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RESUME 

II a ete demontre que les electrons de basse energie (EBE) peuvent induire des 

cassures simple brin (CSB) a l'ADN, via la formation d'anions transitoires qui 

decroissent par attachement dissociatif, ou dans d'autres etats electroniques dissociatifs 

menant a la fragmentation. Afin d'effectuer une etude complete des effets des electrons 

de basse energie sur la matiere biologique, il est necessaire de comprendre leur 

mecanismes d'interaction non seulement avec l'ADN, mais avec les constituants de son 

environnement. Les histones sont une composante importante de l'environnement 

moleculaire de l'ADN. Leur charge positive leur permet de s'associer aux groupements 

phosphate anionique de l'ADN. Le role principal de ces proteines basiques consiste a 

organiser l'ADN et l'empaqueter afin de former la chromatine. Les cations sont une 

autre composante importante de la cellule; ils jouent un role dans la stabilisation de la 

conformation B de l'ADN in vitro par leurs interactions avec les petits et grands sillons 

de l'ADN, ainsi qu'avec le groupement phosphate charge negativement. Avec les 

histones, ils participent egalement a la compaction de l'ADN pour former la chromatine. 

Cette etude a pour but de comprendre comment la presence d'ions organiques (sous 

forme de Tris et d'EDTA) a proximite de l'ADN modifie le rendement de cassures 

simple brin induit par les electrons de basse energie. Le Tris et l'EDTA ont ete choisis 

comme objet d'etude, puisqu'en solution, ils forment le tampon standard pour solubiliser 

l'ADN dans les experiences in vitro (lOmM Tris, ImM EDTA). De plus, la molecule Tris 

possede un groupement amine alors que l'EDTA possede 4 groupements carboxyliques. 

Ensembles, ils peuvent se comporter comme un modele simple pour les acides amines. 
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Le ratio molaire de 10:1 de Tris par rapport a l'EDTA a pour but d'imiter le 

comportement des histories qui sont riches en arginine et lysine, acides amines possedant 

un groupement amine charge positivement additionnel. Des films d'ADN de differentes 

epaisseurs, possedant entre 0 et 32 ions organiques/ nucleotide, ont ete irradies avec des 

electrons de lOeV. Les dommages induits par les electrons, sous forme de cassures, ont 

ete detectes par electrophorese. Nous avons demontre que le rendement de cassure simple 

brin diminuait de facon dramatique en fonction du nombre d'ions organiques/ nucleotide. 

Aussi peu que 2 ions organiques/ nucleotide sont suffisant pour decroitre le rendement de 

SSB de 70%. Cet effet radioprotecteur est en partie explique par 1'augmentation de 

l'epaisseur des films, mais surtout par la modification du champ electrique a proximite de 

l'ADN, due a l'ajout de molecules chargees positivement. La modification du champ 

electrique pres de l'ADN altere les parametres de resonance comme le temps de vie de 

1'anion transitoire et la limite de dissociation, qui influent directement sur la section 

efficace d'attachement dissociatif. L'effet protecteur peut egalement etre explique par la 

restauration des bases anioniques deshydrogenees induites par l'attachement dissociatif 

de l'electron sur une base (G(-H)~). Ce sont les molecules Tris qui, en transferant un 

atome d'hydrogene ou un proton, restaurent les bases deshydrogenees et inhibent par le 

fait meme la formation de cassures simple brin. Ces resultats indiquent que les histones 

peuvent egalement participer a la reparation de dommages precoces induits a l'ADN 

avant qu'elles ne menent a des dommages encore plus nocifs et difficiles a reparer, 

comme les cassures simples brins. 

Mots cles : Electrons de basse energie, dommage a l'ADN, ions organiques, attachement 

dissociatif de 1' electron. 
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Introduction 

CHAPITRE I. INTRODUCTION 

L'amelioration des procedures utilisees en radiotherapie et medecine nucleaire 

repose sur notre comprehension des effets de la radiation ionisante sur les systemes 

biologiques comme l'ADN. En 2008, Statistique Canada estimait qu'il y aurait 166 400 

nouveaux cas de cancer et 73 000 deces causes par cette maladie, ce qui explique 

l'engouement pour la recherche dans cette discipline. Lorsque les particules primaires de 

haute energie et autres particules chargees rapides generees par les interactions primaires 

(effet compton, effet photoelectrique) se propagent a travers le milieu biologique, une 

grande quantite d'ions, de radicaux libres et d'electrons secondaires, ayant des energies 

distributes majoritairement entre 0 et 30eV, sont produits (INOKUTI, 1971) (UEHARA 

et al, 1999). En effet, 1'absorption d'un photon de 1 MeV donne lieu a la formation 

d'environ 40 000 electrons secondaires (LAVERNE et al., 1995/ Selon Cobut et ses 

collaborateurs, cette etape, d'une duree de 10"15s, correspond a l'etape physique. Lors de 

l'etape physico-chimique, s'etendant de 10" s a 10" s, les electrons de basse energie 

(EBE), qui transportent essentiellement 1'energie des particules primaires, deposent leur 

energie cinetique sur de courtes distances dans la matiere biologique en produisant des 

excitations electroniques, des ionisations et des anions transitoires avant d'etre 

thermalises ou solvates. Afin d'obtenir une connaissance complete des effets de la 

radiation ionisante sur les systemes biologiques et ameliorer Fefficacite des traitements 

de radiotherapie, il devient crucial de comprendre et d'exploiter l'interaction de ces EBE 

Ariane Dumont - 1 -



Introduction 

avec la cible principale de la cellule (ADN), mais aussi avec les constituants de son 

environnement (molecules d'eau, ions, proteines, etc.). 

1.1. Phenomenes induits par la radiation ionisante 

Afin de mieux comprendre les phenomenes induits suite au passage de la 

radiation ionisante dans la matiere biologique, utilisons un modele simple considerant 

1'interaction de la radiation avec un systeme condense forme de molecules AB. Les 

reactions 1 a 6 correspondent au stade primaire, c'est-a-dire qu'elles representent Taction 

directe de la radiation sur la molecule. 

AB + rad. 

AB + e" 

0 

AB+ + e" 

» AB+ + e 

- K Z ' • 
\ ^ - AB* 

8 

V̂ 

- A+ + B + e~ 

- A + B 
- A+ + B" 

•* AB + e (elastique) 

14 

— AB 
(resonance) 

- AB" 

0) 

'co 

E 
Q. 

2 > 

10 

11 

12 

A + B + e~ 

AB 

A~ 

AB 

/ 

(s) 

+ B 

\ 3 

A+ + B" " + e 

ai
re

 
se

co
nc

 

Figure 1: Evenements produits lors du transfer! d'energie de la radiation a la molecule AB 
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Introduction 

En traversant la matiere, la radiation depose son energie par des ionisations (1) ou 

des excitations (2). Lors de l'ionisation, un electron sera arrache a la molecule AB. 

L'electron secondaire cree possedera alors une energie bien inferieure a 1'energie de la 

radiation primaire. Dans certains cas, l'ion positif AB+ sera dans un etat dissociatif, ce 

qui menera a la fragmentation de la molecule (4). Lorsque la molecule absorbe l'energie 

de la radiation ionisante, on parle alors d'excitation. La molecule AB se trouvera dans un 

etat electronique, rotationnel ou vibrationnel excite. Certains de ces etats seront 

dissociatifs et meneront a deux fragments neutres (5) ou deux fragments ioniques (6). Ce 

dernier mecanisme est appele dissociation dipolaire. Dans le cas ou l'energie de l'etat 

excite est superieure a l'energie necessaire pour ioniser la molecule, il peut y avoir auto-

ionisation (3). Les reactions 1 a 6 generent done une tres grande quantite d'ions, de 

radicaux, et d'electrons secondaires (40 000/MeV) dont l'energie est majoritairement 

distribute entre 0 et 30eV (PLATZMAN, 1955). On les nommera les electrons de basse 

energie (EBE). Afin d'avoir une connaissance complete des effets de la radiation 

ionisante sur la matiere biologique, il faut se pencher sur l'interaction de ces electrons 

avec la molecule AB (reactions 7 a 13). 

Evidemment, la probability de chacune des reactions engendrees par les EBE est 

differente de celles induites par la radiation primaire, puisqu'a aussi basse energie, la 

nature ondulatoire des electrons devient tres importante. Selon l'energie des electrons, ils 

pourront interagir avec les molecules AB selon les 6 reactions expliquees precedemment, 

soit en ionisant ou en excitant la molecule. Ils pourront egalement diffuser de facon 

elastique avec la molecule AB, e'est-a-dire qu'il n'y aura aucun transfert d'energie avec 
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Introduction 

le milieu. Un autre phenomene possible est la resonance de l'electron. Ce phenomene 

survient lorsque l'electron est temporairement capture par la molecule AB et forme un 

anion transitoire AB". A l'occasion, l'anion transitoire forme est stable (9), mais son 

temps de vie est generalement d'approximativement 10"10-10"15s (SCHULZ, 1973). Si 

l'anion transitoire est dans un etat dissociatif, il y aura fragmentation de la molecule AB 

et l'electron restera accroche a l'un des fragments. Ce mecanisme, debutant par la 

capture de l'electron et suivi par la fragmentation de la molecule, se nomme 

l'attachement dissociatif de l'electron (10). L'electron formant l'anion transitoire peut 

egalement s'auto-detacher, en laissant la molecule AB dans un etat electronique, 

rotationnel ou vibrationnel excite. L'energie de cet electron est alors inferieure a l'energie 

initiale. Tel que demontre dans le stade primaire, l'etat excite de la molecule AB peut 

etre dissociatif et mener a deux fragments neutres (12) ou deux fragments ioniques (13). 

Bref, les resonances des electrons sur une molecule menent tres souvent a la dissociation 

de cette derniere. 

Les diagrammes d'energie potentielle d'une molecule diatomique en fonction de 

la distance r entre ses atomes sont une autre facon de representer les resonances 

d'electron. Ici, nous utiliserons un modele simple ou l'electron est capture par une 

molecule neutre se trouvant dans son niveau fondamental, soit son niveau electronique et 

vibrationnel le plus bas ou l'energie potentielle de la molecule est a OeV (Voir figure 2). 
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(RH)**i 
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15 

3 
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10 

Distance entre les atomes R-H 

Figure 2: Diagramme d'energie potentielle illustrant la resonance d'un electron sur la molecule R-H 

Bien que l'energie soit nulle, la distance entre les deux atomes R et H oscille 

toutefois entre 2 valeurs, due au principe d'incertitude. Pour qu'il y ait resonance, 

l'electron doit repondre a certaines conditions. II faut d'abord que sa longueur d'onde soit 

de l'ordre des distances interatomiques et que l'electron reste plus longtemps dans le 

voisinage de la molecule que lors d'une diffusion ordinaire. Lorsque la molecule R-H 

capture l'electron, un anion transitoire (R-H)*" est cree et il evoluera selon une nouvelle 

courbe de potentielle. Cette transition s'effectue si rapidement que la distance entre les 

atomes R et H ne varie pratiquement pas. On dit que la transition se fait dans la region de 

Frank-Condon. La plupart du temps, 1'anion transitoire est instable. II cherchera done a 
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revenir a un niveau d'energie plus bas. C'est le temps de vie de l'anion transitoire qui 

definira l'etat final de la molecule. Lorsque le temps de vie de l'anion transitoire est 

court, l'electron s'auto-detache en laissant la molecule revenir a son etat fondamental. Si 

le temps de vie de l'anion est un peu plus long, son energie potentielle diminuera 

graduellement selon la courbe d'energie potentielle sur laquelle il se situe. Au moment ou 

l'electron s'auto-detachera, il partira avec une energie inferieure a l'energie initiale et la 

molecule R-H tombera dans un niveau vibrationnel ou rotationnel excite. Enfin, si le 

temps de vie de l'anion transitoire est assez long pour que sa courbe de potentiel croise 

celle de la molecule R-H neutre, la dissociation devient la seule voie possible. L'electron 

restera accroche a l'un des fragments et on parlera alors d'attachement dissociatif. La 

distance r a laquelle les deux courbes de potentiel se croisent correspond a la limite de 

dissociation R .̂ Le temps de vie de l'anion transitoire n'est pas le seul critere a observer 

pour qu'il y ait dissociation ou non. II faut aussi que l'anion soit dissociatif dans la region 

de Frank-Condon (c'est-a-dire que l'energie potentielle dans la region Frank-Condon soit 

superieure a l'energie potentielle des fragments dissocies) et que l'un des deux fragments 

ait une affinite electronique positive (SANCHE, 1991). 

1.2. Interactions des electrons de basse energie avec l 'ADN 

1.2.1. Structure de l 'ADN 

L'ADN est compose de deux chaines de polynucleotides enroulees de sorte a 

former une helice. Chaque nucleotide est compose d'une base azotee; adenine (A), 
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thymine (T), guanine (G) et cytosine (C), fixee sur un desoxyribone par la liaison N-

glycosidique qui lui, est lie a un ou plusieurs phosphates. La succession des nucleotides 

se fait grace a des liaisons fortes 5'-3' phosphodiestere, impliquant le groupement 

phosphate. La complementarite des brins d'ADN s'effectue grace aux quatre bases 

azotees. Une pyrimidine (thymine, cytosine) sera toujours associee a une purine (adenine, 

guanine), de sorte que l'adenine sera toujours reliee a la thymine par deux ponts 

hydrogene et la cytosine sera toujours liee a la guanine par 3 ponts hydrogene. Les brins 

d'ADN sont antiparalleles, c'est-a-dire que l'extremite 5' d'un des brins sera en contact 

avec l'extremite 3' de l'autre (cette notation est liee a la geometrie du desoxyribose). 

Ceci explique la presence des petits et grands sillons qui permettent l'acces a la sequence 

de nucleotide sans avoir a separer les brins entre eux. La sequence selon laquelle sont 

disposes les nucleotides constitue le code genetique (CAMPBELL ET MATHIEU, 1995). 
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Colomesucre-phospriate Sasepaifee Colomestiere-phosphate 

phosphate 
2nm 

Diametrede I'heliced'ADN 

Figure 3: Structure de l'ADN. 

Malgre que la complementarite des bases assurent une certaines stabilite de 

rinformation genetique, des modifications spontanees a la structure chimique de l'ADN 

peuvent survenir au cours de la replication, ou encore etre induites par des agents 

genotoxiques, comme le rayonnement ionisant. Parmi ces modifications, on compte les 

CSB, les CDB, les dimeres, la degradation ou disparition de bases, les pontages avec des 

proteines, l'oxydation des bases, etc. qui peuvent mener aux processus de mutations, 

cancerisation et meme la mort cellulaire (LINGAHL ET NYBERG, 1972) (SAKUMI ET 

SEKIGUCHI, 1990) (SANCAR, 1996) (KOHN, 1996). Les modifications peuvent aussi 

consister en un echange d'une portion d'ADN avec un autre ADN (recombinaison 
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genetique). Ce phenomene est a l'origine des aberrations chromosomiques souvent 

associes a la perte d'information genetique. Dans ce travail, nos efforts ont ete concentres 

sur la detection des cassures simples et doubles brins induites a l'ADN plasmidique par 

les electrons de basse energie. 

1.2.2. Les plasmides 

Un plasmide est une molecule d'ADN distincte de l'ADN chromosomique, 

capable de replication autonome et qui n'est pas essentiel a la survie de la cellule. On 

retrouve les plasmides presque exclusivement dans les bacteries. Le choix d'un plasmide 

comme cible a irradier est principalement motive par le fait qu'il est hypersensible aux 

dommages induits par la radiation ionisante. Une seule cassure est suffisante pour 

transformer sa topologie. II est done tres facile de distinguer les plasmides intacts 

(surenroule) des plasmides endommages, soit ceux qui ont subit des cassures simples 

brins (CSB) menant a la forme circulaire et ceux qui ont subit des cassures doubles brins 

(CDB) menant a la forme lineaire (voir figure 4). 

Bris induits par les EBE 

Figure 4: Changement de topologie des plasmides surenroules suite a une irradiation aux electrons de 
basse energie 

CSB ..•;. * ^ \ CDB | 
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1.2.3. Mecanismes d'interactions des electrons de basse energie 
avec les sous unites de I'ADN 

Bien que les resonances aient ete expliquees a l'aide d'un modele simple 

comportant des molecules diatomiques en phase condensee, ce phenomene est possible et 

observable sur des molecules d'interet biologiques. C'est en 2000 que Boudai'ffa et al. 

ont identifiee pour la premiere fois des structures de resonances localisees autour de 

lOeV formees par l'interaction d'electrons de basse energie avec l'ADN. 
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Figure 5: Rendements mesures par electron pour la perte d'ADN Surenroule (a), l'induction de CSB (b) et 
de CDB (c) en fonction de l'energie des electrons incidents 
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Ces structures ont ete identifiees suite a l'irradiation de plasmides avec des 

electrons d'energie incidente variant entre 3 et 20eV (voir figure 5). Ces resultats 

correspondent au premier exemple du potentiel de ces electrons d'induire des cassures a 

l'ADN a des energie inferieure au seuil d'ionisation de l'ADN (7.5-10eV) (COLSON et 

al, 1992). Le maximum de CSB a l'ADN induits autour de lOeV a ete attribue a la 

capture d'un electron par une des diverses composantes de l'ADN (base, desoxyribose, 

phosphate ou encore molecule d'eau faisant partie integrante de la structure de l'ADN) 

formant ainsi un anion transitoire se trouvant dans un etat repulsif. Dans ce cas, la capture 

de l'electron est suivie par la dissociation de liens specifiques a Pinterieur du temps de 

vie de 1'anion transitoire (generalement en femtosecondes). Les CDB, elles, ont ete 

attribuees aux produits de la fragmentation qui reagissent localement avec les 

composantes de l'ADN pour former une 2e cassure separee de moins de 10 paires de base 

d'un bris situe sur le brin oppose (BOUDAIFFA et al, 2000). 

II a fallu 5 a 8 ans avant de connaitre quelles sous-unites de l'ADN etaient 

impliquees dans la capture de l'electron. Grace a l'analyse HPLC (high performance 

liquid chromatography) des fragments generes lors de l'irradiation de courts brins 

d'ADN, il a ete possible d'obtenir de l'information sur la nature des liens brises a 

l'interieur de 1'oligonucleotide etudie. Suite a l'irradiation des tetrameres CGAT et 

GCTA, Zheng et al. ont detecte des bases non modifiees libres provenant de la rupture 

directe des liens N-glycosidiques. De plus, la detection de sucres radicalaires ainsi que de 

fragments contenant un phosphate terminal anionique ont determine que le bris du lien C-

O entre le sucre et le phosphate etait a l'origine de la rupture du lien phosphodiester (voir 

figure 6). 
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Figure 6: Mecanisme menant a la rapture du lien phosphodiester 

Ce mecanisme est done attribue a la formation d'un anion transitoire sur le 

groupement phosphate de l'ADN, decroissant par attachement dissociatif (ZHENG et al, 

2005) (ZHENG et al, 2006). Toutefois, ce travail ne permet pas de determiner si la 

rupture du lien phosphodiestere provient de la capture directe de 1'electron par le 

phosphate ou par la capture de l'electron par une base, suivi du transfer! de 1'electron de 

la base au phosphate. 

Cette question a ete resolue par Zheng et al et Li et al. qui ont irradie une serie de 

petits fragments d'ADN d'une longueur de 1 a 3 bases possedant ou non un phosphate 

terminal (dThd, pT, Tp, pTp, TpT, pTpT, TpTp, pTpTp et TpTpT) avec des electrons de 

lOeV. 

Ariane Dumont - 12-



Introduction 

Bris liaison C-N (Thy) 
Bris liaison C-O (pTpT) 
Bris liaison C-O <Tp) 
Bris liaison C-O (pT) 
Bris liaison C-O (TpTp) 

Figure 7: Structure 5' -TpTpT-3' et positions des bris des liens N-glycosidique (1) et phosphodiester-sucre 
(C-O) (2-5). Les autres modeles etudies consistaient en des monomeres (pT, Tp, pTp) et des dimeres 
(pTpT, TpTp, pTpTp) 

L'analyse des fragments obtenus suite a l'irradiation a revelee que l'ajout d'un 

phosphate terminal augmentait de fa9on considerable la quantite de dommage totale (base 

sur la perte de la molecule initiale), indiquant que le phosphate capture de facon efficace 

1'electron incident. Par contre, la presence de ce meme phosphate terminal a egalement 

pour effet de diminuer la quantite de thymine liberee par la rupture du lien C-N (voir 

figure 7) et reprimer la formation de bris C-O, connu pour etre a 1'origine des CSB. Ces 

resultats ont permis de conclure que la capture initiale de l'electron par le phosphate 

mene a un mecanisme de dommage different de celui qui genere les fragments induits par 

la rupture des liens C-N et C-O. La capture initiale de l'electron par une base, suivi du 

transfert de l'electron au lien phosphodiester (P=0) et rupture du lien C-O correspond 

done au mecanisme principal menant aux cassures simples brins. Par contre, la capture 

initiale de l'electron par le phosphate demeure une voie possible (LI et al, 2008). 
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1.3. Role de l'environnement moleculaire de l 'ADN 

1.3.1. Influence de la presence de molecules d'eau sur 
i n t e r a c t i o n entre les electrons de basse energie et l 'ADN 

Les etudes portant sur les interactions entre les EBE et l'ADN ont permis de 

comprendre les mecanismes fondamentaux menant a la formation de dommages. 

Toutefois, ces experiences, utilisant des films d'ADN sec sous condition d'ultra-vide, ne 

refletent pas les conditions retrouvees en milieu cellulaire. Une seried'experience a done 

ete initiee afin de comprendre comment l'environnement de l'ADN modifie son 

interaction avec les EBE (BRUN et al, 2009) (PTASINSKA ET SANCHE, 2007). 

La premiere experience de cette serie, effectuee par Ptasinska et Sanche, 

consistait a etudier l'influence des molecules d'eau a proximite de la structure de l'ADN. 

Un tetramere GCAT a done ete recouvert de 3MC d'eau (H20, D20 et H2
180), 

representant 60% de la premiere couche d'hydratation, sous forme de glace amorphe et a 

ete irradie avec des electrons d'energie inferieure a 20eV. La desorption des ions H", O" et 

OH" a ete analyse a l'aide d'un spectrometre de masse. La figure 8 represente les 

rendements d'ions H" desorbes en fonction de l'energie des electrons dans les films d' 

H20 purs, GCAT pur et H20-GCAT (a). Les figures 8b et 8c represented le signal 

obtenu dans les films H20-GCAT auquel ont ete soustraits les signaux obtenus dans les 

films H20 et GCAT purs, respectivement. 
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Figure 8: (a) Rendements d'ions H" obtenus des films d' H20 (triangle ouvert), des films GCAT purs 
(cercle noir) et des films possedant les deux composantes (cercle ouvert). (b) Rendement de FT obtenu des 
films H20-GCAT auquel a ete soustrait le rendement de H" obtenus dans les films H20. (c) Rendement de 
H" obtenu des films H20-GCAT auquel a ete soustrait le rendement de H" obtenus dans les films GCAT. La 
courbe pointillee en (c) represente les rendements de D obtenus dans les films D20-GCAT. 

A premiere vue, les deux pics observes dans le signal obtenus des films H2O-

GCAT (en (a)) semblent provenir de 1'addition des signaux obtenus pour les films de 

H2O et GCAT seuls. Pourtant, la figure 8b demontre que le signal resultant de la 

soustraction du signal obtenu dans les films d' H2O seul du signal provenant des films 

possedant les deux composantes ne correspond pas au signal provenant des films de 

GCAT purs. Ceci indique que la desorption de H" provient partiellement ou 

completement d'un autre type d'anion transitoire dissociatif. II a ete demontre que cet 

anion transitoire provenait de la capture de 1'electron par le complexe ADN-H2O 
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decroissant par attachement dissociatif. Cette nouvelle structure de resonance possede 

une amplitude et une largeur en energie differente de celle observee dans les films 

d'ADN pur (PTASINSKA ET SANCHE, 2007). 

Cette experience est le premier exemple demontrant que l'environnement 

moleculaire de l'ADN a le potentiel de modifier les mecanismes fondamentaux par 

lesquels les electrons de basse energie induisent des dommages a l'ADN. 

1.3.2. Role des cations et des histones 

Les molecules d'eau ne sont pas les seules composantes de l'environnement 

moleculaire de l'ADN. Les histones, qui sont des proteines basiques, sont egalement en 

contact etroit avec la structure de l'ADN. Puisqu'elles sont riches en arginine et lysine 

(acides amines possedant un groupement amine additionnel), cela leur confere une charge 

positive leur permettant de s'associer aux groupements phosphate anionique de l'ADN 

des eucaryotes (GARRETT ET GRISHAM, 2000). Le role principal des histones consiste 

a organiser l'ADN et l'empaqueter afin de former la chromatine (YOUNGSON, 2006) 

(NELSON ET COX, 2005). II en existe 5 types: Les histones H2A, H2B, H3 et H4 vont 

s'associer pour former un octamere autour duquel 146 paires de base de l'ADN vont 

s'enrouler creant ainsi ce qu'on appelle un nucleosome (figure 9). Cette premiere etape 

correspond au premier niveau de condensation de l'ADN (lOnm). L'histone HI, elle, 

permettra un deuxieme degre de compaction sous forme de solenoide afin de creer une 

fibre de chromatine de 30nm de diametre (BHASIN et al, 2006) (HARTL et al, 1988). 
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Les histones sont egalement impliquees dans la transcription, la replication et meme la 

reparation de l'ADN. 

Figure 9:Compaction de l'ADN par les histones 

Les cations sont un autre constituant important de la cellule. On les retrouve en 

ratio stoechiometrique de 1 mol par 2 mol de phosphate. Leur role consiste entre autre a 

stabiliser la conformation B de l'ADN in vitro par leur interaction avec les petits et 

grands sillons de l'ADN, ainsi qu'avec le groupement phosphate charge negativement 

(STRISSEL et al, 2004) (MATHIESON ET OLAYEMI, 1975) (MINASOV et al, 1999) 

(CHIU ET DICKERON, 2000). A l'aide des histones, les cations participent au deuxieme 

degre de condensation de l'ADN. Une etude a demontre que 1'augmentation de Na+, 

Mg et Ca peut induire la compaction de l'ADN sous forme de solenoi'de afin de creer 

la fibre de chromatine (30nm de diametre) (FELSENFELD ET MCGHEE, 1986). 
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1.4. Vue generate du projet 

A cause de leur promiscuite avec l'ADN, les histones et les cations spnt susceptibles 

d'interagir avec les electrons de basse energie. La presente etude vise done a comprendre 

comment la presence d'ions organiques, sous forme de Tris et d'EDTA, modifie les 

mecanismes fondamentaux menant aux dommages a l'ADN. Le Tris et l'EDTA ont ete 

choisis comme objet d'etude pour plusieurs raisons. D'abord, une solution de lOmM Tris 

et ImM EDTA correspond au tampon standard pour suspendre et conserver l'ADN. 

Ensuite, tel que demontre a la figure 11 de la section suivante, la molecule Tris possede 

un groupement amine (NH2) alors que l'EDTA contient 4 groupements carboxyliques. 

Ensembles, ils peuvent etre utilises comme modele simple pour les acides amines, unites 

structurales de base des proteines. Enfin, un ratio molaire de 10:1 de Tris par rapport a 

l'EDTA permet d'imiter le comportement des histones, riches en arginine et en lysine qui 

possedent un groupement amine charge positivement additionnel. II est attendu que la 

charge positive de la molecule Tris soit attiree par le groupement phosphate anionique de 

l'ADN. Quelques autres molecules se logeront dans les petits et grands sillons de l'ADN. 

L'interaction avec l'EDTA devrait etre beaucoup moins importante due a ses quatre 

charges negatives. 

Ce travail divulgue les resultats d'une serie d'experience sur Finfiuence du nombre 

d'ions organiques sur les rendements de cassures simples brins (CSB) induits a l'ADN 

par les electrons de basse energie. Cette etude a ete effectuee sous condition d'hyper-

vide, en bombardant des films d'ADN de differentes epaisseurs possedant entre 0 et 32 
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ions organiques/ nucleotide avec des electrons de lOeV. A cette energie, les dommages a 

l'ADN sont domines par la formation d'anions transitoires qui decroissent via deux 

mecanismes de fragmentation: l'attachement dissociatif de l'electron et les etats 

electroniques dissociatifs. Brievement, les resultats demontrent que les rendements de 

cassures simples brins diminuent en fonction du nombre d'ions organiques/ nucleotide 

dans les films d'ADN d'epaisseur variable ou constante. Cet effet protecteur est 

partiellement explique par une dependance selon l'epaisseur des films, mais surtout par la 

modification des parametres de resonance, et la restauration de fragments anioniques de 

l'ADN induit par l'attachement dissociatif de l'electron sur les bases de l'ADN. Enfin, 

les resultats demontrent que certaines molecules chargees positivement en contact etroit 

avec l'ADN (comme les histones) peuvent participer a la restauration de dommages 

precoces tels les fragments anioniques de l'ADN induits par l'attachement dissociatif de 

l'electron sur les bases de l'ADN. 
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CHAPITRE II. M E T H O D E EXPERIMENTALE 

II . l . Purification des plasmides 

Le plasmide pGem-3zf(-) possedant 3197 p.b. a ete amplifie dans la bacterie E. Coli 

(JM109) et extrait par la methode de lyse alcaline. II a ensuite ete purifie a l'aide d'une 

colonne de resine chromatographique echangeuse d'ions (QIAGEN) afin d'enlever un 

maximum de proteine et d'ARN. Finalement, l'ADN a ete precipite et dissout dans une 

solution de TE (lOmM Tris, ImM EDTA) permettant de le stabiliser et de le conserver 

plusieurs mois sans le degrader. 

Dans le cas ou les plasmides sont lies a une importante quantite de proteines, des 

purifications supplementaires au phenol/chloroforme peuvent etre necessaires afin 

d'enlever le maximum de proteine. II faut alors determiner la proportion de proteine liee 

au plasmide en calculant le ratio de l'absorbance UV de l'ADN (260nm) et de 

l'absorbance UV des proteines (280nm). Un ratio de 1.98 a ete calcule suite a l'extraction 

du plasmide signifiant que moins de 15% de proteines sont lies a l'ADN (WARBERG ET 

CHRISTIAN, 1942) (GLASEL, 1995) (MANCHESTER, 1995) (WILFINGER, 1997). 

Le plasmide ne requiert done aucune purification supplemental. La valeur de 

l'absorbance UV de l'ADN permet egalement de connaitre sa concentration, considerant 

qu'une absorbance de 1.00 correspond a une concentration de 50ug/ml d'ADN double 

brins (SAMBROOK et al, 1989). Finalement, la qualite du plasmide a ete mesuree grace 
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a un gel d'electrophorese demontrant que 95% du plasmide se trouve sous forme 

surenroule, 4% sous forme circulaire et 1% sous forme de concatemere. 

Pour les besoins de 1'etude, un protocole de purification approprie a du etre choisi 

afin d'enlever un maximum d'ions Tris et EDTA en solution et obtenir des echantillons 

d'ADN en absence d'ions organiques servant de controle. L'efficacite de plusieurs 

protocoles a ete testee et comparee. Parmi ceux-ci, le «nucleotide removal kit» de 

QIAGEN ainsi que la precipitation a l'acetate d'ammonium ont ete juges inadequats du a 

la perte de pres de la moitie de l'ADN suite a chaque purification ainsi qu'a la grande 

variabilite des resultats. Ce sont plutot les colonnes sephadex G-50 qui se sont averees le 

meilleur choix. Ces colonnes reposent sur le principe de chromatographie par exclusion 

de taille detaillee a la figure 10 suivante: 
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Figure 10: Principe de chromatographic par exclusion de taille des colonnes sephadex. 

Les colonnes consistent en des petites particules de gel spheriques compactees 

dans une colonne, formant ainsi une matrice. Les molecules dont la taille est plus grande 

que les pores de la matrice (par exemple l'ADN), ne pourront difruser entre ces pores et 

passeront tout droit dans la colonne. Comme elles traversent la colonne plus rapidement, 

elles seront eluees en premier lors de la centrifugation. Les petites particules (comme le 

Tris et l'EDTA, les sels, etc.), elles, diffusent dans les pores de la matrice. Leur migration 

est retardee et leur elution se fait done plus tard. Les molecules sont alors separees selon 

leur taille (Gel filtration principles and method handbook, GE healthcare life science). 

Bien que les colonnes sephadex soient fabriquees en laboratoire et que cela occasionne 

une certaine variabilite dans les resultats, elles sont beaucoup plus reproductibles que les 

protocoles cites precedemment. De plus, elles permettent de purifier une petite quantite 
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d'ADN a la fois, occasionnant beaucoup moins de perte de materiel. Enfin, les colonnes 

sephadex repondent au critere de selection le plus important, soit de ne pas endommager 

l'ADN qui le traverse. Pour chacune des experiences, 7.5ug d'ADN dissout dans une 

solution de TE (contenant 0.24mg d'ions organiques) a ete centrifuge pour une duree de 8 

minutes dans 450ul de sephadex G-50 prealablement lave avec 150ul de ddtbO. L'ADN 

recupere a ete purifie une seconde fois dans une deuxieme colonne sephadex afin 

d'enlever le maximum de Tris et EDTA. 

L'efficacite des colonnes sephadex G-50 a ete verifiee precedemment par 

Cecchini et al en purifiant des oligonucleotides marques au P-32. La comparaison de la 

quantite de radioactivite avant et apres le protocole de purification a determine que les 

colonnes pouvaient enlever 99.9% du P [gamma-ATP] libre (qui n'a pas reagit avec les 

oligonucleotides) dans la solution (CECCHINI et al, 2004). En assumant que l'efficacite 

des colonnes est approximativement la meme pour enlever les molecules de Tris et 

EDTA, il est estime que la quantite d'ion restante dans les solutions d'ADN correspond a 

1 ion organique/ nucleotide, en plus du contre ion. Les molecules residuelles de Tris et 

EDTA sont necessaires afin de stabiliser l'ADN en solution de produire un minimum de 

dommage lors de la manipulation des echantillons. 

Dans la presentation des resultats inclus dans ce memoire, il est toujours refere 

aux quantites de Tris et EDTA ajoutes a l'ADN purifie. Les films d'ADN en absence 

d'ions organiques/ nucleotide correspondent done aux echantillons d'ADN purifie 

contenant une quantite minimale de Tris et d'EDTA. Les autres echantillons necessaires a 
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l'etude ont ete prepares en ajoutant differentes quantites d'ions organiques variant entre 1 

et 32 ions organiques/ nucleotide a l'ADN purifie. Cette plage permet d'etudier l'effet 

des ions organiques interagissant directement avec l'ADN ainsi que l'effet des ions 

organiques faisant simplement partie de Fenvironnement de l'ADN. Les structures du 

Tris et de l'EDTA, ainsi que leur poids moleculaire respectif sont presentes a la figure 11. 

Tel qu'explique dans 1'introduction, la charge positive de la molecule Tris devrait etre 

attirees par le groupement phosphate charge negativement de l'ADN. D'autres molecules 

se logeront dans les petits et grands sillons de l'ADN. L'interaction de la molecule EDTA 

avec l'ADN devrait etre beaucoup moins importante due a ses quatre charges negatives. 

A Tris 

HO 

HO^J UH; 
/ 

HO 
MW= 121.14 q/mol 

B Na2 EDTA 

+ -
NaOOC J COONa* 

N ^ ^ > 

* - ^ COO"+H 

MW = 292.24 q/mol 

Figure 11: A. Structure et poids moleculaire du Tris. B. Structure et poids moleculaire de 
l'EDTA. 
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II.2. Preparation des films 

Afin de determiner a quelle energie les electrons frappent la cible d'ADN, les 

plasmides doivent etre prealablement deposes sur une surface conductrice qui permettra 

de mesurer le potentiel des electrons incidents. Bien que plusieurs substrats respondent a 

ce critere, le choix s'est arrete sur le tantale, puisque ce metal endommage peu l'ADN 

suite au processus de lyophilisation, comparativement a d'autres substrats, comme Tor. 

Ce dernier est connu pour induire jusqu'a 25% de cassures simple brin a l'ADN non 

irradie (BRUN et al, 2009). 

Dans le but d'obtenir les resultats presentes dans les figures 15 a 17, differentes 

quantites de Tris et d'EDTA variant entre 0 et 32 ions organiques/ nucleotide ont ete 

ajoutees a une quantite constante (260ng) d'ADN. Un volume de lOul de chacune de ces 

solutions a ensuite ete depose sur une feuille de tantale (Goodfellow, 99.9% de purete, 

0.025mm d'epaisseur). Chaque echantillon a ete refroidi avec de l'azote liquide jusqu'a -

70°C pendant 5min, c'est-a-dire jusqu'a ce qu'ils forment un couche de glace. lis ont 

ensuite ete lyophilises jusqu'a une pression de lmTorr pendant 2h afin de sublimer le 

maximum de molecules d'eau presentes dans le film et obtenir une couche d'ADN sec. 

En fait, il reste toujours 2.5 molecules d'eau/ nucleotide qui sont impossible a sublimer 

lors de la lyophilisation, puisqu'elles font partie integrante de la structure de l'ADN. 

L'ADN lyophilise a forme des films de differentes epaisseurs moyennes variant entre 

5MC, pour les films en absence d'ion organique, et 60MC dans les cas ou ils possedaient 
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32 ions organiques/ nucleotide. L'epaisseur moyenne des films en fonction du nombre 

d'ion organique/ nucleotide est listee dans le tableau 1. 

Tableau 1: Epaisseur moyenne des films estimee en nanometres (nm) en fonction du 
nombre d'ions organiques/ nucleotide pour des echantillons ayant une quantite 

constante d'ADN (260ng) 

0 ion organique/ nucleotide 
1 ions organiques/ nucleotide 
2 ions organiques/ nucleotide 
8 ions organiques/ nucleotide 
32 ion organique/ nucleotide 

Epaisseur du film (nm) 
10 
14 
16 
34 
120 

Les resultats presenter a la figure 18 ont ete enregistres dans des films d'ADN 

contenant entre 0 et 8 ions organiques/ nucleotide. Les echantillons ont recus le meme 

traitement que celui decrit ci-haut, a 1'exception qu'ils ont ete deposes sur un film de 

tantale de 450nm ± 50nm d'epaisseur evapore sur un substrat de silicium de 0.4mm 

d'epaisseur. Ces films de tantale ont ete choisis en remplacement des feuilles de tantale 

procurees chez Goodfellow, puisque les derniers echantillons de la compagnie 

possedaient tous des stries profondes a leur surface. Ces defauts avaient pour effet de 

proteger l'ADN contre les dommages induits par les electrons, et ce, quelque soit leur 

energie. Notre hypothese est que l'ADN depose sur une surface de tantale striee ne 

possede pas une distribution uniforme. La formation d'agregats plus epais empeche 

probablement les electrons de penetrer le film et de causer des dommages a l'ADN. 

Toutefois, aucune explication precise n'a ete apportee jusqu'a present. Des experiences 

ulterieures permettront de mieux comprendre cet effet. Les films de tantale evapores sur 
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une surface de silicium possedent une surface de tres grande qualite (comme un miroir), 

ce qui permet de mieux controler la distribution de l'ADN sur leur surface. Afin d'obtenir 

des films d'epaisseur constante d'environ SMC, la quantite d'ADN deposee sur la surface 

de tantale a du etre reduite a mesure que la quantite d'ion organique/ nucleotide 

augmentait, tel que decrit dans le tableau 2. Suite a la lyophilisation, tous les echantillons 

possedaient un diametre de (3.5±0.2) mm, independamment de la quantite d'ADN et 

d'ions organiques qu'ils comportaient. Les films ont ensuite ete transferes dans une 

chambre ultra-vide jusqu'a ce que la pression atteigne 1x10" Torr en vue d'etre irradies. 

Tableau 2: Quantite d'ADN necessaire en nanogrammes (ng) dans des films d'epaisseur 
constante (5MC) en fonction du nombre d'ion organique/ nucleotide present dans le film. 

Nombre d'ion organique/ nucleotide 
0 
1 
2 
5 
8 

ADN (ng) 
260 
168 
126 
78 
56 

II.3. Irradiation avec le canon a electrons 

Le montage experimental comporte deux parties distinctes : 

La premiere partie, appelee chambre de preparation, est constitute d'une boite a gant 

ou il est possible de travailler sous atmosphere controlee d'azote sec. Cette chambre est 

reliee a un systeme a vide qui permet d'abaisser la pression jusqu'a 10"10 Torr. C'est dans 

cette partie que se deroule la lyophilisation des echantillons expliquee ci-haut. 
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La deuxieme partie de l'appareil, illustree en detail a la figure 12, sert de chambre a 

irradiation. Les echantillons y sont immediatement inseres apres la lyophilisation et on y 

atteint une pression de 10"8 a 10~9 Torr. Dans cette chambre se trouve un canon a 

electrons (0 a 50uA) forme d'un filament de tungstene emettant des electrons de basse 

energie (0 a lOOeV) ainsi qu'une serie de lentilles sur lesquelles sont appliques differents 

potentiels afin d'accelerer et focaliser les electrons. Ceux-ci quittent finalement le 

monochromateur selectionnant l'energie desiree avant de percuter la cible. La taille du 

faisceau d'electrons peut etre determinee en variant la tension appliquee sur chaque 

lentille et sa distribution spatiale peut etre visualisee grace a un ecran phosphore qui 

fluoresce lors de l'interaction avec les electrons. Avant chaque irradiation, la taille du 

faisceau d'electron est minutieusement fixee afin d'obtenir le meme diametre que la 

surface d'ADN a irradier. 

TOP VIEW 

Figure 12: Vue generale de la chambre d'irradiation. A: Pompe turbo-moleculaire 
(520Vs); B: Jauge ionique; C: Boite a gants fermee hermetiquement; D: Canon 
d'electrons; E: Sonde Kelvin; F: Fenetre; G: Analyseur de gaz residuel (RGA); H: 
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Fenetre; 1: Porte d'acces; J: soufflet Anti-vibration; K: Commande de rotation; L: Porte 
echantillons; M: Alimentations electriques; N: Commande lineaire; 0: Fenetre. 

La chambre a irradiation comporte egalement une plaque tournante servant de 

porte-echantillons pouvant accueillir 10 cibles. Afin de s'assurer qu'une seule cible est 

irradiee a la fois, un potentiel de -9V est applique sur les autres echantillons afin de 

repousser les electrons qui pourraient etre devies. Ce porte-echantillons est illustre a la 

figure 13 : 

ABfcrfeB d :0/A.\p. .4 

M O Q i . O i 

Figure 13 : Porte-echantillons. A: Support a echantillons avec feuille de Tantale, B: 
Porte echantillons fixe sur un plateau horizontal tournant. 

Enfin, une cage de Faraday munie d'une fente de 0.33mm occupe un site du 

porte-echantillons afin de permettre la mesure du courant d'electrons transmis. 

Lors de 1'etude sur 1'influence de l'environnement moleculaire sur les dommages 

induits a l'ADN par les EBE, un courant transmis de 1.5nA (1.2xl010 

electrons/seconde/cm2) a ete garde constant, l'energie a ete fixee a 10 ± 0.5 eV et le 

nombre d'electrons incidents sur la cible a varie de 0 a 25.3xl0n electrons (temps 

d'irradiation entre 0 et 3min). 
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II.4. Analyse par gel d'electrophorese 

Une fois irradies par les electrons de lOeV, les echantillons d'ADN sont retires de la 

chambre d'irradiation et recuperes dans lOul de solution TE (lOmM Tris, ImM EDTA). 

A chacune de ces solutions sont ajoutees 3ul de tampon augmentant la densite de la 

solution (15% ficoll, 0.25% xylene cyanol) ainsi que 3ul de SYBR GREEN I lOOx dilue 

dans le DMSO. Avant d'etre introduits dans le gel (prealablement marque avec 8ul de 

SYBR GREEN I lOOOOx), les echantillons sont incubes 15 minutes a 4°C afin de laisser 

la molecule fluorescente s'intercaler entre les bases de l'ADN. Les dommages sont 

ensuite analyses par electrophorese (Figure 14) dont le principe est le suivant: 

Melange 
de fragments 

| 5 d'ADN de tailles 
V differentes 

rw&ttru 

i , 9 e ' 
I plaques 
fl^de verre 

rii'^r isu 

anode 

gel a la fin 
du processus 

Figure 14: Principe du gel d'electrophorese 
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Une solution d'ADN contenant des fragments de differentes tailles est placee a 

l'interieur d'une matrice semi-solide. Lorsqu'un champ electrique est applique sur le gel, 

les fragments charges se deplacent a une vitesse qui depend de leur taille et de leur 

charge. Les petits fragments migreront done plus rapidement a travers les pores que les 

plus gros fragments. Suivant ce principe, les solutions d'ADN irradiees et marquees au 

SYBR GREEN I ont ete deposees sur un gel d'agarose 1% baignant dans une solution de 

TAE (Tris base, acetique glacial et EDTA). Les echantillons ont migres dans un champ 

electrique de 100V pendant 7 min et de 75V pendant les 90 minutes suivantes permettant 

de separer les plasmides de formes surenroules, circulaires et lineaires. 

Suite a la migration des echantillons, le gel a ete balaye avec le STORM860 

utilise en mode « blue fluorescence » (Molecular dynamics) avec une longueur d'onde 

d'excitation de 450nm, correspondant a celle du SYBR GREEN I. Afin de se desexciter, 

la molecule fluorescente emet une lumiere verte de 550nm. C'est cette lumiere qui est 

detectee et qui permet de visualiser les bandes sur le gel. L'intensite de chaque bande 

peut ensuite etre analysee par un logiciel tel Image Quant afin de quantifier l'ADN dans 

chacune des formes. 

Bien que le SYBR GREEN I soit une excellente alternative au bromure 

d'ethidium du a sa toxicite inferieure et sa plus grande sensibilite, son principal defaut est 

qu'il se lie plus facilement a l'ADN lineaire qu'a l'ADN de forme surenroule, sous-

estimant la quantite de ce dernier. Afin de remedier a ce probleme, un facteur de 
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correction a ete calcule en comparant 1'intensite de 235ng d'ADN de forme surenroulee 

avec 235ng d'ADN de forme lineaire deposes dans deux puits differents d'un gel 

d'electrophorese. L'ADN lineaire a ete obtenu en incubant, pendant lhOO a 37 °C, 4.7ul 

de plasmide de concentration 0.05ug/ul avec 0.5ul d'enzyme de restriction ECOR1 (qui 

coupe entre les bases G et A), lul de tampon no.l servant a optimiser la digestion et 3.8ul 

de ddHaO afin d'avoir un volume total de lOul. En comparant l'intensite des deux 

bandes, il a ete determine que le SYBR GREEN se lie 1.2 fois plus a l'ADN lineaire. Ce 

facteur a ete utilise dans les calculs afin de normaliser les resultats. II est important de 

noter que ce facteur doit etre recalcule apres chaque extraction d'ADN. Dans ce cas-ci, le 

meme facteur a pu etre utilise pour toute la duree des experiences puisqu'elles ont toutes 

ete effectuees avec des plasmides provenant de la meme extraction. 

II.5. Calcul des rendements de cassures simple brin et de perte d'ADN 
surenroule 

Les rendements (nb. de bris par electron incident par molecule d'ADN) pour la 

formation de cassures simple brin et la perte d'ADN surenroule ont ete calcules a partir 

de la pente initiale (S, %/ electron) des courbes dose-reponse grace a l'equation suivante : 

Y = S (%/ electron) x nb. molecules d'ADN Equation 1 

f(%) x nb. molecules d'ADN 

ou f est le pourcentage d'ADN surenroule dans les echantillons conserves en solution. 
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C H A P I T R E I I I . RESULTATS 

III. l . Dommages en fonction de l'exposition aux electrons de lOeV 

Plusieurs etudes precedentes ont ete consacrees sur le comportement des courbes 

dose-reponse pour la formation de cassures simples brins et la perte d'ADN surenroule 

induites par des electrons de differentes energies. Ces experiences ont permis de 

demontrer qu'a faible exposition, le pourcentage d'ADN circulaire et surenroule depend 

de facon lineaire du nombre d'electrons incidents. Ces experiences sont primordiales, 

puisque les pentes initiales des courbes dose-reponse serviront a calculer les rendements 

de cassures simples brins et de perte d'ADN surenroule. 
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lU Nombre d'electrons incidents (xlO ) 

Figure 15: Courbe dose-reponse pour des plasmides irradies en presence (•) ou absence 
(•) de 12 ions organiques/ nucleotide. La pente initiale de chaque courbe a ete 
determinee en utilisant les 3 premiers points. La figure 6A represente la formation de 
cassures simple brin alors que la figure 6B represente la perte d'ADN surenroule. La 
densite de courant a ete gardee constante a 1.2x10 electrons/seconde/cm tout au long 
de 1' experience. Chaque point correspond a la valeur moyenne de 4 echantillons ± ecart-
type. 
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La figure 15 illustre done les courbes dose-reponse pour des plasmides irradies avec 

des electrons de lOeV en presence (•) ou absence (•) de 12 ions organiques/ nucleotide 

pour des durees variant entre 0 et 2min (0 a 17xlOu electrons incidents). Le panneau A 

represente la formation de cassures simple brin en fonction du nombre d' electrons 

incidents alors que le panneau B represente la perte d'ADN surenroule. La densite de 

courant a ete gardee constante a 1.2x10 electrons/s/cm toute la duree de l'experience. 

Chaque point correspond a la valeur moyenne de 4 echantillons ±l'ecart-type. A dose 

nulle, les echantillons representent des films d'ADN qui ont ete lyophilises, mis sous vide 

sans jamais etre irradies et recuperes. Le pourcentage d'ADN surenroule dans les films 

non irradies en presence de 12 ions organiques/ nucleotide est plus eleve qu'en absence 

de Tris et d'EDTA, soit 94% comparativement a 91% respectivement. Cette observation 

mene a un premier indice quant a un effet protecteur induit par les ions organiques, et ce, 

meme en absence d'irradiation. Tel qu'attendu, le pourcentage d'ADN circulaire 

augmente continuellement avec l'exposition, alors que le pourcentage d'ADN surenroule 

diminue et ce, pour les deux types de films. De plus, la portion lineaire de la courbe dose-

reponse se trouve entre 0 et 2.5x101' electrons incidents, independamment de la quantite 

d'ions organique presente dans les films d'ADN. Par contre, la valeur des pentes initiales, 

calculees a partir des 3 premiers points de chaque courbe, differe selon la quantite d'ions 

organiques presente. En effet, la figure 15 demontre que la pente est deux fois plus elevee 

en absence d'ion organique qu'en presence de 12 ions organiques/ nucleotide, supposant 

que l'ADN est 2 fois plus fragile en absence de Tris et d'EDTA. 
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III.2. Comportement des echantillons non irradies en fonction de la 
quantite d'ions organiques/ nucleotide 

Avant de comprendre comment la presence d'ions organiques modifie l'interaction 

des EBE avec l'ADN, il est primordial de connaitre le comportement des echantillons 

non irradies en presence de differentes quantites de Tris et d'EDTA. Differents films 

d'ADN possedant entre 0 et 32 ions organiques/ nucleotide ont ete deposes sur le tantale, 

lyophilises, mis sous vide et recuperes, mais n'ont subi aucune exposition aux electrons. 

La figure 16 demontre le pourcentage d'ADN surenroule mesure en fonction du nombre 

d'ions organiques/ nucleotide present dans les films d'ADN. Chaque point correspond a 

la valeur moyenne de 4 echantillons ± l'ecart-type. 
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Figure 16 : Pourcentage d'ADN surenroule dans les echantillons non irradies deposes sur 
une surface de tantale, en fonction de la quantite d'ions organiques/ nucleotide. Chaque 
point correspond a la valeur moyenne de 4 echantillons ± ecart-type. 

C'est en absence de Tris et d'EDTA que le pourcentage d'ADN surenroule est le 

plus bas, soit 86%. De plus, la grande erreur sur la mesure demontre Pinstabilite de 

l'ADN lorsqu'il est depourvu d'ion organique a sa proximite. Un fait surprenant est que 

la presence d'un seul ion/ nucleotide a un effet drastique sur la proportion d'ADN 

surenroule, l'augmentant de 86% a 91%. Ce pourcentage continue d'augmenter pour 

atteindre un maximum de 92% en presence de 2 ions organiques/ nucleotide. Au-dela de 

cette valeur, l'ajout d'ions organiques supplementaires n'a aucun effet significatif sur le 

pourcentage d'ADN surenroule dans le film, comme Pillustre le plateau qui s'etend 

jusqu'a 32 ions organiques/ nucleotide. Dans les films d'ADN en presence d'une 

Ariane Dumont - 3 7 -



Resultats 

importante quantite de Tris et d'EDTA, les echantillons sont beaucoup plus stables et 

reproductibles tels que demontrent les plus petites erreurs sur les mesures. La figure 16 

demontre clairement que la presence d'ions organiques dans les films d'ADN non 

irradies diminue de facon importante la quantite de cassures simple brin, supportant 

l'hypothese d'un role protecteur. 

III.3. Dommage en fonction de Pepaisseur du film et du nombre d'ions 
organiques/ nucleotide dans le film 

La meilleure strategic afin d'etudier l'influence des ions organiques sur les 

dommages induits a l'ADN par les EBE consiste a mesurer le rendement de cassures 

simples brins dans des films contenant differente quantite de Tris et d'EDTA. 

Pour chacune des proportions d'ions organiques etudiees, 12 echantillons (contenant 

tous 260ng d'ADN) ont ete utilises comme controles non irradies, c'est-a-dire lyophilises, 

mis sous vide et recuperet, alors que 12 autres echantillons identiques ont ete exposes 

aux electrons de lOeV pour une duree de 15sec (1.4xlOn electrons). Ce temps 

d'exposition a ete choisi, puisqu'il se situe dans la portion lineaire de la courbe dose-

reponse (voir figure 15). La pente lineaire a pu etre determinee de facon precise et a 

permis de calculer le rendement de cassures simples brins grace a 1'equation 1. Cette 

mesure exprime le nombre de bris induit a une molecule d'ADN par un electron de lOeV. 
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Figure 17: A. Rendement experimental de cassures simple brin induit par les electrons de 
1 OeV en fonction de la quantite d'ions organiques/ nucleotide. 

B. Comparaison du rendement experimental (•) avec le rendement attendu (ligne 
pointillee) pour la formation de cassures simple brin induite par des electrons de lOeV, en 
fonction de 1'epaisseur du film d'ADN. La ligne continue correspond au lissage des 
points experimentaux. Chaque point correspond a la valeur moyenne de 12 echantillons 
irradies 15 sec. (dans la portion lineaire de la courbe dose-reponse) ±ecart-type. La 

in 9 

densite de courant etait de 1.2x10 electrons/seconde/cm 

La figure 17A illustre les rendements de cassures simple brins en fonction du 

nombre d'ions organiques/ nucleotide. Encore une fois, la grande erreur sur la mesure du 

rendement dans les echantillons en absence d'ion organique reflete Pinstabilite de 1' ADN 

dans cette condition. C'est egalement en absence de Tris et d'EDTA que le rendement est 

pratiquement le plus eleve, soit 13xl0"14 bris/molecule d'ADN/electron. L'augmentation 
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apparente du rendement par l'ajout d'un ion organique/ nucleotide n'est pas significative 

a l'interieur des erreurs. Le rendement de cassures simples brins diminue ensuite de facon 

drastique jusqu'a 8 ions organiques/ nucleotide pour atteindre une valeur de 2xl0~14 

bris/molecule d'ADN/electron, ce qui correspond a une diminution de 85%. On peut 

ensuite observer un effet de saturation jusqu'a 32 ions organiques/ nucleotide. C'est done 

l'ajout de 8 ions organiques/ nucleotide qui semble offrir l'effet protecteur maximal. 

Tel qu'illustre par la figure 11, les molecules Tris et EDTA sont relativement grosses 

et contribuent de facon importante a l'epaisseur des films. Les rendements experimentaux 

de cassures simples brins mesures a la figure 17A sont done exprimes en fonction de 

l'epaisseur des films a la figure 17B. Ces epaisseurs ont ete estimees en assumant que la 

densite des ions organiques etait la meme que l'ADN, soit 1.7g/ cm3 (FASMAN, 1975) et 

en tenant compte que chaque echantillon possede une quantite constante d'ADN (260ng) 

qui contribue a lOnm de l'epaisseur totale du film. Les epaisseurs calculees sont listees 

au tableau 1 de la section precedente en fonction du nombre d'ions organiques presents 

dans le film. Ce tableau demontre que l'ajout d'aussi peu que 8 ions organiques/ 

nucleotide augmente l'epaisseur du film de 3.4 fois. Dans ce cas, l'ADN represente 

seulement 29% de l'epaisseur totale du film. II est done essentiel de connaitre la quantite 

d'ions presents pendant la preparation des echantillons afin d'inclure leur contribution 

dans les calculs d'epaisseurs des films. Les rendements experimentaux mesures a la 

figure 17A sont exprimes a la figure 17B en fonction de l'epaisseur moyenne des films. 

La ligne solide correspond au lissage des points experimentaux. 
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Lorsque les electrons traversent le film d'ADN, ils perdent progressivement de 

l'energie en faisant des collisions inelastiques avec les molecules qu'ils rencontrent. La 

section efficace pour l'induction de cassures simple brin varie done continuellement a 

mesure que les electrons penetrant dans le film. A un certain point, ces derniers n'auront 

plus l'energie suffisante pour induire des cassures supplementaires a l'ADN. Le nombre 

d'electrons pouvant induire des bris va done decroitre en fonction de l'epaisseur des 

films, menant a la decroissance du rendement de cassures simple brin. Cette attenuation 

du nombre d'electron en fonction de l'epaisseur des films peut etre decrite 

mathematiquement par une multiplication de decroissances exponentielles qui dependent 

de l'energie de l'electron (CAI et al, 2006). La ligne pointillee a la figure 17B represente 

la meilleure exponentielle decroissante passant par les donnees experimentales des 

cassures simple brin. En d'autres termes, cette courbe represente les rendements attendus 

dependant strictement de l'epaisseur des films. Clairement, cette courbe ne superpose pas 

correctement les rendements mesures, indiquant que les resultats obtenus ne peuvent pas 

etre expliques seulement par un effet d'epaisseur des films. En effet, la comparaison des 

rendements experimentaux avec la courbe pointillee demontre que les valeurs mesurees 

decroissent beaucoup plus rapidement en fonction de l'epaisseur des films que ce qui 

etait attendu, indiquant qu'un autre facteur intervient dans la diminution du rendement de 

cassures simple brin. 
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III.4. Dommage en fonction du nombre d'ions organiques/ nucleotide 
induit par des electrons de lOeV dans des films d'ADN 

d'epaisseur constante 

L'experience suivante a pour mandat de demontrer que la diminution du 

rendement de cassures simples brins observee a la figure 17 n'est pas seulement due a 

l'epaisseur croissante des films, mais qu'elle est plutot generee par un effet protecteur des 

ions organiques. Differents films d'ADN possedant entre 0 et 8 ions organiques/ 

nucleotide ont ete prepares en s'assurant que l'epaisseur demeurait constante a 5MC, afin 

que le rendement mesure soit independant de l'epaisseur. La quantite d'ADN dans le film 

decroit done a mesure que la quantite d'ions organiques augmente (voir tableau 2, section 

methode experimentale). Les rendements de cassures simples brins ont ete mesures de la 

meme facon qu'a la figure 17 et sont donnes a la figure 18 en fonction de la quantite 

d'ions organiques/ nucleotide (•). Chaque mesure correspond a la valeur moyenne de 6 

echantillons ± l'ecart-type. 
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Figure 18: Comparaison du rendement fheorique de CSB pour des films d'epaisseur 
constante (5MC), si la presence d'ions organiques n'a aucun effet (ligne pointillee) avec 
le rendement experimental (•) a epaisseur constante en fonction du nombre d'ions 
organique/ nucleotide. Chaque point correspond a la valeur moyenne de 6 echantillons 
— ecart-type. 

En absence d'ion organique, le rendement est tres eleve, soit 13xl0"14 bris/ 

molecule d'ADN/ electron. Le rendement diminue ensuite de facon dramatique en 

fonction du nombre d'ions organiques/ nucleotide dans le film. Encore une fois, 

1'augmentation du rendement en presence d'un ion/ nucleotide n'est pas significative. La 

presence de 2 ions organiques/ nucleotide est suffisante pour decroitre le rendement 

d'approximativement 70%, alors que la presence de 8 ions organiques/ nucleotide 

diminue le rendement de 88%. Pour les besoins de l'etude, le nombre d'ions organiques/ 

nucleotide a ete limite a 8, puisque pour conserver des films de 5MC d'epaisseur, l'ajout 
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d'ions organiques supplementaires resultent en une quantite insuffisante d'ADN pour 

effectuer une analyse precise des dommages. II est important de noter que cette 

experience a ete effectuee sur un substrat de tantale different que celui utilise pour 

mesurer les rendements mesures a la figure 17 (tantale evapore sur silicium vs feuille de 

tantale, respectivement). Pour cette raison, les rendements absolus de cassures simples 

brins obtenus a la figure 18 ne peuvent etre compares a ceux obtenus a la figure 17. 

Seules les tendances obtenues sur une meme surface seront analysees. 

La ligne pointillee represente les rendements de CSB attendus dans des films 

d'epaisseur constante dans le cas ou les ions organiques n'ont aucun effet. La 

comparaison de cette courbe avec les rendements experimentaux de cassures simples 

brins demontre clairement que les ions organiques protegent l'ADN des dommages 

induits par les electrons de lOeV. 
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CHAPITREIV. DISCUSSION 

La presente etude avait pour but de comprendre comment la presence d'ions 

organiques sous forme de Tris et EDTA a proximite de l'ADN pouvait modifier 

l'interaction des electrons de basse energie avec l'ADN afin de mieux connaitre les 

mecanismes fondamentaux menant aux dommages a l'ADN dans des conditions se 

rapprochant un peu plus des conditions cellulaires. A cause de sa charge positive sur son 

groupement NH3, il est attendu que la molecule Tris soit attiree par la charge negative du 

groupement phosphate de l'ADN. Quelques autres molecules devraient se loger a 

l'interieur des petits et grands sillons de l'helice d'ADN alors que les molecules 

supplementaires vont probablement se cristalliser au moment de la lyophilisation. Par 

contre, la probability que la molecule d'EDTA interagisse avec l'ADN est beaucoup plus 

faible due a la presence de ses quatre charges negatives. A premiere vue, les molecules 

d'EDTA faisant partie de l'environnement moleculaire de l'ADN semblent prendre part a 

1'augmentation de l'epaisseur des films, sans toutefois jouer un role significatif dans la 

diminution du rendement de cassures simples brins induit par les electrons de lOeV. C'est 

plutot la molecule Tris qui semble etre responsable du phenomene de radioprotection 

observe. 

L'experience en fonction de 1'exposition aux electrons de lOeV avec des films en 

absence ou presence de 12 ions organiques/ nucleotide a demontre que meme en absence 

d'irradiation, soit a dose nulle, les ions organiques semblent avoir un effet stabilisateur ou 

protecteur. En effet, le pourcentage d'ADN surenroule dans les films en presence de 12 
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ions organiques/ nucleotide est plus eleve que dans les films en absence de Tris et EDTA. 

A partir de ces resultats, il demeure tout de meme difficile de dire de quelle source de 

dommages les ions protegent l'ADN. Les cassures peuvent etre induites par le substrat de 

tantale, par le procede de lyophilisation ou meme lors de la recuperation des echantillons. 

La reponse lineaire en fonction de l'exposition se situe toujours entre 0 et 2.5xlOH 

electrons et ce, pour les deux types de films. La presence d'ions organiques influence par 

contre la valeur de la pente initiale de la courbe dose-reponse qui est proportionnelle au 

nombre de bris induit a une molecule d'ADN par un electron de lOeV. La comparaison 

des pentes affirme que les electrons de lOeV induisent deux fois plus de bris dans les 

films d'ADN depourvus d'ion organique, ce qui indique que l'ADN est plus fragile en 

absence de Tris et EDTA. Ce sont les premiers resultats a supporter l'hypothese que les 

ions organiques, protegent l'ADN des dommages induits par les electrons de basse 

energie. 

Une analyse du comportement des controles non irradies en fonction du nombre 

d'ions organiques/nucleotide dans les films d'ADN a permis de confirmer que leur 

presence empechait la degradation de l'ADN lors du depot sur le tantale, de la 

lyophilisation et de la recuperation des echantillons. L'ajout d'un seul ion 

organique/nucleotide permet d'augmenter la proportion d'ADN surenroule de 86% a 

91%. Par contre, cet effet sature tres rapidement, puisqu'au dela de 2 ions organiques/ 

nucleotide, il est impossible d'augmenter le pourcentage d'ADN surenroule au-dessus de 

92%. 
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A priori, il est difficile de determiner de facon exacte quelles etapes du processus 

qu'ont subi les echantillons non irradies sont a l'origine de la formation de cassures a 

l'ADN. En supposant que la surface de tantale en soit responsable, la couche d'ADN 

directement en contact avec le substrat serait completement detruite. Dans un film 

d'ADN de SMC d'epaisseur, dont les molecules sont uniformement distributes sur la 

surface, cela impliquerait que 20% du film serait endommage par le tantale, laissant 80% 

de l'ADN intact (soit sous la forme surenroule). Or, le pourcentage d'ADN surenroule 

mesure dans les echantillons non irradies en absence de Tris et d'EDTA est de 86%. 

Sachant que nos films comportent des irregularites dans la distribution d'ADN, demontre 

par les images obtenues au microscope a fluorescence, ce resultat est tout a fait en accord 

avec l'hypothese que le tantale joue un role important dans l'induction de cassures simple 

brin a l'ADN. L'ajout d'un ion organique/nucleotide aux echantillons purifies entraine 

egalement l'augmentation de l'epaisseur du film delOnm a 14nm. En supposant toujours 

que le tantale soit responsable des cassures simple brin dans les echantillons non irradies, 

seule la monocouche directement en contact avec le substrat serait endommagee. Le 

pourcentage d'ADN surenroule dans les films d'ADN uniformement distribue passerait 

de 20% a 14%. Selon cette hypothese, la presence d'un ion organique/ nucleotide dans les 

films d'ADN non irradies augmenterait la proportion d'ADN surenroule de 6%. En effet, 

la figure 16 a demontre que le pourcentage d'ADN surenroule a passe de 86% a 91% 

grace a l'ajout d'un ion organique/ nucleotide. L'analyse des resultats de la figure 16 a 

done permis d'elucider que le tantale detruisait la couche d'ADN reposant sur celui-ci, 

expliquant la formation de cassures simple brin avant meme 1'exposition aux radiations. 

La protection apportee par la presence des ions organiques constitute done une protection 
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physique qui se traduit par le fait qu'en presence de Tris et d'EDTA, l'epaisseur du film 

augmente alors que seule la couche d'ADN reposant sur le tantale subit des dommages. 

Done, plus la quantite d'ions organiques augmente dans le film, plus petite est la 

proportion d'ADN endommage et plus grande est la proportion d'ADN qui demeure 

intacte. 

Dans l'experience en fonction de l'exposition aux electrons, le pourcentage d'ADN 

surenroule dans les films d'ADN non irradies en absence d'ion organique etait de 91%, 

alors qu'a la figure 16, il est de 86%. Cette difference s'explique entre autre par le fait 

qu'il existe une grande variabilite dans la distribution d'ADN sur le tantale entre les 

differentes lyophilisations. De plus, le tantale, etant nettoye aux ultrasons et reutilise 

apres chaque experience, est egalement une source de variabilite selon le nombre de fois 

qu'il a ete utilise. 

Aucun mecanisme n'a ete identifie pour expliquer que le tantale represente une 

source de dommages pour l'ADN. II est important de noter que nous travaillons avec un 

oxyde de tantale. Les dommages ne peuvent done pas etre attribues suite a l'oxydation. 

Nous proposons que le tantale perturbe les orbitales electroniques des molecules 

constituant l'ADN, entrainant un changement possible dans sa conformation. L'ADN 

devient ainsi plus sensible a l'induction de cassures simple brin. Evidemment, une etude 

plus approfondie portant sur la mesure de la distribution d'ADN sur le tantale a l'aide 

d'un microscope a force atomique permettrait d'identifier plus clairement le mecanisme a 

l'origine de cette observation. 
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La mesure du rendement de cassure simple brin dans des films d'ADN (260ng) ayant 

entre 0 et 32 ions organiques/ nucleotide a permis d'identifier de facon plus directe une 

protection induite par les molecules Tris et EDTA (figure 17). C'est en absence d'ion 

organique que les electrons de lOeV generent le plus de cassures simple brin dans les 

films d'ADN, demontrant une fois de plus la fragilite de l'ADN lorsqu'il est depourvu 

d'ion a sa proximite. Le rendement de CSB decroit ensuite de 85% par l'ajout de 8 ions 

organiques/ nucleotide, ce qui represente la protection maximale pouvant etre apportee 

par le Tris et l'EDTA. Les rendements de CSB saturent ensuite a une valeur de 2x10~14 

bris/molecule d'ADN/electron jusqu'a 32 ions organiques/ nucleotide. II est important 

d'accorder une attention particuliere aux unites dans lesquelles le rendement de cassures 

simple brin est exprime. Chacun des rendements mesures au cours de cette experience est 

donne par molecule d'ADN. Les rendements sont done independant du nombre de 

molecules d'ADN que possedent les films irradies et done independant de la dilution de 

l'ADN par la presence des molecules Tris et EDTA. Ceci implique que la diminution du 

rendement de cassures simple brin observee en fonction du nombre d'ions organiques/ 

nucleotide dans des films possedant 260ng d'ADN ne peut etre expliquee par un effet de 

dilution. Afin d'elucider l'origine du puissant effet protecteur des ions organiques, il 

faudra considerer la dependance du rendement de CSB en fonction de l'energie des 

electrons, de l'intensite du faisceau d'electrons ainsi que de l'epaisseur des films. 

L'estimation de l'epaisseur des films contenant 260ng d'ADN en fonction de la 

quantite d'ions organiques/ nucleotide presente a permis de demontrer l'importante 
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contribution qu'apportent les molecules Tris et EDTA a l'epaisseur totale du film. 

L'ajout de 8 ions organiques/ nucleotide a eu pour consequence d'augmenter d'un facteur 

3.4 l'epaisseur du film, ce qui signifie que l'ADN ne represente que 29% de l'epaisseur 

totale. La figure 17B illustre bien cette rapide augmentation de l'epaisseur en fonction de 

la quantite de Tris et EDTA passant de lOnm pour les films en absence d'ion organique, 

jusqu'a 120nm pour les films ayant 32 ions organiques/ nucleotide. II est done essentiel 

de connaitre la quantite de tout autres molecules presentes lors de la preparation des 

echantillons, que se soit des ions, des sels ou des proteines, afin d'inclure leur 

contribution dans les calculs d'epaisseur. Ne pas considerer la contribution de ces 

molecules dans les calculs d'epaisseur aurait pour effet de dormer des valeurs erronees de 

sections efficaces et de longueurs effectives d'electron. En effet, lorsque les electrons 

traversent le film d'ADN, ils perdent graduellement de l'energie en faisant des collisions 

inelastiques avec les molecules qu'ils rencontrent. Comme les sections efficaces 

dependent de l'energie, elles varient a leur tour a mesure que les electrons penetrant le 

film, expliquant l'importance de connaitre l'epaisseur exacte de ceux-ci. Par exemple, si 

les films d'ADN sont en realite plus epais que ce qu'il avait ete prealablement estime, les 

sections efficaces pour l'induction de cassures simple brin seront sous estimees. 

Heureusement, les sections efficaces pour la formation de cassures simple brin induite 

par les electrons de basse energie calculees par Panajotovic et al. ont ete mesurees dans 

des films d'ADN purifie, i.e contenant une quantite minimale de Tris et EDTA 

(PANAJOTOVIC etal. 2006). 
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A premiere vue, la decroissance des cassures simple brin observee a la figure 17A 

pourrait etre attribute au fait qu'a partir d'une certaine epaisseur, les electrons ne peuvent 

pas atteindre les molecules d'ADN plus profondes et leur induire des dommages. La 

comparaison des rendements experimentaux en fonction de 1'epaisseur des films (illustree 

a la figure 17B) avec les rendements attendus dependant strictement de l'effet d'epaisseur 

(ligne pointillee) demontre que la decroissance des dommages a l'ADN est en partie 

expliquee par cet effet d'epaisseur croissante des films. Neanmoins, le rendement mesure 

decroit beaucoup trop rapidement pour etre explique par seule 1'attenuation des electrons 

en fonction de la profondeur du film. Necessairement, un second facteur intervient afin 

de reprimer la formation de cassures simple brin. Puisque les rendements sont exprimes 

par molecule d'ADN, la dilution de l'ADN par la presence des molecules Tris et EDTA 

ne peut expliquer la protection observee. La protection de l'ADN contre les dommages 

induits par les electrons de basse energie par la presence d'ions organiques demeure une 

explication plausible. Cependant, ces derniers resultats ne sont pas suffisants pour 

confirmer l'hypothese, puisque l'augmentation rapide de l'epaisseur des films camoufle 

en partie la diminution du rendement de cassures simple brin due a la presence d'ions 

organiques. Une seconde experience a done ete effectuee en irradiant des films 

d'epaisseur constante (5MC) contenant differentes quantites d'ions organiques variant 

entre 0 et 8 ions organiques/ nucleotide avec des electrons de lOeV afin de verifier plus 

precisement si ces dernieres molecules repriment la formation de bris. 

L'irradiation des films d'epaisseur constante de 5MC contenant des ions organiques 

variant entre 0 et 8 ions organiques/ nucleotide avec des electrons de 1 OeV a permis de 
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mesurer avec exactitude l'influence des molecules Tris et EDTA sur les dommages 

induits a l'ADN, puisque cette experience est independante de l'epaisseur des films, 

independante du nombre de molecule d'ADN dans les films et par le fait meme 

independante de l'effet de dilution. Les mesures ont demontre que le rendement de 

cassures simple brin est maximal en absence d'ion organique, soit 13xl0"14 bris/ molecule 

d'ADN/ electron, et qu'il diminue ensuite de facon drastique en fonction de la quantite 

d'ion organique/ nucleotide presente. La presence de 2 ions organiques/ nucleotide a 

diminue le rendement de 70% alors que l'ajout de 8 ions organiques/ nucleotide a 

diminue le rendement de 88%. Etant donne que le rendement de cassures simple brin est 

independant de l'epaisseur du film et du nombre de molecules d'ADN, cela implique que 

si les ions organiques n'influencent pas le nombre de bris induit par les electrons de basse 

energie, le rendement de CSB sera constant (ligne pointillee, figure 18). La comparaison 

des rendements mesures et des rendements attendus si les ions n'ont aucun effet confirme 

que la presence d'ions organiques protege l'ADN des dommages induits par les electrons 

de basse energie et illustre 1'amplitude de cet effet protecteur en fonction du nombre 

d'ions organiques present dans le film. Le fait que le rendement de cassures simple brin 

diminue de facon aussi importante entre 0 et 2 ions organiques/ nucleotide demontre que 

ce sont les molecules a proximite de la structure de l'ADN qui ont la plus forte influence 

sur la formation de bris. 

Plusieurs molecules ayant des proprietes « radioprotectrices » sont connues pour agir 

sur une echelle de temps radiochimique (10"13-10"10s). Par exemple, les composes 

possedant un thiol sont d'excellents « scavengers » de radicaux libres pour les especes 
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reactives tels que les radicaux hydroxyl (CADET et al, 1999) (CADET et al, 2005). Par 

contre, il n'existe aucun exemple de molecules protegeant l'ADN des dommages induits 

par les EBE tel que demontre par ce travail. Afin de determiner comment les ions 

organiques protegent l'ADN des dommages induits par les EBE, il faut d'abord connaitre 

et comprendre les mecanismes menant a la formation de CSB. 

A lOeV, les CSB de l'ADN proviennent essentiellement des resonances « core-

excited ». C'est-a-dire que la formation de l'anion transitoire consiste en un electron 

piege par l'affinite electronique positive d'un etat electronique excite d'une sous-unite de 

l'ADN. Lorsque l'electron est, par exemple, temporairement capture par le groupement 

phosphate de l'ADN, l'etat genere peut etre dissociatif dans la region de Frank Condon, 

menant ainsi a la rupture du lien C-O de l'helice d'ADN (PAN ET SANCHE, 2006) 

(ZHENG et al., 2005). La rupture de ce lien mene inevitablement a une CSB. L'electron 

incident peut egalement etre capture par une base de l'ADN et etre ensuite transfere au 

groupement phosphate dormant lieu a une resonance « core-excited ». Encore une fois, 

l'anion PO4" peut se situer (ou non) dans un etat dissociatif menant a la formation de CSB 

(ZHENG et al, 2005). A lOeV, c'est le transfert de l'electron de la base au phosphate qui 

represente le mecanisme majeur menant a la formation de CSB (LI et al, 2008). A 

Fexclusion de la stabilisation de l'electron, les differentes voies de decroissance suivant 

la capture d'un electron par une base sont illustrees de facon schematique a la figure 19. 
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[Base*]" (E0) 

[Base] 
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e~(E0) 
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Figure 19: Canaux de decroissance de l'anion transitoire forme par un electron d'energie 
E0 sur une base de 1'ADN. Les mecanismes 1 a 3 represented les canaux elastiques, DEA 
et inelastique, respectivement. et" represente le transfert de 1'electron de la base ou du 
fragment anionique (voie 4) au groupement phosphate. 

A une energie initiale Eo= lOeV, l'electron a la possibility de s'accrocher 

temporairement a la base creant un anion transitoire « core-excited » [base*]". Selon la 

voie de decroissance 1, l'electron peut etre relache avec son energie initiale Eo dans le 

continuum (ec), c'est-a-dire dans le milieu environnant ou dans le vide. L'electron peut 

egalement etre transfere (et") a un autre site de l'ADN ou il formera un autre anion 

transitoire. Comme le demontre le schema, ce site peut correspondre au groupement 

phosphate de l'ADN, ce qui peut̂  eventuellement mener a la formation de CSB. La voie 

de decroissance 3 est similaire, a 1'exception que l'electron repart en laissant la base dans 

un etat electronique ou vibrationnel excite. L'electron relache possede done une energie 

inferieure a 1'energie initiale EQ. L'anion transitoire forme sur la base peut egalement 
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decroitre par attachement dissociatif (DEA, voie 2). Dans ce cas, les molecules vont se 

dissocier et l'electron restera accroche a un des fragments de l'ADN. L'electron situe sur 

le fragment anionique pourra a son tour etre transfere au groupement phosphate (voie 4) 

et mener a la formation de CSB. Un des mecanismes pouvant expliquer partiellement la 

protection de l'ADN par la presence d'ions organiques consiste en la restauration des 

dommages impliques dans les voies 2 et 4 par le transfert d'un proton de la molecule 

Tris. La figure 20 suivante montre un exemple de la capture d'un electron par la guanine 

qui possede le plus petit potentiel d'oxydation des quatre bases. 

G-

I 

G(-H)-+H- G(-H)'+'H-

I 
I 

P04- __* SSB 

Figure 20: Decroissance de la guanine anionique par attachement dissociative de 
l'electron suivi dii transfert de l'electron additionnel residant sur la guanine. 

L'anion transitoire G" peut decroitre par attachement dissociatif en une base 

anionique deshydrogenee et un radical H ou en une base deshydrogenee et un H". La 

formation de la base anionique deshydrogenee peut done mener a la formation d'une 

Ariane Dumont - 55 -



Discussion 

CSB via la voie 4 de la figure 19. Cependant, la molecule Tris presente dans les films 

d'ADN peut restaurer la base anionique en lui cedant un atome d'hydrogene et en 

acceptant un electron de celle-ci. Ce mecanisme, appele « Two-electron-coupled-proton-

transfer » (TECPT) ou « One-step-hydrogen-and-electron-transfer » (OSHET), resulte en 

une guanine non endommagee (voir figure 21). 

HO 

HO 

rlU 

HO 

H 
NHl ; * G(H)" 

1 

NK et G 

HO 

Figure 21: Restauration de la base deshydrogenee par la molecule Tris. 

Ce processus empeche le transfert de 1'electron du fragment anionique au 

phosphate et inhibe la voie 4. Evidemment, seules les molecules de Tris tres pres de la 

structure de l'ADN (celles se trouvant dans les petits et grands sillons de 1'ADN) peuvent 

participer a ce mecanisme. Cela supporte le fait que ce sont les 2 premiers ions 

organiques/ nucleotide ajoutes qui engendrent la plus grande protection. II a d'ailleurs 

ete demontre par le groupe de Jena et ses collaborateurs, a Taide d'un calcul DFT, que les 

dommages a l'ADN induits par les EBE, sous la forme de guanine anionique, pouvaient 
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etre repares par certains acides amines (cysteine et tyrosine) par les mecanismes TECPT 

ou OSHET et ce, aussi bien dans la phase gazeuse que aqueuse (JENA et al, 2009). Nos 

experiences etant effectuees en phase sohde, soit en absence de molecules d'eau, 

ressemblent done a la phase gazeuse etudiee par Jena et al. Le mecanisme de restauration 

impliquant le transfert d'un hydrogene de la molecule Tris est done plausible. Comme la 

molecule d'EDTA a tendance a accepter un atome d'hydrogene, il est peu probable 

qu'elle participe au processus de reparation. 

II est egalement possible que les parametres de resonances des anions transitoires 

impliques dans la formation de CSB soient modifies par la presence d'ions organiques 

dans les sillons de l'ADN. Ces changements pourraient etre en partie responsables de la 

diminution du rendement de CSB. La section efficace pour l'attachement dissociatif de 

l'electron sur une base, menant possiblement a la voie 4 (figure 19), est exprimee comme 

suit: 

aDEA(E) = acap(E)P s (1) 

Ou Ps represente la probability de survie de 1'anion transitoire et ccap(E), la section 

efficace de capture de l'electron par la base. acap(E) peut etre ecrit de la facon suivante: 

crcap(E) = A2g|jv 

rd 
(2) 

Tel qu'explique dans 1'introduction, la resonance est possible lorsque la longueur d'onde 

de l'electron est de l'ordre des distances interatomiques. X correspond done a la longueur 
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d'onde de Broglie de l'electron incident, g un facteur statistique, %v la fonction d'onde 

normalise d'une vibration nucleaire. Ta est la largeur en energie de la resonance et Td 

represente la largeur Frank-Condon. La largeur de la resonance definie un temps de vie Ta 

avant l'autodetachement, xa(R) = h/Ta(R). La probability de survie de l'anion transitoire, 

suite a la capture de l'electron, peut done etre exprimee de la facon suivante : 

Ps = exp •J 
Re dt 

f.(R) 
(3) 

Ou RE est la distance entre les atomes a une energie E (dans notre cas E=Eo=10eV) et Re 

correspond a la limite de dissociation (voir courbe de potentiel, introduction). Si on 

definit un temps de vie moyen ra et queK = X g\%v\ , 1'equation 1 devient: 

crDEA(E)=K exp (4) 

Ici, Tc (E) = |Rc - RE|/V, ou v est la vitesse relative moyenne de separation des fragments 

se dissociant. Par consequent, la section efficace d'attachement dissociatif de l'electron 

depend exponentiellement du ratio du temps de vie de l'anion transitoire et de la vitesse 

des fragments. 

Les memes equations peuvent etre derivees pour l'attachement dissociatif de 

l'electron sur le groupement phosphate. Cependant, dans ce cas, la probabilite de capture 

depend de la section efficace de capture directement par le PO4 a lOeV, de la probabilite 

de transfert de l'electron via la voie 1 (figure 19) a lOeV et la probabilite de transfert de 

l'electron via la voie 3 pour des energies inferieures. De plus, differents etats d'anions 
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transitoires doivent etre considered aux deux differentes energies. Malgre la complexity 

du probleme, les equations 1 a 4 indiquent qu'un changement dans Penvironnement de la 

base ou du phosphate va necessairement influencer la valeur de la section efficace 

d'attachement dissociatif de l'electron, plus specifiquement en modifiant le temps de vie 

de 1'anion transitoire (xa) et la limite de dissociation R .̂ II est connu que l'attachement 

dissociatif de l'electron sur les solides moleculaires ou sur les biomolecules, comme 

l'ADN, est fortement dependant de l'environnement (BASS ET SANCHE, 1998) 

(SANCHE, 2005). Par exemple, la modification du champ electrique a proximite d'une 

molecule cible peut considerablement alterer la section efficace d'attachement dissociatif 

de l'electron (BASS ET SANCHE, 1998). Ceci a ete verifie en changeant la distance 

entre une molecule subissant l'attachement dissociatif et son substrat de metal en 

intercalant un dielectrique inerte entre les deux. Pour de grande distance (>lnm), le 

champ electrique cree par la polarisation dans le dielectrique et le metal (induit par 

l'anion transitoire) augmente la section efficace de l'attachement dissociatif de l'electron 

en reduisant la valeur de Re dans Pequation 3 (BASS ET SANCHE, 1998). A des plus 

petites distances du metal (< lnm) , le champ electrique est suffisamment fort pour 

diminuer la section efficace de capture de l'electron et reduire le temps de vie xa de 

l'anion transitoire en augmentant le transfert de l'electron au metal (BASS ET SANCHE, 

1998) (SANCHE ET PARENTEAU, 1990). II a ete demontre que ce dernier mecanisme 

pouvait diminuer de deux ordres de grandeur la section efficace d'attachement dissociatif 

de l'electron sur TCh en phase condensee, lorsque la molecule cible reposait sur un 

substrat nu. En considerant la sensibilite de l'attachement dissociatif de l'electron aux 

modifications d'un champ electrique a proximite, il est peu probable que les 
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modifications du champ electrique dans l'ADN, causees par l'ajout d'ions organiques 

charges positivement (Tris), ne changent pas ODEA, menant a des dommages aux bases et 

a la rupture du lien C-O de l'helice d'ADN. Ces changements dans la distribution de 

charge interne, induits par la presence de cations a proximite de l'ADN, pourraient done 

etre responsables de la protection de l'ADN contre les dommages induits par les EBE. 
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CONCLUSIONS GENERALES 

Lorsque la radiation ionisante traverse la matiere biologique, elle depose son energie 

par des ionisations et des excitations, generant une grande quantite d'ions, de radicaux 

libres et d'electrons secondaires. Ces derniers, qui represented l'espece secondaire la 

plus abondante (40 000/MeV) (PIMBLOTT et al, 1996) (PIMBLOTT et al, 2007) 

(PLATZMAN, 1955), possede une energie se distribuant essentiellement entre 0 et 30eV. 

A cause du role crucial que ces electrons peuvent jouer dans le domaine de la 

radiobiologie et ses applications (ex. radiotherapie), plusieurs efforts ont ete mis en 

commun pour comprendre leur interaction avec les molecules d ADN. II a ete demontre 

que les electrons de basse energie (EBE) peuvent induire des cassures simples brins 

(CSB) a 1'ADN, via la formation d'anions transitoires qui decroissent par attachement 

dissociatif, ou dans d'autres etats electroniques dissociatifs menant a la fragmentation. 

Afin d'effectuer une etude complete des effets des electrons de basse energie sur la 

matiere biologique, il est necessaire de comprendre leur mecanismes d'interaction non 

seulement avec l'ADN, mais avec les constituants de son environnement. 

Les histones sont une composante importante de 1'environnement moleculaire de 

l'ADN. Leur charge positive leur permet de s'associer aux groupements phosphate 

anionique de l'ADN. Le role principal de ces proteines basiques consiste a organiser 

l'ADN et l'empaqueter afin de former la chromatine. Les cations sont une autre 
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composante importante de la cellule; ils jouent un role dans la stabilisation de la 

conformation B de l'ADN in vitro par leurs interactions avec les petits et grands sillons 

de l'ADN, ainsi qu'avec le groupement phosphate charge negativement. Avec les 

histones, ils participent egalement a la compaction de l'ADN pour former la chromatine. 

Ce projet visait done a etudier l'effet des ions organiques, sous forme de Tris et 

d'EDTA, sur les dommages induits a l'ADN par les electrons de basse energie afin de 

mieux comprendre les mecanismes menant aux cassures simple brin dans des conditions 

se rapprochant un peu plus de celles retrouvees en milieu cellulaire. Le Tris et l'EDTA 

ont ete choisis comme objet d'etude, puisqu'une solution de lOmM Tris et ImM EDTA 

correspond au tampon standard pour conserver l'ADN en solution. De plus, la molecule 

Tris possede un groupement amine (NH2) et l'EDTA possede 4 groupements 

carboxyliques (COOH). Ensembles, ils peuvent etres utilises comme modele simple pour 

les acides amines, unites structurales des proteines. Le ratio molaire de 10 :1 de Tris par 

rapport a l'EDTA a pour but d'imiter le comportement des histones qui sont riches en 

arginine et lysine, acides amines possedant un groupement amine charge positivement 

additionnel. Des films d'ADN d'epaisseurs variables contenant entre 0 et 32 ions 

organiques/ nucleotide ont done ete places sous vide et irradies avec des electrons de 

lOeV. II a ete demontre, a partir du comportement des echantillons non irradies, que le 

tantale endommage la couche d'ADN directement en contact avec sa surface. La quantite 

de dommage induite diminue ensuite a mesure que la quantite d'ions organiques/ 

nucleotide augmente dans le film. Par exemple, l'ajout d'un seul ion organique/ 

nucleotide augmente le pourcentage d'ADN surenroule de 86% a 91%. Cette protection 
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constitue seulement une protection physique attribuee au fait que plus la quantite d'ions 

organiques/ nucleotide augmente dans le film, plus l'epaisseur du film augmente et plus 

petite est la proportion d'ADN en contact direct avec le tantale. En d'autres mots, la 

protection apportee par les ions organiques dans les echantillons non irradies est 

expliquee par un effet de dilution de l'ADN. L'epaisseur des films contenant une quantite 

constante d'ADN (260ng) en fonction de la quantite de Tris et EDTA presente a ete 

estimee en assumant que la densite des ions etait la meme que l'ADN. Ces valeurs ont 

demontrees que l'epaisseur des films augmente tres rapidement en fonction de la quantite 

d'ions organiques presente. En effet, l'ajout de 8 ions organiques/ nucleotide augmente 

de 3.4 fois l'epaisseur totale du film. Ceci demontre Pimportance d'inclure la 

contribution de toute molecule presente lors de la preparation des echantillons, que ce soit 

des sels, des proteines, des molecules de cisplatine ou des nanoparticules d'or. Ne pas 

considerer leur contribution dans les calculs d'epaisseur aurait pour effet de dormer des 

valeurs erronees de sections efficaces et de longueurs effectives de 1'electron. 

La diminution du rendement de cassures simple brin observee dans les films ayant une 

quantite constante d'ADN est done fortement modulee par l'epaisseur croissante des 

films. Lorsque le film est trop epais, les electrons de lOeV ne penetrant pas suffisamment 

dans le film pour atteindre les molecules d'ADN trop profondes. Neanmoins, la 

comparaison des rendements de SSB attendus dependant strictement de l'effet 

d'epaisseur avec les rendements mesures demontre l'existence d'un effet protecteur 

genere par la presence d'ions organiques, dont Pimportance est toutefois difficile a 

evaluer. 
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Ce sont les experiences avec les films d'epaisseur constante qui ont permis de 

confirmer que les ions organiques ont le potentiel de proteger l'ADN contre les 

dommages induits par les electrons de basse energie. Selon les rendements de cassures 

simples brins mesures, les premiers ions organiques ajoutes offrent la protection 

maximale. En effet, l'ajout de 2 ions organiques/ nucleotide a diminue de 70% la 

formation de bris, alors que les ions additionnels n'apportent pratiquement aucune 

protection supplemental. Cet effet est done attribue aux molecules Tris qui se situent 

tres pres de la structure de l'ADN. A cause de leur charge positive, ce sont ces dernieres 

molecules qui sont le plus susceptibles d'etre a l'origine de l'effet protecteur observe par 

leurs interactions avec les petits et grands sillons de l'ADN, ainsi qu'avec le groupement 

phosphate. Leur promiscuite avec l'ADN induira une modification du champ electrique 

autour de ce dernier qui aura pour consequence d'alterer la valeur de la section efficace 

de capture, du temps de vie de l'anion transitoife forme sur la base et le phosphate, et de 

la limite de dissociation. Comme la dissociation des liens est fortement sensible a ces 

parametres de resonance, les dommages a l'ADN sont reduits par la presence de cations 

organiques. De plus, les molecules Tris a proximite d'une base de l'ADN (e'est-a-dire 

celles se logeant dans les petits et grands sillons) ont la capacite de restaurer les bases 

deshydrogenees induites par l'attachement dissociatif de l'electron. Ce mecanisme de 

restauration implique le transfer! simultane d'un hydrogene du groupement amine de la 

molecule Tris a la base endommagee et d'un electron de la base a la molecule Tris. Ces 

mecanismes, appeles « Two-electron-proton-coupled-transfer » ou « One-step-hydrogen-

electron-transfer » previennent le transfert de l'electron situe sur le fragment anionique au 
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groupement phosphate et inhibent done la formation de cassures simples brins. Ce 

phenomene est appuye par une etude theorique effectuee par Jena et al. qui a demontre 

que certains acides amines, comme la cysteine et la tyrosine, peuvent restaurer des bases 

deshydrogenees anioniques induites par l'attachement dissociatif de l'electron et ce, en 

phase gazeuse et aqueuse. 

En plus de permettre de mieux comprendre comment l'environnement de l'ADN 

modifie 1'amplitude des dommages induits par les electrons de basse energie, ce travail 

represente la premiere demonstration experimentale que les dommages a l'ADN induits 

par les EBE peuvent etre restaures par des reactions chimiques ultra-rapides, e'est-a-dire 

se situant sur une echelle de temps aussi petite que Pechelle physique (10~16-10"13s). II est 

connu que les CSB a l'ADN peuvent etre reparees par des mecanismes de reparation 

cellulaire (comme le «base excision repair» ou «nucleotide excision repair») 

impliquant plusieurs proteines (SHAROVA, 2005). Les resultats presentes dans cette 

etude indiquent que les proteines en contact etroit avec l'ADN, comme les histones, 

peuvent egalement participer a la reparation de dommages precoces induits a l'ADN, tels 

les bases deshydrogenees, avant qu'elles ne menent a des dommages encore plus nocifs et 

difficiles a reparer, comme les cassures simples brins. 

Afin de mieux comprendre Forigine de l'effet protecteur des ions organiques, il serait 

utile d'effectuer des experiences supplementaires en ce qui a trait aux parametres de 

resonance. Une etude interessante serait d'irradier des films d'ADN en presence ou 

absence de 2 ions organiques/ nucleotide (puisque cette concentration offre la protection 
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maximale) avec des electrons d'energie incidente variant entre 3 et 20eV. Cette 

experience permettrait en autre de verifier si l'ajout de molecules Tris chargees 

positivement, a proximite de l'ADN, change la largeur en energie de la resonance et sa 

position, mais aussi de verifier si la presence de ces molecules engendre la formation de 

nouvelles structures de resonance. Selon le cas, la formation de nouveaux anions 

transitoires pourrait etre etudiee par 1'analyse de la desorption des ions grace a un 

spectrometre de masse. Enfin, une etude portant sur l'effet des proteines constituerait un 

pas de plus vers la comprehension des mecanismes fondamentaux menant aux dommages 

a l'ADN dans des conditions se rapprochant des conditions cellulaires. Une nouvelle 

strategic devra toutefois etre adoptee, puisque la lyophilisation engendre la degradation 

des proteines. 
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