, la solution est laissée une heure à température ambiante,
cenuifugée (10 min à 1700 g) et purifiée sur colonne Sephadex C50 M afin d'éliminer la
fraction d'haptène non liée à la protéine.

Une Éaction similaire est réalisée avec pour protéine porteuse I'ovalbumine. De la même
manière que Pour les 7-alkylguanines, lbffrcacité de la réaction de couplage est évaluée par la
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détermination du nombre d'haptène fixé à la protéine porteuse en comparant les absorbances
de la protéine seule et du conjugué à 280 nm.

4.1.2) Immunisation des lapins

Le protocole utilisé est identique à celui décrit dans le chapitre 3 (1.2.1). En résumé, deux
lapins ont été immunisés par la PhMal-7-CEtGua-mBSA. Après 14 semaines de traiæmenr, le
sang est recueilli et caractérisé par des essais ELISA de type compétitif.

4.1.3) Réactivité croisée de I'antisénrm

Un échiquier de croisement perrnet de fixer la quantité d'antigène d'enrobage et le taux de
dilution de l'antisérum.

L'évaluation de la réactivité croisée des PhMal-7-AlkylGua avec l'antisérum, par ELISA
compétitif à 4"C, à été décrite au paragnphe 1.2.3 du chapirre 3.

4.1.4) Préparation de la fraction IgG de I'antisérum et des colonnes
d'immunoaffinité

La méthode est identique à celle employée dans le paragraphe I.2.4 et 1.2.5 du chapitre 3. La
fraction IgG provenant des 20 ml de serum de lapin (nol), est incuHe après dialyse avec 6 ml
de gel de protéine A sépharose CL4B et conditionné par volume de I ml.

4.1.5) Synthèse du standard interne: PhMal-tl4CH{EtGua

a).Sy.nthè.sc.dcIaIl4Cl.-.7.C.ErGuaninç..àp.anir.dc.la.tUl4Cl.-Çuanosinc

La [Ul4ç] Guanosine (5 pCi, 2,8 pg-Dositek) est alkylée dans 50 pl d'eau par de la B
propiolactone (5 pl). [æ volume réactionnel est chauffé pendant I à 2 minuæs à I l0oC.
La 7-carboxyéthylguanosine est hydrolysée par de I'acide chlorhydrique (50 pl HCI 2M) à
l l0oc pendant une heure. La réaction est neutralisée par 50 pl de soude (NaOH 2M} La7-
CEtGua est purifiée par CLHP sur colonne phase inverse Nucléosil 100 (250x8x4 mm,
Macherey Nagel) , couplée à un détecteur de fluorescence (À excitation = 280 nm, filtre = 315

nm). Les fractions correspondant à la 7-CEtGua sont récupérées grâce à un collecteur de
fraction @harmacia Frac 100) couplé au système chromatographique.
Par la suite, les fractions correspondant à h Jlaçr-t-CEtGuanine sont évaporées à sec.

R I
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b) Synrhèsc.dE taP.hMal.t I aCI-J.=CErGuaninc

I-c résidu de llagr-t-CEtGuanine est repris par une solution de Phénylmalondialdéhyde dans
de I'acide acétique (50 trl d'une solution à lmg/ml) et chauffée une heurc à I lOoc.
Comme précédement, la PhMUllagl-7-CEGuanine est purifiée par CLHP par le même
sysême chromatographique. Les fractions correspondant à la phMaltl4cl-z-cEtGuanine

sont colléctées et concentrées par évaporation.

4.1.6) Fonctionnement des colonnes d'immunoaffi nité.

Le protocole utilisé est identique à celui utilisé pour les colonnes d'immunoaffinité 7-
alkylguanine (paragraphe 1.2.7 ).
Brièvement, 4,5 pmoles de PhMaltl4Cl-7-CEtGuanine (2500 dpm) en solution dans 2 ml de
tamPon PBS (4'C) sont appliqués sur colonne d'immunoaffinité. La colonne est ensuite lavée
au moyen de 3 ml de tampon PBS et de l0 ml dbau ; la PhMal[laC]-Z-CgtGuanine est éluée
par 5 ml d'acide acétique lM. Læs éluats sont récupérés par fraction de I ml pour I évaluation
de la radioactivité.

4.2) Résultats

4.2.1) Synthése des antigènes d'immunisation et d'enrobage

Comme pour les 7-alkylguanines, nous désirons obtenir des anticorps qui reconnaissenr toute
une série de PhMal-7-alkylguanines.

La figure 25, résume la Éaction de synthèse.

(Drsu-rel
-
o m,oTErNE

G{Ht

Figure 25 : Reaction de synthèse de la PhMal T-CEtGua-Protéine
(TSU : 2-sttccinimido. I,13.3+étraméthyl uronium téralluoboraæ : TEA = riétlrylamine)

nA*
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[æ rcndement obtenu pour I'antigène d'immunisation est de 46Vo,le taux de couplage calculé
par I'absorption UV est de 4 moles de PhMal 7-CEtGua par mole de mBSA.
Pour I'antigène d'enrobage, le rendement obtenu est de 84 Vo, son taux de couplage est de 3
moles de PhMal-7-CEtGua par mole d'ovalbumine.

4.2.2) Caractéristiques de I'antisérum

Un échiquier de croisement a permis de fixer la quantité d'anrigène d'enrobage à l0 nglpuit et
le taux de dilution de I'antisérum esr de 112.104.
L'évaluation de la réactivité croisée des PhMal 7-alkylguanine avec l'antisérum au moyen
d'un test ELISA compétitif à 4oC, perrnet de constnrire des courbes d'inhibition afin d'évaluer
la concentration nécessaire à I'obtention de 50 7o d'inhibition. Les Ésultats sont résumés dans
le tableau 9.
Pour la 7(2-[2-hydroxyéthyl amino] éthyl) guanine (NOR-G-OH), il n'a pas été possible
d'obtenir un standard dérivé pur. De ce fait, la réactivité croisée avec I'antisérum n'a pas pu
être évaluée.

L-es dérivés PhMal des alkylguanines présentent une bonne réactivité croisée avec I'antisérum.
Les molécules sont bien reconnues par les IgG contenues dans l'antisérum. En effet, la
concentration de PhMal-Tatkylguanine nécessaire pour obtent 50 7o d'inhibition varie de 0,2
à 160 pmoles/puit. Cet antisérum a donc été utilisé afin de préparer des colonnes
d'immunoaffinité.
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Tableau 9 : Réactivité croisee-des purines dériv4s par la phénylrnalondialdéhydes avec
I'antisénrm, évaluées au moyen d'ELISA coinpétitifs à 4oC.

4.2.3) Fonctionnement et détermination de la capaciré des colonnes

d'immunoaffinité.

a).Y.énfication.dc.lap.urç.ré.dusmndard.radioactif.Plùta[l4c]2.-.cEr:Gua

la vérification de la pureté du standard radioactif PhUall4gl 7-CEt-Gua se fait par analyse
CLHP d'un aliquot dc la fraction concentnée. Des fractions (650 Fl) sont collectées pendant

PhMal T-AlkylGua
uoncentrauon

povr 50Vo d'inhibition
(pmole/puit)

Structure

7+ arboxyéthyl guanine-
phénylmalondialdéhyde

(PhMal T-CEtGua)
0,2

7 -carboxyméthyl guanine-

phénylmalondialdéhyde

(PhMal T-CMeGua)
0.5

7-Hydroxyéthyl guanine -

phénylmalondialdéhyde

(PhMal T-HEGua)
6

O*t&^--*-çÀÀ2
7 - (2,3dihydroxypropyl)guanine -

phénylmalondialdéhyde

(PhMal 7(2,3)-DHPGua)
t2

7-Ethylguanine-

phénylmalondialdéhyde

(PhMal T-EtGua)
50 tri-'

7-Méthylguanine-

phénylmalondialdéhyde

(PhMal T-MeGua)
130

Guanine-

phénylmalondialdéhyde

(PhMal Gua) 160 tr)
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toute la durée du gradient d'élution afin de vérifier que le maximum de la radioactivité
corresponde avec le pic d'élution de la PhMUllaCl Z-Cfr-Gua. Le produit obtenu a une
purcté de 70 7o (Figurcs 25 et26).

o 5 l 0 1 5
Fraction éluée (minurcs)

Figure 25: Radiochromatogramme de la PhN,tlJl4çl 7-CEt-Gua.

temps de réæntion (min)
Figure 26 : Profil d'élution de la PhMal[149]-7-CEt-Gua sur colonne phase inverse :
évaluation de la fluorescence
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La différence de 1,39 minute observée entne le pic de radioactif et le pic de fluorescence esr
sbxplique par la longueur de la liaison enue les deux appareils de déæction
Nous avons remarqué que la Phu*1l4gl-7-CEt-Gua se dégradait lentemenr au cours du
temps dans I'acide heptafluorobutyrique. Aussi, pour la suite des expériences, ce composé a
été conservé dans un rampon phosphate (KH2pO4, l0 mM, pH 7).

b) F.oncnonncment dcs solonncs.dlmmunoaffinité

La PhMal[laC]-z-CEt-Gua a été uti l isée'pour tesrer la capacité des colonnes
d'immunoaffinité sachant que seulement 70 % de laradioactivité doit êrre présente dans la
fraction acide lors de I élution. Le profil d'élution (Figure 27) indique une élution de 27 Vo de
la radioactivité dans la fraction acide

6  7  8  9  l 0 l r t 2 t3  14151617 l8

Volume d'éluat (ml)

Figrre 27 : hofil d'élution de la PhMaltltj 7-CEt-Gua

[æ produit PhMalll4çJ-7-CEt-Gua est donc très faiblement retenu par la colonne, la capacité
était inférieure à 4 pmoles.

La fraction d'anticorps fixée à la protéine A doit êne faible ce qui pourrait expliquer la nès
faible capacité des colonnes. La fraction IgG de I'antisénrm a donc été réincuHe avec 2,5 ml
de protéine A en utilisant un nouveau lot de réactif de pontage, a savoir le diméthyl
pimélimidate lors de la préparation du gel (voir paragraphe 1.2.7). Le nouveau lot de colonne
ne présente pas une mcillcure capacité vis à vis de la phMaltl4q-7-cEt€ua
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Ces colonnes de nop faible capacité ne nous pernettent pas de purifier les PhMal-7-

alkylguanines. Nous avons donc utilisé le sérum provenant du second lapin, bien que

l'échiquier de croisement effectué lors des expériences préliminaires de I'ELISA montraient

une moins bonne Éponse de cet antisérum vis-à-vis de l'antigène d'enrobage.

4.2.4) Spécificité de I'antisérum du second lapin

De la même manière que pour le premier antisérum, une série de tests ELISA de type
compétitifs est réalisée afin de définir la réactivité croisée de cet antisérum avec les PhMal-7-

alkylguanines.

Cet antisérum présente très peu de réactivité croisée avec les PhMal T-AlkylGua (Figure 28)

l0 rû lO3 104 105 ld 107

PhMalT-Alkyl guanines (fmoleVpuits)

Figure 28 : Courbes d'inhibition des PhMal 7-alkylguanines à 4oC
(O) PhMal T-CEtGua, (a ) PhMal 7-CMGua, (O) PhMal 7-MeGua
(+) PhMal T-EtGua, (f ) PhMal THEtGua

La concentration nécessaire en PhMal-7-alkylguanine pour obtenir 50 7o d'inhibition par

rapport au controle est supérieure à 103 pmoleVpuit.

Cet antisérum contenant peu d'immunoglobuline IgG capablent de reconnaître les PhMal 7-

alkylguanines, il n'était pas possible de préparer des colonnes d'immunoaffinité avec cet

antisérum pour purifier les dérivés PhMal-7-alkylGua-
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5) rtiscussion

Une série de dérivés phénylmalondialdehyde des 7-allkylguanines a été synthétisée (méthyt,
éthyl, hydroxyéthyl, dihydroxypropyl, carboxymethyl et carboxyethyl) guanine, I'analyse des
spectres RMN et spectres de masse permcttent de confirmer Ia structure chimique de ces
composés. Ces dérivés ont des propriétés de florescence supérieure à celle des 7-
alkylguanines. La limite de détection des dérivés florcscents esr de I pmole/essai. Læs études
en fluorescence d'excitation synchrone n'ont pas permis d'augmenter la sensibilité de
détection.

Le rendement de dérivation des 7-alkylguanines est variable. Aussi pour s'affranchir de ce
problème nous avons utilisé la 7-éthylguanine comme standard interne. Les limites de
détection sont de 2 pmoles pour la 7-méthylguanine et de 4 pmoles pour la 7-
hydroxyéthylguanine. La dérivation ne semble pas augmenter de façon importante la
sensibilité de mesure de ces bases. En effet la limite de détection obtenue par mesure de la
florescence directe de la 7-méthylguanine était de 8 pmoles. Cependant une amélioration de la
ænsibilité peut être envisagée en augmentant le rendement jusqu'à I00Vo. Une augmentation
du rendement de la réaction à déja été constaté en ajustant le pH des solutions de 7-
alkylguanine à 9 avec de I'ammoniaque avant la dérivation. Les solutions de 7-alkylguanines
sont Éalisées dans I'acide chlorhydrique 0,1N, I'ajout d'ammoniaque perrnet de déprotonner
les bases qui sont alors sous forme hydrochlorures.
Les dérivés PhMal-7-alkylguanine se forment rapidement à I l0oC (en 25 minutes) pour les
faibles concentrations de base (2 à 50 pmoles). Les études cinétiques de formation des dérivés
ne nous à pas permis de déterminer un temps de réaction nécessaire pour un rendemenr de
1007o; des composés inconnus se forment égalernent rapidement
Nous avons fait d'autres essais afin d'améliorer la formation des dérivés et de minimiser la
production des composés parasites. Des dérivations ont ainsi été éffectuée avec différentes
concentrations en phenylmalondialdéhyde. En effet pour les faibles concentrations de 7-
alkylguanines, les conditions stoechiométriques de la Éaction ne sont plus vérifiées. Un excés
de PhMal est nécéssaire pour favoriser la dérivation. Ainsi pour des quantités de I à 50
pmoles de 7-alkylguanine, des concennations de PhMal de 40 pM à 40 mM dans l'acide
acétique ont été ajoutées. La concentration de 3,4 mM a été rctenue (soit 500 pg PhMal /rnl
d'acide acétique). [æ rcmplacement de I'acide acétique par un acide plus fon à savoir I'acide
trifluoroacétique n'a pas permis d'augmenter le rendement : les dérivés s'hydrolysant dans cet
acide.
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Une étude récente sur la formation d'un adduit malondialdéhyde sur la désoxyguanosine
montre que cette réaction d'adduction est réversible. L'hydrolyse est rapide à forte
température (100'C) (Agarwal et Draper, 1992). Cetæ réaction est similaire à celle que nous
avons éffectué. Lors de la dérivation , la synthèse des PhMal-7-alkylguanine génère deux
molécules d'eau.qui pourraient favoriser la réaction d'hydrolyse des dérivés (Figurc 29).

l l 0  0c

Ac. acétique
.-

2 moles I mole
+ 2H2O

Figure 29 : Mécanisme possible de I'hydrolyse des dérivés fluorescents des 7-alkylguanines
(R = groupe alkyl)

Cette hypothèse pourrait expliquer le problème de rendement de dérivation . Les produirs se
formeraient, I'eau produite favoriserait I'hydrolyse. Pour tester cette hypothèse la réaction de
dérivation devra être éffectué en présence d'un composé capable de piéger les molécules d'eau
(tamis moléculaire).

Dans un second temps nous avons synthétisé les antigènes afin d'immuniser des lapins. Le but
étant d'obtenir un antiserum spécifique des PhMal-7-alkylguanines pour la production de
colonne d'immunoaffinité. Les anticorps (voir chapitre 3) doivent reconnaitre toute une
famille de molécules. La similitude du noyau fluorescent a été confirmée par les études

spectroscopiques. Aussi la reconnaisssance de la molécule doit être dirigée vers cette panie

commune aux dérivés florescents. Le couplage de la protéine a donc été réalisé à panir de la

fonction carboxylique de la PhMal-7-carboxyéthylguanine transformée en ester actif. Un des

deux antiserums obtenu suite à I'immunisation des lapins reconnait une serie de bases

dérivées. Cependant l'élaboration de colonnes ne nous a pas permis de purifier les produits, la

capacité de rétention de ces colonnes est trés faible. Nous avons vérifié que I'antiserum ne

s'était pas dégradé pendant le stokage.

La dérivation des 7-alkylguanines perrnet de diminuer la limite de détection par

spectrofluorimétrie. Cene téchnique de dérivation doit être encore améliorée avant d'être

appliquée à des échantillons biologiques.
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I-e post-marquage au 32P P"ttn"t d'obænir une sensibilité de détection d'environ l0 fmoles
pour la 7-méthylguanine (Hemminki et Mustonen, l9S). Malgré une sensibilité importante
cette tcchnique est plus difficile à développer, elle nécessite des précautions de manipularion
importantes pour éviær tout risque de contamination radioactive alors que l'utilisation de la
PhMal ne demande pas de précaution paniculière. En effet ce produit à la concentration de 2
mg/ boite de Petri ne s'est pas révélé mutagène dans le test d'Ames avec les souches TA 100
et TA 98 (Moschel et Leonard,1976\.



Chapitre 5

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES



l) Synthèse des résultats

L'objectif majeur de ce travail était de développer une technique de détection des 7-
alkylguanines d'ADN incubé avec un suc gastrique nitrosé afin d'identifier des produits
responsables de génotoxicité. Nos premiers havaux ont consisté à mettre au point une
méthode de déæction des 7-alkylguanines dans le surnageant de dépurination de I'ADN par
mesure de la fluorescence aprÈs purification et concentration sur colonne d'immunoaffinité.
Ces colonnes réalisées avec un antiserum de lapin retiennent préférentiellement la 7-
éthylguanine, la 7-méthylguanine, la .7-hydroxyéthylguanine, la 7 (2,3)-
dihydroxypropylguanine) alors que la guanine esr moins bien retenue.
L'incubation de I'ADN avec les sucs gastriques nous a permis de mettre en évidence le
pouvoir alkylant de certains sucs gastriques nitrosés chimiquement. Cependant toutes les
mesures de bases alkylées à panir des sucs sont très proches de la limiæ de détection.
La sensibilité de cette méthode n'apparait donc pas suffisante pour les applications
biologiques. Afin d'augmenter cette sensibilité, nous avons dérivé chimiquement les 7-
alkylguanines pour accroître leur fluorescence et faciliter ainsi leur détection par
spectrofluorimétrie.

2) Perspectives

2.1) Dérivation des 7-alkylgranines par la phénylmalondiardéhyde

Le rendement de dérivation pourrait être amélioré en particulier pour les faibles
concentrations en 7-alkylguanines. Les études concernant I'influence de la température la
concentration en PhMal et le temps d'incubation n'ont pas permis d'augmenter le rendement
de dérivation. L'étude de Agarwal et Draper (1992) sur la réaction de la malondialdéhyde sur
la déosxyguanosine montre que I'adduit s'hydrolysc rapidement. La réaction de dérivation
des PhMal-7-alkylguanines générant de lbau, unc hydrolyse partielle des produits pourrait
expliquer le fait que le rendement de synthèse ne soit pas de 100 vo. Une confirmation de
cetæ hypothèse est néanmoins nécessaire en utilisant un tamis moléculaire capable de retenir
les molécules d'eau lors de la synthèse. La dérivation devant être effectuée en présence
d'acide acétique uùydre.

La purification et la concentration des produits dérivés permettraient également de diminuer
le bruit de fond sur les chromatogrammes dû à la formation des composés inconnus .
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L'immunisation de deux lapins ne nous a pas permis d'obtenir une quantité suffisante
d'anticorps. Læ mode de synthèse de I'antigène peut-être conservé, mais le taux de couplage
de I'haptène à la protéine porteuse pourrait être amélioré afin d'optimiser la réponse
immunitaire.

2.2) Applications

La sensibilité de la méthode de détection des 7-alkylguanines est déterminanæ pour permenre
des études sur la teneur en agents alkylants avant ou après nitrosation des sucs gastriques ou
d'autres fluides biologiques. Les concentrations en composés N-nitrosés sont de I'ordre de I à
10 pM dans les sucs gastriques de patients à jeun. La nitrosation chimique perrner de ninoser
les précurseurs, donc d'augmenter la concentration des agents génotoxiques.

Les sucs gastriques sont généralement prélevés après une période d'au moins 12 heures de
jeûne. Ce système perrnet d'avoir une homogénéité dans les prélèvements. Par contre il n'est
peut-être pas représentatif de la situation digestive. Il n'est pas exclu que des composés
réactifs (CNO) soient décomposés après cette période de jeûne (Sobala et al., 1991). En
incubant I'ADN dans les sucs gasniques provenant de patients à jeun, nos avons peut-être une
sous estimation des composés alkylants pÉsents après I'alimenrarion.

Chez les patients ayant subi une gastrectomie partielle, on observe un reflux des sels biliaires

dans I'estomac (Keighley et al., 1984). Ces sels biliaires peuvent être déconjugués et
métabolisés par les bactéries. Ils peuvent être nitrosés, les acides biliaires nirrosés sont
mutagènes dans le test d'Ames mais également sur les lymphoblastes humains (lignées TK6 ;
Puju er al.,1982).

De la carboxyméthylguanine aété déæctée après hydrolyse d'ADN de thymus de veau incuH

avec de I'acide N-ninosoglycocholique (Shuker et a|.,1987). Les colonnes d'immunoaffinité

utilisées (chapitre 3) ne retiennent pas la 7+arboxyméthylguanine, pour effectuer ce dosage

la production d'anticorps doit donc êtne envisagée. En revanche, le second antiserum obtenu

contre les PhMal-7-alkylguanines a une bonne réactivité croisée pour la PhMal-7-CMGua.

Cependant, la purification sur colonne d'immunoaffinité n'est pas possible, ces colonnes
présentent une capacité de rétention négligeable, mais on peut envisager d'utiliser I'antiserum
restant pour effectuer un dosage ELISA de la PhMal-7-carboxyméthylguanine. La 7-CMGua
pourrait être purifiée par CLHP et dosée aprÈs dérivation par ELISA.

Les nitrosopeptides sont également des agents alkylants. le N-(N'acétyl-L-propyl)-N-

nitrosoglycine produit de I'O6-carboxyméthylguanine et 7-carboxyméthylguanine sur I'ADN

in vitro (Challis, 1989 ; FairhusL 1990).

L'incubation de I'ADN dans les sucs gastriques donnerait des renseigements sur le type de
génotoxiques ou de lèurs précurseurs pÉsents en fonction des bases alkylées détectées.



2.3) OuanÊification du nombrc de sites aouriques (Ap)

A I'origine de ce projet, le dosage des sites apuriques dan's I'ADN au moyen d'une sonde
fluorescente avait été envisagée comme approche complémenraire au dosage des 7-
alkylguanines.

La mesure des sites apuriques constitue une mesure des atteintes totales des guanines
modifiées en position N7.
Une prcmière approche a été effectuée et est basée sur la réactivité des hydrazines pour la
fonction aldéhyde du site AP. Deux hydrazines.commerciales ont été testées : le Lucifer
Yellow et le cascade Blue mais sans résultar Ceci peut-être à cause de I'encombrement
stérique de ces molécules fluorescentes.
La suiæ de ces travaux fait I'objet d'une collaboration avec l'équipe de professeur Lhomme
(Grcnoble). Une molécule fluorescente constituée d'un analogue de la méthoxyamine couplée
à la fluorcsceine est déjà synthétisée. I-es résultats en cours devraient mong€r que la molécule
Éagit avec la fonction aldéhyde du site Ap.
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ANNEXE

Solutions tampons

NaCl : 140 mM
KCI :2 ,7  nM
KHZPO+ : 1,5 mM
Na2HPO+ : l0 mM

PBS Tween : PBS + 0,005 VoTween 20 (Vol/Vol).

PBS Azide : PBS + 0,02Vo d'azide de sodium (poids/vol.)

Tampon Cacodylate pH7.2

cacodylaæ de sodium: 20ùnÀ,t
EDrfA: lmM
perchloraæ de sodium: l30mM

Milieu de culture des bacteries E coli (SOS

Milieu L (500 ml).

Paco tryprone @ifco Laboræories) 5 g
Baco Yeastextract @fco Laboratories)Z,S E
NaCl :5  g

Milieu L ampicilline : 20 1qd'ampicilline/ml

Chromotest).
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IlrlT,ODIterIon

Biological fruids, such as gastric juice and urine, often containgenotoxic srrbstances which fr.y p13y 1 rore in trrà-âetiorogy ofcancers in tissues in contact wittr- these f ruids. 
- 

Èo, exa.npre,erevated rev-eJs. of mutaggns, of unknonn strîucture, have been foundin urine of snokers of ÉlacÉ tobac"ô-rrto are at higher risk ofdeveroping bladder canc"i than smokerJ--"r-ul"ià ËâË""." (r{araveilleet al' 1989)' similarry, revers of iàt.r u-nitrog- 
"orpound,s 

ornitrosatabre Precursors were found to be nighài-ir,-g."t=i. Juice ofsubJects at high risk of aéoeràJing-sastric-cancài (Barrsch er ar,1989 ) ' Ilorvevei, these group spèciiiË merhods 
"r,iËr, 

rery on eirherbiological (nutagenicitfl oi cËenicar (the presence of an N-nirrosogrouP) .endpoints, are nôÉ egsiJy aaaptèa ro-trté-Ërràr""t"risation ofkey individual adducts or. al\zlâtirrj--àgenrs. The quantif ication andidentificarion of genoroxic sûlstané"=-ir, .orpiài iili"o* ina biorogically neaiingful w1v requires some nôver anarlticalaPProaches. we have, therefi=-"r 
-explored. 

trrê-pàs"itirity of using a"probe" DNA eethod. DNA, which'is ivell characterised, as to thepresence of adducrs, is incubated wirh a Uiàfà;il;I' f tuid or f oodextract of inreresr and rhen recoverea ioi-;;i;;i;. This approachItas first used to detect methytating àg"tt" in nitrite-treatedgastr ic Juice (Kyrtopoulos, 19971. 
- - '

The rationare for the 'probe" DNA lpproach is based on the fact that,the.naJor adducts for:neà by_ nogt alkylating ageni"-""" at NZ of2'-deoxlqiuanosine ldclr wiÊrr + pTôiàrti"i oË itri"-adducr comparedt'o other adducts vl5yiirg somewhar-eè;;dinf àn rË-"arure of rhe
1lkyl3ling intermediâre- (Lawl"V, 

-ttàAt. 
N7-aIkyIdG are somewharunsr,able and can be readiry aeioTinatéd ro ;i;é-ile co4respondingN7-arkylguanine (arkcual bi -treàtrng _ei neur;ar pH. Thus, individualadducts naY b:.sèparateé aia q,t"niiriàa--Ë-Ë;.Iiination of arkGuaand an estination-of the rotai level of 
"âauèi-i"frition may beobtained b.v urelguring aSrurinià_aÀpj-"ii.". This approach issunmarised in-Flgrl.- uêthoas tàr Érre measurellent of arkGua havebeen developed a;d witl ue uiièiry:pi"sented treié. our approach rothe neasureient of Ap sites is uaÊeâ on the use of reactivefluorescent dyes lBerlrand "t "i, 

1987i and is ,-à"i deveropurenr.
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Fig- 1. Rationale for the use of 'probe" DlrÀ to detect
alklzlating agent activity in biological fluids.

IU!{IINOCIIETIICAÛ PITRIFICArfON OF ÀLKGUÀ

Recent, advances in the preparation of antibodies against
?l\yfp"rines of diverse- structure (reviewed by ShuËer anrd, Fa::ner,
L992) suggesred thar an anr,ibody côurd be madÊ *tiên showed,
cross-reactivity with an homologrres series of alkGua and, which cou1d
then be used to prepare irnmunoattinity columns. Àtr antigen, based,
on 7-(2-carboxyethyl)guanine (7-CEGuaJ, was desigrned, to iaxi 'nally
expose the key st:rrctural features of 

-alkGua 
for-recognit,ion by

ant ibod ies  (F ig .  2 )

+H
EDC

HzN Protein

Fig. 2. Synthesis of 7-CEGua antigen

The .7 -(2-carboxyethyl)guanine - rnethylated bovine serum albnnin
con jugat'e was used to inrrrunise two râlUits. Àfter several booster
doses of antigen the serum was tested in a .orp"iitive ELISÀ and
found to crosè-react with several sttîucturalfy'rÀfÀt"A alkGua
(Table). Intereslingly, a number of alkGua wêre recognised, better
than 7-CEGua itself .-a crude fraction 9f imunogfoÈufin e (IgG) was
prepared from the serum by anmonium sulphate précipiÈation'ana'
covalently bound to_ proteLn e, - Sepharoèe to nake àn imunoaf f inity
q:I.using essenti?lli ttre same proéedure as Èhar recenrly aes-ril"â
(Friesen et aI, 1990). As prgdigqgd from the ELrSÀ crosé-reactivity
data in the lable, a-number-of different alkco. *è=e retained on the
immunoaffinity coiunns and an exanrple of this is 

"ho*t 
in Fig.3.

Trace À shows a standard mixture of 7-MeGua, 7-EtGua, 7-HOEtéua and
7-DHPGua with trace B showing the same mixture after retention on,
.ld-subsequent elut,ion ofF, an irutunoafiinity column. The capaciiy
of I mL colurnns was 400 ptnol of 7-EtGua.



Anount per veIl
(pnol) for 50*

7-ethylguanine (7-ErGua)
7 - (2, 3-dihydroxypropyl )guanine (7-DHpGua)
7- ( 2-hydroxyerhyl )guanine (7-HOEÈCu^a)
7 - (2-catboxyerhyl )guanine ( 7-CEGua)
7 - (Z- [ (2-hydroxyerhyl)enino ]ethyt )guanine
7-oetbylguanine ( 7-l{eGua )
7 - carboxyae thyl guanine
guanine (Gua)
adenine (Ade)

11

28

50

90

200
700

>1000

>1000

>1000

Table. Cross-reactivity of 7- ( 2-carboxyethyl ) guanine antisenrm

?
o
I
r{

Pig - 3 - EpLc ehr@atographic traces of a ni:rÈure of fo'r
i+H,T **=:_-T11IT:,:1":.1o1 -r'-"gh p ffià"iir,ity cor'mn.ÀucGua crere aeggctg! usins fruoresc;Ëe aèt"EGîîlf ;Ëd;;î;:
]111* [filter] ) after sefaration on a treversed phase corumn(urt-rasphere oD5 5 um, 15ôr4.6nq) 

""iog 
a linear sradient ofacetonitrue anq aquec,us heptafrriorouftlri;;;id iô:ia;lrj .

DSTECTIOI| OF Z-EtGua III DNA

calf thYnrus DNA was treated with diethylsulphate ( DEs ) accord,ing Èoa literature 
-procedure 1 rcr=à"fôis-ài--"f , t9 9 O ) . the erhylared DNÀlras heared ( 6- lgg: .ar .ÈH _ 5 ) tà rerease 7-EÈGuâ . Àt rhis pointI rocl-7-Etcria (2000dpn/-!-6prnor1 was add,ed as an internal srandard, rocorrect for reèovery in thè suÉsequent steps. Deturinated DNÀ was

Pregigltated' tfq sirpernatanF, evaforated tà drytrè;; and redissorvedin PBs/0 - 02t azid,e p-iior-to .being-"rùi"a trrràu;i;; innrrurroaffinitycorumn prepared as âescribed aboie. After 
"è"é="r 

steps of washing( PBS/azide forlowed - by water; tfq rraltiot 
"orriài"i"g 7-ErGua waseruted with llt acetic'aci.d. 

'Ilarf 
trrè-".rpre was counted for

:l9l:l:tiyity by scinrill,ation counring and, rhe remainder rrasconcentrated prior to analysis by reveised prrâse-iËlc withfruorescence àeteètion.---rÊ" recôvery-ot z-ÈicùÀ iâ" 9st (rhe tevelsof 7-EtGua were cor=ected for the anôunt of internal standardadded)' After treatnent of Dl{À with 0.6 ra![ DEs ttre level 0f 7-ErGuadetected was 3g-40 Smol/ng DNÀ.



Drscusslolf

The prelirninaty results presented in this paper indicate that the
"probe] DNÀ aPproach to the quantification of DNA-danraging potential
i l_ biologicar fluids is feasible. rr is unlikely that-single
alkylating agents are responsible for genotoxic âctiviÈy in rnilieux
such-as_gastric Juice an9 it is, thereiore, irnportant tÉat the
available anallt,ical methods are capable of deËecting a range of
adducts. The alkGua irnntunoaf finity column which is âescribéd
exemplifies our approach to achieving this goal. fn a model study,
7-EtGua was detecied in DNÀ treated wi*r diéthylsulphate. However,
in these experi-ments 7-EtGua was quantified usinq nir,c-ttuorescence
and the sensitivity of the method was limited by-the low native
fluorescenc€! of 7-gtcua. We have recently deveioped a derivat--isaÈion procedure in which alkGua are converted i,o highly
fruorescent, derivat,ives via reaction with phenyrrnarondialâehyde
(Shuker et aI., 1992). Current work is diiectfu towards the-conbin--ation of this method with the approach described, above in order to
have a sensitive procedure to quàntify a range of alkGua in D!{A.
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Suntmary' Postlabelling of modified DNA bases by methods orher than rhe 32p merhodhas anracted liale anention to date. Three 
"ppro""É", 

using fluorescence have been made:(a) detecion of a characteristic adducr-DNÀfun"tiorr"ti,y, u.g. reaction of crs-vicinal diolsof PAH-DNA adducts with a boronarc-connining fluorescenr moleculc: (â) reacdon ofmodified nucleoddes with a reacdve ftuorcicent motecule. e.g. 
'-i"tection 

of8'Hodc'5"monophosphatc by reaction witrr <ransyi-.ttorio., (c) reacdon of modifiedDNA bases wirh reagcnts gvini lluoresccnr products, e.g. derivadzation of z-MeGua withphenylmalondiatdchydc (phMal) .
Recent results in developing thc laner approach arc descnbed. Reaction of a serics of7'alkylguanines, inctuding 7-methyrr z-ebryr-, z<i-nyaro*y"*ryl)-, z-carboxymethyr-,7'(2-'carboxyethyl)- and 7'12'3<inyaroxypropvD-gùnine, with phMat gave fluorescentproducts showing silnrtar rycqat propeniéi. rirt ajrection limir for fluorcscence dercctionfollowing reverse-phase nFlc seiaration rvas typicauyiiss *rar, 1 pr.oî;,;;i;d. [n orderto improve the sample clean'up before anatysÉi .t 

"*ir.*- 
has been prepared agairutthe fluorescent derinati"" o1 7-12-carboxyetiryl)guanine bound ," ;;; il;tein via rhecarboxyl 8rouP. The resulting antiserum cro$-reacæd wirh a nuruber of phMal derivadves.

Intoduction
The great advanEge o{ F 

3?'postlabelling method is that prior knowledge of theexact stnrdure of DNA adducts is not required. However, some assumprions about theclass(es) of adducts to be detected are usefui in order ro optimize chromatographicseparadons. The pracdcal problems of handling relatively r.ri. qu"n*i", ôi "'î;;y,however, deter potential users and it would rj.- reasonablè to consider devetopingalternadve postlabelling methodt. nr: main requirements for a posrlabeling procedurefor DNA adducts are (i) that it must involve a ctremicat modifiàtion ol the adduct (asselectively.as possible) and (ii) that the modificadon confers prd;;i;, on ne modifiedadduct which enabre its deæcdon with grear sensitivity
One such alternative is fluorescent postl+:lling, achieved either by anachment of

1 
flylscenj 'tag' or by conversion of ihe adduct i":,o . fluorescent oihvative, in sucha way that the resulting product is readily separable and quantin"urr 

"i 
low (typically,sub-picomole) levels- Although it is difficult tà express preèisely the absolute sensitivityof a fluorescence assal rsing a given ftuorophore, since there is no fluorescenceequivalent of an extinction coèffi"iint, it is nonetheless clear that fluorescence assayscan be extremely scnsitive and that they can be improved by *. oJ laser excitationand synchronous fluorescence procedures.

Fluorescent postlabelling of modified DNA bases
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The available approaches to the measurement of DNA adducts using fluorescent
postlabelling are reviewed below. In addition, some preliminary results on fluorescent
postlabelling of N7-alkylguanine (7-alkGua) adducts are presenred.

Existing procedures for fluorescent postlabetting

Detection of PAH adducts by fluorescent labelling of cis-vicinal diols in situ
A fluorescent reporter molecule, N-(5-fluoresceinyt)-N'-(3-boronatophenyl)- thiourea

(FABA), which reacts specifically with crs-vicinal diois, has been used tà quaniitate pAFI
adducts in DNA treated with PAFlznrfdiol epoxides (Uziel & Houcic, 1991). The
strucnrre of the reaction product is shown in,Figure l.

DNA
\x

Figure l. Structure
of the putative prod-
uct between cis-vici-
nal diols of PAII-
cnrr'diol-epoxide
adducts and FABA

The boronaæ moiety of FABA reacted selectively with the cu-vicinal diols which are
present in DNA adducts formed by benz[afanthracene-10,11-dihydrodiot-8,9<poxide
and benz[alanthracene-3,4dihydrodiol-1,2-epoxide but not with bNa adducted with
3-methylcholanthrene-l1,l2-dihydroepoxide, a simple K-region epoxide. The removal
of excess unbound fluorescent reagent from modifïeA DNa was achieved by gel
fÏ.ltration.. Although the boronate-diol products were nor isolated and indep.nd.trity
characterized, the sensitivity of the assay was estimated to be one FABA r.iidu. p.i
100 000 bases using existing fluorescence detection merhodology. This method clearly
has inherent specificity for the group of PAÉI adducts derived from anridiolæpoxides,
which are, in some cases, the most carcinogenic isomers.

Detection of uucleoside-5'-monophosphates by lglslling with dansyl chloride
A fluorescent group (Sdimethylaminonaphthalene-1-sulfonyl, dansyt) can be

anached to the J'-phosphate residue of mononucleotides which hâve been modified via
S'-phosphoramidation with ethytenediamine (Figure 2, Kelman et al., 1988). This
approach has been used to detect and quantify 8-hydroxy-2'- deoxyguanosine-5'-
monophosphate (8€HdGmp) residues in X-irradiated caif thymus DNA iiittro (Sharma
et al-, 1990). The S'dansyl derivative of 8-OHdGmp was synthesized and characterized
for use as an authentic standard.

The number of fluorescent residues per nucleotide can be increased by introduction
of poly-L'lysine residues at the J'-phosphate with subsequent reaction with
fluorescamine (Kelman et a/., 1988), although this procedure does nor seem to have
been exploited for use with DNA adducts.
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Fîgure 2- Structure of the dansyl derivative of I g'-(ethytensdiarnins)-
phosphoramidate nucleoside

Modifrcation of guanine and derivatives with substituted malondialdehydes
Moschel and Leonard (1976) found that guanine could be converted into highly

fluorescent derivatives by reaction, under mitOty acidic conditions, *i,tt substituted
malondialdehydes (Figure 3). Sabbioni et al., (1986) reasoned ttrai ttre presence of
N7'alkyl groups should not interfere with this reaction and pr.p*.J derivatives of
7'methylguanine (7-MeGua) by reaction with both phenylmalonài"id.tryd. çpr1v1al) and
pentafluorophenylmalondialdehyde (PFMal, Figure ql. The prufaf derivative of7'MeGua rtas not only fluorescent, but also volatile enough for GC-MS analysis. It was,
!ow9v9r, susceptible to hydrolysis. This approach has now been extended to include
the derivatization of a range of 7-alkGua using PtMal with separation and quantification
by HPI-C-fluorescence detection and recent results are destribed below.

H
I')rÀ'

,Ao 
+ HN

o*n4* R-- \/x.L? IiH,ft"iï'J:l
ondialdehydes with

H21.1

p = cHr cH!o. c6Ha p-cHsoc5He J,4.5-(cHro)sc*tz. p_(cH5)2NC5H. 
guanine

Fluorescent postlabelling of 7-alkGua with phenylmalond,ialdehyde
N'7'Alkyldeoxyguanosines (N-7-alkdG) are the major adducts formed in DNA by

P*l alkylating agents. N-7-AlkdG are unstable and may be readily depurinaæd by
heating, Siving rise to the corresponding 7-alkGua. 7-AlkGua are difhcult to detect at
lorv levels * -th.y possess only wealc native fluorescence (Hemminki, l9g0). As part
of a project directed towards the identification and quantification of alkylating agènts
in biological fluids using a 'probe' DNA approach (Kyrtopoutos, l9g7), it-Ueèame
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F

Figure 4. Phenyhna-
londialdehyde
(PhMat) and penta-
fluoropheuylmalon-
diatdehyde (PFMal)
derivatives of 7-me-
thylguanine.

PhMol-7-MeGuo pFMd-7-MeGuo
inæresting to develop a general method for the determination of 7-alkGua. Based onresults described above, a ftuorescent postlabelling approach upp..t.à promising and
a range of PtMal-7-atkGua derivatives (strictly âeschUeO .r'àith.t r, f-tZ-pË"ii
pto.p'3-*l'2.'yl'1-ylidenel'7-alkylguanines or 7-phenyl-10-oxo-t-atkyt-9,10diËydropyri-
midol1,2-aJpurines, Figure 5) 

-were 
ptrpat.d by treamlent of the corresponding

7'alkGua with phenylmalondialdehyde in àqueous âcetic acid at 110.C for t-Z h. The
crude products were purified by repeated crystallization from aqueous ethanot and were
normally more than95% pure by HPLC analysis. NMR spectraÏzso rwrr in dr-DMso)
showed common signals.!r the phenyl-substituted tricyciic ring'system at g.S-S.O ppm
(c2-H, s), 9.3-9.6 ppm (c'-n 

"i'a 
c'-rl dd) and z.s-b.t pprn-1i'-pi.nyl, m), as wefi

as characteristic signals for the various alkyl substinrents. fuit exieri-nt.nùf and spectral
dctails will be published elsewhere.

HzN

F'tgure 5. Formation
of fluorescent deriv-
atives of T.alkGua by
r=action with phenyl-
rr'alondialdehyde

R = CHs-. CH:CH2-. HOCHzCH2-, HOOCCHz-. HOOC(CHJ2-, HOCH2(HO)CHCH2-.

The fl uorescent Ph[4al-7-alkGua derivatives showed good chromatographic properties
on reverce-phase HPLC, with all seven derivatives currently availablé Uàing separateo
(Figure 6). tJsing a deuterium lamp-based fluorimetric deteétor, the detection limit was
less than I pmol. laser excitation would be expected to improve the sensitivity.

F anticipation of the need to concentrate and/or purify ùe fluorescent derivatives
before quantification, an antiserum- has been prepateà agâinst the common part of the
molecules, namely the phenyl-sub_stinrrcd tricyclic-ring system. The required àtigett r"as
prepared by coniugating Phlvht-7-(2-carboxyethyl)guanine to methytàæd BSA-Fig*.
7) and using the modified protein to immuni". rauuis. Screening of the anrisera uiing
competitivg FI rS{ indicaæd that there was substantial cross-reàctivity with a number
of Phldal'7-alkGua. rffork is currently under way ro prepare and characterize
immunoaffinity columns made from these antisera.

Conclusions
Several methods exist for fluorescent postlabelling of DNA adduc6, which are of

specific or general application. Methods that involve attirchment of a fluorescenr
molecule to the adduct rcquire that the unreacted excess of reagent be compleæty

) ,
N :
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HPlC-fluorescence trace for PhMal-7-alkGua
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Figure 6.
cac,h)

" Colurnn - Nucleo-
si l  100-C l8 (250
x 4.6 mm). Sol-
vent A - KH2POa
(10 mM,  pH 7 .2)
+ teuahydrofuran
(2Vol; Solvent B -
Aceronitrile: Gra-
dient - ESVo Aheld
for 10 min then to
20Vo A over 15
min at a flow rate
of 1.3 mUmin.
Fluorescence de-
tection with excita-
tion ar 246 orn,
emission at >470
nm

standards (f.s-l.E pmol

mn.10

)
I. ÎSUJEA

2. Protciæl{H2

Iïgure 7. heparation of PhMal-7-(2-carboxyethyl)guanine-prctein conjugates
removed in order to reduce the background fluorescence. A recentty devetoped method
for deri'.'atization of 7-alkylguanineJusing pher-ylmalondialdehyOe Ooes nor have this
problem since the precursors are only weakly or non-fluorescent:However, this method
still needs ro be optimized for smail quanddes of DNA adduct.
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