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Avant-propos : Stress oxydant et lésions oxydatives de
[’ADN

Le stress oxydant se traduit par la présence excessive de radicaux oxygénés. Il provient d’une rupture
de I’équilibre de la balance entre les prooxydants et les systemes de défense antioxydants.

Au niveau cellulaire, il existe 2 types d’especes radicalaires : (i) les radicaux primaires, qui dérivent
directement de 1I’oxygeéne, par des réductions a un électron, et présentent un réle physiologique et (ii) les
radicaux secondaires, qui résultent de ’action des radicaux primaires sur les composés biochimiques de
la cellule. Les principaux radicaux primaires sont I’anion superoxyde O,°, le radical hydroxyle OH®, et
le monoxyde d’azote NO® (Figure 1). Le peroxyde d’hydrogene H,O, et le peroxynitrite ONOO", sont
des précurseurs de radicaux.

L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs ainsi que 1’oxygéne singulet 'O, constituent les
especes réactives de ’oxygene (ERO). Les plus réactives d'entre elles sont principalement le radical
hydroxyle OH®, et les radicaux peroxyle ROO®°, qui sont des radicaux secondaires provenant de

I’oxydation de substrats organiques. (1)

lumiére UV d: .
102 o mere PV 02 _owvamses | HZOZ Peroxyde d’hydrogene

Oxygéne singulet Oxygeéne

superoxyde my¢éloperoxydase

Cycle rédox dismutases

NADPH ox.
mitochondrie

Arginine

NO° 0,” HOCI

Monoxyde d’azote Anion superoxyde
ONOO" OH’
Peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation  Peroxydation Oxydation
protéines des cascades des protéines lipidique de PADN
de Kkinases

Figure 1 : Formation des espéces réactives de l'oxygéne (1).
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Avant-propos

La formation d’espéeces réactives de 1’oxygeéne provient du métabolisme cellulaire (en particulier des
chaines de transporteurs d’électrons et de certaines activités enzymatiques), ou de 1’action d’agents
exogenes, tels que les radiations ionisantes, les métaux lourds ou certains produits chimiques (2). La
production excessive de radicaux libres peut endommager un certain nombre de molécules biologiques,
en particulier I’ADN, qui est trés sensible a 1’attaque des espéces réactives de I'oxygene. Celles-ci
peuvent induire des modifications chimiques qui ont potenticllement des conséquences dommageables
pour la cellule (2). Différents types de dommages oxydatifs de I’ADN sont connus a ce jour :

- les bases oxydées (Figure 2),

- les sites abasiques,

- les pontages intra-brin et inter-brins,

- les cassures simple ou double brins,

- les pontages ADN-protéines.

1 i N-CHO 1_oHs
HN)iN>:O AN rﬁl\)iOH
OH

HZNJ\\N N 2 *\N 2 N" L

H
8-0xo0-guanine Fapy-guanine Thymine glycol
NH, NH, o}
N o\, OH HN, O _o HN
N7 N H N H
=0 A = A
N"J H NH, H
8-oxo0-adénine 5-hydroxycytosine Oxazolone 5-hydroxyhydantoine

Figure 2 : Quelques exemples de lésions produites par oxydation de bases.

Ces lésions oxydatives peuvent étre induites notamment par des réactions de photo-oxydation, par 2
principaux mécanismes (3,4) :

- la photo-oxydation de type I, qui correspond a une réaction d’oxydation a un électron, soit par

abstraction d’un proton, soit par un transfert électronique ;

- la photo-oxydation de type I, qui implique la formation initiale d’oxygene singulet.
Certains radicaux libres, ainsi que nombreux agents physiques ou chimiques, peuvent induire une
oxydation a un électron de I’ADN, en particulier au niveau de la guanine (5). Le processus d’ionisation
par perte d’un électron produit un radical cation, localisé généralement sur les bases aromatiques. Ce
déficit électronique se propage le long du duplex d’ADN, jusqu’a ce qu’il soit piégé par une réaction
chimique irréversible (6). La guanine constitue le site préférentiel de ce déficit en électron, puisque cette
base posséde le potentiel d’ionisation le plus bas parmi les composants de I’ADN (7).
Le radical cation de la guanine (G°") peut étre impliqué dans 2 types de réactions : des additions
nucléophiles et des réactions de déprotonation. Le carbone C8 du radical G°* est particulierement

favorable aux additions nucléophiles. Parmi les différentes réactions actuellement décrites, la plus
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Avant-propos

étudiée est celle correspondant a la formation de la 8-ox0-7,8-dihydroguanine. Celle-ci se produit suite
a ’addition nucléophile d’une molécule d’eau en C8 du radical cation de la guanine, ce qui conduit au
radical 8-hydroxy-7,8-dihydroguanyl (Figure 3). Cette hydratation est suivie d’une seconde étape
d’oxydation pour former la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua). Le radical 8-hydroxy-7,8-
dihydroguanyl peut également étre réduit, ce qui provoque une ouverture du cycle imidazole, formant
ainsi la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine (FapyGua) (5). Nous verrons qu’il existe
cependant d’autres espéces nucléophiles capables de s’additionner sur le radical G°*, en particulier

I’acide aminé lysine. Ces réactions seront présentées dans 1’étude bibliographique qui suit.

O
N
HN
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Figure 3 : Lésions obtenues lors de la réaction d'hydratation du radical cation de la guanine.

Ce projet de recherche s’inscrit dans 1’étude des lésions oxydatives, et plus particulierement des
pontages ADN-protéines ou DPCs, pour « DNA-protein crosslinks ». Dans cette étude nous nous
sommes concentrés sur les pontages se produisant par un mécanisme d’oxydation a un électron de
I’ADN, suivi de I’addition nucléophile d’un acide aminé de type lysine sur le radical cation de la
guanine. Nous verrons par la suite qu’un mécanisme similaire peut étre impliqué dans la formation
d’autres Iésions que sont les adduits avec les polyamines. Les polyamines sont de petites molécules
cationiques présentes au contact de I’ADN. Ces adduits ont donc fait I’objet de la seconde partie de ces

travaux.

Ce document comporte 6 grandes parties. Le premier chapitre sera consacré a une étude bibliographique,
qui présentera dans un premier temps quelques généralités sur les pontages ADN-protéines et 1’état
actuel des connaissances sur les pontages induits par le stress oxydant. Nous poursuivrons par une courte
revue de la littérature concernant les polyamines, leurs roles physiologiques, et leur implication dans la
formation de Iésions de ’ADN. Les résultats de ces travaux seront présentés dans les chapitres 2 a
4. Nous exposerons tout d’abord I’étude réalisée sur I’adduit guanine-lysine ainsi que le développement
de modeles de pontages peptides-oligonucléotides, puis 1’étude des adduits guanine-polyamines. Le
chapitre 5 est une discussion sur I’ensemble des résultats obtenus, celui-ci sera suivi d’une conclusion
générale et des perspectives. Dans le dernier chapitre seront présentées les conditions expérimentales

ainsi que les techniques mises en ceuvre pour la réalisation de ces travaux.
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1 Les pontages ADN-protéines

1.1 Généralités sur les pontages ADN-protéines

L’ADN génomique est constamment associé¢ avec diverses protéines, formant ainsi la chromatine. Chez
les organismes eucaryotes, I’ ADN est enroulé autour d’octameres d’histones pour former le nucléosome.
I1 est replié en une structure compacte grace a la présence de diverses protéines « architecturales » ; il
interagit également avec les protéines de la matrice nucléaire. Outre ces protéines structurales, I’ADN
est associé a différentes protéines fonctionnelles qui interviennent dans des processus cellulaires
essentiels tels que la réplication, la transcription, la réparation ou la recombinaison. Ces interactions
dynamiques et réversibles assurent 1’expression et la transmission de I’information génétique (8). Un
pontage ADN-protéine se produit lorsqu’une protéine se lie de fagon covalente a I’ADN (9). Ces
dommages peuvent étre induits par divers agents endogeénes (ERO) ou exogenes (physiques ou
chimiques) (8). Les pontages ADN-protéines constituent un groupe de 1ésions tres hétérogeéne, de par la
diversité de leur mécanisme de formation et de leur structure chimique (9).

Les protéines peuvent étre liées soit a la base, soit a la partie osidique. Selon le mécanisme de formation,
la nature du pontage peut varier. Lorsqu’il s’agit d’un mécanisme impliquant le stress oxydatif, les
protéines sont généralement pontées directement a I’ADN. Dans d’autres cas, le pontage peut s’effectuer
de facon indirecte, via un linker constitué par un agent chimique ou un médicament antinéoplasique.
Les protéines peuvent également étre lies par coordination avec un atome métallique (9). Cette étude
est axée sur les pontages survenant lors du stress oxydatif.

La stabilité de ces adduits est trés variable : la demi-vie est de quelques heures a plusieurs jours (9,10).
Les pontages ADN-protéines sont des lésions volumineuses qui peuvent impacter les processus de

réplication, transcription et de réparation de I’ADN de par leur encombrement stérique (8).

1.1.1 Classification

Les pontages ADN-protéines pourraient étre classés selon une multitude de critéres (protéine impliquée,
mécanisme de formation, agent inducteur, conséquences biologiques...). Il existe cependant une
classification communément admise, reposant sur la structure chimique, et finalement reliée a 1’origine
du pontage. Ces Iésions sont ainsi réparties en 4 groupes, selon la présence et le type de cassure de

brin(s) autour du pontage (Figure 4). (8,11)
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Figure 4 : Les 4 types de pontages ADN-protéines (8). TOPO : topoisomérase, Pol : polymérase

Dans le type 1, une protéine est liée de fagon covalente a un brin d’ADN ininterrompu ne présentant pas
de cassure. Ces pontages sont induits par différents agents physiques (radiations ionisantes, UV) ou
chimiques (aldéhydes, chromates). On retrouve également dans ce groupe les pontages induits par
certains anticancéreux tels que la 5-azacytidine (5-aza-C).

Les pontages des types 2, 3, et 4 impliquent des enzymes, et se produisent généralement suite a la
présence d’un agent chimique capable de bloquer un intermédiaire réactionnel lors d’un processus
physiologique.

Les topoisomérases sont impliquées dans les types 2 et 3. Dans les pontages de type 2, la topoisomérase
I (TOPO ) est lie a ’extrémité 3° d’une cassure simple brin. Le type 3 fait intervenir la topoisomeérase
IT (TOPO 1II) qui est pontée aux extrémités 5° d’une cassure double brin. Dans les 2 cas il s’agit d’un
blocage de I’intermédiaire réactionnel, constitué d’une liaison phosphodiester entre 1’extrémité d un brin
d’ADN coupé et une tyrosine, par un inhibiteur de topoisomérase utilisé en chimiothérapie, tel que
I’étoposide.

Dans le type 4, ’ADN polymérase p (Pol B), I'une des principales enzymes de réparation du « Base
Excision Repair » (BER), est liée en position 5 d’une cassure simple brin. Ces pontages apparaissent
lors de I’excision de certains sites abasiques oxydés par Pol B. Dans le cas de la 2-désoxyribonolactone,
formée suite a 1I’oxydation en position C1, I’attaque de la lactone par Pol  conduit a une liaison amide
avec une lysine du site actif de ’enzyme (12). Des pontages covalents avec une autre enzyme du BER,
la Formamidopyrimidine-DNA Glycosylase (Fpg) ont été créés in vitro. L’intermédiaire base de Schiff
formé lors de la réaction de la Fpg avec I’ADN a été piégé par réduction par le borohydrure de sodium.
Cet intermédiaire résulte de l'addition nucléophile d'une proline du site actif de I'enzyme au niveau du

carbone C1' de la base endommagée (13).
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1.1.2 Les agents inducteurs et les principaux mécanismes de formation des DPCs

Les pontages ADN-protéines peuvent provenir de 1’action des espéces réactives de I’oxygene, issues du
métabolisme cellulaire ou de processus inflammatoires. De nombreux agents inducteurs sont d’origine
exogene :
- les agents physiques : UV, radiations ionisantes ;
- les agents chimiques : formaldéhyde (14), glyoxal (9), méthylglyoxal (9), alcaloides dérivés de
la pyrrolizidine (15);
- certains médicaments anticancéreux : cis-platine (16), 5-aza-cytidine (8) ;

- les métaux : chrome (17), nickel (9), arsenic (9)...

1.1.2.1 Les pontages indirects via un « linker »

Dans cette partie nous nous intéresserons au cas du formaldéhyde, qui est I’un des agents inducteurs de
DPCs les plus étudiés. L’exemple de la 5-aza-cytidine sera également abordé¢. Bien que ce composé ne
constitue pas un « linker » au sens strict, il est capable d’induire des pontages suite a son incorporation

dans I’ADN, et a donc été rattaché a ce groupe.

= Le formaldéhyde

Ce gaz incolore et inflammable est naturellement présent dans I’environnement mais provient
principalement de produits de combustion du bois, des gaz d’échappement, de la fumée de cigarette et
autres sources liées a I’activité humaine. Ce toxique a été trés ¢tudié dans le cadre d’une exposition
professionnelle et il a été classé « cancérogene avéré » par le CIRC en 2004. Le formaldéhyde est
largement décrit dans 1’étude des pontages ADN-protéines, puisqu’il induit préférenticllement des
pontages avec les histones. (18)

Ce composé, apres absorption, est partiellement métabolisé en acide formique ; ce dernier peut &tre
excrété par voie rénale sous la forme de sels solubles, ou transformé en dioxyde de carbone. Le
formaldéhyde peut également réagir avec différents nucléophiles présents au niveau cellulaire, tels que
les bases de I’ADN, et former différents adduits (N®-hydroxyméthyladénosine, N¢-
hydroxyméthylguanosine) (18). Les pontages ADN-protéines sont parmi les principaux dommages a
I’ADN induits par le formaldéhyde, et constituent un marqueur d’exposition a ce toxique (14). Ces
pontages se forment par réaction du formaldéhyde avec la fonction amine ou imine d’un acide aminé ou
d’une base nucléique, pour former une base de Schiff ; celle-ci peut alors réagir avec un 2° groupement

aminé pour former un pontage (Figure 5) (9).
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Figure 5 : Mécanisme de formation des pontages ADN-protéines induits par le formaldéhyde (9,19).

En 2003, Shaham et al ont mesuré le taux de pontages ADN-protéines chez des travailleurs exposés au
formaldéhyde, au niveau des lymphocytes du sang périphérique. Cette étude a été réalisée sur 399
travailleurs dans 14 hdpitaux, rassemblés en 2 groupes : un groupe d’individus exposés dans des services
de pathologie (médecins, assistants de laboratoire, techniciens) et un groupe contrdle, composé
d’individus non exposés travaillant dans des services administratifs. Le taux de pontages est
significativement plus élevé chez les travailleurs exposés que dans le groupe contrdle (Figure 6). Les
auteurs de cette étude ont également évoqué la possible relation entre pontages ADN-protéines et
mutations du gene TP53, ces 2 aspects étant apparemment impliqués dans ’effet cancérogéne du

formaldéhyde. (20)

* % * %
0,2 * %

0,15 B Groupe contréle

B Groupe exposé
0,1

DPCs / ADN total

0,05

Total Hommes Femmes

Figure 6 : Taux de pontages ADN-protéines dans les lymphocytes du sang périphérique, étude réalisée chez I’humain ;
comparaison groupe exposé et non exposé. ** p<0.01 (20). Les DPCs sont détectés par précipitation par SDS/K*. La
fraction d’ADN précipitée refléte la fraction d’ADN ponté. Le taux de pontage est exprimé par le ratio entre la quantité
d’ADN précipité et la quantité d’ADN totale dans les échantillons biologiques.
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= La 5-aza-cytidine

La 5-aza-cytidine (5-aza-C) est un analogue de la cytosine utilisé comme antinéoplasique. Ce composé
est un agent hypométhylant de I’ADN. Apres phosphorylation en triphosphate, la 5-aza-C est incorporée
dans ’ADN et I’ARN (21). Ceci conduit a une inhibition de la DNA methyltransferase (DNMT),
enzyme responsable de la méthylation post-réplicative de I’ADN, en particulier au niveau de la cytosine.
La méthylation de I’ADN joue un rdle dans la régulation de I’expression des genes, et peut-étre perturbée
lors de certains processus de cancérisation. Il a notamment été¢ démontré que I’hyperméthylation de
I’ ADN pouvait étre associée a la répression ou a I’inactivation de certains génes suppresseurs de tumeurs
(22). Le mécanisme de I’inhibition de la DNMT semble provenir de la formation de pontages covalents
entre un site nucléophile de I’enzyme et la 5-aza-cytidine intégrée dans I’ADN. Une étude réalisée par
Santi et al. (23) a permis de mettre en évidence des pontages avec la méthylase bactérienne Hpa II.

Le mécanisme général de la méthylation de la cytosine non modifiée par la DNMT est résumé dans la
Figure 7-A. La premicre étape est une addition d’un groupement nucléophile du site catalytique de la
DNMT au niveau de la position C6 de la cytosine. Ceci permet d’activer le carbone C5, qui subit ensuite
I’addition électrophile d’un groupement méthyle. L’enzyme est ensuite libérée par une B-élimination,
conduisant a la cytosine substituée en C5. Dans le cas de I’incorporation de la 5-aza-cytidine (Figure 7-
B), le carbone C6 est également disponible pour I’addition nucléophile de 1’enzyme, pour former un

adduit covalent et stable, ce qui interrompt le processus enzymatique. (23)

NH, NH, NH, NH,
" — ey e 1y
07N e 07 N VEnz 0 rTle\nz 07N

Cytidine
NH, NH,

A PN
N“ N N“ "NH
[B] g —

5-aza-cytidine

Figure 7 : Mécanisme de formation des pontages ADN-protéines induits par la 5-aza-cytidine proposé par Santi et al. (23)
A : Réaction de la DNA-methyltransferase avec la cytidine. B : Réaction avec la 5-aza-cytidine.
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1.1.2.2 Les pontages directs induits par les radiations ionisantes (et les ERO)

Les radiations ionisantes peuvent interagir directement avec la molécule cible, ’ADN ou les protéines
associées, provoquer 1’ionisation et la formation de radicaux. Elles peuvent ¢galement exercer un effet
indirect, par 1’ionisation des molécules d’eau environnantes conduisant ainsi a des especes réactives de
I’oxygene, dont le radical hydroxyle °OH, hautement réactif. Ces ERO peuvent alors réagir avec I’ADN
ou les protéines. Les radiations ionisantes peuvent étre a I’origine de nombreux types de dommages :
cassures simple ou double-brins, dommages ou pertes de base, pontages ADN-ADN et pontages ADN-
protéines. Ces derniers occupent une place importante car d’aprés les données présentes dans la
littérature, le taux de pontages ADN-protéines induits par les radiations ionisantes est plus ¢levé que
celui des cassures double-brins (~150 DPCs/cellule/gray et ~20 a 40 cassures double-brins/cellule/gray)
(9). Par ailleurs, il a été¢ démontré que la formation des pontages ADN-protéines suite a I’exposition aux

radiations ionisantes est plus favorable en conditions hypoxiques (24).

1.1.2.3 Les pontages par coordination avec les métaux

Nous présenterons ici ’exemple de 3 agents inducteurs de pontages par coordination avec un atome

métallique : les dérivés du nickel et du chrome, puis le cis-platine.

= Le nickel (9,25)

Le nickel et ses dérivés sont classés parmi les substances cancérogenes de classe 1 du CIRC. Les
principales sources d’exposition anthropiques sont liées a la métallurgie, a la sidérurgie, a I’incinération
des déchets ou encore a la combustion du charbon ou du fuel (26). L’exposition chronique au nickel est
un facteur de risque du cancer du poumon. La génotoxicité du nickel est partiellement expliquée par sa
capacité a interagir avec les protéines de la chromatine. Les ions Ni?" présentent une trés forte affinité
pour les acides aminés, en particulier I’histidine et la cystéine. Le nickel, sous différentes formes (NiCl,
NiSOQy4, Ni3S,), a été ¢tudié pour sa capacité a induire des pontages ADN-protéines. Dans une étude
réalisée sur des lymphocytes extraits de rats (25), il a été démontré que 1’exposition au nickel sous la
forme de disulfure de trinickel Ni3S, augmentait significativement le taux de pontages ADN-protéines.
Cet effet est inhibé par la présence de « scavengers » de H>O, (catalase, diméthylthiourée) et du radical
hydroxyle (mannitol ou vitamine C), suggérant ainsi 1’existence d’un mécanisme oxydatif et le role des
especes réactives de I’oxygene dans la formation de ces pontages. La déféroxamine, un agent chélateur
des ions Fe*, inhibe également la formation des pontages induits par Ni?*. Un mécanisme reposant sur

la réaction de Fenton/Haber-Weiss est donc envisagé (27) :
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Fe3* + 05~ - Fe?* + 0,
20, + 2H* - H,0, + 0,
Fe?t + H,0, —» Fe3* + OH" + OH™

= Le chrome

Les principales sources d'émission de chrome sont l'industrie chimique, la combustion de gaz naturel,
d'huile et de charbon (28). Le chrome hexavalent est un agent cancérogéne reconnu (classe 1 du CIRC).
De nombreuses études ont démontré ses propriétés mutagene et clastogéne. A I'inverse, le chrome
trivalent est supposé moins toxique de par son incapacité a franchir la membrane plasmique. Les
chromates représentent I’une des formes majoritaires du Cr(VI). Grace a son analogie structurale avec
les sulfates et phosphates, le chromate quant a lui traverse aisément les membranes plasmiques pour
s’accumuler au niveau intracellulaire. Le chrome hexavalent en tant que tel ne constitue pas la forme
réactive vis-a-vis de I’ADN. Celui-ci est réduit en chrome trivalent, responsable des dommages a
I’ADN. Cette étape implique différents agents réducteurs de faible poids moléculaire présents au niveau
intracellulaire, tels que 1’ascorbate, le glutathion ou la cystéine. Le Cr(Ill) peut alors conduire a la
formation de complexes ternaires stables avec I’ADN et certains acides aminés ligands,
préférentiellement la cystéine et I’histidine. Ces pontages ADN-protéines impliquent des liaisons de
coordination et peuvent étre stabilisés par des liaisons hydrogeéne. Le mécanisme de formation de ces
adduits nécessite au préalable la formation d’un complexe binaire entre le chrome et 1’acide aminé
ligand. Ce complexe binaire interagit dans un second temps avec I’ADN pour former un pontage ADN-

protéine (cf. mécanisme ci-dessous). (17)

Cr(VI) + réducteur = Cr(III) + réducteur oxydé
Cr(IIT) + acide aminé - acide aminé—Cr(Ill) (complexe binaire)

acide aminé—Cr(III) + ADN - acide aminé—Cr(III)—ADN (complexe ternaire)

D’apres une étude de Zhitkovitch et al., ces adduits se forment par réaction avec les groupements
phosphate de I’ADN et peuvent donc impliquer indifféremment les 4 bases nucléiques. (17)

Les pontages ADN-protéines induits par le chrome peuvent également se former par un mécanisme
oxydatif. En effet I’étape de réduction intracellulaire du Cr(VI) en Cr(IlI) génere des dérivés possédant
des états de valence intermédiaires, tels que le Cr(IV) et le Cr(V). Ces derniers, par réaction avec
I’oxygene moléculaire, peuvent conduire a la formation d’espéces réactives de 1’oxygeéne. De plus
Cr(IIl) est capable de réagir avec le peroxyde d’hydrogene pour former le radical hydroxyle OH®
hautement réactif. Les ERO ainsi produites participent, au moins partiellement, a la formation des
pontages ADN-protéines induits par le chrome. La structure des adduits formés par ce mécanisme

oxydatif implique préférentiellement des pontages covalents. (29)
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= Le cis-platine

Le cis-diamminedichloroplatinum(Il) (cis-platine ou cis-Pt) a été tres utilisé en chimiothérapie au cours
des 30 derni¢res années. Le mécanisme impliqué dans sa cytotoxicité a été largement étudié. Lorsque le
complexe du cis-Pt parvient dans le milieu intracellulaire, ses ions Cl- sont substitués par des molécules
d’eau pour former des especes monoaqua et diaqua chargées positivement. A pH physiologique, ces
especes cationiques réagissent avec les sites nucléophiles de ’ADN, de ’ARN et des protéines (30).
Les Iésions ainsi formées sont majoritairement des pontages intra-brins impliquant 2 purines adjacentes,
et plus rarement 2 purines séparées par une 3¢ base (16). Parmi les autres 1ésions induites par le cis-Pt,
on retrouve également les pontages inter-brins, les adduits monofonctionnels, et les complexes ternaires
ADN-platine-protéine. Ces derniers semblent participer a la cytotoxicité du cis-Pt (31).

Une étude récente a permis d’étudier le mécanisme de formation des complexes ternaires impliquant
I’histone H1 (16). 11 a été démontré que ces complexes pouvaient se former soit a partir d’adduits
monofonctionnels ADN-platine, soit a partir de pontages intrabrins. D’apres les travaux de Chvalova et
al. les pontages inter-brins sont plus stables et se transforment moins favorablement en complexes ADN-
platine-protéines. Ceci a été expliqué par la distorsion de la double hélice qu’ils induisent, ce qui réduit

les probabilités de liaison des protéines susceptibles d’étre pontées.

1.1.3 Méthodes d’études des pontages ADN-protéines

L’étude des mécanismes de formation et des conséquences biologiques des pontages ADN-protéines
nécessite de disposer de méthodologies permettant de les détecter et de les quantifier, afin de suivre la
formation et/ou la disparition de ces Iésions dans I’ADN (8,10). Deux problématiques sont a considérer
lors du développement de ces méthodes de détection (10) :
- Celles-ci doivent permettre de séparer la faible fraction de protéines pontées des protéines libres
présentes en large exces.
- Une détection spécifique des pontages ADN-protéines parmi les autres lésions de ’ADN est
requise. En effet, comme nous I’avons vu précédemment les agents inducteurs de pontages

provoquent généralement la formation d’autres dommages dans des proportions importantes.

Les premicres méthodologies mises en place reposent sur une détection indirecte des pontages : elles
consistent & mesurer une modification des propriétés physico-chimiques de I’ADN ponté. Plus
récemment, les techniques employées permettent de détecter directement la protéine impliquée dans le

pontage.
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1.1.3.1 Les méthodes indirectes

= L’élution alcaline

Cette technique a été développée dans le but d’étudier les cassures simple-brin. Kohn et Ewig ont
observé que la présence de ces cassures augmentait la vitesse d’élution de I’ADN a travers un filtre, en
conditions alcalines (32). La méthodologie a ensuite été appliquée a I’étude d’autres dommages, dont
les pontages ADN-protéines. En effet, il existe également une différence de vitesse d’élution entre
I’ADN libre et ’ADN ponté. Les protéines liées a I’ADN sont adsorbées sur le filtre, ce qui augmente
la rétention de I’ADN et modifie sa cinétique d’élution (10). Le déroulement de cette technique peut étre
résumé en 2 étapes (33):

1) Les cellules sont déposées sur un filtre de polychlorure de vinyle puis lysées par une solution

détergente (NaCl/EDTA/Sarkosyl) a pH=10.
2) L’ADN est élué a travers le filtre par une solution de tétrapropylammonium + EDTA a pH=12.

Dans les travaux de Kohn et Ewig (33), cette expérience est réalisée avec de fortes doses d’irradiation
(rayons X) afin de fragmenter I’ ADN, ce qui facilite I’élution de I’ADN libre et permet d’augmenter la
différence de vitesse d’¢lution avec I’ADN ponté.

L’élution alcaline est une méthode de détection sensible, mais celle-ci présente un certain nombre
d’inconvénients. Le temps d’analyse par échantillon est relativement long (plusieurs heures). De plus
les conditions de lyse utilisées ne permettent pas de dissocier les protéines liées de fagcon non covalente,

et la reproductibilité de cette technique varie en fonction de la conformation de la chromatine. (34)

= La méthode du « filter-binding »

Le principe de cette technique est similaire a celui de 1’élution alcaline. Les cellules sont lysées, puis
filtrées a 1’aide d’un filtre de nitrocellulose qui retient les protéines libres, les protéines liées a I’ADN
mais pas I’ADN libre. La quantité d’ ADN retenue sur le filtre reflete le taux de pontages ADN-protéines.
(10,35,36)

= La précipitation par SDS/K*

Le dodécyl sulfate de sodium (SDS) est un détergent anionique qui possede la capacité de se lier aux
protéines mais pas a I’ADN. L’addition de K* sur le SDS conduit a la formation d’un précipité insoluble
que I’on peut isoler par centrifugation. Les cellules sont lysées par le SDS, qui se lie aux protéines libres
et aux protéines lies a I’ADN. Il est donc nécessaire d’utiliser des conditions permettant de dissocier

les complexes ADN-protéines non covalents. L’addition de chlorure de potassium permet de précipiter
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sélectivement I’ADN impliqué dans des pontages ADN-protéines. L’ ADN libre reste dans le surnageant.
Les résultats sont exprimés par le coefficient de pontages ADN-protéines qui correspond au ratio entre
le pourcentage d’ADN précipité par le SDS dans les cellules traitées et celui mesuré dans les cellules
controles (34). A noter que dans certaines études, le taux de pontage est exprimé directement par le ratio
entre la quantité d’ADN précipité et la quantité d’ADN totale dans les échantillons cellulaires (20). La
détection peut s’effectuer par spectroscopie de fluorescence avec marquage de I’ADN par un
fluorochrome tel que le Hoechst 33258, ou par radioactivité en utilisant de I’ADN tritié (incorporation
de [*H]Thymidine ajoutée dans le milieu de culture) (34).

La précipitation par S