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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.
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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 SDS/K* a tout d’abord été utilisée pour isoler les complexes ADN-topoisomérase
(37). En 1992 Zhitkovich et Costa ont décrit une adaptation de cette technique permettant d’améliorer
la sensibilité et la reproductibilité pour la détection des pontages ADN-protéines (34). La reproductibilité
est effectivement un parametre critique puisque la taille des fragments d’ADN influence la précipitation.
Une étude in vivo a ainsi pu &tre réalisée et a permis de mettre en évidence des pontages ADN-protéines

dans des leucocytes isolés de rats et de souris exposés au chromate de potassium.

= La méthode des cométes

La méthode des cometes ou single-cell gel electrophoresis (SCGE) est largement utilisée en
génotoxicologie pour la détection de différentes 1ésions de I’ADN, principalement les cassures simple-
brin et double-brins, ainsi que les sites alcali-labiles. Cette technique est basée sur I’électrophorése de
nucléoides isolés immobilisés dans un gel d’agarose. Sous l’effet du champ électrique, I’ADN
endommagé se déroule et migre plus rapidement que I’ADN integre formant un "halo" d'ADN qui s'étire
en direction de 1'anode formant la queue de la comete (38). L’ADN est révélé par fluorescence suite a
I’addition d’un intercalant tel que le bromure d’éthidium. Les pontages ADN-protéines peuvent
¢galement étre étudiés par la méthode des cométes puisqu’il est admis qu’ils retardent la migration des
fragments d’ADN. Ces dommages peuvent donc étre visualisés par une diminution du pourcentage
d’ADN présent dans la queue de la comete. La version alcaline du test des cométes est la plus
couramment employée; I’électrophorese est réalisée a pH=13.

Merk et al ont étudié I’effet de différents agents inducteurs de pontage, notamment le formaldéhyde, sur
la migration de ’ADN observée lors du test des cométes sur des cellules V79 apres traitement par
rayonnement y (39). L’ajout de formaldéhyde diminue de facon significative la migration induite par
I’irradiation. Cet effet est clairement dépendant de la dose de formaldéhyde (Figure 8-A). L’incubation
avec la protéinase K avant 1’électrophorése permet de « restaurer » la migration de ’ADN induite et
donc de s’affranchir de I’effet inhibiteur du formaldéhyde (Figure 8-B). Cette derniére observation

permet de s’assurer de la présence de pontages ADN-protéines.
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Figure 8 : Effet du traitement des cellules V79 par le formaldéhyde sur la migration de I'ADN lors du test des comeétes (39).
A : Evolution du tail moment en fonction de la dose de formaldéhyde. B : Effet de l'incubation avec la protéinase K (PK). Les
résultats sont exprimés grdce au « tail moment », qui correspond au produit de la longueur de la queue comete par le
pourcentage d’ADN dans la queue.

Les résultats obtenus avec le formaldéhyde permettent donc de confirmer 1’intérét du test des cometes
dans I’étude des pontages ADN-protéines. Cependant d’autres données présentes dans la littérature
suggerent que la version alcaline n’est pas toujours la plus adaptée pour la détection de ces dommages.
En 2000 I’équipe de Merk a étudié I’effet d’'un autre agent inducteur de pontages, le chromate de
potassium (K>CrOy4) (40). A I’inverse du formaldéhyde, le chromate ne réduit pas la migration de I’ADN
et a plutdt tendance a 1’augmenter. Les pontages ADN-protéines induits par le chromate sont donc
difficilement détectables par la version alcaline de la méthode des cométes.

Il est important de noter que la migration observée est la résultante d’effets inducteurs et inhibiteurs des
différentes 1ésions présentes, ce qui rend I’interprétation délicate. Généralement les agents inducteurs
de pontages sont ¢galement responsables de I’apparition d’autres dommages qui peuvent de ce fait
influer sur la migration. Les différents types de pontages ADN-protéines n’ont d’ailleurs
vraisemblablement pas tous le méme effet sur la migration de I’ADN.

L’équipe de Merk a optimisé une autre variante du test des comeétes, en conditions neutres ; 1’étape
d’¢électrophorese s’effectue a pH=9. Cette variante est moins utilisée que la méthode alcaline, car elle
ne permet pas la détection des cassures simples-brin et des sites alcali-labiles. Elle peut néanmoins
représenter une alternative intéressante pour la détection des pontages ADN-protéines : une nette
réduction de la migration induite par le rayonnement y a été observée pour de fortes doses de chromate.
(40)

Ainsi le test des cometes fait partie des méthodologies applicables a la détection des pontages ADN-
protéines. En fonction du type d’agent inducteur étudi€, des étapes d’optimisation peuvent étre requises,

en particulier au niveau des conditions d’électrophorese.
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Les méthodes de détection indirecte précédemment décrites ont permis de progresser dans la
compréhension du mécanisme de formation des pontages ADN-protéines. Elles présentent cependant
I’inconvénient d’étre peu spécifiques de ces Iésions, puisque d’autres évenements peuvent probablement
conduire a un méme changement des propriétés physico-chimiques de la molécule d’ADN, a I’origine
de « faux-positifs ». D’autre part, elles nécessitent généralement des quantités relativement importantes

de matériel biologique.

1.1.3.2 Les méthodes directes

Ces méthodes permettent de détecter les protéines liées a 1’ADN, par fluorimétrie ou

chimiluminescence, ou bien par radioactivité.

= Le marquage au FITC

Le principe est de marquer les protéines pontées a I’ADN par ’isothiocyanate de fluorescéine (FITC)
puis de les quantifier soit directement par fluorimétrie, soit par Western Blot (10). A partir de cellules
traitées par un agent inducteur de pontages, I’ADN génomique est purifié par centrifugation en gradient
de densité avec du chlorure de césium, afin d’éliminer complétement les protéines libres. Les protéines
pontées a I’ADN sont marquées sélectivement par I’isothiocyanate de fluorescéine : ce composé réagit
avec les amines primaires des protéines et non avec les amines aromatiques des bases de I’ADN. Le
FITC en exces est éliminé par précipitation de ’ADN par 1’éthanol. L’ADN total est dos¢ par
spectrophotométrie UV. L’étape de quantification comporte 2 variantes :

- la quantification directe par fluorimétrie : les pontages sont quantifiés par mesure de la
fluorescence a 520 nm.

- la quantification par Western Blot : I’ADN est fixé sur une membrane de nitrocellulose par Slot-
Blot. Une premiere étape d’incubation est réalisée avec un anticorps anti-FITC, puis une
seconde avec un anticorps secondaire conjugué avec la horseradish peroxydase (HRP). Les
pontages sont ensuite quantifiés par chimiluminescence. Cette variante présente 1’avantage de
nécessiter 10 fois moins d’ADN que pour la détection par fluorimétrie.

Le marquage par le FITC peut également étre utilisé pour visualiser les pontages ADN-protéines par

¢lectrophorese sur gel d’agarose (41).

= Le post-marquage par I’iode 125

Cette méthode est basée sur I’incorporation d’iode radioactif sur les résidus tyrosine des peptides li€s a
I’ADN. Le marquage est réalisé sur 50 pg d’ADN extrait. Les échantillons sont mis en présence de 10

mCi de iodure de potassium marqué a I’iode 125. La réaction s’ effectue avec un oxydant, la chloramine
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T ; I’iode s’additionne en position ortho du phénol (Figure 9). L’iode en excés est réduit par addition de
B-mercaptoéthanol. La radioactivité est mesurée au compteur gamma. En parallele 1’absorbance a

260/280 nm est également relevée afin de pouvoir exprimer les résultats en cpm/pg d’ADN. (42)

ﬁ
----- HN——CH—C----- -===-HN——CH—C-----
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Figure 9 : Marquage des résidus tyrosine par l'iode 125.

= « RADAR » : Rapid Approach to DNA Adduct Recovery

Dans cette technique développée récemment par Kiianitsa et al. (43), les pontages ADN-protéines sont
au préalable séparés des protéines libres, puis quantifiés par immunodétection (Figure 10). Le principe

est proche de celui du test au FITC, mais la détection est spécifique pour une protéine déterminée.

%_C_)_Q'!\cz RADAR  2_ ‘!‘L __\g_ 2o
o 2 —~—¢e . .-Q. —~ —-d ~
L O S oA et o~ __d-“—-

Recovery
T — ey,

Figure 10 : Principe du test « RADAR » (43).

Le déroulement du test « RADAR » est résumé dans la Figure 11. Les cellules en culture sont incubées
avec ’agent inducteur de pontage, puis lysées par I’association de sels chaotropiques et de détergents.
Les acides nucléiques et les pontages ADN-protéines sont isolés par précipitation a 1’éthanol, puis
transférés sur une membrane de nitrocellulose par Slot-Blot. Ces conditions permettent de préserver les
épitopes impliqués dans I'immunodétection. La membrane est incubée avec un anticorps primaire,
spécifique de la protéine étudiée. Une seconde étape d’incubation est réalisée avec un anticorps
secondaire conjugué avec la HRP. La détection s’effectue par chimiluminescence. En parallele I’ADN

est quantifié par fluorescence en présence de Picogreen®, afin de normaliser les résultats obtenus.
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Figure 11 : Quantification des pontages ADN-protéines par le test "RADAR" : grandes étapes (43).

Cette méthodologie a été utilisée pour quantifier les pontages avec les topoisomérases 1 et 2 induits par
différents antinéoplasiques (camptothécine, topotécan et étoposide) ainsi que les pontages avec les
DNA-methyltransferases provoqués par la 5-aza-C.

Le test « RADAR » est sensible et nécessite peu de matériel biologique. 11 est associé a un rendement
d’analyses élevé, et permet d’éviter d’avoir recours a l’'ultracentrifugation. Cependant le panel des
adduits détectables par cette technique se limite a ceux impliquant des protéines dont les anticorps sont

actuellement disponibles.

La détection des pontages ADN-protéines par voie directe est donc plus spécifique que par voie
indirecte. Cependant les 3 méthodes décrites n’ont été développées que pour un nombre limité d’agents
de pontage. La technique « RADAR » permet de détecter un type de pontage impliquant une protéine

déterminée, a condition de disposer de I’anticorps correspondant.

Les méthodes de détection décrites dans la littérature, qu’elles soient directes ou indirectes, sont
indispensables pour suivre les taux de pontages en fonction de I’exposition a différents agents
inducteurs. Toutefois, elles ne fournissent pas d’information sur la structure chimique du pontage.
L’émergence de la protéomique a considérablement facilité 1’étude de ces Iésions, permettant ainsi
I’identification et la quantification de protéines spécifiques liées a I’ADN (41). L’¢étude de la structure
chimique des pontages ADN-protéines repose sur l’identification de 1’acide aminé et de la base
impliquée dans le pontage, et la caractérisation de la liaison covalente. Dans cet objectif, la
chromatographie couplée a la spectrométrie de masse constitue une technique de choix. Dizdaroglu et

al. ont utilisé la GC-MS pour mettre en évidence des adduits thymine-tyrosine (44) et thymine-lysine
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(45) dans des nucléohistones (cf. paragraphe 1.2.1). Plus récemment, les pontages entre guanine et lysine
dans un oligonucléotide ont été caractérisés par HPLC couplée a la spectrométrie de masse en tandem

(cf. paragraphe 1.2.4.2) (46).

1.1.4 Conséquences biologiques

L’étude de I’'impact des pontages ADN-protéines au niveau de la cellule est complexe, puisqu’il n’existe
pour le moment pas d’agent connu pour induire spécifiquement et exclusivement ce type de lésions. En
effet tous les agents connus pour induire des pontages provoquent également d’autres dommages a
I’ADN, et il est difficile d’identifier quelle 1ésion en particulier est responsable de 1’effet observé. (9)

Les pontages ADN-protéines peuvent interrompre certains processus métaboliques tels que la
réplication, la transcription, la réparation et la recombinaison de 'ADN ainsi que le remodelage de la
chromatine. Ces lésions sont volumineuses, et créent une distorsion de la double hélice. Elles peuvent
de ce fait bloquer la progression des complexes de réplication et de transcription et diminuer

I’accessibilité pour les protéines fonctionnelles, notamment les enzymes de réparation. (9)

1.1.4.1 Effets sur la réplication de ’ADN (8)

Au niveau de la fourche de réplication, une hélicase permet de dérouler le duplex d’ADN. Celle-ci est
un hexameére se présentant sous la forme d’un anneau de 2 a 4 nm de diametre. Chez les procaryotes,
I’hélicase progresse dans la direction 5” vers 3’ sur le brin retardé. Ensuite la polymérase 111 assure la
synthése des deux brins. Chez les eucaryotes, 1’hélicase exerce son activité de 3 vers 5’ sur le brin
précoce. La synthése est effectuée par la polymérase € pour le brin précoce et la polymérase 6 pour le
brin tardif.

Les pontages ADN-protéines peuvent affecter ce processus a 2 niveaux :

- blocage de I’hélicase : Barker et al ont suggéré que si la protéine liée a I’ADN est trés volumineuse et
que le pontage est présent sur le brin ou progresse I’hélicase, cela pourrait entraver la progression de
cette dernicre (9).

- blocage de la polymérase : I’inhibition de la polymérisation a été rapportée dans plusieurs études,
notamment pour des pontages réalisés avec le cis-platine impliquant un oligonucléotide 44-mer et
I’histone H1. Dans ce modele la polymérisation par 1a transcriptase inverse RT VIH-1 est totalement
inhibée, et la synthése translésionnelle n’a pas lieu (16). Ce mécanisme intervient probablement dans la
cytotoxicité du cis-platine.

Ainsi, certains pontages ADN-protéines peuvent, de par leur encombrement stérique, impacter la
réplication de I’ADN par inhibition des polymérases, ou par blocage de I’hélicase, selon la position de

ces lésions sur 1’un ou 1’autre des brins.
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1.1.4.2 Effets sur la transcription (8)

L’ARN polymérase déroule le duplex au niveau du site d’entrée de I’ADN dans le complexe
enzymatique. Le brin modele est adressé au site actif de I’enzyme. Le second brin passe par un canal
localisé pres de la surface de la polymérase. Les 2 brins se rejoignent au niveau du site de sortie de
I’enzyme.

Les lésions encombrantes, telles que les diméres de pyrimidine ou les adduits du cis-platine, peuvent
bloquer la progression de I’ARN polymérase. Lorsqu’elles sont présentes sur le brin modele, elles
peuvent étre prises en charge par un systeme de réparation couplé a la transcription. Les 1ésions présentes
sur le brin non mod¢le bloquent rarement la polymérase.

D’apres Ide et al., il est fortement probable que les pontages ADN-protéines bloquent la progression des

ARN polymérases par leur encombrement stérique, méme si elles se situent sur le brin non modele (8).

1.1.4.3 Effets mutagénes

Nous considérerons ici I’exemple des mutations induites par le chrome. Comme il a été décrit dans le
paragraphe 1.1.2.3, la toxicité du chrome vis-a-vis de I’ADN est due a la réduction du Cr(VI) en Cr(III)
au niveau intracellulaire. Le chrome trivalent forme des complexes avec certains acides aminés ligands
et ’ADN par I’intermédiaire des groupements phosphate. Voitkun et al. ont étudié les propriétés
mutagenes des adduits impliquant le glutathion, I’histidine et la cystéine (47). Ces complexes ternaires
sont associés a une fréquence de mutations plus élevée que les adduits ADN-Cr(III). Afin d’identifier le
type de mutations formées, des plasmides contenant ces différents adduits ont été transfectés dans des
fibroblastes humains. Aprés 48h ces plasmides ont été isolés et séquencés. Les mutations observées sont
majoritairement des substitutions au niveau de la paire de bases G:C. Il s’agit principalement de
transitions G:C -> A:T et de transversions G:C -> T:A.

A nouveau les propriétés mutagénes de ces adduits peuvent étre attribuées a I’encombrement stérique
qu’ils procurent. De telles 1ésions volumineuses peuvent en effet provoquer une distorsion de la double
hélice et ainsi causer des mésappariements lors de la réplication de I’ADN. Cette effet semble
particulierement marqué au niveau de la paire de bases G:C, alors que la formation d’adduits n’est quant
a elle, ni base-spécifique ni séquence-spécifique. Ainsi, les propriétés mutagenes du chrome hexavalent

peuvent €tre en partie attribuces a la présence de pontages ADN-protéines.

Les pontages ADN-protéines sont donc susceptibles de perturber certains processus cellulaires
essentiels. Bien que les mécanismes exacts n’aient pas ¢té totalement élucidés, il semblerait que les
effets observés au niveau cellulaires soient en grande partie liées a I’encombrement stérique que

procurent ces Iésions en I’absence de prise en charge par les systémes de réparation.
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1.1.5 Réparation des DPCs

1.1.5.1 Les principaux systémes de réparation

Nos cellules sont constamment soumises a l’attaque de différents agents endogénes ou exogenes
susceptibles d’endommager la molécule d’ADN, et de générer une instabilité génomique. Ces
dommages peuvent porter atteinte a la structure de I’ADN et altérer certains processus cellulaires
essentiels. On estime a plusieurs milliers le nombre de Iésions par cellule et par jour. (48)

Afin de prévenir les effets de ces Iésions, la cellule met en place une cascade d’événements coordonnés,
regroupés sous le terme de « DNA Damage Response » (DDR). Ce processus permet de détecter les
altérations de la molécule d’ADN, de signaler leur présence, puis de coordonner leur réparation. La
DDR peut également arréter de fagon transitoire le cycle cellulaire ou activer le phénomene d’apoptose
si les dommages persistent. (48)

La réparation de I’ADN se définit comme I’ensemble des réponses cellulaires mises en place pour
restaurer 1’intégrité du génome suite a un dommage (49). Chez les organismes eucaryotes, les
mécanismes de réparation peuvent étre résumés selon 5 grands systémes (Figure 12). Chaque systéme
est globalement spécifique d’un certain nombre de substrats, mais il existe des recouvrements et des
redondances entre les enzymes impliquées. Ainsi, la défaillance d’une enzyme d’un systéme peut étre
compensée par un second systéme et n’est donc pas toujours associée a des conséquences biologiques
irrémédiables. Entre les procaryotes et les eucaryotes, ces processus de réparation sont relativement
proches au niveau fonctionnel, mais ils différent par les acteurs protéiques mis en jeu. (50)

Les Iésions de petite taille ne déformant pas la double hélice d’ADN, telles que bases oxydées (en
particulier la 8-oxoguanine) ou alkylées, I’uracile, les sites abasiques et les cassures simples brins, sont
prises en charge par le BER. Les Iésions plus volumineuses telles que les photoproduits de type dimeres
de pyrimidine, les pontages intra-brins, ou certains adduits sont réparés par le systéme de réparation
par excision de nucléotides (NER). Le BER et le NER sont 2 systémes qui fonctionnent par excision-
resynthese. Ils different par le nombre de nucléotides resynthétisés (jusqu’a 8 pour le BER et une
trentaine pour le NER), et les protéines mises en jeu. En ce qui concerne les cassures double-brins, 2
systémes peuvent intervenir : la recombinaison homologue (HR) et la jonction non homologue des
extrémités (NHEJ). Le systtme HR est trés fiable, puisqu’il utilise une séquence d’une chromatide
sceur intacte comme mode¢le, mais il n’entre en jeu principalement qu’aux phases S et G2 du cycle
cellulaire. Le systeme NHEJ réalise une ligation directe des extrémites, et risque de créer des séquences
erronées dans les brins néosynthétisés ; il est cependant présent a toutes les phases du cycle cellulaire.
Enfin le systeme "Mismatch Repair" (MMR) prend en charge les mésappariements, les insertions et

les délétions. (48,50)

231 -



Chapitre 1 : Etude bibliographique

ROS G UV light X-rays
X-rays Replication ; : e b
3 Polycyclic aromatic lonizing radiation
Alkylating agents errors :
’ hydrocarbons Anti-tumor agents
Spontaneous reactions
- - = -

Oxidation (8-ox0G) A-G mismatch

Uracil T-C mismatch Bulky adducts Double strand break
Abasic site Insertion Intrastrand crosslink Interstrand crosslink
Single strand break Deletion
Mismatch Nucleotide Double Strand

Base Excision

Repair (BER) Repair Excision Repair Break Repair

(MMR) (GG-and TC-NER) (NHEJ and HR)

Figure 12 : Les principaux systemes de réparation chez les organismes eucaryotes (48).

L’étude des mécanismes de réparation des pontages ADN-protéines est trés complexe, de par la grande
diversité structurale de ces Iésions. D’apres la littérature, les 2 principaux systemes impliqués dans
I’élimination de ces dommages sont le NER et la recombinaison homologue (8,41,51). La contribution
du BER dans I’¢élimination des pontages ADN-protéines apparait beaucoup plus limitée (8). Ce systéme
est cependant susceptible d’étre impliqué dans la réparation des pontages avec les polyamines, qui
constituent des adduits beaucoup moins volumineux que les pontages ADN-protéines. Ces 3 systemes

seront donc étudiés plus en détails dans les paragraphes suivants.

1.15.2 Le BER : « Base Excision Repair »

Le BER constitue la voie de réparation des bases endommagées comportant des modifications chimiques
peu volumineuses, telles que les oxydations, les alkylations et les désaminations. Ce systéme est
également capable de réparer les sites abasiques et les cassures de brins (52). Le processus du BER se
déroule en 5 grandes étapes (Figure 13) : la reconnaissance et I’excision de la base endommagée,
I’élimination du site abasique, le nettoyage des extrémités, la resynthése d’ADN puis la ligation. Le
mécanisme général de cette voie de réparation sera décrit dans les cas des eucaryotes. Les différents
acteurs protéiques impliqués dans ce processus, chez I’homme et chez E. coli, sont répertoriés dans le

Tableau 1.
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Figure 13 : Les principales étapes du processus de réparation par le BER (53). Schéma général dans le cas d’une excision
faisant intervenir une glycosylase monofonctionnelle.

= Reconnaissance, excision de la base endommagée et clivage du site abasique (50,54)

La reconnaissance et I’excision de la base endommagée sont effectuées par des enzymes spécialisées,
appelées N-glycosylases. Celles-ci catalysent I’hydrolyse de la liaison N-glycosidique, générant ainsi un
site abasique. Ces enzymes peuvent étre mono ou bifonctionnelles.
Les glycosylases monofonctionnelles sont responsables uniquement du clivage de la liaison N-
glycosidique. Le site abasique créé est ensuite pris en charge par I’APE1 (« apurinic endonuclease 1 »).
Cette derniére incise le brin d’ADN en 5’ du site abasique, générant des extrémités 3°-OH et 5°-
désoxyribose phosphate (5’-dRP).
Les glycosylases bifonctionnelles quant a elles présentent une activité lyase intrinséque, elles sont donc
capables de réaliser a la fois I’excision de la base, et le clivage du site abasique. Ces enzymes procedent
selon 2 mécanismes :

- la p-élimination, qui génere un interstice présentant en 3’ un motif 2-désoxyribose oxydé sous

la forme d’un aldéhyde o,p insaturé, et en 5’ une extrémité portant un groupement phosphate ;

- la p-0-élimination, qui produit un interstice entouré de 2 extrémités phosphorylées.
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= Nettoyage des extrémités (50,54)

Le substrat préférentiel des polymérases, impliquées dans 1’étape de resynthese, est un interstice entouré
par des terminaisons 3’-OH et 5’-phosphate. Suite au processus d’excision par les glycosylases, les
extrémités de brins générées sont différentes, d’ou la nécessité d’un « nettoyage ».
- Le résidu 5°-dRP, provenant de 1’action de ’APE1 (cas des glycosylases monofonctionnelles),
est clivé par la polymérase B, qui possede une activité dRP-lyase intrinseéque.
- Dans le cas d’une excision par B-élimination, I’aldéhyde insaturé est éliminé par I’APE1, ce qui
régénére 1’extrémité 3’-OH.
- Dans le cas d’une excision par 3,6-élimination, le phosphate en 3’ est clivé par la polynucleotide

kinase (PNK) qui présente une activité 3’-phosphatase.

= Resynthése — ligation

Pour cette étape, on distingue 2 voies : une voie courte (SP-BER pour « short-patch BER ») et une voie
longue (LP-BER pour « long-patch BER »).

Dans la voie courte, le nucléotide manquant est incorporé par la polymérase B, puis le complexe Lig 3
/ XRCCI1! effectue la ligation des extrémités par une liaison phosphodiester (50,52).

La voie longue a licu lorsque I’activité dRP lyase de la polymérase P est inefficace. Dans ce cas, cette
activité est relayée aux polymérases 6 ou €. L’introduction du premier nucléotide est toujours réalisée
par la polymérase B. Ensuite, les protéines PCNA (« proliferating cell nuclear antigen ») se fixent sur le
fragment d’ADN et, en coopération avec le facteur de chargement RF-C (« replication factor C »),
induisent le retrait de la polymérase f et le recrutement des polymérases 6 ou €. Le complexe Pold/e-
PCNA-RF-C? procéde a la synthése de 2 a 8 nucléotides supplémentaires. Le fragment néosynthétisé
envabhit le brin endommagg, ce qui souléve quelques nucléotides, formant une structure appelée « flap ».
Les protéines PCNA libérent les polymérases et la flap endonucléase FEN-1 rejoint le complexe. Celle-

ci clive le « flap », puis la ligase 1 effectue la ligation des extrémités. (50,54)

! DNA-ligase 111 / XRCC1
2 Polymérase &/e — PCNA — RF-C
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Tableau 1 : Les principales protéines impliquées dans les différentes étapes du BER, chez E. coli et chez I'homme. (52)

E. coli H. sapiens
DNA glycosylases
Uracile-DNA glycosylases Ung* UNG*
Mug* TDG*
SMUG1*
Glycosylases spécifiques Nth** NTH1**
des bases oxydées Fpg** OGG1**
Nei** NEIL1 **
NEIL2**
Glycosylases spécifiques Tag*, AIkKA* MPG*
des bases alkylées
AP endonucléases Xth APE1, APE2
Nfo
DNA polymérases Pol I Poly
Pol 8, Pol &
Pol B, Pol A
DNA ligases LigA Lig I et III
Autres FEN1
XRCCl1
PARP1
PCNA
RFC

*glycosylase monofonctionnelle, **glycosylase bifonctionnelle

-35 -



Chapitre 1 : Etude bibliographique

1.1.5.3 Le NER : « Nucléotide Excision Repair »

Le NER est un systeme de réparation tres polyvalent qui fonctionne également par excision-resynthese.
Il prend en charge des Iésions volumineuses déformant la double hélice (48) :

- les adduits volumineux,

- les photoproduits, tels que les diméres de pyrimidine : photoproduits 6-4 et CPD (« cyclobutane

pyrimidine dimers »),

- les pontages intra-brin, notamment ceux induits par le cis-platine.
L’importance biologique du NER est révélée par I’existence de pathologies génétiques associées a des
déficiences de ce systéme. On citera notamment Xeroderma pigmentosum : cette pathologie se
caractérise par une hypersensibilité au rayonnement UV. Le processus de réparation par le NER peut se
résumer en 5 étapes (48) (Figure 14) :

1) Reconnaissance du dommage

2) Ouverture de la double hélice

3) Excision d’un court fragment d’ADN simple brin

4) Resyntheése d’ADN

5) Ligation

Il existe 2 sous voies du systéme NER : (i) le Global Genome NER (GG-NER), capable d’éliminer des
Iésions dans le génome entier et (ii) le Transcription-Coupled NER (TC-NER) qui prend en charge
les dommages qui bloquent la progression de I’ARN polymérase II pendant la transcription. Ces 2 sous-

voies différent par le mode de reconnaissance de la 1ésion et les enzymes impliquées. (55)

= Reconnaissance du dommage (48,50,56)

Dans le GG-NER, la reconnaissance s’effectue grace au complexe XPC/HR23B/CEN23. HR23B et
CEN2 sont des protéines accessoires qui augmentent spécificité de XPC et son affinité pour la 1ésion.
L’affinité de XPC dépend du degré de distorsion de I’hélice. De ce fait, certains dommages associés a
une faible déformation de I’hélice, tels que les CPDs sont plus difficilement reconnus. Dans ce cas, le
complexe auxiliaire appelé « UV-damaged DNA binding » (UV-DDB) constitué des acteurs DDBI et
DDB2 (appelé aussi XPE) reconnait au préalable le dommage, et provoque le recrutement du complexe
XPC.

Dans le cas du TC-NER, le blocage de I’ARN polymérase Il au niveau du site 1ésé¢ constitue le signal

de recrutement des protéines CSA et CSB (Cockayne Syndrome A et B) : celles-ci désactivent la RNA

3 Xeroderma pigmentosum complementation group C/Rad23 homolog B/Centrin-2
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polymérase 11, ce qui déplace le complexe impliqué dans la transcription, rendant la 1ésion accessible

aux protéines du NER.

= Quverture de la double-hélice et excision (48,50)

Les protéines recrutées lors de la reconnaissance, le complexe XPC (pour le GG-NER) ou CSA-CSB
(pour le TC-NER) réalisent une ouverture partielle de la double hélice. Elles recrutent également les
acteurs impliqués dans les étapes suivantes du NER, notamment le facteur de transcription
multifonctionnel TFIIH. Ensuite, les hélicases XPB et XPD, 2 sous-unités de TFIIH, déroulent la double
hélice sur environ 30 bases autour de la 1ésion. Les protéines XPA et RPA (« replication protein A »)
rejoignent le complexe. XPA confirme la présence du dommage, et RPA se fixe sur le brin non
endommag¢ pour stabiliser le complexe de pré-incision. Enfin les endonucléases XPG et XPF/ERCC14

clivent ’ADN en 3’ et 5, respectivement, ce qui représente une excision d’environ 30 nucléotides.

= Resynthése et ligation (48,55,56)

La resynthese du segment manquant est réalisée par les ADN polymeérases o et €, en utilisant le brin non
endommagé comme modele. Les polymérases agissent avec 1’aide des protéines PCNA, qui jouent le
role de clamps glissants. La ligase 1 effectue la derniére étape de ligation afin de sceller le brin

néosynthétisé, complétant ainsi le processus du NER.

=  NER chez les procaryotes : le systéme UvrABC (57)

Chez les procaryotes, les principaux genes responsables de la réparation par le NER sont uvrA, uvrB et
uvrC. Le systéme « SOS response » régule 1’expression des génes uvrd et uvrB, en réponse a un agent
inducteur de dommages a I’ADN. Les protéines UvrA, B et C reconnaissent et clivent les dommages
par un mécanisme ATP-dépendant en plusieurs étapes : UvrA et UvrB s’associent pour former un
hétérotrimere (A2B) ou un hétérotétramere (A2Bz), qui reconnait le site endommagé. UvrA entre en
contact avec ’ADN, et transfére ce dernier a UvrB, puis se dissocie. UvrC rejoint le complexe de
préincision, et réalise les coupures en 3’ et 5°. UvrC est remplacée par UvrD (hélicase II), qui libére le
fragment incisé. L’ADN polymérase I resynthétise le fragment manquant, UvrB quitte alors le

complexe. Enfin, I’action de la ligase acheve la réparation.

* Xeroderma pigmentosum complementation group F / excision repair cross-complementation group 1
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Figure 14 : Représentation schématique du processus de réparation par le NER chez les eucaryotes (58). Exemple de la prise
en charge d’une lésion induite par les UV.
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1.1.54 La recombinaison homologue (HR)

La recombinaison homologue prend en charge les cassures double-brins, les pontages inter-brins, mais
également certains adduits tels que les pontages ADN-protéines. Le processus débute par une étape de
résection (Figure 15). Celle-ci est initiée par le complexe trimérique MRN (Mrel 1-Rad50-Nbsl) en
association avec CtIP. Les extrémités 5° de chaque cassure sont digérées grace a I’activité
exonucléasique 5° -> 3° du complexe MRN. Cette étape génere ainsi une fraction simple brin du coté 3°
de la cassure sur chaque brin. La protéine RPA se fixe sur ces extrémités simple brin, afin d’éliminer
les structures secondaires qui pourraient perturber les étapes suivantes de la réparation. RPA est ensuite
remplacée par RADS1 qui est recrutée avec plusieurs protéines médiatrices, notamment RADS2,
BRCA2 (« breast cancer type 2 ») et un ensemble d’autres facteurs appelés « RADS1 paralogs ». Les
extrémités simple-brin sont alors complétement recouvertes du complexe formé par RADS51, formant
un filament de nucléoprotéines. Les protéines RADS52 et RAD54 permettent de stimuler cet assemblage.
Le filament RADS51 recherche une séquence d’ADN homologue, sur la chromatide sceur par exemple,
qui sera utilisée comme modele pour la synthése. L’identification de la séquence homologue est suivie
d’une invasion croisée de brin : I’'un des brins 1ésés tronqués s’apparie avec un des brins intacts de la
séquence modele, et le second brin intact s’apparie avec le second brin tronqué. Puis la synthése d’ADN
est réalisée par la polymérase 1 a partir des extrémités 3 des brins 1ésés. L étape de ligation est réalisée
par ligase I, formant ainsi une structure intermédiaire avec les 4 brins d’ADN, appelée jonction de

Holliday. Cette structure est dissocice par les enzymes « résolvases ». (48,50,59)

= La recombinaison homologue chez les procaryotes (60,61)

Chez les organismes procaryotes, le processus de recombinaison homologue est trés proche de celui
observé chez les eucaryotes. Des différences résident cependant au niveau des enzymes impliquées.
L’étape de résection est réalisée par le complexe multi-enzymatique RecBCD, qui posseéde une double
activité hélicase-exonucléase. Les extrémités 3’ ainsi obtenues sont ensuite « coatées » par les protéines
RecA, pour former le filament nucléoprotéique. Ces 2 étapes sont régulées par la séquence consensus ¥,
présente sur ’un des 2 brins endommagés. Le filament RecA recherche une séquence homologue et
réalise I’invasion croisée de brins. La synthése d’ADN a partir du duplex mod¢le s’effectue de fagon
similaire au mécanisme décrit précédemment chez les eucaryotes. La jonction de Holliday est dissociée

par ’action combinée de RuvABC et RecG.
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Figure 15 : Représentation schématique du processus de réparation par recombinaison homologue chez les eucaryotes (62).
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1.1.5.5 Réparation des pontages ADN-protéines par le NER et la recombinaison homologue

= Réparation des DPCs chez les procaryotes

Les mécanismes de réparation des pontages ADN-protéines ont tout d’abord été élucidés chez les
bactéries, a ’aide de différentes études génétiques. En 2009, les travaux de Salem et al. ont comparé
I’implication des différents systémes dans la réparation des pontages induits par le formaldéhyde et la
S-aza-cytidine, a 1’aide de différentes lignées Escherichia coli mutantes, déficientes en certaines
enzymes de réparation (63). Cette étude a révélé une sensibilité accrue a I’exposition au formaldéhyde
pour les lignées mutantes au niveau des génes impliqués dans la recombinaison homologue et le NER.
L’exposition a la 5-aza-cytidine, connue pour induire des pontages volumineux avec la DNMT (DNA
methyltransferase, 53 kDa) est associée a une sensibilité tres élevée des lignées mutantes au niveau des
genes responsable de la recombinaison homologue ; cet effet étant moins marqué pour les déficients en
enzymes du NER. Ces observations suggerent I’importance de ces 2 systemes dans 1’élimination des
pontages ADN-protéines, et en particulier le role prédominant de la recombinaison homologue dans la
prise en charge des pontages les plus volumineux. Le BER ne semble pas jouer un role prédominant
dans la réparation de ces dommages. La synthése translésionnelle, qui participe a la « tolérance » des
Iésions de I’ADN, n’apparait que tres partiellement impliquée.

Le mécanisme de prise en charge des pontages ADN-protéines chez les organismes procaryotes est
résumé dans la Figure 16-A. Le systéme UvrABC, impliqué dans le NER chez les procaryotes, est
capable de réparer les pontages peu volumineux, mais son activité diminue lorsque la taille de la protéine
pontée augmente. Généralement on consideére que la taille limite de prise de charge par le NER in vivo
se situe aux alentours de 11 kDa. Les protéines UvrA et UvrB s’associent pour former le complexe A>B
et recherchent les dommages a I’ADN. Lorsque le complexe rencontre un dommage, la protéine UvrB
se lie au niveau du site 1ésé. A cette étape, I’efficacité de liaison de UvrB est dépendante de la taille de
la protéine pontée. La nucléase UvrC est ensuite recrutée pour réaliser les incisions en 3’ et 5°, et
I’hélicase UvrD libére le fragment incis¢, dont la longueur dépend également de la taille du pontage.
L’activité de UvrD peut étre entravée si le pontage est présent sur le brin ou celle-ci progresse (8). Une
étude récente (51) a démontré que le NER prend en charge préférentiellement les pontages impliquant
la base guanine. De plus, ’activité du NER est plus élevée vis-a-vis des adduits présents sur le brin
transcrit.

Les pontages plus volumineux (>12-14 kDa) sont pris en charge par la recombinaison homologue
dépendante de RecBCD (cf. paragraphe 1.1.5.4) (8). Les travaux de Salem ont permis de mettre en
évidence I’'importance de la protéine RecA, enzyme responsable de la recherche de la séquence
homologue et de I’invasion croisée de brin. Le role du complexe RuvABC, associ¢ a RecG a également

été souligné, et confirme I’existence de la jonction de Holliday (63).
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Les travaux de Fang (51) ont révélé I’existence d’interactions entre ces 2 systémes de réparation lors de
la prise en charge des pontages ADN-protéines : dans certains cas, la présence de la protéine UvrA au
niveau du site 1ésé peut affecter la reconnaissance et la réparation du pontage par le processus de
recombinaison homologue et ainsi induire une augmentation de la fréquence des mutations. Ce
phénomeéne a été observé pour les pontages inefficacement pris en charge par le NER, ¢’est-a-dire ceux

impliquant la thymine ou ceux présents sur le brin non transcrit.

= Réparation des DPCs chez les eucaryotes

Chez les eucaryotes, les 2 systemes prédominants intervenant dans la réparation des pontages ADN-
protéines sont également le NER et la recombinaison homologue (Figure 16-B). La taille limite des
Iésions prises en charge par le NER est plus basse que chez les bactéries (environ 8 kDa in vitro) (8). 11
existe probablement une autre voie pour les pontages plus volumineux, impliquant le protéasome : la
protéine liée a ’ADN est ubiquitinée puis dégradée par le complexe 26S, donnant lieu a un pontage-
peptide qui peut alors étre éliminé par le NER. Ce mécanisme a été mis en évidence in vitro (64) mais
son existence in vivo est controversée. Les processus enzymatiques de réparation par le NER et la

recombinaison homologue sont détaillés dans les paragraphes 1.1.5.3 et 1.1.5.4.

En résumé, les pontages ADN-protéines sont pris en charge principalement par le NER et la
recombinaison homologue. L’intervention de 1I’un ou 1’autre de ces 2 systémes dépend grandement de
la taille de la protéine pontée. La taille limite des pontages réparable par le NER est plus faible chez les
eucaryotes, d’ou une plus grande contribution de la recombinaison homologue. Chez ces organismes il
existerait une voie supplémentaire, impliquant le protéasome. Des acteurs d’autres systemes de
réparation pourraient également participer a la reconnaissance et a I’élimination de ces dommages, mais

leurs réles exacts ne sont pas encore clairement définis, et leur contribution semble secondaire.
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Figure 16 : Représentation schématique de la prise en charge des pontages ADN-protéines chez les organismes procaryotes
(A) et chez les eucaryotes (B)(S).
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1.2 Structure et mécanisme de formation des pontages induits par le stress

oxydant

Ce travail de thése est centré sur les pontages ADN-protéines se produisant lors de I’exposition au stress
oxydant. L’objet de ce paragraphe est de résumer les différents adduits décrits dans la littérature se
formant par un mécanisme oxydatif : les 2 sites privilégiés de ces réactions de pontage sont la thymine
et la guanine. Nous nous intéresserons également aux adduits provenant de la suroxydation de la 8-

oxoguanine.

1.2.1 Mécanisme général

5\
+Nu Nu TN
A. oxydation B. oxydation de C. Couplage
de I'ADN la protéine radicalaire

pontage covalent

Pontage ADN-protéine

Figure 17 : Mécanisme de formation des pontages ADN-protéines induits par le stress oxydant (65).

Les pontages covalents entre ADN et protéines se forment selon différents mécanismes résumés dans la
Figure 17. Les adduits peuvent provenir de 1’oxydation initiale d’une base de I’ADN. Comme nous
I’avons vu précédemment, la guanine posséde le potentiel d’oxydo-réduction le plus bas parmi les
composants de I’ADN, elle constitue donc un site d’oxydation préférentiel. L’espece déficitaire en
¢lectron ainsi obtenue est attaquée par un groupement nucléophile présent au niveau du résidu protéique.
L’oxydation initiale peut également se produire au niveau de la protéine qui réagit avec un groupement
nucléophile de I’ADN. Dans certains cas plus rares, le pontage provient d’un couplage entre 2 espéces

radicalaires. (65)
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1.2.2 Formation d’adduits avec la thymine

Le radical OH®, produit par les radiations ionisantes, réagit avec la thymine soit par abstraction d’un
hydrogene au niveau du groupement méthyle, soit par addition sur la double liaison C5=C6, pour former
2 types de radicaux (Figure 18). Ces derniers peuvent étre impliqués dans des réactions de pontages avec

différents acides aminés.

0 o o)
HN CH; oy HN CH, HN CH,4
A — L) - A Lo
O~ "N 07N 07 "N” "H
R R R
Thy C(7)° Thy-5-OH C(6)°

Figure 18 : Formation de radicaux de la thymine sous l'effet du radical hydroxyle (66).

L’adduit avec la tyrosine a été caractérisé a I’aide d’un systéme modele, par irradiation de thymine en
solution aqueuse en présence de tyrosine (66). Cet adduit a ensuite été détecté dans des échantillons
d’ADN de nucléohistone (44). Le mécanisme repose sur I’addition du radical Thy C(7)° sur le carbone
C3 de la tyrosine (Figure 19). L’adduit peut également se former par couplage entre le radical de la
thymine et un deuxiéme radical formé sur la tyrosine, méme si la probabilité que ces 2 especes coexistent

a proximité est faible.

o . OH 0 OH
HN CHe HN
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R ° R 0
o NH o NH « NH

Figure 19 : Mécanisme de formation des pontages thymine-tyrosine proposé par Dizdaroglu et al. (44)

Des pontages entre thymine et tyrosine ont également été détectés dans I’ADN cellulaire : les travaux
de Altman et al. (67) ont mis en évidence une augmentation de la formation de ces adduits apres
exposition des cellules a du sulfate ferreux FeSOs4. Cette derniére observation s’explique par une
augmentation de la production de radicaux OH® lors du traitement par les ions Fe?*.

Dans les histones le radical de la thymine forme des pontages avec la lysine (45). Le mécanisme retenu
différe de celui décrit pour la tyrosine : cet adduit se formerait majoritairement par couplage entre les 2
especes radicalaires formées Thy-5-OH C(6)° et Lys C(4)° (composé I) (Figure 20). Une étape de

déshydratation conduit aux produits secondaires II et I11. (68)
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Figure 20 : Mécanisme de formation des adduits thymine-lysine proposé par Morimoto et al. (68)

Ainsi, la thymine intervient dans la formation d’adduits avec différents acides aminés sous ’action du
radical hydroxyle. Deux exemples ont été¢ décrits dans ce chapitre, mais des réactions de pontage avec
d’autres acides aminés ont également été rapportées : on citera notamment le cas de la phénylalanine
(69) ou bien de certains acides aminés aliphatiques (Gly, Ala, Val, Leu, Ile et Thr) (70). En résumé, 2
types de mécanismes ont été proposés pour la formation de ces 1ésions :
- I’addition radicalaire du radical de la thymine sur I’acide aminé (cas de I’addition sur le cycle
aromatique de la tyrosine) ;
- le couplage des deux radicaux formés sur la thymine et sur I’acide aminé (cas de la formation
de I’adduit thymine-lysine).
Ce type de réactivité joue potentiellement un réle important dans les pontages ADN-protéines. A noter
cependant que ces données ont ¢été obtenues par une méthode de détection impliquant la GC-MS trés
décriée dans la littérature ces derniéres années. De plus il a été suggéré que ces produits de pontage entre
acides aminés et la thymine puissent se former de facon artéfactuelle lors de I’hydrolyse acide de
I’ADN au préalable de I’analyse par GC-MS ou LC-MS (71) : Charlton ef al. ont en effet démontré que
la 5-hydroxyméthyluracile, produite par I’irradiation de la thymine, pouvait réagir avec la tyrosine en
conditions acides pour former I’adduit thymine-tyrosine. Il serait donc intéressant d’avoir de nouvelles

données sur la formation de ces différent adduits.
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1.2.3 Formation d’adduits par suroxydation de la 8-oxoguanine

Bien que la guanine soit la base la plus sensible a I’oxydation, I’un de ses produits d’oxydation, la 8-
oxoguanine, est encore plus réactif. En effet, la 8-oxoguanine posséde un potentiel d’oxydo-réduction
d’environ 0,6 V vs NHE alors que la guanine se situe a 1.29 V vs NHE. Dans le cas d’une oxydation a
un électron qui se produit sur une autre base, un transfert électronique au sein du polymere conduit a la

formation de I’espéce réactive [8-0xoG]*°.
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Figure 21 : Suroxydation de la 8-oxoguanine : addition nucléophile d’une molécule d’eau ou d’un résidu lysine en position
C5 (65,72-74).
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Le radical cation de la 8-oxodGuo peut subir des attaques nucléophiles au niveau de la position C5. En
présence d’eau cette réaction conduit a la formation de la 5-hydroxy-8-oxoG (5-OH-8-0x0G) ; cet
intermédiaire instable se décompose par ouverture du cycle pyrimidine au niveau de la liaison C5-C6
suivie d’une réaction de décarboxylation, pour donner la guanidinodihydantoine (Gh). La 5-hydroxy-
8-0x0G peut également faire 1’objet d’un réarrangement en structure spiro, via un shift du groupement
acyle, pour former la spiroiminodihydantoine (Sp) (75,76). Une étude de 2003 (77) a permis
d’identifier la prépondérance de I’'un ou I’autre de ces produits de dégradation en fonction du pH lors de
I’oxydation par 1’oxygene singulet de la guanosine. A pH acide (< 7) la Gh est majoritaire, alors que le
composé Sp se forme préférentiellement a pH 7 et plus. Ce phénomeéne n’est pas transposable a
I’oxydation de I’ADN double brin : la formation du carbone quaternaire spiro étant moins favorable,
on observe le produit de dégradation Gh.

La 8-oxodGuo oxydée peut également réagir avec d’autres especes nucléophiles que 1’eau, et intervenir
dans la formation des pontages ADN-protéines. Les travaux entrepris par Hickerson et al. en 1999 ont
permis d’identifier un pontage avec un résidu lysine de Mut Y, par I’intermédiaire de la 8-oxodGuo
oxydée (74). La protéine Mut Y est une enzyme de réparation présente chez Escherichia coli capable de
se lier aux mésappariements 8-0x0G:A. Le mécanisme de formation de ce pontage est similaire a celui
de la 5-OH-8-0x0G et implique 1’addition d’un groupement nucléophile peptidique au niveau de la

position C5 de I’espéce [8-0x0G°*].

Les pontages impliquant la suroxydation de la 8-oxodGuo ont également été mis en évidence avec la
« single-stranded binding protein » (SSB) (72). Cette protéine est capable de se lier a I’ADN simple brin
indépendamment de la séquence nucléotidique, afin de le protéger de la digestion par les nucléases. En
conditions oxydantes, la protéine SSB forme des pontages avec la 8-oxodGuo et la 8-oxodAdo. Afin
d’étudier le ou les acides aminés impliqués dans ces pontages et de caractériser les 1ésions obtenues, 3
modeles ont été mis en place en remplagant la protéine SSB par les acides aminés d’intérét sous la forme
de monomeres: AcLysOMe, AcArgOMe, AcTyrOMe. L’adduit avec la lysine s’est avéré légérement
plus favorable qu’avec I’arginine et beaucoup plus qu’avec la tyrosine. La caractérisation de I’adduit
avec AcLysOMe a permis de mettre en évidence 2 structures de type spiroiminodihydantoine (Sp-Lys)
et guanidinohydantoine (Gh-Lys) (Figure 21). Ces composés dérivent d’un intermédiaire commun, la 5-
lys-8-oxodGuo. La Sp-Lys est obtenue par un réarrangement de type spiro. La Gh-Lys provient de

I’ouverture du cycle pyrimidine suivie d’une réaction de décarboxylation.

Plus récemment, 1’équipe de C. Burrows a démontré qu’il existait d’autres structures pour ces composés
issus de la réaction entre la lysine et la guanine, selon le mécanisme d’oxydation envisagé (65) (Figure
22).
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Figure 22 : Réaction de la lysine avec la guanine : existence de 2 mécanismes, selon le type d’oxydation, conduisant a des
dérivés « spiro » (65).

L’oxydation de la guanine par I’oxygéne singulet en présence de lysine conduit principalement au dérivé

de type 5-lys-Sp. Ce mécanisme est obtenu avec des photosensibilisateurs de type II tels que le Rose
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Bengal ou le bleu de méthyléne. Une cycloaddition de type [4+2] conduit a I'intermédiaire OGox (8-
oxodGuo oxydée). L’addition nucléophile de I’amine € de la lysine s’effectue en position C5 de cet
intermédiaire. Un réarrangement s’effectue pour obtenir le dérivé spiro 5-Lys-Sp. La photo-oxydation
de type I, observée avec la riboflavine ou la benzophénone, est associée a un mécanisme différent. La
lysine subit une oxydation a un électron pour conduire au radical Lys®" : ce radical aminyl primaire
présentant une forte réactivité envers les électrons m va s’additionner en position C8 de la guanine. Le
mécanisme exact de cette réaction reste discuté.

Suite & un réarrangement de type shift [1,2] la 8-lys-guanine conduit au dérivé spiro 8-Lys-Sp. Une 2¢
molécule de lysine peut également s’additionner en position C5 pour former le dérivé 5,8-diLys-Sp.

La formation d’adduits par suroxydation de la 8-oxodGuo a également été étudiée dans le cas de la
tyrosine. Les résidus tyrosine jouent potentiellement un réle important dans les pontages ADN-protéines
puisqu’ils sont fortement présents dans les « DNA-binding regions » des protéines SSB. Le motif phénol
de la tyrosine est capable d’effectuer une addition nucléophile en position C5, puis en C4 de la 8-

oxodGuo oxydée, pour former une structure tricyclique [4.3.3.0]. (78)

1.2.4 Pontage sur la guanine

1.2.4.1 Addition radicalaire

La position C8 de la guanine est sensible aux attaques radicalaires. Looi et al. ont étudié la formation
d’adduits avec la tyrosine et le glutathion, a I’aide d’une technique d’oxydation électrochimique couplée
a la spectrométrie de masse (EC/ESI-MS) (79). Cette approche est utilisée pour étudier les produits
d’oxydation des nucléotides (80). La tyrosine et le glutathion possédent un potentiel d’ionisation plus
bas que la guanine et sont donc oxydés plus facilement. Les radicaux formés s’additionnent en position
C8 de la guanine (Figure 23). Le glutathion est oxydé au niveau de la fonction thiol de la cystéine, le
pontage s’effectue donc par une liaison thioéther. A noter que ces réactions n’ont été pour 1’instant

observées qu’en phase gazeuse.
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Figure 23 : Formation de d'adduits 8-Tyr-guanine et 8-GSH-guanine par un mécanisme radicalaire (79).

Les travaux de Milligan (81) ont démontré l'existence d'un transfert électronique de certains acides
aminés tels que la cystéine, la méthionine, la tyrosine et le tryptophane, vers la guanine oxydée sous la
forme d'un radical cation G°*. Ces acides aminés présentent en effet des potentiels d'ionisation plus bas
que G°*, et constituent donc des potentiels donneurs d'électrons capables de « réparer » les radicaux
cations de la guanine. Les produits de cette réaction de transfert électronique sont des radicaux localisés
sur les acides aminés. D'apres Milligan ef al., il est probable que ces derniers soient impliqués dans la

formation de pontages ADN-protéines.

1.2.4.2 Addition nucléophile

Nous avons vu précédemment que la guanine posseéde le potentiel d’ionisation le plus bas parmi les 4
bases de I’ADN. Celle-ci est donc particulicrement sujette aux réactions d’oxydation, conduisant a la
formation du radical cation G°*. Ce radical est sensible aux additions nucléophiles au niveau de la
position C8. Ce paragraphe résumera les principaux mécanismes d’addition nucléophile impliquant le
radical cation de la guanine décrits dans la littérature.

En 1992, Kasai et al. (82) ont démontré que la 8-oxoguanine pouvait se former par addition d'une
molécule d'eau sur G°*. Cette réaction a été observée lors de la photosensibiliastion d'ADN isolé par la
lumiere visible en présence de riboflavine. Le mécanisme correspond a la formation du radical cation
de la guanine par une photo-oxydation de type I, suivie de l'addition de H>O en C8. Le radical obtenu

est déprotoné et subit une seconde étape d'oxydation pour conduire a la 8-oxoguanine (cf. avant-propos).
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Figure 24 : Mécanisme de formation de la 8-oxoguanine lors de la photosensibilisation d'ADN isolé par la lumiére visible en
présence de riboflavine. Le radical cation formé par une photo-oxydation de type I subit une réaction d'hydratation, puis une
seconde oxydation, conduisant a la 8-oxoguanine (82).

B. Morin et J. Cadet ont décrit différents modeles d’addition nucléophile sur la base guanine afin
d’étudier le mécanisme de formation des pontages ADN-protéines.

La photo-oxydation de type I de la 2’-desoxyguanosine en solution dans un mélange eau/méthanol
(50/50) saturée en oxygene provoque l’addition nucléophile du méthanol sur la guanine (83). Le

mécanisme de formation proposé est résumé dans la Figure 25.
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Figure 25 : Mécanisme de formation de l'adduit méthanol-guanine proposé par Morin et Cadet (83).

La premicre étape consiste en un transfert électronique de la guanine vers la benzophénone utilisée
comme photosensibilisateur, ce qui aboutit a la formation du radical cation de la guanine, qui est
rapidement déprotoné. L’anion superoxyde réagit en position C5 du radical. Le méthanol s’additionne
ensuite en position C8 de la guanine. Cet intermédiaire réactionnel peut se décomposer par ouverture du
cycle pyrimidine suivie d’une réaction de décarboxylation. Enfin une réaction d’hydrolyse
s’accompagne de la perte du motif guanidine pour former le 1-(2-desoxy-p-D-erythro-pentofuranosyl)-
2-méthoxy-4,5-imidazolidinedione, qui a été isolé et caractérisé. Ce modele permet de mimer la
réactivité des groupements hydroxyle des résidus tyrosine, thréonine ou sérine, pouvant étre impliqués
dans la formation des pontages ADN-protéines. (83)

Le précédent modele a été transposé a I’addition d’une fonction amine, afin de mimer la réactivité des
résidus lysine et arginine. A 1’aide dun dérivé de la guanosine de type 5’-amino-2’,5’-

didésoxyguanosine (5’-NH;-dGuo), il a été démontré que ’amine en 5’ est capable de s’additionner en
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C8 de la guanine, par une réaction intramoléculaire sur le radical cation obtenu par photo-oxydation de
type I (Figure 26). Cette réaction est suivie de I'addition de I'anion superoxyde en C5. L’intermédiaire
formé peut ensuite se décomposer, par ouverture du cycle pyrimidine, suivie de plusieurs étapes

d'hydrolyse pour conduire aux photoproduits 1 et 2, qui ont été isolés et caractérisés. (4)

0 o) 0
N NH -e N NH NN
</N L /—\‘</N | N/)\NH - | HN /N Y

N~ NH, HN »
:o: o)

OH L OH _ L OH _
J o5, H*
0]
H-O
OH \O O
NH N N N
HN—< ~— HN—X 0 - HN— L
NH NH - N \N NH,
(0] (0] 0]
OH OH OH
photoproduit 1 photoproduit 2

Figure 26 : Addition nucléophile de l'amine 5' en position C8 du 5'-amino-2'-didésoxyguanosine (4).

B. Morin et J. Cadet ont également décrit le modele 5°-lys-dGuo (84) : ce dérivé posséde une lysine
greffée au niveau de I’hydroxyle en 5 afin de mimer les interactions étroites existant entre ADN et
acides aminés des histones au niveau cellulaire. Il constitue un mod¢le pertinent de par la forte
proportion de résidus lysine présents dans les histones et notamment dans certaines régions tres
impliquées dans les interactions ADN-nucléosome. La photo-oxydation de ce nucléoside par la
benzophénone conduit a des adduits intramoléculaires, par une attaque nucléophile de ’amine a de la
lysine en position C8 de la guanine. Cette réaction peut se produire directement sur le radical cation de
la guanine ou sur le radical neutre aprés déprotonation et addition du radical superoxyde en C5. Cette
approche a permis de mettre en évidence la réactivité de la lysine pour former des adduits en position

C8 de la guanine suite a une oxydation a un électron.
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Figure 27 : Formation de l'adduit intramoléculaire du dérivé 5'-lys-dGuo (84).

Toujours au laboratoire, les travaux de S. Perrier et a/. ont mis en évidence la formation d’un pontage
covalent entre lysine et guanine par photo-oxydation (de type I) d’un oligonucléotide TGT en présence
d’un tripeptide KKK (46). La photo-oxydation de type I conduit a la formation du radical cation de la
guanine ou a sa forme déprotonée, majoritaire a pH neutre. La réaction de pontage s’effectue par
’addition nucléophile de I’amine € de la lysine centrale du peptide en position C8 du radical cation de
la guanine (Figure 28). L’adduit ainsi obtenu peut subir une oxydation secondaire et donner lieu a

différents composés secondaires qui ont été isolés et caractérisés.
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Figure 28 : Mécanisme de formation de l'adduit KKK-guanine (46).
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Le mécanisme de suroxydation consiste en la formation d’un radical cation de 1’adduit guanine-KKK
qui comme la 8-oxodGuo présente un potentiel d’oxydation plus bas que celui de la guanine, suivi de
I’addition d’une molécule d’eau en position C5. Par analogie avec la suroxydation de la 8-oxodGuo,
cette réaction donne lieu a I’intermédiaire 5-OH-8-triLys-dGuo qui conduit aux dérivés spiroimino-
trilysine-dihydantoine et guanidino-trilysine-dihydantoine (Figure 29). Un autre produit de suroxydation

a également été décrit, suite a 1’addition intramoléculaire d’une amine libre du peptide en position C5.
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Figure 29 : Mécanisme de suroxydation de l'adduit KKK-guanine (46).
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Le radical cation de la guanine intervient dans la formation de nombreuses Iésions de ’ADN. La
réactivité de la position C8 vis-a-vis des especes nucléophiles présentes dans 1’environnement cellulaire
a ¢été mise en ¢vidence. Outre les exemples développés ici, d’autres additions nucléophiles en position
C8 de la guanine ont également été décrites, et confirment cette réactivité. On citera notamment
I’addition de la thymine par ’amine N3 sur le radical cation de la guanine conduisant a la formation
d’adduits thymine-guanine (Thd-Gua) (85) qui ont été détectés a 1’échelle cellulaire aprés irradiation
laser a 266 nm (86). Le radical cation de la guanine réagit avec certains acides aminés nucléophiles,
comme nous ’avons évoqué dans ce chapitre (cf. paragraphe 1.2.4.2). Ces acides aminés peuvent
s’additionner par un groupement amine (cas de la lysine) ou par une fonction alcool (cas de la sérine,
Perrier et al., données préliminaires). L’addition nucléophile d’acides aminés sur le radical cation de la
guanine pourrait donc vraisemblablement étre impliquée dans la formation des pontages ADN-

protéines.
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2 Les polyamines

2.1 Implications physiologiques des polyamines

Les polyamines sont des petites molécules cationiques présentes dans tous les organismes vivants. Dans
la cellule elles sont généralement liées a des molécules polyanioniques telles que I’ADN, ’ARN et les
phospholipides (87). Les polyamines biosynthétisées chez les mammiferes sont la putrescine, la
spermidine et la spermine (Figure 30). L’agmatine, qui provient de la décarboxylation de I’arginine, est
synthétisée uniquement chez les plantes et chez la plupart des bactéries, notamment celles de la flore

intestinale (88).

NH
H2N/\/\/NH2 H2N/\/\H/\/\/ 2
Putrescine Spermidine
H NH
HZN/\/\/N\\rNHZ HZN/\/\H/\/\/ -~ NHy
Agmatine NH, Spermine

Figure 30 : Structure des polyamines.

2.1.1 Métabolisme

2.1.1.1 Biosynthése

La putrescine est biosynthétisée a partir de 1’ornithine, issue du cycle de 'urée (Figure 31). Cette
réaction est catalysée par 1’ornithine décarboxylase (ODC). La putrescine est le précurseur des 2 autres
polyamines. La spermidine est produite lors de I’addition d’un groupement aminopropyle par la
spermidine synthase. La spermine est synthétisée a partir de la spermidine par la méme réaction
catalysée par la spermine synthase. Les groupements aminopropyle proviennent de la S-adenosyl-S-
methyl-homocysteamine (SAMHC). Ce composé est obtenu a partir de la S-adenosyl-methionine
(SAM) sous I’action de la SAM-decarboxylase (SAMdc). La SAM est issu de la condensation de la
méthionine avec une molécule d’ATP. La synthése de la spermidine et de la spermine dépend donc de

la présence d’un acide aminé essentiel, la méthionine. (87,89)

- 58 -



Chapitre 1 : Etude bibliographique

2.1.1.2 Catabolisme

Les polyamines sont métabolisées en un grand nombre de dérivés. Leur catabolisme fait intervenir des
réactions d’acétylation et d’oxydation (Figure 31).

La conversion de la spermine en spermidine puis de la spermidine en putrescine nécessite la formation
d’intermédiaires acétylés, la N'-acétylspermine et la N'-acétylspermidine. Cette réaction est catalysée
par l’enzyme clef du catabolisme des polyamines, 1’acetyl-Coa:spermidine/spermine N!-
acetyltransferase (SSAT), présente au niveau du cytosol. Les réactions d’acétylation des polyamines
permettent de diminuer le nombre de charges positives qu’elles portent, et ainsi de limiter les interactions
avec les molécules polyanioniques. (87,89)

La N'-acétylspermine et la N'-acétylspermidine sont ensuite oxydées par la polyamine oxydase (PAO),
pour régénérer la spermidine et la putrescine. Enfin, la diamine oxydase (DAQO) métabolise la putrescine

en acide y-aminobutyrique.

Ornithine

N-acétylputrescine Acide y-aminobutyrique (GABA)
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Acétyl-CoA DAO
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Figure 31 : Métabolisme des polyamines (89). ODC : ornithine decarboxylase ; SAM : S-adenosyl-methionine ; SAMHC : S-
adenosyl-S-methyl homocysteamine; SAMdc : SAM-decarboxylase ; 5’MTA : 5 -méthylthioadénosine; SSAT : acetylCoA
spermidine/spermine N'-acetyltransferase ; PAO : polyamine oxydase ; DAO : diamine oxydase.
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2.1.1.3 Régulation du métabolisme des polyamines
La concentration intracellulaire en polyamines est hautement régulée. Des perturbations dans leur
métabolisme sont associées a diverses pathologies. Les 3 enzymes impliquées dans la régulation sont

I’ODC, la SAMdc et la SSAT. (87)

= Régulation de ’ODC (88)

La régulation s’effectue a 2 niveaux :
- modification du taux d’expression du gene odc,

- dégradation de la protéine.

La modulation de I’expression génique a lieu notamment lors de la synthése d’ARN messager. La
transcription du gene odc augmente sous 1’action de divers stimuli : la région promotrice de ce gene
contient des séquences réceptives a certaines hormones ou facteurs de croissance. La synthése d’ARNm
est par exemple augmentée par le proto-oncogene c-Myc, par l’intermédiaire d’un facteur de
transcription.

La demi-vie de I’ODC est relativement courte. Sa dégradation est accélérée lorsque la concentration
intracellulaire en polyamines est élevée, et ne requiere par d ubiquitination au préalable. La forme active
de cette enzyme est un homodimére, 1’association des 2 sous-unités étant instable. Le principal acteur
de la dégradation de ’ODC est I’antizyme (AZ) : celui-ci se lie a la forme monomérique pour inactiver
la protéine et déclenche sa dégradation par le protéasome 268S. 1l existe un inhibiteur de ’antizyme

(AZin) qui est capable de déplacer ’AZ 1ié a I’ODC et ainsi empécher sa dégradation.

= Régulation de la SAMdc

La putrescine active la pro-enzyme et stimule I’activité de SAMdc. A I’inverse, ’augmentation de la
concentration intracellulaire en spermidine et spermine diminue la synthése de cette enzyme en inhibant
la transcription du géne SAMdc. La spermidine et la spermine induisent également la dégradation de
cette enzyme par le protéasome, apres ubiquitination. (87)

De nombreux processus liés a la croissance cellulaire, tels que la régénération tissulaire ou la

différenciation, sont associés a une élévation de la concentration cellulaire en SAMdc (88).
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= Effet du monoxyde d’azote (NO)

L’ODC et la SAMdc comportent au niveau de leur site actif, des résidus cystéine impliqués dans le
mécanisme catalytique. Ces cystéines peuvent réagir avec le NO, ce qui conduit a I’inactivation de

I’enzyme. Le NO constitue donc un inhibiteur de la biosynthése des polyamines. (88)

= Régulation de la SSAT

L’élévation de la concentration en polyamines s’accompagne d une induction de la transcription du gene
SSAT, via la séquence promotrice « polyamine responsive element » (PRE). L’activité de la SSAT est
modulée par différentes hormones, telles que 1’estradiol ou les corticostéroides (87). L’oncogene k-Ras
est capable d’inhiber cette enzyme, conduisant ainsi a une augmentation de la concentration cellulaire

en spermine et spermidine. (88)

2.1.14 Transport des polyamines (87,88,90,91)

Les systemes de transport des polyamines contribuent a ’homéostasie de leur métabolisme.

L’entrée des polyamines dans la cellule dépend du potentiel de la membrane plasmique et de la présence
de cations divalents (Ca>" et Mg?"). 1l existe 2 types de transporteurs pour I’influx de ces molécules : (i)
les transporteurs prenant en charge préférentiellement la putrescine et les composés diaminés, et (ii)
ceux destings a la spermidine et la spermine. L’internalisation des polyamines peut également s’effectuer
par un mécanisme d’endocytose dépendante de la cavéoline-1. Ces processus d’influx sont inhibés par
I’antizyme.

Ces molécules sont externalisées par un transporteur d’acides aminés, SLC3A2. Celui-ci forme un
complexe avec I’enzyme SSAT et catalyse I’efflux de putrescine et de la N'-acetylspermidine grace a
un échange polyamine/arginine.

L’oncogene k-Ras stimule I’endocytose et inhibe 1’externalisation des polyamines. Bien que trés étudiés,

les mécanismes impliqués dans le transport de ces molécules ne sont pas totalement élucidés.
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2.1.2 Fonctions biologiques des polyamines

Les polyamines sont protonées a pH physiologique et peuvent donc se lier a différentes macromolécules
présentant des sites anioniques tels que les acides nucléiques, les protéines ou les phospholipides
membranaires. Ces interactions sont susceptibles de jouer un role dans certains processus
physiologiques. (88)

Les principales fonctions biologiques des polyamines sont résumées dans la Figure 32. En particulier,
elles peuvent influencer la structure de I’ADN : ces petites molécules cationiques interagissent avec les
charges négatives de I’ADN et peuvent ainsi réguler sa condensation. D’autre part, elles participent a la
régulation de I’expression de certains geénes et interviennent dans les processus de la prolifération
cellulaire et d’apoptose. Dans ce paragraphe ces principaux roles biologiques seront étudiés plus en
détails. Nous verrons également que les polyamines sont impliquées dans certains aspects des fonctions
reproductrices, au niveau de la production des gametes males et femelles, et de la fécondation. Dans ces
travaux nous nous intéresserons exclusivement a leur réle dans les fonctions reproductrices males.
L’implication des polyamines dans les fonctions ovariennes est décrite dans la revue de Pavine Lefévre
et al. (92). Ces molécules interviennent dans d’autres processus physiologiques essentiels qui ne seront
pas détaillés ici, tels que la régulation de la réponse immunitaire, la cicatrisation, et le maintien de la

trophicité intestinale.

Régulation de
Structure de 'ADN I'expression des genes

Cicatrisation \ / / Cycle cellulaire

T~

Roles biologiques

des polyamines —~—

) ) Prolifération cellulaire

Régulation de la
réponse immunitaire
Apoptose
Trophicité intestinale

Fonctions
reproductrices

Figure 32 : Importance physiologique des polyamines.
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2.1.2.1 Effets sur la structure de PADN

Les polyamines sont en contact étroit avec I’ADN par différents types d’interaction (87) :

- liaisons ioniques entre leurs groupements amines et les phosphates de I’ADN,

- interactions cation-mt avec les nucléobases,

- interactions hydrophobes.

Elles stabilisent le nucléosome et participent a la condensation de I’ADN, ce qui permet de protéger la
macromolécule contre I’effet des radiations ionisantes, des especes réactives de 1’oxygene, ou des
DNAses. Elles sont impliquées dans le remodelage de la chromatine en modulant 1’acétylation des

histones. (87)

= Les agrégats de polvamines (“Nuclear Aggregates of polyamines”, NAPs) (93-97)

Les polyamines sont connues pour leur habilité a stabiliser et condenser la molécule d’ADN, mais le
mécanisme de cette interaction n’est pas totalement élucidé. L’équipe de D’Agostino a proposé un
mode¢le reposant sur la formation d’agrégats de polyamines, appelés NAPs. Les polyamines sont
capables de s’auto-assembler pour former des agrégats moléculaires, qui adoptent une structure
macrocyclique. A 1’échelle cellulaire, 3 types de structure ont été identifiés, présentant des poids
moléculaires d’environ 1000, 4800 et 8000 Da, respectivement nommés small-NAP (s-NAP), medium-
NAP (m-NAP) et large-NAP (I-NAP) (93,98). Ces structures interagissent avec ’ADN génomique, et
influencent sa conformation ; elles ont également un effet protecteur vis-a-vis des nucléases. Les NAPs
permettent notamment de préserver I’ADN de la dégradation par la DNAse I, plus efficacement que les
polyamines « libres » (94).

Les NAPs se forment par interactions ioniques des amines primaires des polyamines avec les phosphates
environnants. Chaque phosphate est li¢ a 2 polyamines par leurs fonctions N-terminales, conduisant a
un assemblage alterné et linéaire. Au cours du processus d’¢longation, les forces de répulsion
Coulombiennes provoquent la courbure de la chaine de polyamines, dont la flexibilit¢ dépend de la
longueur des éléments qui la composent (la spermine étant la molécule la plus flexible et la putrescine
la plus rigide). Le systéme se stabilise par cyclisation. La seconde étape de I’assemblage est I’agrégation
de ses monomeres macrocycliques, pour aboutir a une structure supramoléculaire plane et polycyclique
(Figure 33). Les macrocycles sont alors associ€s par des liaisons hydrogene entre les groupements
phosphate.

Les s-NAP sont des structures monocycliques constituées de 2 molécules de spermine, une molécule de
spermidine et une molécule de putrescine ; il s’agit de précurseurs pour la formation des autres agrégats.
Les m-NAP sont des assemblages de 5 s-NAP, connectés par des liaisons hydrogene. Ces structures
semblent impliquées dans la réplication cellulaire, puisque leur concentration intracellulaire est

maximale en phase S. Les I-NAP sont constitués de 5 monomeres de 6 polyamines (2 spermine, 2
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spermidine et 2 putrescine). Ils ont vraisemblablement un réle dans la stabilisation, la protection et/ou
la réparation de I’ADN simple brin. La putrescine joue un role essentiel dans la formation des NAPs,
puisque ses charges positives sont entierement neutralisées par les phosphates (a2 I'inverse de la
spermidine et la spermine), ce qui diminue les forces répulsives entre ces molécules qui pourraient
entraver les interactions entre les monomeres. La spermidine et la spermine quant a elles sont nécessaires
a P’interaction des NAPs avec ’ADN, grace a la présence de charges positives excédentaires sur leurs

amines secondaires. (99)

Figure 33 : Représentation schématique de la structure des « nuclear aggregates of polyamines » (NAPs) (94). A : small-
NAP, constitué de 2 spermine, 1 spermidine et 1 putrescine, reliées par des groupements phosphate. B : medium-NAP,
polymere de 5 unités s-NAP, liées par des liaisons hydrogenes (représentées par des triangles verts). C : large-NAP,
polymere de 5 unités cycliques de 6 polyamines. Les fleches indiquent la flexibilité nécessaire a [’adaptation a la double
hélice d’ADN.

Les travaux de D’Agostino ont démontré que ces NAPs étaient capables d’interagir avec I’ADN, par
formation de liaisons ioniques entre les groupements amines et les phosphates de I’ADN. Les amines
primaires étant déja impliquées dans la formation des agrégats circulaires, les amines secondaires sont
les seules disponibles pour se lier a I’ADN. Les NAPs s’inserent dans les sillons de I’ADN suite a un
phénomene de reconnaissance. La liaison d’un résidu spermine d’un s-NAP avec les phosphates de
I’ADN-Z est particulierement efficace et permet a cet agrégat de se loger dans le petit sillon (99) (Figure
34). La structure obtenue est stabilisée par des liaisons hydrophobes (entre les groupements méthyléne
de la thymine et les chaines aliphatiques des polyamines) et des interactions de type ion-dipdle (entre
les amines secondaires des polyamines et les amines N7 des purines ou les carboxyles O4 des thymines).
Les macrocycles s’alignent parfaitement dans le sillon, puis I’ensemble est renforcé par des liaisons
hydrogéne entre les groupements phosphate de NAPs adjacents, formant ainsi un tunnel

supramoléculaire qui enveloppe I’ADN.
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Spermine
on Z-DNA

Figure 34 : Stabilisation de I'ADN-Z par la spermine « libre » vs NAPs (99). A : Structure 3D de I’ ADN-Z co-cristallisé avec
la spermine (100). B : Structure proposée par Brooks et al. pour I’ADN-Z lié a des NAP (99).

Les NAPs ont un effet sur la structure tridimensionnelle de I’ADN, et participent notamment a une
transition conformationnelle de I’hélice A en hélice Z. Cette transition peut se produire lors de la
formation d’un m-NAP in situ, par agrégation de 3 s-NAP libres avec 2 unités déja lices a1’ ADN (Figure
35). L’assemblage de cette structure s’accompagne d’un élargissement du pas de la double hélice qui

favorise la transition.
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Figure 35 : Interactions des NAPs avec les différentes formes de I'ADN ; transition conformationnelle de I’hélice A en hélice
Z (94). A : sNAP liés a [’ADN-A. Les anneaux gris représentent les macrocycliques de polyamines, avec les groupements
phosphate en rouge. B : Formation progressive d'un m-NAP. C : m-NAP liés a [’ADN-Z.

D’apres D’Agastino et al., ces NAPs constituent la forme biologiquement active par laquelle les

polyamines interagissent avec I’ADN et exercent leur effet protecteur (94).

2.1.2.2 Régulation de I’expression des génes
Ces molécules participent a la régulation de I’expression de certains génes, en particulier ceux impliqués
dans leur propre métabolisme, ou dans la prolifération cellulaire. Cette régulation s’effectue a 3 niveaux :

la transduction du signal, la transcription des genes, et la traduction.

=  Modulation de la transduction du signal (89)

Les polyamines sont impliquées dans certaines voies de signalisation intracellulaire. Par leur nature
polycationique, elles interagissent avec les membranes phospholipidiques et régulent ’activité de
certaines enzymes membranaires. Elles sont notamment capables d’activer des kinases, telles de la
tyrosine kinase, la protéine kinase A ou les MAP kinases, ce qui a pour effet de stimuler I’expression
de proto-oncogenes (c-Myc par exemple). Elles interagissent également avec les protéines G, en

stimulant leur activité GTPase.

3 mitogen-activated protein kinases
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= Régulation de la transcription des génes (87)

Les polyamines régulent la transcription de certains génes par différents mécanismes. En particulier,
celles-ci peuvent induire la transcription du géne de la SSAT (cf. paragraphe 2.1.1.3), enzyme impliquée
dans leur catabolisme, via une séquence promotrice appelée « polyamine responsive element » (PRE).
Ce processus de régulation s’effectue par I’intermédiaire de 2 facteurs de transcription, PMF-16 et Nrf-
27, qui interagissent avec la séquence PRE.

Les polyamines sont également impliquées dans I’expression des facteurs de transcription c-fos et c-
myc, qui a leur tour régulent I’expression de certains génes impliqués dans la prolifération cellulaire.
Enfin, elles stimulent également la liaison du facteur de transcription NF-kB a sa séquence spécifique
de ’ADN. Ceci lui permet d’exercer son activité régulatrice, et d’intervenir dans les processus

inflammatoires.

= Régulation de la traduction de ’ARN (87,88)

Les polyamines se lient a I’ARN, afin de moduler la synthése des protéines. La spermidine régule la
formation du complexe d’initiation. Les polyamines peuvent interagir avec les ARN de transfert, et
stabiliser leur structure.

La régulation s’effectue également par I’intermédiaire de la protéine HuR (Hu antigene R). Celle-ci
stabilise les ARN messagers en se liant aux séquences riches en A-U des régions 3’ non transcrites. Les
polyamines réduisent 1’expression de certains génes impliqués dans 1’apoptose et la prolifération
cellulaire en inhibant la liaison de HuR a ’ARNm. A I’inverse, elles peuvent augmenter 1’expression
du proto-oncogene c-Myc par phosphorylation de HuR ce qui favorise sa liaison a I’ARNm.

Le facteur elF5SA est essentiel a la traduction lors de la phase d’élongation. Cette protéine subit une
modification post-traductionnelle d’une lysine en hypusine, nécessaire a son activité biologique. La
protéine précurseur est tout d’abord modifiée par la désoxyhypusine synthase, qui greffe un motif
aminobutyle provenant de la spermidine (Figure 36). Ensuite la désoxyhypusine hydrolase réalise une

hydroxylation pour former la protéine eIF5A active.

% polyamine-modulated factor 1
7 nuclear factor erythroid 2-related factor 2
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Figure 36 : Mécanisme de formation du facteur elF5A (87).

2.1.2.3 Effets sur la progression du cycle cellulaire, la croissance cellulaire et ’apoptose

Les polyamines sont nécessaires a la progression du cycle cellulaire. Leur concentration cellulaire
augmente a 2 étapes du cycle : (i) la transition G1/S et (ii) la transition S/G2. La diminution de leur
biosynthese par I’inhibition de I’ODC se traduit par un arrét du cycle cellulaire en phase G1. L’inhibition
sélective de la SAMdc provoque une €longation de la phase S. Au cours de la transition G2/M, on
observe une augmentation de leur catabolisme par la SSAT. (87)

Les polyamines sont capables de réguler I’activité des cyclines, protéines impliquées dans le contrdle
de la progression du cycle cellulaire par 1’activation des protéines kinases cycline-dépendantes (CdK).
La protéine CdK 4 intervient dans la progression de la phase G1, et CdK 2 est impliquée dans la
transition G1/S. Lorsque la concentration cellulaire en polyamines diminue, on observe une réduction
de I’expression de la cycline D1, et parallelement une augmentation de celle des inhibiteurs des CdK 2
et4 (p21Cipl et d27Kip1). Ceci conduit a I’arrét du cycle cellulaire en phase G1. On constate également
une diminution de I’expression de la cycline A, a I’origine de 1’élongation de la phase S associée a une
inhibition de la synthése d’ADN. (87)

Les polyamines participent a la polymérisation des microtubules. Par leur nature polycationique, elles
se lient a ’extrémité c-terminale de la tubuline chargée négativement, et jouent le role de contre-ion
entre les hétérodimeres o/f, ce qui favorise leur assemblage. De plus, elles modulent les interactions
avec des protéines impliquées dans la stabilisation du réseau de microtubules. (87)

Les polyamines jouent également un réle dans la prolifération cellulaire par I’intermédiaire de la
protéine p53 (89). Ce facteur de transcription n’est que trés peu présent dans la cellule a 1’état normal.
Son activation en situation de stress conduit a I’arrét du cycle cellulaire ou a 1’apoptose. Une forte
diminution de la concentration en polyamines est associ¢e a une augmentation de I’expression du gene

p53, et en paralléle a une inhibition de celle de MDM2, protéine qui se fixe a p53 et induit sa destruction
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(101,102). A I’inverse, I’augmentation de la concentration cellulaire en polyamines s’accompagne d’une
augmentation de la prolifération cellulaire (103).

Paradoxalement, une accumulation excessive de polyamines favorise 1’apoptose. Ceci peut s’expliquer
par une augmentation de la production de peroxyde d’hydrogéne par la polyamine oxydase lors du

catabolisme des polyamines (89).

2.1.2.4 Polyamines et fonctions reproductrices males

Les polyamines sont produites dans les cellules germinales, ainsi que dans les cellules de Sertoli et de
Leydig (92). Leur synthése est modulée par les gonadotrophines, I’hormone folliculostimulante (FSH)
et I’hormone lutéinisante (LH) qui agissent sur I’activité de I’ODC. Les polyamines sont nécessaires au
fonctionnement des cellules de Leydig et sont impliquées dans la secrétion des hormones stéroidiennes
(104). Ces molécules ont un role dans le développement testiculaire et la spermatogenése. Des études
réalisées chez le rat ont mis en évidence une élévation de I’expression du géne Odc dans les
spermatogonies au stade prépubere (105,106). D’apres les travaux de Kaipia et al. (107) I’expression de
ce gene évolue au cours des différentes étapes de la spermatogenése. Une augmentation des taux
d’ARNm de Odc est observée dans les spermatocytes au cours de la premiere division méiotique, en
particulier au stade pachyténe® de la prophase. Cette tendance coincide avec I’augmentation de la
synthése des ARN totaux dans ces cellules. Ceci témoigne du réle des polyamines dans la méiose, et
dans la régulation de la transcription au cours de la spermatogenese. Le taux d’expression de Odc est
également élevé dans les spermatides. Cette derni¢re observation souligne I’importance des polyamines
dans la spermiogénese, qui correspond a 1’étape de différenciation des spermatides en spermatozoides.

Bien que les polyamines soient essentielles au processus de spermatogenése, il a été démontré que leur
présence en exces pouvait a I’inverse altérer les fonctions reproductrices (109). L’activité de I’ODC est
donc régulée par I’antizyme et plus précisément par I’isoforme AZ3, présent dans les cellules
germinales. Afin d’éviter toute surproduction de putrescine, AZ3 est capable de désactiver ’ODC (cf.
paragraphe 2.1.1.3). AZin2 peut entraver I’effet inhibiteur de AZ3 sur I’ODC et sur le transport de
polyamines. Ainsi, le taux de polyamines dépend de la modulation de 1’expression du géne Odc, mais

également d’un équilibre entre les activités de AZ3 in AZin2 (92).

Dans la prostate, 1I’épididyme et les vésicules séminales, la production de polyamines est régulée par les
androgenes (92). La putrescine, la spermidine, et la spermine sont présentes dans le liquide séminal a
des concentrations d’environ 0.10, 0.16 et 2.43 mM, respectivement (110). Leur concentration est plus

basse dans le sperme de patients infertiles (92). Dans une étude réalisée chez des hommes présentant

8 Le stade pachyténe correspond a ’un des stades de la prophase de la premiére division méiotique, au cours duquel
les chromatides s’épaississent et se raccourcissent. Les appariements chromosomiques sont achevés, et des
événements de recombinaison génétique (crossing-over) se produisent entre les homologues (108).
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une oligospermie (111), l'augmentation du taux de polyamines par un traitement par la S-
adenosylmethionine (SAM) s’accompagne d’une augmentation du nombre de spermatozoides et de la
motilité. Les polyamines jouent donc un réle dans la motilité des spermatozoides, par un mécanisme qui
n’est pas encore totalement élucidé. Les travaux de Shah et al. (112) évoquent une possible intervention
de I’adénylate cyclase.

La spermidine et la spermine participent indirectement a la fécondation de 1’oocyte. Les travaux de
Rubinstein ef al. (113) ont montré leur implication dans la capacitation des spermatozoides et dans la
réaction acrosomique. La capacitation est un processus de maturation de la membrane des
spermatozoides, qui s’accompagne d’une augmentation de la mobilité latérale des protéines et d’une
altération de la fluidité membranaire. La spermine inhibe ce processus, et agit comme un facteur
décapacitant, en stabilisant la membrane plasmique. Ceci permet d’éviter une réaction acrosomique
prématurée, et augmente les chances de succes de la fécondation. La spermidine est également
impliquée, mais son effet inhibiteur est moindre. La putrescine quant a elle ne semble pas jouer un role

dans la capacitation et la fécondation.
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2.1.3 Polyamines et cancer

2.1.3.1 Modification du métabolisme des polyamines lors de la cancérogenése

Les polyamines sont impliquées dans la croissance cellulaire et dans certains processus de
différenciation. De nombreuses études ont révélé une accumulation de ces molécules dans des tissus
cancéreux.

La relation entre le métabolisme des polyamines et les processus de cancérisation a été tres étudiée dans
le cas du cancer colorectal (Figure 37). Le mécanisme décrit repose sur ’implication de 2 oncogenes,
Myc et k-Ras, et 2 suppresseurs de tumeur, APC et PPARy (103). Nous avons vu précédemment que
I’oncogene Myc intervient dans le métabolisme des polyamines par stimulation de leur synthése par
I’ODC (cf. paragraphe 2.1.1.3). Dans une cellule normale, le suppresseur de tumeur Adenomatous
Polyposis Coli (APC) inhibe la transcription du gene Myc, ce qui conduit a un faible taux de transcription
de Odkc, et indirectement a une faible concentration cellulaire en polyamines. APC induit également une
stimulation de I’antizyme qui est responsable de I’induction de la dégradation de 1’ODC par le
protéasome. Chez les individus souffrant de polypose adénomateuse familiale (114), on observe une
mutation du géne suppresseur de tumeur APC. Ceci provoque une diminution de I’activité de I’antizyme,
et une induction de la transcription de Iongéne Myc. Le facteur de transcription MYC active la
transcription de Odc. La mutation de APC est donc responsable d’une augmentation de la synthése des
polyamines. (115)

D’autre part, I’oncogéne k-Ras est impliqué dans la régulation de la transcription de la SSAT (cf.
paragraphe 2.1.1.3), par une voie de signalisation dépendante du facteur de transcription PPARy. La
spermidine/spermine acetyltransferase est une enzyme impliquée dans le catabolisme et la régulation du
transport des polyamines. Dans une cellule normale, le facteur PPARY active la transcription de la SSAT.
La protéine k-RAS est inactive vis-a-vis de PPARY. La mutation de k-Ras dans les cancers colorectaux
a pour effet I’inhibition de I’activité de PPARy, On assiste donc a une diminution de 1’expression de la
SSAT, ce qui réduit le catabolisme et I’efflux des polyamines. (116)

Ainsi, les mutations observées au niveau des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeurs lors du
développement du cancer colorectal induisent a la fois une augmentation de la synthése des polyamines

et une diminution de leur catabolisme.
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Figure 37 : Régulation du métabolisme des polyamines dans les cellules de la muqueuse du colon par des oncogeénes et génes
suppresseurs de tumeurs impliqués dans le développement du cancer colorectal (117). A : Métabolisme dans une cellule
normale. B : Métabolisme dans une cellule cancéreuse.

2.1.3.2 Roles des polyamines dans le développement des cancers

Bien qu’il soit admis qu’il existe un lien entre le taux de polyamines intracellulaire et le processus de
cancérogenese, le role exact de ces molécules dans le développement des cancers reste pour le moment
inconnu. L.’élévation de la concentration cellulaire en polyamines est associée a (117) :

- une augmentation de la prolifération cellulaire,

- une augmentation de I’expression des genes impliqués dans le développement tumoral et

I’apparition de métastases,

- une diminution de ’apoptose®.

De plus, les polyamines sont indispensables a I’angiogeneése, se produisant suite a une lésion tissulaire

ou lors du développement tumoral (118).

°A noter que dans le cas de concentrations de polyamines extrémement élevées on assiste au contraire & une
stimulation du processus d’apoptose. (cf. paragraphe 2.1.2.3)
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2.1.3.3 Les polyamines comme outil diagnostique

Des taux de polyamines anormalement élevés ont été détectés dans les urines de patients souffrant de
différents types de cancer. La mesure des taux urinaires de polyamines pourrait donc constituer un outil
diagnostique dans ces pathologies. Cependant, ces taux anormalement élevés concernent seulement 80%
des patients souffrant de cancer, ce qui suppose un risque important de faux négatifs. Ce parameétre peut
cependant s’avérer pertinent pour le suivi de I’efficacité des chimiothérapies, et la prévention des
rechutes. Les polyamines sont également détectées dans d’autres fluides biologiques tels que le sang ou

le liquide cérébrospinal. (119)

2.1.3.4 Métabolisme des polyamines et thérapeutique

Le métabolisme des polyamines constitue une cible dans le traitement des cancers. La premiére stratégie
envisagée a permis de développer des molécules qui inhibent spécifiquement certaines enzymes
impliquées dans la biosynthése. L’ a-difluorométhylornithine est un inhibiteur de I’ODC. Ce composé
présente des propriétés cytostatique et cytotoxique. Le méthylglyoxal-bis(guanylhydrazone) est un
inhibiteur de la SAMdc. Il s’agit d’un analogue de la spermidine, qui a été utilis¢é comme agent anti-
leucémique. La seconde stratégie consiste a cibler plusieurs enzymes simultanément, grace a des
inhibiteurs multisites. Les composés de premiere génération sont des analogues des polyamines
substitués symétriquement, tels que les bis(ethyl)polyamines. La seconde génération de molécules

proposée est constituée d’analogues non symétriques. (117,120)
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2.2 Polyamines et lésions de ’ADN ?

2.2.1 Effet radioprotecteur des polyamines

Les polyamines, par leur capacité a stabiliser et a condenser I’ADN, le protégent de la formation d’un
certain nombre de Iésions induites par les radiations. En 1995, Spotheim-Maurizot et al. ont étudié 1’effet
des polyamines sur la formation de cassures simple-brin et double-brins produites par radiolyse dans de
I’ADN plasmidique (121). Ces travaux ont révélé une diminution de la formation de ces cassures en
présence de spermine et de spermidine. Cet effet est nettement moins marqué dans le cas de la putrescine.
Différentes hypothéses ont été¢ émises pour expliquer ces propriétés radioprotectrices. Dans la premiére,
les polyamines auraient un réle de scavenger vis-a-vis des radicaux OH°. Cet effet peut s’observer
localement, au niveau des sites de liaison des polyamines a I’ ADN, ou bien couvrir I’ensemble du milieu
environnant. La seconde est liée a I’augmentation de la condensation de I’ADN par la spermine et la
spermidine, ce qui réduirait 1’accessibilité des sites sensibles aux radicaux. Cette derniére hypothese a
¢été partiellement confirmée par les travaux de Chiu e al. dans le cas de la spermine (122). Cette
polyamine est en effet capable d’exercer un effet radioprotecteur vis-a-vis des cassures double-brins
dans de la chromatine dépourvue d’histone H1, dont la radiosensibilité est accrue. Cet effet n’est pas
observé pour la chromatine intacte associée a tous les histones. Cette équipe a é¢galement démontré que
la présence de putrescine et de spermine était associée a une diminution du taux de pontages ADN-
protéines induits par les radiations (123).

En 2000, une étude réalisée par Douki et al. (124) a permis de mettre en évidence 1’effet protecteur des
polyamines vis-a-vis de la formation de certaines modifications de bases induites par les radicaux OH®°
issus de la radiolyse de 1I’eau. Une expérience d’irradiation d’ADN isolé par rayonnement y (50 Gy) a
révélé une forte diminution du taux de 8-oxodGuo et de 5-OH-dCyd en présence de spermine a des
concentrations supérieures a 100 uM. Cette tendance est similaire dans le cas de spermidine, mais
beaucoup moins marquée pour la putrescine, qui posseéde moins de charges positives et se lie peu a
I’ADN. La liaison des polyamines a I’ADN serait donc un élément clef dans le phénomene de
radioprotection. Ceci est confirmé par le fait que I’irradiation de nucléosides avec la spermine est
associée a une radioprotection moindre, alors que les polyamines n’interagissent pas avec ses
monomeres de charge neutre. La spermine est un scavenger des radicaux hydroxyle (125), mais d’aprés
ces travaux ceci n’interviendrait que tres partiellement dans son effet protecteur contre les modifications
de bases radioinduites. Le mécanisme principal de la radioprotection des polyamines serait une
modification de la conformation de I’ADN, avec une compaction de la double hélice qui diminuerait
I’accessibilité des sites sensibles aux radicaux hydroxyle. Ainsi, ces molécules exercent leur effet

protecteur sur I’ensemble de la molécule, et pas seulement au niveau de leur site de liaison a I’ADN.
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2.2.2 Formation d’adduits avec la 8-oxoguanine

Comme nous I’avons vu dans le paragraphe 1.2.3, la 8-oxodGuo posséde un potentiel d’ionisation plus
bas que les bases non modifiées, ce qui lui confére une grande sensibilité a 1’oxydation pour conduire a
I’intermédiaire OGox. Cette espece est favorable aux additions nucléophiles au niveau de la position
C5. Les polyamines sont présentes au contact de I’ADN et représentent des nucléophiles potentiels pour
I’addition sur OGox. L’équipe de Burrows a démontré que la spermine était capable de réagir avec la
position C5 de OGox, pour former des adduits 5-spm-8-oxoguanine (126). Ces adduits se décomposent
partiellement pour produire des Iésions présentant une structure de type désoxyribosylurée. Le
mécanisme de cette réaction est représenté dans la Figure 38. Au niveau du motif spermine de 1’adduit
5-spm-8-oxoguanine, I’amine secondaire en N5 réalise une attaque nucléophile en C5 de la guanine, ce
qui se traduit par une cyclisation et aboutit a 1’intermédiaire spiroaminal. Ce composé¢ est sensible a

I’hydrolyse, ce qui conduit au dérivé désoxyribosylurée.

RHN
N NUH2
N NH [0] N N NuH, = spermine Hﬁ \
o= M T o I I 0= L
N™ N7 UNH, N™ N7 "NH, N7 N7 NH,
ssDNA ssDNA ssDNA
R = (CH,),NH(CH,)sNH,
RHN
Crd
N
N
H | @)
o) N)\NH fNRO L& o
O°N N NH N
+ ~— ) N e — PPN
N\ NS
HNTN ‘NKNHz 07N N7 NH,
o ssDNA ssDNA
OH,
HaN"“NH
ssDNA

Figure 38 : Mécanisme de formation de l'adduit 5-spm-8-oxoguanine et de ses produits de dégradation, proposé par Hosford
etal. (126)

Ce mécanisme est transposable a 1’adduit avec le 1,3-aminopropane, qui se dégrade également en
désoxyribosylurée, et confirme le mécanisme précédemment décrit (Figure 39). Dans le cas de [’adduit

avec une polyamine plus longue, telle que le 1,4-diaminobutane (la putrescine), le produit de dégradation
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observé est de type spiroiminodihydantoine ; la cyclisation étant moins favorable avec un carbone

supplémentaire.

N
N
N
@ 0 NH O

HN f o~ N

NH,

H )\ - "
O)\N )\ H,N
ssDNA ssDNA o
adduit avec le H,oN 'T‘H
1,3-diaminopropane ssDNA
NH, H2N
@ 0
HN
Aol L A
H,
SsDNA ssDNAN

adduit avec le
1,4-diaminobutane

Figure 39 : Produits de dégradation des adduits avec le 1,3-diaminopropane et le 1,4-diaminobutane. (126)

Ces travaux ont donc permis de mettre en évidence la formation d’adduits entre les polyamines et la 8-
oxodGuo in vitro. A notre connaissance, I’existence de ces lésions au niveau cellulaire ainsi que les
éventuelles répercussions physiologiques associées sont actuellement inconnues. Cette étude permet
cependant de démontrer la réactivité des polyamines vis-a-vis des bases de I’ADN, et plus précisément
avec la position C5 de I’intermédiaire OGox. Il est probable que ces molécules de polyamines présentent
une réactivité similaire avec d’autres sites déficitaires en électron, et ainsi étre impliquées dans la

formation d’autres 1ésions de I’ADN.
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Objectifs de I’étude

Ce travail de thése consiste en I’étude de 2 types de Iésions de ’ADN :

- les pontages ADN-protéines

- les pontages ADN-polyamines
Le mécanisme de formation recherché est commun a ces dommages, et fait intervenir le radical cation
de la guanine, suite a une oxydation a un électron de I’ADN. Nous avons vu dans le chapitre précédent
que cette espece est impliquée dans la formation de nombreux dommages oxydatifs. Il existe en effet
différents nucléophiles capables de s’additionner en position C8 du radical cation de la guanine et de
former des adduits. D’apres les données décrites dans la littérature, les groupements nucléophiles
particuliérement impliqués sont des fonctions alcool (cas du MeOH, (83)) ou bien des amines primaires.
Les travaux réalisés sur le peptide trilysine (46) ont permis de mettre en évidence 1’addition nucléophile
de I’acide aminé lysine sur le radical cation de la guanine d’un oligonucléotide TGT. Il est tout a fait
probable qu’une telle réaction puisse jouer un role déterminant dans la formation des pontages ADN-
protéines. Dans ces travaux nous avons donc entrepris de démontrer que cette réaction de pontage entre
la guanine et la lysine pouvait également avoir lieu dans I’ADN double brin. Les adduits guanine-lysine

ont par la suite été recherchés dans I’ADN cellulaire.

11 existe actuellement peu de données dans la littérature concernant la structure chimique des pontages
ADN-protéines induits par le stress oxydant. Le but de cette étude est d’identifier la nature chimique de
ces pontages, et de déterminer s’ils peuvent impliquer la guanine et la lysine. Dans ce but, des mode¢les

de pontage entre des peptides et des oligonucléotides ont été mis au point.

Les polyamines constituent également des nucléophiles potentiels pour cette réaction de formation
d’adduits. Ces petites molécules présentes au contact de I’ADN possedent des amines primaires
susceptibles de réagir avec le radical cation de la guanine. Des données préliminaires concernant la
formation des adduits guanine-polyamines ont été obtenues par Laure Bobyk, lors de travaux antérieurs
réalisés au laboratoire. L’étude de ces Iésions a donc fait I’objet de la seconde partie de ce projet. Ces
adduits ont été¢ recherchés dans I’ADN extrait de spermatozoides, afin de mieux comprendre

I’implication biologique des polyamines dans les fonctions reproductrices males et la fertilité masculine.

Ces deux types de dommages ont été étudiés en adoptant la méme stratégie. Dans un premier temps, les
Iésions ont été synthétisées chimiquement, sous la forme de nucléosides modifiés, puis caractérisées a
I’aide de différentes méthodes d’analyse structurale. Nous avons ensuite développé des méthodes
analytiques par HPLC couplée a la spectrométrie de masse en tandem, afin de pouvoir les détecter et
mesurer leurs taux de formation dans I’ADN isolé puis dans I’ADN cellulaire. Les outils analytiques

développés permettent d’envisager 1’étude des conséquences biologiques de ces 1ésions.
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1 Synthése et caractérisation des standards

1.1 Réactifs

Le N-bromosuccinimide, le 1,4-diaminobutane (putrescine), la spermidine, la spermine, la
tri¢thylamine, la L-lysine, I’acide trifluoroacétique, ainsi que les solvants utilisés pour la synthese
proviennent de chez Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). La 2’-désoxyguanosine a été fournie par Pharma
Waldhof (Diisseldorf, Germany). L’acide formique et les solvants pour HPLC proviennent de VWR
BDH Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France).

1.2 Bromation de la 2°-désoxyguanosine

(@]
N
NH
Br_</N | /)\
HO N NH»
O
OH

CioH12BrN;sO4
M= 346,14 g/mol

8-bromo-2’-deoxyguanosine (8-Br-dGuo)

4g (15 mmoles) de 2’-désoxyguanosine sont mis en suspension dans un mélange d’eau (40 mL) et
d’acétonitrile (160 mL). Le N-bromosuccinimide (4g, 22.5 mmoles) est ajouté en 3 fois a 0°C. Le
mélange réactionnel est agité pendant 30 min a température ambiante, puis concentré sous pression
réduite. Le résidu est ensuite repris dans I’acétone (80 mL) puis agité pendant 2h a température ambiante.
Le précipité observé est ensuite isolé par filtration sur Biichner. Le filtrat est rincé 2 fois a I’acétone
froid, et séché sous vide. On obtient 3,85 g (11,1 mmoles) d’une poudre légérement rosée avec un

rendement de 74%. Ce composé est utilisé pour la suite de la synthése sans purification supplémentaire.
'"H NMR (D0, 200 MHz, §): 2.13 (ddd, 1H, J= 2.3, 6.5, 13.6 Hz, H2”), 3.07 (ddd, 1H, J= 6.3, 8.1,

13.6 Hz, H2"), 3.64 (dd, 1H, J= 4.2, 12.0 Hz, H5”), 3.75 (dd, 1H, J= 3.4, 12.0 Hz, H5), 3.89-3.95 (m,
1H, H4%), 4.48-4.54 (m, 1H, H3), 6.30 (dd, 1H, J= 6.5, 8.1 Hz, HI").

- 80 -



Chapitre 2 : Partie expérimentale
1.3 Synthese des adduits 8-polyamine-dGuo

HoN
2 0
N
NH
AL A
N™ >N NH,
HO
(0]
OH
C14H23N704
M= 353,38 g/mol

8-((4-aminobutyl)aminoe)-2'-deoxyguanosine (8-put-dGuo)
La 8-Br-dGuo (69 mg, 0,2 mmole) est mise en solution dans 1,2 mL de DMSO avec du 1,4

diaminobutane (100 pL, 1 mmole). De la triéthylamine est ajoutée (135 pL, 1 mmole), puis le mélange
réactionnel est chauffé pendant 15h a 110°C sous agitation. Le brut réactionnel est dilué au 1/10° dans
I’eau, neutralisé par HCI, et injecté par HPLC phase inverse. La purification est réalisée sur une colonne
C18 (Interchim Uptisphere Spum ODB 250*4.6 mm), avec un débit de 1 mL/min. La phase mobile est
constituée d’acide trifluoroacétique a 0,1% (éluant A) avec un gradient d’acétonitrile (éluant B) de 0 a
14% en 21 min. Le compose ¢lué a 15 min (k’=3.41) est collecté, concentré et lyophilisé. Les conditions
décrites pour la purification par HPLC peuvent étre adaptées pour le suivi de I’avancement de la
réaction : le brut réactionnel est alors dilué au 1/100¢ et le gradient d’acétonitrile est réglé a 1% par min.

Cette réaction de substitution présente un taux de conversion de 25% d’adduit.

'"H NMR (D0, 500 MHz, §): 1.70-1.78 (m, 4H, Hpusc ), 2.26 (ddd, 1H, J= 1.8, 6.6, 14.5 Hz, H2"),
2.77 (ddd, 1H, J= 6.6, 8.4, 14.5 Hz, H2’), 3.02-3.08 (m, 2H, H pun), 3.34-3.42 (m, 2H, Hpua), 3.88 (dd,
1H, J=23,12.4 Hz, H5”), 3.92 (dd, 1H, J= 2.1, 12.4 Hz, H5’), 4.12-4.14 (m, 1H, H4"), 4.63-4.65 (m,
1H, H3”), 6.31 (dd, 1H, J=6.6, 8.4 Hz, H1").

MALDI-HRMS m/z for C14H24N704" ([M+H]"): calculé 354.1890, mesuré 354.1883.

UV(H;0) : Amax= 260 nm, £ = 16930 L.mol!.cm™!
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HoN HoN

HN\j 0 \_\j 0
N N
NH NH
2 2
HN4<N]|\)> HN4<N | N//LNH
HO 2
(@)
OH OH
C17H30NgO4

M= 410,47 g/mol

8-((3-((4-aminobutyl)amino)propyl)amino)-2'-deoxyguanosine (8-spd-dGuo, isomeére 1)

8-((4-((3-aminopropyl)amino)butyl)amino)-2'-deoxyguanosine (8-spd-dGuo, isomére 2)

La synthése est effectuée selon la procédure décrite pour le la 8-put-dGuo en faisant réagir 1 équivalent
de 8-Br-dGuo, 5 équivalents de spermidine et 5 équivalents de tri¢thylamine. L’avancement de la
réaction est suivi par HPLC-UV (cf page précédente). Le taux de conversion atteint environ 25%
d’adduits. Le brut réactionnel est purifié¢ par HPLC dans les conditions détaillées pour la 8-put-dGuo,
avec un gradient d’¢luant B de 0 a 12 % en 20 min. Les 2 composés élués a 14.3 min (k’=3.21) et 15.7
min (k’=3.62), correspondant aux 2 isomeres de I’adduit 8-spd-dGuo, sont collectés. Ces 2 isomeres

présentent des caractéristiques RMN et UV similaires.

"H NMR (D0, 500 MHz, §): 1.76-1.80 (m, 3H, Hypa), 2.06-2.12 (m, 3H, Hypa), 2.34 (ddd, 1H, J=2.2,
6.1,14.3 Hz, H2”), 2.74 (ddd, 1H, J=6.5,9.1, 14.3 Hz, H2’), 3.09-3.12 (m, 4H, Hgpa), 3.14-3.18 (m, 2H,
Hspag), 3.44-3.47 (m, 2H, Hgpaa), 3.88 (dd, 1H, J= 2.8, 12.4 Hz, H5”), 3.94 (dd, 1H, J= 2.1, 12.4 Hz,
H5), 4.19-4.20 (m, 1H, H4’), 4.63-4.66 (m, 1H, H3"), 6.42 (dd, 1H, J=6.1,9.1 Hz, H1").

MALDI-HRMS m/z for Ci7H31N3O4* ([M+H]"): calculé 411.2468, mesuré 411.2534.

UVH20) : Apax= 258 nm, &€ = 19590 L.mol"'.cm’!
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™~ :

NH
—

N
HN%’N L

N~ >NH
HO 2
o)

OH
C20H37N9O4
M= 467,57 g/mol

8-((3-((4-((3-aminopropyl)amino)butyl)amine)propyl)amino)-2'-deoxyguanosine (8-spm-dGuo)

La synthese est effectuée selon la procédure décrite pour la 8-put-dGuo en faisant réagir 1 équivalent de
8-Br-dGuo, 5 équivalents de spermine et 5 équivalents de tri¢thylamine. L’avancement de la réaction
est suivi par HPLC. Le taux de conversion observé se situe aux alentours de 23%. Le brut réactionnel
est purifié par HPLC dans les conditions détaillées pour la 8-put-dGuo, avec un gradient d’éluant B de

0a 14 % en 21 min. Le composé élué¢ a 13.8 min (k’=3.06) est collecté.

"H NMR (D;0, 500 MHz, 8): 1.36-1.39 (m, 4H, Hoymer), 1.64-1.72 (m, 4H, Hopms,1), 1.94 (ddd, 1H, J=
2.0,6.2,14.3 Hz, H2”), 2.35 (ddd, 4H, J= 6.3, 8.6, 14.3 Hz, H2"), 2.68-2.72 (m, 8H, Hspmc,p,G,1), 2.74-
2.77 (m, 2H, Hepmy), 3.09-3.13 (m, 2H, Hypma), 3.48 (dd, J= 2.6, 12.4 Hz, H5”), 3.53 (dd, J=2.4, 12.4
Hz, H5”), 3.77-3.79 (m, 1H, H4’), 4.23-4.25 (m, 1H, H3"), 5.99 (dd, J= 6.2, 8.6 Hz, HI").

MALDI-HRMS m/z for C20H3sNoO4" ([M+H]"): calculé 468.3047, mesuré 468.3094.

UVH20) : Apax= 258 nm, & = 20820 L.mol"'.cm’!
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1.4 Synthese des adduits 8-lys-dGuo et 8-lys-Gua

HO  NH,

H,N HO
4 o)

o o)
N NH N NH
4 74

HN%NfL/)\ HN%N LA

N~ >NH
HO 2 HO N" NH;
o) o)

OH OH
Ci6H25N70¢
M=411,41 g/mol

8((5-carboxy-5amino-pentanyl)amino)-2'-deoxyguanosine (isomere 1)

8((1-carboxy-5amino-pentanyl)amino)-2'-deoxyguanosine (isomere 2)

La 8-Br-dGuo (34 mg, 0,1 mmole) est mise en solution dans 500 uL de DMSO avec de la L-lysine (73

mg, 0,5 mmole). 1 mL de NaOH a 1N est ajouté, puis le mélange réactionnel est chauffé pendant 8h a
110°C sous agitation. L’avancement de la réaction est suivi par HPLC-UV, dans les conditions décrites
pour la substitution par la putrescine. Cette réaction de substitution présente un taux de conversion de
8% d’adduits 8-lys-dGuo. Le brut réactionnel est dilu¢ au 1/10¢ dans I’eau, neutralisé par HCI, et injecté
par HPLC phase inverse. La purification est réalisée sur une colonne C18 (Interchim Uptisphere 5um
ODB 250*4.6 mm), avec un débit de 1 mL/min. La phase mobile est constituée d’acide trifluoroacétique
a 0,1% (éluant A) avec un gradient d’acétonitrile (éluant B) de 0 a 10% en 20 min. Le compose ¢lué a

18 min (k’=4.29) est collecté, concentré et lyophilisé.

'H NMR (D0, 500 MHz, §): 1.41-1.53 (m, 2H, HysC), 1.67-1.75 (m, 2H, HyB), 1.87-1.91 (m, 2H,
HisD), 2.32 (ddd, 1H, J=2.3, 6.0, 14.3 Hz, H2"*), 2.70 (ddd, 1H, J=6.3, 8.8, 14,5 Hz, H2’), 3.38-3.44
(m, 2H, HysA), 3.72-3.76 (m, 2H, HiE), 3.87 (dd, 1H, J= 2.8, 12.5 Hz, H5""), 3.93 (dd, 1H, J= 2.0,

12,5, H5"), 4.17-4.18 (m, 1H, H4"), 4.62-4.64 (m, 1H, H3"), 6.41 (dd, 1H, J= 6.5, 9.0 Hz, HI").

UV(H;0) : Amax= 251 nm, € = 25540 L.mol'.cm™!
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HO  NH,
H,N HO
o o 0
N N
NH NH
ey el
N~ N7 NH, N™ N7 "NH,
Ci1iH17N7O;

M= 295,30 g/mol

8((5-carboxy-5amino-pentanyl)amino)-guanine (isomere 1)

8((1-carboxy-5amino-pentanyl)amino)-guanine (isomere 2)

Une solution de 8-lys-dGuo (50 nmoles) est concentrée au speed-vac. Le résidu est repris dans 500 pL
d’acide formique a 60% v/v. Cette solution est chauffée a 100°C pendant 20 min. L’acide formique est
ensuite ¢vaporé au speed-vac. L’adduit 8-lys-Gua obtenu est dilué dans de 1I’eau milliQ puis la solution

est calibrée par mesure de I’absorbance a 255 nm.
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1.5 Caractérisation des adduits

1.5.1 Détermination de la masse exacte

Les échantillons sont analysés par un spectrometre de masse MALDI-TOF (Bruker Microflex), avec
une matrice composée d’acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (Sigma, St. Louis, MO). L acquisition est
effectuée en mode réflectron, avec une ionisation en mode positif. On réalise une calibration interne a
I’aide d’une solution de standard de Tyrosine 1,3,6 (CS Bio Co, Menlo Park, CA). La matrice est
préparée par dissolution de ’acide a-cyano-4-hydroxycinnamique dans un mélange acétonitrile / eau
(1/1), puis la solution obtenue est diluée 8 fois dans le méme solvant. A 1 pL de cette matrice sont
ajoutés 1 uL d’échantillon a caractériser, et 1 pL de solution de standard calibrée. Apres agitation le
mélange obtenu est déposé sur la cible qui est ensuite séchée. 3 composés de rapports m/z allant de
190.0504 2 997.3978 sont utilisés pour la calibration interne, en mode « cubic enhanced ». La résolution

a 400 Da se situe aux alentours de 2000.

1.5.2 RMNet UV

L’acquisition des spectres RMN est réalisée sur des spectrometres Bruker Avance DMX 200 et Brucker
Avance 500, 2 295 K, dans 400 uL. de CD3OD (pureté isotopique > 99,8%), de D,O (pureté isotopique :
99,95 %) ou de CDCls (pureté isotopique > 99.96%). Les solvants pour RMN proviennent de chez
Euriso-top (Gif-sur-Yvette, France).

Les spectres UV des composés synthétisés sont obtenus entre 200 et 400 nm a l’aide d’un

spectrophotometre Uvikon 930 de chez Kontron Instruments.
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2 Meéthodes d’analyse par HPLC-MS/MS

Les analyses par HPLC-MS/MS ont ét¢ réalisées a I’aide d’un spectrométre de masse TSQ Quantum
Ultra de chez Thermo Scientific. La source d’ionisation est de type électrospray, et 1’analyseur est
constitué¢ d’un triquadripéle. Le spectromeétre est couplé a une chaine HPLC provenant du méme
fabricant, composée d’une pompe Thermo Accela, d’un injecteur Accela thermostaté comprenant un
four a colonne également thermostaté, et d’un détecteur a barrettes de diodes Accela. Les données sont

traitées grace au logiciel Xcalibur.

2.1 Quantification des adduits 8-polyamines-dGuo

Les échantillons d’ADN hydrolysés sont au préalable supplémentés en putrescine, spermidine et
spermine (concentration finale de chaque polyamine : 0,5 mM). Les solutions calibrées de standard sont
également supplémentées a la méme concentration.

La séparation des nucléosides provenant de la digestion enzymatique est effectuée grace a une colonne
Uptisphére ODB 3 uM 150 * 2,1 mm de chez Interchim. Le débit est réglé a 0,2 mL/min avec une phase
mobile constituée d’acide trifluoroacétique a 0,1% dans I’eau (éluant A) et un gradient de méthanol
(éluant B) de 0 a 25 % en 20 min. Les nucléosides normaux sont dosés par détection UV a 280 nm. Le
mode « Multiple Reaction Monitoring » (MRM) est utilisé, pour détecter 2 transitions spécifiques de
chaque adduit :

- 3543 — 221.2 (EC=22) et 354.3 — 238.5 (EC=15) pour 8-put-dGuo;

- 468.2 — 207.1 (EC=38) et 468.2 — 352.3 (EC=24) pour 8-spm-dGuo;
- 4115 — 207.2 (EC=25)et411.5 — 221.3 (EC=30) pour 8-spd-dGuo.

PARAMETRE VALEUR OPTIMISEE
SPRAY VOLTAGE 5000

VAPORIZER TEMPERATURE 200

SHEATH GAS PRESSURE 35

ION SWEEP GAS PRESSURE 0.0

AUX GAS PRESSURE 30

CAPILLARY TEMPERATURE 250

SKIMMER OFFSET -10

COLLISION PRESSURE 14

Pour chaque série d’échantillons, des solutions calibrées de nucléosides normaux, de 8-oxodGuo, et

d’adduits polyamines-dGuo sont injectées pour vérifier la sensibilité du systeme de détection MS/MS.
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Apres environ 10 échantillons, ces standards sont injectés a nouveau afin de s’assurer de la stabilité de
la détection au cours du temps. Le taux de nucléosides normaux et de [ésions sont mesurés par calibration
externe, par détection UV et MS/MS respectivement. Les résultats sont exprimés en nombre de 1ésions

(8-ox0dGuo et adduits 8-polyamines-dGuo) par million de nucléosides.

2.2 Quantification de I’adduit 8-lys-dGuo

La séparation des nucléosides provenant de la digestion enzymatique est effectuée grace a la méme
colonne que précédemment (cf paragraphe 2.1.). Le débit est réglé a 0,2 mL/min avec une phase mobile
constituée d’acide trifluoroacétique a 0,1% dans 1’eau (¢luant A) et un gradient de méthanol (éluant B)
de 0 a2 30 % en 30 min. Les nucléosides normaux sont dosés par détection UV a 280 nm. La détection
en mode MRM s’effectue par 2 transitions spécifiques de I’adduit 8-lys-dGuo : 412.4 ->296.0 (EC=16)
et412.4 ->233.0 (EC=28).

Comme il été décrit pour les adduits 8-polyamines-dGuo, des solutions calibrées de standard sont
injectées régulicrement et la quantification est réalisée par calibration externe, par détection UV et
MS/MS. Les résultats sont exprimés en nombre de Iésions (8-oxodGuo et adduits 8-lysine-dGuo) par

million de nucléosides.

PARAMETRE VALEUR OPTIMISEE
SPRAY VOLTAGE 4500

VAPORIZER TEMPERATURE 300

SHEATH GAS PRESSURE 40

ION SWEEP GAS PRESSURE 0

AUX GAS PRESSURE 10

CAPILLARY TEMPERATURE 250

SKIMMER OFFSET -10

COLLISION PRESSURE 14

2.3 Quantification de I’adduit 8-lys-Gua

La séparation des bases nucléiques provenant de 1’hydrolyse acide est effectuée grace a une colonne
Uptisphere ODB 3 uM 150 * 2,1 mm de chez Interchim. Le débit est réglé a 0,2 mL/min avec une phase
mobile constituée de formiate d’ammonium a 0,5 mM dans 1’eau (éluant A) et un gradient de méthanol
(éluant B) de 0 a 20 % en 20 min. La détection de 1’adduit 8-lys-Gua en mode MRM s’effectue par 3
transitions spécifiques : 296.1 -> 233.1 (EC=20), 296.1 > 251.1 (EC=22) et 296.1 -> 205.1 (EC=32).
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La guanine normale est également détectée en mode MRM avec 2 transitions spécifiques : 153.0 ->
111.0 (EC=20) et 154.0 -> 137.0 (EC=20).

Le taux de guanines non modifiées et d’adduits sont mesurés par calibration externe, par détection
MS/MS. Les résultats sont exprimés en nombre de Iésions par million de bases, en considérant que la

guanine représente 20,95% des bases.

PARAMETRE VALEUR OPTIMISEE
SPRAY VOLTAGE 3000

VAPORIZER TEMPERATURE 250

SHEATH GAS PRESSURE 20

ION SWEEP GAS PRESSURE 0

AUX GAS PRESSURE 20

CAPILLARY TEMPERATURE 250

SKIMMER OFFSET -10

COLLISION PRESSURE 1.4
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3 Formation d’adduits dans ’ADN isolé

Ces expériences sont réalisées sur de I’ADN double brin extrait de thymus de veau (Sigma-Aldrich). La
riboflavine utilisée pour la photosensibilisation provient de chez BDH Chemicals (Poole, England) et

les enzymes pour I’hydrolyse d’ADN de chez Sigma-Aldrich.

3.1 Photosensibilisation

L’ADN isol¢ est mis en solution dans I’eau a une concentration de 0,1 ou 0,5 mg/mL, en présence de 40
uM de riboflavine, de NaCl a 0,2 M et de différentes concentrations de putrescine, spermidine, spermine
ou de lysine (0, 100, 500 ou 1000 uM). 1 ou 2 mL de cette préparation sont placés dans un petit flacon
en verre de 4 mL. L’irradiation s’effectue a température ambiante par une lampe halogéne de 500 W
placée a 20 cm. Un réfrigérant est placé a mi-distance entre la lampe et I’échantillon. Les solutions sont
saturées en oxygene par un bullage d’air comprimé en continu. 50 pL sont prélevés en triplicats a 0, 1,

2,5 et 10 min. L’ADN est immédiatement précipité.

3.2 Irradiation gamma

L’irradiation est réalisée sur des échantillons de 50 pL de préparation d’ADN placée dans des eppendorf
de 1,5 mL. L’ADN est en solution dans I’eau a une concentration de 0,5 mg/mL, avec différentes
concentrations de putrescine, spermidine, spermine ou de lysine (0, 100, 500 ou 1000 uM). Les
¢chantillons sont placés a proximité d’une source de cobalt 60, a une distance permettant d’obtenir un
débit de 7 Gy/min. La source est immergée sous une hauteur d’eau d’environ 3 métres a température

ambiante afin de protéger le manipulateur.

3.3 Exposition au rayonnement laser

Le dispositif utilis¢ pour I’irradiation est un laser Brilliant B de chez Quantel. La source laser est
constituée d’un cristal de type Nd : YAG et génére un faisceau de longueur d’onde initiale 1064 nm.
La durée de chaque impulsion est de 5 nanosec. La conversion en rayonnement UV de longueur d’onde
266 nm est effectuée par deux doublements de fréquence consécutifs (1064—538—266 nm) a 1’aide
d’un générateur de seconde harmonique. Un systéme de mesure est utilisé pour vérifier I’énergie
délivrée : le faisceau est partiellement dévié (environ 8 % des photons) par une succession de lames de

quartz vers un détecteur de type photodiode de chez Ophir.
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L’irradiation est réalisée sur des échantillons de 20 pL de préparation d’ADN placée dans des eppendorf
de 0,1 mL. L’ADN est en solution dans I’eau a une concentration de 0,5 mg/mL, avec différentes
concentrations de putrescine, spermidine, spermine ou de lysine (0, 100 ou 500 pM). Chaque eppendorf
est ouvert et placé horizontalement dans 1’axe du faisceau. On délivre 1, 3 ou 5 impulsions laser a 110-

120 mJ par pulse (ce qui représente une énergie de 950 a 1000 mJ/cm?/pulse).

3.4 Précipitation de ’ADN

A chaque échantillon d’ADN en solution, sont ajoutés successivement 0,2 volume de NaCl 4 M et 2,5
volumes d’éthanol absolu. Les échantillons sont vortexés puis centrifugés 3 min a 1500 g. Les culots
d’ADN sont rincés par 2,5 volumes d’éthanol a 70%. Apres centrifugation le surnageant d’éthanol est
retiré. Cette étape de ringage est réalisée a 2 reprises lors du traitement par les polyamines. L’ADN est
ensuite hydrolysé soit par un cocktail enzymatique, soit par 1’acide chlorhydrique. Dans le cas de

I’hydrolyse acide il est préférable d’évaporer 1’éthanol résiduel au speed-vac au préalable.

3.5 Hydrolyse enzymatique des échantillons d'ADN (176)

L'ADN est mis en solution dans 50 uL d’eau ou de déféroxamine a 0,1 mM. A chaque échantillon sont

ajoutés :

- 2,5 pL de tampon MNSPDE (acide succinique 200 mM, CaCl, 100 mM, pH 6),

- 0,025 U de phosphodiestérase 11,

- 2,5U de DNAse 11,

- 0,5 Udenucléase P1 dans 2,5 uLL de tampon P1 (acétate d'ammonium 300 mM, ZnSO4
1 mM, pH 5,3).

Apres 2h d’incubation a 37°C, on ajoute dans chaque échantillon :

- 6 uL de tampon de phosphatase alcaline (Tris 500 mM, EDTA 1 mM, pH 8),

- 0,015 U de phosphodiestérase I,

- 2 U de phosphatase alcaline.
Les échantillons sont a nouveau incubés 2 ha 37 °C avant d'ajouter 3,5 ulL.d’HC12a 0,1 N. IIs sont ensuite
transférés en vials HPLC. L'éthanol résiduel de 1'étape de précipitation d'ADN est éventuellement

évaporé au speed-vac. Le mélange de nucléosides obtenu est analysé par HPLC-MS/MS.
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3.6 Hydrolyse acide des échantillons d'ADN

Les culots secs d'ADN sont repris dans 200 pL d'acide chlorhydrique 6N. Les échantillons sont ensuite
agités pendant 15h a 105°C. L'acide chlorhydrique est évaporé au speedvac, puis I'hydrolysat d’ADN
est remis en solution dans I'éluants HPLC (formiate d'ammonium 0,5 mM pour 'analyse des adduits §-

lys-Gua).
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4 Etude réalisée sur la lignée cellulaire THP1

4.1 Produits et matériel utilisés

Le milieu de culture (RPMI 1640 Medium, GlutaM AX™ Supplement, HEPES), le sérum de veau foetal
(SVF), les antibiotiques, les acides aminés non essentiels (MEM/NEAA), le PBS (sans CaCl2 et MgCl
: DPBS) proviennent de chez Life Technologies (Saint-Aubin, France). Les cellules ont été cultivées
dans des flasques et dans des plaques multi-puits de chez BD Falcon. Pour les récoltes, des tubes de 15
ou 50 mL du méme fournisseur ont été utilisés. Les cryotubes pour la congélation proviennent de chez
Greiner Bio-One. La numération des cellules a été effectuée par un compteur automatique Countess de
chez Life Technologies, équipé de lames a usage unique. Le MTT, le DMSO, I’agarose, le FITC ainsi
que les différents réactifs utilisés pour la préparation des tampons proviennent de chez Sigma-Aldrich.
Il en est de méme pour les enzymes nécessaires a I’extraction d’ADN, sauf la protéase qui est fournie

par Qiagen et la RNAse T1 qui provient de Roche Diagnostics (Manheim, Allemagne).

4.2 Conditions de culture

La lignée THP1 est une lignée monocytaire isolée du sang périphérique d’un patient souffrant d’une
leucémie monocytaire aigue. Les cellules sont mises en culture dans du milieu RPMI 1640 supplémenté
en GlutaMAX, HEPES et Phenol Red, auquel on ajoute 10% de sérum de veau feetal décomplémenté,
1% d’une solution d’acides aminés non essentiels MEM 100 X et 1% d’un mélange de pénicilline (5000
U/mL) et de streptomycine (5000 pg/mL). La lignée se développe a 37°C dans une atmosphére
contenant 5% de CO,. Les cellules sont ensemencées dans 50 mL de milieu, dans des flasques de 75
cm?, a une concentration de 50000 cellules par mL. La maintenance de la lignée est effectuée 2 fois par

semaine par dilution au 1/5°¢ dans du milieu neuf.

4.3 Congélation

La suspension cellulaire est centrifugée a 1170 g pendant 5 min aprés comptage. Le surnageant est
aspiré, puis le culot est repris délicatement par la solution de congélation (SVF décomplémenté + 10%
de DMSO). Les cellules sont transférées dans des cryotubes (1 mL/tube, 4 millions de cellules/tube
environ), puis congelées a -80°C pendant une nuit. Les cryotubes sont ensuite stockés dans ’azote

liquide.
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4.4 Traitement des cellules par différents agents exogénes

4.4.1 Photosensibilisation des cellules THP1

Les suspensions cellulaires sont transférées dans des tubes Falcon de 50 mL, puis centrifugées a 1170 g
pendant 5 min. Les culots cellulaires sont repris par 2 mL de PBS puis centrifugés a nouveau. Le
surnageant est retiré, puis on ajoute une solution de riboflavine a 200 pM dans du PBS. Les échantillons
cellulaires sont incubés pendant 30 min a 37°C. Cette étape est nécessaire pour permettre la pénétration
cellulaire de la riboflavine.

Les cellules sont centrifugées et rincées a 2 reprises avec du PBS. Elles sont ensuite remises en
suspension avec précaution dans 9 mL de PBS et transférées dans des plaques 6 puits (3 mL de
suspension cellulaire soit 10 millions de cellules/puit). Les plaques sont déposées sur de la glace pilée
etirradiées a I’aide d’une lampe UV A de 700 W (systeme Waldmann UV A 700L, équipé d’un dosimetre
intégré) a des doses de 0, 50 et 100 mJ/cm?. Aprés I’irradiation, les suspensions cellulaires sont
transférées dans des tubes Falcon puis centrifugées. Les culots sont repris dans 2 mL de PBS, puis
chaque échantillon est divisé en 2 dans des eppendorf de 2 mL. Aprés centrifugation, les culots sont
congelés a -20 °C. On dispose donc de 2 séries de triplicats (~ 5 millions de cellules par culot); la
premiére série est destinée au dosage de la 8-oxodGuo et la seconde au dosage des adduits. Un test de

cytotoxicité est effectué en parallele (cf paragraphe 4.5.).

4.4.2 Irradiation gamma

Les suspensions cellulaires sont transférées dans des tubes Falcon de 50 mL puis centrifugéesa 1170 g
pendant 5 min. Les culots cellulaires sont repris par 2 mL de PBS puis centrifugés a nouveau. Le
surnageant est retiré, puis on ajoute 500 puL. de PBS. Les suspensions cellulaires sont ensuite transférées
dans des eppendorf de 2 mL. Les échantillons sont transportés dans la glace. Avant chaque irradiation,
les cellules sont remises en suspension délicatement. Les échantillons sont ensuite placés a proximité de
la source de cobalt 60 pour I’irradiation (cf paragraphe 3.2.)

Pour le test des cometes, 750.000 cellules sont prélevées dans chaque échantillon : aprés centrifugation,
les culots cellulaires sont repris dans 300 pL tampon de congélation « cométes » (cf paragraphe 4.7.1.),
placés dans 3 cryotubes (250.000 cellules/100 pL par tube), puis congelés a -80 °C.

Pour la quantification d’adduits par HPLC-MS/MS, les suspensions cellulaires restantes sont divisées
en 2 dans des eppendorf de 2 mL (environ 10 millions de cellules/tube) : aprés centrifugation, les culots

sont congelés a -20°C.
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4.4.3 Exposition au rayonnement laser a 266 nm

Les suspensions cellulaires sont transférées dans des tubes Falcon de 50 mL puis centrifugées a 1170 g
pendant 5 min. Les culots cellulaires sont repris par 2 mLde PBS puis centrifugés. Le surnageant est
retiré, puis on ajoute 1 mL de PBS. Les suspensions cellulaires sont ensuite transférées dans des
eppendorf de 1,5 mL, puis centrifugées a nouveau. Les culots cellulaires sont repris dans 100 pL de
PBS, puis chaque échantillon est réparti dans 2 eppendorf de 0,1 mL (~5 millions de cellules/50 uL par
tube).

Les échantillons sont transportés dans la glace. Avant chaque irradiation, les cellules sont remises en
suspension délicatement. Le dispositif utilisé pour I’irradiation laser est décrit dans le paragraphe 3.3.
Chaque eppendorf est ouvert et placé horizontalement dans I’axe du faisceau. On délivre 1, 3 ou 10
impulsions laser a 60 mJ par pulse (ce qui représente une énergie d’environ 520 mJ/cm?/pulse). Les
échantillons sont ensuite dilués dans 950 uL de PBS puis transférés dans des eppendorf de 2 mL.

Pour le test des cometes, 500.000 cellules sont prélevées dans chaque échantillon : aprées centrifugation,
les culots cellulaires sont repris dans 200 pL. de tampon de congélation « cometes » (cf paragraphe
4.7.1.), placés dans des cryotubes, puis congelés a -80 °C.

Pour la quantification d’adduits par HPLC-MS/MS, les suspensions cellulaires restantes (environ 4 a 5

millions de cellules par échantillon) sont centrifugées, puis les culots sont congelés a -20°C.

4.5 Test de cytotoxicité par le MTT

Suite au traitement par irradiation, les suspensions cellulaires sont centrifugées puis le culot est repris
délicatement dans du milieu de culture. Pour chaque condition les cellules sont ensemencées en
triplicats, dans des plaques 12 puits (2 millions de cellules dans 2 mL de milieu de culture par puit). Un
puit est réservé pour le milieu seul afin de déterminer le blanc de lecture. 24h aprés ensemencement,
200 pL de MTT a 5 mg/mL sont ajoutés dans chaque puit contenant 2 mL de suspension cellulaire. Les
cellules sont incubées 2h a I’abri de la lumiére. Le contenu de chaque puit est transféré dans un tube
Falcon de 15 mL, puis centrifugé 5 min a 1170 g. Le surnageant est aspiré avec précaution, puis 2 mL
de PBS sont ajoutés sans homogénéiser (afin de ne pas lyser prématurément les cellules). Les tubes sont
centrifugés a nouveau, le surnageant est aspiré, et le DMSO (1mL) est ajouté. Le contenu des tubes est
ensuite re-transféré dans les plaques 12 puits initiales, puis celles-ci sont agitées 20 min a température
ambiante a I’abri de la lumicre. Les absorbances sont mesurées a 560 nm a 1’aide d’un lecteur de plaques
Molecular Devices Spectra Max M2. Si celles-ci sont trop élevées (A>0.9-1) ou si les cristaux de
formazan ne sont pas complétement dissous, il est possible d’ajouter a nouveau 1 mL de DMSO et de

renouveler 1’étape d’agitation avant de refaire une nouvelle mesure. L’absorbance témoin correspond a
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un échantillon cellulaire non irradi¢. Le blanc de lecture correspond au test réalisé sur le milieu seul. La

viabilité cellulaire est exprimée par la formule suivante :

viabilité cellulaire (%) = w x 100
(Ae — Ap)

A. : absorbance de I’échantillon
A;: absorbance d’un témoin non irradié

Ay : blanc de lecture

4.6 Extraction de I'ADN cellulaire

Ce protocole, décrit par Helbock et al. (177), est utilisé pour des échantillons comportant jusqu'a 20-25

millions de cellules environ. Il comporte 3 grandes étapes.

- FEtape 1 : lyse des membranes plasmiques
Les culots cellulaires sont mis en suspension dans 750 pL de tampon de lyse A (Sucrose 320 mM, MgCl,
5 mM, Tris-HCI 10 mM et déféroxamine 0,1 mM, triton X0 1%, pH=7,5) et centrifugés 5 min a 1500

g. Apres ¢élimination des surnageants, la méme étape est répétée.

- FEtape 2 : lyse des membranes nucléaires
Les culots nucléaires précédemment obtenus sont repris dans 300 puL. de tampon de lyse B (EDTA-Na,

5 mM, Tris-HC1 10 mM, déféroxamine 0,15 mM, pH=8) auxquels sont ajoutés 18 uL de SDS a 10 %.

- Etape 3 : isolement et précipitation de I’ADN
On ajoute successivement 1,5 pL. de RNAse A a 100 mg/mL et 3,5 U de RNAse T1, puis les échantillons
sont incubés pendant 15 min a 50°C. 15 pL de protéase Qiagen a 20 mg/mL sont ajoutés, et les
¢chantillons sont placés 1h a 37°C. La précipitation de I’ADN est réalisée par ajout de 600 pL de solution
de Nal (EDTA-Na; 20 mM, Nal 7,6 M, Tris-HCI] 40 mM, déféroxamine 0,3 mM, pH &) et de 1 mL
d’isopropanol a 100%. Apres une agitation douce des tubes et une centrifugation de 5 min a 5000 g, les
culots sont repris dans 0,5 mL d’isopropanol a 40 %. Les échantillons sont a nouveau centrifugés 5 min
a 5000 g, puis les culots sont remis en suspension dans 0,5 mL d’éthanol a 70 %. Apres une derniére
centrifugation de 5 min a 5000 g, les culots finaux sont repris dans 50 uL d’une solution de déféroxamine

a 0,1 mM.
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4.7 Détection des pontages ADN-protéines dans ’ADN cellulaire

4.7.1 Méthode des cométes (50,178)

- Conservation des échantillons cellulaires avant le test des comeétes
Les culots cellulaires sont repris dans le tampon de congélation suivant : Sucrose 85,5 g/L, citrate de
sodium 11,76 g/, DMSO 50 mL/L (Ce tampon est au préalable filtrée a 1’aide d’un filtre stérile a 0,2

uM). Les aliquots sont conservés a -80 °C.

- Dépét des cellules sur les lames
Apres décongélation et centrifugation (1170 g, 5 min), les culots cellulaires sont mis en suspension dans
du PBS, de facon a obtenir une concentration finale de 2 millions de cellules par mL. Pour des
échantillons exposés a de fortes doses d’irradiation gamma ou laser, il est préférable de refaire une
numération des cellules apres décongélation, afin de s’assurer de la concentration optimale de cellules
pour la lecture du test des comeétes. Cette suspension est ensuite diluée au 1/10° dans une solution
d'agarose low-melt a 0,6% dans du PBS. 100 pL de cette préparation (soit 20000 cellules) sont déposés
sur chaque lame. Ces lames ont été au préalable recouvertes d'un gel d'agarose a 1% dans du PBS. Apres
le dépot des cellules, les lames sont recouvertes de lamelles et laissées 10 min sur de la glace pour

solidifier I’agarose.

- Lysedes cellules
Les lamelles sont retirées, et les lames sont immergées dans le tampon de lyse (NaCl 2,5 M, Tris (base)
10 mM, EDTA 0,1 M, Sodium Lauryl Sulfate 1%, DMSO 10%, Triton 1%) pendant une nuit a 4°C a
l'abri de la lumiére. Le lendemain, les lames sont rincées pendant 5 min 3 fois de suite avec une solution

de Tris-HCl a4 0,4 M pH=7 4.

- Incubation avec la protéinase K
Les lames sont équilibrées 3 fois pendant 5 min avec un tampon TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH=10).
Aprés séchage sont déposés 100 puL. d’une solution de protéinase K (Qiagen) a 1 mg/mL dans le tampon
TE, puis chaque lame est recouverte d’une lamelle et incubée a 37°C pendant 2h. Les lames témoins
sont incubées dans les mémes conditions, avec 100 pL de tampon TE. Suite aux 2h d’incubation, la

réaction enzymatique est arrétée en déposant les lames sur de la glace.
- Migration

Les lamelles sont retirées, et les lames sont placées dans une cuve a 1’électrophorése, puis recouvertes

doucement avec le tampon d’électrophorese suivant, a 4°C : NaOH 0,3 M, EDTA 1 mM. Le systéme
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est laiss¢€ sans courant électrique pendant 30 min, afin de permettre de « débobinage » de I’ADN. La
migration est ensuite effectuée a 25 V, 300 mA, pendant 30 min. Les lames sont ensuite lavées 3 fois

pendant 5 min par la solution de Tris-HCI 0,4 M, puis séchées a I’air libre pendant 30 min.

- Lecture
L’ADN est révélé par ajout de 50 uLL d’une solution de bromure d’éthidium a 20 pg/mL dans du PBS,
puis les lames sont immédiatement recouvertes d’une lamelle. Les lames sont ensuite analysées a I’aide
d’un microscope a fluorescence couplé au logiciel Comet Assay IV (Perceptive Instrument, Haverhill,
UK). 50 cometes sont sélectionnées au hasard sur chaque lame. Pour chaque comeéte, le pourcentage
d’ADN dans la queue est calculé par le logiciel grace a I’intensité de fluorescence (« % tail intensity »).
La médiane de ces 50 valeurs (« median % tail intensity ») est utilisée pour le traitement des résultats.
Cette expérience est réalisée en triplicat (pour chaque condition : 3 lames incubées avec la protéinase +

3 lames incubées avec le tampon seul).

4.7.2 Détection par marquage au FITC

Cette expérience est réalisée sur des échantillons d’ADN extrait (a [’aide du protocole décrit dans le
paragraphe 4.6) de cellules THP1 exposées au rayonnement laser, et nécessite au moins 8 a 10 millions
de cellules par condition. L’ADN est remis en solution dans 100 pL de tampon borate a 20 mM, pH 8.
L’absorbance a 260 nm est mesurée. On ajoute 1 pL d’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) en solution
a 10 mM dans de la diméthylformamide (concentration finale en FITC : 0,1 mM). Les échantillons sont
1”éthanol pour éliminer le FITC en exces, puis repris dans 100 pL d’eau. La fluorescence est mesurée a
515 nm a I’aide d’un spectrophotometre Nanodrop ND-1000. Les résultats sont exprimés par le rapport
de I’intensité de fluorescence a 515 nm sur I’absorbance avant marquage a 260 nm, ce qui refléte le taux

de pontages ADN-protéines.
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5 Etude réalisée sur des échantillons de spermatozoides

5.1 Provenance des échantillons et réactifs

Les échantillons de sperme humain nous ont été fournis par le laboratoire Biomnis par I’intermédiaire
du Dr Gilles Panteix. Les échantillons murins ont été fournis par 1’équipe de Christophe Arnoult du
laboratoire AGIM (Andrologie Gérontechnologie Inflammation Modélisation, Université Joseph
Fourier, La Tronche) et par Saadi Kochbin de I'TAB (Institut Albert Bonniot, La Tronche). Les différents
réactifs utilisés pour la préparation des tampons ainsi que le péroxyde d’hydrogene proviennent de chez

Sigma. Pour les enzymes nécessaires a I’extraction d’ADN, se référer au paragraphe 4.1.

5.2 Exposition au rayonnement gamma

Apres décongélation des échantillons de sperme, on ajoute 1 volume de tampon SWB (« Sperm Washing
Buffer » : Tris 10 mM, pH=7.4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM (177)). Apres centrifugation a 600 g
pendant 10 min a 4°C, le surnageant est retiré délicatement. Cette étape de lavage est effectuée a deux
reprises et permet d’isoler les spermatozoides du liquide séminal.

Les culots de spermatozoides sont repris dans 1 mL de PBS. Chaque échantillon est ensuite réparti dans
plusieurs eppendorf, pour obtenir environ 8 millions de spermatozoides par tube, dans 500 uL de PBS.
Apres remise en suspension, les échantillons sont irradiés par une source de cobalt 60 (cf paragraphe
3.2.). Les doses de rayonnement regues varient de 0 2 100 Gy selon les conditions. Aprés centrifugation,
le surnageant est retiré, puis on réalise I’extraction d’ADN et la digestion enzymatique. Les expériences

présentées dans ces travaux ont été réalisées avec environ 8 millions de spermatozoides par condition.

5.3 Traitement au peroxyde d’hydrogéne

Apres décongélation des échantillons de sperme, on ajoute 1 volume de tampon SWB. Apres
centrifugation a 600 g pendant 10 min a 4°C, le surnageant est retiré délicatement. Cette étape de lavage
est effectuée a deux reprises.

Les culots de spermatozoides sont repris dans 1 mL de PBS. Chaque échantillon est ensuite réparti dans
plusieurs eppendorf, pour obtenir environ 4 a 5 millions de spermatozoides par tube. Ceux-ci sont
centrifugés dans les mémes conditions que précédemment, le surnageant est retiré, puis on ajoute le PBS
et le peroxyde d’hydrogéne (mis en solution au préalable dans du PBS). Les concentrations de peroxyde

d’hydrogéne utilisées varient de 0 a 200 uM. Les échantillons sont incubés 30 min dans la glace, puis
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centrifugés. Le surnageant de PBS est retiré avant I’extraction de ’ADN et la digestion enzymatique.

Ces expériences ont été réalisées avec environ 4 a 5 millions de spermatozoides par condition.

5.4 Extraction de ’ADN des spermatozoides

Le principe est similaire a celui de 1’extraction d’ADN cellulaire ; on réalise cependant un traitement
supplémentaire par le DL-dithiothreitol (DTT). Le protocole utilisé est une adaptation de la procédure
de Helbock et al. (179) comporte 4 grandes €tapes.

- Etape 1 : séparation des spermatozoides du liquide séminal
Pour les échantillons spermatozoides irradiés ou traités par H,O», cette étape n’est pas nécessaire car
déja réalisée avant 1’exposition.
Apres décongélation des échantillons de sperme, on ajoute 1 volume de tampon SWB. Apres
centrifugation a 600 g pendant 10 min a 4°C, le surnageant est retiré délicatement. Cette étape de lavage

est effectuée a deux reprises.

- FEtape 2 : lyse des membranes plasmiques
Les culots de spermatozoides sont mis en suspension dans 750 pL de tampon de lyse A (Sucrose 320
mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 10 mM et déféroxamine 0,1 mM, triton X0 1%, pH=7,5) et centrifugés 5

min a 1500 g. Aprés élimination des surnageants, la méme étape est répétée.

- Etape 3 : lyse des membranes nucléaires
Les culots nucléaires précédemment obtenus sont repris dans 270 pL de tampon de lyse B (EDTA-Na,
5 mM, Tris-HCI 10 mM, déféroxamine 0,15 mM, pH=8) et 30 ul. de DTT en solution a 100 mM dans
le tampon B, auxquels sont ajoutés 18 ulL de SDS a 10 %.

- Etape 4 : isolement et précipitation de ’ADN
On ajoute successivement 1,5 uL. de RNAse A a 100 mg/mL et 3,5 U de RNAse T1, puis les échantillons
sont incubés pendant 15 min a 50°C. 15 uL de protéase Qiagen a 20 mg/mL sont ajoutés, et les
échantillons sont placés 1h a 37°C. La précipitation de I’ADN est réalisée par ajout de 600 pL de solution
de Nal (EDTA-Na; 20 mM, Nal 7,6 M, Tris-HCI 40 mM, déféroxamine 0,3 mM, pH 8) et 1 mL
d’isopropanol a 100%. Apres une agitation douce des tubes et une centrifugation 5 min a 5000 g, les
culots sont repris dans 0,5 mL d’isopropanol a 40 %. Les échantillons sont a nouveau centrifugés 5 min
a 5000 g, puis les culots sont remis en suspension dans 0,5 mL d’éthanol a 70 %. Aprés une derniére
centrifugation 5 min a 5000 g, les culots finaux sont repris dans 50 pLL d’une solution de déféroxamine

20,1 mM.
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6 Réparation des adduits guanine-polyamines par le BER

Les capacités de réparation de ces adduits par le BER ont été étudiées grace a des tests d’excision par la
Fpg et par OGG1 + APE1. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec 1’équipe du Dr Pablo
Radicella, de I’Institut de Radiobiologie Cellulaire et Moléculaire (CEA Saclay).

- Irradiation d’ADN en présence ou non de polyamines
Une solution d’ADN extrait de thymus de veau (0,5 mg/mL, 4 mL) est irradiée en présence de
riboflavine (40 uM) et de putrescine, spermidine ou spermine (100 uM). L’irradiation est réalisée avec
une lampe halogéne placée a 20 cm de I’échantillon, pendant 5 ou 10 min. Les solutions sont saturées
en oxygene par bullage d’air en continu. L’ ADN est ensuite précipité par 1’éthanol absolu, pour oter la
riboflavine et les polyamines en exces. Apres centrifugation, le culot d’ADN est lavé a 2 reprises par

1’éthanol a 70% puis repris dans un volume d’eau distillée égal au volume initial.

- Dosage des lésions avant incubation
Des échantillons de 25 pg d’ADN irradié en solution dans de 1’eau sont hydrolysés par un cocktail
enzymatique. Les nucléosides obtenus sont analysés par HPLC-MS/MS, afin de déterminer le taux
d’adduits avec les polyamines (cf paragraphe 2.1.). La 8-oxodGuo, choisie comme 1ésion de référence,

est également dosée.
- Incubation avec les enzymes de réparation

> Incubation avec la Fpg

Aprées évaporation au speed-vac, I’ADN irradié (25 pg) est mis en présence de 15 U de FpG (Trevigen),
dans 50 pL de tampon « 1X REC Buffer 10 » (HEPES-KOH 10 mM pH=7.4, KCI 100 mM, EDTA 10
mM, BSA 0,1 mg/mL, Trevigen). Une série témoin est réalisée sans FpG, I’ADN est en solution a la
méme concentration dans le TP 1X. Les échantillons sont incubés 2h ou 4h, a 37°C. Apres incubation,

I’ ADN est précipité a 1’éthanol, rincé puis remis en suspension dans de I’eau distillée (50 pL).

» Incubation avec OGG1/APEI
L’ADN irradié (12,5 pg) est mis en présence de hOGG1 (150 ng, soit 3 ng/uL) et/ou de APEI (1 pg
soit 20 ng/ul) dans 50 pL du tampon suivant : BSA 1%, Tris 20 mM pH=7.5, NaCl 100 mM, EDTA 1

mM, MgCl, 1 mM. Une série témoin est réalisée sans enzyme, ’ADN est en solution a la méme
concentration dans le méme tampon. Les échantillons sont incubés 1h ou 2h, a 37°C. Apres incubation,

I’ADN est précipité a 1’éthanol, rincé puis remis en suspension dans de I’eau distillée (50 puL).
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- Dosage des lésions apreés incubation
Apres hydrolyse enzymatique, la 8-oxodGuo et les adduits polyamines sont dosés a nouveau comme

décrit précédemment.

-102 -



Chapitre 2 : Partie expérimentale

7 Préparation du synthon phosphoramidite de 8-put-dGuo

7.1 Réactifs

Les différents réactifs et solvants utilisés pour cette synthese proviennent de chez Sigma-Aldrich, a
I’exception de I’anhydride acétique qui est fourni par Acros, du butanol et de I’éther diéthylique obtenus
chez Carlo Erba. Les produits ont été purifiés par chromatographie sur colonne a I’aide d’un gel de silice
a 60 um Geduran fourni par Merck. Les analyses par RMN ont été réalisées dans les mémes conditions

que pour les standards d’adduits (cf paragraphe 1.5.2.).

7.2 Monoacétylation de la putrescine

O

HZN\/\/\NJ\
H

Ce¢Hi14N2O
M= 130.19 g/mol

N-(4-aminobutyl)acetamide

La monoacétylation de la putrescine est réalisée selon la procédure décrite par Tang ef al. (161) 2 mL
(20 mmoles) de 1,4-diaminobutane sont mis en solution dans 1,9 mL (20 mmoles) d’acétate d’éthyle et
1 mL d’eau sous atmosphere inerte. Le mélange réactionnel est chauffé a reflux pendant 24h sous
agitation. L’avancement de la réaction est suivi par CCM avec I’¢luant suivant : 20 % d’éther diéthylique
+ 80 % d’un « mix » méthanol/acétonitrile/triéthylamine (2/2/1). La plaque est révélée par une solution
de ninhydrine (ninhydrine 4,5 g, butanol 300 ml, acide acétique 9 ml). Dans ces conditions, la putrescine
reste sur la ligne de dépots, le produit monoacétylé présente un Rf de 0.3 et I’éventuel produit biacétylé
devrait étre beaucoup moins polaire (Rf>0.5 d’aprés Tang (161)). Apres évaporation des solvants, le
brut réactionnel est dissout dans 10 mL de mélange Et,O/mix (80/20), puis purifié par chromatographie
sur colonne de silice, en élution isocratique avec le méme éluant que celui utilisé pour le suivi CCM. Le

produit monoacétylé est ainsi obtenu avec un rendement de 47%.

Rf : 0.30 (20 % diéthyle éther + 80 % d’un « mix » méthanol/acétonitrile/triéthylamine (2/2/1))

'H NMR (CD;O0D, 200 MHz, 5): 1.50-1.57 (m, 4H, 2*CH,), 1.93 (s, 3H, OCH3), 2.73 (t, 2H, J= 7.0
Hz, NH>-CHy), 3.18 (t, 2H, J= 6.4 Hz, CONH-CH,).
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7.3 Protection des hydroxyles 3’ et 5’ de la 8-Br-dGuo par des groupements

TBDMS
(0]
Br—</
%SI .
\SI
e
C22H40BI‘N504Si2

M= 574,66 g/mol

8-bromo-3’,5’-0-bis(tert-butyldiméthylsilyl)-2’-désoxyguanosine

6 g (13,3 mmoles) de 8-Br-dGuo et 5,6 g (86,5 mmoles) d’imidazole sont introduits dans un ballon de
250 mL sous atmosphére inerte. Les poudres sont séchées par co-évaporation avec de la pyridine
anhydre. 35 mL de diméthylformamide anhydre sont ensuite ajoutés. Le chlorure de ¢-
butyldiméthylsilyle (7,8 g, 51,9 mmoles) est dissout dans 50 mL de tétrahydrofurane, puis cette solution
est incorporée au mélange réactionnel a 0°C au goutte a goutte. La réaction s’effectue a température
ambiante sous agitation ; 1’avancement est suivi par CCM avec un éluant de type
dichlorométhane/méthanol (90/10). Apres 48h, 4,5 g (30 mmoles) de TBDMSCI et 3,4 g d’imidazole
(50 mmoles) sont ajoutés, puis la réaction est poursuivie pendant 24h a température ambiante. Le
mélange réactionnel est ensuite concentré sous vide, dilué¢ dans 200 mL d’eau distillée, puis extrait par
200 mL d’acétate d’éthyle par 2 fois. Les phases organiques sont réunies, séchées par Na»SOs. Le solvant
est évaporé sous pression réduite. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de
silice, avec un gradient d’acétate d’éthyle dans I’hexane (Hex/AcOEt 90/10 a 50/50). Le rendement de

cette réaction est de 63%.

Rf : 0.29 (Hex/AcOEt 30/70)

'H NMR (CDCl;, 200 MHz, 5): 0.01 (s, 3H, CHs), 0.04 (s, 3H, CHs), 0.07 (s, 3H, CHs), 0.14 (s, 3H,
CHs), 0.87 (s, 9H, tBu-H), 0.94 (s,9H, tBu-H), 2.10-2.22 (m, 1H, H2""), 3.39-3.51 (m, 1H, H2"), 3.72
(dd, 1H, J=4.3, 9.9 Hz, H4"), 3.81-3.96 (m, 2H, H5” et H5"), 4.71-4.76 (m, 1H, H3"), 6.23 (dd, 1H, J=
6.7,7.1 Hz, HI").

ESI-MS m/z for CxH41BrNsO4Six* ((M+H]"): calculé 574.19, mesuré 573.9.
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7.4 Acétylation du nucléoside silylé

C24H42BI'N5058i2
M=616.70 g/mol

NZ2-acetyl-8-bromo-3’,5’-0-bis(tert-butyldiméthylsilyl)-2°-désoxyguanosine

115 mg (0,2 mmole) de 8-bromo-3°,5’-O-bis(tert-butyldiméthylsilyl)-2’-désoxyguanosine sont séchés
par co-évaporation avec de la pyridine anhydre. Le résidu est ensuite repris dans 8 mL de pyridine
anhydre, puis on ajoute successivement sous atmosphére inerte I’anhydride acétique (189 pL, 2
mmoles), la diméthylaminopyridine (2,5 mg, 0,02 mmole) et la triéthylamine (324 pL, 2,4 mmoles). Le
mélange réactionnel est chauffé a 55°C pendant 80h. Apres évaporation du solvant, le résidu est repris
dans du dichlorométhane, et purifié par chromatographie sur colonne de silice avec un gradient de
méthanol dans du dichlorométhane (DCM/MeOH 100/0 a 96/4). Le nucléoside acétylé est obtenu avec

un rendement de 59%.

Rf: 0.32 (DCM/MeOH 95/5)

'"H NMR (CDCl; + quelques gouttes CD;0D, 200 MHz, 5): 0.00 (s, 3H, CH3), 0.03 (s, 3H, CH3), 0.06
(s, 3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.86 (s, 9H, tBu-H), 0.91 (s,9H, tBu-H), 2.09 (s, 3H, CH3), 2.13-2.22
(m, 1H, H2"’), 2.27 (s, 3H, CH3), 3.20-3.22 (m, 1H, H2’), 3.67-3.92 (m, 3H, H4’, H5* et H5""), 4.59-

4.65 (m, 1H, H3), 6.26 (t, 1H, J= 7.2 Hz, HI").

ESI-MS m/z for C24HisBRNsOsSi* ([M-H]): calculé 614.18, mesuré 614.0.
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7.5 Substitution nucléophile du nucléoside silylé par la putrescine

H,N
2 o)

N NH
4
HN~<N | Py

\
%—Si—o N©NR,
/ 0

0
—Si

ot
Ca6Hs51N704S1,
M= 581.90 g/mol

8-((4-aminobutyl)amino)-3°.5’-0-bis(tert-butyldiméthylsilyl)-2'-désoxyguanosine

600 mg (1,0 mmole) 8-bromo-3’,5’-O-bis(tert-butyldiméthylsilyl)-2’-désoxyguanosine sont dissous
dans 10 mL de pyridine anhydre. 1 mL (9,9 mmoles) de 1,4-diaminobutane sont ajoutés. Le mélange
réactionnel est agité¢ pendant 20h a 95°C. Cette réaction de substitution présente un taux de conversion
de 28% de produit substitué. Le produit brut est ensuite dilué au 1/10° dans un mélange eau/acétonitrile
(60/40) et injecté par HPLC phase inverse. La purification est réalisée a 1’aide d’une colonne C18
(Interchim Uptisphere Sum ODB 250*4.6 mm), avec un débit de 1 mL/min. La phase mobile est
constituée d’acide trifluoroacétique a 0,1% (éluant A) avec un gradient d’acétonitrile (¢luant B) de 40 a
80% en 40 min. Le composé ¢lué¢ a 13 min (k’=2.82) est collecté, concentré et lyophilisé. Avant la
purification par HPLC, il est possible de réaliser une extraction par ’acétate d’éthyle : aprés évaporation
du solvant, le brut réactionnel est alors dilué dans I’eau (10 mL) puis extrait par 3*20 mL d’acétate
d’éthyle. Les phases organiques sont rassemblées puis concentrées sous vide. Ce traitement par
extraction permet d’éliminer une grande partie la pyridine résiduelle mais elle associée a une légere

perte du composé d’intérét dans les eaux de lavage.

ESI-MS m/z for C6Hs:N704Si," ([M+H]"): calculé 582.36, mesuré 582.42
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7.6 Acétylation de I’adduit

>7NH H,N
o)

O

HN—</ HN—</N /I\NJ\

%s. w k %—>Si—0\@ H

\SI \SI
e e
C23Hs3N70s5S1,
M= 623.94 g/mol

N-(4-((2-amino-9-((2R.4S.5R)-4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-5-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)

methyDtetrahvdrofuran-2-yl)-6-0x0-6.,9-dihydro-1H-purin-8-yl)amino)butylacetamide

NZ2-acetyl-8-((4-aminobutyl)amino)-3’,5’-0-bis(zert-butyldiméthylsilyl)-2'-désoxyguanosine

La réaction d’acétylation a été effectuée directement sur le brut réactionnel obtenu lors de la substitution
nucléophile du nucléoside silylé par la putrescine (cf paragraphe 7.5.), aprés traitement par extraction a
I’acétate d’éthyle. 600 mg de brut réactionnel est séché par co-évaporation avec de la pyridine anhydre.
Le résidu est ensuite repris dans 45 mL de pyridine anhydre, puis on ajoute successivement sous
atmosphere inerte 1’anhydride acétique (1 mL, 10 mmoles), la diméthylaminopyridine (12,5 mg, 0,1
mmole) et la triéthylamine (1,6 mL, 12 mmoles). Le mélange réactionnel est chauffé a 55°C pendant
80h. Le brut réactionnel est dilu¢ au 1/50° dans un mélange eau/acétonitrile (60/40) puis injecté par
HPLC phase inverse. La purification est réalisée a I’aide une colonne C18 (Interchim Uptisphere Sum
ODB 250*4.6 mm), avec un débit de 1 mL/min. La phase mobile est constituée d’acide trifluoroacétique
a 0,1% (éluant A) avec un gradient d’acétonitrile (éluant B) de 40 a 80% en 30 min. Le composé élué a
21 min (k’=2.82) est collecté, concentré et lyophilisé. Le taux de conversion de 1’adduit mono-acétylé

est de 15%.

ESI-MS m/z for C,3Hs4sN7OsSi,* ([M+H]"): calculé 624.37, mesuré 624.28.

- 107 -



Chapitre 2 : Partie expérimentale

8 Modéles de pontage peptide + oligonucléotide

Les oligonucléotides utilisés lors de ces expériences ont été synthétisés par Eurogentec. Le peptide doigt
de zinc CP1-Y2F nous a été fourni par Vincent Lebrun et Olivier Sénéque du laboratoire de
Physicochimie des Métaux en Biologie (PMB, iRTSV, CEA Grenoble). La thrombine provient de chez
Ozyme et la protéine SSB de chez Epicentre. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec
Sandrine Perrier du Département de Pharmacochimie Moléculaire (Université Joseph Fourier

Grenoble).

8.1 Etude par gelshift aprés marquage radioactif

8.1.1 Marquage des oligonucléotides par le phosphore 32

Le marquage est effectué sur 10 pmoles d’oligonucléotide. 1 pL d’une solution d’oligonucléotide a 10
UM est ajoutée a 9,6 uL d’eau. On ajoute ensuite 3 pL de tampon de kinase 5X (forward reaction buffer
de chez Sigma), 0,1 puL de T4 polynucléotide kinase (Life Technologies, solution d’enzyme a 10 U/uL)
et 1 uL d’ATP marqué au phosphore 32 (PerkinElmer). Le mélange est incubé 1h a 37°C, puis 25 pL
d’eau sont ajoutés. La solution d’oligonucléotide marquée est ensuite purifi¢ avec une colonne G-25
illustra MicroSpin (GE Healthcare) afin d’enlever I’ATP en excés. On obtient 40 pL d’une solution
d’oligonucléotide marqué a 250 nM.

8.1.2 Hybridation avec la séquence complémentaire et formation des G-quadruplex

Une étape d’hybridation est nécessaire pour le systéme « doigt de zinc CP1-Y2F + duplex 12-mer ».
L’oligonucléotide marqué est dilué au 1/500° dans une solution d’oligonucléotide « froid » (non
marqué). On ajoute donc 300 pmoles d’oligonucléotide, dont 0,6 pmoles d’oligonucléotide marqué, a
360 pmoles (1,2 €q.) du brin complémentaire non marqué, dans le tampon 1X qui sera utilisé¢ pour
I’expérience de gel shitf. La dénaturation s’effectue a 90°C pendant 2 min, puis 1’hybridation se produit
lors du refroidissement progressif a température ambiante.

Pour le systtme « thrombine + aptameére 15-mer » les structures en G-quadruplex sont obtenues
¢galement par une étape de dénaturation. La solution d’aptamere dans le tampon 1X utilisé pour la
formation des complexe est chauffée a 90°C pendant 5 min, puis refroidie trés progressivement a

température ambiante.
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8.1.3 Electrophorése sur gel de polyacrylamide

- Préparation des gels

Les gels utilisés contiennent un mélange d’acrylamide/bisacrylamide (29/1) a 8% (Tableau 2).

Tableau 2 : Composition des gels utilisés pour l'étude des modéles de pontage par PAGE

Gel natif (pour 100 mL) | Gel dénaturant (pour 100 mL)
Urée* (Sigma) - 42 ¢
Solution d’acrylamide/bisacrylamide | 20 mL 20 mL
(29/1) a 40 % (Sigma-Aldrich)
TBE 10X (Gibco) 10 mL 10 mL
Eau milliQ 70 mL QSP 100 mL

*L’urée est dissoute en agitant a 35°C pendant 1 ou 2 h. La solution est ensuite filtrée sous vide sur verre fritté.

Deux formats de gels ont été utilisés : 33*20 cm (épaisseur 0.5 mm) et 8.0*7.5 cm (épaisseur 1 mm).
Les grands gels sont coulés en 2 fois. Le bas du gel est polymérisé a partir de 20 mL de la préparation a
base de polyacrylamide, auxquels on ajoute 200 uL d’une solution de persulfate d’ammonium (APS) a
10 g/100 mL (Sigma) et 20 uL N,N,N'.N'-tétramethylethylenediamine (TEMED, Sigma). Pour le reste
du gel, on utilise 60 mL de préparation de polyacrylamide avec 400 pL de solution d’APS et 40 uL de
TEMED. Les petits gels sont coulés en une fois avec 20 mL de préparation d’acrylamide avec 150 uL.

de solution d’APS et 15 L. de TEMED.

- [¢étape : Formation des complexes

» Formation des complexes « doigt de zinc CP1-Y2F + duplex 12-mer »

Les complexes sonts formés par incubation a température ambiante pendant 30 min, dans le tampon
suivant : Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, ZnCl, 100 uM. L’oligonucléotide duplex (5 uM)
marqué a 0,5 mole% sur I’un des brins est mis en présence de différentes concentrations de peptide (0 a
4 mM) dans un volume total de 10 uL, avec 10 % de glycérol.

» Formation des complexes « thrombine + aptameére 15-mer »

100 fmoles d’aptamére marqué a 100 mole% (concentration finale 8,33 nM) sont incubées avec
différentes concentrations de thrombine (0 a 1000 nM), dans un volume total de 12 pL, avec 8 % de
glycérol, pendant 1h (30 min suffisent pour former les complexes) a température ambiante. Les

différents tampons d’incubation utilisés sont listés dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Tampons d'incubation utilisés lors de l'étude de la formation des complexes "thrombine + aptamere 15-mer" par

gelshift.
Tampon phosphate Tampon de sélection (136) Tampon EMSA classique (180)
NaH,P0O4/Na,HPO,; 20 mM | Tris acétate 20 mM Tris 20 mM pH=7,4
pH=7,4 NaCl 140 mM EDTA 1 mM
KCI 100 mM KCI 5 mM KCI 100 mM
CaCl, 1 mM
MgCl, 1 mM

- 2%etape : irradiation (pour le systeme « doigt de zinc CP1-Y2F + duplex 12-mer »)
De la riboflavine en solution dans le tampon d’incubation est ajoutée, pour obtenir une concentration
finale de 50 puM, juste avant chaque irradiation (les échantillons sont irradiés un par un, dans des
eppendorf de 100 pL). L’eppendorf est disposé dans un petit flacon en verre de 2 mL contenant de I’eau
froide. L’irradiation s’effectue par une lampe halogéne, placée a 20 cm de 1’échantillon, pendant 15 ou

30 min.

- 3¢étape : dépot et migration
La pré-migration est effectuée dans un tampon TBE 1X pendant une nuit a 400 V, 10 mA, 3 W. Chaque
échantillon est supplémenté de 6 pL de bleu sucrose (sucrose 40%, bleu de bromophénol 0.25%, cyanol
xyléne 0.25%, TBE 2X dans H»0) et on dépose 7 uL des mélanges obtenus dans les puits (pour cette
expérience le bleu sucrose est déposé uniquement dans un puis sépar¢). La migration est réalisée dans
les mémes conditions que la pré-migration, pendant 4h30 a Sh.
Pour les expériences réalisées sur petit gel, la migration est effectué a 100V, et la prémigration ne dure

que 1h.

- 4¢étape : analyse des gels
Apres la migration, le gel est démoulé et exposé pendant une nuit contre une plaque (Kodak) sensible
au rayonnement émis par le phosphore-32. La lecture de la plaque est effectuée le lendemain a I’aide
d’un appareil Personal Molecular Imager FX (Bio-Rad). Le logiciel Quantity One (Bio-Rad) est utilisé

pour I’analyse de I’'image de gel.
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8.2 Etude par HPLC-MS/MS

- Etape d’incubation pour le systeme « thrombine + aptameére 15-mer »
Apres dénaturation, I’aptamere 15-mer a une concentration de 20 uM est incubé avec 10 uM de
thrombine, a 37°C pendant au moins 30 min. Le tampon d’incubation utilisé est le suivant : tampon
KH>PO4/K,HPO4 10 mM pH=7,5 ; KCI 15 mM. Dans certaines expériences, la solution de thrombine
commerciale est purifiée au préalable a 1’aide d’une colonne d’exclusion stérique G10 présentant un

cut-off de 5,5 kDa.

- Etape d’incubation pour le systeme « SSB + aptamére 49-mer »
L’aptamére 49-mer, a une concentration de 6,2 uM est incubé avec 3,44 uM de protéine Single-Stranded
Binding, a 37°C pendant au moins 15 min. Le tampon d’incubation utilisé est le suivant : tampon
KH,PO4/K,HPO4 10mM pH=7,5 ; KCI 15 mM. La solution de SSB commerciale est également purifiée
pour certaines expériences a 1’aide d’une colonne d’exclusion stérique G10 présentant un cut-off de 5,5

kDa.

- Photosensibilisation
De la riboflavine (en solution dans le tampon d’incubation) est ajoutée pour obtenir une concentration
finale de 40 uM. L’irradiation est effectuée dans un volume total de 40 pL, pendant 10 ou 20 min avec

un lampe halogéne, selon le méme protocole que celui utilisé dans le paragraphe 8.1.3.

- Irradiation laser
L’irradiation laser est effectuée sur un volume total de 25 pL par échantillon, dans des eppendorf de 100
uL. Le dispositif d’irradiation utilisé est décrit dans le paragraphe 3.3. Chaque eppendorf est ouvert et
placé horizontalement dans 1’axe du faisceau. On délivre une impulsion laser a 110 mJ par échantillon

(ce qui représente une énergie d’environ 1000 mJ/cm?).
- Détection des pontages par HPLC-MS/MS

Les échantillons sont hydrolysés en conditions acides (cf paragraphe 3.6.) puis les adduits 8-lys-Gua

sont dosés par HPLC-MS/MS (cf paragraphe 2.3.).
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Chapitre 3 : Les pontages avec la lysine

1 Introduction

Les pontages ADN-protéines constituent un groupe de lésions tres hétérogene, de par la diversité des
agents capables de les induire. De nombreux mécanismes peuvent donc potentiellement étre a 1’origine
de la formation de ces dommages. L’étude de leur structure chimique est délicate ; il est en effet
complexe d’identifier quel acide aminé et quelle base nucléique interviennent dans le pontage. Les
méthodes de détection des DPCs actuellement décrites ne fournissent que peu d’informations sur la
nature chimique du pontage.

Cette partie du projet consiste a étudier les pontages ADN-protéines se produisant suite a 1’exposition
au stress oxydant. Nous cherchons a démontrer que ces 1ésions peuvent se former par réaction entre un
acide aminé nucléophile et le radical cation de la guanine, provenant d’une oxydation a un électron de
I’ADN (Figure 40). En effet, comme nous I’avons vu en introduction, les acides aminés comportant des
groupements nucléophiles peuvent potentiellement s’additionner sur le radical cation de la guanine, en
position C8, pour former des adduits. Les groupements nucléophiles pouvant étre impliqués sont
notamment les amines (cas de la lysine et de I’arginine) et les alcools (cas de la sérine).

Afin de mieux appréhender la structure chimique des pontages ADN-protéines, nous nous sommes
intéressés a 1’adduit entre la guanine et la lysine qui avait déja été mis en évidence au laboratoire (46).
Durant cette these, cette 1ésion a été synthétisée sous la forme de nucléoside modifié (8-lysine-2’-
désoxyguanosine), puis caractérisée. Une méthode de quantification par HPLC couplée a la
spectrométrie de masse en tandem a ensuite été optimisée, afin de détecter I’adduit dans I’ADN isolé,
puis dans ’ADN cellulaire, au sein d’un pontage ADN-protéine. Cette étude a été effectuée dans

différentes conditions de stress oxydant.
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Figure 40 : Hypothese de formation des pontages ADN-protéines suite a une oxydation a un électron de I'’ADN.
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2 Syntheése du standard

L’adduit 8-lysine-2’-désoxyguanosine (8-lys-dGuo) est synthétisé en adoptant la stratégie décrite dans
la Figure 41. La synthese s’effectue a partir de la 8-bromo-2’-désoxyguanosine (8-Br-dGuo) qui est
obtenue par la bromation de la 2’-désoxyguanosine en position C8 par le N-Bromosuccinimide. La 8-
Br-dGuo est ensuite substituée par la lysine en position C8. Cette réaction est réalisée dans un mélange
DMSO / NaOH 1N, et peut conduire en théorie a 2 isomeres de 8-lys-dGuo. En effet, la substitution
peut s’effectuer avec I’amine ¢ (isomere 1, 8-lys-dGuo-1) ou avec I’amine o (isomere 2, 8-lys-dGuo-
2). L’isomere que nous souhaitons étudier provient de la substitution par le groupement €. L’amine o
est impliquée dans la liaison peptidique, alors que 1’amine ¢ est libre dans la chaine peptidique, et

pourrait donc physiologiquement donner lieu a des pontages ADN-protéines.
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_<N | /)\

HO

OH 8-lys-dGuo-2

Figure 41 : Synthese de [’adduit 8-lys-dGuo.

L’adduit est ensuite purifi¢ par HPLC en phase inverse. L’optimisation de la purification par HPLC de
cette famille de composés sera traitée plus en détails dans le chapitre 4 : I’adduit 8-lys-dGuo a été purifié
dans les mémes conditions que les adduits avec les polyamines, en utilisant 0,1% d’acide
trifluoroacétique comme ¢luant, avec un gradient d’acétonitrile. La Figure 42 représente le
chromatogramme du brut réactionnel obtenu apres substitution de la 8-Br-dGuo par la lysine. Le
composé ¢lué a 15,6 min est la 8-Br-dGuo en exces ; au cours de la réaction ce réactif se dépurine en 8-
bromo-guanine, éluée a 10,6 minutes. L’adduit 8-lys-dGuo est ¢lué entre la 8-bromo-guanine et la 8-Br-
dGuo a 14,5 min. Si la réaction de substitution donne lieu a 2 isoméres (Figure 41), ceux-ci peuvent
présenter des temps de rétention différents ou étre élués en méme temps si la résolution n’est pas
suffisante pour les séparer. Le composé collecté a 14,5 min correspond donc soit a I’isomere 1 soit a
I’isomére 2, soit a un mélange des 2 isoméres. Nous avons donc utilisé différentes approches

physicochimiques pour caractériser le (ou les) produits obtenus dans cette fraction.
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Figure 42 : Chromatogramme brut réactionnel synthése adduit 8-lys-dGuo. Détection UV a 254 nm.
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3 Caractérisation de I’adduit 8-lys-dGuo

3.1 Spectrométrie de masse
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Figure 43 : Spectre de fragmentation de I’adduit 8-lysine-2-désoxyguanosine.

L’analyse par spectrométrie de masse est effectuée en mode positif avec une ionisation par électrospray.
L’ion pseudomoléculaire observé en mode MS1 présente un rapport m/z de 412, correspondant a la 8-
lysine-2’-deoxyguanosine protonée. En MS2 cet ion se fragmente au niveau de la liaison N-glycosidique
(m/z=296). Le motif lysine se fragmente avec une perte de la fonction acide carboxylique (m/z=251) et
de I’amine alpha (m/z=233). L’ion avec un rapport m/z de 167 correspond a la base aminée en C8. La
fragmentation observée sur ce spectre pourrait correspondre aux 2 structures proposées dans la Figure

43, et ne nous permet donc pas de conclure sur la prévalence de 1’un ou I’autre des isomeéres.
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3.2 RMN
HO  NH,
E
J = 0

o H A
ﬁ \

H,.E

Ha, H5'5” H,,:B

|

‘ H2’

‘\--.‘—JM ww‘ M\J \wJ i MWJ" tha! W W in

T \I" TTTTTTTT | \|'|HI"!IH\I'\||H|"\'|\‘I'\"| TTTT I‘\\Il\ I'\I[HTI'\‘I\‘II'\"I\TI'\ LA (0 O L LS N L L

20 1.5 1.0

-
H1 ‘ N

H2

~
3
e

‘:
%

Chemlcal Shnft (ppm)

Figure 44 : Spectre RMN 'H de la 8-lysine-2'-désoxyguanosine.

Le composé purifié a été caractérisé par RMN. La Figure 44 représente le spectre RMN du proton obtenu
dans le D,O. En plus des signaux habituels des protons du 2-désoxyribose, ce spectre comporte 5 autres
signaux correspondant au motif lysine. Le proton H8 de la guanine n’est pas détecté (cf. partie
expérimentale). Ces 2 observations nous confirment donc que la substitution nucléophile a bien été
effectuée, en position C8 de la guanine. D’apres ce spectre la fraction purifiée par HPLC ne contient
qu’un seul isomeére, car nous n’observons aucun dédoublement des signaux des hydrogenes du 2-
désoxyribose ; le proton anomérique est parfaitement individualisé. Les signaux des protons du motif
lysine ont été attribués a I’aide des spectres 1D et COSY (Figure 44 et Figure 45).

Le proton « E » est facilement identifié car il présente le déplacement chimique le plus grand ; il est
couplé avec les protons « D ». Les protons « A » sont couplés avec les protons « B ». Enfin les protons

« C » sont les plus blindés et sont impliqués dans les couplages avec les 4 autres protons aliphatiques.

-118 -



Chapitre 3 : Les pontages avec la lysine

bl

F1 Chemical Shift (ppm)

L

ot

"

!

T T T T L L i B R R R R RN EEE N RN R

6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figure 45 : Spectre RMN COSY de la 8-lysine-2'-désoxyguanosine

Afin de confirmer que le composé purifi¢ correspond bien a 1’isomere 1, nous nous sommes intéresses
a la différence de déplacement chimique entre les protons « A » et « E ». Leurs déplacements chimiques
sont respectivement de 3.45 et 3.77 ppm, ce qui représente un écart de 0.32 ppm. Dans le spectre RMN
'H de la lysine, obtenu dans le méme solvant, cette différence est de 0.55 ppm (Tableau 4). Si le pontage
s’effectue sur ’amine a, le déplacement chimique de 1’hydrogene « E » est augmenté, ce qui accentue
cet écart. A I’inverse, un pontage avec I’amine € rend les hydrogénes « A » plus déblindés, et diminue
I’écart de déplacement chimique. Cette derniére observation est en faveur d’une structure correspondant

a I’isomere 1. Ce point sera confirmé indirectement lors de la détection de I’adduit in cellulo.
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Tableau 4 : Comparaison des déplacements chimiques des hydrogenes "A" et "E", pour l'adduit 8-lysine-désoxyguanosine et
pour l'acide aminé libre. Les spectres ont été réalisés dans le D;O.

A (ppm) 3.45 2.72
E (ppm) 3.77 3.27
33 UV

Le spectre UV de I’adduit 8-lysine-dGuo (Figure 46) comporte un maximum d’absorption a 255 nm, et
un épaulement a 290 nm. Par comparaison avec les spectres de la 2°-désoxyguanosine (Figure 47-A) et
du nucléoside bromé (Figure 47-B), on note un shift bathochrome qui est caractéristique de la

substitution en C8, et qui a déja été observé pour la 8-oxoguanine et la 8-aminoguanine. (127)
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Figure 46 : Spectre d’absorption UV de I’adduit 8-lys-dGuo.
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Figure 47 : Spectres d'absorption UV de la 2'-désoxyguanosine (A) et de la 8-bromo-2'-désoxyguanosine (B).
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4 Développement d’une méthode de quantification par HPLC-

MS/MS

L’HPLC couplée a la spectrométrie de masse en tandem est une technique trés largement décrite pour
la quantification des 1ésions des acides nucléiques. Son utilisation présente de nombreux avantages,
notamment sa spécificité de détection. La mise au point de la méthode d’analyse comporte 2 étapes : (i)

I’optimisation des paramétres de détection par spectrométric de masse et (ii) 1’optimisation des

paramétres chromatographiques.

4.1 Le mode « MRM » : Multiple Reaction Monitoring
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Figure 48 : Détection des lésions en mode MRM. A : représentation schématique de [’analyseur de type triquadripélaire. B :
transition utilisée pour doser la 8-oxodGuo (128). C : transitions utilisées pour analyser I’adduit 8-lys-dGuo.

Le systeme utilisé possede une source d’ionisation par électrospray et un analyseur triquadripdlaire. Le
fonctionnement du triquadripdle est schématisé dans la Figure 48-A. Les quadripoles 1 et 3 sont les
analyseurs, et le quadripdle 2 joue le rdle de cellule de collision. Le mode d’utilisation « MRM » pour
« Multiple Reactions Monitoring » consiste a spécifier une masse en MSI1 pour filtrer les ions

précurseurs dans le quadripdle 1, et de sélectionner les ions fils avec une masse prédéfinie en MS2 dans
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le quadripdle 3, en considérant la fragmentation qui survient pour ces ions dans la cellule de collision.
Les ions qui parviennent au détecteur ont donc été sélectionnés par la masse spécifique des ions parents
et une fragmentation qui leur est propre. On parle ainsi de « transition ». Le mode MRM présente
I’avantage d’assurer une détection sensible, quantitative, et surtout spécifique. Cette double spécificité
est renforcée par le couplage avec ’'HPLC, qui permet de sélectionner les composés présentant un temps
de rétention prédéfini. Face a la complexité et la diversité des Iésions des acides nucléiques, la
quantification par HPLC-MS/MS en mode MRM constitue donc une méthode analytique de choix.

La 8-oxodGuo, qui a été choisie comme I¢sion oxydative de référence, est quantifiée par le mode MRM
a l’aide de la transition 284.1 -> 168.1, représentée sur la Figure 48-B (128). En MS1, une masse de
284, correspondant au composé protoné, a ¢té¢ définie. En MS2 a été sélectionné 1’ion m/z = 168 issu
d’une fragmentation impliquant la rupture de la liaison N-glycosidique, s’accompagnant de la perte du

motif 2-désoxyribose.

4.2 Optimisation des parametres de détection par spectrométrie de masse

L’adduit 8-lys-dGuo est analysé en mode d’ionisation positif. Nous avons utilisé des transitions
correspondant a la fragmentation de 1’ion pseudomoléculaire [M+H]*, de masse 412. Comme il a été
décrit dans la partie caractérisation, cet ion se fragmente en 2 ions fils principaux, de masses 296 et 233.
Nous avons ainsi pu travailler sur 2 transitions (Figure 48-C) :

- 412.3 ->296.0, correspondant a la perte du 2-désoxyribose ;

- 412.3 > 233.0, correspondant a la perte du 2-désoxyribose et a 2 fragmentations, en a du

groupement acide carboxylique et en o de I’amine du motif lysine.

L’utilisation de 2 transitions pour le méme analyte permet de renforcer la spécificité de la méthode
d’analyse. Les énergies de collision optimisées pour chaque transition sont reportées dans le Tableau 5.
Afin de pouvoir analyser la 8-oxodGuo, une transition spécifique de cette 1ésion est ajoutée dans la

méthode. Des paramétres d’ionisation communs ont été définis (cf. partie expérimentale).

Tableau 5 : Transitions optimisées pour la détection de l'adduit 8-lys-dGuo en mode MRM.

Masse de Masse de Mode Energie de  Intensité
l’ion parent  [ion fils d’ionisation  collision relative
(m/z) (m/z) (eV) (%)
411.4 412.3 296.0 s 16 92
412.3 233.0 - 28 100
2833 284.1 168.1 + 13 100
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4.3 Optimisation des parameétres chromatographiques en HPLC-MS/MS

La phase stationnaire utilisée est constituée de silice greffée C18. Les nucléosides sont élués avec de
I’acide trifluoroacétique a 0,1% avec un gradient de méthanol (cf. partie expérimentale).

Le choix de I’acide trifluoroacétique comme éluant sera explicité plus en détails dans le chapitre 4. Cet
¢luant permet d’obtenir une bonne résolution lors de la séparation par HPLC. Dans ces conditions,
I’adduit 8-lys-dGuo est élué a 13 minutes avec un rapport signal/bruit pour la détection en masse

d’environ 160 pour 0,5 pmole de standard injectée (Figure 49).
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Figure 49 : Chromatogramme correspondant a la détection par HPLC-MS/MS de 0,5 pmole de standard de 8-lys-dGuo, élué
a 13,3 min.

La limite de détection de 1’adduit 8-lys-dGuo est de 50 fmoles environ, et la limite de quantification se
situe aux alentours de 100 fmoles. La linéarité de cette méthode d’analyse est estimée grace a la droite

de calibration réalisée pour des quantités de standard allant de 50 a 2000 fmoles injectées (Figure 50).
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Figure 50 : Droite de calibration pour la détection de I’adduit 8-lys-dGuo par HPLC-MS/MS.

Pour la quantification des adduits, I’ADN est au préalable hydrolysé par un cocktail enzymatique (voir
partie expérimentale) afin de libérer les nucléosides, non modifiés ou comportant des lésions. Les
adduits 8-lys-dGuo sont quantifiés par HPLC-MS/MS a I’aide de la méthode optimisée en mode MRM,
en considérant la transition la plus intense. Les nucléosides normaux sont quantifiés par HPLC-UV avec

une détection a 280 nm (Figure 51).
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Figure 51 : Chromatogramme obtenu pour la détection des nucléosides normaux en UV a 280 nm. dC : désoxycytidine, dA :
désoxyadeénosine, dG : désoxyguanosine, dT : désoxythymidine.
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5 Formation d’adduits 8-lys-dGuo dans I’ADN isolé

5.1 Formation d’adduits apres photosensibilisation

Cette expérience est réalisée sur de I’ADN isolé, extrait de thymus de veau. L’ADN est irradi¢ par UVA
en présence de riboflavine (afin de produire une photo-oxydation de type ) et en présence de lysine
libre. Le but de cette expérience est de déterminer si I’addition nucléophile de la lysine peut avoir lieu
dans de I’ADN double brin étant donné que les résultats obtenus précédemment au laboratoire étaient
focalisés sur de ’ADN simple brin (46). L’ADN est ensuite précipité a 1’é¢thanol puis hydrolysé

enzymatiquement. Les nucléosides obtenus sont analysés par HPLC-MS/MS.
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Figure 52 : Analyse par HPLC-MS/MS d’ADN isolé apres photosensibilisation en présence de 1 mM de lysine.
Chromatogrammes obtenus pour la détection de I’adduit 8-lys-dGuo en mode MRM.

Les chromatogrammes obtenus pour la détection de 8-lys-dGuo lors de I’irradiation réalisée en présence
de 1 mM de lysine (Figure 52) comportent un pic au temps de rétention attendu (13 minutes), pour les
2 transitions (avec un rapport d’intensité identique a celui observé pour le standard), ce qui prouve la
présence de 1’adduit dans ces échantillons. La photosensibilisation en présence de lysine produit donc
des adduits 8-lysine-2’-désoxyguanosine. D’apreés les cinétiques d’irradiation représentées dans la
Figure 53, cette formation d’adduits est quasi-proportionnelle au temps d’irradiation entre 2 et 10
minutes. Celle-ci est également dépendante de la dose de lysine employée, aux vues des vitesses de

formation d’adduits indiquées dans le Tableau 6. La photosensibilisation en présence de 0,1, 0,5 et 1
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mM de lysine permet de produire respectivement 38, 75 et 140 adduits par million de nucléosides apres

10 minutes d’irradiation.
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Figure 53 : Cinétiques de formation d’adduits 8-lys-dGuo aprés photosensibilisation d’ADN isolé. L’ADN, en solution dans
[’eau a une concentration de 0,5 mg/mL, est irradié en présence de riboflavine (40 uM) et de lysine (0,1, 0,5 et 1 mM).

Tableau 6 : Evolution des vitesses de formation d’adduits 8-lys-dGuo entre 2 et 10 min d’irradiation en fonction de la
concentration en lysine.

Concentration de lysine Vitesse de formation
(mM) d’adduits (Iésions / min)
0,1 4,0
0,5 5.9
1 10,1

En parallele, la 8-oxodGuo est également dosée par HPLC-MS/MS (Figure 54). On observe une

diminution de son taux de formation lorsque la concentration en lysine dans le milieu d’irradiation

augmente.
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Figure 54 : Cinétique de formation de 8-oxodGuo apres photosensibilisation d’ADN isolé. L’ADN, en solution dans l’eau a
une concentration de 0,5 mg/mL est irradié en présence de riboflavine (40 uM) et de lysine (0,1, 0,5 et 1 mM).

5.2 Formation d’adduits aprés irradiation par rayonnement vy

Le rayonnement y est un rayonnement ionisant et pénétrant. Comme nous 1’avons vu précédemment,
ces ondes ¢lectromagnétiques hautement énergétiques interagissent avec I’ADN de fagon directe ou
indirecte. Lorsque que le rayonnement atteint directement I’ADN, I’énergie déposée provoque
I’ionisation et I’apparition de radicaux, en particulier au niveau de la guanine. Le rayonnement y peut
également avoir un effet indirect par ionisation des molécules d’eau produisant des especes réactives de
I’oxygene, notamment le radical hydroxyle, qui interagissent avec I’ADN pour former diverses Iésions.
L’irradiation d’ADN isolé par le rayonnement y en présence de lysine, aux 2 concentrations les plus
¢élevées, conduit a la formation d’adduits 8-lys-dGuo (Figure 55). L’irradiation en présence de 0,5 mM
de lysine semble produire plus d’adduits que celle réalisée avec une concentration de 1 mM. Cet effet
peut étre lié a une 1égeére diminution de la solubilité de ’ADN en présence d’une concentration élevée
de lysine. La formation d’adduits atteint un plateau apres environ 80 Gy. Ce plateau témoigne
probablement de 1’apparition de produits de dégradation secondaires dus a une suroxydation : en effet
les travaux de S. Perrier ef al. sur les pontages guanine-KKK dans I’ADN simple brin (46) ont permis
de mettre en évidence que 1’adduit 8-lys-dGuo est sensible a 1’oxydation et que cela conduit a des

produits de suroxydation de ce composé, de type guanidinodihydantoine et spiroiminodihydantoine.
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Figure 55 : Formation d’adduits 8-lys-dGuo dans [’ADN isolé aprés irradiation gamma en présence de lysine. L’ADN est
solution dans [’eau a une concentration de 0,5 mg/mL.

L’évolution du taux de 8-oxodGuo en fonction de la dose d’irradiation est représentée dans la Figure
56. Pour toutes les concentrations de lysine testées, la courbe de formation de 8-oxodGuo atteint un
plateau aux alentours de 80 grays. Comme nous I’avons constaté lors de I’expérience de
photosensibilisation, la présence de lysine s’accompagne d’une inhibition dose-dépendante de la
formation de 8-oxodGuo. Il existe vraisemblablement une compétition entre I’addition nucléophile de
I’eau sur le radical cation de la guanine, conduisant a la 8-oxodGuo, et celle de la lysine, produisant des
adduits. Cependant, la diminution du taux de 8-oxodGuo n’est que trés partiellement compensée par la

formation d’adduits. Ceci suggere donc 1’existence d’autres phénomeénes intervenant dans 1’inhibition

de la formation de 8-oxodGuo, qui seront analys€s plus en détails (cf. discussion).
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Figure 56 : Formation de 8-oxodGuo dans I’ADN isolé apres irradiation y en présence de lysine. L’ADN est solution dans

[’eau a une concentration de 0,5 mg/mL.
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Ainsi, les expériences réalisées sur I’ADN isolé permettent de conclure que la lysine, en tant qu’espéce
nucléophile, est capable de réagir avec le radical cation de la guanine dans ’ADN double brin. Cette
réaction conduit a la formation d’un adduit 8-lysine-2’-désoxyguanosine. De plus, cette réaction est
dose-dépendante et s’accompagne d’une diminution de la formation de 8-oxodGuo. Ces résultats
obtenus in vitro représentent une premicre étape dans la compréhension du mécanisme de formation des
adduits entre guanine et lysine. Ces 1ésions ont par la suite été étudiées dans I’ADN extrait de cellules
irradiées, afin de déterminer si cette réaction est impliquée dans les pontages ADN-protéines in cellulo.
Dans ce but, une méthodologie est développée afin de détecter I’adduit lysine-guanine au sein d’un

pontage ADN-protéine.
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6 Mise au point d’une méthodologie pour détecter I’adduit lysine-

guanine dans un pontage ADN-protéine

6.1 Stratégie

Afin de quantifier I’adduit formé entre 1’acide aminé lysine et la base guanine, nous devons au préalable
libérer cet adduit de la structure formée par le pontage ADN-protéine. Ceci nécessite d’hydrolyser a la
fois les acides nucléiques et les liaisons amide de la chaine peptidique. Cette étape ne peut étre réalisée
par voie enzymatique, nous avons donc opté pour une hydrolyse acide, qui permet d’hydrolyser les
liaisons peptidiques et les liaisons N-glycosidiques, libérant ainsi I’adduit sous forme de base modifiée
(Figure 57). Cette stratégie nous impose de développer une 2° méthode analytique pour détecter I’adduit

sous la forme de base, 8-lysine-guanine (8-lys-Gua).

HO NH,
o) .'.NH i Hydrolyse acide © " i
’ 0 nﬁ‘/@WH—{Nf‘\I 4._» HN—</ f‘\)’\i
H R N N N Z
[e)

NH, N NH,

8-lys-Gua

Figure 57 : Stratégie pour isoler I’adduit 8-lys-Gua au sein d’un pontage ADN-protéine. L’ hydrolyse acide permet
d’hydrolyser les liaisons peptidiques et les liaisons N-glycosidiques.

6.2 Synthése du standard 8-lysine-guanine

Le standard 8-lysine-guanine est synthétisé par une étape d'hydrolyse de I'adduit 8-lysine-2'-
désoxyguanosine par de l'acide formique (Figure 58). L'adduit dépuriné est obtenu avec une pureté
d'environ 95% (visualisée par HPLC, donnée non présentée ici), il a donc été utilisé comme standard

pour les analyses par HPLC-MS/MS sans purification supplémentaire.
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Figure 58 : Synthese de l'adduit 8-lys-Gua.

6.3 Méthode de quantification de I’adduit 8-lys-Gua par HPLC-MS/MS

Une méthode de quantification par HPLC-MS/MS a été optimisée pour 1’adduit sous la forme de base
modifiée (8-lys-Gua). Ce composé est analysé en mode d’ionisation positif, a I’aide de 2 transitions
correspondant a la fragmentation de 1’adduit protoné [M+H]" (m/z=296) (Tableau 7). La transition 296.1
> 233.1 est lide a la perte de la fonction acide carboxylique ; la transition 296.1 -> 251.1 correspond a
une fragmentation en o de ’amine libre de la partie lysine et a la perte de I’acide carboxylique. La
quantité d’ADN est mesurée a partir de la guanine non modifiée, quantifiée en mode MRM également ;
la fragmentation correspond a la perte de la fonction amine. Les taux de 1ésions seront ainsi exprimés
en nombre d’adduits par million de bases normales. La transition utilisée pour détecter la guanine
correspond a la fragmentation de I’isotope +1 uma de la base protonée afin de diminuer la sensibilité

pour ne pas saturer la détection.

Tableau 7 : Transitions optimisées pour la détection de l'adduit 8-lys-Gua en mode MRM.

Masse de Masse de Mode Energie de  Intensité
l’ion parent  [’ion fils d’ionisation  collision relative
(m/z) (m/z) (V) (%)
295.3 296.1 233.1 1 20 100
296.1 251.1 + 22 32
151.1 153.0 111.0 1 20 100
154.0 137.0 4 20 25

La séparation par HPLC est effectuée avec une phase de silice greffée C18. Les bases sont ¢éluées dans
le formiate d’ammonium a 0,5 mM avec un gradient de méthanol (cf. partie expérimentale). La Figure

59 représente les chromatogrammes obtenus lors de I’injection de 100 fmoles de standard. L’adduit 8-
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lys-Gua est élué¢ a 9.5 minutes, avec un rapport signal/bruit d’environ 25. La limite de détection de

I’adduit 8-lys-Gua se situe aux alentours de 1 fmole injectée.
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Figure 59 : Chromatogrammes obtenus pour la détection du standard 8-lys-Gua par HPLC-MS/MS en mode MRM (100
fmoles injectées).

6.4 Choix des conditions d’hydrolyse

L’étape d’hydrolyse acide a été optimisée dans le but de définir des conditions permettant d’hydrolyser
a la fois les bases de I’ADN et la partie protéique, et de limiter la dégradation de 1’adduit obtenu. La
liaison N-glycosidique est facilement hydrolysable par traitement acide, mais le clivage de la liaison
peptidique nécessite des conditions plus drastiques. La stabilité de I’adduit 8-lys-Gua en conditions
acides fortes a donc ¢été vérifiée (donnée non présentée ici). L utilisation d’acide chlorhydrique a déja
été décrite pour I’hydrolyse des peptides (129). D’autre part, 1’utilisation d’un acide volatil est plus
commode car il peut étre ¢liminé par simple évaporation apres ’hydrolyse. Différentes conditions
d’hydrolyse ont été envisagées :

- acide formique a 60 %,

- acide formique a 88 %,

- etacide chlorhydrique a 6 N.

Une solution d’ADN double brin extrait de thymus de veau est irradiée par UVA en présence de
riboflavine et d’un tripeptide KKK a une concentration de 1 mM. L’ ADN est ensuite précipité a 1’éthanol
et hydrolysé dans les 3 conditions testées, a 105°C. L’adduit 8-lys-Gua est dosé apres 30 min, 1, 2, 4 et
6 heures (Figure 60). L’hydrolyse par HCI 6 N est la plus efficace puisqu’apres 6 heures on mesure un

taux d’adduits d’environ 900 Iésions par million de bases, soit 10 fois plus qu’avec 1’acide formique. La
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cinétique sur 6 heures de réaction n’atteint pas de plateau ; des temps d’hydrolyse plus longs sont donc

nécessaires.

—&—HCOOH60% —@—HCOOH 88% —@—HCI6N
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Figure 60 : Optimisation des conditions d’hydrolyse d'un pontage ADN-tripeptide dans I'ADN isolé. Le pontage est formé
par photosensibilisation d’ADN a 0,5 mg/mL en présence de 1 mM de peptide trilysine. L adduit 8-lys-Gua est dosé par
HPLC-MS/MS apres hydrolyse acide.

Une cinétique d’hydrolyse par 1’acide chlorhydrique est ensuite réalisée (Figure 61). L’expérience
d’irradiation est renouvelée dans les mémes conditions que précédemment, avec 500 uM de peptide
KKK. L’ADN est précipité puis traité¢ par HC1 6N a 105°C. L’adduit 8-lys-Gua est dosé aprés 4, 8, 12
et 24 heures d’hydrolyse. La cinétique s’approche d’un plateau a environ 12 heures ce qui indique que
I’hydrolyse est presque totale. Les expériences décrites par la suite ont donc été réalisées avec un
traitement par HC1 6N pendant 15h, afin d’assurer une compléte hydrolyse des liaisons peptidiques dans

le cas d’une partie protéique plus volumineuse, notamment pour les expériences in cellulo.
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Figure 61 : Cinétique d’hydrolyse d'un pontage ADN-tripeptide. Le pontage est formé par photosensibilisation d’ADN a 0,5
mg/mL en présence de 500 uM de peptide trilysine. L'adduit 8-lys-Gua est dosé apres hydrolyse par HCI 6 N.

6.5 Validation de I’approche : détection de I’adduit 8-lys-Gua dans des pontages
dG-KKK et dG-KYK

Les conditions expérimentales mises au point pour doser I’adduit 8-lys-Gua au sein d’un pontage ADN-
protéine ont tout d’abord été testées lors d’expériences réalisées in vitro avec les tripeptides KKK et
KYK, afin de s’assurer de la faisabilité et de la reproductibilité de cette méthodologie.

Une solution d’ADN double brin est irradiée en présence de riboflavine et d’un peptide KKK ou KYK
a 500 uM. L’ADN est précipité, hydrolysé et analysé par HPLC-MS/MS pour quantifier 1’adduit 8-lys-
Gua. Une cinétique d’irradiation a 0, 1, 2, 5 et 10 minutes est ainsi tracée pour chacun des 2 peptides
étudiés (Figure 62). L’irradiation en présence de KKK conduit a une cinétique de formation d’adduits
linéaire, avec une vitesse de formation d’adduits d’environ 17 Iésions par minute. Dans le cas de
I’irradiation avec KYK, la formation d’adduits est presque inexistante dans ces conditions.

La tyrosine possede un potentiel d’oxydo-réduction inférieur a celui de la guanine. Nous avons vu en
introduction qu'un transfert électronique pouvait se produire de la tyrosine vers la guanine oxydée,
réparant ainsi les radicaux formés sur la guanine (81). Ce phénomene pourrait donc expliquer les
résultats observés pour la série d'irradiation réalisée avec le peptide KYK. La tyrosine centrale est
vraisemblablement impliquée dans la réparation des radicaux cations de la guanine formés lors de la
photosensibilisation, ce qui réduit le nombre de sites disponibles pour la formation d'adduits lysine-

guanine.
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Figure 62 : Cinétiques de formation d'adduits 8-lys-Gua apres photosensibilisation d’ADN isolé (0,5 mg/mL) en présence
d'un tripeptide KKK ou KYK a une concentration de 500 uM. Les taux d’adduits sont indiqués sur [’axe des ordonnées a
gauche pour [’expérience avec KKK et sur I’axe de droite pour |’expérience avec KYK.

Une deuxi¢me expérience d’irradiation a été réalisée avec le peptide KKK afin d’évaluer I’effet du
milieu d’irradiation (Figure 63). L’irradiation est réalisée soit dans ’eau soit dans un tampon phosphate
a 10 mM. L’irradiation dans le tampon phosphate ralentit la formation de 8-lys-Gua : la vitesse de
formation est de 1 adduit par minute, pour 17 aprés irradiation dans 1’eau. Le milieu d’irradiation influe
donc sur la formation de ces Iésions ; I’utilisation du tampon phosphate modifie certainement la
répartition du tripeptide dans la solution, par compétition entre les paires d’ions se formant avec les
charges négatives de I’ADN et celles du tampon, ce qui a tendance a diminuer les interactions ioniques
entre ADN et KKK, et donc diminue la possibilité d’addition nucléophile du peptide sur le radical cation

de la guanine.
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Figure 63 : Effet du milieu d’irradiation sur la formation d'adduits 8-lys-Gua aprés photosensibilisation d'ADN isolé en
présence de KKK. L'irradiation est réalisée dans ['eau ou dans un tampon phosphate a 10 mM.
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La méthodologie ainsi développée pour isoler et quantifier 1’adduit 8-lys-Gua nous a donc permis
d’étudier la formation de cette lésion in vitro, lors d’un pontage avec un court peptide. Elle pourra donc

étre mise en ceuvre pour les études in cellulo.
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7 Quantification de ’adduit 8-lys-Gua dans des cellules irradiées

L’adduit 8-lys-gua est recherché dans ’ADN extrait de cellules THP1. La lignée THP1 est une lignée
monocytaire issue d’un patient leucémique. Ces cellules sont traitées avec différentes conditions de
stress oxydant : (i) photosensibilitation par irradiation UV A en présence de riboflavine, (ii) rayonnement

v, (iii) rayonnement laser UV a 266 nm.

7.1 Etude aprés photosensibilisation

7.1.1 Viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire est étudiée a ’aide du test MTT, afin d’évaluer quantitativement ’effet des
rayonnements UV A et du photosensibilisateur (Figure 64). Le test MTT est I’une des méthodes les plus
utilisées pour estimer la viabilité cellulaire par mesure de 1’activité métabolique. Le réactif utilisé est un
sel de tétrazolium de couleur jaune (le bromure de 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium), qui est réduit sous I’action de la succinate deshydrogénase mitochondriale des cellules
vivantes, en cristaux de formazan, de couleur violette. Ce précipité est ensuite solubilisé par le DMSO
qui pénetre les membranes plasmiques.

Les cellules, en suspension dans du PBS, sont incubées avec différentes concentrations de riboflavine
(0, 10 et 200 uM), a 37°C, pendant 30 minutes. Apres ringage au PBS, elles sont ensuite irradiées par
UVA, a une dose de 50 J/cm?. Une série témoin, non irradiée, est également réalisée.

L’incubation avec la riboflavine a une concentration de 10 uM diminue la viabilité des cellules de 23%,
et de 48% pour une concentration de 200 uM. L’irradiation par UV A affecte beaucoup plus la viabilité
cellulaire, qui atteint 40% environ sans photosensibilisateur ou avec la faible concentration de

riboflavine, et 13% pour la concentration plus élevée.
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Figure 64 : Effets des UVA et de la riboflavine sur la viabilité des cellules THP1 évaluée par le test MTT, 24h apres le
traitement par irradiation.

7.1.2 Quantification de 8-lys-Gua et 8-oxodGuo

Les cellules sont incubées avec la riboflavine a une concentration de 200 uM, pendant 30 min a 37°C.
Elles sont ensuite irradiées avec des doses d’UVA de 0, 50 et 100 J/cm?. Une série témoin, non traitée
a la riboflavine, est également réalisée. La 8-oxodGuo et 1’adduit 8-lys-Gua ont été recherchés par
HPLC-MS/MS. L’irradiation en présence du photosensibilisateur conduit a la formation de 8-oxodGuo,
avec un taux d’environ 8 1ésions par million de nucléosides pour une dose de 100 J/cm? (Figure 65). Les
taux d’adduits 8-lys-Gua se situent en-dessous du seuil de détection pour toutes les conditions de

photosensibilisation étudiées.
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Figure 65 : Formation de 8-oxodGuo dans I’ADN cellulaire aprés photosensibilisation par UVA en présence de riboflavine.
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7.2 Etude aprés exposition au rayonnement ionisant

7.2.1 Viabilité cellulaire

Les cellules sont mises en suspension dans du PBS et irradiées avec différentes doses de rayonnements
v : 0, 10, 50 et 100 grays. L’irradiation a 10 grays n’a pas provoqué de perturbations métaboliques

détectables lors du test MTT (Figure 66). Les doses de 50 et 100 grays ont conduit a une baisse de la

viabilité cellulaire de respectivement 30% et 57%
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Figure 66 : Effets de |’exposition au rayonnement y sur la viabilité des cellules THPI évaluée par le test MTT, 24h apreés le
traitement par irradiation.

7.2.2 Quantification de 8-lys-Gua et 8-oxodGuo

Les cellules sont exposées a des doses de rayonnement y allant de 0 a 225 grays. Les taux de 8-oxodGuo
et de 8-lys-Gua ont été mesurés par HPLC-MS/MS pour chaque dose d’irradiation. L’exposition au
rayonnement y produit de la 8-oxodGuo avec une constante de formation de 1.1072 Iésion/gray. Les taux

de 8-lys-Gua observés dans ces conditions sont inférieurs a la limite de détection.
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Figure 67 : Formation de 8-oxodGuo dans I’ADN cellulaire apres exposition au rayonnement Y.

7.3 Etude aprés exposition a des impulsions laser a 266 nm

7.3.1 Viabilité cellulaire

Les cellules en suspension dans du PBS sont exposées au rayonnement laser UV, de longueur d’onde
266 nm, avec une énergie de 120 mJ par pulse (soit environ 1000 mJ/cm?/pulse). Le systéme utilisé sera
décrit dans le paragraphe suivant. Les résultats de viabilité cellulaire obtenus lors du test MTT sont
présentés dans la Figure 68. La plus faible dose utilisée (1 pulse) provoque une diminution de la viabilité

de 15%. Une dose 10 fois plus élevée abaisse la viabilité de 62%.
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Figure 68 : Effets de I’exposition au rayonnement laser a 266 nm sur la viabilité des cellules THPI évaluée par le test MTT,
24h apres le traitement par irradiation.
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7.3.2 Quantification de 8-lys-Gua et 8-oxodGuo

Les cellules sont exposées a des impulsions laser de longueur d’onde 266 nm. A cette longueur d’onde,
les photons sont presque exclusivement absorbés par les bases nucléiques. Les conditions d’irradiation
utilisées ont été choisies dans le but de favoriser un mécanisme biphotonique ; 2 photons atteignent la
molécule cible (I’ADN) dans un laps de temps court (quelques nanosecondes). Le 1¢ photon absorbé
provoque une transition vers un état excité. Si un 2¢ photon est absorbé par cet état excité, cela conduit
a I’ionisation de la molécule. Ces conditions expérimentales permettent donc de produire beaucoup de
radicaux cations de la guanine, soit par ionisation directe de la guanine, soit par transfert d’électron de
la guanine vers un radical cation d’une autre base. Le but est de favoriser la formation de lésions
impliquant le radical cation de la guanine par rapport a d’autres dommages a I’ADN.

Apres exposition des cellules au rayonnement laser, I’ADN est extrait, hydrolysé en conditions acides,
puis analysé par HPLC-MS/MS. Les chromatogrammes obtenus pour des échantillons irradiés par 10
impulsions laser (Figure 69) comportent un pic majoritaire a 9 min similaire a celui observé pour le
standard 8-lys-Gua. Ce pic est présent pour les 2 transitions ¢tudiées, 296 -> 233 et 296 -> 251 dans les

mémes proportions que celles obtenues pour le standard, et correspond donc a I’adduit 8-lysine-guanine.
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Figure 69 : Analyse par HPLC-MS/MS d’ADN extrait de cellules THPI exposées au rayonnement laser correspondant a une
énergie regue de 5000 mJ/cm?. Chromatogrammes obtenus pour la détection de I'adduit 8-lys-Gua.

L’exposition aux impulsions laser dans les conditions de cette expérience produit environ 300 fois plus
de 8-0xodGuo que d’adduits lysine-guanine (Figure 70). Les taux de formation de ces 2 Iésions sont
quasi-proportionnels au nombre de pulses regus. Pour une dose d’irradiation correspondant a 10 pulses
laser, les taux de formation observés sont de 313 Iésions par million de nucléosides pour la 8-oxodGuo

et de 1 Iésion par million de bases pour 8-lys-Gua.
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Figure 70 : Formations de 8-oxodGuo et de 8-lys-Gua apreés exposition a des impulsions laser a une longueur d’onde de 266
nm avec une énergie 60 mJ (ce qui représente une énergie recue d’environ 500 mJ/cm*/pulse).

L’adduit 8-lysine-guanine a donc été détecté dans I’ADN extrait de cellules THP1 exposées au
rayonnement laser. Les taux de formation de cette 1ésion sont proportionnels a la dose d’irradiation et
donc au taux de guanines oxydées. Les autres conditions de traitement utilisées (photosensibilisation,
exposition au rayonnement ionisant) n’ont pas permis d’induire des taux d’adduits supérieur a la limite
de détection par HPLC-MS/MS. Ces travaux montrent donc pour la premiére fois que la lysine est
capable de réagir avec le radical cation de la guanine in cellulo pour former des pontages ADN-protéines.
D’autre part, ces expériences confirment indirectement la structure de I’isomeére de 1’adduit lysine-
guanine étudi¢. Dans le paragraphe traitant de la synthése des adduits, nous avons évoqué I’existence de
2 isomeéres pour ce composé. La caractérisation du standard par RMN apporte des arguments en faveur
de la structure correspondant a un pontage avec I’amine €. Lors des expériences réalisées in cellulo, la
lysine pontée était probablement impliquée dans une liaison peptidique, par I’amine a. Les adduits

détectés correspondent donc trés vraisemblablement a un pontage avec I’amine «.
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8 Détection des pontages ADN-protéines dans ’ADN cellulaire

Différentes méthodes de détection des pontages ADN-protéines ont été décrites dans la littérature (cf.
partie bibliographique). Nous avons tenté d’adapter des conditions permettant de détecter dans I’ADN
cellulaire les pontages survenant lors de I’exposition au rayonnement laser. Le but est de démontrer que
les taux d’adduits lysine-guanine observés dans ces conditions sont corrélés a la formation de pontages
ADN-protéines. Le développement de cet outil de détection constitue une étape importante dans la
compréhension du mécanisme de formation des pontages ADN-protéines. 2 méthodes de détection ont
été envisagges :
- le test des comeétes,

- letestau FITC.

8.1 Détection des pontages ADN-protéines par le test des cometes

Le test des cometes constitue une méthode de détection indirecte des pontages ADN-protéines (cf. partie
bibliographique, paragraphe 1.1.3.1). Ces dommages ont pour effet de réduire la migration de I’ADN
observée lors de ce test (40). Nous avons donc mis en ceuvre cette technique afin de mettre en évidence

les pontages ADN-protéines induits par I’exposition au rayonnement laser de cellules THP1 (Figure 71).
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Figure 71 : Test des cométes réalisé sur des cellules THP1 exposées a différentes doses de rayonnement laser a 266 nm.
Chagque pulse présente une énergie de 60 mJ ce qui correspond a environ 500 mJ/cm?. L’échantillon « témoin + » est
constitué de cellules A549, incubées avec 1 uM de riboflavine pendant 20 minutes, puis exposées au rayonnement UVA, a
une dose de 10 J/cm?.
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Les conditions expérimentales utilisées sont une adaptation du protocole décrit par Merk et al. (40).
Apres I’étape de lyse des cellules, une partie des lames a été incubée avec la protéinase K. Une série
témoin est réalisée en incubant les lames dans les mémes conditions sans protéinase.

La quantité relative d’ADN présente dans la queue de la comeéte est évaluée a partir de I’intensité de
fluorescence dans la queue exprimée en pourcentage de la fluorescence totale. Cette valeur refléte la
migration de I’ADN endommagé. Nous n’observons pas de variation significative de la migration de
I’ADN pour les irradiations a 1 ou 3 pulses par rapport aux cellules non irradiées. Cet indicateur
augmente pour la dose la plus élevée correspondant a 10 pulses d’irradiation. L’incubation avec la
protéinase diminue trés légerement la migration de I’ADN pour toutes les doses d'irradiation, mais cette
tendance n'est pas observée de fagon significative.

L’exposition des cellules THP1 a de fortes doses de rayonnement laser provoque donc une augmentation
de la migration de I’ADN lors du test des cometes en conditions alcalines. Cet effet ne peut pas étre
associé¢ a la présence de pontage ADN-protéines puisque 1’incubation avec la protéinase K n’induit
aucun effet significatif sur la migration.

Le test des cometes est une méthode de détection peu spécifique des pontages ADN-protéines. En effet,
la migration de I'ADN peut étre influencée par la présence de divers dommages tels que les cassures
simple/double brin(s), et les adduits (avec les protéines ou autres molécules). Ainsi, I’augmentation de
la migration lors de I’exposition a la plus haute dose d’irradiation peut étre associcée a la formation de
plusieurs types de Iésions. Cette expérience ne nous permet donc pas de conclure sur la présence de
pontages ADN-protéines, du fait de l'absence de différence de migration entre les échantillons contréles

et ceux traités par la protéinase.

8.2 Détection par marquage au FITC

La détection des pontages ADN-protéines par des méthodes indirectes est généralement peu spécifique.
Nous avons donc choisi une méthode directe impliquant le marquage a I’isothiocyanate de fluorescéine
(FITC), avec une détection par fluorescence. Le principe de cette technique est décrit plus en détails
dans la partie bibliographique (cf. paragraphe 1.1.3.2).

Le protocole du test au FITC a été décrit par Shoulkamy ez al. en 2012 (10). Les protéines liées a I’ADN
sont marquées avec le FITC, qui réagit spécifiquement avec les amines des protéines, et non avec les
amines des bases nucléiques.

L’ADN extrait de cellules irradiées par laser est incubé avec le FITC. 1l est ensuite précipité et rincé a
I’éthanol afin d’éliminer le FITC en exces et les protéines libres. La fluorescence est mesurée a 515
nm, et la quantité d’ADN est mesurée a partir de I’absorbance UV a 260 nm. Le rapport de I’intensité
de fluorescence sur 1’absorbance UV refléte de fagon relative le taux de pontages ADN-protéines. Les

résultats obtenus en fonction du nombre de pulses a 266 nm sont représentés dans la Figure 72.
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Figure 72 : Détection des pontages ADN-protéines par le test au FITC. Les résultats sont exprimés par le rapport de
lintensité de fluorescence a 515 nm sur [’absorbance a 260 nm, qui refléte le taux de pontages ADN-protéines. Cette
expérience est réalisée en triplicats pour chaque dose d’irradiation. Chaque pulse présente une énergie de 120 mJ ce qui
correspond a environ 1000 mJ/cm?.

Nous n’observons pas de différence significative entre les différentes doses d’irradiation. L exposition
au rayonnement laser n’a pas d’effet sur I’intensité de fluorescence mesurée normalisée par la quantité
d’ADN. D’autre part, aux vues des écarts-type observés pour les triplicats, les conditions testées
semblent peu reproductibles. Cette expérience ne permet donc pas d’appréhender la formation des
pontages ADN-protéines produits par les impulsions laser a 266 nm. Le probléme provient certainement
de la nécessité d’utiliser un protocole d’extraction de I’ADN optimisé afin de s'affranchir des protéines
non liées de fagon covalente a ’ADN (H. Ide, communication personnelle). De nouvelles conditions
seront donc mises au point, en s’assurant de la fixation du marqueur sur les résidus protéiques a I’aide
d’un témoin positif. Cette méthodologie présente en effet ’avantage d’étre rapide a mettre en ceuvre et

d’étre spécifique pour ce type de dommages a I’ADN.

9 Conclusion

Cette premicre partie du projet a été consacrée a la formation d’adduits entre la lysine et la guanine, lors
de l'oxydation a un électron de I’ADN. Aprés avoir synthétisé et caractérisé la 8-lysine-2’-
désoxyguanosine, nous avons mis au point une méthode de quantification de cet adduit au sein d’un
pontage ADN-protéine. Nous avons ainsi pu mettre en évidence des pontages entre I’amine € de la lysine
et le carbone C8 de la guanine dans de I’ADN extrait de cellules THP1 irradiées par laser. Des
expériences préliminaires ont été entreprises afin de déterminer les taux pontages ADN-protéines totaux

dans ces échantillons irradiés.
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Chapitre 4 : Modéles de pontages peptides-oligonucléotides

1 Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons exposé le développement d’une méthode analytique destinée a
quantifier les adduits entre la lysine et la guanine. Cet adduit a été détecté dans de ’ADN cellulaire.
Dans la suite de ces travaux nous avons entrepris de mettre au point des modeles de pontages entre une
séquence oligonucléotidique et un peptide. L’objectif ¢tait de mettre en évidence un pontage entre les 2
molécules, lors du processus d’oxydation a un électron de I’ADN, puis d’identifier quel acide aminé et
quelle base de ’ADN intervenaient dans cette réaction. En particulier, grace a la méthode analytique
développée, nous avons démontré que certains de ces pontages s’effectuaient probablement entre une
guanine et une lysine. La stratégie adoptée ainsi que les techniques utilisées sont résumées dans la Figure

73.

Visualisation des Détection des

Caractérisation des Mise en évidence
complexes pontages covalents

produits de des adduits
pontage 8-lys-Gua

peptides- aprés oxydation a
oligonucléotides un électron

* PAGE (gel shift)  PAGE e MALDI-TOF ¢ HPLC-MS/MS
e Electrophorése capillaire ¢ Electrophorése capillaire ¢ HPLC-MS

Figure 73 : Stratégie suivie pour ['étude des pontages peptides-oligonucléotides et techniques utilisées. PAGE : poly-
acrylamide gel electrophoresis, MALDI-TOF : matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight

2 Le modéle « doigt de zinc CP1-Y2F + duplex 12-mer »

2.1 Présentation du modéle

Les doigts de zinc sont des motifs d’une trentaine d’acides aminés qui participent a la structure
secondaire des protéines. Ces motifs sont stabilisés par des liaisons de coordination avec un ou plusieurs
atomes de zinc (Figure 74-A), et par un cceur hydrophobe. La chaine peptidique adopte ainsi un
repliement particulier (Figure 74-B), ce qui lui permet d’interagir avec certaines séquences de I’ADN

grace a un phénomene de reconnaissance (Figure 74-C).
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COOH

Figure 74 : Le motif doigt de zinc. A & B : Représentation schématique d'un doigt de zinc CysHisz. C: Interaction avec
I'"ADN.

11 existe plusieurs types de doigt de zinc, mais les plus étudiés constituent la classe des Cys;His; : un
atome de zinc forme des liaisons de coordination avec 2 cystéines et 2 histidines (Figure 74-B). Les
peptides doigt de zinc sont constitués d’un feuillet B antiparalléle, présentant une boucle formée par 2
cystéines, et d’une hélice o qui contient une seconde boucle formée par 2 histidines. Ces 2 unités
structurales sont reliées par un ion Zn?*. (130)
La reconnaissance d’une séquence d’ADN par un motif doigt de zinc se déroule de la fagon suivante
(130) :
- Le premier contact s’effectue grace a I’hélice a, qui se lie au grand sillon. Des liaisons
hydrogene se forment spécifiquement entre les acides aminés en position -1, 3 et 6 de I’hélice,
et 3 bases successives de 1I’un des brins d’ADN (131).
- Il existe une seconde interaction entre I’acide aminé en position 2 de 1’hélice a et une base du
second brin d’ADN (132).
Ce phénomene de reconnaissance est représenté dans la Figure 75. Les travaux de Sera (133) ont permis
d’établir un code de reconnaissance entre une séquence de 4 paires de bases et les acides aminés en
position -1, 2, 3 et 6 de la chaine a du motif doigt de zinc. Ce code permet d’identifier pour chaque base,
les acides aminés qui peuvent probablement interagir, au niveau d’une position relative définie dans

I’hélice a.
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Figure 75 : Représentation schématique du phénomene de reconnaissance d'une séquence d'ADN par un motif doigt de zinc
(130).

Berg et al. ont synthétisé un peptide doigt de zinc présentant une séquence consensus, appelé CP1. Cette
séquence a été¢ congue en sélectionnant pour chaque position I’acide aminé le plus représenté a partir
d’une base de données de 131 séquences de doigts de zinc. Le peptide obtenu présente une affinité pour
les ions métalliques supérieure a celles des motifs précédemment décrits. (134)

Les expériences présentées dans ce paragraphe ont été réalisées avec un peptide de 26 acides amingés,
CP1-Y2F. 1l s’agit d’une séquence proche de la séquence consensus CP1, mais la tyrosine en position 2
est remplacée par une phénylalanine. Cette modification n’affecte pas la formation de la structure en
doigt de zinc.

Grace au code de reconnaissance nous avons reconstitué la séquence « CACG » (Figure 76) : ’adénine
est reconnue par la glutamine en position -1, I’acide aspartique en position 3 se lie a une cytosine ; et la
lysine en position 6 interagit avec la guanine. Au niveau du brin complémentaire, la guanine est reconnue
par le motif sérine en position 2. La séquence oligonucléotidique du duplex que nous avons utilisé pour
les expériences présentées ici est représentée dans la Figure 76, celle-ci est constituée de 3 unités de 4

paires de bases correspondant au motif identifié.
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Figure 76 : Le systeme « doigt de zinc CP1-Y2F + duplex 12-mer ». Séquences du peptide et des oligonucléotides, existence
d'un code de reconnaissance.

2.2 Etude de la formation de pontages par Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis
(PAGE)

L’objectif des expériences présentées ci-apres est de former un complexe entre le peptide CP1-Y2F et
le duplex oligonucléotidique, afin de favoriser leur rapprochement spatial, puis de réaliser une oxydation

a un électron de I’ADN pour provoquer une réaction de pontage covalent.
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2.2.1 Détection du complexe par « gel shift »

Cette premicre expérience permet de s’assurer de la formation du complexe avant d’induire des pontages
covalents par irradiation. L’oligonucléotide duplex est marqué en 5” au 2P sur le brin 1. Le complexe
est formé par incubation du duplex 12-mer avec le peptide CP1-Y2F a différentes concentrations.
Plusieurs essais ont été effectués afin de déterminer les conditions optimales pour former le complexe
(a 4°C ou a température ambiante, avec variation du temps d’incubation). Le complexe est ensuite
détecté par gel shift, encore appelé « Electrophoretic Mobility Shift Assay » (EMSA) (Figure 77). Cette
expérience est réalisée sur un gel natif composé de polyacrylamide a 8%. La migration du duplex est
plus faible que celle du controle simple brin, ce qui confirme la correcte hybridation des 2 brins. Le
duplex est mis en présence de concentrations de peptide allant de 0 a 4 mM. Quelle que soit la
concentration en peptide, on n’observe pas de « shift ». Les différentes conditions d’incubation testées
conduisent au méme résultat. Ceci peut provenir : (i) d’une absence de formation de complexe ou (ii)
d’une dissociation du complexe obtenu lors de 1’électrophorese. La constante d’affinité entre ces 2
molécules est faible (de I’ordre du millimolaire), il est donc probable que le complexe soit relativement
peu stable lors de la migration. Cette expérience ne nous permet donc pas de conclure sur la présence

ou non du complexe.
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Figure 77 : Détection du complexe par gel shift sur un gel natif (polyacrylamide 8%, acrylamide/bisacrylamide 29/1).
L'oligonucléotide duplex a 5 uM (dont 0,5 mole % marquée au 3°P) est incubé avec différentes concentrations de peptide
CPI-Y2F pendant 30 min a température ambiante dans un tampon constitué de Tris-HCI a 20 mM pH 7,4, de NaCl a 100

mM, et de ZnClza 100 uM.
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2.2.2 Visualisation des pontages aprés photosensibilisation

L’expérience précédente est renouvelée en ajoutant apres 1’incubation avec le peptide une étape de
photosensibilisation. Celle-ci est effectuée par irradiation halogeéne en présence de riboflavine. En
paralleéle, une série témoin est réalisée : le duplex est irradié dans les mémes conditions mais sans
peptide. Les pontages sont ensuite visualisés par migration sur un gel dénaturant composé de
polyacrylamide a 8% additionné d’urée a 42 g/100mL (Figure 78). Dans la série d’irradiation du duplex
sans le peptide, on observe 1’apparition de produits de dégradation de 1’oligonucléotide 1, en fragments
de plus faible poids moléculaire. Le taux de dégradation augmente avec le temps d’irradiation. Pour la
série d’irradiation du duplex en présence du peptide, on observe en plus des produits de dégradation de
1 la présence d’un « shift », qui correspond a des produits de pontage covalent.

Ainsi, la photosensibilisation du duplex 12-mer en présence du peptide CP1-Y2F conduit a la formation

de pontages, qui migrent de facon retardée sur gel dénaturant.
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Figure 78 : Détection des pontages covalents par migration sur gel dénaturant (polyacrylamide 8%,
acrylamide/bisacrylamide 29/1, urée 42 g/100 mL). L'oligonucléotide duplex a 5 uM (dont 0,5 mole % de 1 marquée au *’P)
est incubé avec 0,5 mM de peptide CP1-Y2F pendant 15 minutes a température ambiante (dans un tampon suivant Tris-HCI

20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, ZnCl> 100 uM), puis irradié par halogene en présence de riboflavine (50 uM).
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Nous avons ensuite cherché a déterminer si le pontage s’effectuait préférentiellement sur ’'un des brins.
Pour cela, une expérience d’irradiation est réalisée, apres marquage du duplex en 5’ soit sur le brin 1,
soit sur le brin 2. Lors de la migration sur gel dénaturant (Figure 79), des résultats similaires sont obtenus
pour les 2 marquages :

- lirradiation du duplex seul conduit a des produits de dégradation dont la migration est
augmentée ;

- Il’irradiation du duplex avec le peptide conduit a d’autres composés en plus de ces produits de
dégradation : ils sont détectables par un « shift » qui est relativement identique quel que soit le
brin marqué.

Le pontage par photosensibilisation du duplex 12-mer en présence du peptide se produit donc
indifféremment sur I’un ou 1’autre des brins. Par conséquent il existe vraisemblablement plusieurs

produits de pontage.
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Figure 79 : Détection des pontages covalents par migration sur gel dénaturant (polyacrylamide 8%,
acrylamide/bisacrylamide 29/1, urée 42 g/100 mL). Le duplex est marqué au 3°P soit sur le brin 1 soit sur le brin 2, a 0,5
mole %. L’incubation est réalisée avec 5 uM de duplex et 0,5 mM de peptide CP1-Y2F pendant 20 minutes a température

ambiante dans un tampon constitué de Tris-HCI a 20 mM pH 7,4, de NaCl a 100 mM, et de ZnCl>a 100 uM. Les échantillons
sont mis en présence de riboflavine a 50 uM puis irradiés ou non par halogéne pendant 20 minutes.
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2.3 Purification des produits de pontage

Les produits de pontage sont purifiés par gel préparatif. Un oligonucléotide 44-mer est utilis¢ comme
référence car il présente une migration similaire, d’apres le gel dénaturant de la Figure 80 réalis¢ apres
marquage au >?P. La purification s’effectue ensuite sur les oligonucléotides non marqués, avec une
détection par fluorescence : la zone prélevée sur le gel est repérée grace a I’oligonucléotide 44-mer qui
est marqué par la cyanine 3 (Aexcitation : 550 nM, Asmission : 570 nm). Le produit obtenu est ensuite purifié

par HPLC (Figure 81).
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Controle simple brin 7
Contréle simple brin 2
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Figure 80 : Choix d'un oligonucléotide de référence pour la purification des produits de pontage par gel dénaturant
(polyacrylamide 8%, acrylamide/bisacrylamide 29/1, urée 42 g/100 mL). Les oligonucléotides sont marqués au ¥ P a 0,5
mole %. Le duplex (5 uM) est incubé avec le peptide CP1-Y2F (0,5 mM) pendant 20 minutes a température ambiante dans un
tampon constitué de Tris-HCIl a 20 mM pH 7,4, de NaCl a 100 mM, et de ZnCl>a 100 uM. Les échantillons sont mis en
présence de riboflavine a 50 uM puis irradiés ou non par halogene pendant 20 minutes.
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Figure 81 : Chromatogramme obtenu lors de la purification par HPLC des produits de pontage « peptide CP1-Y2F + duplex
12-mer ». L’élution est réalisée dans de |’acétate de triéthylammonium (TEAA) a 10 mM avec un gradient d’acétonitrile de 0
a 12 % en 40 minutes. La détection est effectuée par UV a 230 nm. Le composé élué a 21 minutes a été purifié et caractérisé.

2.4 Caractérisation des produits de pontage par spectrométrie de masse

Le produit purifié est caractérisé par MALDI-TOF. Les masses théoriques attendues pour les produits
de pontage impliquant la formation d’une lésion covalente guanine-lysine entre le duplex 12-mer et le
peptide CP1-Y2F sont de 5640, si le pontage a lieu sur le brin 1, et 6633 s’il s’effectue sur le brin 2. Le
spectre obtenu en mode positif (Figure 82) montre un ion majoritaire de rapport m/z 5384,5. Le produit
purifié présente donc une masse inférieure aux masses attendues, mais supérieure a celles des
oligonucléotides ou du peptide seuls. Ce composé pourrait donc provenir d’un pontage suivi d’une
dégradation de la partie oligonucléotidique ou du motif peptidique au cours de la photo-oxydation :
suroxydation, cassure de brin...

Différentes tentatives de digestion de la partie peptidique par la trypsine ont été entreprises, mais celles-
ci ne nous ont pas apporté plus d’information sur la structure du pontage. De méme, les expériences de
digestion de la partie oligonucléotidique par une exonucléase (la phosphodiestérase I) ne nous ont pas

permis de reconstituer la séquence pontée.
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Figure 82 : Spectre MALDI-TOF obtenu lors de la caractérisation du produit de pontage purifié. La matrice utilisée est
l"acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB). L’ acquisition est réalisée en mode linéaire positif.

La Figure 83 illustre I’une des possibilités de pontage qui a été envisagée. Si le pontage s’effectue avec
le brin 2, présentant une cassure entre la 2° cytosine et la guanine qui lui succede, on obtiendrait un poids
moléculaire de 2440,4. Si ce fragment était ponté avec le peptide intact, de poids moléculaire 2944 4, le
produit de pontage se situerait a 5382,8 g/mol. L’analyse par spectrométrie de masse en mode positif
devrait donc révéler un ion pseudomoléculaire avec un m/z proche de 5384, ce qui est cohérent avec le
spectre présenté dans la Figure 82. Etant donné que le produit de pontage peut subir des modifications
chimiques au niveau de la partie peptidique et/ou de la partie oligonucléotidique, sur I’'un ou ’autre des

brins, une multitude de possibilités de pontages sont envisageables.

GTG CGT GdG TGC MW= 24404 Produit de
pontage
PFKCPECGKSFS[QKSDILVKIHQRTHTG  Mw=20444 MW=5382,8

Figure 83 : Possibilité de pontage entre le brin 2 fragmenté et le peptide CP1-Y2F. Les carrés violets représentent les acides
aminés impliqués dans la reconnaissance de la séquence d’ADN. La fragmentation supposée pour le brin 2 est représentée
en rouge.

Grace au modele « CP1-Y2F + duplex 12-mer », nous avons mis en évidence un pontage covalent, formé
par photo-oxydation. Ce pontage a été visualis€ par PAGE, en gel dénaturant. Nous avons tenté
d’identifier la nature chimique du pontage, mais les analyses réalisées par spectrométrie de masse n’ont

pas permis de résoudre la structure des produits de pontages purifiés. Le rendement de pontage ¢tant
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relativement faible (quelques % d’oligonucléotides pontés environ), nous n’avons pas pu isoler
suffisamment de produit de pontage pour entreprendre une caractérisation plus détaillée. La constante
d’affinité de ce motif doigt de zinc pour la séquence d’ADN se situe vraisemblablement aux alentours
de 1 mM. II est donc pertinent de considérer un modele présentant une constante d’affinité plus élevée
pour ’ADN, afin de favoriser d’avantage le rapprochement spatial entre les 2 molécules, et ainsi
augmenter les rendements de pontage.
Nous avons donc envisagé d’étudier d’autres modeles « peptide + oligonucléotide » afin d’obtenir des
rendements plus élevés, et de pouvoir isoler plus de produit de pontage pour la caractérisation. Ces
modeles doivent se rapprocher au mieux des caractéristiques suivantes :

- Le peptide est de préférence de faible poids moléculaire, commercial ou facilement

synthétisable.
- Il doit avoir une forte affinité pour une séquence consensus identifiée.
- Le modele doit présenter des possibilités de pontages guanine-lysine avec des résidus lysyl

accessibles.

3 Les modéles « peptide + aptameére »

3.1 Présentation des modeéles

3.1.1 Le modé¢le « thrombine + aptameére 15-mer »

La thrombine est une protéine qui intervient dans la cascade de coagulation. Par son activité sérine-
protéase, elle convertit le fibrinogéne soluble en fibrine insoluble et contribue ainsi a la formation des
caillots sanguins. Ce facteur de coagulation est donc la cible de certains traitements anticoagulants.
L’a-thrombine est la structure obtenue directement apres activation de la pro-thrombine par la pro-
thrombinase. Elle est composée de 2 chaines A et B, reliées par un pont disulfure. A pH physiologique,
I’a-thrombine posséde une charge positive nette d’environ +7 ; celle-ci peut donc se lier a différentes
molécules polyanioniques, telles que le fibrinogéne, 1’anti-thrombine III ou certaines séquences
nucléotidiques. Les travaux de Church ef al. ont permis d’identifier des résidus lysyl de la chaine B
intervenant dans 1’interaction avec le fibrinogene (135).

En 1992, I’équipe de Toole (136) a isolé des aptameéres simple brin de la thrombine, présentant des
constantes d’affinité¢ de 25 a 200 nM. Parmi ces aptameres, la séquence 15-mer représentée dans le
Tableau 8 possede des propriétés anticoagulantes : cet aptamére est capable d’inhiber I’activité

protéolytique de la thrombine, a des concentrations de I’ordre du nanomolaire.
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L’aptamére n’interagit pas directement avec le site catalytique de la thrombine, mais il se lie avec un
site secondaire, appelé « anion-binding exosite ». Ce site de surface est localisé au niveau d’une région
hautement basique, et il participe a la spécificité de I’activité de la thrombine. Dans une étude de 1993,
Paborsky et al. ont démontré que les 2 résidus lysine impliqués dans I’interaction avec le fibrinogene

intervenaient ¢galement dans la liaison avec I’aptameére. (137)

3.1.2 Le mode¢le « Single Strand Binding protein + aptameére 49-mer»

Les protéines « Single-Stranded Binding » (SSB) se lient aux régions simple brin de I’ADN afin de les
protéger de la dégradation par les nucléases. De plus elles interviennent dans différents processus du
métabolisme de I’ADN : la réplication, la réparation et la recombinaison, principalement (138). La
protéine SSB la plus étudiée provient d’E. coli. Celle-ci est composée de 4 sous-unités de 20 kDa environ
(139). Elle possede une forte affinité pour I’ADN, et constitue donc I'un des principaux modeles pour
¢tudier les interactions entre ADN et protéines. La liaison de la protéine SSB de E. coli a I’ADN simple
brin est coopérative ; la constante d’affinité vis-a-vis de séquences poly(dT) a été estimée a 10% - 10'°
M. A noter que I’affinité pour d’autres séquences oligonucléotidiques ou pour ’ADN naturel est
moindre (138).

Différents travaux ont contribu¢ a I’identification du domaine de liaison a ’ADN. En particulier,
I’importance d’un résidu phénylalanine dans la formation des complexe ADN-SSB a ¢té mise en
évidence par Merril et al. (140). Plus tard, Khamis et a/. ont étudi€ le réle de 2 résidus tyrosine (141).
De plus, la liaison de la SSB a ’ADN semble également étre influencée par différentes interactions
hydrophobes, et ioniques, entre les charges négatives de I’ADN et des acides aminés de type lysine
(138). Drailleurs, il apparait que les résidus lysine jouent un role essentiel, puisque la modification de
ces derniers s’accompagne d’une diminution de I’affinité (142).

La formation des complexes ADN-SSB est peu spécifique de la séquence d’ADN, mais 1’affinité
augmente avec la longueur de 1’oligonucléotide. Pour notre étude, une séquence de 49 bases a été
sélectionnée (Tableau 8). Cette séquence est riche en guanine et comporte 4 motifs avec 2 guanines
adjacentes. Ces motifs conférent a la guanine un potentiel d’ionisation plus bas que la guanine isolée,

ce qui favorise la formation du radical cation (143).

Tableau 8 : Caractéristiques des aptameres étudiés.

Taille Séquence %G  Poids
moléculaire
15-mer | GGTTGGTGTGGTTGG 60 6,2 kDa
49-mer @ AATTCGCTAGCTGGAGCTTGGATTGATGTGGTGTGT 39 25 kDa
GAGTGCGGTGCCC
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3.2 Visualisation des complexes

Afin de vérifier que les complexes entre les peptides et les aptameres sont majoritaires par rapport aux
aptameres libres, nous avons eu recours a 2 techniques : la détection par gel shift et 1’électrophorese
capillaire. Les résultats décrits ci-dessous correspondent au modéle « thrombine + aptamére 15-mer ».
Dans ce modele, le complexe fait intervenir I’aptamere replié sous la forme d’un G-quadruplex, composé
de 2 G-quartets reliés par 2 boucles TT et une boucle TGT (Figure 84). Cette structure est stabilisée en

solution par la présence d’ion potassium (144).

Figure 84 : Structure en G-quadruplex de l'aptamere 15-mer proposée par Macaya et al. (144)

3.2.1 Par gel shift

L’aptamére 15-mer est préalablement marqué au *P. Il est ensuite dénaturé a 90°C puis le G-quadruplex
se forme spontanément lors du refroidissement. L’aptameére est incubé avec la thrombine a différentes
concentrations. On réalise également une s€rie controle en incubant I’aptamere sous sa forme linéaire
avec la thrombine dans les mémes conditions.

La migration sur gel natif ne révele pas de « shift » de fagon distincte, mais on observe cependant une
trés nette diminution de la quantité d’aptamere libre lorsque 1’on augmente la concentration du peptide
(Figure 85). Cette tendance est plus marquée lors de I’incubation avec le G-quadruplexe qu’avec
I’aptamere linéaire. Cependant si 1’on compare les profils obtenus lors du dépdt des aptameres sans
peptide, on observe une légere modification du profil de migration lorsque celui-ci est replié sous la
forme de G-quadruplex. Le complexe est difficile a détecter par gel shift, puisqu’on assiste probablement
a une dissociation de ce dernier au cours de la migration. Alors que I’oligonucléotide est chargé
négativement, la thrombine quant a elle présente une charge globale positive ; il est donc possible que

I’électrophorese favorise la dissociation du complexe formé entre ces 2 molécules. Afin de limiter cette
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dissociation, la migration a été réalisée sur un gel de petite taille, et les dépots ont été effectués sans bleu
sucrose. Malgré ces précautions, aucune bande de plus faible migration n’a été nettement détectée.
Néanmoins la diminution de I’intensité du spot de I’aptamere libre lors de I’augmentation de la
concentration en thrombine suppose fortement la formation d’un complexe. La trainée présente pour de
fortes concentrations de thrombine correspondrait a la dissociation du complexe et ce dernier est
probablement visible a plus forte concentration de protéine car on observe une bande diffuse en fin de

trainée.

Aptamere linéaire Aptamére Gquad

e

|
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en thrombine
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Figure 85 : Détection des complexes « thrombine + aptameére 15-mer » par EMSA sur gel natif (polyacrylamide 8%,
acrylamide/bisacrylamide 29/1). L oligonucléotide est marqué a 100 mole % avec du 3P, et dénaturé ou non pour former
des G-quadruplexes. Une quantité identique (100 fimoles, soit 8,33 nM) d’aptamére 15-mer marqué est mise en présence de
différentes concentrations de thrombine (0 a 1000 nM) pendant 1h a température ambiante dans un tampon composé de
phosphate de sodium a 20 mM pH 7,4, et de KCl a 100 mM.

3.2.2 Par électrophorese capillaire

Les analyses par électrophorése capillaire ont été réalisées au Département de Pharmacochimie
Moléculaire par Sandrine Perrier. En 2004 les travaux de Huang ef al. ont mis en évidence la détection
du complexe thrombine + aptamere 15-mer par cette technique, qui permet d’obtenir une résolution bien
meilleure que par PAGE (145). Les conditions d’analyse ont été optimisées avec un capillaire de silice
« coaté », ¢’est-a-dire que les silanols sont masqués avec un polymere, I’oxyde de polyéthyléne (PEO).

Le « coating » permet de diminuer le flux électroosmotique et 1’adsorption des protéines sur les parois
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du capillaire pendant 1’électrophorése et ainsi d’obtenir des séparations reproductibles présentant des
signaux fiables et précis (146).

Les électrophorégrammes obtenus lors de 1’analyse d’échantillons d’aptamere incubé avec différentes
concentrations de thrombine sont présentés dans la Figure 86. Les analyses sont effectuées en mode
anionique, la longueur du capillaire utilisée est de 8,5 cm. La détection UV est paramétrée a 260 nm.
L’aptamére incubé sans peptide est détecté a environ 1 minute, avec un pic gaussien. Avec 5 uM de
thrombine, I’intensité de ce pic diminue, mais on n’observe aucun pic supplémentaire. Le complexe se
forme probablement mais il n’est pas détectable, soit parce qu’il se dissocie ou bien parce que la
résolution du pic correspondant est tres faible. Avec 10 uM de thrombine, ’intensité du pic de
I’aptamere libre est encore plus faible, et un pic large qui correspond au complexe apparait aux alentours
de 1,8 minute. L’élargissement du pic de ’aptameére en présence de protéine refléte certainement la

fraction d’ADN dissociée du complexe pendant I’électrophorése.

mAU |
o
[Thr] = 0 pM
10
20
-30 \
-40
0 05 1 15 2 25 min
mAU ]
-20 1 [Thr] =5 uM
-30
-40
al JA
605 05 1 1.5 2 25 min
mAU |
0 A
[Thr] =10 pM
10
220 complexe
e
Ao —— T~
-40
0 05 1 1.5 2 25 min

Figure 86 : Visualisation de l'aptamére 15-mer et du complexe « thrombine + aptamére 15-mer » par électrophorese
capillaire. L aptameére (20 uM) est incubé avec différentes concentrations de thrombine (0 a 10 uM) dans un tampon Tris-
HCl a 10 mM pH 7,5 contenant 15 mM de KCI. L analyse est effectuée en mode anionique sur une longueur de capillaire de
8,5 cm dans le tampon d’incubation avec un voltage de +25 kV. La pression d’injection est réglée a -50 mbar pendant 4
secondes.
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L’¢électrophorese capillaire constitue donc une technique de choix pour visualiser la formation des
complexes entre la thrombine et I’aptamere 15-mer. Elle a également été employée pour la détection du
complexe « SSB + 49-mer » sans équivoque puisque ce dernier ne se dissocie pas pendant
I”électrophorese. Elle permet en outre de quantifier la fraction d’ADN complexé en mesurant la hauteur

du pic de I’aptamere.
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3.3 Expérience d’irradiation

Les échantillons d’ADN complexé aux protéines ont ¢té irradiés par une lampe halogéne en présence
d’un photosensibilisateur, et exposés au rayonnement laser, afin de générer une oxydation a un électron
de I’ADN et de créer un pontage covalent. Dans les expériences présentées ici le tampon composé de
Tris, nucléophile et susceptible de réagir avec le radical cation de la guanine, a été remplacé par un

tampon phosphate de potassium.

3.3.1 Photosensibilisation par UVA en présence de riboflavine

L’expérience de photosensibilisation a été effectuée avec le modele « thrombine + aptamere 15-mer ».
Dans ce but, les complexes formés apres incubation ont ¢té irradiés pendant 10 et 20 min, puis les
¢chantillons ont été analysés par électrophorese capillaire. Une série témoin est effectuée en traitant
I’aptameére seul dans les mémes conditions. L’analyse de l’aptameére sans thrombine réveéle une
dégradation de celui-ci d’environ 70 % lors de I’irradiation, ce qui se traduit sur 1’électrophorégramme
de la Figure 87 par une diminution de I’intensité du pic correspondant et [’apparition d’un nouveau pic

de plus faible mobilité.
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Figure 87 : Electrophorégramme obtenu lors de [’analyse des échantillons témoins, constitués de l'aptamére sans peptide,
irradiés ou non par une lampe halogéne en présence de riboflavine. Les conditions d’analyse sont identiques a celles de la
Figure 86. Le tampon utilisé pour l'irradiation et |’analyse des échantillons est composé de phosphate de potassium a 10 mM
pH 7,5 etde KCla 15 mM.

Les tracés obtenus lors de ’analyse des échantillons de complexe irradiés (Figure 88-A) révelent une
forte dégradation de I’aptamére comme il a été observé précédemment, mais on note la présence de 2

massifs de pics supplémentaires. Les pics présents a 10 minutes environ correspondent a des produits
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de dégradation de la riboflavine (données non présentées ici). Le massif de pics & 2 minutes pourrait
provenir des produits de pontage.

Afin de vérifier cette hypothése, [’analyse a été répétée dans des conditions dénaturantes (Figure 88-B) :
les échantillons sont traités par I'urée (2M) a 90°C pendant 5 min, la migration est effectuée ¢galement
en présence d’urée (1M) dans le tampon, et le capillaire est chauffé a 40°C. Ces conditions permettent
de favoriser la dissociation des complexes non covalents, et de ne visualiser que les pontages covalents.
Sur I’électrophorégramme obtenu, les produits de pontage supposés ne sont plus détectés ; il s’agissait
donc de composés instables en conditions dénaturantes. Aucun pontage covalent n’est observe dans ces

conditions d’irradiation.
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Figure 88 : Electrophorégrammes des échantillons de complexe irradiés par halogene en présence de riboflavine.
L’aptameére 15-mer (20 uM) et la thrombine (10 uM) sont incubés dans un tampon composé de phosphate de potassium a 10
mM, pH 7,5 et de KCI 15 mM. Les échantillons sont ensuite mis en présence de riboflavine (40 uM) puis irradiés par une
lampe halogene. Les conditions d’analyse sont identiques a celles de la Figure 86. Le tampon utilisé pour l'analyse est
identique au tampon d’incubation. A : Analyse en conditions classiques. B : Analyse en conditions dénaturantes (tampon
additionné d’urée (1 M) et capillaire chauffé a 40°C).
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L’expérience de photosensibilisation ne nous a donc pas permis de former un pontage covalent
détectable par électrophorése capillaire. Nous nous sommes donc orientés vers I’exposition au
rayonnement laser a 266 nm, qui est associ¢e a des taux élevés de radicaux cations de la guanine et
devrait favoriser la réaction de pontage par oxydation a un électron de I’ADN. Ces conditions ont

également été choisies pour le modele impliquant la SSB.

3.3.2 Irradiation par laser 2 266 nm

Les échantillons d’aptameres incubés avec la thrombine ou avec la SSB ont été irradiés par un pulse
laser a 1000 mJ/cm?, afin d’induire une oxydation a un électron.

La thrombine commerciale est stockée dans un tampon contenant 50% de glycérol. Le tampon de
stockage de la SSB  commerciale contient également du glycérol et du
tris(hydroxymethyl)aminomethane) (Tris). Ces deux especes (le glycérol et le Tris) constituent des
nucléophiles potentiels pour I’addition sur le radical cation de la guanine. Elles pourraient donc entrer
en compétition avec I’addition des groupements nucléophiles des peptides et ainsi perturber la réaction
de pontage recherchée. Ces solutions de peptides ont donc été purifiées grace a des colonnes d’exclusion
stérique G10 présentant un cut-off de 5,5 kDa, afin d’6ter le glycérol et le Tris.

Au préalable les échantillons sont analysés par électrophorese capillaire afin de s’assurer de la présence
des complexes suite a I’étape d’incubation. Dans les échantillons d’aptameéres incubés avec les protéines
non purifiées, les taux d’ADN complexé sont respectivement de 92 et 68% pour les systemes
« thrombine + aptameére 15-mer » et « SSB + aptameére 49-mer ». Lorsque les solutions de protéines sont
purifiées au préalable, les complexes n’ont pas été détectés par électrophorese capillaire.

Apres irradiation par laser, les échantillons sont traités par hydrolyse acide, et injectés par HPLC-
MS/MS pour doser I’adduit 8-lys-Gua. Les résultats obtenus pour le systéme « thrombine + aptamere
15-mer » sont représentés dans la Figure 89. Le chromatogramme correspondant au complexe irradié
« aptameére + thrombine purifiée » présente un pic au temps de rétention attendu pour la détection de
I’adduit 8-lys-Gua. La quantification de cet adduit refléte un taux de pontages aux alentours de 0,28
pour 1000 oligonucléotides. Le pic correspondant a 8-lys-Gua n’est pas observé sur le chromatogramme
de I’aptamere irradié sans peptide, et il est a peine visible lors de ’irradiation du complexe impliquant

la thrombine non purifiée.
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Figure 89 : Chromatogrammes obtenus lors de la détection par HPLC-MS/MS de l'adduit 8-lys-Gua dans des échantillons de
complexe « thrombine + aptameére 15-mer » exposés a une impulsion laser a 1000 mJ/cn?’. Au préalable, le complexe est

formé par incubation de 20 uM d’aptamere 15-mer avec 10 uM de thrombine dans un tampon phosphate de potassium a 10
mM pH 7,5 additionné de 15 mM de KCI, pendant 30 minutes.

Des résultats similaires sont observés pour le systeme « SSB + aptameére 49-mer » (Figure 90). Pour les
échantillons de complexe irradié, I’adduit 8-lys-Gua est détecté seulement lorsque la solution de protéine

a été purifiée, avec un taux de pontage d’environ 1 pour mille nucléotides.
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Figure 90 : Chromatogrammes obtenus lors de la détection par HPLC-MS/MS de l'adduit 8-lys-Gua dans des échantillons de
complexe SSB + aptamére 49-mer exposés a une impulsion laser a 1000 mJ/cm?. Au préalable, le complexe est formé par
incubation de 6,2 uM d’aptamére 49-mer avec 3,44 uM de SSB dans un tampon phosphate de potassium a 10 mM pH 7,5

additionné de 15 mM de KCI, pendant 15 minutes.

L’adduit 8-lys-Gua a donc été détecté lors de I’irradiation des complexes impliquant la thrombine ou la
SSB et leur aptameére respectif. Ces observations nous permettent de formuler I’hypothése que
I’irradiation laser de ces complexes conduit a des pontages ADN-protéines. De plus, le pontage ferait
intervenir I’acide amine lysine et la base guanine. Il reste néanmoins surprenant que les complexes non
covalents n’aient pas été observés suite a 1’¢tape d’incubation dans les échantillons ou 1’on détecte
I’adduit. D’autre part les rendements observés pour ces 2 modeles sont faibles (<1% d’oligonucléotide

ponté).
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4 Conclusion

En résumé, les 3 systemes présentés ici ont permis de mettre en évidence des pontages entre des peptides
et des oligonucléotides. Les faibles rendements de pontage observés représentent cependant un réel
obstacle pour la caractérisation des produits obtenus. Il sera donc primordial d’améliorer ces
rendements, afin d’obtenir de plus amples informations sur la structure des pontages, en particulier la

nature de I’acide aminé et de la base impliqués, ainsi que leur position respective.
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Chapitre 5 : Les pontages ADN-polyamines
1 Introduction

Les polyamines sont des petites molécules cationiques présentes dans le noyau des cellules eucaryotes,
au contact de I’ADN, a des concentrations de I’ordre du millimolaire. Les structures des 3 principales

polyamines sont représentées dans la Figure 91.

NH
H2N/\/\/NH2 HZN/\/\”/\/\/ >

Putrescine Spermidine

H
H2N/\/\N/\/\/N\/\/NH2
H
Spermine

Figure 91 : Structure des polyamines.

La chimie du radical cation de la guanine intervient dans la formation de nombreuses lésions oxydatives,
par réaction avec diverses especes nucléophiles. Les polyamines constituent des nucléophiles potentiels

pour I’addition sur ce radical.

HNT S
H2N/L§N N A N

5sDNA

Figure 92 : Hypothese de formation des adduits avec les polyamines.

Dans cette partie nous nous sommes efforcés de déterminer si les polyamines pouvaient effectivement
s’additionner par leur amine primaire sur le radical cation de la guanine en position C8 pour former des
adduits, dont les structures sont représentées dans la Figure 92. Dans cette optique, les adduits ont tout
d’abord été synthétisés sous la forme de nucléosides modifiés, puis une méthode d’analyse de ces Iésions
par HPLC couplée a la spectrométrie de masse en tandem a été développée afin de les quantifier dans
I’ADN. Ensuite, une étude a été réalisée sur I’ ADN isolé, puis les adduits ont été recherchés dans I’ADN
cellulaire, apreés exposition a différentes conditions de stress oxydant.

Des expériences préliminaires ont également été réalisées dans le but d’explorer les conséquences
biologiques des pontages ADN-polyamines, notamment par 1’étude de leur prise en charge par les
systemes de réparation. Nous avons d’ailleurs entrepris de synthétiser des oligonucléotides comportant
I’adduit avec la putrescine, afin de pouvoir étudier plus en détails les mécanismes impliqués dans

I’élimination de ces dommages.
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2 Synthése des adduits avec la putrescine, la spermidine et la

spermine

La premiere étape de la synthése des adduits sous la forme de nucléosides modifiés consiste en une
bromation de la 2’-désoxyguanosine (dGuo), au niveau de la position C8. Cette réaction s’effectue par
le N-bromosuccinimide dans un mélange acétonitrile/eau, pour obtenir la 8-bromo-2’-désoxyguanosine
(8-Br-dGuo) avec un rendement d’environ 75% (Figure 93). La purification est réalisée par

précipitation dans 1’acétone.

o} o
N NBS N
NH NH
2
<N | /)\ Br_</N | /)\
HO N™ "NH, CH;CN /H,0 HO N™ "NH;
] :o: ] :o:
8-Br-dGuo
OH OH

Figure 93 : Bromation de la 2'-désoxyguanosine en position C8.

On effectue ensuite une substitution du brome en position C8 de la 8-bromo-2’-désoxyguanosine par
chacune des 3 polyamines. Pour cela, 2 stratégies ont été envisagées : (i) la substitution par couplage

palladocatalysé sur le nucléoside protégé, et (ii) la substitution directe sur la §-Br-dGuo.

2.1 Couplage pallado-catalysé de Buchwald-Hartwig

La réaction de Buchwald-Hartwig est un couplage pallado-catalysé entre un halogénure d’aryle et une
amine permettant de former une liaison carbone-azote (147,148). Cette méthodologie a été fréquemment
décrite pour la syntheése des adduits entre des nucléosides et des amines aromatiques, notamment lors
de I’étude de la génotoxicité des amines aromatiques hétérocycliques. Le couplage de Buchwald-
Hartwig a permis de synthétiser les adduits du Benzo[a]pyréne en N2 de la 2’-désoxyguanosine (dGuo),
et en N6 de la 2°-désoxyadénosine (dAdo) (149). Cette stratégie a ¢galement été adoptée pour les adduits
en C8 de la dGuo avec différentes amines hétérocycliques (Figure 94), notamment le 2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]quinoline (IQ), qui est un agent mutagene tres étudié (150). La réaction fait
intervenir un catalyseur a base de palladium (le plus souvent I’acétate de palladium(Il) ou le Pd»(dba)s,
qui est une forme soluble du palladium(0)), un ligand et une base. Le Tableau 9 regroupe des exemples

de conditions optimisées pour les couplages avec la dGuo, en position N2 et C8.
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Ar-NH2
Catalyseur (Pd)

Ligand
Base

0

O.
R

O/R
Ar, N AN
\ N
ST
N N//k”/R

Figure 94 : Stratégie de synthese des adduits en C8 de la 2'-désoxyguanosine par le couplage de Buchwald-Hartwick.

Tableau 9 : Conditions décrites dans la littérature pour le couplage de Buchwald-Hartwick entres les amines aromatiques et
la 2°-désoxyguanosine protégée.

Pd(OAc),
Pd,(dba);
Pd,(dba);
Pd,(dba)s
Pd,(dba);

BINAP
BINAP
BINAP
XANTPHOS
BINAP

Cs203
NaO7Bu
LiHMDS
Cs203
K3PO4

Toluene
Toluene
Toluene

DMF / DMSO
1,2-DME

Johnson et al. (149)
Gillet ef al. (151)
Elmquist et al. (150)
Takamura et al. (152)
Boge et al. (153)

Cette stratégie a été envisagée pour la synthése des adduits avec les polyamines, afin d’augmenter le

rendement de la synthese, et de faciliter la purification de ces composés sous la forme de nucléosides

protégés. Nous avons dans un premier temps tenté d’effectuer le couplage entre le dérivé protégé de la

8-bromo-2’-désoxyguanosine (synthétisé selon la procédure décrite par Gillet er al. (151)) et la

putrescine substituée par un groupement Fmoc (Figure 95), en adaptant les conditions décrites par

Johnson et al., avec 1’acétate de palladium(Il). Différents solvants ont été testés afin d’améliorer la

solubilité¢ de la polyamine protégée par le Fmoc. Ces conditions ne nous ont pas permis d’obtenir le

produit de pontage. Nous avons ensuite utilisé un autre catalyseur, le Pd»(dba)s, d’aprés les protocoles

développés par Gillet (151) puis Takamura (152). Cette tentative s’est également révélée infructueuse.
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L

Er—NH _Bn
O : i
HN
N N/)\H'R

Couplage de

_Bn . )
0 Buchwald-Hartwig TBDMS-0O o
L
Br—’
N N/)\ N’ DMTr le)
TBDMS-0 H
(0]
(@)

“TBDMS
“TBDMS

Figure 95 : Synthése de l'adduit 8-putrescine-2'-désoxyguanosine par le couplage de Buchwald-Hartwig. La 8-Bromo-2 -
désoxyguanosine est protégée par des groupements TBDMS au niveau des fonctions alcool en 3’ et 5°, au niveau de la cétone
C6 par un benzyl, puis sur ’amine exocyclique par un motif DMTr, selon la procédure décrite par Gillet et al. (151) Les
essais de couplage ont été réalisés avec 2 catalyseurs : Pd(OAc): (149) et Pdx(dba)s (151,152).

La substitution en C8 de la 8-bromo-2’-désoxyguanosine par les polyamines n’a pas pu étre effectuce
par le couplage de Buchwald-Hartwig. Cette stratégie a été décrite pour les amines aromatiques et n’a
pu étre transposée a ces amines aliphatiques, qui présentent une réactivité trés différente. Une seconde
alternative a été envisagée, en réalisant directement la substitution nucléophile sur le composé bromé

non protégé.

2.2 Substitution directe de la 8-bromo-2’-désoxyguanosine

Les adduits avec les polyamines ont été synthétisés par substitution nucléophile de la 8-bromo-2’-
désoxyguanosine non protégée (Figure 96). La principale difficulté¢ de cette étape est de choisir un
solvant permettant a la fois de solubiliser le nucléoside bromé et les polyamines et de limiter la
dépurination du nucléoside. Cette réaction est réalisée dans le DMSO en présence de triéthylamine. La
putrescine, la spermidine ou la spermine sont présentes en large exces. Les conditions réactionnelles
sont similaires pour les 3 adduits, et permettent d’atteindre un taux de conversion de 25 a 30%. La
spermidine possede une structure non symétrique ; la substitution avec cette polyamine peut donc
conduire a 2 isomeres, par réaction avec I’une ou 1’autre des amines primaires. L’avancement de la

réaction est suivi par HPLC-UV.
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Figure 96 : Réaction de substitution nucléophile de la 8-Br-dGuo par les polyamines.

2.3 Purification des adduits 8-polyamines-2’-désoxyguanosine

La purification est effectuée en HPLC phase inverse. La phase stationnaire est constituée de silice
greffée C18. La présence des amines primaires et secondaires des polyamines confere a ces adduits un
comportement chromatographique particulier. En effet ces groupements aminés interagissent avec les
silanols résiduels de la phase stationnaire pour former des liaisons hydrogene. Ces interactions
perturbent les phénomenes de rétention et abaissent fortement la résolution. La Figure 97 montre un
chromatogramme du brut réactionnel pour la synthése de 1’adduit avec la spermine. L’€lution est réalisée
dans du formiate d’ammonium a 10 mM, classiquement utilisé pour la séparation des nucléosides non
protégés, avec un gradient d’acétonitrile. Le pic a 14,2 minutes correspond a la 8-bromo-2’-
désoxyguanosine (8-Br-dGuo) en exces ; au cours de la réaction ce réactif se dépurine en 8-bromo-
guanine (8-Br-Gua), éluée a 9,8 minutes. L’adduit 8-spermine-2’-désoxyguanosine est élué juste apres
la 8-Br-dGuo entre 15 et 17,5 minutes, en formant un pic trés large. Le remplacement du formiate
d’ammonium par de 1’acide trifluoroacétique a 0,1% (pH=3) permet d’obtenir le chromatogramme de
la Figure 98. L’adduit est alors élué entre la 8-Br-Gua et la 8-Br-dGuo a 12 minutes, formant un pic

beaucoup mieux résolu. Les éluants acides augmentent la protonation des amines primaires et
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secondaires des polyamines, et améliorent ainsi la résolution. Les acides fluorés présentent un contre
ion peu polaire, afin de conserver les interactions hydrophobes avec les résidus alkyles de la phase
stationnaire. Les 3 adduits sont donc purifiés dans [’acide trifluoroacétique avec un gradient
d’acétonitrile (cf. partie expérimentale). Les 2 isoméres de I’adduits 8-spd-dGuo présentent des temps
de rétention bien distincts dans ces conditions (14,3 et 15,7 minutes lorsque 1’élution est réalisée par du
TFA a 0,1% avec un gradient d’acétonitrile de 0 a 12% en 20 minutes), ils ont donc pu étre isolés au

cours de la purification

mAU

14.168

600 -

500 -

400 +

300

9.768

200 -

100 +

15.519

0 2.5 5 7.5 10 12,5 15 17.5 20 22.5 min

Figure 97 : Chromatogramme du brut réactionnel pour la synthése de l'adduit 8-spm-dGuo : I'élution est réalisée dans le
formiate d'ammonium a 10 mM avec un gradient d’acétonitrile a 1% par minute. Détection UV a 254 nm.
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mAU
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Figure 98 : Chromatogramme du brut réactionnel pour la synthese de l'adduit 8-spm-dGuo : I'élution est réalisée dans

l'acide trifluoroacétique a 0,1% avec un gradient d’acétonitrile a 1% par minute. Détection UV a 254 nm.
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Figure 99 : Spectre RMN 'H de la 8-spermine-2'-désoxyguanosine.

Les adduits synthétisés ont été caractérisés par RMN. Pour exemple, le spectre RMN du proton de
I’adduit 8-spermine-2’-désoxyguanosine (8-spm-dGuo) obtenu dans le D,O est représenté dans la
Figure 99. Pour les 3 composés, on observe les signaux des protons du 2-désoxyribose, mais pas de
signal pour le proton H8 de la base (cf. partie expérimentale), ce qui permet de vérifier la présence d’un
substituant en position C8 de la guanine. Les signaux additionnels ont été attribués aux protons des
chaines de polyamines. Pour 1’adduit 8-spm-dGuo, les protons « E » et « F » puis « B » et « I » sont
équivalents et présentent les déplacements chimiques les plus bas. Les protons « C », « D », « G » et

« H » ont des déplacements chimiques tres proches et forment un multiplet a 2,7 ppm. Les protons « A »

T

4.5

35
f1 (ppm)

T
3.0

T
2.5

2.0

1.5

et « J » ne sont pas équivalents ce qui confirme le couplage entre la spermine et la guanine.
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3.2 Propriétés UV

3.2.1 Spectres d’absorption UV

Les spectres d’absorption UV des adduits polyamines présentent un maximum a 255 nm, ainsi qu’un
épaulement a 290 nm (Figure 100). Par comparaison avec les spectres de la 2’-désoxyganosine (Figure
101-A) et du nucléoside bromé (Figure 101-B), on note donc un shift bathochrome qui est caractéristique

de la substitution en C8 (cf. chapitre 2 paragraphe 3.3).

mAU A mAU B
600+
500-]
500-] 8-put-dGuo 8-spm-dGuo
4007
4007
3007
300
2007
200+
100 1007
07 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380  nm) 220 240 260 280 300 320 340 360 380  nm)|
mAU C mAU D
7007 8007
600-] 8-spd-dGuo 7004 8-spd-dGuo
500 600-]
5007
400
400-|
300-]
300
2007 2004
1007 100
0 o4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380  nm 220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Figure 100 : Spectres d’absorption UV des adduits avec la putrescine (A), la spermine (B) et la spermidine (C et D).
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Figure 101 : Spectres d'absorption UV de la 2'-désoxyguanosine (A) et de la 8-bromo-2'-désoxyguanosine (B).
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3.2.2 Détermination du coefficient d’extinction molaire

Les coefficients d’extinction molaire sont déterminés par RMN du proton, a I’aide d’une solution
calibrée de thymidine (dT). Cette expérience nécessite au préalable de mesurer le temps de relaxation t1
du proton anomérique H1' des adduits. Ceci permet de déterminer le délai de relaxation d1 nécessaire,
afin de permettre le retour a I’équilibre énergétique du systéme apres excitation. Le proton anomérique
présente un temps de relaxation de 2 a 3 secondes, d1 a donc été fixé a 12 secondes, dans le but de
réduire les incertitudes sur les intégrations. L’acquisition des spectres de la solution de dT calibrée et de
la solution de composé a quantifier est réalisée par 512 scans dans le D,O. Un insert contenant le
composé de référence, 1’acide 3-(triméthylsilyl)propionique de sodium, dans le méme solvant, est

introduit dans chaque tube (Figure 102).

Insert contenant le composé Insert contenant le composé

.!\ de référence (200 pL) .;\ de référence (200 uL)
Solution de Composé a quantifier
désoxythymidine (600 pL) (600 pL)

Figure 102 : Principe de détermination du coefficient d'extinction molaire des adduits par RMN du proton.

Les protons du motif triméthylsilyle permettent de normaliser les intégrations entre les 2 tubes. La
concentration de la solution a doser est calculée a partir des intégrations des protons anomériques de la

dT et du composé a doser, grace a la formule suivante :

Intcomposé X CdT

Ccomposé -

Int,r

Ceomposé : concentration de la solution de composé a quantifier
Car : concentration de la solution de 2’-désoxythymidine
Inteompose¢ : Valeur de I’intégration du proton anomérique de la solution de composé a quantifier

Intyr : valeur de I’intégration du proton anomérique de la solution de 2’-désoxythymidine

Le coefficient d’extinction molaire est ensuite obtenu avec une gamme d’absorbances UV en appliquant

la loi de Beer-Lambert. Pour les adduits avec les polyamines, les coefficients d’extinction molaire sont
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plus élevés que celui de la 2’-désoxyguanosine et dépendent 1égérement de la longueur de la chaine

polyamine (Tableau 10).

Tableau 10 : Propriétés UV des adduits 8-polyamines dGuo

Composé A max (Nm) € (A max) (L.mol'.cm™)
8-put-dGuo 260 16930
8-spd-dGuo 258 19590
8-spm-dGuo 258 20820

3.3 Par spectrométrie de masse

3.3.1 Etude par électrospray (MS1 et MS2)

Les spectres MS1 des adduits 8-put-dGuo, 8-spd-dGuo, 8-spm-dGuo, obtenus en mode d’ionisation
positif, comportent des ions pseudomoléculaires de rapport m/z de 354, 411 et 468, respectivement. Ces
ions correspondent aux adduits protonés [M+H]* (les poids moléculaires des adduits sont respectivement
de 353, 410, 467).

Les spectres MS2 obtenus par la fragmentation des ions pseudomoléculaires (Figure 103) présentent des
ions provenant de la rupture de la liaison N-glycosidique, classiquement observée pour les 2’-
désoxyribonucléosides (154), avec une perte de 116 uma (m/z= 238, 295 et 352 pour 8-put-dGuo, 8-
spd-dGuo et 8-spm-dGuo respectivement). D’autres fragmentations se produisent également au niveau
de la chaine polyamine, en o des fonctions amine, générant des ions de m/z 221 et 167 pour 8-put-dGuo,
278 et 207 pour I’isomeére 1 de 8-spd-dGuo, 278 et 221 pour I’isomere 2 de 8-spd-dGuo, 278, 224 et 207
pour 8-spm-dGuo. Il est intéressant de noter que les 2 isomeres 1 et 2 de I’adduit 8-spd-dGuo, provenant
de la réaction avec I’une ou I’autre des amines primaires de la spermidine (cf. paragraphe 2.2), différent
au niveau de la fragmentation de la chaine polyamine.

Afin de confirmer la structure de chacun de ces isomeéres, nous nous sommes intéressés a la présence
des ions de m/z 207 et 221. Lorsque la polyamine est liée au nucléoside par le motif aminopropyle, un
ion a m/z 207 est observé (cas de 8-spm-dGuo et de I’isomere 1 de 8-spd-dGuo). Lorsque le pontage
fait intervenir le motif aminobutyle, un ion de m/z 221 est observé (cas de 8-put-dGuo et de I’isomere 2
de 8-spd-dGuo). Ceci nous a permis d’identifier I’isomére 1 comme la 8-((3-((4-
aminobutyl)amino)propyl)amino)-2'-désoxyguanosine, et [I’isomére 2 comme la 8-((4-((3-

aminopropyl)amino)butyl)amino)-2'-désoxyguanosine.
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Figure 103 : Spectres de fragmentation des adduits 8-put-dGuo (4), 8-spd-dGuo isomeres 1 (C) et 2 (B) et 8-spm-dGuo (D).

3.3.2 Détermination de la masse exacte par MALDI

La masse exacte des adduits est déterminée par spectrométrie MALDI-TOF en mode d’ionisation positif
en réflectron, avec un standard interne de tyrosine 1,3,6. La calibration est réalisée avec 3 composés : la
tri-tyrosine, la 6(tyrosine) et un pic de la matrice. Le spectre de la Figure 104 montre 1’exemple de

I’adduit 8-spm-dGuo. La résolution est de I’ordre de 2000.
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Figure 104 : Spectre MALDI-TOF obtenu lors de la détermination de la masse exacte de l'adduit 8-spm-dGuo.
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Afin de confirmer la structure des adduits synthétisés, les masses exactes mesurées sont comparées aux
masses exactes théoriques (Tableau 11). Les erreurs entre les masses mesurées et théoriques se situent
entre 1 et 10 ppm, sauf pour I’isomere 1 de 1’adduit 8-spd-dGuo pour lequel celle-ci est de 16 ppm. A
partir de la liste des formules brutes possibles pour chaque masse en considérant la marge d’erreur

observée, nous n’avons retrouvé qu’une seule formule possible pour chacun de ces composés.

Tableau 11 : Comparaison des masses théoriques des adduits 8-polyamines-dGuo et des masses mesurées par MALDI-TOF.

Composés Formules Masses exactes | Masses exactes | A= |masse théorique- Erreur
chimiques théoriques mesurés masse mesurée| (ppm)
(IM+H]") (IM+H]) (IM+H]")
8-put-dGuo = C4HxuN;04" 354.1890 354.1883 0.0007 2.0
8-spd-dGuo, | Ci7H31NgO4" 411.2468 411.2534 0.0066 16,0
isomére 1
8-spd-dGuo,  C;7H3NgO4" 411.2468 411.2481 0.0013 3.2
isomére 2
8-spm-dGuo | CyH3sNoO4* 468.3047 468.3094 0.0047 10.0
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4 Optimisation d’une méthode de quantification par HPLC-
MS/MS

Une méthode d’analyse par HPLC-MS/MS a été développée pour la quantification des adduits guanine-
polyamines. Ces composés sont analysés en mode d’ionisation positif, a I’aide des transitions indiquées
dans le Tableau 12. Plusieurs transitions sont optimisées pour chaque analyte, afin d’assurer une
meilleure spécificité. Pour chaque adduit, il existe une transition correspondant a la fragmentation de
liaison N-glycosidique (-116 uma) et une deuxiéme transition associée a une fragmentation
supplémentaire en o d’une amine de la chaine polyamine. Dans le cas de I’adduit avec la spermidine, la
transition 411 -> 207 est spécifique de I’isomere 1, alors que la transition 411 -> 221 permet de détecter

I’isomeére 2.

Tableau 12 : Transitions optimisées pour la détection des adduits polyamines en mode MRM.

Masse de Masse de Mode Energie de  Intensitée
[’ion parent Iion fils d’ionisation  collision relative
(m/z) (m/z) (eV) (%0)

353.4 3543 221.2 + 20 100
3543 238.5 + 15 5

410.5 411.5 207.2 + 25 90
411.5 221.3 - 30 75
411.5 295.2 + 17 100

467.6 468.2 207.1 - 38 100
468.2 352.2 + 24 25

La séparation par HPLC est effectuée avec une phase de silice greffée C18. Les nucléosides sont élués
dans I’acide trifluoroacétique a 0,1% avec un gradient de méthanol (cf. partie expérimentale).
L’utilisation de 1’acide trifluoroacétique permet d’améliorer le comportement chromatographique des
adduits, et d’assurer une bonne résolution en HPLC-MS/MS (cf. paragraphe 2.3). La Figure 105
représente les chromatogrammes obtenus lors de I’injection d’un mix de 10 pmoles de chaque standard.
Le temps de rétention et les rapports signal/bruit pour I’analyse des adduits sont indiqués dans le Tableau
13.
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Figure 105 : Chromatogrammes obtenus pour la détection des adduits polyamines par HPLC-MS/MS en mode MRM (10
pmoles injectées).

Tableau 13 : Parameétres chromatographiques observés pour l'analyse des adduits polyamines par HPLC-MS/MS.

8-put-dGuo 14.7 170
8-spd-dGuo, 12.9 10530
isomére 1

8-spd-dGuo, 14.3 3550
isomere 2

8-spm-dGuo 13.3 490

Les analyses sont réalisées sur les nucléosides résultant de I'hydrolyse enzymatique de I'ADN (cf.
chapitre 2, paragraphe 4.3). Les adduits 8-put-dGuo, 8-spd-dGuo, 8-spm-dGuo sont détectés
simultanément par HPLC-MS/MS, et les nucléosides normaux sont quantifiés par HPLC-UV avec une

détection a 280 nm
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5 Formation d’adduits dans I’ADN isolé

Afin de déterminer si les polyamines peuvent effectivement s’additionner sur le radical cation de la
guanine, nous avons quantifi¢ les adduits guanine-polyamines dans I’ADN isolé exposé a différentes
conditions de stress oxydant : (i) photosensibilisation, (ii) exposition au rayonnement ionisant et (iii)
exposition au rayonnement laser. Cette étude a été réalisée sur de I’ADN double brin extrait de thymus

de veau.

5.1 Etude de la formation d’adduits par photosensibilisation

L’ADN en solution est irradi¢ par rayonnement UVA en présence de riboflavine afin de générer une
photo-oxydation de type I. Apres irradiation, I’ ADN est précipité a 1’éthanol et hydrolysé en nucléosides
par digestion enzymatique. Les nucléosides obtenus sont analysés par HPLC-MS/MS. L’ADN est
photosensibilisé en présence soit de putrescine, soit de spermidine ou bien de spermine a une
concentration de 500 pM, puis I’adduit correspondant est quantifié. Pour chaque expérience, une série
d’irradiations sans polyamine est réalisée en parallele. Les cinétiques de formation d’adduits sont
présentées dans la Figure 106.

Aprées 10 minutes d’irradiation, on mesure des taux d’adduits d’environ 700, 150 et 2000 Iésions par
million de nucléosides pour respectivement la 8-put-dGuo, la 8-spd-dGuo et la 8-spm-dGuo. Les
cinétiques de formation d’adduits sont linéaires pour de faibles temps d’irradiation, puis un phénomene
de saturation survient a partir d’environ 2 minutes. La diminution de la vitesse de formation d’adduits
est moins marquée dans le cas de I’adduit avec la putrescine. Ce phénomeéne de saturation a déja été
décrit dans le cas des adduits avec la lysine (46) et également pour la 8-oxodGuo, et peut s’expliquer
par ’apparition de produits de dégradation secondaire par suroxydation des adduits.

Nous avons ensuite étudi¢ ’effet de la présence de polyamines dans le milieu d’irradiation sur la
formation de 8-oxodGuo. D’aprés la Figure 107, la photosensibilisation en I’absence de polyamine
produit de la 8-oxodGuo, avec une cinétique de formation qui est linéaire jusqu’a 5 minutes
d’irradiation, et atteint environ 5000 Iésions par million de nucléosides apres 10 minutes. Lorsque de la
spermine est ajoutée dans le milieu d’irradiation, a une concentration de 500 uM, on note une tres forte
diminution de la formation de 8-oxodGuo. Des résultats similaires sont obtenus lors de 1’irradiation en
présence de putrescine ou de spermidine.

Dans la Figure 108 sont indiqués les taux de formation 8-oxodGuo et d’adduits 8-spm-dGuo, apres 2
minutes d’irradiation, afin de se situer dans la partie linéaire de la formation de ces 2 1ésions. La présence
de spermine est associée a une diminution du taux de 8-oxodGuo d’environ 1900 Iésions par million de
nucléosides, et en paralleéle la production d’adduits est d’environ 1300 Iésions. L’inhibition de la

formation de 8-oxodGuo est donc compensée en grande partie par la production d’adduits avec la
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spermine, mais pas totalement. Ceci nous prouve I’existence de plusicurs mécanismes impliqués dans
cette inhibition de la formation de 8-oxodGuo. Les polyamines, par leur capacité a augmenter la
condensation de I’ADN (87), le protégent contre 1’apparition de I€sions oxydatives (155). D’autre part,
il existe une compétition entre 1’addition nucléophile de 1’eau sur le radical cation de la guanine,
conduisant a la 8-oxodGuo, et celle des polyamines, qui produit des adduits. Cette problématique sera

¢tudiée plus en détails dans la partie discussion.
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Figure 106 : Cinétiques de formation d'adduits 8-put-dGuo (A), 8-spd-dGuo (B), 8-spm-dGuo (C) par photosensibilisation
d’ADN isolé (0,1 mg/mL) en présence de 500 uM de putrescine (4), de spermidine (B) ou de spermine (C).
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Figure 107 : Cinétique de formation de 8-oxodGuo par photosensibilisation d'ADN isolé (0,1 mg/mL) en présence de
spermine.
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Figure 108 : Formation de 8-oxodGuo et de 8-spm-dGuo aprés photosensibilisation d’ADN isolé (0,1 mg/mL) en présence ou
non de spermine (500 uM).
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5.2 Etude de la formation d’adduits par exposition au rayonnement ionisant

Les échantillons d’ADN sont traités par le rayonnement y issu d’une source de cobalt 60. L’ADN est
ensuite précipité et hydrolysé comme précédemment.

La présence de spermine a une concentration de 100 uM produit de trés faibles taux d’adduits (Figure
109). A 500 uM la formation de 8-spm-dGuo est beaucoup plus marquée et atteint 38 Iésions par million
de nucléosides pour la dose la plus élevée (87 grays). Dans ces conditions la constante de formation est

de 0,47 adduit par million de nucléosides par gray.
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Figure 109 : Formation d'adduits 8-spm-dGuo dans I'’ADN isolé (0,5 mg/mL) aprés exposition au rayonnement y en présence
de différentes concentrations de spermine (0, 0,1 et 0,5 mM).

Concernant la formation de 8-oxodGuo, les résultats sont similaires a ceux obtenus lors de I’expérience
de photosensibilisation (Figure 110). Pour I’irradiation sans polyamine, la production de 8-oxodGuo est
d’environ 19 Iésions par million de nucléosides par gray. La présence de polyamines provoque a
nouveau une tres forte inhibition de la formation de cette 1ésion, pour atteindre des constantes de 3 et
0,6 1ésions par million de nucléosides par gray pour respectivement des concentrations de 100 et 500

uM de spermine.
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Figure 110 : Formation de 8-oxodGuo dans I'ADN isolé (0,5 mg/mL) apres exposition au rayonnement y en présence de
différentes concentrations de spermine (0, 0,1 et 0,5 mM).

5.3 Etude de la formation d’adduits aprés exposition au rayonnement laser

Comme nous 1’avons vu dans le chapitre 2, I’exposition au rayonnement laser a une longueur d’onde de
266 nm produit des taux élevés de radicaux cations de la guanine. Les conditions choisies pour réaliser
cette expérience sont favorables a un mécanisme biphotonique afin de provoquer I’ionisation de la

molécule cible.
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Figure 111 : Formation de 8-spm-dGuo apres exposition d’ADN isolé (0,5 mg/mL) au rayonnement laser, en présence de
spermine (500 uM). Chaque impulsion laser correspond a une énergie regue de 1000 mJ/cm?.
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Les résultats présentés dans la Figure 111 ont été obtenus apres irradiation en présence de spermine, a
une concentration de 500 M. L’exposition aux impulsions laser conduit a des taux d’adduits tres élevés.
Aprés une impulsion laser a 120 mJ (ce qui correspond a une énergie regue d’environ 1000 mJ/cm?) le
taux de 8-spm-dGuo atteint environ 2500 Iésions par million de nucléosides. La dose la plus élevée (5
pulses) produit environ 30000 adduits / million de nucléosides, ce qui représente approximativement 1,5

8-spm-dGuo / 100 2’°-désoxyguanosine.

Les résultats de quantification d’adduits dans I’ADN isolé permettent de conclure que les polyamines
sont des nucléophiles capables de réagir avec le radical cation de la guanine pour former des adduits en
position C8. Aux vues des taux d’adduits observés, la spermine est plus particulierement impliquée dans
cette réaction que les autres polyamines. Les expériences de photosensibilisation mettent en évidence
un phénomene de saturation qui témoigne de la suroxydation des adduits formés. Ces adduits seront par
la suite recherchés dans I’ADN cellulaire.

De plus, nous observons une forte inhibition de la formation de 8-oxodGuo en présence de polyamines.
Ces molécules sont connues pour leurs propriétés radioprotectrices : Douki e al. ont décrit une inhibition
de la formation de 8-oxodGuo dans I’ADN isolé en présence de polyamines lors de I’exposition au
rayonnement ionisant (155). Cette inhibition a également été observée lors des expériences de
photosensibilisation et d’exposition au rayonnement laser. L’étude des adduits entre polyamines et
guanine constitue un élément pertinent dans la compréhension du mécanisme d’inhibition de formation
de 8-oxodGuo. Les résultats obtenus reflétent en effet une compétition entre I’addition nucléophile de

I’eau et celle des polyamines sur le radical cation de la guanine.
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6 Formation d’adduits dans ’ADN cellulaire

Les travaux réalisés dans ’ADN isolé ont permis de confirmer que les polyamines pouvaient réagir avec
le radical cation de la guanine pour former des adduits. Afin de déterminer si cette réaction se produisait
dans I’ADN cellulaire, nous avons dans un premier temps entrepris une étude sur la lignée THP1.
Ensuite, les adduits polyamines ont été recherchés dans I’ADN extrait de spermatozoides humains et

murins.

6.1 Etude réalisée sur lignée THP 1

Les cellules THP1, en solution dans du PBS, sont exposées a des impulsions laser de longueur d’onde
de 266 nm a 60 mJ (ce qui représente une énergie regue de 500 mJ/cm?/pulse environ). Le systéme
d’irradiation utilisé permet de former des taux élevés de radicaux cations de la guanine, par un
mécanisme biphotonique (cf. chapitre 2, paragraphe 7.3.2.). Apres exposition des cellules au
rayonnement laser, I’ADN est extrait, hydrolysé par digestion enzymatique, puis analysé par HPLC-
MS/MS, afin de doser la 8-oxodGuo et les adduits polyamines (Figure 112). Le taux de 8-oxodGuo
augmente avec le nombre de pulses appliqués, pour atteindre environ 300 Iésions par million de
nucléosides pour 10 impulsions laser. Dans ces conditions, les taux d’adduits 8-polyamine-dGuo sont
inférieurs a la limite de sensibilité¢ ; on n’observe aucune formation d’adduits lors de 1’exposition au

rayonnement laser.
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Figure 112 : Taux de 8-oxodGuo et d'adduits polyamines totaux (8-put-dGuo + 8-spd-dGuo + 8-spm-dGuo) dans I'ADN
extrait de cellules THP1 exposées a des impulsions laser.
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6.2 Formation d’adduits dans ’ADN de spermatozoides

Nous avons vu en introduction que les polyamines intervenaient dans les fonctions reproductrices males.
Elles participent notamment a la spermatogengése, a la motilité des spermatozoides et a la fécondation.
De fagon plus générale, il est connu que ces molécules sont présentes au contact de I’ADN et permettent
de moduler sa conformation. Les polyamines, et en particulier la spermine, sont présentes dans le
sperme. Leur concentration dans les spermatozoides est difficile a déterminer, mais dans le liquide
séminal elle est de I’ordre du millimolaire. On peut donc envisager que ces polyamines interagissent
étroitement avec ’ADN des spermatozoides, et sont susceptibles de se lier de fagon covalente. Les
adduits 8-polyamines-dGuo ont donc été recherchés dans I’ADN extrait de spermatozoides. Cette étude
a été réalisée sur des échantillons de sperme de souris et de sperme humain afin de déterminer le taux
basal d’adduits. Certains échantillons ont ensuite été soumis au rayonnement ionisant et au peroxyde
d’hydrogene, afin d’appréhender 1’effet du stress oxydant sur la formation de ces 1ésions.

Le taux basal d’adduits a été mesuré apres extraction d’ADN et hydrolyse par digestion enzymatique.
La Figure 113 montre les chromatogrammes obtenus lors de 1’analyse par HPLC-MS/MS d’un
échantillon d’ADN extrait. Par comparaison avec les chromatogrammes des standards de 8-spd-dGuo
et 8-spm-dGuo, on observe des pics intenses aux temps de rétention attendus, ce qui prouve la présence
de ces 1ésions. La 8-spd-dGuo et la 8-spm-dGuo ont été dosées dans 9 échantillons humains ; les taux

mesurés sont reportés dans le Tableau 14.
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Figure 113 : Chromatogrammes obtenus lors de I’analyse par HPLC-MS/MS d'ADN extrait de spermatozoides non irradiés.

Dans tous les échantillons analysés, on note des taux ¢levés de 8-spd-dGuo et 8-spm-dGuo. L’adduit 8-
put-dGuo n’est pas détecté. Il existe une trés grande hétérogénéité entre les échantillons, puisque les
taux d’adduits avec la spermidine varient de 30 a 4000 et ceux des adduits avec la spermine de 3000 a
50000 par million de nucléosides. Il est difficile de déterminer a premicre vue si ces différences
proviennent de variations interindividuelles ou d’un manque de robustesse de la méthode analytique
utilisée. Les adduits avec la spermidine et la spermine ont également été détectés dans les échantillons
d’ADN extrait de spermatozoides de souris (Tableau 15). Ces résultats suggerent donc que les
polyamines réagissent avec la guanine pour former des pontages covalents avec I’ADN dans les
spermatozoides. Malgré la grande variabilité entre les différents dosages, les taux d’adduits observés
sont en moyenne étonnamment élevés, en particulier pour 1’adduit spermine dans les échantillons
humains. En effet ’adduit 8-spm-dGuo représente en moyenne 1,5% des nucléotides, ce qui est
largement supérieur aux taux de Iésions oxydatives généralement mesurés dans I’ADN cellulaire (cf.
discussion).

Dans certains échantillons les taux d’adduits ont été comparés a ceux de la 5-Me-désoxycytidine (5-
MedC), modification épigénétique de référence, également dosée par HPLC-MS/MS. Les taux de 8-
spd-dGuo sont du méme ordre de grandeur que ceux de la 5-Me-dC, qui représente environ 1 a 5% des

nucléosides totaux (Données non présentées ici).
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Tableau 14 : Dosage des adduits 8-put-dGuo, 8-spd-dGuo et 8-spm-dGuo dans I'ADN extrait de spermatozoides humains.

Lésions / 10° nucléosides

Echantillon n° 8-put-dGuo 8-spd-dGuo 8-spm-dGuo
1 1,2 737,0 9248,2

2 0,6 133,8 2846,7

3 1,8 792,0 10788,5
4 0,5 1720,6 47692,3
b 1,2 79,6 3565,2

6 0,6 28,9 30222,1
7 0,8 396,1 8001,7

8 2,1 42488 25282,8
9 1,5 2466,7 15162,0
Moyenne 1,14 1178,17 16978,83
Ecart-type 0,57 1412,32 14787,12

Tableau 15 : Dosage des adduits 8-put-dGuo, 8-spd-dGuo et 8-spm-dGuo dans I'ADN extrait de spermatozoides de souris.

Lésions / 10° nucléosides

Echantillon n° 8-put-dGuo 8-spd-dGuo 8-spm-dGuo
1 14,8 20,4 2398,8

2 54,8 3,4 557,3
Moyenne 34,8 11,9 1478,1
Ecart-type 28,3 12,0 1302,1
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Nous avons ensuite étudié 1’évolution des taux d’adduits avec la spermidine et la spermine lors de
I’exposition au stress oxydant. Les échantillons de sperme ont été traités par différentes doses de
rayonnement ionisant (0 a 100 Gy), puis I’ADN est extrait et hydrolysé par digestion enzymatique. Cette
expérience a ¢été réalisée sur plusieurs échantillons de donneurs sains présentant un niveau basal
d’adduits tres différent. Les résultats obtenus pour 2 échantillons représentatifs (A et B), sont représentés
dans la Figure 114. On observe une diminution quasi-exponentielle des taux d’adduits en fonction de la
dose d’irradiation. Cette tendance est similaire pour I’ensemble des échantillons exposés, et ce malgré

les différences des taux d’adduits initiaux.
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Figure 114 : Evolution du taux de 8-spd-dGuo et de 8-spm-dGuo lors de [’exposition au rayonnement y dans 2 échantillons
(A & B) d’ADN extrait de spermatozoides.

Cette expérience a €té renouvelée afin d’évaluer ’incidence d’un traitement au peroxyde d’hydrogene
H,05 sur les taux d’adduits observés. Les échantillons de sperme sont exposés a différentes doses de
H,0; pendant une heure a 37°, puis I’ADN est extrait et hydrolysé. De la méme maniére que pour
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I’expérience précédente, des échantillons présentant des taux basaux trés différents ont été analysés. La
Figure 115 montre les résultats obtenus pour 2 échantillons représentatifs (A et B). L’évolution des taux
d’adduits lors du traitement suit la méme tendance que pour I’irradiation y, pour I’ensemble des

¢chantillons étudiés, avec une diminution quasi exponentielle des taux de §-spd-dGuo et 8-spm-dGuo.
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Figure 115 : Evolution du taux de 8-spd-dGuo et 8-spm-dGuo lors de I'exposition au peroxyde d'hydrogene dans 2
échantillons (A & B) d'ADN extrait de spermatozoides.
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L’analyse des échantillons d’ADN de spermatozoides révele donc des taux d’adduits 8-spd-dGuo et 8-
spm-dGuo tres élevés, en particulier pour ’adduit avec la spermine qui a été estimé a environ 1,5 % des
bases dans les échantillons de donneurs sains. Ces 1ésions ont ¢galement été détectées dans de I’ADN
extrait de sperme de souris, a des taux moindres. Les taux d’adduits avec la putrescine se situent en
dessous du seuil de détection. Ces résultats démontrent également une diminution du nombre d’adduits
avec les polyamines lors de I’exposition au stress oxydatif. Suite au manque de reproductibilité lors du
dosage des adduits par HPLC-MS/MS, il serait pertinent de renouveler ces expériences sur un nombre

d’échantillons plus conséquent et de s’assurer de la robustesse de la méthode analytique utilisée.
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7 Optimisation d’une méthode de quantification plus sensible

Nous avons évoqué dans le paragraphe 2.3 les difficultés rencontrées lors de 1’analyse des adduits
polyamines-dGuo par HPLC. Ces difficultés sont lies a des interactions parasites entre les amines
primaires et secondaires des chaines polyamine des adduits avec les groupements silanols résiduels de
la phase stationnaire. Une faible proportion d’analytes est ainsi « piégée » au niveau des silanols.
L’injection de faibles quantités d’adduits n’est donc pas détectable. Pour 1’adduit 8-put-dGuo, la limite
de détection se situe aux alentours de 50 fmoles. Pour les adduits avec la spermidine et la spermine, qui
comportent plus de groupements amine, ce phénomeéne est encore plus marqué ; la limite de détection
est plutot de I’ordre d’une pmole.

De plus cette interaction provoque également un « effet mémoire ». Celui-ci a été mis en évidence par
I’analyse d’un témoin négatif, constitu¢ d’ADN irradi¢ sans polyamine, juste aprés I’injection d’un
standard moyennement concentré (1 pM de chaque adduit) : on observe alors une contamination de la
colonne par une fraction d’adduits du standard, qui sont élués lors de I’analyse du témoin négatif. Ceci
peut étre expliqué par la présence, dans la matrice de 1’échantillon témoin, de composés capables de
« décrocher » les adduits liés aux silanols.

L’étude des droites de calibration (Figure 116 a Figure 118) reflete trés nettement le phénomene de
« piégeage » des analytes, en lien avec un seuil de détection élevé. Les droites de tendance coupent I’axe
des abscisses a environ 120 fmoles pour 8-put-dGuo, 300 fmoles pour les 2 isomeres 8-spd-dGuo, et
330 fmoles pour 8-spm-dGuo. D’autre part les coefficients de corrélation révelent soit une faible

reproductibilité soit une faible linéarité sur cette gamme d’injections.
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Figure 116 : Droite de calibration pour la détection du standard 8-put-dGuo par HPLC-MS/MS, sur une gamme de 20 a
5000 fmoles injectées. Le graphique de droite est un zoom de la droite de calibration entre 0 et 1000 fmoles injectées.
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Figure 117 : Droite de calibration pour la détection du standard 8-spd-dGuo (isomere 1) par HPLC-MS/MS, sur une gamme
de 20 a 5000 fmoles injectées. Le graphique de droite est un zoom de la droite de calibration entre 0 et 1000 fimoles injectées.
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Figure 118 : Droite de calibration pour la détection du standard 8-spd-dGuo (isomere 2) par HPLC-MS/MS, sur une gamme
de 20 a 5000 finoles injectées. Le graphique de droite est un zoom de la droite de calibration entre 0 et 1000 finoles injectées.
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Figure 119 : Droite de calibration pour la détection du standard 8-spm-dGuo par HPLC-MS/MS, sur une gamme de 20 a
5000 fmoles injectées. Le graphique de droite est un zoom de la droite de calibration entre 0 et 1000 fmoles injectées.

Le développement de la méthode d’analyse par HPLC-MS/MS a donc fait I’objet d’une optimisation,
qui sera détaillée dans les paragraphes suivants. Le but est d’améliorer le seuil de détection de cette
méthode, et de limiter I’effet mémoire, afin de pouvoir étudier la formation de ces Iésions a 1’échelle

cellulaire.

7.1 Optimisation des phases mobile et stationnaire

La premicre stratégie envisagée est d’augmenter la protonation des amines de la chaine polyamine, afin
de limiter la formation de liaisons hydrogene avec les silanols. Pour cela différents éluants acides ont
été testés. Les acides classiquement utilis€s tels que ’acide acétique ou I’acide formique permettent
effectivement d’améliorer la détection des adduits, mais sont associés a des temps de rétention trop
courts. Comme nous 1’avons vu dans le paragraphe 2.3, I'utilisation d’acides fluorés, tels que I’acide
trifluoroacétique ou I’acide heptafluorobutyrique, grace a la présence d’un contre-ion moins polaire,
permet de contourner cette difficulté. Cependant, les éluants composés d’acides fluorés sont connus pour
diminuer la sensibilité de détection en spectrométrie de masse, mais I’augmentation de la pression et de
la température des gaz coaxiaux au niveau de la source d’ionisation par €lectrospray permet d’améliorer
la désolvatation et donc d’augmenter la sensibilité.

La 2¢ possibilité pour contourner ce probléme chromatographique est de réduire le nombre de silanols
résiduels de la phase stationnaire. Des colonnes de silice greffée C18 conditionnées par plusieurs étapes
de « end-capping » ont donc été testées, mais le phénomene de « piégeage » est toujours présent dans

ces conditions.

-202 -



Chapitre 5 : Les pontages ADN-polyamines

7.2 Dérivation des polyamines

Dans la littérature, I’analyse des polyamines sous leur forme libre par chromatographie liquide a été
fréquemment décrite. En plus des phénoménes d’adsorption décrits précédemment, les polyamines
présentent I’inconvénient d’étre difficilement visualisables par détection UV (156). Parmi les méthodes
développées, la plupart reposent donc sur la dérivation des fonctions amines. Cette dérivation s’effectue
le plus souvent avec un groupement fluorescent, tels que 1’o-phthaldialdéhyde (157) ou le dansyl
chloride (158), afin de faciliter la détection de ces composés. Byun et al. ont mis en place une méthode
d’analyse des polyamines par LC-ESI-MS/MS avec une dérivation par le chloroformate d’isobutyle
(159) (Figure 120). Cette réaction permet de fonctionnaliser les amines primaires et secondaires. Un
standard interne de 1,6-diaminohexane est utilisé afin de normaliser les résultats en fonction du
rendement de la réaction de dérivation. Cette technique a été appliquée a I’analyse d’une dizaine de
polyamines, (notamment la putrescine, la spermidine, la spermine, et leurs formes acétylées) et a permis

de les quantifier dans des échantillons d’urine et de sérum.

(@)
\hoj\m )\
O isobutyl chloroformate 0.0 OY
HZN/\/\N/\/\/H\/\/NH _ NSNS S SN NH

N'-acetylspermine \H Kr

Figure 120 : Réaction de dérivation de la N'-acétylspermine par le chloroformate d'isobutyle (159).

Afin d’optimiser la détection des adduits guanine-polyamines par HPLC-MS/MS, nous avons adapté la
stratégie de dérivation de Byun a ces composés (Figure 121). La mise au point présentée ici a été réalisée
avec I’adduit 8-put-dGuo. L’agent de dérivation employé est le chloroformate de butyle. La réaction de
dérivation est effectuée sur le composé dépuriné 8-put-Gua, et conduit a un mélange de produits mono,
bi et tri-dérivés qui sont identifiés par HPLC-MS/MS (Figure 122). Sur le chromatogramme obtenu en
mode MS1 (Figure 122-A), le composé élué a 11 minutes et présentant un rapport m/z de 338 correspond
a I’adduit monodérivé protoné. Les adduits portant 2 et 3 groupements carbamate ont un rapport m/z de
respectivement 439 et 538 et sont €lués a 19 et 26 minutes (Figure 122-B et C). Nous avons choisi de
travailler sur le composé monodérivé, afin de ne pas diminuer excessivement la polarité des adduits, ce

qui pourrait constituer un inconvénient pour la séparation chromatographique.
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Figure 121 : Stratégie pour la dérivation de l'adduit 8-put-dGuo.
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Figure 122 : Analyse par HPLC-MS/MS du brut réactionnel pour la dérivation de l'adduit 8-put-Gua par le chloroformate
d'isobutyle. Le composé monodérivé (m/z=338) est détectable en mode Q1MS (A). Les adduits bi et tridérivés (m/z=439 et
538, respectivement) sont visualisés en MS2 (B & C).

L’adduit 8-put-Gua monodérivé a été purifié par HPLC phase inverse. Ce composé est ensuite analysé
par HPLC-MS/MS en mode MRM a I’aide de la transition 339.2 ->264.9, avec une énergie de collision
de 20 eV. Sur le chromatogramme de la Figure 123, correspondant a 50 fmoles de standard injectées, le
rapport signal/bruit est de 90. D’apres la droite de calibration (Figure 124), le phénomene de « piégeage »

des adduits au niveau des silanols est beaucoup moins présent (la droite de tendance coupe ’axe des
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abscisses a 35 fmoles). Le coefficient de corrélation est de 0,989 entre 2 et 5000 fmoles injectées. La

sensibilité est améliorée d’un facteur de presque 10, et la limite de détection se situe aux alentours d’une

fmole.
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Figure 123 : Chromatogramme obtenu pour la détection par HPLC-MS/MS de l'adduit 8-put-Gua monodeérivé (50 fmoles

injectées).
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Figure 124 : Droite de calibration pour la détection du standard 8-put-Gua monodérivé par HPLC-MS/MS. Le graphique de
droite est un zoom de la droite de calibration entre 0 et 500 finoles injectées.

Grace a la technique de dérivation par le chloroformate de butyle, la sensibilité de détection de I’adduit
guanine-putrescine a ét¢ améliorée. En revanche cette stratégie s’avére difficilement transposable aux
adduits comportant plus de fonctions amines « dérivables », car la réaction de dérivation conduit & un

mélange plus complexe, et s’accompagne d’une forte diminution de la polarité de ces analytes.
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7.3 Saturation des silanols résiduels par un mix de polyamines

La derniere alternative envisagée pour contourner ce probléme chromatographique a été de saturer les
silanols résiduels avec des polyamines libres. Différents tests ont été effectués en ajoutant dans chaque
standard et dans chaque échantillon un mix de polyamines libres, a une concentration finale bien
supérieure a celles des adduits. L’ajout d’un mix a une concentration finale de 0,5 mM de chaque
polyamine permet d’éviter complétement tout effet mémoire. Les droites de calibration (Figure 125)
témoignent également d’une réduction du piégeage des adduits par les silanols : les droites de tendance
coupent les abscisses a environ 50 fmoles. La reproductibilité reste assez faible, mais sensibilité de

détection est tres nettement améliorée, d’apres les limites de détection rassemblées dans le Tableau 16.
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Figure 125 : Droites de calibration pour la détection des standards 8-put-dGuo (4), 8-spm-dGuo (B), et 8-spd-dGuo (C &
D), contenant un mix de polyamines libre a une concentration de 0,5 mM pour chaque polyamine.
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Tableau 16 : Limites de détection des adduits polyamines-dGuo par la méthode d'analyse HPLC-MS/MS optimisée grdce a la
saturation des silanols résiduels de la colonne par un mix de polyamines a 0,5 mM.

Analyte Limite de détection
8-put-dGuo ‘ ~ 20 fmoles
8-spd-dGuo ‘ ~ 50 fmoles
8-spm-dGuo ‘ ~ 100 fmoles

La saturation des silanols par un mix de polyamines libres nous a donc permis d’optimiser la détection
et la quantification des adduits polyamines-dGuo par HPLC-MS/MS. L’ajout du mix a une concentration
de 0,5 mM s’accompagne d’une augmentation modérée du pH (< 8), ce qui est compatible avec la phase
stationnaire utilisée), et ne semble pas dégrader les €chantillons d’ADN. Lors de séries d’analyses
réalisées sur plusieurs jours, la présence de concentrations élevées en polyamines n’a pas perturbé le
systéme de détection par spectrométrie de masse, certainement car celles-ci ne sont présentes que dans
les échantillons, et non dans 1’éluant. Cette alternative présente 1’avantage d’étre rapide a mettre en
ceuvre, et applicable aux 3 adduits simultanément. De plus, cet ajout permet de résoudre complétement

le probléme d’effet mémoire.
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8 Réparation des adduits guanine-polyamines par le BER

Nous avons tenté de déterminer si les adduits avec les polyamines pouvaient étre pris en charge par le
systéme de réparation par excision de bases (BER). Le BER constitue la voie de réparation privilégiée
des modifications chimiques peu volumineuses, et en particulier des dommages induits par le stress
oxydant. La prise en charge des adduits guanine-polyamines par les enzymes du BER est difficilement
prévisible. Les 2 étapes déterminantes sont la reconnaissance de la 1ésion puis son excision par les N-
glycosylases. Afin d’explorer la prise en charge de ces adduits par le BER, nous avons entrepris des
tests d’excision, avec I’enzyme Fpg et avec le systtme OGG1 +/- APEL. Cette étude a été effectuée en
collaboration avec le Dr Pablo Radicella, de I’Institut de Radiobiologie Cellulaire et Moléculaire du

CEA de Saclay.

La formamidopyrimidine-DNA glycosylase (FpG) est une N-glycosylase bifonctionnelle retrouvée chez
E. coli. OGGl (OxoGuanine Glycosylase 1) est une N-glycosylase d’origine humaine. Elle est
également bifonctionnelle et procede a 1’excision des lésions par un mécanisme de B-élimination,
générant ainsi une extrémité 3’ portant un aldéhyde o, insaturé. Nous avons vu en introduction que
I’endonucléase APE1 avait pour role de régénérer I’extrémité 3°-OH nécessaire a la suite du processus
de réparation et de plus elle augmente ’efficacité d’OGG1 en déplagant la glycosylase qui présente une
forte affinité pour le site abasique qu’elle génere. Ces 2 systemes enzymatiques sont responsables de
I’excision de la 8-oxoguanine et de la Fapy-guanine.

Des échantillons d’ADN isolé sont photosensibilisés en présence de chacune des 3 polyamines étudiées,
afin de produire des adduits. L’ADN est ensuite précipité pour oter le photosensibilisateur et les
polyamines en exces, remis en solution, puis incubé pendant 1h et 2h avec la FpG a 37°C, ou 2h et 4h
avec OGG1 (+/- APEI) également a 37°C. Le traitement par OGG1 et APEI est effectué¢ au CEA de
Saclay. L’ADN est a nouveau précipité puis hydrolysé enzymatiquement. Les taux de 8-oxodGuo et
d’adduits polyamines sont mesurés par HPLC-MS/MS (Figure 126 a Figure 128). Pour chaque
expérience, un témoin est réalis€ dans les mémes conditions d’incubation mais sans enzyme de
réparation. La 8-oxodGuo est utilisée comme témoin positif afin de s’assurer de I’efficacité des enzymes
dans les conditions utilisées. Les données sont exprimées en pourcentage des Iésions résiduelles, en
comparant les taux mesurés en présence de glycosylases comparés aux taux de 1ésions de I’ADN traité

sans glycosylase.

Les conditions utilisées permettent d’obtenir 60 a 70% d’excision de la 8-oxodGuo avec la Fpg, 50 a
70% avec OGG1, et 45 a 65% avec le systtme OGG1+APEIL. Les taux d’adduits 8-put-dGuo ne sont
pas affectés par la présence de Fpg ou de OGG1. Ceci révele une absence d’excision par ces enzymes
de réparation. Concernant les adduits avec la spermidine, on note une faible diminution du taux de ces
Iésions en présence de OGGI. Cette observation est a considérer avec précaution, puisque les résultats
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obtenus lors de cette série d’analyses semblent peu reproductibles. A I’inverse, les taux d’adduits avec
la spermine sont plus élevés dans les échantillons incubés avec les enzymes de réparation que dans les
¢chantillons témoins. Ceci pourrait étre expliqué soit par un manque de reproductibilité des analyses,
soit par une dégradation des adduits dans certaines conditions, notamment pendant le transport des
échantillons d’ADN irradié pour I’étape d’incubation avec les enzymes.

D’apres ces résultats qui restent néanmoins préliminaires, les N-glycosylases Fpg et OGG1 ne semblent
pas capables d’exciser les adduits 8-put-dGuo et 8-spm-dGuo in vitro. Dans le cas de ’adduit 8-spd-
dGuo, le test révele une possible excision qui serait a confirmer. Celle-ci est cependant peu probable, si
I’on considére le fait que 1’adduit avec la putrescine, moins volumineux, n’est pas excisé. Ces
expériences seront renouvelées avec plusieurs réplicats, afin d’obtenir des informations plus précises

sur la réparation des adduits polyamines par le BER.
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Figure 126 : Tests d'excision de la 8-oxodGuo et de l'adduit 8-put-dGuo par la Fpg (2h d’incubation) et par OGGI (+/-
APEI, 4h d’incubation). Les résultats sont exprimés en pourcentage du taux de lésions résiduelles par rapport au taux
mesuré dans un échantillon incubé sans enzyme.
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Figure 127 : Tests d'excision de la 8-oxodGuo et de l'adduit 8-spd-dGuo par la Fpg (2h d’incubation) et par OGGI (+/-
APEI, 4h d’incubation). Les résultats sont exprimés en pourcentage du taux de lésions résiduelles par rapport au taux
mesuré dans un échantillon incubé sans enzyme.
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Figure 128 : Tests d'excision de la 8-oxodGuo et de l'adduit 8-spm-dGuo par la Fpg (2h d’incubation) et par OGGI (+/-
APEI, 2h d’incubation). Les résultats sont exprimés en pourcentage du taux de Iésions résiduelles par rapport au taux
mesuré dans un échantillon incubé sans enzyme.
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9 Synthese d’oligonucléotides modifiés

Cette partie est consacrée a la synthése d’oligonucléotides comportant des adduits guanine-polyamines.
Ce travail a été entrepris pour 1’adduit 8-put-dGuo, et débute par la préparation du synthon, qui sera
intégré par la voie des phosphoramidites. Ces oligonucléotides pourront par la suite étre utilisés pour

étudier les processus impliqués dans la réparation de ces 1ésions.

9.1 Stratégie de synthése : intégration de la 1ésion par voie phosphoramidite
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Figure 129 : Cycle de synthése sur support solide d'oligonucléotides par la voie des phosphoramidites.
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Les oligonucléotides modifiés sont synthétisés sur support solide par la voie des phosphoramidites. Le
principe du cycle de synthése automatisé est représenté dans la Figure 129. Le premier nucléotide est
fixé sur le support par I’hydroxyle en 3’ puis la synthése s’effectue dans le sens 3’ vers 5°, c’est-a-dire
dans le sens inverse de la biosynthése naturelle. Les nucléotides sont ajoutés un a un, en cycles
successifs. La chaine oligonucléotidique est allongée par création d’une liaison phosphotriester entre la
fonction 5’-hydroxyle d’un nucléotide n et le groupement 3’-phosphoramidite d’un nucléotide n+1. Le

cycle de synthese peut étre résumé en 4 étapes successives (160).

- La détritylation : le groupement protecteur diméthoxytrityle est clivable en milieu acide. Cette

étape est réalisée par 1’acide trifluoroacétique et permet de déprotéger sélectivement 1I’hydroxyle
en 5’ sans altérer la fixation au support.

- Le couplage : le nucléotide suivant est inséré par réaction avec ’hydroxyle en 5° qui a été
déprotégé. Le couplage nécessite une activation du phosphoramidite du synthon par le tétrazole :
celui-ci substitue I’isopropylamine pour former une espéce tétrazolium hautement réactive.

- L’oxydation : le phosphite trivalent, instable, est oxydé en phosphate pentavalent. Cette étape
s’effectue par une solution d’iode dans un mélange eau/pyridine/THF.

- Le capping : les fonctions 5’-hydroxyle n’ayant pas réagi au cours de la synthese sont
désactivées par estérification par I’anhydride phénoxyacétique.

La chaine oligonucléotidique est allongée en répétant ces 4 étapes jusqu’a I’obtention de la séquence
complete. Le rendement de chaque cycle est d’environ 97- 98%, mais peut varier lors de I’intégration

d’une Iésion. La synthése de termine par 1’étape de déprotection / clivage : un traitement par

I’ammoniaque concentrée permet d’hydrolyser les groupements cyanoéthyles et de cliver la liaison au
support solide, libérant ainsi la chaine oligonucléotique, et également les groupements alcali-labiles

protégeant les fonctions réactives des bases.

9.2 Choix des groupements protecteurs

La syntheése d’oligonucléotides par la voie des phosphoramidites nécessite I’emploi de synthons
substitués par le motif 2-cyanoéthyl-phosphoramidite sur I’hydroxyle en 3’ et protégés en 5’ par un
groupement acido-labile, classiquement le diméthoxytrityle. Dans le cas de I’adduit 8-put-dGuo, I’amine
primaire de la putrescine ainsi que ’amine exocyclique devront également étre protégées. Ces
protections doivent étre clivées lors de I’étape de déprotection par I’ammoniaque concentrée a la fin de
la synthése. Nous avons donc choisi des groupements acétyles, alcalilabiles. La structure du synthon

protégé est représentée dans la Figure 130.
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Figure 130 : Structure du synthon phosphoramidite de l'adduit 8-put-dGuo.

Afin de valider cette approche, il est nécessaire de vérifier la stabilité de I’adduit guanine-putrescine,
dans les conditions qui seront utilisées pour la déprotection. Un premier test de stabilité est réalis¢ en
milieu basique, afin de mimer 1’étape de déprotection/clivage. Une solution de standard a 200 pM de
I’adduit 8-put-dGuo non protégé est incubée dans de ’ammoniaque a 30% pendant 15 heures. La
réaction est suivie par HPLC-UV, en estimant la dégradation du composé grace a 1’évolution de I’aire
du pic correspondant. Les résultats obtenus dans ces conditions ne montrent pas de dégradation de
I’adduit. Une expérience similaire est réalisée en milieu acide, avec un traitement par 1’acide
trifluoroacétique a 1%, utilisé¢ lors de la premiére étape du cycle de synthése pour déprotéger le
diméthoxytrityle. La cinétique de dégradation de 1’adduit 8-put-dGuo est représentée dans la Figure 131,
accompagnée des cinétiques de formation des 3 produits de dégradation correspondant aux 3 pics
principaux observés sur le chromatogramme. A noter que le produit de dégradation 1 est déja présent
avant le traitement acide, et provient vraisemblablement d un probléme de conservation. La dégradation
est estimée a 20% environ apres 2 heures de traitement acide. Les produits de dégradation n’ont pas été

identifiés, mais I’un d’entre eux est certainement issu d’une réaction de dépurination.
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Figure 131 : Test de stabilité de l'adduit 8-put-dGuo en milieu acide. Le composé est traité par [’acide trifluoroacétique a
1%. La réaction est suivie par HPLC-UV. Les cinétiques représentent [’évolution des aires de 4 pics majoritaires observés
sur le chromatogramme.
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Aux vues des résultats obtenus lors du test de stabilité en milieu basique, I’étape de déprotection/clivage
par ’ammoniaque ne devrait pas perturber considérablement la structure de 1’adduit 8-put-dGuo.
L’utilisation de groupements acétyle pour la protection des amines est compatible avec cette 1ésion.
D’autre part, la stabilit¢ en milieu acide n’est pas totale, mais reste cependant acceptable dans les
conditions utilisées : en effet lors de la synthése 1’étape de détritylation est relativement courte ; de plus
la stabilité de I’adduit peut étre meilleure apres intégration dans une séquence oligonucléotidique. Ces
observations nous permettent donc de valider I’approche envisagée pour le choix des groupements

protecteurs.

9.3 Rétrosynthése

L’étape clef de cette synthése est le couplage entre la putrescine et la 8-bromo-2’-désoxyguanosine
protégée. Ce couplage peut étre envisagé selon 2 approches (Figure 132) :

- la réaction entre les 2 composés acétylés (voie 1), qui nécessite une monoacétylation de la
putrescine au préalable. Cette approche présente I’avantage de faciliter la purification du produit
issu du couplage.

- le couplage avant acétylation (veie 2). Par cette stratégie, ’amine exocyclique et 1’amine
primaire de la putrescine sont acétylées en une seule étape ; cependant la purification du produit
de couplage risque d’étre plus délicate : I’existence de liaisons faibles entre la putrescine et les
silanols rend la purification par colonne de silice difficilement réalisable, une alternative a cette
technique de purification devra donc étre envisagée.

Pour effectuer ces réactions de couplage et d’acétylation, le nucléoside est protégé au niveau du 2-
désoxyribose par des groupements silylés, qui pourront étre clivés de fagon sélective par le fluorure de
tétrabutylammonium. Le synthon sera ensuite obtenu par la protection en 5 suivie de la

fonctionnalisation en 3’ par le motif phosphoramidite.
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Figure 132 : Stratégie de synthése envisagée pour le synthon phosphoramidite de l'adduit 8-put-dGuo.
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9.4 Synthése du synthon phosphoramidite par la voie 1

La réaction entre un composé diaminé et un agent d’acétylation conduit préférentiellement au dérivé
diacétylé. L’utilisation d’un large excés de composé diaminé n’est pas toujours favorable a la
monoacétylation. En 2008 Tang et Fang ont décrit une méthode de monoacétylation des diamines
symétriques en conditions aqueuses (161). Cette approche a été adoptée pour la synthése de la putrescine
acétylée (Figure 133). L’agent d’acétylation utilisé est I’acétate d’éthyle. Le composé monoacétylé est

purifié par colonne de silice avec un rendement de 47%.

EtOAc (1 éq.) o
HoN S NH H,N NN k
2
H,0 H
reflux, 24h

Figure 133 : Monoacétylation de la putrescine (161).

La 2’-désoxyguanosine est bromée en position C8 par le NBS d’apres la procédure décrite dans le

paragraphe 2 de ce chapitre (Figure 134).

(0] (0]
N NBS N
NH NH
</N:\KL//k Br_</N | /)\
HO N™ "NH, CH;CN /H,0 HO N™ "NH;
] :o: ] :o:
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Figure 134 : Bromation de la 2 -désoxyguanosine par le N-Bromosuccinimide.

Le désoxyribose est ensuite protégé au niveau des positions 3’ et 5° par des groupements TBDMS
(Figure 135). Cette réaction s’effectue par le chlorure de fert-butyldiméthylsilyle en présence
d’imidazole, d’aprés le protocole de Gillet et al. (151). Le produit diprotégé est ensuite purifié par

colonne de silice avec un rendement de 63%.

(0] TBDMSCI (3 éq.) o]
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NH NH
Br—</N | /)\ Br—</ | /)\
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W o TA, 24h \l o
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Figure 135 : Protection du 2-désoxyribose par silylation en 3" et en 5'.
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La 8-Br-dGuo silylée est ensuite acétylée au niveau de I’amine exocyclique par I’anhydride acétique
(Figure 136). Ces conditions ont été décrites par Nechev ef al. (162). Le nucléoside acétylé est obtenu

avec un rendement de 59% aprées purification par colonne de silice.

anhydride acétique (10 éq.)

0 DMAP (0,1 éq.) 0
/N NH TEA (12 éq.) N NH O
> 2
Br—<N | . — Br—< || J k
TBDMSO N "NH,  pyridine TBDMSO NTONTON
o 55°C, 80h o H
OTBDMS OTBDMS

Figure 136 : Acétylation de la 8-bromo-2'-désoxyguanosine protégee.

Le nucléoside protégé est ensuite couplé avec la putrescine monoacétylée (Figure 137). Cette réaction a
¢été réalisée avec différents solvants (DMSO, DMF, pyridine). L’emploi de tri¢thylamine est proscrit car
cela risque de cliver les groupements acétyles. Les conditions testées ne nous ont pas permis d’obtenir
le produit attendu. La principale difficulté rencontrée réside dans le choix d’un solvant favorable a la

substitution nucléophile et permettant de solubiliser le nucléoside et la putrescine acétylée.

>~NH
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N N H
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OTBDMS OTBDMS
Figure 137 : Réaction de couplage avec la putrescine acétylée.

9.5 Synthése du synthon phosphoramidite par la voie 2

Les tentatives de couplage entre le nucléoside et la putrescine aprés acétylation se sont révélées
infructueuses ; une 2° stratégie a donc été envisagée. Nous avons choisi d’effectuer le couplage avant

I’acétylation, en utilisant la pyridine comme solvant (Figure 138).
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Figure 138 : Réaction de couplage avant acétylation.
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La réaction est suivie par HPLC-UV. Le brut réactionnel est analysé par HPLC-MS/MS (Figure 139) :

le chromatogramme obtenu en mode MS1 comporte un pic & 11,4 minutes présentant un rapport m/z

correspondant au composé proton¢ attendu (m/z= 582).
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Figure 139 : Couplage avec la putrescine : analyse du brut réactionnel par HPLC-MS/MS. A : Chromatogrammes obtenus
avec détection UV a 260 nm (partie haute) et détection en mode Q1MS (partie basse). B : Spectre QI MS des ions détectés

entre 11 et 12 minutes.

Le produit de couplage est purifi¢ par HPLC phase inverse avec une phase stationnaire constituée de

silice greffée C18. Le chromatogramme obtenu par détection UV est représenté dans la Figure 140. Le

composé substitué par la putrescine est élué a 12,5 minutes. Le nucléoside en exces, moins polaire, est

¢lué pendant le ringage de la colonne. Cette technique de purification permet d’isoler une faible quantité

d’adduit (~100 nmoles) pour réaliser la caractérisation par spectrométrie de masse et ainsi valider la

méthode de synthése. Cependant pour la suite de la synthése, des quantités plus importantes seront

nécessaires (au moins 1 mmole pour I’optimisation); la purification doit donc étre adaptée a une plus

grande échelle. Des tentatives d’optimisation de la purification par colonne ouverte ont été réalisées,
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mais celles-ci se sont révélées sans succes. L’étape suivante a donc été envisagée sur le brut réactionnel

apres traitement par extraction liquide/liquide.
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Figure 140 : Chromatogramme obtenu lors de la purification du produit de couplage avec la putrescine (détection UV a 260
nm).

Le traitement du brut réactionnel issu de I’étape de couplage est réalisé par extraction par 1’acétate
d’éthyle, afin d’éliminer la pyridine et la putrescine en exces. L’acétylation est ensuite effectuée selon
la procédure décrite précédemment pour la protection du nucléoside (cf. paragraphe 9.4). Ces conditions
nous ont permis d’identifier et de purifier le produit monoacétylé. Le composé portant 2 groupements

acétyle n’a pas été obtenu.
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Figure 141 : Acétylation du produit de couplage.
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La synthése du synthon phosphoramidite de 1’adduit 8-put-dGuo a fait I’objet de nombreuses étapes
d’optimisation. Ces travaux ont permis d’isoler le produit de couplage entre le nucléoside protégé et la
putrescine. Des difficultés ont été rencontrées lors du couplage avec la putrescine acétylée ; ceci peut
s’expliquer par une modification de la réactivité de I’amine libre, en tant qu’espéce nucléophile, lors de
I’introduction d’un acétyle sur I’amine opposée (161). Cette réaction a donc été réalisée sur la putrescine
non protégée, avant acétylation. Le développement d’une méthode de purification a une plus grande
échelle serait pertinente afin d’achever la substitution du synthon. L’intermédiaire que nous avons isolé
nous permet de valider cette stratégie, qui pourra étre transposée aux adduits avec la spermidine et la

spermine.

10 Conclusion

Les résultats présentés dans ce chapitre démontrent que les polyamines peuvent effectivement réagir
avec le radical cation de la guanine en position C8 pour former des adduits. Grace a la méthode de
dosage par HPLC-MS/MS que nous avons développée, ces adduits ont été¢ mis en évidence dans I’ADN
isolé double brin. Nous avons ensuite recherché ces lésions dans ’ADN extrait de cellules THP1
exposées au rayonnement laser, puis dans I’ADN extrait de spermatozoides. Cette ¢tude a nécessité une
optimisation de la méthode de dosage, afin d’augmenter la sensibilité de détection et la reproductibilité
des analyses. Les résultats préliminaires obtenus révelent la présence de ces adduits dans ’ADN
provenant des échantillons de spermatozoides non irradiés. Des expériences complémentaires ont
ensuite ¢té entreprises dans le but d’étudier les répercussions physiologiques de ces Iésions et leur prise

en charge par les systémes de réparation.
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Chapitre 6 : Discussion
1 Les pontages ADN-protéines

Les pontages ADN-protéines sont des 1ésions volumineuses susceptibles de perturber certains processus
physiologiques. De plus, ces I€sions ne sont que partiellement prises en charge par les systemes de
réparation. L’étude des pontages ADN-protéines est complexe a entreprendre de par la grande diversité
des structures envisageables. Il existe potentiellement un grand nombre d’agents inducteurs de ces
dommages et, de ce fait, de nombreux mécanismes de formation. Le mécanisme a été élucidé pour
certains agents inducteurs, par exemple le formaldéhyde ou le cis-platine. En ce qui concerne les
pontages provenant d’un mécanisme oxydatif, de nombreuses questions persistent. Dans cette étude
nous nous sommes concentrés sur les pontages issus d’une oxydation a un électron de I’ADN.
L’oxydation a un électron est impliquée dans la formation de nombreux dommages a I’ADN. La guanine
(ainsi que son principal produit d’oxydation la 8-oxoguanine) constitue le site préférentiel pour cette
réaction. Les Iésions étudiées dans ce travail de thése impliquent la guanine, sous la forme d’un radical
cation issu d’une oxydation a un électron. II a été démontré que si I’oxydation se produit au niveau d’une
autre base de I’ADN, un transfert électronique peut survenir de la guanine vers un autre radical cation,
ce qui aboutit également au radical G°* (163).

Parmi les espéces nucléophiles capables de s’additionner sur le radical cation de la guanine, I’acide
aminé lysine a fait ’objet de cette partie du projet. Les travaux réalisés précédemment au laboratoire
(46) ont permis de mettre en évidence I’addition nucléophile d’un résidu lysine, par une fonction amine,
au niveau du radical cation de la guanine, conduisant a un adduit guanine-lysine. Ce pontage se produit
par exemple lors d’une photo-oxydation de type I, dans des conditions favorables a la formation des
radicaux cations de la guanine. L’¢étude a été réalisée sur un oligonucléotide de 3 bases de long « TGT »
donc simple brin, avec un peptide trilysine. Des expériences complémentaires ont permis de confirmer
I’implication de 1’acide aminé central du tripeptide, et donc de ’amine €. Le mécanisme décrit pour
I’acide aminé lysine pourrait potentiellement exister pour d’autres acides aminés comportant des
groupements nucléophiles, tels que la sérine, I’arginine ou bien la cystéine.

L’objectif de ce travail de thése a donc été de poursuivre 1’étude de 1’adduit lysine-guanine, et de
démontrer qu’il pouvait se former dans ’ADN isol¢ double brin par le méme mécanisme que celui
observé dans un court oligonucléotide. Nous avons ensuite mis en ¢vidence la présence de cet adduit

dans I’ADN extrait de cellules irradiées par laser.

Nous avons tout d’abord entrepris de synthétiser 1’adduit lysine-guanine sous la forme d’un monomere
8-lysine-2’-désoxyguanosine (8-lys-dGuo). La principale difficulté rencontrée lors de cette synthése est
due a I’existence de 2 isomeres possibles, provenant de 1’addition nucléophile de ’amine o ou de I’amine
€. L’analyse structurale par RMN du produit purifié fournit des arguments en faveur d’une structure

présentant un pontage avec I’amine € qui de plus présente la plus forte nucléophilicité. Cet isomeére est
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en fait le seul potenticllement impliqué dans les pontages ADN-protéines. Les expériences réalisées
dans I’ADN cellulaire ont permis de confirmer cette structure. Le standard 8-lysine-guanine (8-lys-Gua)
est obtenu par hydrolyse acide de 8-lys-dGuo.

La synthese des adduits avec la sérine et ’arginine a été envisagée, mais ces adduits n’ont pas pu étre
obtenus. Dans le cas de I’arginine, la réaction entre la 8-bromo-dGuo et 1’acide aminé peut également
conduire a 2 isomeres ; 1’addition nucléophile pouvant impliquer I’amine o ou un groupement NH; de
la fonction guanidine. Dans une chaine peptidique, la seule amine libre et donc disponible pour effectuer
un pontage, est celle de la fonction guanidine. L’isomere comportant un pontage avec I’amine a a été
isolé ; la structure a en effet été identifiée par spectrométrie de masse : I’ion pseudomoléculaire se
fragmente en a de la fonction guanidine. L’isomére attendu n’a pas pu étre obtenu, probablement du fait
de la plus faible nucléophilicité du groupement guanidino. Il pourra donc étre envisagé de synthétiser
I’adduit avec I’arginine a partir de [’acide aminé protégé au niveau de ’amine a. Dans le cas de [’adduit
avec la sérine, des essais de synthése ont été effectués en protégeant la fonction amine o, mais la
nucléophilie de I’alcoolate reste assez faible ; ces tentatives se sont donc révélées infructueuses. L’autre
stratégie envisageable et d’utiliser I’approche utilisée par Sandrine Perrier, en générant par
photosensibilisation un adduit entre un court oligonucléotide comportant une seule guanine et un peptide
comportant une arginine ou une sérine a la place de la lysine. A noter que des résultats préliminaires
montrant I’efficacité de cette approche ont été obtenus (résultats non publiés). Cependant cette approche
ne permet pas 1’obtention d’une grande quantité de produit et il serait donc préférable de développer une

méthode de synthese chimique.

Deux méthodes de quantification ont été développées, pour I’adduit sous la forme de nucléoside modifié
(8-lys-dGuo) et pour celui sous la forme de base modifie (8-lys-Gua). L’HPLC couplée a la
spectrométric de masse en tandem représente une technique analytique de choix, car elle permet la
détection de quelques lésions par million de bases, et ce en utilisant une quantité d’ADN trés réduite
(environ 10 pg). De plus elle présente une grande spécificité et le temps d’analyse par échantillon reste
modéré.

Ces méthodes optimisées présentent des limites de détection de 50 fmoles environ pour 8-lys-dGuo et
de ’ordre d’une fmole pour 8-lys-Gua. En pratique, la méthode d’analyse de 8-lys-Gua permet de
détecter moins de 0,1 modification par million de bases (en utilisant environ 10 pg d’ADN), ce qui
correspond a une sensibilité tout a fait appropriée pour envisager 1’étude de ces Iésions a ’échelle

cellulaire.

Les dosages dans I’ADN isolé extrait de thymus de veau ont été réalisés apres hydrolyse enzymatique
de ’ADN. Les adduits ont été quantifiés sous la forme de nucléosides modifiés « 8-lys-dGuo » suite a
I’exposition a différentes sources de stress oxydant, en présence de lysine : la photo-oxydation de type

I et le rayonnement ionisant (rayonnement y). Les expériences réalisées ont révélé une augmentation du
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taux de 8-lys-dGuo dans ces 2 conditions. Ces résultats permettent de confirmer que le mécanisme décrit
précédemment dans un oligonucléotide simple brin peut également se produire dans I’ADN double brin.
La lysine peut donc s’additionner sur le radical cation de la guanine pour former des adduits in vitro.

La présence de lysine provoque également une forte diminution de la formation de 8-oxodGuo. I existe
probablement une compétition entre 1’addition nucléophile de 1’eau sur le radical cation, qui conduit a
la 8-oxodGuo, et celle de la lysine. Il est également pertinent de prendre en considération la
concentration en lysine a proximité de la molécule d’ADN, qui peut localement étre tres élevée. Les
expériences présentées dans ce travail ont été réalisées dans 1’eau comme milieu d’irradiation, la lysine
est donc présente sous sa forme protonée et peut donc former des liaisons faibles avec les phosphates de
I’ADN. Cet effet a d’ailleurs été mis en évidence par I’expérience d’irradiation réalisée en présence du
tripeptide KKK dans un tampon phosphate : I’utilisation du tampon diminue le taux de formation de
I’adduit car il modifie probablement la répartition du tripeptide dans la solution, parce qu’il existe une

compétition entre les paires d’ions se formant avec les charges négatives de I’ADN et celles du tampon.

Nous avons cherché a déterminer si les pontages ADN-protéines pouvaient se produire dans des cellules
par réaction entre un résidu lysine et une guanine lors d’une oxydation a un électron. Dans ce but,
I’adduit lysine-guanine sous la forme de base modifiée (8-lys-Gua), a été dos¢ apres hydrolyse acide de
I’ADN cellulaire. Nous avons démontré que cette étape d’hydrolyse permettait d’isoler I’adduit a partir
d’un pontage ADN-tripeptide.

L’adduit 8-lys-Gua a été détecté lors de 1’exposition au rayonnement laser. Les autres conditions de
traitement utilisées (photosensibilisation, exposition au rayonnement ionisant) ne nous ont pas permis
de mettre en évidence la formation de cette Iésion dans I’ ADN. Il est cependant possible que celle-ci se
forme dans ces conditions, a des taux inférieurs a la limite de détection, qui est estimée entre 0,05 et 0,1
Iésions par million de bases. Les conditions utilisées lors de I’exposition au rayonnement laser sont trés
favorables a la formation de radicaux cations de la guanine. Les taux d’adduits §-lysine-guanine sont
cependant 300 fois moins ¢levés que ceux de la 8-oxodGuo. Si I’on transpose ce ratio aux expériences
de photosensibilisation ou d’irradiation vy, ou les taux de 8-oxodGuo observés aux doses d’irradiation
les plus élevées sont respectivement d’environ 8 et 5 Iésions par millions, on peut supposer que les taux
de I’adduit lysine-guanine se situent effectivement en dessous de la limite de détection. Pour ce qui
concerne I’irradiation laser, il est intéressant de noter que le taux de formation de 1’adduit Lys-Gua est
similaire au taux de formation de I’adduit Thd-Gua qui a été récemment mesuré dans des cellules
exposées au rayonnement laser bi-photonique (86). Ceci indique donc que 1’addition nucléophile de la
lysine sur le radical cation de la guanine est aussi efficace que 1’addition nucléophile d’une thymine
adjacente. Par contre, il faut noter que 1’addition nucléophile de I’eau, produisant la 8-oxodGuo reste

trés nettement supérieure (environ 2 ordre de grandeur).

2224 -



Chapitre 6 : Discussion

Nous avons ensuite envisagé de quantifier les pontages ADN-protéines totaux produits dans les
conditions associées a la formation d’adduits 8-lysine-guanine. Nous avons vu en introduction qu’il
existait de nombreuses méthodes de détection des pontages ADN-protéines. La méthode des cometes a
¢été choisie en premier lieu. Cette technique est largement utilisée au laboratoire pour la détection des
cassures simple ou double-brins et des sites alcali-labiles. Différents travaux ont révélé qu’elle pouvait
étre utilisée pour étudier les pontages ADN-protéines. En effet ces dommages influent sur la migration
de I’ADN lors de I’électrophorése. Dans la méthode décrite par Merk ef al. (39,40), une étape
d’incubation avec la protéinase K est réalisée avant I’ électrophorese afin de pouvoir attribuer la variation
de la migration observée a la présence de pontages ADN-protéines. Nous avons donc adapté cette
méthode afin d’étudier les pontages formés lors de I’irradiation laser de cellules THP1. L’électrophorése
est effectuée en conditions alcalines.
Lors des expériences que nous avons entreprises, le « tail moment » augmente avec la dose d’irradiation,
et aucune différence significative entre les échantillons incubés ou non avec la protéinase n’a pu étre
observée. Il est probable que les pontages ADN-protéines ne représentent qu’une faible proportion des
dommages présents dans ces échantillons. Par cette hypothése, leur effet sur la migration ne serait pas
décelable parmi celui des autres Iésions. Ce test ne permet donc pas de conclure sur la présence de
pontages ADN-protéines dans ces échantillons. A noter que la méthode des cometes constitue une
technique de détection sensible, mais peu spécifique des dommages étudiés. L’équipe de Merk et al. a
propos¢ une variante du test des cometes, en réalisant 1’électrophorese en conditions neutres (40). Cette
variante est considérée comme moins sensible pour la détection des cassures de brins ou des sites alcali-
labiles, elle est donc susceptible d’apporter une meilleure spécificité pour la détection des pontages
ADN-protéines, et pourrait étre envisagée pour la suite de ces travaux.
Les pontages produits lors de I’exposition au rayonnement laser ont également été étudiés par une
technique de détection reposant sur le marquage a 1’isothiocyanate de fluorescéine (FITC). Le FITC est
un fluorochrome qui réagit avec les fonctions amines primaires et permet donc de marquer sélectivement
les protéines liées a I’ADN. Le marquage au FITC a été utilisé par I’équipe de Hiroshi Ide pour I’é¢tude
des pontages ADN-protéines, par différentes méthodes :

- lavisualisation des pontages par électrophorese sur gel d’agarose (41),

- la quantification des pontages par fluorimétrie (10),

- la quantification par Western Blot couplé a une détection par chimiluminescence (10).
Dans notre étude, nous avons entrepris de mettre en place les conditions décrites pour la quantification
par fluorimétrie apres le marquage des protéines. Les résultats obtenus lors de cette expérience sont tres
peu reproductibles et ne permettent pas de conclure sur la présence de pontages. Il est important de
considérer que cette méthode de détection requiert au préalable une purification de I’ADN tres efficace
afin de s’affranchir des protéines libres, ou liées a I’ADN de fagon non covalente. Dans les conditions
décrites par Shoulkamy et al. (10), la purification de ’ADN cellulaire est réalisée par plusieurs cycles

d’ultra-centrifugation par gradient de densité sur chlorure de césium. Il est donc trés probable que les

-225 -



Chapitre 6 : Discussion

conditions d’extraction d’ADN que nous avons utilisées ne permettent pas d’éliminer totalement les
protéines libres, ce qui rend les résultats obtenus lors de la quantification par fluorimétrie difficilement
interprétables.

Bien que les pontages ADN-protéines n’aient pu étre quantifiés a I’aide d’une méthode de détection
directe ou indirecte décrite dans la littérature, nous avons mis en évidence la formation d’adduits entre
la guanine et la lysine apres irradiation de cellules THP1 par des pulses laser a 266 nm. Ces adduits a
eux seuls témoignent de la présence de ces pontages, et permettent en outre d’identifier la structure
chimique de la liaison covalente entre ADN et protéines. Il serait néanmoins intéressant de pouvoir
corréler les taux d’adduits lysine-guanine mesurés par HPLC-MS/MS avec ceux des pontages ADN-
protéines totaux afin de savoir parmi tous les pontages, quel est le pourcentage de ceux qui impliquent
une liaison Lys-Gua. Si ce pourcentage est faible il serait alors intéressant de déterminer quels sont les

autres mécanismes mis en jeu.

Ainsi, cette partie du projet a permis de mettre en évidence pour la premiere fois la formation de pontages
ADN-protéines par réaction d’un acide aminé nucléophile sur le radical cation de la guanine, produit
lors d’une oxydation a un électron de I’ADN. Nous avons étudié le cas de I’acide aminé lysine, qui est
présent en forte proportion dans les histones, et en particulier dans des régions impliquées dans les

interactions ADN-nucléosome.

L’étude des pontages ADN-protéines a été poursuivie par la mise en place de modéles de pontage entre
un peptide et un oligonucléotide. L’objectif est de former des pontages covalents entre les 2 molécules,
et de caractériser le produit obtenu. Ceci implique d’utiliser si possible de courts peptides et
oligonucléotides, afin de faciliter 1’analyse des produits générés. Nous avons tout d’abord étudié¢ un
modele constitué d’un peptide comportant un doigt de zinc et d’un fragment d’ADN double brin de 12
bases de long. La constante d’affinité pour de ces 2 molécules se situe aux alentours du millimolaire.
Les expériences entreprises par gel shift n’ont pas permis de visualiser la formation du complexe. Ceci
peut étre expliqué par une trop faible affinité du peptide pour le duplex. Des pontages covalents ont
cependant été¢ mis en évidence apres photosensibilisation par la riboflavine. Les rendements de pontage
observés par €lectrophorése sur gel dénaturant sont cependant tres faibles. Apreés purification (par gel
préparatif puis par HPLC), la caractérisation des produits de pontage a été entreprise, mais celle-ci ne
nous a pas permis d’identifier la nature chimique du pontage. Il serait nécessaire de disposer d une plus
grande quantité de produit purifié¢ et pour cela d’améliorer le rendement de cette réaction. On peut
supposer que l’utilisation d’un systéme présentant une meilleure constante d’affinité produise un
meilleur rendement de pontage lors de I’irradiation. D’apres les données présentes dans la littérature, la
présence de 2 ou 3 doigts de zinc est associée a une meilleure affinité pour la séquence d’ADN
consensus. En 2009, Nomura et al. ont synthétisé¢ un peptide comportant 2 doigts de zinc, avec une

constante d’affinité de I’ordre du micromolaire pour un duplex oligonucléotidique de 11 bases (164).
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D’apres Shi et Berg (165), la constante d’affinité du facteur de transcription Sp1, dont le domaine de
liaison a I’ADN comporte 3 doigts de zinc, est de I’ordre du nanomolaire. Il serait donc envisageable
dans ce cas de concevoir un autre modele avec un peptide comportant plusieurs doigts de zinc.

Le 2° modéle envisagé est constitué de la thrombine et de I’aptameére 15-mer correspondant. Pour ce
systéme, la constante d’affinité est plus élevée (de I"ordre du nanomolaire). Le complexe n’est pas
observé par gelshift, car il est certainement dégradé lors de la migration. Il est cependant détectable par
électrophorése capillaire. L’irradiation des complexes par un pulse laser a 1000 mJ/cm? est associé a la
formation d’adduits lysine-guanine qui ont été détectés par HPLC-MS/MS.

Le dernier modéle présenté dans ces travaux est formé de la protéine SSB et d’un aptamere de 49 bases.
La séquence de I’oligonucléotide comporte 39% de guanine, avec 4 motifs de 2 guanines adjacentes. La
formation des complexes est également étudiée par électrophorése capillaire. L’affinité entre les 2
molécules est telle que 1’analyse en conditions dénaturantes ne permet pas de visualiser la dissociation
du complexe. L’exposition de ces complexes a un pulse laser s’accompagne également de la formation
d’adduits lysine-guanine.

Les données présentes dans la littérature suggerent que pour ces 2 derniers systémes, certains acides
aminés de type lysine jouent un réle dans la liaison de la protéine a I’ADN. On peut donc supposer que
ces résidus sont spatialement proches de ’ADN ce qui pourrait favoriser la formation d’un pontage
faisant intervenir la lysine lors de 1’oxydation a un électron.

Cependant il est certain que ’efficacité de la formation d’un pontage covalent va entierement dépendre
de I’environnement dans lequel se trouvera le radical cation de la guanine, et en particulier de la présence
d’acides aminés nucléophiles. De plus, la présence d’acides aminés ayant un potentiel d’oxydation plus
bas que celui de la guanine va elle avoir tendance a réduire la formation de ces pontages en « réparant »
le radical cation de la guanine. Il semble donc difficile de prédire qu’elle sera 1’efficacité de pontage
pour tel complexe ADN-protéine, et donc seule une approche empirique peut nous permettre de trouver

le bon modéle.
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2 Les pontages ADN-polyamines

Les polyamines sont des petites molécules cationiques qui interagissent avec I’ADN et influencent sa
conformation. De nombreuses études ont permis de mettre en évidence un certain nombre de propriétés
des polyamines associées a leur interaction avec I’ADN, notamment :

- la compaction et la régulation de la condensation de I’ADN,

- les transitions conformationnelles,

- la protection de la double hélice...
Cependant, le mécanisme exact de cette interaction n’est pas totalement élucidé. Différents modeles ont
été proposés. Les molécules de polyamines peuvent interagir directement avec 1’ADN par interaction
ionique entre les amines protonées a pH physiologique et les groupements anioniques de I’ADN.
L’équipe de D’ Agastino a décrit un modéle reposant sur la formation de structures macrocycliques par
interaction des polyamines entre elles grace a des groupements phosphate; ces macrocycles se lient a
1’ ADN pour construire une structure qui I’enveloppe et le protege (93,94,96,97,166). D’apres D’agastino
et al. ces agrégats nucléaires constituent la forme biologiquement active par laquelle les polyamines
exercent leur effet protecteur (94). Les polyamines sont présentes dans toutes les cellules de I’organisme
au niveau du noyau. Leur présence dans le sperme, ainsi que leur implication dans les fonctions
reproductrices méles, ont ét¢ largement décrites (92).
Le stress oxydant provient d’un déséquilibre entre les radicaux libres produits par la cellule ou d’origine
exogene, et les défenses anti-oxydantes disponibles. Il s’agit probablement d’une cause importante
d’infertilit¢ masculine (167). Les radicaux libres oxygénés peuvent altérer la membrane des
spermatozoides, qui est trés riche en acides gras polyinsaturés, mais également la chromatine (168,169).
L’étude des interactions des polyamines avec I’ADN des spermatozoides est donc pertinente, dans le
but de mieux appréhender leur rdle dans les fonctions reproductrices, ainsi que les dommages a I’ADN
dans lesquels elles peuvent étre impliquées. En effet, ces molécules sont de bons candidats nucléophiles
qui peuvent potentiellement réagir avec le radical cation de la guanine. On peut donc s’interroger sur la
possible formation d’adduits en position C8 de la guanine. Ces adduits pourraient en outre constituer
des marqueurs du stress oxydant et de 1’oxydation a un électron de I’ADN, car ils ne sont produits que
par ce mécanisme. A 1’opposé la 8-oxodGuo, qui est un tres bon marqueur du stress oxydant, a été tres
utilisée pour cette propriété au cours des 30 derni¢res années, mais sa formation n’est pas spécifique
d’un mécanisme particulier car elle est généré soit par une oxydation a un électron, soit par 1’oxygene

singulet, soit par le radical OH®.

L’objectif de cette seconde partie du projet €tait donc d’étudier la formation d’adduits entre la guanine

et les polyamines. Ce travail a tout d’abord été entrepris dans I’ADN isolé afin de valider 1’hypothése

-228 -



Chapitre 6 : Discussion

mécanistique de I’addition des polyamines au niveau du radical cation de la guanine. Les adduits ont

ensuite été recherchés dans I’ADN extrait de cellules et de spermatozoides.

Nous avons a nouveau eu recours a I’HPLC couplée a la spectrométrie de masse en tandem afin de
quantifier les adduits guanine-polyamines. [.’analyse HPLC est effectuée en phase inverse, grice a une
colonne de silice greffée C18. Nous avons vu dans le chapitre 4 que la mise au point de cette méthode
analytique avait fait I’objet de nombreuses étapes d’optimisation.

Les principales difficultés rencontrées résident dans les faibles sensibilité et reproductibilité des dosages.
Il a été précisé a plusieurs reprises dans ce travail que les chaines de polyamines présentes dans les
adduits leur conférent un comportement chromatographique particulier, ce qui apporte un certain
nombre de contraintes lors du développement de méthodes d’analyse par HPLC. Ces étapes
d’optimisation nous ont permis de mieux appréhender ce phénomene. Celui-ci repose trés certainement
sur une interaction entre les fonctions aminées des polyamines et les silanols résiduels de la colonne, ce
qui entraine :

- une modification de 1’élution des adduits, qui influe directement sur la résolution et la
sensibilité.

- un piégeage d’une partie des composés sur la colonne.

- unrelargage des analytes liés au silanols lors de I’analyse des échantillons suivants. Ceci est de
plus tres dépendant de la matrice des échantillons, et impacte la reproductibilité, en provoquant
un « effet mémoire ».

En fin de travail de thése nous avons montré que 1’ajout d’un mix de polyamines libres a de fortes
concentrations dans chaque échantillon et standard a, semble-t-il, permis de remédier a ce probléme. On
peut supposer que les polyamines libres, présentes majoritairement par rapport aux adduits, se lient
préférentiellement aux silanols. Les sites de liaison des polyamines au niveau de la phase stationnaire
sont donc masqués/saturés. Cette alternative a eu pour conséquence une trés nette augmentation de la

sensibilité et de la reproductibilité des analyses.

Les adduits guanine-polyamines ont été recherchés dans I’ADN double brin extrait de thymus de veau.
L’ADN est soumis a différentes conditions de stress oxydant (photo-oxydation de type I, rayonnement
ionisant, rayonnement laser), en présence de polyamines. Ces expériences ont permis de démontrer que
I’oxydation a un électron de I’ADN double brin en présence de polyamines conduit a des adduits
guanine-polyamines. Ainsi, les polyamines constituent des especes nucléophiles capables de
s’additionner en position C8 du radical cation de la guanine.

Cette réaction de formation d’adduits est plus efficace dans le cas de la spermine. La différence de pKa
entre les fonctions amines primaires ne semble pas suffisante pour expliquer ce phénomene. En revanche
la molécule de spermine est plus longue et plus flexible que les autres polyamines, ce qui pourrait

augmenter les probabilités d’interactions.

-229 -



Chapitre 6 : Discussion

Les taux d’adduits avec les polyamines dépendent du systéme d’irradiation utilisé. L’irradiation par
impulsions laser produit des taux d’adduits trés élevés. Les taux observés sont plus faibles lors de
I’expérience de photosensibilisation et encore plus faibles pour I’exposition au rayonnement y. La
production d’adduits dépend directement de celle des radicaux cations de la guanine, ce qui permet de
valider I’hypotheése mécanistique. En effet nous avons vu précédemment que ces radicaux étaient tres
largement présents suite a 1’exposition au rayonnement laser. Le traitement par rayonnement ionisant
peut étre a I’origine de nombreux types de dommages, selon 2 principaux mécanismes : (i) I’effet direct,
qui correspond a des réactions d’ionisation par interaction directe des photons incidents avec I’ADN, et
(i1) ’effet indirect qui implique les ERO, principalement OH®, issues de la radiolyse de 1’eau (170). Les
radicaux G°* sont produits par I’effet direct. La 8-oxodGuo quant a elle provient soit de I’addition d’une
molécule d’eau sur G°* (effet direct), soit de I’addition du radical OH® sur la guanine (mécanisme
indirect). Or, il a été démontré que lors de I’irradiation par rayonnement y d’ADN en solution I’effet
direct était prédominant. Les conditions que nous avons utilisées pour étudier la formation d’adduits
guanine-polyamines dans I’ADN isolé apres exposition au rayonnement y produisent donc surtout des
radicaux OH®, et peu de radicaux G°* ce qui explique le faible ratio entre le taux d’adduits et celui de la
8-o0xodGuo.
La formation d’adduits est €¢galement en relation avec la concentration en polyamines dans le milieu. La
concentration de polyamines optimale pour cette réaction se situe aux alentours de 500 uM. Les
concentrations inférieures sont associées a des taux d’adduits plus bas. En revanche, si la concentration
en polyamines est trop élevée, la solubilité de I’ADN diminue, et ceci peut perturber la formation de ces
Iésions. On observe une précipitation de I’ADN pour des concentrations de polyamines aux alentours
de 1 mM, mais celle-ci est variable en fonction de la température et de la force ionique du milieu.
Les concentrations de polyamines utilisées sont proches de celles mesurées dans les cellules (On estime
que la concentration cellulaire en polyamines est de 1’ordre du millimolaire). Dans les expériences
présentées ici, les irradiations ont été réalisées avec la putrescine, la spermidine ou la spermine, mais
pas avec un mélange de polyamines. Les conditions utilisées pour ces expériences réalisées sur I’ADN
isolé ne refletent pas totalement I’environnement cellulaire, mais elles permettent de valider le
mécanisme envisagé pour la formation des adduits guanine-polyamines.
Dans le modele d’interaction reposant sur la formation d’agrégats nucléaires de polyamines, les amines
primaires sont engagées dans des liaisons faibles avec les groupements phosphate des macrocycliques,
et 'interaction avec I’ ADN s’effectue grace aux amines secondaires. Les adduits recherchés, impliquant
les amines primaires des polyamines, se formeraient donc plus vraisemblablement avec la fraction libre.
La présence de polyamines provoque une forte inhibition de la formation de 8-oxodGuo. Les résultats
présentés suggerent 1’existence de 2 phénomenes :

- l’augmentation de la condensation de I’ADN par les polyamines, ce qui le protége de

I’oxydation ;
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- une compétition entre 1’addition nucléophile de 1’eau, formant la 8-oxodGuo, et celle des
polyamines.

Dans le cas de la spermine, I’inhibition de formation de 8-oxodGuo est plus marquée qu’avec les autres
polyamines. Son effet radioprotecteur est d’ailleurs plus puissant, et cette polyamine est plus propice a
la formation d’adduits.

Les adduits guanine-polyamines n’ont pas été détectés dans I’ADN extrait de cellules THP1, méme
apres exposition au rayonnement laser. Ces résultats ne permettent cependant pas de conclure sur la
présence de ces Iésions dans les échantillons analysés, car la méthode analytique employée lors de ces
expériences présentait une sensibilité modérée et donc certainement insuffisante. Néanmoins nos
résultats montrent qu’au niveau cellulaire, il y a une formation importante de 8-oxodGuo alors que in
vitro la formation des adduits est trés majoritaire par rapport a la 8-oxodGuo pour des concentrations
utilisées voisines de celles présentes dans les cellules. Cette différence peut étre expliquée probablement
par le fait que la 8-oxodGuo détectée in cellulo peut se former selon différents mécanismes : (i) ’addition
d’une molécule d’eau sur le radical cation de la guanine suite a 1’oxydation a un électron de I’ADN,
mais également (ii) ’addition du radical OH® ou encore (iii) la réaction avec I’oxygéne singulet. A notre
connaissance les adduits polyamines quant a eux ne proviennent que de I’addition nucléophile des
polyamines sur G°, et selon les conditions utilisées ce mécanisme n’est pas toujours le plus favorable.
Cette hypothese ne s’applique cependant qu’aux expériences de photosensibilisation et d’irradiation y.
Concernant 1’expérience d’irradiation laser, nous avons vu que I’oxydation a un électron était le
processus majoritaire. On peut cependant supposer que I’environnement chimique de I’ADN isolé et de
I’ADN cellulaire est treés différent. Lors des expériences réalisées in vitro en présence de tampon
phosphate, le rendement de pontage diminue trés significativement ce qui souligne I’importance de
I’environnement chimique sur la formation d’adduits. Certains parametres peuvent en effet influer sur
cette réaction d’addition nucléophile sur G°*, et donc sur la formation d’adduits :

- la force ionique du milieu et le pH.

- la concentration en polyamines a proximité de I’ADN : celle-ci est trés difficile a estimer,
notamment avec la présence des histones qui enveloppent I’ADN cellulaire. De plus ces
molécules sont susceptibles de former des paires d’ions avec différentes especes anioniques ce
qui influe sur leur répartition dans la cellule.

- laprésence d’autres nucléophiles dans I’environnement cellulaire.

- la conformation de I’ADN qui varie au cours du cycle cellulaire et peut perturber 1’accessibilité
des sites G°* pour les polyamines.

De plus, parmi les polyamines présentes au niveau cellulaire, la fraction qui est « libre », c’est-a-dire
non impliquée dans des agrégats et disponible pour former des adduits est actuellement méconnue. Les
expériences réalisées in vitro ne reflétent donc que tres partiellement les phénomeénes qui se produisent

au niveau cellulaire.
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Les adduits avec la spermidine et la spermine ont cependant été mis en évidence dans I’ADN extrait de
spermatozoides humains et murins. Les taux d’adduits observés sont étonnamment élevés, en particulier
avec la spermine. La concentration en spermine dans le liquide séminal est plus élevée que celles des
autres polyamines, il serait cependant pertinent de vérifier si cette tendance est similaire dans les
spermatozoides. Lors de la détection des lésions oxydatives dans I’ADN cellulaire, les taux sont
généralement de I’ordre d’une modification par million de bases. Les taux de 8-spd-dGuo et 8-spm-
dGuo mesurés sont de I’ordre de 1000 et 10000 lésions par million respectivement ; ces adduits ne
proviennent peut étre pas d’un processus d’oxydation.

Avant toute chose il parait important de confirmer ces résultats. Chronologiquement, les données ont
¢été obtenues avant que nous ayons montré que 1’ajout d’un mélange de polyamines aux échantillons
juste avant injection en HPLC-MS/MS améliore la sensibilité, et la reproductibilité des résultats. Il
conviendrait donc de répéter ces analyses dans ces conditions pour confirmer (ou non) nos données
préliminaires. Si nos données sont confirmées il convient de se poser plusieurs questions.

La 5-méthyl-désoxycytidine (5-Me-dC) a également été dosée dans certains échantillons d’ADN de
spermatozoides, car il s’agit de la modification épigénétique de référence (171,172). Les modifications
épigénétiques sont des modifications générées enzymatiquement qui participent a la régulation de
I’expression des genes mais n’altérent pas la séquence nucléotidique. Nous avons constaté que la 5-Me-
dC représentait environ 1 a 5 % des nucléotides totaux, ce qui correspond aux données présentes dans
la littérature (173). Dans ces échantillons d”’ADN extraits de spermatozoides, les taux d’adduits 8-spm-
dGuo se situent dans le méme ordre de grandeur que ceux de la 5-Me-dC. Il n’est pas a exclure que les
adduits guanine-polyamines ne constituent pas des Iésions oxydatives mais des modifications
épigénétiques. Si c’est le cas, il sera nécessaire d’essayer de trouver les enzymes qui produisent ces
modifications et de déterminer leur role biologique.

D’apres les expériences d’exposition de sperme humain au rayonnement ionisant et au peroxyde
d’hydrogene, les taux d’adduits observés diminuent lors de 1’exposition au stress oxydant. Cette derniere
observation suggere la présence de produits d’oxydation secondaire qui accompagnerait la dégradation
des adduits. Par analogie avec les travaux de S. Perrier ef al. qui ont permis de mettre en évidence une
réaction de suroxydation des adduits guanine-KKK (46), les adduits polyamines pourraient également
se suroxyder pour former des dérivés de type spiroiminodihydantoine et guanidinodihydantoine (Figure

142). Etant donné les taux mesurés, il n’est pas surprenant qu une suroxydation puisse se produire.
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Conclusion et Perspectives

Ce travail de these vise a enrichir les connaissances sur les pontages ADN-protéines, qui sont parmi les
principaux dommages oxydatifs de I’ADN. Nous avons entrepris d’explorer la structure chimique de
ces Iésions, grace a I’étude des pontages se produisant avec I’acide amine lysine. En parall¢le nous avons
¢galement identifi¢ et caractérisé de nouvelles lésions de I’ADN, les adduits avec les polyamines. Ces
2 types de Iésions ont en commun un mécanisme de formation reposant sur une addition nucléophile sur

le radical cation de la guanine provenant d’une oxydation a un électron de I’ADN (Figure 143).

Radical cation de la guanine
ot
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Figure 143 : Schéma récapitulatif de la réactivité du radical cation de la guanine. G°* peut intervenir dans la formation de
différentes lésions : la 8-oxodGuo, les adduits Thd-Gua, les adduits avec les polyamines ou encore les pontages ADN-
protéines. A noter qu’en présence d’acides aminés présentant un potentiel d’oxydation plus bas que la guanine (exemple de
la tyrosine ci-dessus), un transfert électronique peut se produire, ce qui régenére la guanine.

Pour commencer nous avons synthétisé et caractérisé 1’adduit entre la guanine et la lysine. Une
méthodologie a été mise en place, afin de détecter et quantifier cet adduit dans I’ADN. Celle-ci repose
sur un dosage par HPLC couplée a la spectrométrie de masse en tandem. Nous avons ainsi mis en
¢évidence la présence des adduits guanine-lysine dans I’ADN isolé soumis a différentes conditions de
stress oxydant (photo-oxydation, rayonnement ionisant, rayonnement laser a 266 nm). Ces expériences
nous ont permis de confirmer l'existence du mécanisme suppos€, impliquant le radical cation de la

guanine. Ces adduits ont également été détectés dans de I'ADN extrait de cellules THP1 irradiées par
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laser a 266 nm. Ces résultats prouvent la présence de pontages ADN-protéines dans ces échantillons, et
permettent d'identifier la nature chimique du pontage, constitué¢ d'une liaison covalente entre la base
guanine et l'acide aminé lysine. Des expériences complémentaires seront effectuées afin d’étudier la
possible formation de 1’adduit guanine-lysine dans I’ARN extrait de cellules irradiées par laser.

En parallele nous avons entrepris de mesurer les taux de DPCs dans I'ADN cellulaire, afin de les corréler
a ceux des adduits 8-lys-Gua et ainsi estimer la proportion de pontages entre lysine et guanine par rapport
aux pontages ADN-protéines totaux. Le test des comeétes et le marquage a l'isothiocyanate de
fluorescéine ont été utilisés comme outils de détection, mais ils ne nous ont pas permis d'obtenir des
résultats probants. Le test des cometes est une méthode de détection indirecte des pontages ADN-
protéines, qui s'aveére de ce fait tres peu spécifique de ces dommages. L'augmentation de la migration
observée suite a l'irradiation par rayonnement laser n'a pu étre attribuée a la formation de pontages ADN-
protéines, du fait de l'absence de variation significative du « tail moment lors de l'incubation avec la
protéinase K. Nous avons donc opté pour une méthode de détection directe, le marquage a
I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC). Par cette technique, nous n'avons observé aucune différence
significative entre les différentes doses d'irradiation. En outre, les conditions utilisées pour mettre en
ceuvre cette méthode semblent peu reproductibles. Ceci peut provenir d'une contamination par des
protéines libres, qui perturberait la détection par fluorescence, en créant des « faux positifs ». Nous
envisageons donc de poursuivre les expériences entreprises par le marquage au FITC, en ajoutant une
étape d'ultracentrifugation afin de s'affranchir des protéines libres et d'améliorer ainsi la reproductibilité
de cette expérience. Ce travail se fera par le biais d’une collaboration avec Hiroshi Ide de I’'université
de Hiroshima.

Des mod¢les de pontages entre des peptides et des oligonucléotides ont été développés. La mise en place
de ces systémes s’effectue en 2 étapes : il convient dans un premier temps de mettre en évidence la
formation de pontages covalents et, dans un deuxiéme temps, de caractériser les produits de pontage
purifiés. Notre objectif était d'identifier la nature chimique du pontage, et de déterminer quel acide aminé
et quelle base de I'ADN intervenaient. Le systeme formé d'un peptide doigt de zinc et d'un duplex
oligonucléotidique nous a permis de démontrer la formation d’un pontage covalent suite a la photo-
oxydation, malgré un rendement assez faible. La caractérisation des produits de pontage a été entreprise,
mais celle-ci nécessite d'étre approfondie. En parallele, d'autres systémes modeles constitués des
protéines thrombine et SSB avec des aptameres ont été étudiés. L'analyse par HPLC-MS/MS de ces
systémes apres irradiation laser suggeére la présence d'adduits lysine-guanine. Ces résultats devront étre
confirmés, mais ils constituent des arguments pertinents pour prouver la présence de pontages ADN-
protéines présentant une liaison covalente entre la lysine et la guanine.

Il serait également intéressant de déterminer si des pontages avec d'autres acides aminés basiques
présentant des groupements nucléophiles, tels que l'arginine, pourraient également survenir. Les

données présentes dans la littérature suggerent que les additions nucléophiles sur le radical cation de la
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guanine font intervenir des groupements amine, mais également des fonctions alcool. L'étude des

pontages se produisant avec I'acide aminé sérine fait donc partie des perspectives de ce projet.

La deuxieme partie de ces travaux est consacrée a l'étude des adduits entre la guanine et les polyamines.
Ces dernicres sont de petites molécules qui interagissent étroitement avec I'ADN et interviennent dans
de nombreux processus cellulaires essentiels. La méme stratégie que précédemment a été adoptée pour
détecter et quantifier ces lésions. Nous avons tout d'abord confirmé que la putrescine, la spermidine et
la spermine s'additionnaient sur le radical cation guanine pour former des adduits in vitro. Au cours de
ce travail, une étude préliminaire a également été réalisée sur I'ADN extrait de spermatozoides. Les
polyamines sont en effet présentes dans le sperme, et sont connues pour jouer un rdle dans différents
processus liés aux fonctions reproductrices males, notamment la motilité des spermatozoides et la
fécondation. Les résultats de cette étude révelent des taux trés élevés d’adduits avec la spermine et la
spermidine dans des échantillons d'ADN extrait de spermatozoides provenant d'hommes sains. Les taux
d'adduits mesurés sont étonnamment €levés, par rapport a ceux des lésions oxydatives généralement
rencontrées ; et ils ont tendance a diminuer lors de 1'exposition au rayonnement ionisant ainsi que lors
du traitement des spermatozoides au peroxyde d'hydrogéne. Nous devrons donc avant toute chose
valider les résultats obtenus, a l'aide de la méthode de quantification des adduits récemment optimisée.
Concernant les taux élevés que nous avons rapportés, il serait également intéressant de comprendre
I’origine et les conséquences biologiques de ces adduits. S'agit-il de 1ésions provenant d'un mécanisme
oxydatif, ou bien de modifications ¢épigénétiques? Ces adduits interviennent-ils dans l'infertilité
masculine? Quelle relation existe-t-il entre le taux d'adduits et la fertilité? Afin d'explorer ces différents
points, nous envisageons de quantifier les adduits avec la spermidine et la spermine, ainsi que d’autres
Iésions oxydatives comme la 8-oxodGuo, dans I'ADN extrait de spermatozoides provenant d'hommes
présentant différents profils de fertilité. Nous pourrions également nous interroger sur I'évolution du
taux de ces adduits au cours de la maturation des spermatozoides. Pour répondre a cette problématique,
il conviendrait de renouveler les dosages d’adduits dans de I’ADN extrait de spermatozoides provenant
de I’épididyme a différents stades de leur maturation. Nous avons vu en introduction que la 8-oxodGuo
et les adduits en C8 de la guanine étaient particulierement sensibles a I’addition nucléophile de H,O au
niveau du carbone C5 (paragraphes 1.2.3 et 1.2.4.2). Ceci conduit a dérivés de type
guanidinodihydantoine et spiroiminodihydantoine. Il serait pertinent de rechercher ces produits
d’oxydation secondaire dans le cas des adduits 8-polyamine-dGuo. Ces réactions de suroxydation
pourraient de plus expliquer la diminution des taux d’adduits observée dans les spermatozoides apres
exposition au stress oxydant.

Les adduits polyamine-dGuo constituent des marqueurs de la formation de radicaux cations de la
guanine. Ces nouvelles Iésions pourraient donc étre utilisées pour des études mécanistiques. Par

exemple, de nombreuses questions persistent concernant les différents processus induits par I’exposition
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au rayonnement ionisant. Différentes équipes ont entrepris d’étudier plus particulierement I’importance
de la contribution des effets direct et indirect dans la formation de 1ésions de I’ADN (174,175). Dans ce
contexte les adduits polyamine-dGuo seraient des biomarqueurs pour la quantification de 1’effet direct.
Un projet visant a identifier et caractériser de nouvelles structures de types « bi-adduits » est également
a I'étude. La putrescine, la spermidine et la spermine possédent chacune 2 fonctions amine primaire,
susceptibles de réagir avec 2 radicaux cations de la guanine. De telles 1ésions pourraient en outre
conduire a des structures de types pontages inter-brins. Cette étude requiert de synthétiser au préalable
ces bi-adduits sous la forme de nucléosides modifiés, puis de développer une méthode de quantification
dans I'ADN.

Des expériences ont été entreprises afin d'explorer la réparation de ces Iésions par les enzymes du BER.
Les résultats obtenus suggerent une absence d'excision par la Fpg ainsi que par OGGI. Il serait
intéressant de comprendre si ceci provient d'une absence de reconnaissance ou bien d'un déficit d'activité
enzymatique vis-a-vis de ces 1ésions. Il est communément admis que le BER est un systéme responsable
de la prise en charge des lésions provenant de petites altérations chimiques. Néanmoins ce systéme est
susceptible de réparer les bases alkylées. Les adduits guanine-polyamines constituent probablement des
Iésions trop volumineuses pour étre reconnues par les enzymes du BER. Nous devrons donc confirmer
cette hypothése, grace a des tests d'excision avec d'autres N-glycosylases appartenant a ce systéme. Par
ailleurs, nous pouvons envisager d'étudier la possible réparation de ces adduits par le NER, réalisant des
tests d’incision in vitro avec les enzymes impliquées dans ce systéme, par exemple le systeme UvrABC.
Ce systeme est en effet plus favorable a la prise en charge des dommages plus volumineux.

Dans le but de synthétiser des oligonucléotides comportant 1'adduit avec la putrescine, la préparation du
synthon phosphoramidite correspondant a été entreprise. La poursuite de cette synthése et son adaptation
aux adduits avec les autres polyamines (spermidine et spermine) figurent également parmi les
perspectives de ce projet. Ces oligonucléotides représenteraient des outils appropriés pour étudier de
facon plus détaillée la réparation des adduits, ainsi que leurs conséquences biologiques. Ils pourraient
en particulier étre utilisés pour déterminer si les enzymes du BER reconnaissent ces dommages sans les
exciser. Dans ce cas il serait également intéressant de savoir si la présence d’adduits avec les polyamines
entraine une inhibition de la réparation d’autres lésions, en piégeant les glycosylases. Des substrats
reconnus mais non excisés pourraient étre utiles pour les structuralistes, et 1’obtention de cristaux
« enzyme + substrat abortif » permettrait certainement de comprendre pourquoi les glycosylases sont

inefficaces vis-a-vis de ces 1ésions.
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ABSTRACT: The possibility to induce the formation of covalent
cross-links between polyamines and guanine following one
electron oxidation of double stranded DNA has been evaluated.
For such a purpose, a strategy has been developed to chemically
synthesize the polyamine-C8-guanine adducts, and efforts have
been made to characterize them. Then, an analytical method,
based on HPLC separation coupled through electrospray
ionization to tandem mass spectrometry, has been setup for
their detection and quantification. Using such a sensitive
approach, we have demonstrated that polyamine-C8-guanine
adducts could be produced with significant yields in double
stranded DNA following a one-electron oxidation reaction

Guanine
radical cation

&Lx, L= [{ (X

PNV

Putrescine : X= (CH, )y
Spermidine ¢ X+ (CH, ) NHICH, )y
Spermine : X= (CH3):NHICH 3 NHICH; )

AT

[S-oxodGuo

O,

induced by photosensitization. These adducts, involving either putrescine, spermine, or spermidine, are generated by the
nucleophilic addition of primary amino groups of polyamines onto the C8 position of the guanine radical cation. Our data
demonstrate that such a nucleophilic addition of polyamines is much more efficient than the addition of a water molecule that

leads to 8-oxo-7,8-dihydroguanine formation.

B INTRODUCTION

The DNA molecule is constantly exposed to various kinds of
genotoxic agents, including among others reactive oxygen
species (ROS) produced during oxidative stress.” It is well
established that normal cellular metabolism is a source of ROS,
which may interact with DNA, leading to chemical
modifications includin§ single and double strand breaks or
base and sugar lesions.” These oxidative damages could also be
generated after exposure to ionizing radiation, UV light, or to
different exogenous chemical agents and are known to be
involved in mutagenesis and carcinogenesis.”>

For instance, photosensitization reactions are known to be
able to induce oxidative DNA lesions through either the
transient formation of singlet oxygen (Type II photosensitiza-
tion reaction) or following a one electron oxidation reaction
(Type 1).* The latter mechanism is one of the main processes
involved in the formation of oxidized base lesions.®> Guanine is
the preferential target of this reaction since it exhibits the
lowest ionization potential among DNA components.5 Various
agents and free radicals are able to abstract one electron from
guanine,’ leading to the formation of a guanine radical cation
G®*. The latter could also be produced following an electron
transfer reaction from guanine to a radical cation initially
generated on other DNA bases.”

Several nucleophilic addition reactions on the C8 position of
the guanine radical cation have been already reported. The first
described mechanism involves the formation of the well-known

i i © 2014 American Chemical Society
7 ACS Publications
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8-0x0-7,8-dihydroguanine, through the addition of a water
molecule onto C8 of guanine and subsequent oxidation of the
latter generated radical.® This hydration reaction could also be
followed by a competitive reduction, with an opening of the
imidazole ring, producing 2,6-diamino-4-hydroxy-S-formamido-
pyrimidine.® Other guanine decomposition products have been
identified and are certainly generated through an initial
nucleophilic addition at C8, involving either CS'-OH group,”
C5’-amino residues,'®™'?> or even methanol as recently
reviewed."

Such a nucleophilic addition of amino or alcoholic residues
onto C8 of guanine is of particular relevance in the issue of
DNA-—protein cross-links. In 2006, Perrier et al. described the
formation of a covalent cross-link between a lysine moiety and
2'-deoxyguanosine (dGuo), after photosensitization of a TGT
oligonucleotide in the presence of a trilysine peptide.'* The
cross-link involves the nucleophilic addition of the & amino
group of the central amino acid residue of the peptide onto the
C8 position of deprotonated guanine radical cation G(-H)".
Such a reaction has also been implicated in the formation of
intrastrand cross-links through the addition of a neighboring
thymine to G(-H)*.!>1¢ According to these observations, we
hypothesized that other nucleophilic molecules would be able
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to add to C8 of guanine upon one electron oxidation of double
stranded (ds) DNA.

Thus, in the present work, attempts have been made to
determine if small polyamine molecules could also be involved
in such a reaction. Polyamines are organic cations localized in
the nucleus of all eukaryotic cells'” at millimolar concentration
ranges. They are biosynthesized by enzymatic decarboxylation
of the amino acids ornithine and arginine by ornithine
decarboxylase (ODC)."® 1t has been proposed that due to
their affinity for anionic sites of nucleic acids, the polyamines’
main role is to stabilize and condense DNA.' They are also
involved in several essential metabolic processes, such as
regulation of RNA transcription, s?eciﬁc gene expression, and
the progression of the cell cycle. ® They play a role in cell
growth and cancer, and an increase in their cellular
concentration correlates with a loss of cell proliferation control
and could consequently lead to neoplesia.18 Furthermore,
polyamines are present in a high concentration in several
biological fluids in patients suffering from different types of
cancer.”® The assessment of their levels in urine, blood, or
cerebrospinal liquid can be informative as a marker of tumor
growth in treated patients. It has been used for the prediction of
relapse as well as in the follow-up of chemotherapy
efficiency.”"** For these reasons, polyamines are a potential
target in cancer treatment, and various inhibitors of their
biosynthesis have been developed. The most studied is a-
difluoromethylornithine, which is an irreversible inhibitor of
ODC. Polyamine oxidase, an enzyme involved in the
catabolism of polyamines, is also considered as an interesting
outlook in the development of antineoplasic drugs.*® Finally,
recent studies have highlighted the interest of using a low
polyamine diet in addition to chemotherapy.24 Therefore, the
link between polyamines and cancer has been widely described.
Nevertheless, the exact mechanism in which the upregulation of
their metabolism could be implicated in carcinogenesis is still
unknown.

The aim of our study is to investigate the possible formation
of adducts between polyamines and 2’-deoxyguanosine in
dsDNA following a one electron oxidation reaction. For such a
purpose, we have designed a chemical synthesis of the
potentially generated DNA adducts involving either putrescine,
spermine, or spermidine. In addition, we have optimized a
HPLC-MS/MS method to quantify these adducts in DNA
subsequent to enzymatic digestion into corresponding free
nucleosides. Using such a strategy, we have demonstrated that
polyamine-C8-guanine adducts could be generated following a
type I photosensitization reaction involving riboflavin and UVA,
a well-known approach to generate guanine radical cations™ in
dsDNA.

B EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals. N-Bromosuccinimide, 1,4-diaminobutane (putrescine),
spermidine, spermine, triethylamine, and solvents for organic synthesis
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 2'-Deoxygua-
nosine (dGuo) and 2’-deoxythymidine were obtained from Pharma
Waldhof (Diisseldorf, Germany), HPLC grade acetonitrile was
purchased from VWR BDH Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France)
and trifluoroacetic acid and heptafluorobutyric acid from Sigma-
Aldrich. Enzymes for DNA digestion (nuclease P1, phospodiesterase I
and II, and alkaline phosphatase) and calf thymus DNA were
purchased from Sigma-Aldrich. NMR solvents were obtained from
Euriso-top (Gif-sur-Yvette, France).

Instrumentation. The HPLC-MS/MS analyses were performed
with a triple quadrupole mass spectrometer TSQ Quantum Ultra from

1012

Thermo Scientific equipped with a Thermo Accela Pump, an Accela
autosampler, and an Accela photodiode array detector. The data were
processed using Xcalibur software. HPLC purification was performed
using an Agilent 1200 Series LC system. 'H NMR spectra were
recorded on Bruker Avance DMX 200 and Bruker Avance 500
spectrometers at 295 K in 400 uL of either CD;0D (isotope purity
>99.8%) or D,O (isotope purity: 99.95%).

Chemical Synthesis. 8-Bromo-2'-deoxyguanosine (8-Br-dGuo,
1). dGuo (4 g, 15 mmol) was suspended in a mixture of water (40 mL)
and acetonitrile (160 mL). N-Bromo-succinimide (4g, 22.5 mmol) was
added at 0 °C in three portions. The reaction mixture was stirred for
30 min at room temperature and subsequently concentrated under
reduced pressure. This material was then dissolved in acetone (80 mL)
and stirred for 2 additional hours at room temperature. The resulting
precipitate was collected by vacuum filtration with a Biichner funnel.
The filtrate was rinsed twice with cold acetone and dried under
vacuum to provide 3.85 g (11.1 mmol, 74%) of a slightly pink powder.
This compound was used for the next reaction steps without further
purification. "H NMR (D,0, 200 MHz, §): 2.13 (ddd, 1H, J = 2.3, 6.5,
13.6 Hz, H2"'), 3.07 (ddd, 1H, J = 6.3, 8.1, 13.6 Hz, H2'), 3.64 (dd,
1H, J = 4.2, 12.0 Hz, HS"'), 3.75 (dd, 1H, ] = 3.4, 12.0 Hz, HS'), 3.89—
3.95 (m, 1H, H4'), 448—4.54 (m, 1H, H3'), 6.30 (dd, 1H, ] = 6.5, 8.1
Hz, H1').

8-((4-Aminobutyl)amino)-2'-deoxyguanosine (8-put-dGuo, 2). 8-
Br-dGuo (1) (69 mg, 0,2 mmol) and 1,4 diaminobutane (100 xL, 1
mmol) were dissolved in DMSO (1.2 mL). Triethylamine (135 uL, 1
mmol) was added, and the reaction mixture was heated for 15 h at 110
°C. According to HPLC-UV monitoring, the substitution reaction
afforded 25% of 8-put-dGuo. The crude material was diluted 10 times
in water, neutralized with HCl, and then purified by C18 reverse phase
HPLC. The elution was performed using a C18 column (Interchim
uptisphere S yum ODB 250-4.6 mm), at a flow rate of 1 mL/min, with
0.1% trifluoroacetic acid as the mobile phase (eluent A) and a linear
gradient of acetonitrile (eluent B, 0—14% over 21 min). The product
which eluted at 15 min (k" = 3.41) was collected, concentrated, and
lyophilized. '"H NMR (D,0, 500 MHz, §): 1.70—1.78 (m, 4H,
H,upc), 226 (ddd, 1H, ] = 1.8, 6.6, 14.5 Hz, H2'"),2.77 (ddd, 1H, ] =
6.6, 8.4, 14.5 Hz, H2'), 3.02—3.08 (m, 2H, H , ), 3.34—3.42 (m, 2H,
H,a), 3.88 (dd, 1H, ] = 2.3, 12.4 Hz, HS"'), 3.92 (dd, 1H, ] = 2.1,
12.4 Hz, HY'), 4.12—4.14 (m, 1H, H4'), 4.63—4.65 (m, 1H, H3’), 6.31
(dd, 1H, J = 6.6, 8.4 Hz, H1"). MALDI-HRMS m/z for C;,H,,N,0,*
([M + H]"): calcd 354.1890; found 354.1883.

8-((3-((4-Aminobutyl)lamino)propyl)amino)-2’-deoxyguanosine
and 8-((4-((3-aminopropyl)amino)butyl)amino)-2'-deoxyguano-
sine (8-spd-dGuo 3a and 3b). The synthesis was performed following
the same procedure as for compound 2, using 1 equiv of 8-Br-dGuo, S
equiv of spermidine, and S equiv of triethylamine. The crude material
was purified by HPLC, as described for compound 2, with a gradient
of eluent B from 0 to 12% over 20 min. The two products 3a and 3b
which eluted at 14.3 min (k' = 3.21) and 15.7 min (k' = 3.62),
respectively, were collected. The two isomers exhibit identical 'H
NMR spectral features: '"H NMR (D,0, 500 MHz, §): 1.76—1.80 (m,
3H, H,), 206-2.12 (m, 3H, H,,y), 2.34 (ddd, 1H, ] = 22, 6.1, 143
Hz, H2"), 2.74 (ddd, 1H, ] = 6.5, 9.1, 14.3 Hz, H2'), 3.09—3.12 (m,
4H, H,,y), 3.14-3.18 (m, 2H, H,yc), 344—3.47 (m, 2H, H,y), 3.88
(dd, 1H, J = 2.8, 12.4 Hz, HS"'), 3.94 (dd, 1H, ] = 2.1, 12.4 Hz, HS'),
4.19—420 (m, 1H, H4'), 4.63—4.66 (m, 1H, H3'), 642 (dd, 1H, ] =
6.1, 9.1 Hz, H1’). MALDI-HRMS m/z for C,;Hy NgO,* ([M + H]"):
calcd 411.2468; found 411.2534.

8-((3-((4-((3-Aminopropyl)amino)butyl)amino)propyl)amino)-2’-
deoxyguanosine (8-spm-dGuo, 4). The synthesis was performed
following the same procedure as that for compound 2, using 1 equiv of
8-Br-dGuo, 5 equiv of spermine, and S equiv of triethylamine. The
crude material was purified by HPLC, as described for compound 2,
with a gradient of eluent B from 0 to 14% over 21 min. The product
which eluted at 13.8 min (k' = 3.06) was collected. '"H NMR (D,0,
500 MHz, 6): 1.36—1.39 (m, 4H, Hy,5), 1.64—1.72 (m, 4H, H,51),
1.94 (ddd, 1H, J = 2.0, 6.2, 14.3 Hz, H2'"), 2.35 (ddd, 4H, ] = 6.3, 8.6,
14.3 Hz, H2'), 2.68-2.72 (m, 8H, Hypcpon), 274277 (m, 2H,
Hpy), 3.09-3.13 (m, 2H, Hy,a), 348 (dd, ] = 2.6, 12.4 Hz, HS"'),
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3.53 (dd, J = 2.4, 12.4 Hz, HY'), 3.77-3.79 (m, 1H, H4'), 423—4.25
(m, 1H, H3'), 5.99 (dd, ] = 6.2, 8.6 Hz, H1'). MALDI-HRMS m/z for
CaoHssNoO,* ([M + H]*): caled 468.3047; found 468.3094.

UV Characterization of Polyamine-dGuo Adducts. The
concentration of the polyamine solutions was determined by
quantitative "H NMR and used for the determination of the molar
extinction coefficients of the different adducts. For the 'H NMR
quantification, the relaxation time t1 of the anomeric proton of C8
polyamine adducts was measured between 2 and 3 s. Thus, acquisition
was performed during 512 scans in D,0O; the relaxation delay was set at
12 s. The concentration was calculated by comparing the integrals of
the anomeric protons of the polyamine adducts to those of 2'-
deoxythymidine in a calibrated solution (obtained by UV 3,0068 mM,
£=9318 L-mol ":em™). A capillary containing a reference solution of
3-(trimethylsilyl)propionic acid sodium (Merck, Darmstadt, Germany)
was inserted into each NMR tube in order to normalize integrations.
The molar extinction coefficient was determined by measuring UV
absorbance of the calibrated polyamine-dGuo adducts and applying
the Beer—Lambert law.

UVA Irradiation and Digestion of Isolated DNA Samples. An
aqueous solution of calf thymus DNA (0.1 mg/mL) containing NaCl
(0.2 M), riboflavin (40 uM), and 500 uM of each of the three
polyamines was irradiated at room temperature with a 500 W halogen
lamp placed at a distance of 20 cm. The solution was kept saturated
with oxygen by continuous air bubbling and maintained at room
temperature by circulating water. Samples of 50 uL (S pug of DNA)
were collected at 0, 1, 2, 5, and 10 min. DNA was precipitated by
adding 125 L of 100% cold ethanol and 10 uL of NaCl (4 M), the
DNA pellet was rinsed 3 times with 70% ethanol, dissolved in 50 uL of
water, and digested as follows:*® to each sample of irradiated DNA
(0.1 pg/uL, SO uL), 0.025 U of phosphodiesterase II, 2.5 U of DNase
1L, 0.5 U of nuclease P1 in 2.5 uL of buffer P1 (300 mM ammonium
acetate and 1 mM ZnSO,, pH 5.3), and 2.5 uL of buffer MNSPDE
(200 mM succinic acid, 100 mM CaCl,, pH 6) were added. The
samples were incubated for 2 h at 37 °C. Then, 0015 U of
phosphodiesterase I was added, together with 6 yL of buffer Palk 10X
(500 mM Tris and 1 mM EDTA, pH 8) and 2 U of alkaline
phosphatase. The given solutions were incubated again for 2 h at 37
°C. Then, 3.5 uL of hydrochloric acid 0.1 N was added. The resulting
nucleoside mixture was then analyzed by HPLC-MS/MS.

HPLC-MS/MS Analysis. The separation of hydrolyzed nucleosides
was achieved using a ODB uptisphere 3 ym 150 X 2.1 mm column
from Interchim under linear gradient conditions as previously reported
for measuring other DNA lesions.”” The flow rate was set at 0.2 mL/
min with 0.1% heptafluorobutyric acid in water as the mobile phase
(eluent A) and acetonitrile from 0 to 45% (eluent B) over 30 min.
Unmodified nucleosides were detected using a UV detector set at 280
nm. The multiple reactions monitoring mode (MRM) was used in
order to detect two specific transitions for each adduct: 354.3 — 221.2
and 354.3 — 238.5 for 8-put-dGuo; 468.0 — 207.2 and 468.0 — 352.4
for 8-spm-dGuo; 411.5 — 207.2 and 411.5 — 221.2 for 8-spd-dGuo.
Collision energies and ionization parameters have been optimized by
infusing standard solutions of each adduct as reported for 8-
ox0dGuo.”® For each series of samples, calibrated solutions of a
mixture of normal nucleosides, 8-oxodGuo, or polyamine-dGuo
adducts were first injected to check the sensitivity of the MS/MS
system. Then, after an analysis of a maximum 12 samples, these
standards were reinjected to make sure that no variation in the
sensitivity of the detector occurred with time. The levels of normal
nucleosides and lesions were calculated by external calibration for both
UV and MS/MS detection, respectively, and results were expressed as
the number of DNA lesions (8-oxodGuo or polyamine-dGuo adducts)
per million normal nucleosides.

Bl RESULTS

Synthesis of C8 Polyamine-2’-deoxyguanosine Ad-
ducts. Adducts between dGuo and polyamines (putrescine,
spermidine, and spermine) have been prepared according to
the strategy described in Scheme S1 (Supporting Information).
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The synthesis consists first in the bromination of dGuo onto
the C8 position using N-bromosuccinimide, followed by the
nucleophilic substitution of generated 8-Br-dGuo by the three
polyamines under alkaline conditions as described previously
for aromatic amines.”® According to HPLC analysis, the
estimated yield for the reaction was about 25%, whatever the
nature of the polyamine.

The three adducts (8-put-dGuo, 8-spd-dGuo, and 8-spm-
dGuo, Figure 1) were purified using C18 reverse phase HPLC.
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Figure 1. Chemical structures of C8 polyamine-dGuo adducts.

Interestingly, the substitution of 8-Br-dGuo by spermidine led
to two possible isomers of 8-spd-dGuo (3a and 3b) with similar
yields. The two isomers were isolated by HPLC purification
and identified according to their fragmentation pattern (vide
infra). Solutions of the three adducts were calibrated by NMR
and were used as external standards for the HPLC-MS/MS
determination of the amounts of adducts generated in dsDNA
upon one electron mediated oxidation.

Characterization of Polyamine-dGuo Adducts. Struc-
tures of the three synthesized adducts have first been confirmed
by "H NMR. Besides hydrogen atoms of 2'-deoxyribose, on 'H
NMR spectra one can observe additional signals attributed to
methylene protons of the polyamine moiety. The lack of the
signal corresponding to the H8 proton of the guanine base
confirmed that the polyamine residues are bound to the C8
atom of guanine. Furthermore, the hydrogen atoms in the a
position of the NH-guanine bond and those at the end of the
polyamine chain are not equivalent confirming that one
primary amino group is involved in the cross-link with C8 of
guanine.

UV spectra exhibit a maximum absorption at around 260 nm
(Figure S1, Supporting Information) and a shoulder at around
300 nm. A bathochromic shift is observed for the adducts
compared to dGuo as was already observed for 8-lysine-2'-
deoxyguanosine14 and for 8-oxodGuo. Molar extinction
coeflicients, determined by NMR quantification, have been
found to be higher than that of the nonsubstituted 2'-
deoxyguanosine and to slightly depend on the length of the
polyamine chain, as shown in Table 1.

Mass spectra of the adducts in positive ionization mode
(Figure 2) exhibit intense molecular ions at m/z 354, 411, and
468 for 8-put-dGuo, 8-spd-dGuo, and 8-spm-dGuo, respec-
tively. These ions correspond to the protonated molecules [M
+ H*] (molecular weight = 353, 410, and 467, respectively).
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Table 1. UV Spectral Features of 8-Polyamine-dGuo Adducts

compd name
8-put-dGuo (2)
8-spd-dGuo (3a, 3b)
8-spm-dGuo (4)
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Figure 2. Collision-induced dissociation mass spectra of the [M + H]*
pseudomolecular ion of the different 8-polyamine-dGuo adducts
(positive ionization mode). A, 8-put-dGuo (2); B, 8—spd-dGuo 3a; C,
8-spd-dGuo 3b; and D, 8-spm-dGuo (4).

Fragmentation spectra obtained following collision induced
dissociation of the pseudomolecular ion exhibit intense ions
resulting from the loss of the sugar moiety (m/z 238, 295, and
352) as classically observed for 2’-deoxyribonucleosides.‘?’1 In
addition, other ions resulting from fragmentations occurring
along the polyamine chain in the a position of amino groups
(m/z 221 for 8-put-dGuo; 278 and 207 for 8-spd-dGuo 3a; 278
and 221 for 8-spd-dGuo 3b; and 278, 224, and 207 for 8-spm-
dGuo) are also observed. Interestingly, the two adducts 3a and
3b isolated after the substitution of 8-Br-dGuo with spermidine
exhibit a different fragmentation pattern of the spermidine
moiety, which is explained by the lack of symmetry of the
polyamine residue, that, following addition of one or the other
amino residue, gives rise to two distinct isomers.
Development of an HPLC-MS/MS Method of Quanti-
fication. An analytical method to detect the three adducts was
then developed, using HPLC coupled through electrospray
ionization to tandem mass spectrometry. We used the so-called
MRM mode in order to have a sensitive, specific, and
quantitative detection method. Optimization of collision
energies was performed for specific fragmentations of each
adduct, as reported in Table 2. For the simultaneous

Table 2. Main Transitions Used for the Detection of the
Different 8-Polyamine-dGuo Adducts in the Multiple
Reaction Monitoring (MRM) Mode (Positive Ionization)

main transitions

relative
molecular  precursor  fragment intensity
adduct weight ion (m/z) ions (m/z) (%)
8-put-dGuo (2) 3534 3543 2212 100
3543 238.5 6
8-spd-dGuo (3a, 3b) 410.5 411.5 2072 (3a) 50
411.5 221.3 (3b) 88
411.5 2952 (3a 100
and 3b)
8-sp-dGuo (4) 467.6 468.0 207.2 100
468.0 3524 23

measurement of the three adducts we have defined common
ionization parameters and optimized HPLC conditions for their
separation. Strong acids, such as trifluoroacetic acid (TFA) or
heptafluorobutyric acid (HBFA), were tested as the mobile
phase in order to improve the chromatographic behavior of
these molecules which contain primary and secondary amino
groups.

To improve the specificity of detection, two main transitions
were monitored simultaneously for each lesion (Figure 3),
whereas normal nucleosides were quantified on line by UV
detection set at 280 nm. The quantification was performed by
considering the most intense transition for each adducts, and
results were normalized compared to the amount of
unmodified nucleosides. The second transition served as a
qualifier (Table 2). For 8-spd-dGuo, the relative amounts of the
two isomers were similar, and thus, the reported amounts of
generated 8-spd-dGuo adducts were the sum of the two 3a and
3b isomers. The limit of detection of the assay was close to 1
pmol injected for each adduct. In parallel, 8-oxodGuo was also
measured using the 284 — 168 MRM transition as already
reported.”®

8-Polyamine-dGuo Adduct Formation in Isolated
DNA. In order to investigate the formation of 8-polyamine-
2'-dGuo adducts, calf thymus dsDNA was exposed to UVA
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Figure 3. Typical HPLC chromatograms obtained for detection by
HPLC-MS/MS of 8-polyamine-dGuo adducts. Chromatograms
represent the analysis of a mixture of the 4 polyamine dGuo adducts,
corresponding to the injection of 1 pmol of each adduct.

light in the presence of riboflavin. Such a photosensitization
reaction is known to produce a high amount of 8-oxodGuo
through the transient formation of a guanine radical cation.®
Thus, as expected under these conditions an increase in the
level of 8-oxodGuo was observed when increasing the
irradiation time. Levels as high as 5000 8-oxodGuo per million
nucleosides were obtained following 10 min of irradiation
(Figure 4). This photosensitization reaction was then
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Figure 4. Kinetics of riboflavin and UVA-mediated formation of 8-
oxodGuo in dsDNA. Data represent the average and standard
deviation of at least three independent analyses and are expressed as
the number of 8-oxodGuo per million normal nucleosides.
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performed in the presence of the different polyamines at a
concentration of 500 yM, which is below the concentration
found in the nucleus of eukaryotic cells. Kinetics of formation
of the different adducts are presented in Figure S, for 8-put-
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Figure S. Kinetics of formation of 8-put-dGuo, 8-spd-dGuo, and 8-
spm-dGuo in dsDNA exposed to riboflavin and UVA-mediated one
electron oxidation in the presence of the corresponding polyamine at
500 uM. Data represent the average and standard deviation of at least
three independent determinations and are expressed as the number of
lesions per million normal nucleosides.

dGuo, 8-spd-dGuo, and 8-spm-dGuo. After 10 min of
irradiation, yields of formation reach around 700, 150, and
2000 lesions per million normal nucleosides for 8-put-dGuo, 8-
spd-dGuo, and 8-spm-dGuo, respectively. The kinetics of
formation of adducts was almost linear with the irradiation time
at least for short irradiation periods; however, a saturation
occurred for long irradiation periods, as reported already for 8-
oxodGuo and 8-lys-dGuo. Interestingly, when irradiation was
performed in the presence of the polyamines, the yield of
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formation of 8-oxodGuo was dramatically reduced (Figure 4
compared to Figure S). Under these conditions, 8-oxodGuo
formation never exceeded 20 lesions per million nucleosides.
Thus, in the presence of the polyamine, the yield of formation
of 8-oxodGuo was reduced by about 2 orders of magnitude, and
the yield of polyamine-dGuo adducts was significantly higher
than that of 8-oxodGuo, regardless of the polyamine’s identity.
It is notable that spermine was more prone to generate adducts
compared to putrescine and spermidine.

B DISCUSSION

The one electron induced oxidation of DNA is a complex
process leading to the formation of numerous oxidative base
damages, especially involving the guanine moiety. In this work,
attempts have been made to determine the ability of
polyamines, ubiquitous molecules found in contact with DNA
in all eukaryotic cells, to react with the guanine radical cation,
and thus to induce the formation of polyamine—guanine cross-
links.

According to the literature, we anticipated that nucleophilic
addition of polyamines could occur at the C8 position of G** or
rather its deprotonated G(-H)* form that should predominate
at neutral pH to generate C8-guanine adducts. Thus, we
developed a chemical synthesis of the different possible
adducts, involving a nucleophilic addition of the amine onto
8-bromo-2'-deoxyguanosine, as reported previously for aro-
matic amines. The structure of the generated adducts was
confirmed by the mean of mass spectrometry, UV, and NMR.
NMR was also used to prepare calibrated solutions in order to
be able to obtain quantitative data. Interestingly, spermidine
being an asymmetric molecule, reaction of either the amino-
propyl or aminobutyl moiety with Br-dGuo could produce the
two different isomers 3a and 3b, respectively (Figure 1). These
two isomers were undistinguishable by '"H NMR but gave
different fragmentation patterns. Indeed, when the polyamine is
linked by the aminobutyl moiety, which is the case for
putrescine, an intense ion at m/z = 221 is observed. When the
cross-link involves the aminopropyl moiety, as observed for 8-
spm-dGuo, an ion at 207 is detected. These ions which arose
from the fragmentation of the glycosidic bond of the nucleoside
and of the polyamine residue as described in Figure 3 allowed
us to characterize the 8-spd-dGuo (3a) adduct as 8-((3-((4-
aminobutyl)amino)propyl)amino)-2'-deoxyguanosine and 3b
as 8-((4-((3-aminopropyl)amino)butyl)amino)-2'-deoxyguano-
sine. However, since these two adducts are generated in a
similar yield (not shown), reported data represent the sum of
the two adducts 3a and 3b, named 8-spd-dGuo (3).

The quantification of C8 polyamine-dGuo was performed by
HPLC coupled to tandem mass sepectrometry in the classical
MRM mode®” that provides a very low limit of detection
(about 20 fmol injected for 8-0x0dGuo™). To improve
specificity, two transitions were used for each lesion (Table
2). Quantification was performed by external calibration, and
results were expressed as the number of lesions per million
normal nucleosides quantified by UV detection set at 260 nm.

We performed type I photooxidation of dsDNA in the
presence of polyamines, in order to determine if 8-polyamine-
dGuo adducts are generated upon a one electron oxidation
reaction. Under these conditions, we detected a significant
formation of 8-put-dGuo, 8-spd-dGuo, and 8-spm-dGuo using
the developed analytical HPLC-MS/MS method. Our results
indicate that the three polyamines, putrescine, spermine, and
spermidine, are able to react with the guanine radical cation.
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We also noticed that spermine is more reactive than the other
polyamines. Interestingly, we observed that formation of
adducts is accompanied by a decrease in 8-oxodGuo formation.
Indeed, the irradiation in the presence of a high concentration
of polyamines (S00 uM) was found to generate more
polyamine adducts than 8-oxodGuo, especially in the case of
spermine. These results highlight the competition between
water and the polyamines as nucleophiles. However, the
decrease in 8-oxodGuo formation is not completely compen-
sated for by polyamine adduct formation, and thus the sum of
damages (polyamine adducts + 8-oxodGuo, Figure S) that is
produced in the presence of the polyamines is lower than the
yield of 8-oxodGuo (Figure 4) produced in the absence of any
polyamine. This observation adds evidence to the radio-
protective ability of polyamines in inhibiting the formation of 8-
oxodGuo, as reported by Douki et al.**

As a result, we hypothesize that the decrease in 8-oxodGuo
formation could be explained by two processes: first, by the
ability of polyamines to condense DNA®® and in this way to
protect it from oxidation; and second by the competitive
nucleophilic addition of polyamines onto the guanine radical
cation that reduces the yield of 8-oxodGuo formation but in the
meantime produces other DNA adducts. Regarding this latter
point, our data indicate that the addition of the amino group of
polyamines is much more efficient than that of water. Indeed, in
the presence of spermine at submillimolar concentration, the
yield of 8-spm-dGuo formation is about 2 orders of magnitude
higher than that of 8-oxodGuo. Interestingly, it has been
demonstrated® that the B-structure of dsDNA is preserved
even in the presence of high concentrations of polyamines, and
thus, the decrease in 8-oxodGuo formation could not be
attributed to a change in DNA structure but rather due to
condensation. Moreover in the above-mentioned work, it has
been shown that spermine and spermidine undergo hydrogen
bonding interactions (or at least alter the existing interaction)
with guanine N7, and this may explain why nucleophilic
addition of one amino group of the polyamines with C8 of G**
in dsDNA is more efficient than the addition of a water
molecule to produce 8-oxodGuo. Extrapolating these observa-
tions to cells and taking into consideration that concentration
of polyamines in the nuclei of eukaryotic cells is within the
millimolar range, DNA-polyamine adducts might be generated
in higher yield than 8-oxodGuo and thus may represent suitable
biomarkers of oxidative stress. In addition, the high proportion
of generated polyamine adducts compared to 8-oxodGuo could
also be partly explained by the fact that these polyamines are
positively charged at neutral pH and that this may favor their
interaction with negatively charged DNA, promoting the
formation of polyamine adducts. In that respect, we noticed
that when dsDNA is photosensitized in 10 mM phosphate
buffer, the yield of polyamine adduct formation is significantly
reduced (data not shown) but is still higher than that of 8-
oxodGuo. We have also noticed that the formation of
polyamine-dGuo adducts is linear for short irradiation times
but then reaches a plateau when a high amount of adduct is
present in dsDNA (Figure S). This could be certainly explained
by the sensitivity of such C8 adducts to undergo secondary
decomposition reactions as reported previously for 8-oxodGuo
and also for the lysine—guanine adduct. Secondary decom-
position reactions of the C8-polyamine-dGuo adducts probably
generate spiro-related derivatives as reported for 8-oxodG-
u0*** through a second nucleophilic addition of polyamine at
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CS. Additional work has to be performed to confirm that
hypothesis.

Additional work will be performed to search for the
formation of these new DNA lesions in irradiated cells.
However, the limit of detection of our developed method for 8-
polyamine-dGuo detection is around 1 pmol injected. Such a
sensitivity is good enough to monitor the formation of these
lesions in isolated irradiated DNA because the yield of cross-
link formation with polyamines is relatively high. Nevertheless,
in biological environments, the yield of formation of DNA
lesions is generally much lower, and thus the investigation of
polyamine adducts at the cellular level would require a higher
sensitivity, with a limit of quantification of only a few fmol. It
should be noted that the observed limit of detection for the
polyamine—guanine adducts studied here is mostly explained
by the nonclassical chromatographic behavior of this kind of
molecule. The presence of a primary amino group in these
adducts causes the compounds to elute as a broad peak, this
effect being particularly important for low injected amounts
(below 1 pmol under our conditions). Thus, efforts will be
made to improve the sensitivity of the method, and for such a
purpose, attempts to derivatize the primary free amino group
are in progress.

B CONCLUSIONS

This work demonstrates that polyamines are able to react onto
the C8 position of guanine following one electron oxidation
and that such a process generates polyamine—guanine cross-
links. In the meantime, we demonstrated that the presence of
polyamines inhibits the formation of 8-oxodGuo. This study
suggests that besides the ability of polyamines to protect DNA
from oxidation by condensation, the observed decrease of 8-
oxodGuo formation in the presence of these molecules could
be partially explained by the competitive formation of
polyamine adducts. Thus, the observed protection effect of
polyamine might be considered with caution.

Further work is in progress to improve the sensitivity of the
HPLC-MS/MS method for the detection of such polyamine
adducts, in order to be able to investigate their formation within
cells. In addition, attempts will be made to determine their
biological consequences and to identify repair mechanisms
involved in the elimination of these specific DNA lesions.

The investigation of DNA-polyamine cross-links also
represents a convenient model for the study of other more
complex lesions involving nucleophilic addition onto C8 of the
guanine radical cation or its deprotonated form. A similar
strategy will be applied to search for cross-links between
guanine and several amino acids, such as lysine, arginine, and
serine. This outlook could be promising in the understanding of
structural aspects of DNA—protein cross-links.**
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the chemical synthesis of the polyamine-C8 guanine adducts,
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Résumeé

Un pontage ADN-protéine se forme lorsqu’une protéine se lie de fagon covalente a I’ADN, ce qui a pour conséquence de bloquer
certains processus biologiques tels que la réplication, la transcription, la réparation ou la recombinaison. Ces travaux de thése
consistent en 1’étude des pontages se produisant lors d’une oxydation a un électron de I’ADN. La guanine posse¢de le potentiel
d’ionisation le plus bas parmi les composants de I’ADN; elle est donc facilement oxydée pour former un radical cation, lui-méme
impliqué dans la formation de nombreuses lésions oxydatives. Des travaux antérieurs ont permis de mettre en évidence la formation
d’un adduit entre la guanine et la lysine, résultant de I’oxydation a un électron d’un oligonucléotide TGT en présence d’un peptide
trilysine. Le mécanisme de cette réaction est une addition nucléophile de I’acide aminé central par le groupement amine €, en position
C8 du radical cation de la guanine. L’objectif de cette these a été de caractériser ’adduit guanine-lysine, de le quantifier dans ’ADN
isolé puis dans I’ADN cellulaire, et d’étudier son implication dans la formation des pontages ADN-protéines. Différentes especes
nucléophiles sont capables de s’additionner sur le radical cation de la guanine. Nous nous sommes intéressés au cas des polyamines
endogenes, qui sont des cations organiques présents en particulier dans le noyau des cellules. Ces molécules interviennent dans la
stabilisation et la condensation de I’ADN, mais elles participent également & de nombreux processus cellulaires. Le lien entre
polyamines et cancer a été largement décrit. Cependant le mécanisme par lequel la perturbation de leur métabolisme est impliquée
dans le processus de cancérogenése reste a ce jour peu connu.

Dans un premier temps, ces lésions ont été¢ synthétisées chimiquement, sous la forme de nucléosides modifiés, afin de les
caractériser. Par la suite des méthodes de quantification de ces dommages par chromatographie liquide haute performance couplée
a la spectrométrie de masse en tandem ont été développées. Ces méthodes analytiques nous ont permis de démontrer que les adduits
guanine-lysine et guanine-polyamines pouvaient se former dans I’ADN isolé suite & une oxydation a un électron. Des pontages entre
guanine et lysine ont été mis en évidence dans I’ADN extrait de cellules THP1 irradiées par impulsions laser a 266 nm. Nous avons
ensuite développé différents modeles de pontages entre un peptide et un oligonucléotide, afin d’étudier la structure chimique du
pontage, et de déterminer si celui-ci pouvait se produire entre la guanine et la lysine. Des adduits guanine-polyamines ont également
été détectés dans de ’ADN extrait de spermatozoides. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans la compréhension du
réle physiologique des polyamines ainsi que de leur implication dans la fertilité masculine.

Mot-clés : pontages ADN-protéines, polyamines, stress oxydant, photo-oxydation, HPLC-MS/MS

Abstract

A DNA-protein crosslink (DPC) occurs when a protein becomes covalently bound to DNA. This kind of lesions seems to affect
several metabolic processes, including DNA replication, transcription, repair and recombination. This PhD work deals with
crosslinks which are formed through a one-electron oxidation of DNA. Guanine exhibits the lowest ionization potential among DNA
components, therefore it is readily oxidized leading to the formation of a radical cation, which is involved in the formation of
numerous oxidative DNA lesions. In a previous study, a crosslink between guanine moiety and a lysine residue, generated
subsequently to a one electron oxidation of a TGT oligonucleotide in the presence of a trilysine peptide, has been described. The
mechanism of formation of this adduct relies on the nucleophylic addition of the € amino group of lysine onto the C8 position of the
guanine radical cation. The aim of the present work was to characterize the guanine-lysine adduct and to quantify this lesion in
isolated DNA and then in cellular DNA, and to investigate their implication in DNA-protein crosslinks. Several nucleophylic species
are able to react with the guanine radical cation. We focused on polyamines, which are organic cations localized in the nucleus of
cells at millimolar concentration ranges. These molecules are involved in stabilization and condensation of DNA, and participate
also in numerous cellular processes. The relation between polyamine and cancer has been widely described. The mechanism by
which dysregulation in their metabolism is related to carcinogenesis is still unknown.

In the first part of this project, we focused on the synthesis and the characterization of these lesions as modified nucleosides.
Subsequently, we have developed and optimized methods of quantification of these damages, using HPLC coupled with tandem
mass spectrometry. Thanks to these analytical methods, we have demonstrated that guanine-lysine and guanine-polyamines adducts
could be formed in isolated DNA following a one electron oxidation. Crosslinks between guanine and lysine have been highlighted
in DNA extracted from THP1 cells exposed to laser pulses at 266 nm. We have then developed several crosslinks models between
a peptide and an oligonucleotide, in order to investigate the chemical structure of the crosslink and determine whether it could occur
between guanine and lysine. Guanine-polyamines adducts have also been detected in DNA extracted from sperm cells. These results
open new prospects in the understanding of the physiological role of polyamines as well as their involvement in male fertility.
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