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I. BBMABGPES PHEALABLES SPR LE SUJBT 

II existe quatre struotures possibles pour les dimSres du type oy-
—olobutane de la thymine(l—2).Deux de oes dimdrea dtant optiquement ao— 
-tifs,oela fait au total six dim6res diff6rents(fig. 1).Hors,il est appa-
—ru que parmi oes dimdrea,un se foraait prSfdrentiellement par irradia-
-tion de deux moldoules adjaoentes de thymine sur le a6ae brin de DNA. 
Cette dimSrisation est responsable d'effets ayant une importanoe oapi— 
-tale en biologie.Nous essaierons dono de limiter la reoherohe biblio-
-graphique 4, oe oomposdile dimdre ois-syn de type oyolobutane de la thy— 
-oine. 

D'autre part,la thymine est une base pyrimidique oonstituant le DNA. 
In vivo,elle assocj^e & un suore,le dSsoxyribose,et o'est en tant que 
nuolSotide appel<S thymidine qu'elle intervient dans le DHA.I1 6tait 
donc important d*6largir la reoherohe sur le dimSre(ois-syn)de la thy-
-mine au dim6re(ois—syn)de la thymidlne, oar suivant les auteurs,! 'un 
ou 1'autre terme sera employ^. 

fig.1 
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Fig. i. Thymine dimer isomera. 
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II. RECHERCHE BIBLIOQRAFHIQUE 

1. Re^herche manuelle 

Avant de oommenoer toute reoherche automatis6e,il eat n£c£ssaire de fai-
-re un travail prSalable dans les documents papiers.Cela permet de re-
-trouver quelques publications qui seront trfcs utiles pour le ohoix des 
unitermes et des descripteurs.Et oeoi d'autant plus,si le sujet n'appar-
—tient pas exactement au domaine de competance de la personne & qui le 
travail est confie. 
D'autre part,dana le oas d'une reoherche exhaustive,il ne faut pas ou-
-blier que la periode couverte par les bases de donees ne depasse guere 
une quinzaine d'annees. 

Nous avons oonsulte les Chemioal Abstracts. 

2. Rejoher£he aujtomajtis_e_e 

Les interrogations ont eu lieu k l'URFIST,avec 1'aide apprioiable de 
Monsieur Lardy. 
Parmi les bases de donnees accessibles sur TelesyatSme,nous avons uti-
-lis6 PASCAL et EUCA. 

- PASCAL 
Cette base est produite par le CNRS.Cest une base pluridisoiplinaire 
dans le domaine des sciences et techniques.Les artioles la constituant 
proviennent k 90$ du depouillement de 9000 pSriodiques dont 62$ sont 
europSens et 28$ U.S.Le taux d'accroissement est de 470 000 r6f6rences 
par an et la mise & jour est mensuelle. 
Elle se subdivise en deux basest 

PASCAL 73 couvrant les annSes 1973-1976 
et comptant 1 700 000 r6f6renoes. 

PASCAL oomportant 2 900 000 r£f£renoes 
depuis 1977. 
L1intdrrogation peut se faire soit k 1'aide de desoripteura r^pertories 
dans un thesaurus,soit k 1'aide d'unitermes et la recherche se fait sur 
les mots du titre et sur le ohamp desoripteurs. 
C'est cette dernidre solution qui a 6t6 retenue.La traduction frangaise 
des publioations en langue etrang&r0(6276 anglais)n'etant systematique 
que depuis deux ans,il faut utiliser les unitermes frangais et anglais. 

Strat6gie de reoherohet 

Nous avons utilisS la troncature restreinte "?" qui peut se substituer 
k 0 ou 1 lettre. 
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ext DIMER?? pddr DIMER 
DIMERS _ Anglais 

DIMERE _ 
DIMERES Frangais 

Du fait de 11 interpdne tration des domaines ( ohimie—biologie). couverts 
par le sujet,nous aurions aim6 restreindre le champs des recherches au 
seul domaine chimique. 

Ceci est thSoriquement possible gr&ce au plan de classement du CNRS et 
grftce k 1'operateur boo!6en SAUF. 

Mais dans l'un et 1'autre cas,nous risquions de perdre un grand noobre 
de r6ferences.Bous avons donc decide de tout "recuperer" et d'effectuer 
le tri ultSrieurement. 

Les unitermes ayant 6t6 ohoisis lors de la recherche manuelle,nous avons 
elabore la stratdgie de recherche suivante: 

Etape 1t 

THTMINE ET DIMER?? 
Etape 2t 

CASSURE OU SCISSION OU RUPTURE OU DEOBADATION 
Etape 3t 

MONOMERI?ATION OU SPLITTINO OU CL??VAGE OU BREAKING 
Etape 4t 

1 ET (2 OU 3) 
Etape 5: 

THIMIDINE ET DIMER?? 
Etape 6t 

5 ET (2 OU 3) 
Etape 7: 

4 OU 6 
Etape 8t 

PHO TOREAC TIVATION OU PHOTOSENSIBILISATION OU PHOTOSENSITIZATION 
Etape 9t 

PHOTOLYS?? OU HYDROGENOLTS?? 
Etape 101 

1 ET (8 OU 9) 
Etape 111 

5 ET (8 OU 9) 
Etape I2t 

10 OU 11 
Etape 1 3t 

7 OU 13 
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- BtJCA 

Cette fcase est produite par le Chemical Abstract Servioe,reprSsent6 en 
Franoe par le CNIC.Le domaine couvert est la ohimie au sens large et 
les r6f6rences proviennent de 14 000 pdriodiques de 150 pays diffSrents 
de brevets,de thfeses,de compte-rendu de oongr&s et d'ouvrages. 
L'acoroissement est de 400 000 rSfSrenoes par an et la mise & jour est 
bimensuelle. 
Sur le serveur T6l6systdme,EUCA se subdivise en quatre bases(ce qui 
n'est pas le cas sur 1'Agence Spatiale Europeenne)? 

-EUCA 67 1967~1971 avec 1,4 M rif6rences 
-EUCA 72 1972-1576 avec 1,6 M " 
—EUCA 77 1977-1981 aveo 1,8 M " 
—EUCA 82 1982- aveo 0,8 M " 

Une partioularitS intdressante sur cette baset 
Tous les composSs chimiques sont rdpertoriea par un numSro: le Registry 
Number.il est possible d'int6rroger directement par ce R.N. 
Par exemple le R.N. du dim&re cis-syn de la thymine esti3660-32-0 
Comme sur PASCAL,nous avons interrog^ par unitermes combinSs a 1'aide 
des opSrateurs boolSens. 

StratSgie de recherche: 
Etape 1: 

/RN 3660-32-0 
Etape 2: 

THIMIDINE ET DIMER? 
Etape 3: 

1 OU 2 
Devant le nombre restreint de documents sortis dans ohacune des sous-
bases, (entre 14 et 26),il a 6-t6 jug6 pr6f6rable,pour des questions de 
temps de oonnexion,de limiter la recherche a ces trois etapes elementai-
-res. 

3. Resultato 
De notre point de vue de ohimiste,nous avons eliminS les publications 
k "caraotSre trop biologique" ce qui diminue sensiblement la pertinence. 
Pour une bonne estimation du systdme,nous donnerons une evaluation de 
la pertinence reelle(ohimie.+ biologie). 
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TABLEAU DES RESULTATS: 

BASE 

PERTINENCE 

1 

PASCAL EUCA 

Nombre total 
doouoenta ' 41 72 

Nambre documenta 
retenua 

(pertinenoe) 

15 
(36,5$) 

20 
(27*8$) 

Nombre dooumenta 
pertinenta 

(Chimie + Biologie) 

19 27 

Pertinenoe reklle 46$ 37,5$ 

La pertinenoe plua faible aur EUCA s'explique par une atrat6gie de re-
-oherohe plua large. 



6 

III. SYNTHBSE 

1. I_ntro_ductio_n_ 

Comme nous 1'avons d6jd. mentionne,la photosensibilisation du DNA 
"in vivo",li 280 nm,provoque la dimSrisation de deux mol6oules adjacentes 
de thymine,situees sur le mfime hrin de 1'helioe.Le dimSie de type oyolo-
-butane ainsi forme (isom&re ois-syn) est directement li6 au "blocage des 
virus et des "bacteries et 6. 1'activation aes micro-organismes .11 est res-
-ponsable pour 50 80$ des lesions lethales et mutagSnes des cellules 
vivantes et possede des effets cancSrigSnes.Cette dimerisation est r<5-
-versihle et on ohserve alors un phenomSne de regen6ration du DlJA(fig.2). 
A cause de son rOle essentiel en Mologie,les mecanismes de rupture du 
dimSre font 1'ohjet de nomhreuses etudes. 
Dans la suite de I^expose^nous SrudiSrons les mecanismes de reactivation 
pho tosensiMlisSe: 

A^ Far les quinones 
B- Par les ions des metaux de transition 
C— Par les amino-acides 
D- Par les enzymes 

I7ous mentionnerons ensuite rapidement quelques autres mSthodes de rup-
-ture du dimSre (Eadiolyse,Thermolyse...) et nous donnerons une methode 
in vitro de preparation du dimSre ainsi que des techniques de sSparaticn 
des produits. 

fig.2 

CH 

0 =<yN 
C H  C H  

C H  Pnororeocf<votion 
Flovoenzyme ribose 

P— nbose — p — 

P— ribose — 
os-s/n - infrochom 
ihymme dim#r 
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2. Me_canis_a_&s_d_e aonom_er_is_a_tio_n_pho_tos_ensi_bil_is_^_e du dimlre 
2i _de_la th^ine. 

A- Far les quinones:( 3-4-13-1$) 

Les etudes portant sur oes produits oomme photosensihilisateurs ont mon-
—tre un taux de monomerisation du dimSre 61eve,Le derivo utiliae est 
la 2 —anthraquinonesulfate.Les solutions (substrat—sensibilisateur) sont 
desoxygenees et irradiees avec une longueur d'onde \ • 360 nm. 
Le taux de production de thymine augmente lineairement avec la concen— 
-tration en dimSre.La photcreactivation est "bloquee en presence d'oxy-
geiie.Cela s'explique par ur. phenomene deconipetition:conipGtition entre 
1'inhihiteur (02) et le dimere pour rSagir avec l'6tat excit6 du sensi-
-bilisateur. 

Des experiences de photolyse dclaire de la 2—anthraquinonesulfate en 
solution desoxyg6n6e permettent de mettre en 6vidence deux espSces in-
-termSdiaires ayant une dur6e de vie de 1'ordre de Ims.Ces especes ont 
ete identifides comme 6tamt une semiquinone cationique et une semiquino-
-ne anionique produites par la r6action suivante: 

3a% + A—> A7 

A x 3 etat exci t6 de la 2—anthraquinonesulfate. 
A;partir de oes r6sultats,un mScanisme r6actionnel est proposS.La pre-
miSre 6tape consiste en une rSaction entre l'6tat excit6 du sensibilisa-
—teur et une moldcule de dim&re (TT). 

+ TT > £ + TT* 
•+ * 

TT* > T + T* 
T*+ A: > T + A 

L'hypoth6se de la formation de l*ion radicalaire TT*" est 6tay6e par plu-
-sieurs oonsidSrations j 

La spectromStrie de masse du dim&re montre un pio moldculaire 
4-

TT* trfts faible.Par oontre,elle indique un pio intense pour un nombre 
de masse correspondant au monom6re (T).Il semble donc que le passage 
TT* >T par cassure du cycle oyolobutane soit une rSaotion trfes 
facile. 

Le pouvoir oxydant de 3jf est grand. 
Des 6tudes speotroscopiques (CIDBP) donnent des rSsultats analo-

gues k oeux obtenus par BPE de radioaux oationiques de la thymine (T+). 
Tout oeci tend & prouver 1'existanoe de T* oomme interm6diaire et jouant 
le rdle de support de transfert de oharge. 
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B- Par les iona des a6taux de transitiom (5) 

Les ions des adtamx de transition,& cause de leur speotre d'absorption 
dans les grandes longueurs d'onde (A> 350 nm) et de leurs propri6t6s 
61eotroniques,se sont rdvdlds ooaae 6tant de bons photosensibilisateurs. 
Nous rapporterons ioi la principale 6tude faite avec E^Fe(CN)6 ft 
UO2SO4. 

La solution oontenant le diaSre et un sel est irradiSe pendant trois 
heures et deai k une longueur d'onde A>350 nm. 
Le taux de aonoaSrisation est de 30$ pour K^PeCcN)^ et de 60$ pour 
UO^SO^.Les espSces en solution absorbant la luaiSre dans la r6gion d' 
irradiation sont les ions UO^^"*" et Fe(CN)3+ qui prSsentent respective— 
-aent une bande d'absorption k 415 na et 405 na. 
Le aSoanisae proposd est un transfert d'6nergie du sensibilisateur vers 
le diaSre.L*eaq>li<Sation de oe mecanisme peut 8tre envisag6 de deuz ma-
-nidres* 

—formation prdalable d'un ooaplexe au d6part. 
-excitation du sensibilisateur et transfert de oharge entre le 

dia6re et le sensibilisateur. 

La preaiSre hypothSse est rejetee oar les 6tudes speotroscopiques n'ont 
pu mettre en 6videnoe le coaplexe. 

D'autre part,le taux de aonoaSrisation augaente avec la teaperature,dans 
un doaaine ooapris entre 5°C et 50*C,alors que la constante de foraation 
du complexe diainue dans oe adae intervalle. 
C'est dono la deuxidae hypothese qui est retenue avec le aScajaisme sui-
-vanti 

1- U(vi) + htj—^U(Vl) excitation du sensibilisateur 
2- U(vi) > U(VI) • K U fluoresoence (oompetition avec 1) 
3- U(VI)* + TT >U(V) + TT* 

4- TTt * T + Tf 

5- Tt + U(V) > T + U(VI) 

On observe un transfert de oharge entre 1'etat fondaaental du dimfere 
et 1'6tat exoitS du sensibilisateur (rdac.3) 
Des exp6rienoes du adae type r6alis6es in vivo sur des mol6cules de DNA 
irradiSes donnent les mdae r6sultats. 
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C- Par les aaino-aoidest (3-5-12) 

Les sensibilisateurs utilis£s sont le D-L tryptophane et la D-L ph6nyl-
-amine.Ces deux oompos6s,apr6s irradiation & 340-380 nm provoquent la 
monomdrisation du dim6re.Ces mdmes longueurs d'onde ne provoquent pas 
1'absorbanoe du dimSre seul,ni des amino-aoides.Ceoi prouve que la mo-
—nom6risation est due & la formation d'un oomplexe ayant lui une bande 
d'absorption dans la rSgion 6tudi6e.La:q,uantit6 de thymine produite,selon 
que le dim&re est en presenoe de D-L tryptophane ou de D-L ph6nylamine 
est differente.Cela est du aux oonstantes d'6quilibre de formation du 
complexe qui sont diffSrentes .Plus la oonstante est elevee,plus la oon-
-centration en oomplexe est importante et plus la production en thymine 
est grande.( K d_i tryp.> Kd-1 phen.). 
Les 6ffets inhibiteurs de KCl et de KSO^ sur oes amino—aoides resulter-
-raient d'une dimipution de.K,due k une augmentation de la foroe ionique 
de la solution.De plus,ODj ,de part son affinitd 61eotronique,pour une 
mfime foroe ionique,a un 6ffet inhibiteur plus important que KCl. 
Sur la base de oes exp6rienoes,il s'ensuit que les aaino-aoides forment 
aveo le diaSre un oomplexe mol6oulaire.Ce oomplexe semble 6tre un oomplexe 
de transfert de oharge (dans le sens sensibilisateur —* dia6re),oar 
le clivage s'effeotue par irradiation & une longueur d'onde sup6rieure 
& oelles oorrespondant aux oomposants individuels.Etant donn6 que de 
tels oomplexes subissent une dissooiation ionique apr&s irradiation,il 
ost tr&s probable que la monomerisation des dimSres soit une r6action 
radioalaire. 

D- Par les enzymest (7-15) 

Une 6tude syst6matique des d6riv6s de la flavine et de la 5-deazaflavine 
employ6es oomme photosensibilisateurs du clivage des dimdres de la thy-
—mine apporte des r6sultats importamts sur: 

a) la nature des sensibilisateurs (aotifs et inaotifs) 
b) 1'influenoe du temps d'irradiation 
o) 1'influenoe du pH 
d) 1'effet des oonoentrations 

a) jtot^e_d£s_s^MiMMsateurs_ 
- sensibilisateurs aotifs 

La flavine et la 5*~d6azaflavine provoquent,apres irradiation 6. une lon— 
—gueur d'onde A • A max du sensibilisateur,la monomdrisation du dim6re. 
Cette r6action a lieu aussi bien in vivo qu'in vitro,o'est k dire,hors 

du milieu proteinique.Ces ooapos6s agissent ooame oatalyseurs,absorbant 
l'6nergie lumineuse et la fooalisant sur le dimSre,entrainant ainsi la 
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monomdrisation.Le sensiMlisateur n'eat pas ddgradd au oours de la rdaotion 
D'autres ddrivSs oomme la 5-ddauzariboflavine et la 8-m6thoxy-7,8-dideme-
—thyl—N^® —6thyl—5—ddazaflavine possedent les mfimes propridtds (fig.3). 

- sensihilisateurs inaotifs 
Tous les ddrivds de la flavine possedant un h6t6roatome sur le carhone 
en Cq (fig.3)sont inaotifs.Cet h6t6roatome,donneur d'6lectrons,augmente 
la densit6 eleotronique du cycle et est responsable du d6placement 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—d6azaflavine, de 
la 8-(dimethylamino)-riboflavine (A = 490 nm) et de la 8-m6thylamino-
riboflavine (A »470 nm). 
Ces composSs contrairement & la flavine et h la 5-deazariboflavine ne 

peuvent a 1'inverse dimeriser la thycins.Cela montre bien 1'inactivite 
de oes dSrivSs (substituis en Cg aveo un heteroatome) et Soeurte 1'hypo-

1 

-these que 1'absenoe de produotion de thymine S. partir du dimdre soit 
uniquement un probleme de oinetique. 

TT < K > T + T (si K^>> K) 
K_i 

II faut quand m6me noter que dans le cas de la 8-hydroxy-5-d6azaf1avine, 
il peut apparaitre de temps en temps,en prSsence d'un exc6s de photosen-
—sibilisateur,une oassure du dim6re.0n observe alors la d6gradation du 
sensibilisateur.Aucune explioation n'est donn6e k oe phenomSne,explioation 
qui ne pourrait venir que d'une etude photoohimique tr6s approfondie 
de oe composS. 

b) Influenc£ du_t£m£s_dJ_irradi_a_tio_n 
Bn prisenoe d'un sensibilisateur actif,avec une irradiation & 400 ou 
450 nm (respeotivement pour la 5-d6asaflavine et la flavine),on conetate 
que le taux de prodtiotion de thymine est une fonotion lineaire du temps 
dans les premidres soixante mixmtes d'irradiation.Pendant oette pdriode 
35 & 45$ du dim&re est converti en thymine.On 6volue ensuite vers un 
palier se stabilisant au bout de deux heures.Le taux de monomerisation 
est alors de 505$ environ.Une irradiation prolong6e entraine une d6gra-
-dation du dimdre et oertainement oelle du sensibilisateur.M6me apres 
dix-sept heures d'irradiation,en pr6senoe de 5-d6azariboflavine,il n'a 
pas 6t6 possible d'observer une monom6risation oompldte du dimere. 

c) Influenoe du_j>H 
Quel que soit le sensibilisateur,oelui-ei n'est aotif que pour des va-
-leurs de pH 6lev6es (pH> 10) 
Les valeurs de pKa,du dimere d'une part (10,7) du photosensibilisateur 

d'autre part (10 pour l'6tat fondamental et pour les 1 et 3 6tats exoit6s) 
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ne peuvent expliquer oette ddpendanoe. 
De plua,il eat oonzm que plua le pH amgoente,plua diffioile eat la for-
-mation de l'6tat triplet de la flavine aprda irradiation. 
II aemtile dono que oe ph6nom6ne aoit du & la formation de oomplexea mo-
-leoulairea entre la flavine et la thymine dimSre.Cette prSaaaooiation 
aerait une phaae eaaentielle pour la formation de thymine. 

d) Influeno^ dejs ronoentratiore i 
1- en substrat (dimdre) 

Quand lea oonoentrationa en dim6re et en aenaihiliaateur aont Sgales, 
la quantit6 de thymine form6e eat une fonotion lineaire de la oonoen-
—tration en aubatrat.La photolyae eat alors une reaotion du premier or-
dre via k via du dioSre.On ohaerve une aaturation du substrat quand la 
proportion (dimSre)/(aen8iMliaateur) atteint une valeur de 16 (ordre 0) 
Dana oea oonditiona,aprda deux & troia heuread'irradiation,ohaque mole-
—oule de aenaiMliaateur provoque la oonooSrisation de quatre ool6oules 

de dioSre. 
2- en aenaiMliaateur 

Dana oe oaa la d6pendanoe taux de thymine produite— oonoentration en 

aensiMliaateur eat plua oooplexe. 
Quand la oonoentration en aenaihiliaateor eat infSrieure a oelle du di-
-m6re,la photolyae eat une r6aotion du premier ordre via k via de la 

oonoentration en sensiMliaateur. 
Quand le rapport (sensiMlisateur)/(dimSre) est oompris entre un et deux 

on a une r^action d'ordre zero. 
Quand le rapport (aensiMliaateur)/(dim6re)^ 1 ,la produotion de thy-
-mine eat inhih6e.L'inhiMtion augmentant lin6airement aveo la concen-
-tration en photosensibiliaateur.On eat alora en preaenoe d'une r6aotion 

d'auto-inhiMtion du aenaiMliaateur. 
L*action dea aenaiMliaateura a d'autre part 6td mise en 6videnoex 

— en comparant la oourbe d'abaorbanoe du aenaibiliaateur et la 
oourbe de production de thymine.On oonstate une trea boime ooncordanoe 
entre le nombre de photona abaorbSa par le photoaenaibilisateur et la 

produotion de thymine. 
- par dea exp6rienoea d'inhibition ohioique dea photoaenaibiliaa-

-teurs 
Des inhibiteurs de formation de l'6tat triplet dea aensibilisateurs (oxy 
-gene,diazabioyolo 2-2-2 ootane ou dabco) bloquent la formation de thy-
-mine.De plua,l'alcool tertiobutyle ou n-butyle (& dea oonoentrationa 
quatre foia aup^rieure &. oelle des reaotifs),bien que tr6s oonnus pour 
leurs propri6tea de npi6geage" d'eapeoe radioalaire,n'emp6ohent pas la 
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foroation de thymine.Par oontre,pour des oonoentrations plua dleveea, 
la eonooSrieation est rdduite de 60$ k 80$. 

A partir de oes r6sultatsfun odoanisoe de rdaotion est proposSi 
L*6tat triplet de la flavine (ou d»un autre sensibilisateur aotif) 

est oertaineoent le maillon essentiel dans le prooessus de oonomSrisation 
du dimdre.En effet,la thymine dimdre n'absorbant pas la lumiSre 
la visible ne peut pas avoir un dtat triplet d'6nergie suffisam-
-oent basse pour pouvoir 6tre peupl6 par l'6tat triplet de la flavine. 
Le oeoanisoe envisagS est alors oelui d'un transfert de oharge entre 
1'dtat triplet de la flavine et le dioSre.Ce transfert d'6leotron a lieu 
entre le dioSre et le sensibilisateur,tout deux Stant Stroiteoent as-
—socies (oompleze).Les flavines,dans leurs «tats triplets,sont connues 
poxjr attirer les 6leotrons de composes oontenant de 1'azote. 
L'electron paseer£it dono du dimere vers 1'etat triplet du sensibilisa-
—teur pour donner un dimdre radioalaire.En effet,seuls les sensibilisa-
—teurs k faible densitS Sleotronique sont aotifs. 

II reste enoore k oaraoteriser plus prSoisement le degrS de protonation 
du oomplexe dimdre-sensibilisateur. 

soh6ma du mecanisme propose: 

FLAVw...TOrkiiuE OIM* V lavin...tmymimc oiucn—»  V lavw...tmt.**e omcii • 

rLAVIM- 4 TMrMIMC* • FLAVIN • TMTMIMC 

fig.3 T,C1' 

5 
0 

5-deazariboHavin, X = C; R, = ribityl; R2 = R = CH 
8"Ryd-°OH"7R8,^methyl*5"dea2ariboflavin' ̂  = C;R, = ribityl; 

8-mcthyo\y-7,8-didcmethyl-A^10-cthyl-5-dcazanavin X = C R = 
CH2CH3; R2 = OCH3: R3 = H ' 1 

lumiflavin, X = N; R, = R2 = R3 = CH 
riboflavin, X = N; R, = ribityl; R2 = R3 = CH 
8-hydoxyriboflavin, X = N; R, = ribityl; R2 = OH; R3 = CH3 
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3— Aujtr£s_mj£thode£ ^e_rupture_du d.imdre 

- rupture par theroolyse (3) 

La monom£risation dana oe oas,est oatalysSe en milieu basique et impli— 
que la diprotonation d'un des azotes du oyole.Parallelement a la mono-
-mSrisation par oassure du cycle oyclohutane,il apparait une rSaction 
oompdtitive*!'hydrolyse des liaisons CO-N au sein du diodre. 

-rupture par photolyse directe (3) 
Les dimeres seuls,irradi€s aveo des longueurs d'onde oomprises entre 
225 nm et 289 nm sont monomdrisSs.Le tauz de production de thymine aug— 
-mente quand la longueur d'onde diminue (60$ k 90$). 
Auoun autre produit de photolyse n'a 6t6 mis en Svidence.Dans ce oas, 
le mSoanisme de^ rupture du dim&re est k rapprooher de la r6action in-
verse de oyoloaddition de deux Sthyl&nes.Les longueurs d'onde utilisdes 
oorrespondent k une transition n —TT*dans le grou£e N-CO-N-CO. 
L'6nergie de vihration serait alors communiquee au oyole cyolobutane, 
et oonduirait & la rupture du dim&re. 

- rupture par radiolyse pulsSe (8-9-10-11-14) 
Cette methode a 6te oise en oeuvre principalement pour essayer de simu— 
ler les phSnom&nes de transfert de charge des rdaotions photosensiMli-
s£es,tout en s'affranchissant des prohl&mes pos6s par la pr6sence des 
coproduits prSsents dans les syst&mes photoohimiques. 
L'6tude de la dur6e de vie des eleotrons en fonction de 1'augmentation 
de concentration en dim&re oonfirme 1 'hypoth&se de 1'attaq.ue du dim&re 
par les electrons.D'autre part,l'ivolution du spectre d'absorption du 
monom&re en fonotion du nombre d'€lectrons incidents,prouve sans ambi— 
-gult^ que le monom&re est le principal produit de la radiolyse oais 
pas necessaireoent le seul. 
Suivant les oonditions d'exp£rience deux m£canismes sont proposesi 

(1): en solution satur6e en N2 

TT + e- > (TT)7—> T + T~ 

(2)1 en solution saturee en N20 

TT + OH* > (5T)+ + 0H~ 

<TT)+ + H20—> T + TOH* + H+ 

Les deriv€s aotifs de 1'indole (tryptophane) sont connus pour 6tre don— 
-neurs d'6leotrons dans leurs etats excitSs et r6agissent avec le dim&-
-re conformement k la rSaction (1). 

D'autres moleoules ayant pour premier 6tat excitS le triplet n — 
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(exibenzophSnone) aont aooepteura de protona et peuvent faciliter le 
mioaniame (2). 

4. Conoluai£n 

D'apr6a lea 6tudea de reactivationa photosensibilis6es,nous pou— 
-vona olaaaer lea photoaensibiliaateura en deux groupes. 

-Lea photoaenaibiliaateura ne formant paa de oomplexe au depart 
avec le dim&re. 

C'eat le oaa dea quinonea et des iona des m^taux de transition.Le trana-
-fert de oharge entre le aenaibilisateur,dans un 6tat exoite,et le di-
-m&re provoque un intermddiaire radioalaireil'ion TT .Vient ensuite 
la monom6risation proprement dite aveo le retour du sensibiliaateur 
a son etat fondamental. 

-Llea photoaenaibiliaateura formant un oomplexe aveo le dim6re. 
C'eat le oas dea amino—aoides et dea enzymea.Le complexe mol6oulaire 
est alors form6 d6a le depart et 11irradiation oonduit k un 6tat excite 
de oe oomplexe.Le tranafert de oharge ae produit k 1'int^rieur du oom-
—plexe,qui,apr6a diaaooiation ionique,redonne la thymine monomere. 
Dana un oas oomme dans l'autre,si les premi6res 6tapes(formation ou non 
d'un oomplexe) sont bien determinSes et bien maitria6ea,il reate tou-
-joura une ombre quant au mSoaniame de formation de la thymine monom&re. 
les intermSdiaires r6aotionnels ont dea dur6e de vie trop oourte et il 
n'a pas encore 6t6 poaaible de les mettre en evidenoe par les methodea 
phyaiques (y oompria la spectrosoopie laser qui peut detecter des radi-
—caux dont la dur6e de vie eat de 1'ordre de quelquea nanoaeoondea). 
Dana toutes oes reaotions,de m6me que 1'irradiation du DNA provoquait 
une dimerisation s6leotive,aveo formation de l'isom6re oia-ayn,l1aotion 
dea photosensibilisateure eat elle sussi s6leotive}seuls les isom6res 
ois—syn de type oyolobutane sont monomeris6s. 
Le systeme photoohimique d6crit dans la r6aotion photoaensibilis6e par 
les enzymes peut aervir de moddle potir une 6tude in vivo de la r6g6n6-
-ration du DNA.Ce ayat6me,d'une part a pour baae le m6oaniame dea r6ao-
-tions oatalys6es paur dea enzymea (trea oourant dana le domaine biolo-
-gique) ,et d'autre part simule un proceaaus plus rare de oonverdion 
direote d'6nergie lumineuse en 6nergie ohimique. 
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Annexe I - PrSpaxation du dimdre oia—ayn in vitro (<jg) 

II eat poaaible de pr^parer aeleotivement in vitro le dimdre de type 
oyolobutane cia-ayn de la thimine. 

Une solution k 1$ en thymine eat refroidie 4. -78eC.La aolution gelie 
eat ensuite irradiee (l 4 4 heures auivant lea lampea utiliaees) par 
une longueur d'ondeX« 250 nm.Aprda reohauffement,la aolution eat port6e 
A 100®C,filtree,puia laiasee k 4®C pendant une nuit pour permettre la 
cristalliaation. 
Lea photoproduita de la thjnine (dim&rea) precipitent (a««9,5 g/l dana 
l'eau k temp6rature ambiante) alora que la thymine reate en aolution 
(a«4 g/l dana l'eau k temperature ambiante). 
Lea dimerea aont iaolSa puia purifi6s par reoriatallisation auoceasives. 
On obtient ainsi dea longues aiguilles blanches de dimire cis-syn. 
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Annexe II - Teohniquea de s6paration dea produits 

La sepeu-ation des dim6res et monom&res de la thymine est r6alis6e par 
diffSrentes methodes ohromatographiques. 

1- Chromato£raphi£ sur oouche__minoe (17—18-19) 

Dans ce domaine,des m^thodes de plus en plus performantes ont 6t6 mises 
au point pourt 

— qualitativement,palier au phSnomdne de oontamination des 
zones de la thymine dimere et de la thymine monomSre. 

- quantitavement,pouvoir detecter dans les 6chantillons 
6tudi6s des taux de thymine dimdre ou monom6re de 1'ordre de 0,02$. 
C'est pourquoi,on utilise la teohnique de chromatographie & deux dimen-
sions sur oouche mince de oellulose. 
De plus,par rapport & la ohromatographie sur papier,oette mSthode a 1' 
avantage d'un gain de temps considSrable (4 & 5 heures pour la cellulose 
contre 19 & 20 heures pour le papier) et d'une manipulation plus facile. 
Cette teohnique 6tant surtout utilis6e par les biologistes,les dchantil-
-lons 6tudi6s sont marques au H et les quantit6s de produits s6par6s sont 
d6termin6es par mesure de radioaotivitS. 
L6 DNA (E.Coli) marqu6,mis dans une solution tampon 0,05M de tris-HCl 3 
k pH 8 (c- 50-100^ig/l) est irradiS par des rayonnements IJ.V. 
Pour oela il est frequemment utilisS une lampe 6, vapeur de mercure (.type 
15» G.E). 
Suivant les experiences envisag6es,on peut prSvoir 1'incubation ou non 
du DNA aveo des enzymes spSoifiques de r6g6n6ration. 

SchSma d'exp6rienoe 

L'eohantillon (1 & 2)ul) est depoae au 
point A. Par ohromatographie asoendante 
on proo6de & une premi&re separation. 
L*eluant est un mSlange n-butanol/eau 
dans un rapport de volume (86/l4).La li-
gne joignant les points C est le front 
de solvant. 

Ce premier passage dure 2hl/2 & 3h k temp6rature ambiante. 
Apr&s sSchage de la plaque,on retire le support cillulosique de la plaque 
de verre et il est d6ooup6 suivant la ligne joignant les points B. 
La plupart de la thymine monomdre se trouve dans la partie II et un me-
-lange monom6re-dim6re est rest6 dans la zone I. 
La ligne de migration de la thymine monomere (A®) est recouverte d'une 
bande de scotch adhSsive s6par6e arbitrairement en 5 & 6 seotions.Chaque 
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aegoent eat alors ddooupd et la radioaotivitS mesurSe.La partie I est 
replaoSe sur la plaque de verre,la grande dimension parallSle au sens 
de ohromatographie ,0nproo6de k une deuxi&me ohromatographie asoendante 
(dans une direotion perpendioulaire & la premi&re) avec un 6luant diffS-
-rent (solution saturSe de sulfate d'ammonium/solution 1M d'ac£tate de 
sodiuo/2-propanol dans les rapports de volumei80/l8/2). 
Dans oe oas la ohrooatographie est terminSe quand le front de solvant 
atteint la traoe du point D.La dur6e de oette phase est d'environ 1hl/2 
De m6me que pr6c€deoment,une hande de scotch adhlsive est collSe sur la 
zone de migration du dim&re et deooupSe en seotions de 0,5em de longeur. 
Les quantitds de produits sont mesurdes par radioaotivitS.La thymine di-
-m&re (Rf-0,75) et la thymine monom&re (Rf-0,55) sont ainsi sdparees du 
melange initial. 

* '  

2- £hromatp£raphi£ l.ifluidje haut_e jaerformance (20-21-22) 
Cette methode (R.P H.P.L.C) est trfes utilisde pour siparer les 00m— 
—posants des acides nuolSiques (bases,nuclSosides,mono et oligo— 
-nucl^otides).Appliquee aux photoproduits des aoides nucl6iques,(dont 
la plupart d*entre eux sont des dim&res de la-pyrimidine de type 
oyclobutane ou non cyolobutane) oette technique est rapide ,fait 
preuve d'une bonne resolution et permet,grftoe & un deteoteur U.V., 
d'identifier direotement les produits.C'est ainsi qu'il a 6t6 possible 
de sdparer les dim&res ois-syn de la thymine de oeux de 1 'uracyle-rthy-
-mine)s6paration impossible aveo la ohromatographie par eohange d'ions. 
le montage experimental oomprend une oolonne de type ODS (octadecyl-
-silyl) dont les partioules ont une taille d'environ 10jim de diametre. 
Cette colonne est pr6o6d6e d'une oolonne du mdme type.(plus oourte:50mm 
oontre 250mm).Les dohantillons sont introduits au moyen d'un injec— 
—teur apr&s irradiation par une lampe k vapeur de meroure (254nm,l5W). 
Un spectrom&tre U.V. detecte les diffirents oonstituants du milange. 
Les phases mobiles utilisees sont soit des solutions HH4H2PO4 50mM-
mSthanol pur (A) soit des solutions CH3COOHH4 0,12M /CH3COONH4 0,1M 
dans un melange eau-methanol 1 /1 (B) .Les exp6riences se font &, tem-
-peratxire ambiante dans un gradient d'6luant B dans A g6n6r6 &. un 
taux de 1ml/mn. 

D'autres exp6rienoes,d. partir du mdme dispositif de base sont faites 
sur des 6ohantillons marques et les quantit6s des diffSrents 00ns-
-tituants sdpares par des temps d'6lution diffSrents sont detect6es 
par un oompteur k scintillations. 
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