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Les cibles de I'action cancérigene des HAP
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Action de 2 agents mutagenes :
- Les HAPs
- Le rayonnement ultraviolet

Action relative par quantum

Effet du rayonnement UV sur des cellules en culture
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Oxydation photosensibilisée de I'ADN par les UVA
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Spectre solaire et absorption par les HAP
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Evidence de l'action synergique UV/HAP

- 5 HAP sur 16 testés photomutagenes dans le test d’Ames (dont le BaP)
(Yan et al. Mutat. Res. 2004)

- Augmentation de la mutagénese du BPDE et des UVA lors d'un traitement

combiné (a doses seules non mutagenes) de cellules Big blue mouse
(Besaratinia et al. Cancer Res. 2003)

- Augmentation du taux de mutation par transfection de plasmides traités par
du BPDE et des UV (par rapport a BPDE seul)
(Routledge et al. Carcinogenesis 2001)

- Traitement combiné BaP + UVA tumorigéne chez la souris
(Wang et al. Int J Cancer. 2005)

- Induction de dommages a '’ADN par UV + BaP/BPDE (cassures de
chaine et 8-oxoGua)

(Routledge et al. Carcinogenesis 2001; Toyooka et al. FEBS Lett. 2005; Liu et al.
Biochemistry 1998; Gao et al. Free Radic. Biol. Med. 2005)

Identification du mécanisme de photooxydation par les HAP
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Alternative proposée : quantification des différentes lésions dans 'ADN

La nature des lésions formées comme signature du mécanisme

Quantification de plusieurs lésions oxydatives et des photoproduits bipyrimidiques
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- Oxygene singulet : 8-oxo-7,8-dihydroguanine Iésion quasi unique

- Arrachement d'électron : 8-oxodGuo + FapyGua Iésions majoritaires
(G base la plus facilement oxydée)

- Radical °OH : nombreux types de lésionsde G, T Aet C

: formation de dimére cyclobutane surtout aux sites TT
(pas d'autre type de diméres)




Procédure expérimentale
1) ADN génomique isolé de thymus de veau (sigma) en solution aqueuse

2) HAP étudiés
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Benzo[a]pyréne (BaP) 7,8-diol-9,10-epoxy-BaP (BPDE) 7,8,9,10-tetraol-BaP (tetraol)

3) Source UV : lampe UVA Waldmann 700L (330 nm < i)

4) Quantification des bases oxydées par hydrolyse enzymatique
suivi d'une analyse par HPLC couplée a la spectrométrie de masse

80x0-dGuo/108 bases

Le BaP, un mauvais photosensibilisateur

ADN 0.1 mg/ml; photosensibilisateurs 10 pM; mesure du taux de 8-oxodGuo
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Les dérivés du BaP comme photosensibilisateurs
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Aspects quantitatif (mesure de 8-oxodGuo)

Le BaP est tres peu efficace

Pour les dérivés : BaP < BPDE < Tétraol

Quels sont les modes d’action impliqués ?

- pas de transfert d’énergie (pas de dimére cyclobutane)
- mécanisme de photooxydation a déterminer




Mécanismes de photosensibilisation par BPDE et tétraol
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Effet du TRIS sur la photoxydation par le BPDE
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Un rdle pour le tétraol dans I'effet du BPDE ?

Effet d’'une hydrolyse d’'une heure sur  Evolution des capacités du BPDE a former
la photosensibilisation de 'ADN des adduits & 'ADN en solution aqueuse
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- hydrolyse du BPDE en tétraol est lente. Contribution du
- pas le profil typique des lésions de 'ADN par 'O, avec BPDE tétraol limitée

Les adduits du BPDE comme photosensibilisateurs ?
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Mise en évidence du rdle des adduits a 'ADN
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Effet d'une extraction sur la photooxidation de 'ADN
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Les adduits représentent 2 % du BPDE ajouté mais font plus de 50% des lésions
Le mécanisme impliqué est le méme avec ou sans extraction (distribution identique)

Les adduits, des photosensibilisateurs au cceur de la cible

Position du noyau BPDE plaqué sur le petit
sillon ou intercalé dans la double hélice

Action photooxydante du BaP et de ses dérivés sur 'ADN
BPDE-dGuo
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Perspectives

- Action différentielle des différents diastéréoisomeres des adduits

- Action photosensibilisatrice d’adduits d’autres HAP

- Photosensibilisation dans des cellules ou de la peau

- Effet du type cellulaire et des différentes voies de métabolisation du BaP




