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Résumeé

Les dommages causés a I’ADN par I’attachement dissociatif d’électrons ont été bien étudiés
dans les phases gazeuse et solide. Cependant, la compréhension a un niveau fondamental de ce
processus dans I’environnement aqueux de I’ ADN constitue encore un défi. Nous avons utilisé
la radiolyse impulsionnelle picoseconde pour générer des électrons dans I’eau ou le diéthyléne-
glycol (DEG) liquides afin d’observer la dynamique de capture de ces électrons par les bases
ADN/ARN. Dans un liquide, il faut au moins distinguer trois états différents d’électron : un
électron quasi-libre (eq;”) qui est un electron avec une certaine énergie cinétique dans le liquide,
un électron présolvaté qui est un électron ayant perdu son énergie cinétique et est en cours de
solvatation et un électron solvaté. Contrairement a certaines hypotheses de la littérature, nous
montrons d’abord que I"électron quasi-libre (eq~) dans I’eau ne peut pas étre capté par la guanine
et I’adénine a trés longue distance dans des solutions aqueuses avec des concentrations < 50
mM. Cependant, I’observation d’une diminution substantielle du rendement initial de I’électron
hydraté en fonction de la concentration en nucléosides/nucléotides, accompagné de la formation
d’un radical anionique nucléotidique, présente une preuve directe d’une étape ultrarapide de
dommages a I’ADN par le rayonnement ionisant via I’électron. Le canal de dissociation des ions
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négatifs transitoires dans les solutions nucléotidiques ne se produit pas, méme pour des solutions
contenant 0,25 M de nucléotides. En revanche, dans le diéthyléne-glycol, nous démontrons que
contrairement a I’électron solvaté (epgg™) et I’électron présolvaté, I’électron quasi-libre se fixe
efficacement a la ribothymidine, en formant juste aprés le dép6t d’énergie un radical anionique a
I’état excité qui subit une dissociation de la liaison glycosidique N1-C1’. Gréce a la dissociation,
ce processus, induit par un électron quasi-libre dans I’eau, constitue de fait une oxydation de la
molécule qui aboutit & la méme coupure de brin provoquée par une oxydation induite par le radical
‘OH.

Abstract

DNA damage caused by the dissociative electron attachment (DEA) has been well-studied in

the gas and solid phases. However, understanding of this process at the fundamental level in
solution is still a challenge. The electrons, after losing their kinetic energy via ionization and
excitation events, are thermalized and undergo a multistep hydration process with a time constant
of ca. <1 ps, to becoming fully trapped as a hydrated or solvated electron (eso~ OF €aq"). Prior

to the formation of eso ™, the electron exists in its presolvated (or prehydrated) state (epre )

with no kinetic energy. We used picosecond pulse radiolysis to generate electrons in water or

in liquid diethylene glycol (DEG) to observe the dynamics of capture of these electrons by
DNA/RNA bases, nucleosides, and nucleotides. Contrary to the hypotheses in the literature that
the presolvated electrons (epre ) are captured well by the DNA-nucleosides/tides and the transient
negative ions (TNIs) cause strand breaks, we first show that the quasi-free electrons with kinetic
energy (eqf ) OF epre”Cannot be captured by guanine and adenine at very long distances in agueous
solutions with concentrations lower than 50 mM. However, the observation of a substantial
decrease in the initial yield of e,,™ as a function of nucleoside/nucleotide concentrations
accompanied by the formation of the nucleotide anion radicals provides direct evidence of an
ultrafast step involving radiation-produced electron-mediated DNA damage via DEA. Transient
signal analysis suggests that the dissociation channel of TNIs in nucleotide solutions is not even
probable up to 0.25 M. On the other hand, in diethylene glycol, we demonstrate that unlike esq ™
and epre~, €qf effectively attaches itself to the RNA-nucleoside, ribothymidine, forming the TNI in
the excited state (TNI*) that undergoes the N1-C1” glycosidic bond dissociation. Thanks to DEA,
this process induced by eqf", in fact, leads to an oxidation of the parent molecule similar to the
hydroxyl radical ("OH) leading to the same glycosidic bond (N1-C1") cleavage.
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Les différentes voies de dommage a I’ADN

L’acide désoxyribonucléique, ADN, est une macromolécule présente dans toutes les
cellules. L’ADN contient toute I’information génétique, permettant le développement, le
fonctionnement et la reproduction des étres vivants. L’ ADN est constitué des 4 bases
adénine, thymine, guanine et cytosine (A, T, G, C) qui sont reliées par des groupements
phosphate O,P(OR); et sucre (R : deoxyribose).

L’ADN peut étre irradié par des rayonnements ionisants, soit accidentellement, soit lors de
la radiothérapie afin d’éliminer les cellules cancéreuses. En raison de son réle primordial
dans le fonctionnement des étres vivants, il est important de connaitre de maniére précise

la nature des dommages causés quand I’ADN est soumis a I’irradiation. Il est bien établi
que I’interaction des radiations ionisantes de grande énergie (rayons X et gamma, particules
chargées accelérées) avec le milieu environnant I’ADN génére divers dommages a I’ADN,
y compris les dommages sur les bases, la libération des bases, la rupture des brins et
I’établissement de liaisons transversales ADN-ADN ou ADN-protéine, tous ces processus
pouvant étre irréversibles et souvent irréparables[1].

Le mécanisme des dommages causés a I’ADN par les rayonnements ionisants est trés
complexe et implique de nombreuses espéces intermédiaires. Dans un milieu biologique,
I’eau est une partie de I’environnement naturel de I’ADN. En fait, la fraction molaire de
I’ADN dans I’eau est trés importante, ce qui impose des réactions trés rapides entre les
radicaux issus de I’eau et I’ADN][2,3]. De nombreuses études résolues en temps a I’échelle
de la microseconde ont été effectuées pour comprendre ces réactions impliquées lors de
I’oxydation de I’ADN [4].

Au cours des deux derniéres décennies, des études sur les dommages a I’ADN ont été
menées pour élucider le role des électrons. Léon Sanche et ses collaborateurs ont effectué les
premiéres observations expérimentales du clivage des brins d’ADN induit par les électrons
de basse énergie (0-20 eV) [5,6]. Les études ont été effectuées sur ces molécules adsorbées
sur une surface a trés basse température en les bombardant par des électrons dans le vide
avec une énergie cinétique bien maitrisée. Ces travaux ont conduit a de nombreuses études
mécanistiques sur les dommages induits par des électrons de basse énergie cinétique dans les
systemes modéles d’ADN (blocs de construction d’ADN a I’état gazeux, oligoméres simples
et doubles brins de séquences définies), de I’ADN plasmidique et de I’ADN de diverses
cellules. Ces études ont établi que les électrons de basse énergie dans le vide conduisent

tout d’abord a la formation d’anions transitoires. La fragmentation efficace subséquente

de ces anions se produit dans un état énergétiquement excité. Cette dissociation induit

une dégradation irréversible, et donc trés sévére, de I’ADN. Toutefois, les méthodes de
mesures (spectroscopie d’électron, spectrométrie de masse, ...) restreignirent ces études a
des molécules dans le vide ou bien déposées sur des substrats a basse température [7,8],
alors que tous les processus chimiques et biologiques nécessaires a la vie se déroulent

a température ambiante dans un milieu aqueux. Il est donc trés important d’étudier les
dommages aux bases d’ADN dans I’eau puisqu’elle joue un réle-clé dans la voie indirecte
des lésions de I’ADN induites par le rayonnement. Il est donc indispensable de mener des

Actual Chim. Author manuscript; available in PMC 2021 April 01.



1duosnuen Joyiny 1duosnuey Joyiny 1duosnue Joyiny

1duosnuen Joyiny

Ma et al.

Page 4

recherches sur les dommages a I’ADN induits par les électrons a température ambiante et
dans I’eau.

Les réactions plus lentes avec ey~ ont éte étudiees a faible concentration des bases de
I’ADN. Mais I’objectif de notre étude a été de suivre a température ambiante les processus
tres rapides qui se produisent comme en milieu biologique ou la fraction molaire de
I’ADN dans I’eau est trés importante. Pour cela nous avons utilisé I’outil de choix qui

est la radiolyse impulsionnelle avec des impulsions d’électrons les plus courtes disponibles
[encadré).

Dans la radiolyse des solutions aqueuses a température ambiante, la majorité du
rayonnement ionisant est initialement absorbée par I’eau environnante du soluté et un
électron secondaire de grande énergie cinétique (E;) est éjecté, en laissant un radical
cationique de I’eau, H,O"* (ou le trou). Dans un laps de temps sub-picoseconde, le

trou H,O* donne naissance a un radical hydroxyle ("OH) par transfert de protons a la
molécule d’eau proche [10, 11, 12, 13]. L’électron secondaire énergétique provoque d’autres
ionisations conduisant a une cascade d’électrons avec des énergies cinétiques de plus en
plus faibles. Aprés avoir perdu son énergie cinétique, par des phénomeénes d’ionisation et
d’excitation des molécules du solvant, I’électron est thermalisé (avec une énergie cinétique
égale a kgT), et il subit ensuite un processus d’hydratation avec une constante de temps
d’environ 300 fs. Il devient ainsi entierement piégé sous forme d’électron hydraté (eaq) qui
est une espéce thermodynamiquement stable, mais trés réactive [14].

Pour plus de clarté, dans le présent travail, nous utilisons le terme d’électrons pré-hydratés
€pre pour les précurseurs de eaq~ qui n’ont plus d’énergie cinétique et qui sont en cours
de solvatation et nous nommons électrons quasi-libres eq~, des électrons qui ne sont pas
thermalisés et qui possedent encore une énergie cinétique dans I’eau (figure 1).

Dans I’environnement aqueux, €q, €pre” €t €3¢~ SONt des entités qui peuvent effectivement
réagir avec I’ADN. L’étude de la réduction ultra-rapide de modéles simples de biomolécules
(p. ex. nucléobases et nucléosides/nucléotides) par un électron en compétition avec son
processus de thermalisation et d’hydratation, est encore un sujet de défi expérimental. En
effet, la durée de vie de I’électron quasi-libre dans I’eau est extrémement courte, estimée
inférieure a une femtoseconde. D’aprés la littérature existante, il est admis qu’en milieu
aqueux I’étape initiale pour la réaction avec I’ADN soit la capture d’un électron par la
purine (adénine et guanine) ou par la pyrimidine (thymidine et cytosine) [15,16]. Cette
réaction conduirait a la formation d’un anion radicalaire transitoire a I’état excité (figure 1).

Par la suite, cet anion génére des dommages complexes et souvent irréversibles de I’ADN
qui détermineraient I’action biologique ultérieure [17]. C’est pourquoi, dans un premier
temps, il est trés important d’examiner expérimentalement les valeurs des constantes de
vitesse et I’ampleur des réactions des blocs de construction de I’ADN avec eq;~. Dans un
second temps, la nature des espéces transitoires a courte durée de vie (anions radiolytiques),
qui sont produites immédiatement aprés la capture des électrons, doit étre clarifiée pour
mieux comprendre le clivage de la liaison ADN induit par les électrons. Nous étudions donc
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ici I’effet de I’état de I’€lectron dans un solvant (dans ses trois états g™, €pre” €t €5q~) SUr sa
réactivité avec des bases d’ADN.

Capture de I’électron dans ses différents états en solution

Capture de eq|~ et e5q” dans I'eau

Par les bases d’ADN—Les réactions de I’électron avant solvatation sont extrémement
rapides car il posséde une trés grande mobilité et de plus son hydratation a lieu en moins

de 300 fs [15]. En revanche, la mobilité de e,q~ est beaucoup plus faible et ses réactions

ont lieu bien au-dela de quelques picosecondes. Tout d’abord, nous avons considéré le cas
des bases de I’ADN. Les bases de I’ADN sont tres peu solubles dans I’eau et a ces faibles
concentrations, les réactions sont trop lentes. Par conséquent, il n’est pas possible d’observer
la capture de eq~, trop fugace, par ces bases. Seul I’€lectron hydraté réagit avec les bases
d’ADN a I’échelle de la nanoseconde pour former leur anion.

Par les nucléosides et les nucléotides—Nous avons donc examing les réactions avec
des nucléotides et des nucléosides qui sont bien plus solubles que les bases dans I’eau.

La diminution du rendement initial de la formation de ey~ observé a 5 ps, par rapport

a celui dans I’eau pure, indique qu’une réaction de I’électron quasi-libre, précurseur de
€aq » a eu lieu. Cette réaction chimique est terminée en moins d’une picoseconde et peut
étre considérée comme I’événement de dommage indirect le plus précoce. La solubilité
intrinséque plus élevée dans I’eau des nucléotides par rapport aux nucléosides nous a
permis d’étudier la capture de e~ ainsi que de e,q~ a des concentrations assez élevees.
Comme le montre la figure 2, les analyses globales des données d’absorption transitoire,
pour des solutions concentrées de nucléotides de 250 mM, montrent qu’outre la large
bande d’absorption typique de e,q”, il existe une espece absorbante supplémentaire qui est
observée juste apres I’impulsion (Encart). L observation du produit de la réaction est trés
délicate car sa trés faible absorbance est masquée par la forte absorbance de I’électron
hydraté. L’espéce transitoire formée pendant I’impulsion de 5 ps (Figure 2, a droite) est
identifiée comme le radical anionique nucléotidique. Cette attribution repose sur le fait que
le spectre observé est identique a celui des spectres de radicaux anioniques précédemment
rapportés apres réaction de e,q~ avec des nucléotides (36, 37). Parmi les nucléotides, la
guanosine monophosphate (GMP) présente la réactivité la plus faible vis-a-vis de eq~
(seulement 7 % des électrons sont capturés), tandis que la thymidine monophosphate (TMP,
dans ce cas désoxythymidine monophosphate est utilisé) a la plus grande efficacité de
capture (40 % des électrons). Nous avons pu estimer par la méthode de compétition (Encari
les vitesses de réaction de eq ™ avec les nucléotides & ~ 5 x 1012 pour TMP, 4 x 1012 pour
CMP, 3 x 1012 pour AMP, et 0,6 x 1012 M~1 571 pour GMP [18].

L’identification des sites ou les électrons sont initialement piégés dans I’ADN pour

produire les radicaux anioniques est une question importante pour élucider les voies de
dégradation de I’ADN par la voie de la réaction avec des €électrons. Les études par résonance
paramagnétique électronique de Bernhard [19] et Sevilla et al. [20] ont conclu que les
pyrimidines ont une plus grande affinité électronique que les purines. Steenken et ses
collaborateurs [21] ont constaté que la thymine a le potentiel de réduction le plus élevé
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tandis que la guanine a le potentiel de réduction le plus faible. Nos résultats présentés sur la
figure 2 montrent que la capture de eq;~ confirme les modeles expérimentaux et théoriques
selon lesquels les bases de pyrimidine entierement solvatées ont une affinité électronique
supérieure a celle des purines. Les conclusions de ces travaux obtenus par radiolyse pulsée
sur des bases isolées indiquent que, parmi les radicaux anioniques de base, le radical
anionique guanine (G*) subit une protonation tres rapide. Cependant, cette réaction ne
survient pas dans I’ADN a cause du transfert rapide des electrons de G* a C et T, formant
des radicaux anioniques de cytosine et de thymine (C*, T™) [22].

Les bases pyrimidines se révelent étre des capteurs d’électrons plus efficaces, avec une
réactivité en ordre décroissant : T > C > A > G, en accord avec les résultats précédemment
cités. En comparant le rendement initial de formation de e,q, et par conséquent la quantité
d’anions formés de ces bases, nos résultats suggerent que la voie de dissociation de GMP*-~
ne se produit pas dans les conditions de nos expériences. Ainsi, nos études montrent que ni
€qI~ Ni e4q~ e peuvent induire une dissociation directe des bases de I’ ADN par la voie de
I"attachement dissociatif en accord avec ce que I’on savait sur la réaction de eq)~. De plus,
nos résultats démontrent que la réaction d’un nucléotide avec eq~ ou €54~ en solution neutre
donne essentiellement les mémes radicaux anioniques.

Pourquoi dans I’eau I’anion excité se relaxe-t-il sans se dissocier? Est-ce que la dissipation
d’énergie de I’état excité est plus rapide que la dissociation (figure 3) ? Sur un systeme
simple comme le soluté inorganique Ag(CN),~, nous avons observé au contraire que la
réaction de I’électron quasi libre forme un état anionique excité qui se dissocie rapidement
avant relaxation [22].

— — ¥ -
AG(CNY3 +egi— Ag(CN)3 2~ — 4gCN® = +CN

Au contraire le méme soluté Ag(CN),™ réagit avec I’électron hydraté sans processus de
dissociation :

— _ 22—
AZ(CN)Z +epyg™ — AZ(CN)y

AgCN"* est observé comme le produit de la réaction seulement dans le cas de la réaction
d’un électron quasi-libre et non dans le cas de I’électron hydraté [23]. Par rapport aux
systemes biologiques étudiés plus haut, Ag(CN),~ posséde peu de degrés de vibration et
on peut se demander si le transfert d’énergie via de nombreuses modes de vibration entre
le soluté et le solvant est le facteur déterminant. En effet, si I’état excité de I’anion perd
rapidement son énergie par couplages vibrationnels, on peut penser que cette voie de la
dissipation d’énergie I’emporte sur celle de la dissociation.

Attachement électronique dissociatif de la ribothymidine dans le diéthyléne

glycol

Nous avons mené des études similaires sur un systéme biologique dans un autre solvant, le
diéthyléne glycol (DEG). La raison du choix de ce solvant est triple. Tout d’abord, le temps

Actual Chim. Author manuscript; available in PMC 2021 April 01.



1duosnuen Joyiny 1duosnuey Joyiny 1duosnue Joyiny

1duosnuen Joyiny

Ma et al.

Page 7

de solvatation des électrons dans DEG, comme pour les autres alcools, est relativement long
et la solvatation se produit a I’échelle de quelques dizaines de picosecondes [23]. Ainsi nous
pouvons, avec la résolution temporelle de notre montage (5 ps), observer directement non
seulement es™ mais aussi eps~ et ainsi pouvoir distinguer la réactivité de eps~ et celle de

eqi- Deuxiemement, la valeur de la constante diélectrique de DEG (e, = 31,69) est bien
plus faible que celle de I’eau libre mais plus proche de celle d’un cytosol ou d’un noyau
trés concentre ou I’eau est trés liée aux molécules biologiques et riche en sels [24]. De

plus, dans DEG, I’ADN peut conserver la méme structure native double brin que dans I’eau
[25]. Finalement, nous avons trouvé que la ribothymidine (rT), un nucléoside de I’ARN
choisi comme modeéle, peut étre suffisamment dissoute dans DEG (jusqu’a 0,5 M) pour
favoriser la capture des électrons quasi-libres dans un temps ultracourt. Ainsi le choix de
DEG nous permet d’étudier les réactions élémentaires plus pertinentes pour le systéme
biologique. Nous avons donc réalisé des études similaires sur des solutions de rT dans DEG
a différentes concentrations (0 — 0,5 M) a la température ambiante, pour rechercher s’il
existe un processus d’attachement électronique dissociatif avec rT [26] (figure 4).

Les spectres d’absorption transitoire de I’électron en excés dans DEG pur sont illustrés sur
la figure 5. Une fraction significative des électrons formés dans DEG immédiatement apres
I’impulsion subit progressivement le processus de la solvatation. L’absorbance au-dessus de
900 nm diminue rapidement, et un spectre d’absorption optique large et intense avec un
maximum a environ 750 nm, due aux électrons pré-solvatés dans DEG, subit un décalage
continu d’environ 120 nm vers le bleu, accompagné d’une amplitude croissante sur environ
250 ps. A la fin de cette évolution spectrale (figure 5a), on observe une bande d’absorption
large avec un maximum & 630 nm. Sur la base d’études antérieures portant sur divers alcools
[27], cette bande est attribuée au spectre de I’électron solvaté dans DEG, epeg™.

Pour étudier I’attachement des électrons a la ribothymidine, rT et la formation consécutive
de rT**, des études de radiolyse par impulsions picosecondes ont été réalisées dans des
solutions de 50 @ 500 mM en rT. Dans ces solutions, I’ionisation directe ou I’excitation

du soluté lui-méme n’est pas significative. Comme exemple, les spectres transitoires et les
cinétiques a différentes longueurs d’onde sont présentés pour la concentration de 0,3 M

sur les figures 8a et 8b. La capture rapide d’électrons par rT genere un nouveau signal
transitoire qui est observé immédiatement aprés I’impulsion dans les régions visibles - UV
(figure 5). Contrairement a une légere augmentation du signal observé dans DEG pur, la
cinétique transitoire dans tout le domaine de longueur d’onde 370-600 nm des solutions

de rT montre un déclin marqué (figure 5). Une diminution substantielle de I’absorbance
initiale dans le proche infrarouge en corrélation avec I’augmentation de la concentration en
rT montre clairement que rT a capturé une fraction importante des électrons libres, g™,
avant qu’ils ne soient solvatés dans DEG. Par exemple, selon la concentration, environ 12 %
a 75 % des électrons sont capturés par des molécules rT aux concentrations de 0,05 et 0,5 M,
respectivement.

De plus, dans la région infrarouge de 720 a 1000 nm, ou les absorbances ne sont associées
qu’a I’¢électron pre-solvaté, epre , quelle que soit la concentration de rT, elles déclinent avec
une vitesse pratiquement identique a celles observées dans DEG pur. Par conséquent, ces
résultats établissent que la présence de rT n’affecte pas de maniére significative le processus
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de la solvatation des électrons dans DEG. Cela signifie aussi que rT ne réagit pas avec
epre Sur I’échelle de temps de centaines de ps. En nous basant sur nos attributions des
états eq” (sans absorption dans le visible ou proche IR), epre (absorbant dans le proche

IR) et epeg (absorbant dans le visible), nous concluons que les électrons capturés par rT
pendant la durée de I’impulsion (< 5 ps) sont les électrons quasi-libres qui ont une certaine
énergie cinétique. La signature de cette réaction est d’une part la baisse de la quantité

de epre et par conséquent celle de epgg  observée en fin d’impulsion, et d’autre part la
formation de rT** observée simultanément. La déconvolution des données spectroscopiques
a différentes concentrations nous permet d’établir le spectre d’absorption distinct de rT**
et de rT* et de leurs cinétiques respectives (figure 5). Le déclin trés rapide de rT” * sans
donner rT* correspond a une dissociation de la liaison C-N qui a été identifiée par ailleurs
par spectrométrie de masse dans des solutions irradiées par rayonnement gamma. Une telle
dissociation a été observée pour des réactions d’oxydation par des radicaux *OH.28:29 On
peut illustrer cette similitude par le schéma ci-dessous (figure 6) montrant la comparaison
entre la réaction de eq” et rT et une des réactions du radical *OH avec le thymidine. Dans
les deux cas : la liaison glycosidique N-C est coupée et par conséquent la base thymine est
relachée et un radical de ribose est formé. Notons que la nature des deux radicaux riboses
n’est pas identique et que ces deux radicaux vont subir d’autres réaction dans le milieu.

Les expériences dans DEG ont donc permis, grace au ralentissement des évenements,
d’observer un attachement dissociatif de eg~. Les phénomenes dans I’eau aux
concentrations plus limitées, que nous avons pu étudier, n’ont pas permis de conclure a cette
dissociation. Néanmoins, dans les conditions biologiques réelles ou la fraction de I’ADN est
tres elevee, on peut penser que de telles dissociations induites par g~ peuvent aussi avoir
lieu.

Conclusion

Nos études en radiolyse impulsionnelle picoseconde ont clairement montré que des réactions
ultrarapides peuvent prendre place quand un systeme biologique est soumis a I’irradiation
[30]. Dans cette étude nous nous sommes focalisés sur la capture de I’électron quasi

libre en solution a la température ambiante. Nous avons constaté que, dans I’eau, eq”
réagit efficacement avec les bases d’ADN en formant des anions stables. En revanche, les
mesures dans le diéthyl-glycol démontrent que eq ™ peut réagir avec la ribothymidine (rT),
permettent d’identifier le spectre d’absorption du radical anionique excité, rT™*. Mais le
principal résultat est que cet attachement électronique est dissociatif. Cette démonstration a
pu se réaliser grace a des mesures précises de I’absorbance des produits de réactions, juste
quelques picosecondes apres le dépot d’énergie dans les solutions. Cette démonstration est
une premiére importante puisqu’il signifie que non seulement la voie oxydative peut causer
des dommages irréversibles de coupures de liaison, mais paradoxalement qu’un électron,
connu pour provoquer des réactions de réduction en formant un anion stable, peut aussi,
quand il a de I’énergie cinétique, casser des liaisons glycosidiques en solution en formant
un état excite dissociatif et ainsi oxyder I’ADN (figure 6). L’étude des réactions de eq~

en solution avec les systemes biologiques est un enjeu important pour mieux connaitre

les premiéres étapes du mécanisme de dommage a I’ADN par les rayonnements ionisants.
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Nos données permettent aussi d’améliorer les codes de calculs utilisés pour simuler les
dommages a I’ADN.
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Encadré : Radiolyse impulsionnelle

Les phénomenes cinétiques ultrarapides sont observés grace a I’installation de radiolyse
pulsée picoseconde ELYSE du Laboratoire de Chimie Physique [9]. Elle est basée sur

un accélérateur d’électrons qui sont générés a partir d’une photocathode par un laser
femtoseconde. Le montage synchronise le faisceau d’électrons pour I’ionisation avec une
fraction du faisceau du laser pour sonder les especes créées par I’'impulsion d’électrons.

™=
s Observation
. _spectroscopique 8
) 3P piq
)
= 8
H.0 / g
D H Ow/ '2 .
"
> 4 3
H.0 b
20)—p.
0
400 500 600 700 800
Longueur d’onde (nm)
A gauche :

Une impulsion ionise I’eau et eq~ est émis avec une certaine énergie cinetique. Cet
électron perd son énergie et se thermalise par des collisions et finalement s’hydrate en
€aq - Mais en présence d’un soluté S, eq~ peut réagir avec ce dernier et former un anion
radical a I’état excité S**. L’observation de cet anion a I’état excité, ou de son produit
de fragmentation, est effectuée par spectroscopie optique aprés I’impulsion de 5 ps. A
droite : Exemple de données expérimentales enregistrées dans une solution de 0.3 M
ribothymidine dans DEG obtenues par la radiolyse impulsionnelle. La ligne de retard
permet de suivre la cinétique jusqu’ 11 ns avec des pas de 5 ps (voir figure 5). L échelle
des absorbances est croissante du bleu au rouge.
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Schéma représentant le cycle énergétique de la solvatation des électrons et la réaction

avec la base d’ADN. Un électron éjecté dans I’eau perd son énergie cinétique en quelques
femtosecondes, pour devenir thermalisé. Ensuite cet électron subit la solvatation qui est

un processus de réarrangement des molécules du solvant autour de I’électron en exces. Le
zéro d’énergie est celui d’un électron thermalisé dans I’eau. L’électron en exces dans le
solvant peut réagir avec un soluté, notamment avec une base d’ADN. La thermodynamique
et le produit de cette réaction dépendent de I’état énergétique et de I’état de solvatation de

I’électron.
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Rendement radiolytique de ey~ en fonction du temps en présence de nucléotides 250 mM
(GMP, AMP, CMP, et TMP, voir les formules chimiques en haut) dans I’eau. en encart :

Les spectres d’absorption des radicaux (GMP*", AMP*", CMP*", et TMP*") observés a 5 ps
sont obtenus par soustraction appropriée du spectre d’absorption de e,q”, du spectre total
enregistré expérimentalement, en utilisant une analyse globale des données [18]. Adaptation
a partir de la Ref. [18] Copyright 2017 American Association for the Advancement of

Science.
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Figure 3 -

Schéma représentant la réactivite de eq™ et de es™ avec une base de I’ADN et les deux voies
possibles du déclin du radical anionique excité (Base d’ADN"*) : relaxation ou dissociation.
Dans I’eau la dissociation de I’anion excité n’est pas observée.
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En haut : formules chimiques du diéthylene glycol (DEG) et de la ribothymidine (rT). (a)
Exemples de spectres d’absorption transitoire dans le diéthyléne glycol (DEG) pur et de
solutions de ribothymidine (rT) 0,3 M dans DEG obtenus par radiolyse impulsionnelle.

Le signal du laser empéche des mesures autour de la longueur d’onde de 800 nm. (b)
Cinétiques enregistrées a différentes longueurs d’onde. La durée de I’impulsion électronique
est d’environ 5 ps. La dose par impulsion électronique était de 25 Gy [26].
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Figure 5 —.

(a?: Coefficients d’extinction molaire de I’état excité et de I’état fondamental des radicaux
anioniques, rT™* (obtenu en solution trés concentrée) et rT*- (obtenus en solution diluée ou
bien en solution concentrée mais a temps long corrélé avec le déclin de eg ). (b) : Cinétiques
obtenues par la déconvolution des données expérimentales (figure 1). Encart : Cinétique de
rT™* jusqu’a 200 ps [26]. (Reproduit avec la permission [Ref. 26] Copyright 2019 Nature
Springer.
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Réaction entre eq~ et T et celle du radical *OH et Thymidine.
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