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Laradiolyse de I’ADN : études expérimentales et théoriques

Résumé

Mots-clés

Abstract

Etant donné les conséquences biologiques des effets du rayonnement ionisant sur I’'homme, notamment en ce
qui concerne les cancers radio-induits, de nombreux travaux ont été entrepris pour étudier les modifications
chimiques radio-induites de I'ADN, molécule support de notre information génétique. La radiolyse de I'ADN a
donc consisté a étudier la structure chimique et les mécanismes de formation de ces dommages, appelés Iésions,
etalesrechercher au niveau cellulaire. Un tres grand nombre de Iésions différentes ont ainsi été mises en évidence
in vitro et des propositions ont été faites pour expliquer leur mécanisme de formation impliquant des réactions
radicalaires. Des approches de chimie théorique ont alors été d’une grande aide pour confirmer ou infirmer ces
mécanismes, montrant qu’‘une collaboration entre expérimentateurs et théoriciens est primordiale. Cette
complémentarité est illustrée par des exemples concrets récents soulignant ainsi la complexité des mécanismes
qui peuvent étre mis en jeu, notamment au niveau de I'ADN double-brin.

Radiolyse, lésions de I’ADN, chimie radicalaire, chimie théorique.

Radiation damage to DNA: experimental and theoretical approaches

lonizing radiations are harmful to human and in particular are known to induce cancers. Thus, a considerable
amount of work has been carried out to determine the effects of ionizing radiation on DNA, the biopolymer that
supports our genetic information. Nowadays, several DNA lesions have been identified and works have been
initiated to search for the presence of such lesions in cellular DNA. According to experimental data, mechanisms
of formation of radiation-induced DNA lesions have been hypothesized. In addition, theoretical approaches
were found to be particularly helpful to confirm or not such mechanisms. The complementarity of experimental
and theoretical approaches in delineating the mechanism of formation of radiation-induced DNA lesions is
illustrated using recent examples highlighting the complexity of radical chemical reactions taking place especially

in double-stranded DNA.
Keywords

a molécule d’ADN (acide désoxyribonucléique), support

de lI'information génétique, est continuellement modifiée
par des agents exogénes ou endogénes, qualifiés d’agents
génotoxiques car susceptibles de modifier notre patrimoine
génétique. Savoir comment ces modifications chimiques
de la molécule d’ADN peuvent étre formées suite a un stress
est par conséquent une priorité afin de mieux comprendre
leurs conséquences biologiques. Parmi tous les agents
génotoxiques, une attention particuliére a été portée au stress
oxydatif. Ce stress peut induire des réactions radicalaires de
I'’ADN par le biais des espéces réactives de I'oxygéne (ERO).
Nos organismes aérobies tirent leur énergie de la réduction
de l'oxygéne en eau. Cette réduction nécessite quatre
électrons et est effectuée dans les mitochondries de nos
cellules en plusieurs étapes successives, comme illustré dans
I'équation (1) :

0, <3 0,° 3 Hy0, =3 HO® <3 H,0 (1)
La majeure partie de 'oxygéne que nous respirons est ainsi
réduite en eau, ce qui permet de produire de I'énergie sous la
forme d'ATP (adénosine triphosphate). Cependant, une faible
proportion de cet oxygene moléculaire n'est pas réduite
complétement, conduisant alors a la formation d’ERO telles
que le radical superoxyde (O,°), le peroxyde d’hydrogéne
(H,0,, I'eau oxygénée) et le radical hydroxyle (HO®). Ces ERO,
et notamment HO®, qui sont continuellement produites dans
nos cellules, peuvent réagir avec les molécules biologiques et
ainsi les endommager en modifiant leur structure chimique;
c'est ce que I'on appelle le stress oxydatif endogéne. La réacti-
vité du radical hydroxyle est lié a la présence d’'un électron
célibataire qui cherche justement a ne pas rester célibataire,

Radiation chemistry, DNA damage, radical chemistry, theoretical chemistry.

ce qui le rend tres réactif. Nos cellules ont développé des
systémes dits « antioxydants », enzymatiques ou non, afin de
réduire I'effet délétére de ces ERO pour éviter 'endomma-
gement des biomolécules. En dehors du stress oxydant
endogéne, les ERO peuvent également étre produites par
d’autres processus exogenes, comme la lumiere UV-visible
ou le rayonnement ionisant. Par exemple, I'oxygéene singulet
(102), correspondant a un état excité de I'oxygene moléculaire
(qui peut étre assimilé a un bi-radical), peut étre produit par
des réactions de photosensibilisation, impliquant I'excitation
par le rayonnement UV ou visible d'une molécule appelée
photosensibilisateur. Le photosensibilisateur dans son état
excité est alors capable de transférer son excédent d'énergie
a I'oxygéne moléculaire et ainsi produire I'oxygéne singulet.
10, est réactif vis-a-vis des molécules riches en électrons,
comme I'ADN. Le rayonnement ionisant, comme son nom
I'indique, est également capable de produire des espéces
réactives de I'oxygéne via la radiolyse des molécules d’eau, ou
peut directement induire une oxydation a un électron des
molécules biologiques, notamment I’ADN. Ceci explique que
de trés nombreux travaux ont été entrepris afin d'étudier les
modifications chimiques induites par les ERO sur 'ADN et
leurs conséquences biologiques [1-2].

Etudes des dommages de 'ADN
induits par les radiations ionisantes

Approches expérimentales

D’un point de vue moléculaire, les effets d'un rayonnement
ionisant peuvent étre directs, en induisant une oxydation de
I’ADN en une seule étape, par I'éjection d'un électron. Lorsque
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cet effet se produit sur les molécules d'eau omniprésentes
dans le milieu biologique, I'effet est dit « indirect ». Il conduit
a l'ionisation de molécules de H,O et a la production d’ERO,
notamment du radical hydroxyle. Pour comprendre I'effet
du rayonnement ionisant sur I’ADN, il est donc nécessaire
d'identifier et d'étudier les modifications chimiques de la
molécule d’ADN produites par ces réactions. Dans cet objectif,
I'approche expérimentale a été utilisée [3-4]. Elle consistait
a étudier les effets des radiations sur les quatre nucléosides
impliqués dans I'ADN (deux bases puriniques, adénine et
guanine, et deux bases pyrimidiniques, thymine et cytosine)
indépendamment les uns des autres. En effet, 'ADN est une
chaine polymeére formée de ces quatre motifs élémentaires,
répétés des milliards de fois. En pratique, ces nucléosides
solubilisés en milieu aqueux étaient irradiés avec des rayonne-
ments ionisants, avec des doses assez élevées pour pouvoir
isoler des quantités suffisantes de nucléosides modifiés
formés lors de [l'irradiation. Les nucléosides chimiquement
modifiés, appelés lésions de I'ADN, ont ensuite été séparés
par chromatographie. Des techniques de physico-chimie ont
aussi été utilisées pour déterminer la structure de ces Iésions.
La difficulté d'identification des produits radio-induits prove-
nait également de leur faible rendement de formation, du
nombre important de produits différents et de leur forte
polarité qui les rend difficiles a purifier, notamment par
chromatographie liquide (HPLC). Ceux qui ont été isolés en
assez grande quantité ont pu étre caractérisés et identifiés par
des techniques de spectrométrie de masse et de résonance
magnétique nucléaire (RMN). En parallele, des mécanismes
réactionnels ont été proposés pour tenter d’expliquer les
réactions radicalaires mises en jeu pour former ces différentes
Iésions. Ces propositions s’appuyaient également sur des
résultats de spectrométrie résolue dans le temps pour identi-
fier les espéces radicalaires transitoirement formées lors
de l'irradiation [5]. Enfin, des approches analytiques ont été
développées [6] pour permettre de rechercher les produits
ainsi identifiés dans 'ADN double-brin exposé au rayonne-
ment ionisant (qui était hydrolysé aprés irradiation en nucléo-
sides), puis, si la sensibilité de la méthode le permettait,
dans I'ADN cellulaire apres son extraction.

Approches théoriques

Les méthodes de modélisation moléculaire employées pour
étudier les réactions d’'endommagement de I’ADN reposent
sur l'utilisation de la dynamique moléculaire, dans laquelle
I'évolution structurale peut étre suivie sur les bases des lois de
Newton (mécanique classique) et a I'aide de paramétres spéci-
fiques regroupés dans un champ de forces. Elles permettent
de proposer des structures d’oligonucléotides contenant une
Iésion ou d’oligonucléotides non endommagés mais mis en
présence de réactifs oxydants ou de photosensibilisateurs. Il
est également possible de décrire une voie réactionnelle en
explicitant quels atomes sont traités avec un hamiltonien
électronique au moyen de dynamiques multi-échelles [7]. La
précision de ces méthodes s’est continuellement améliorée
depuis les travaux pionniers de Warshel, Levitt et Karplus et
permet désormais la comparaison avec des données expéri-
mentales. Si les dynamiques moléculaires classiques peuvent
étre menées sur des systémes comportant des centaines de
milliers d’atomes (e.g. un nucléosome), elles restent limitées
dans le temps (typiquement de 1 a 10 microsecondes). Des
méthodes récentes permettent cependant de biaiser les
simulations (métadynamique, échange de répliques...) pour
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assurer un meilleur échantillonnage conformationnel. Cela
permet de sonder des évenements biologiques complexes,
comme le repliement de structures originales de G quadru-
plexes, de tétraboucles d’ADN et des queues d’histones autour
du nucléosome [8].

Réaction de la guanine avec I'oxygéne singulet

Pour illustrer la difficulté d’identification des Iésions de I'ADN,
nous allons nous intéresser dans un premier temps a la
réaction de l'oxygene singulet 102 avec 'ADN. Méme si cette
ERO n’est pas produite par le rayonnement ionisant, mais
plutét par des réactions de photosensibilisation, son étude
paraissait a priori plus simple, notamment parce que dans
I’ADN, 102 ne réagit qu’avec la base guanine. Cependant, la
réactivité de 102 avec la guanine n’est pas tres efficace et les
produits formés sont trés polaires et donc difficile a isoler. Au
début des années 1990, les produits issus de la réactivité de
102 avec la 2’-désoxyguanosine (dGuo) ont pu étre isolés,
notamment en développant de nouvelles conditions de
séparation par HPLC [9]. Les deux principaux produits ainsi
isolés, qui sont les deux diastéréoisoméres de la 4-OH-8-
oxodGuo, ont été caractérisés par des approches physico-
chimiques incluant la spectrométrie de masse et la RMN de
différents noyaux. A partir des résultats de ces analyses, une
structure et un mécanisme ont été proposés pour décrire la
réactivité de '0, avec la dGuo (figure 1) [10]. Ce mécanisme
implique I'addition de 102 sur deux doubles liaisons conju-
guées par une addition [2+4] de type Diels-Alder bien établie
pour décrire la réactivité de 102 avec les diénes conjugués.
Le 4,8-endoperoxyde ainsi produit, qui avait été identifié par
RMN a basse température [11], est instable a température
ambiante et sa décomposition conduit a la formation des
deux diastéréoisomeéres de la 4-OH-8-oxodGuo par rupture
de la liaison O-0O. Une autre voie de décomposition (rupture
de la liaison C-O) peut également expliquer la formation
de 8-oxodGuo, modification produite de facon minoritaire
au niveau du nucléoside isolé. De plus, il a également été
montré que la 8-oxodGuo peut réagir avec 102 pour former
différents nucléosides, et notamment les deux diastéréoiso-
meres des spironucléosides (dSp) indiqués figure 1. Comme
la 8-oxodGuo est environ cent fois plus réactive que la dGuo,
la formation de 8-oxodGuo par réaction de dGuo avec '0,
reste minoritaire alors que ses produits de suroxydation sont
formés en quantités non négligeables, ce qui a compliqué
I'identification des produits primaires. Cependant, il a été
montré expérimentalement que dans I’ADN double-brin, la
formation de 8-oxodGuo devient majoritaire.

Tout semblait donc simple et en accord avec la réactivité
connue de l'oxygéne singulet jusqu’'a ce qu'une dizaine
d’années plus tard, il soit montré que les deux produits majo-
ritairement formés par réaction de '0, avec dGuo sont en
fait les deux diastéréoisomeres des dSp et non les 4-OH-8-
oxodGuo [12]. Ces informations remettaient en question le
mécanisme de formation de ces deux nucléosides oxydés
impliquant l'oxygéne singulet, car si les dSp avaient été
identifiés comme étant issus de l'oxydation a un électron
de la 8-oxodGuo, expliquer leur formation par réaction
de 102 avec dGuo n’était pas trivial. La complexité grandissait
encore quand il a été montré un peu plus tard que les
composés dSp et 4-OH-8-oxodGuo étaient en fait formés
conjointement lors de I'oxydation de la dGuo avec I'oxygéne
singulet, mais qu'il était de surcroit trés difficile de les séparer
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Figure T - A gauche : mécanismes réactionnels proposés pour la réactivité de I'oxygéne singulet avec la dGuo et son produit d’oxydation, la 8-oxodGuo. A droite : 4,8-endoperoxyde au sein

d’une hélice d’ADN, obtenu par simulations QM/MM.

expérimentalement. D'autre part, le mécanisme de forma-
tion de 4-OH-8-oxodGuo initialement proposé, impliquant
I'addition de 102 sur la guanine via une réaction type Diels-
Alder, n'expliquait pas I'absence de réactivité avec les autres
bases puriniques, et en particulier I'adénine qui posséde le
méme cycle imidazole.

Pour mieux comprendre la réactivité de 'O, avec I'ADN, des
études théoriques ont alors été initiées et ont apporté de
nouvelles informations pertinentes [13-14]. La modélisation a
tout d’abord permis de modéliser I'attaque de l'oxygéne
singulet sur une guanine et une adénine implicitement solva-
tées, ce qui a mis en évidence une barriere énergétique
significativement plus grande pour I'adénine, en lien avec les
données expérimentales, et que nous avons pu attribuer a un
transfert de charge important entre la guanine et 102 lors de
I'approche de ce dernier, produisant dans un premier temps
un zwitterion. La premiére étape de réaction, qui n’est donc
pas de type Diels-Alder, implique I'addition d'un des deux
atomes d’oxygéne sur le carbone en position 8 de la purine;
le zwitterion ainsi produit est stabilisé par le potentiel d’oxyda-
tion bas de la guanine. Ceci permet d’expliquer la réactivité
préférentielle de 102 avec cette base nucléique. L'endope-
roxyde est ensuite formé par cyclisation du zwitterion.
L'addition de 'O, sur une guanine située au milieu d'un
dodécameére en formant un intermédiaire endoperoxyde se
fait trés facilement, mais I'évolution vers les dérivés spironu-
cléosides est bloquée par I'environnement hydrophobe de
I'ADN et par I'éloignement des molécules d’eau que nous
avons identifiées comme étant impliquées dans le mécanisme
de formation du dérivé dSp (figure 7). Ceci est en accord avec
les données expérimentales qui ont montré que dans I'ADN
double-brin, contrairement a ce qui est observé avec le
nucléoside libre, la formation des dSp est minoritaire par
rapport a la 8-oxodGuo.

Formation des lésions en tandem de I’ADN

Comme mentionné au début, l'identification des lésions de
I'ADN a été entreprise en utilisant les nucléosides comme
composés modéles. Cette simplification ne permet cependant
pas d'étudier les éventuelles réactions des radicaux initiale-
ment formés, ou de leurs éventuels intermédiaires de décom-
position, avec les nucléosides voisins de '’ADN double-brin.
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Par conséquent, il n'est pas exclu que des lésions pouvant se
former dans I'ADN double-brin, voire dans I’ADN cellulaire
qui est compacté autour de protéines, n‘aient pas encore
été identifiées.

En effectuant des travaux sur de courts fragments d’ADN
appelés oligonucléotides, plusieurs Iésions dites «en
tandem » ont été identifiées. Ce type de dommage est
constitué de deux modifications de bases de 'ADN adjacentes,
d'ol le nom de «en tandem ». Les premiers travaux sur ces
Iésions ont montré que leur formation ne résultait pas de
deux événements individuels car la quantité formée était
proportionnelle a la dose de radiation. Les premiéres lésions
identifiées étaient des pontages covalents entre deux bases
nucléiques adjacentes, obtenus par irradiation en absence
d’oxygéne [15]. Ces travaux montraient donc bien que les
radicaux formés dans 'ADN peuvent réagir avec des bases
voisines. Ces phénoménes ne pouvaient pas étre mis en
évidence en travaillant avec les nucléosides isolés. Ainsi, il a
été montré qu'il était possible de former un pontage covalent
entre une pyrimidine et une purine situées sur le méme brin
d'ADN (figure 2). Le mécanisme proposé impliquait dans un
premier temps la formation d'un radical pyrimidinique,
localisé sur le C5 de la cytosine ou sur le groupement méthyle
de la thymidine [16]. Ce radical, en absence d’oxygene, peut
alors réagir avec le C8 d'une purine adjacente pour former
les pontages GAT (ou GAC), comme illustré dans la figure 2.
Néanmoins, il est connu que les radicaux carbo-centrés réagis-
sent rapidement avec l'oxygéne, ce qui devrait empécher la
réaction de pontage avec les bases voisines. Cependant, des
Iésions en tandem impliquant deux bases oxydées de I'ADN
positionnées l'une a c6té de l'autre ont été également mises
en évidence sous irradiation en présence d’oxygéne [17]. Dans
un premier temps, des Iésions en tandem impliquant la formy-
lamine (dF, issue de la décomposition d’une pyrimidine) et la
8-oxodGuo ont été détectées a la suite d'une irradiation de
I’ADN double-brin en milieu aéré (figure 2). L'approche analy-
tique mise en ceuvre a permis de montrer que la formation de
cette lésion en tandem dF/8-oxodGuo représentait environ
10 % de la formation de 8-oxodGuo totale, ce qui semblait étre
déja beaucoup. De plus, un fort effet de séquence avait été
observé, avec une plus forte proportion de Iésions en tandem
lorsque la purine oxydée est localisée en 5’ de la pyrimidine.
Peu apreés, il a été montré que la formation de lésions en
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Figure 2 - En haut : mécanismes réactionnels conduisant a la formation de lésions tandem, GAT en absence d’oxygene et 8-oxodGuo/dF en présence de 0,, dans une séquence d’ADN GC.
En bas : formation du pontage entre la 5-hydroperoxylthymidine et le carbone (8 d’une purine adjacente.

tandem impliquant la 8-oxodGuo représentait dans I'’ADN
isolé double-brin au moins 50 % de la formation de la
8-oxodGuo totale. De facon plus générale, il a été méme
démontré que le mécanisme initialement proposé pour la
formation de la 8-oxodGuo impliquant I'addition du radical
HO° en position 8 de la base guanine est trés minoritaire, car
seulement 10 % de la 8-oxodGuo produite est formée par ce
mécanisme [18]. Ces informations ont permis pour la premiere
fois d'expliquer la formation majoritaire de 8-oxodGuo par
rapport a la 8-oxodAdo. Pour expliquer la formation de ces
[ésions en tandem, il a été proposé, sans preuve expérimen-
tale, que le radical peroxyle formé par réaction d'un radical
pyrimidinique avec l'oxygéne moléculaire est capable de
s'additionner sur la position 8 d’'une purine voisine. Cette
hypothése a été confortée par des approches théoriques [19-
20] qui ont notamment mis en évidence la préférence de
réactivité des radicaux peroxyle avec la guanine par rapport
a I'adénine et ont permis d’expliquer I'effet de séquence.

L'un des avantages d'une approche numérique a été de
comparer au méme niveau de théorie trente-deux chemins
réactionnels pour appréhender cette chimie combinatoire.
La distance d'approche entre le radical initialement formé
et le C8 d’'une purine s'avére un des facteurs qui induit une
premiere différence de réactivité. Elle vient s'ajouter a des
différences de réactivité intrinséques entre nucléobases (la
guanine étant plus réactive que I'adénine), également mises
en évidence par les calculs basés sur la théorie de la fonc-
tionnelle de la densité (DFT). Les modélisations permettent
notamment de suivre la délocalisation du caractére radicalaire
le long du chemin de réaction. Un dernier facteur entrant en
jeu pour établir une hiérarchie de la facilité de formation de
ces adduits est la contrainte mécanique s’exercant lors de
la formation de la liaison covalente inter-nucléobases. Les
simulations multi-échelles soulignent d'ailleurs la flexibilité
structurale dont bénéficie 'ADN pour se déformer et ainsi
faciliter la formation de ces lésions intra-brins.
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Pontages inter-brins

En utilisant une méthode basée sur la spectrométrie de masse
permettant de détecter sans a priori tous les nucléosides, une
nouvelle Iésion radioinduite de I'’ADN, jusqu’alors non encore
identifiée, a été mise en évidence dans de I'ADN double-brin
exposé au rayonnement ionisant [21-22]. La premiére surprise
était que cette lésion avait un poids moléculaire (341 uma)
beaucoup plus élevé que les nucléosides normaux et qu’elle
existait sous la forme de quatre diastéréoisomeres. Encore
plus surprenant, cette lésion de I'ADN n’était pas formée
lorsque l'on exposait le mélange des quatre nucléosides
constituant I'ADN a du rayonnement ionisant, ce qui signifie
que la structure double-brin de I'ADN est nécessaire a sa
formation. Identifier cette Iésion qui ne pouvait pas étre
produite en grande quantité n’a pas été simple, de sorte que
I'approche a consisté a étudier dans quelles conditions expéri-
mentales la lésion pouvait étre produite afin de pouvoir
proposer un mécanisme. Le mécanisme émis impliquait la
formation transitoire d'un aldéhyde réactif pouvant réagir
avec la cytosine pour produire un adduit. L'aldéhyde en

question a alors été synthétisé chimiquement et sa réaction
avec la cytosine a permis de confirmer le mécanisme, et égale-
ment de produire en grande quantité les quatre diastéréoiso-
meres du nucléoside modifié dont la structure a été détermi-
née a l'aide de la RMN. Le mécanisme de formation de cette
Iésion, appelée dCyd341, est décrit dans la figure 3. Il montre
pour la premiére fois qu'une espéce réactive, ici un aldéhyde,
est capable de réagir avec des bases voisines pour former
des pontages covalents, notamment avec le brin complémen-
taire, produisant ainsi des pontages inter-brins, difficilement
réparables par les cellules. Néanmoins, I'approche expérimen-
tale qui avait été utilisée ne permettait pas de confirmer que
le pontage impliquait les deux brins; une étude théorique
a alors été initiée pour confirmer cette hypothése et étudier
la réactivité de I'aldéhyde au sein d’'une double hélice d’ADN
[23].

L'hypothése d’'une réaction de I'aldéhyde avec la 2-désoxy-
cytidine (dCyd) a pu étre validée par dynamique moléculaire.
Nos simulations ont permis de suivre le repositionnement de
I'aldéhyde au sein d'un oligonucléotide de treize paires de
bases. L'aldéhyde peut soit chercher a créer des interactions
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Figure 3 - En haut : mécanisme de formation de la lésion dCyd341 suite a une formation initiale du radical C4' et du dérivé aldéhydique. En bas : positionnement du dérivé aldéhydique (Ald)
au sein d’'une double hélice d’ADN, contenant sur le brin complémentaire une cytosine (C, a gauche) ou une guanine (G, a droite).
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Figure 4 - En haut: réactivité du radical cation de la guanine G*°, produisant par hydratation la 8-oxodGuo et par addition nucléophile de groupements amino des adduits avec les
polyamines (G-pAm) ou avec la lysine (G-K). En bas : interaction d’un peptide trilysine au sein d’une double hélice d’ADN.

non covalentes avec d'autres nucléobases, soit adopter une
position extra-hélicale pour bénéficier d’'une stabilisation
énergétique par solvatation. Nos dynamiques moléculaires
permettent de « tester » in silico cette réponse structurale et de
mettre en évidence que la cytosine est la seule nucléobase qui
donne lieu a une interaction stable avec deux liaisons hydro-
géne non Watson-Crick, rendant possible une approche des
partenaires propice a la réaction de condensation. A contrario,
les purines ne donnent pas lieu a des associations fortes avec
I'aldéhyde et ne peuvent que difficilement attaquer I'aldéhyde
qui est en moyenne distant de plus de 8 A.

Pontages ADN avec d’autres molécules biologiques

Dans la cellule, 'ADN n’est pas nu; il forme des complexes
avec de nombreuses molécules biologiques, notamment des
protéines et des polyamines. Ces interactions jouent un role
dans de nombreux processus biologiques. La formation de
pontages covalents radio-induits entre I’ADN et les molécules
biologiquement présentes dans le noyau cellulaire ont été
peu étudiées du fait de la multitude de mécanismes réaction-
nels possibles. Une exception concerne l'oxydation a un
électron de I’ADN et la possible réactivité du radical cation de
la guanine (G*) ainsi produit (figure 4). La guanine a le poten-
tiel d’oxydation le plus bas parmi les constituants de I’ADN.
Une oxydation a un électron de 'ADN va potentiellement
conduire dans un premier temps a la formation de radicaux
cations sur les quatre bases de I'ADN. Ensuite, par un

mécanisme de transfert d’électron a travers le double-brin
d’ADN, de la guanine vers les radicaux cations initialement
formés, ces derniers vont étre alors «réparés » et le radical
cation de la guanine (G°*) sera majoritairement formé. Il a
été montré que ce radical réagit avec lI'eau pour former la
8-oxodGuo, qui est donc le principal produit formé par oxyda-
tion a un électron de I'’ADN double-brin. Il a cependant été
montré que cette réaction d’hydratation est en compétition
avec l'addition sur le carbone 8 de la guanine de molécules
nucléophiles. Ainsi, en utilisant un court oligonucléotide de
trois bases de long, TGT, il a été montré expérimentalement
que la formation du radical cation au sein de cet oligomére
pouvait entrainer la formation de pontages avec la lysine (K)
d’un court peptide (KKK) [24]. De la méme maniére, 'oxyda-
tion a un électron de I’ADN en présence de polyamines (pAm)
peut entrainer la formation de pontages covalents par
addition nucléophile d’'une fonction amine des polyamines,
sur le C8 de la guanine [25]. Il faut noter cependant que ces
réactions de pontage ont été mises en évidence dans l'eau
et que I'addition d'eau conduit a la formation de la 8-oxodGuo.
Il est donc surprenant de constater que lorsque le radical
cation de la guanine est produit en présence de 100 uM de
polyamines, la formation de 8-oxodGuo, et donc I'addition
d’eau, est complétement inhibée. Ceci suggére que I'addition
des polyamines (comme celle de la lysine) est trés nettement
majoritaire. Pour expliquer ce résultat surprenant, des études
théoriques ont été initiées afin d’étudier la réactivité de G°*
au sein d'un duplex d’ADN en présence des polyamines [26]
ou de la lysine [27].
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La dynamique moléculaire a été mise en ceuvre pour proposer
une structure représentative de 'association entre des poly-
amines ou des trilysines KKK et TGT (soit isolé, soit placé au
centre d’'une séquence double-brin de quinze paires de
bases). Les simulations ont permis de mettre en évidence
une association forte, basée sur une complémentarité de
charges, mais qui, du point de vue structural, est singuliere-
ment complexe. Nous observons sur les structures représenta-
tives une diminution de l'accessibilité au solvant au voisinage
du carbone 8 qui subit I'attaque nucléophile, ce qui constitue
un premier facteur pour interpréter une plus forte réactivité
des amines par rapport a I'eau a priori omniprésente. L'identi-
fication précise des modes d'interaction constitue un point de
départ pour les modélisations multi-échelles ou une lysine et
une guanine sont inclues dans la partie quantique. Ceci a
permis de mettre en évidence que l'interaction du radical
cation de la guanine avec un groupement amine donne
rapidement lieu a un transfert de proton de la guanine vers
I'amine pour produire le radical neutre G°. Ceci constitue tres
probablement la premiere étape du mécanisme de formation
de l'adduit covalent protéine-ADN. De plus, cela permet
d'expliquer la préférence d’addition nucléophile de groupe-
ments amino en C8 par rapport a 'addition de I'eau.

Eviter a terme les lésions radio-induites

Les exemples présentés ici illustrent parfaitement les difficul-
tés expérimentales que I'on peut rencontrer lors de I'étude des
mécanismes de formation des lésions radio-induites de 'ADN.
Cela montre que les approches théoriques sont un apport
précieux pour étudier a la fois les mécanismes réactionnels et
I'influence de la structure 2D et 3D de I'ADN sur la formation
des lésions radio-induites. Cette collaboration entre expéri-
mentateurs et théoriciens est indispensable pour percer les
mécanismes réactionnels complexes qui conduisent a la
formation de ces dommages chimiques a la molécule d’ADN,
dont les conséquences biologiques sont multiples et parfois
fatales.

Ce travail collaboratif entre expérimentateurs et théoriciens a été
possible au travers du Labex PRIMES (ANR-11-LABX-0063) porté par
I'Université de Lyon.
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