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I. REMARQUES PREALABLES SUR LE SUJET

II existe quatre struotures possibles pour les dimdres du type oy-
~olobutane de la thymine(1-2).Deux de oces dimdres étant optigquement ac-—
~tifs,ocela fait au total six dimdres différents(fig.1).Hors,il est appa-
-Tu queé parmi ces dimdrea,un se formait préférentiellement par irradia-
~tion de deux moléoules adjacentes de thymine sur le m8me brin de DNA.
Cette dimérisation est responsable d'effets ayant une importance oapi-
-tale en bioclogie.Nous essaierons donoc de limiter la recherche biblio-—
—-graphique & ce oomposésle dimdre ois-syn de type cyoclobutane de la thy-
~mine.

D'autre part,la thymine est une base pyrimidique oconstituant le DNA.
In vivo,elle associSG 4 un suore,le désoxyribose,et c'est en tant que
nuoléotide appelé thymidine qu'elle intervient dans le DNA.I1 était
donc important d'élargir la recherche sur le dimdre(ois-syn)de la thy-
-mine au dimdre(cis~syn)de la thymidine,ocar suivant les suteurs,l'un

ou l'autre terme sera employ$. .

oY {meso)
. cs-oni IV, wans-onti

Fig. 1. Thymine dimer isomers.



II. RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Recherche manuelle

Avant de oommencer toute recherche automatisée,il est nécéssaire de fai-
-re un travail préalable dans les documents papiers.Cela permet de re-

" =trouver quelques publications qui seront trds utiles pour le ohoix des
unitermes et des descripteurs.Et ceoi d'autant plus,si le sujet n'appar-
-tient pas exactement au domaine de compétance de la personne & qui le
travail est confié.

D'autre part,dans le oas d'une reoherche exhaustive,il ne faut pas ou-
-blier que la période couverte par les bases de donées ne depasse gudre
une quinzaine d'années.

Nous avons oonsulté les Chemioal Abstracts.

2. Recherche automatisée
Les intérrogations ont eu lieu & 1'URFIST,avec l'aide appréciable de
Monsieur Lardy.
Parmi les bases de données accessibles sur Télésystdme,nous avons uti-
~1lisé PASCAL et EUCA.

- PASCAL

Cette base est produite par le CNRS.C'est une base pluridisciplinaire
dans le domaine des sciences et techniques.les articles la constituant
proviennent & 90% du depouillement de 9000 périodiques dont 62% sont
européens et 28% U.S.Le ‘taux d'accroissement est de 470 000 références
par an et la mise & jour est mensuelle.
Elle se subdivise en deux bases:

PASCAL 73 couvrant les années 1973-1976
et comptant 1 700 000 référenoces.

PASCAL comportant 2 900 000 référenoces
depuis 1977.
L'intérrogation peut se faire soit & 1'aide de desoripteurs répertoriés
dans un thésaurus,soit & l'aide d'unitermes et la recherche se fait sur
les mots du titré et sur le ohamp desoripteurs.
C'est cette derniére solution qui a été retenue.La traduction frangaise
des publioations en langue etrangdre(62% anglais)n'étant systématique
que depuis deux ans,il faut utiliser les unitermes frangais et anglais.

Stratégie de recherohe:
Nous avons utilisé la troncature restreinte "?" qui peut se substituer

4 0 ou 1 lettre.



exs DIMER?? bpelr DIMER__ _
DIMERS _ Anglais
DIMERE _
DIMERES "Frangais

Du fait de l'interpénétration des domaines(ohimie—biologie);couverts
rar le sujetynous aurions aimé restreindre le champs des recherches au
seul domaine chimique.
Ceci est théoriquement possible gr2ce au plan de classement du CNRS et
grace & l'operateur booléen SAUF.
Mais dans 1'un et 1'autre cas,nous risquions de perdre un grand nombre
de références.Nous avons donc décidé de tout "récupérer" et d'effectuer
le tri ultérieurement. .
Les unitermes ayant 6té choisis lors de la recherche manuelle,nous avons
élaboré la stratégie de recherche suivante:
Etape 1:
THYMINE ET DIMER??
Etape 2:
CASSURE OU SCISSION OU RUPTURE OU DEGRADATION
Etape 33
MONOMERI?ATION OU SPLITTING OU CL??VAGE OU BREAKING
Etape 4:
1 ET (2 0oU 3)
Etape 5:
THYMIDINE ET DIMER??
Etape 63
5 ET (2 oU 3)
Etape 7:.
4 0U 6
Etape 83 .
PHOTOREACTIVATION OU PHOTOSENSIBILISATION OU PHOTOSENSITIZATION
Etape 9:
PHOTOLYS?? OU HYDROGENOLYS??
Etape 10:
1 ET (8 0U 9)
Etape 113
5 ET (8 0U 9)
Etape 123
10 OU 11
Etape 13
7 OU 13



- EUCA

Cette base est produite par le Chemical Abstract Servioe,représenté en
Franoe par le CNIC.Le domaine couvert est la ohimie au sens large et
les références proviennent de 14 000 périodiques de 150 pays différents
de brevets,de thdses,de compte-rendu de oongrds et d'ouvrages.
L'acoroissement est de 400 000 références par an et la mise & jour est
bimensuelle,
Sur le serveur Télésystdme,EUCA se subdivise en quatre bases(ce qui
n'est pas le cas sur l'Agence Spatiale Européenne):

-EUCA 67 1967-1971 avec 1,4 M références

~EUCA 72 1972-S76 avec 1,6 M n
~EUCA 77 1977-1981 aveo 1,8 M "
~EUCA 82 1982- aveo 0,8 M "

Une partiocularité intéressante sur cette bases

Tous les composés chimiques sont répertoriés par un numéros le Registry
Fumber.Il est possible d'intérroger directement par ce R.N.

Par exemple le R.N. du dimdre cis-syn de la thymine est:3660-32-0

Comme sur PASCAL,nous avons intérrogé par unitermes combinés & l'aide

des opérateurs booléens.

Stratégie de recherches

Etape 1: .

/BN 3660-32-0
Etape 2:

TEMIDINE ET DIMER?
Etape 3:

1 00 2

Devant le nombre restreint de documents sortis dans ohacune des sous-—
bases, (entre 14 et 26),il a 6té jugé préférable,pour des questions de
temps de oonnexion,de limiter la recherche & ces trois etapes élémentai-

=T0e8.

De notre point de vue de ohimiste,nous avons éliminé les publications
a& "caractédre trop biologique" ce qui diminue sensiblement la pertinence.
Pour une bonne estimation du systime,nous donnerons une évaluation de

la pertinence réelle(ohimie + biologie).



BASE
PASCAL EUCA
PERTINENCE
Nombre total
41 72
documents
Nombre documents 15 20
retenus (36,5%) (2758%)
(pertinence)
Nombre doocuments 19 27
pertinents
(Chimie 4 Biologie)
Pertinence redlle 46% 37y5%

La pertinence plus faible sur EUCA s'explique par une stratégie de re-
—oherche plus large.



ITI. SYINTHESE

1. Introduction

Comme nous l'avons déjd mentionné,la photosensibilisation du DNA

"in vivo",a 280 nm,provoque la dim¥risation de deux molécules adjacentes
de thymine,situées sur le m®me brin de 1'hélioe.Le dimdbe de type oyclo-
~butane ainsi formé (isomdre cis-syn) est directement 1ié au blocage des
virus et des bacteries et & l'activation des micro~organismes.Il est res-
-ponsable pour 50 & 80% des lésions léthales et mutagdnes des cellules
vivantes et possede dés effets cancérigd®nes.Cette dimérisation est ré-
-versible et on observe alors un phénom&ne de régénération du DNA(fig.2).
A cause de son r8le essentiel en biologieyles mécanismes de rupture du
dimére font 1l'objet de nombreuses études.
Dans la suite de I'exposé,nous érudiédrons les mécanismes de reactivation
photosensibilisée:

A& Tar les quinones

B- Par les ions des métaux de transition

C- Par les amino-acides

D- Par les enzymes

Tous mentionnerons ensuite rapidement quelgques autres méthodes de rup-
~ture du dimdre (Radiolyse,Thermolyse...) et nous donnerons une méthode

in vitro de préparation du dimdre ainsi que des techniques de séparatica
des produits.

fig.2

Cyclobutane
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hymine dimer
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A- Par les quinones:( 3-4-13-15)

Les études portant sur ces produits comme rhotosensibilisateurs ont mon~
-tré un taux de monomérisation du dimdre élevé.Le dérivé utilisé est

la 2-anthraguinonesulfate.Les solutions (substrat-sensibilisateur) sont
désoxygénées et irradiées avec une longueur d'onde.\ = 360 nm,

Le taux de production de thymine augmente linéairement avec la concen—
—tration en dimére.La photcréactivation est blogquée en présence dloxy-
géne.Cela s'explique par ur phénomdne cecompétition:compdtition entre
1'inhibiteur (02) et le dimére pour réagir avec 1l'état excité du sensi-
~-bilisateur.

Des expériences de photolyse éclaire de la 2=-anthragquinonesulfate en
solution desoxygénée permettent de mettre en évidence deux espaces in-
—termédiaires ayant une durée de vie de l'ordre de ims.Ces espéces ont
été identifiées comme étant une semiquinone cationique et une semiquino-
-ne anionique produites par la réaction suivante:

BA& + A_) A.r+ AT — &

A 1 3 etat excité de la 2-anthragquinonesulfate.
A:partir de oes résultais,un mécanisme réactionnel est proposé.La pre-
midre étape consiste en une réaction entre 1'état excité du sensibilisa~
-teur et une molécule de dimdre (TT).
e —y £4 DY
PF ey T4 D
e £y T4+ 4
L'hypothdse de la formation de 1l'ion radicalaire TTT est étayée par plu~
—-sieurs oonsidérations;
La spectrométrie de masse du dimédre monire un pio moléculaire
Tff trds faible.Par contre,elle indique un pic intense pour un nombre
de masse correspondant au monomdre (T).Il semble donc gque le passage
Tft—__—)T par cassure du cycle oyolobutane soit une réaotion trés
facile.
Le pouvoir oxydant de 34" est grand.
Des études spectroscopiques (CIDNP) donnent des résultats analo-
gues & oeux obtemus par RPE de radioaux oationiques de la thymine (17%).
Tout oeci tend & prouver l'existanop de T% comme intermédiaire et jouant

le r8le de support de transfert de charge.



B- Par les ions des mdtaux de transition: (5)

Les ions des métaux de transition,d cause de leur speotre d'absorption
dans les grandes longueurs d'onde (A>350 mm) et de leurs propriétés
éleotroniques,se sont révélés oomme étant de bons rhotosensibilisateurs.
Nous rapporterons ioci la principale étude faite avec K Fe(CN)g et
U02504.

La solution oontenant le dim&re et un sel est irradiée pendant trois
heures et demi & une longueur d'onde A)350 nm.

Le taux de monomdrisation est de 30% pour K3Pe(CN)¢ et de 60% pour
002804.Les espéces en solution absorbant la lumidre dans la région 4!
irradiation sont les ions 0022+ et Fe(CN)3+ qui présentent respective—
-mént une bande d'absorption & 415 nm et 405 nm.
Le méoanisme proposé est un transfert d'énergie du semsibilisateur vers
le dimdre.L'explidation de oce mécanisme peut 8tre envisagé de deux ma—
-nidress J

' —formation préalable d'un complexe au départ.

—excitation du sensibilisateur et transfert de oharge entre le

dimére et le sensibilisateur.
La premidre hypoth&se est rejetée oar les études spectroscopiques n'ont
pu metire en évidenoe le complexe.
D'autre part,le taux de monomérisation augmente avec la température,dans
un domaine compris entre 5°C et 50°c,alors qQue la constante de formation
du complexe diminue dans oe m8me intervalle.

C'est dono la deuxidme hypothdse qui est retemue avec le mécanisme sui-

=vant:
x5
1= U(v1I) + hU — u(v1) excitation du sensibilisateur
2= U(VIit————é U(vI) « hV fluoresoence (ocompétition avec 1)

=0(vI)* + TP —U(V) + T
4= Tt — 5 T 4 TF
5- T + O(V) —5 T + U(VI)
On observe un transfert de oharge entre 1'état fondamental du dimdre
et 1'état exoit® du sensibilisateur (réac.3)
Des expériences du m@me type réalisées in vivo sur des molécules de DNA

irradides donnent les m®me résultats.



C— Par les amino-acides: (3-6-12)

Les sensibilisateurs utilisés sont le D-L tryptophane et la D-L phényl-
—-amine.Ces deux oomposés,aprds irradiation & 340-380 nm provoquent la
monomérisation du dimdre.Ces m®mes longueurs d'onde ne provoquent pas
1l'absorbance du dimdre seul,ni des amino-acides.Ceoi prouve que la mo-
-nomérisation est due & la formation d'un oomplexe ayant lui une bande
d'absorption dans la région étudiée.La :guantité de thymine produi teyselon
que le dimére est en présence de D-L tryptophane ou de D-L phénylamine
est différente.Cela est du aux oonstantes d*'équilibre de formation du
complexe qui sont différentes.Plus la constante est élevée,plus la oon-
—centration en oomplexe est importante et plus la production en thymine
est grande. ( K g1 tryp.)> Ka-1 phén.).

Les éffets inhibiteurs de KCl et de KNO3 sur oes amino-acides résulte-
-raient d'une dimipution de K,due 3 une augmentation de la foroe ionique
de la solution.De plus,xN03 sde part son affinité éleotronique,pour une
méme foroe ionique,a un éffet inhibiteur plus important que KCl.

Sur la base de oes expériences,il s'ensuit que les amino-aocides forment
aveo le dimdre un ocomplexe moléculaire.Ce ocomplexe semble 8tre un complexe
de transfert de oharge (dans le sens sensibilisateur — dimdre), oar
le clivage s'effeotue par irradiation & une longueur d'onde supérieure
4 oelles oorrespondant aux oomposants individuels.Etant donné que de
tels oomplexes subissent une dissooiation ionique aprés irradiation,il
est trés probable que la monomérisation des dimdres soit une réaction

radioalaire.

D- Par les engymes: (7-15)

Une étude systématique des dérivés de la flavine et de la S5=déazaflavine
employées comme photosensibilisateurs du clivage des diméres de la thy-
~mine apporte des résultats importants surs

a) la nature des sensibilisateurs (actifs et inaotifs)

b) 1'influence du temps d'irradiation

0) 1'influence du pH

d) 1'effet des oconcentrations

- sensibilisateurs aotifs
La flavine et la 5-ddazaflavine provoquent,aprés irradiation & une lon=
~gueur d'onde A = A max du sensibilisateur,la monomérisation du dimdre.
Cette réaction a lieu aussi bien in vivo qu'in vitro,o'est a direyhors

du milieu protéinique.Ces oomposés agissent comme oatalyseurs,absorbant
1l'énergie lumineuse et la fooalisant sur le diméreyentrainant ainsi la
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monomérisation.Le sensibilisateur n'est pas dégradé au oours de la réaotion
D'autres dérivés oomme la S5~déagariboflavine et la 8-méthoxy-7,8~dideme-
~thyl-N10-§thyl-5-déagaflavine possedent les mOmes propriétés (fig.3).
- sensibilisateurs inactifs

Tous les dérivés de la flavine possedant un hétéroatome sur le carbone
en Cg (fig.3)sont inactifs.Cet hétéroatome,donneur d'électrons,augmente
la densité éleotronique du cycle et est responsable du déplacement du

A max vers de plus grandes longueurs d'onde que pour les flavines cor-—
respondantes.C'est le cas par exemple de la 8~hydroxy-5-déazaflavine,de
la 8~(diméthylamino)-riboflavine (A = 490 nm) et de la S8-méthylamino-
riboflavine (A =470 nm).

Ces composés contrairement & la flavine et & la 5-déazariboflavine ne
peuvent 3 l'inverse dimériser la thymine.Cela morntre bien l'inactivité
de oes dérivés (substitués en Cg aveo un hétéroatome) et Soarte 1'hypo-
-thése que l'absbnoe de produotion de thymine & partir du dimére soit
uniquement un probleme de oinétique.

T -—)E; T4 T (si K=qp K)
K-

Il faut quand méme noter que dans le cas de la 8~hydroxy-5-déagaflavine,
il peut apparaitre de temps en temps,en présence d'un excds de photosen—
~sibilisateur,une oassure du dimdre.On observe alors la dégradation du
sensibilisateur.Aucune explioation n'est donnée & oe phenomdne,explication
qui ne pourrait venir que d'une étude photoohimique trés approfondie

de ce composé.

En présenoce d'un sensibilisateur actif,avec une irradiation & 400 ou

450 nm (respeotivement pour la 5-déazaflavine et la flavine),on constate
que le taux de prodiotion de thymine est une fonotion linéaire du temps
dans les premiéres soixante minutes d'irradiation.Pendant ocette période
35 & 45% du dimdre est converti en thymine.On évolue ensuite vers un
palier se stabilisant au bout de deux heures.Le taux de monomérisation
est alors de 504 environ.Une irradiation prolongée entraine une dégra-
—-dation du dimére et oertainement oelle du sensibilisateur.Méme aprés
dix-sept heures d'irradiation,en présence de 5-déazariboflavine,il n'a
ras été possible d'observer une monomérisation ocompldte du dimdre.

Quel que soit le semsibilisateur,ocelui-ci n'est actif que pour des va-

-leurs de pH élevées (pH) 10)
Les valeurs de pKa,du dimédre d'une part (10,7) du photosensibilisateur

d'autre part (10 pour 1'état fondamental et pour les 1 et 3 états exoités)
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ne peuvent expliquer cette dépendanoce.

De plus,il est connm que plus le pH augmente,plus diffioile est la for-
-mation de 1'état triplet de la flavine aprés irradiation.

I1 semble dono que ce phénoméne soit du & la formation de oomplexes mo-—
~léculaires entre la flavine et la thymine dimére.Cette préassoo;ation

serait une phase essentielle pour la formation de thymine.

d) Influenoe des conoentrations:
1- en substrat (dimdre)
Quand les oonoentrations en dimdre et en sensibilisateur sont égales,
la quantité de thymine formée est une fonotion linéaire de la concen—
—tration en substrat.La photolyse est alors une réaction du premier or-
dre vis & vis du dimdre.On cbserve une saturation du substrat quand la
proportion (dimdre)/(sensibilisateur) atteint une valeur de 16 (ordre 0)
Dans oes oonditions,aprds deux & trois heuresd'irradiation,ohaque molé—
—oule de sensibilisateur provoque la monomérisation de quatre molécules
de dimdre.
2- en sensibilisateur
Dans oe oas la dépendance taux de thymine produite— oonoentration en
sensibilisateur est plus oomplexe.
Quand la oconoentration en gsensibilisateur est inférieure & oelle du di-
-mére,la photolyse est une réaotion du premier ordre vis & vis de la
oonoentration en sensibilisateur.
Quand le rapport (sensibilisateur)/(dimére) est oompris entre un et deux
on a une réaction d'ordre zero.
Quand le rapport (sensibilisateur)/(dimére)» 1 ,la produotion de thy-
-mine est inhibée.L'inhibition augmentant linéairement aveo la concen-
~-tration en photosensibilisateur.On est alors en présence d'une réaotion
d'auto-inhibition du sensibilisateur.
L'action des sensibilisateurs a d'autre part été mise en évidence:

-~ en comparant la oourbe d'absorbance du sensibilisateur et la
ocourbe de production de thymine.On oonstate une trés bonme ooncordanoe
entre le nombre de photons absorbés par le photosensibilisateur et la
produotion de thymine.

- par des expériences d'inhibition ohimique des photosensibilisa-
-teurs
Des inhibiteurs de formation de 1'état triplet des sensibilisateurs (oxy
-géne,diazabioyolo 2-2-2 ootane ou dabco) bloquent la formation de thy-
-mine.De plus,l‘'alcool tertiobutyle ou n-butyle (3 des oonoentrations
quatre fois supérieure & oelle des réaotifs),bien que tr&s connus pour

leurs propriétés de "piégeage" d'espece radicalaire,n'emp@chent pas la
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formation de thymine.Par ocontre,pour des conoentrations plus élevées,
la monomérisation est rdduite de 60 a 80%.
A partir de oes résultats,un m3oanisme de réaotion est proposé:

L'état triplet de la flavine (ou d'un autre semsibilisateur aotif)
est oertainement le maillon essentiel dans le processus de monomérisation
du dimdre.En effet,la thymine dimdre n'absorbant Pas la lumidre dans
la région visible ne peut pas avoir un état triplet d'énergie suffisam—
-ment basse pour pouvoir 8ire peuplé par 1'état triplet de la flavine.
Le méoanisme envisagé est alors oelui d'un tranﬁfert de oharge entre
1'état triplet de la flavine et le dimére.Ce transfert d'éleotron a lieu
entre le dimdre et le sensibilisateur, tout deux étant Stroitement ag—
-800ciés (oonplexe).Lés flavines,dans leurs états triplets,sont connues
pour attirer les éleotrons de composés oontenant de ltagote,

L'électron paseerdit dono du dimdre vers 1'état triplet du sensibilisa~
—teur pour donner un dim3re radioalaire.En effet,seuls les sensibilisa~
—teurs & faible densité éleotronique sont aotifs,
Il reste enoore & oaraotériser Plus préoisement le degré de protonation
du oomplexe dimére-sensibilisateur. .

sohéma du mécanisme proposés

FLAVIN. THYMINE OIMER <225 'S AVIN...THYMINE OIMER ——b SELAYIN...THYMNE DWER ——p

00 THH 00 oy

FLAVIN' & THYMINE® ————p FLAVIN ¢ THYMINE

o

R,

g i
tig.3 R 5 70 Y :ro
R{7 > XA H

-]

S-deuzariboflavin, X = C; R, = ribityl; R, =R, =CH,
8-hydro.\'y-7,8-d,idcmethyl-5-deazariboflavin, X=C;R, = ribityl;
R, = OH; R,=H .
8-mcthyoxy-7,8-didcmethyl-N'°-cthyl-5-dcazaflavin. X=CR, =
CH,CH,; R, =OCH,:R,=H -

lumiflavin, X=N; R, = R, = R,=CH
riboflavin, X = N; R, = ribityl: R, =R, =CH,
8-hydoxyriboflavin, X = N; R, = ribityl; R, =0H; R, =CH,
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3~ Autres_méthodes de_rupture du dimére

- rupture par thermolyse (3)
La monomérisation dans oe oas,est oatalysée en milieu basique et impli-
que la déprotonation d'un des azotes du oyole.Parallelement & la mono-—
-mérisation par cassure du cycle oyclobutane,il apparait une réaction
oompétitive:1'hydrolyse des liaisons CO-N au sein du dimdre.

-rupture par photolyse directe (3)
Les diméres seuls,irradiés aveo des longueurs d'onde oomprises entre
225 nm et 289 nm sont monomérisés.Le taux de production de thymine aug-
-mente quand la longueur d'onde diminue (60% & 90%).
Auvoun autre produit de photolyse n'a été mis en évidence.Dans ce oas,
le méoanisme de rupture du dimdre est & rapprocher de la réaction in-
verse de oyoloa&dition de deux éthyldnes.Les longueurs d'onde utilisées
oorrespondent & une transition n — T *dans le groupe N-CO-N-CO,
L'énergie de vibration serait alors communiquée au oycle cyolobutane,
et oonduirait & la rupture du dimdre.

- rupture par radiolyse pulsée (8-9~10-11-14)
Cette méthode a été mise en oeuvre principalement pour essayer de simu-—
ler les phénoménes de transfert de charge des réaotions photosensibili-
sées, tout en s'affranchissant des probldmes posés par la présence des
coproduits présents dans les systdmes photoohimiques.
L'étude de la durée de vie des éleotrons en fonction de 1taugmentation
de concentration en dimdre oonfirme 1'hypoth2se de l'attaque du dimére
rar les électrons.D'autre part,l'évolution du spectre d'absorption du
monomére en fonotion du nombre d'électrons incidents,prouve sans ambi-
-gutté que le monomére est le principal produit de la radiolyse mais
pas nécessairement le seul.
Suivant les conditions d'expérience deux mécanismes sont proposés:

(1): en solution saturée en N,
T + e~ —> (TT)—> T + T~

(2)s en solution saturée en N,0
TT + OH® — (TT)+ + OE™
(TT)* + H.O— T + TOH. 4+ H*

Les dérivés aotifs de 1l'indole (tryptophane) sont connus pour 8tre don-
-neurs d'électrons dans leurs états excitiés et réagissent avec le dimd-

-re conformement & la réaction (1).
D'autres moléoules ayant pour premier état excité le triplet n —Tc*
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(ex:benzophénone) sont acoepteurs de protons et peuvent faciliter le
méoanisme (2).

4. Canclusion

D'aprds les études de réactivations photosensibilisées,nous pou-

~vons olasser les photosensibilisateurs en deux groupes.

-~Les photosensibilisateurs ne formant pas de complexe au départ
avec le dimére.
C'est le oas des quinones et des ions des métaux de transition.lLe trans—
—fert de charge entre le sensibilisateur,dans un état excité,et le di~-
-mére provoque un intermédiaire radicalaire:l'ion TT .Vient ensuite
la monomérisation proprement dite avec le retour du sensibilisateur
& son état fondamental.

-Lles photosensibilisateurs formant un complexe aveo le dimére.
C'est le oas des amino-aocides et des enzymes.Le complexe mo;éoulaire
est alors formé dés le depart et l'irradiation oonduit & un état excité
de oe oomplexe.Le transfert de oharge se produit & l'intérieur du ocm-
-prlexe,qui,aprés dissociation ionique,redcnne la thymine monomére.
Dans un oas oomme dans l'autre,si les premiérés étapes(formation ou non
d'un oomplexe) sont bien déterminées et bien maitrisées,il reste tou-
~Jours une ombre quant au mécanisme de formation de la thymine moncmére.
les intermédiaires réaotionnels ont des durée de vie trop oourte et il
n'a pas encore été possible de les mettre en évidenoe par les methodes
physiques (y ocompris la spectrosocopie laser qui peut detecter des radi-
—caux dont la durée de vie est de l'ordre de quelques nanoseoondes).
Dans toutes ces reactions,de méme que 1l'irradiation du DNA provequait
une dimérisation séleotive,avec formation de 1l'isomdre ois-syn,l'action
des photosensibilisateurs est elle aussi séleotive;seuls les isomdres
cis-syn de type cyclobutane sont monomérisés.
Le systéme photochimique décrit dans la réaotion photosensibilisée par
les enzymes peut servir de moddle pour une étude in vivo de la régéné-
-ration du DNA.Ce systédme,d'une part a pour base le mécanisme des réac—
~-tions catalysées par des enzymes (tres courant dans le domaine biolo-
-gique) ,et d'autre part simule un processus plus rare de converdion

direote d'énergie lumineuse en énergie chimique.
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Annexe I - Préparation du dimdre ois-syn in vitro (16)

I1 est possible de préparer seleotivement in vitro le dimdre de type
ocyolobutane cis-syn de la thimine.

Une solution & 1% en thymine est refroidie & -789C.La solution gelée
est ensuite irradiée (1 & 4 heures suivant les lampes utilisées) par
une longueur d'onde )\ m 250 nm.Aprés rechauffement,la solution est portée
4 100°C,filtrée,puis laissée & 4°C pendant une muit pour permettire la
cristallisation.

Les photoproduits de la thymine (dimdres) précipitent (s=9,5 gfl dans
l'eau 3 température ambiante) alors que la thymine reste en solution
(s=4 g/1 dans 1'eau & température ambiante).

Les diméres sont isolés puia purifiés par reoristallisation suoccessives.
On obtient ainsi des longues aiguilles blanches de dimére cis-syn.
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Annexe II - Techniques de séparation des produits

La séparation des dimdres et monomdres de la thymine est réalisée par
différentes méthodes chromatographiques.

1= Chromatographie sur couche_minoce (17-18-19)

Dans ce domaine,des méthodes de plus en plus performantes ont 6té mises
au point pour:

- qualitativement,palier au phénomdne de oontamination des
zgones de la thymine dimére et de la thymine monomére.

= quantitavement,pouvoir detecter dans les échantillons
étudiés des taux de thymine dimdre ou monomére de 1l'ordre de 0,02%.
C'est pourquoison utilise la teohnique -de chromatographie & deux dimen-~
sions sur ocouche mince de oellulose.
De plus,par rapport & la ohromatographie sur papier,ocette méthode a 1'
avantage d'un gain de temps considérable {4 & 5 heures pour la cellulose
contre 19 & 20 heures pour le papier) et d'une manipulation plus facile.
Cette teohnique étant surtout utilisée par les biologistes,les échantil-
~lons &tudiés sont marqués au H et les quantités de produits séparés sont
déterminées par mesure de radioactivité. .
Lé DNA (E.Coli) marqué,mis dans une solution tampon 0,05M de tris-HC1l 3
2 pH 8 (c= 50-10ng/1) est irradié par des rayonnements U.V.
Pour oela il est frequemment utilisé une lampe & vapeur de mercure (type
15W G.E).
Suivant les expériences envisagées,on peut prévoir 1l'incubation ou non

du DNA aveo des enzymes spéoifiques de régénération.

Schéma d'expérience
1

L'éohantillon (1 2 3pl) est déposé au
——————————— voint A. Par ohromatographie ascendante
on procéde & une premidre séparation.
L'éluant est un mélange n-~butanol/eau
dans un rapport de volume (86/14).La 1li-

!
|
l
|
l
@ ______ ——— gne Jjoignant les points C est le front
o I de solvant.
=1

Ce premier passage dure 2h1/2 & 3h & température ambiante.

Aprds séchage de la plaque,on retire le support céllulosique de la plaque
de verre et il est déooupé suivant la ligne joignant les points B.

La plupart de la thymine monomdre se trouve dans la partie II et un mé-
-lange monomére-dimére est resté dans la zone I.

la ligne de migration de la thymine monomére (A') est recouverte d'une
bande de scotch adhésive séparée arbitrairement en 5 & 6 seotions.Chaque
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segment est alors déooupé et la radiocaotivité mesurée.La partie I est
replacée sur la plaque de verre,la grande dimension paralldle au sens

de ohromatographie.Onprocéde & une deuxidme ohromatographie asoendante
(dans une direotion rerpendioulaire 2 la premidre) avec un éluant diffé-
-rent (solution saturée de sulfate d'ammonium/solution 1M d'acétate de
sodium/2-propanol dans les rapports de volume:80/18/2).

Dans oe oas la ohromatographie est terminée quand le front de solvant
atteint la traoce du point D.La durée de oette phase est d'environ 1h1/2
De méme que précédemment,une bande de scotch adhésive est collée sur la
zone de migration du dimdre et découpée en seotions de Oy50m de longeur,
Les quantités de produits sont mesurées par radicactivité.La thymine di-
-médre (Rfw0,75) et la thymine monomére (Rfw0,55) sont ainsi séparées du
mélange initial.

2- Chromatographie liguide haute performance (s-p1_p2)
Cette methode (R.P H.P.L.C) est trds utilisée pour séparer les com-
—posants des acides nuoléiques (bases,nucléosides,mono et oligo-
-nucléotides).Appliquée aux photoproduits des aoides nucléiques, (dont
la plupart d'entre eux sont des diméres de la-pyrimidine de type
oyclobutane ou non cyolobutane) oette technique est rapide ,fait
preuve d'une bonne résclution et permet,grfoe & un deteoteur U.v.,
d'identifier directement les produits.C'est ainsi qu'il a été possible
de séparer les dimdres ois-syn de la thymine de ceux de l'uracylesthy-
-minejséparation impossible avec la ohromatographie par echange d'ions.
le montage expérimental oomprend une colonne de type ODS (octadeeyl-
-silyl) dont les particules ont une taille d'environ 10pm de diametre.
Cette colonne est préoédée d'une oclonne du mOme type.(plus courtes:S0um
contre 250mm).Les éohantillons sont introduits au moyen d'un injec-
-~teur aprds irradiation par une lampe & vapeur de meroure (254nm,15w).
Un spectrométre U.V. détecte les différents oomstituants du mélange,
Les phases mobiles utilisées sont soit des solutions NE4HoPO4 50mM-
méthanol pur (A) soit des solutions CHCOONH, O,12M /CE3COONH, 0, 1M
dans un mélange eau-methanol 1/1 (B).Les expériences se font & tem—
-pérature ambiante dans un gradient d'éluant B dans A généré & un
taux de 1mlfmn.
D'autres expérienoces,i partir du méme dispositif de base sont faites
sur des éohantillons marqués et les quantités des différents cons-
—tituants séparés par des temps d'élution différents sont détectées
par un oompteur a4 scintillations.
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