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Les agents alcoylants ont une action cytoxique :
ils provoquent des lésions des chromosomes, des
altérations de la mitose, voire la mort de la cellule
au moment ou celle-ci essaie de se diviser ; ils sont
également mutagénes et cancérigénes.

Comme le montre le tableau I, ils appartiennent a
plusieurs classes : moutardes soufrées, moutardes
azotées, éthyléne-imines, époxides, esters sulfuriques
et sulfoniques, etc... On peut aussi les diviser en
monofenctionnels qui ne possédent qu'un péle alcoy-
lant et bifonctionnels, ou méme polyfonctionnels, qui
en possédent plusieurs. Un seul pole actif suffit pour
que la substance soit mutagéne, mais 'effet cyto-
toxique des agents polyfonctionnels est beaucoup
plus important que celui des monofonctionnels.

ACTION CYTOTOXIQUE
DES AGENTS ALCOYLANTS

agents alcoylants bifonctionnels sont beaucoup plus
toxiques que les monofonctionnels parce qu’en réa-
gissant simultanément avec les deux poles actifs, ils
peuvent créer des ponts alcoyle entre des macromo-
lécules ; ces ponts désorganisent la mitose et provo-
quent des lésions chromosomiques.

ACTION MUTAGENE
Celle-ci est attribuée a l'alcoylation de I’ADN.

Bref rappel de la structure de 'ADN. 1L’ADN est
un polymére formé par l'union de nucléotides. Il
existe 4 variétés (principales) de nucléotides ; chacun
contient une base, du désoxyribose et de l'acide
phosphorique. Les nucléotides différent par la nature

TABLEAU I

Agents acoylants

Les agents alcoylants réa-
gissent avec les centres

nucléophiles : - SH ~COOH,
-NHg, = POj;, etc... Dans
les cellules, ils attaquent
principalement les protéines

MONOFONCTIONNELS BIFONCTIONNELS
S/CHn—CI{,OH S/CH:—CH,—CI
Moutardes au soufre \.CH,—CH,—Cl \.CH,—CH,—Cl
2-chloroéthyl-2-hydroxyéthyl-sulfure ypérite

et surtout les groupes — SH
de celles-ci ; la réaction avec
les acides nucléiques est,
quantitativement, trés dis-

Moutardes & I'azote

N/ ‘CH,—CH,—Cl
S\ CH.—CH,—Cl
bis (2-chloroéthyl)-méthylamine

CHy

créte. I1 semble donc que
I'action cytotoxique des
agents alcoylants ne soit
qu’accessoirement due a I'al-

Yipoxides

coylation des acides nucléi-
ques et, en particulier, de

= Yithylne-imines
I’ADN, mais que la cause

CH,—CH, CH,—CH—CH—CH,
N 0/ No” \o”
oxyde d'éthyléne di¢poxybutane
CH,—CH,
N’

éthyléne-imine

principale se trouve dans
l’inactivation d’enzymes,
I'alcoylation de protéines
soufrées qui jouent un.role
dans la mitose, etc... Les

Esters sulfoniques

cu,—-so,—cu,—-?}x,
CH,—SO0,—CH,—CH,
mylerand

CH,—S0,—CH,—CH,
EMS
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de la base (fig. 1) qui peut étre une purine, guanine
ou adénine, ou bien une pyrimidine, thymine ou
cytosine. Le désoxyribose se trouve sous une forme
cyclique et c’est la fonction alcool 5 qui est estérifiée
par H3gPOa.

N=C—NHz
HC'SC—Ngs W H OH H 0
Tl st L e i
N—C-N——c.f(l:r-(l:rc:-—gﬂro—rf—un
HH 0
0 H
Acide désoxyadénylique
4
N-C C—N H
HN=E § Nyl YO q
N—C—N“— £C-C~C—CHy~0-H—0H
X g
L Acide désoxyguanylique
e
HCS =0y 4 ony 0

[} | [}

HC-N — C~C-C—C —~CH,—0—-P-0H
i
H

e Acide désorycytidylique
D=$—l‘llH
HyC—C =0y y oy 0
| ol I
Hc—N——c—c—c—c—cn,—o—i—ou

Acide thymidylique
FIG. 1.

Nucléotides de ’TADN.

Les nucléotides sont unis de maniére a former une
chaine : 'acide phosphorique d'un nucléotide esté-
rifie la fonction alcool 3’ du nucléotide voisin. La
chaine est formée par une alternance monotone de
sucre et d’acide phosphorique (fig. 2) ; elle n'est pas
symétrique, mais posséde un sems, parce que la
liaison est 3’ d'un cdté de 'acide phosphorique et 5
de 'autre. Les bases sont attachées latéralement aux
résidus de désoxyribose et c’est la suite des bases
qui constitue le message génétique qui, indirecte-
ment, guide la synthése des protéines.

.
N/é H—H H-I/ c—b—H //N—

— —_ 0=
URN/" R

0 H
e _—o—?—\ —f/—-o—%—o—}g—?—c—u—ﬁ—u-
H H HH I 0- HH

M
n-

Mais 'ADN natif, sauf exception chez quelques
bactériophages, est constitué de deux chaines de
sens opposés disposées parallélement. Ces deux
chaines sont enroulées de maniére a former une double
hélice (fig. 3) ; les bases se trouvent a I'intérieur dans
des plans perpendiculaires
a l'axe de la macromo-
lécule : l’ensemble forme
une sorte d’escalier en
colimagon. A chaque mar-
che, on trouve une purine
d’une chaine unie par des
liaisons hydrogéne a une
pyrimidine de 'autre
chaine ; ces couples s’éta-
blissent trés spécifique-
ment entre la guanine et
la cytosine d'une part,
l'adénine et la thymine
d’autre part (fig. 4) La
complémentarité des bases
entraine la complémenta-
rité des chaines qui permet
la reproduction de la
macromolécule chaque
chaine peut servir de
matrice pour I’édification
d’'une chaine complémen-
taire. La complémentarité
des chaines est donc la
base physique de I'’héré-
dité. Des résultats tres
récents semblent indiquer
que, naturellement, une
seule des chaines joue un
role génétique, c’est-a-dire
guide la biosynthése des
protéines et le développement de la cellule ou de
I'organisme.
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Réactions chimiques entre ' ADN et les agents alcoy-
lants. Selon Alexander (1), ce sont les phosphates qui
se font d’abord estérifier. Les triesters formés (fig. 5)
n’ont qu’'une existence trés éphémére : a) ou bien I'al-

e

Q

0
il
B—c-c-c-c-c-0-p-0-

bty

Q

B—C—~C—C—C—C—-0—P—0—alk

0

Q
i
B—c—c—c~c—c-0-pP-0-
0/0
FI1G. 5.

Alcoylation
d'un phosphate de ’ADN.

coyle est hydrolysé et
I’ADN restauré; b) ou
bien, il est transféré
sur une base, a l'inté-
rieur de la double
hélice, au niveau d’un
site électronégatif
(transal coylation) ;
¢) ou bien I'hydrolyse
du triester, en se fai-
sant au niveau d'une
liaison avec le déso-
xyribose, entraine la
rupture de la chaine
sucre-phosphate.

Les travaux de
Brookes et Lawley (2)
et les notres, faits avec
des agents alcoylants
marqués avec des
isotopes radioactifs,
n’ont pas permis de

saisir cette alcoyla-

tion fugace des phos-
phates : tous les alcoyles fixés sont attachés a des
bases ; mais rien ne permet d’exclure que ces alcoyles
aient été transférés a partir des phosphates.

I’alcoylation des bases de I'ADN se fait diffé-
remment suivant que I'on soumet 4 la réaction 'ADN
natif a double chaine ou I’ADN dénaturé ou les
chaines ont été séparées : dans 'ADN natif, les
liaisons hydrogénes empéchent I’alcoylation des sites
négatifs engagés dans ces liaisons. Lorsqu’on utilise
la macromolécule bicaténaire, les agents alcoylants
monofonctionnels marqués réagissent pour 8o p. 100
avec le N-7 de la guanine qui n’est engagé dans
aucune liaison hydrogéne (fig. 4) et qui est disponible
dans la grande gouttiére de I'ADN; le reste se
trouve a peu prés exclusivement fixé sur le N-3 de
I'adénine qui est aussi libre, mais dans la petite
gouttiére (fig. 4) (il y en a trés peu sur le N-1 de
I'adénine et le N-x de la cytosine qui sont aussi
réactionnels, mais qui sont masqués par des liaisons
hydrogéne).

Les purines alcoylées sont transformées en ammo-
niums quaternaires (fig. 6) et la redistribution des
électrons qui s’ensuit entraine une fragilité de la
liaison avec le sucre ; I’hydrolyse de la base alcoylée
porte le nom de dépurination. Cette dépurination se
fait 6 fois plus vite pour I’adénine alcoylée que pour
la guanine alcoylée quel que soit le substituant alcoyle.
Cependant la nature du groupe alcoyle influence
beaucoup la vitesse de dépurination ; suivant I’agent
alcoylant utilisé, la vitesse de la réaction décroit dans

I'ordre suivant : sulfure de 2-chloroéthyl-z-hydroxy-
éthyle, méthanesulfonate de méthyle (MMS) et
méthanesulfonate d'éthyle (EMS) ainsi que Brookes
et Lawley 'ont constaté. Dans nos expériences avec
le myleran tritié (un agent bifonctionnel), la dépu-
rination est pratiquement inexistante.

La dépurination, lorsqu’elle a lieu, est suivie d'une
rupture hydrolytique de la chaine sucre-phosphate.

Les agents alcoylants bifonctionnels réagissent de
la méme maniére que les monofonctionnels, mais ils
possédent, en plus, la propriété d’établir des ponts
en réagissant avec les deux extrémités de la molécule.
Exemple : le réactif alcoyle le N-7 d’une guanine
(cas le plus fréquent) ; si I'autre pdle alcoylant est
toujours intact, la molécule, en s’agitant autour
de son point d’insertion, cherche un deuxiéme site
négatif a alcoyler ; elle établit un pont si elle trouve
ce site avant que la deuxidme fonction alcoylante ne
soit hydrolysée. La persistance d’une fonction active
dans une molécule qui a déja réagi, a été trés bien mise
en évidence par Doskocil et Sormova (5) : si on rap-
proche les molécules d’ADN en les précipitant sous la
forme de fibres immédiatement aprés avoir fait agir
un agent alcoylant bifonctionnel, il se forme des ponts
entre les molécules.

11 semble bien que, dans des conditions plus natu-
relles, le pontage se fasse entre deux points de la
méme molécule. I’emploi de traceurs suivi de ’hydro-
lyse de 'ADN alcoylé a montré que le pont s’établis-
sait le plus souvent entre les N-7 de deux molécules

fl‘l- —NHz

HC C—Ng
T
alk N~

fESel

3-alkyl-adénine

L]

T-alkyl-guanine
Fi1G. 6.

Purines alcoylées.

de guanine. D’apres Brookes et Lawley (2), ces gua-
nines n’appartiendraient pas a la méme chaine, mais
se trouveraient a des étages contigus de la macromo-
lécule :

l

e sl
N

I I
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Quelle est la fréquence du pontage quand on utilise
un agent alcoylant bifonctionnel ? Les résultats qui
se trouvent dans la littérature ont été obtenus avec
de 'ADN de thymus de veau. En utilisant de la
355-ypérite, Brookes et Lawley (2) ont constaté que
1 alcoyle sur 4 formait un pont; avec du myleran
tritié, nous avons observé seulement un taux de
I sur 1o.

Les réactions de 'ADN ne semblent pas diffé-
rentes, en ce qui concerne l'alcoylation des bases,
lorsque la macromolécule est entourée de protéines.
En particulier, il ne semble pas se former de ponts
entre la protéine et ADN. Ces résultats ont été
obtenus avec des bactériophages.

Interprétation de 'action mutagéne. Alexander (1)
a soutenu autrefois I'hypothéese que I'alcoylation des
phosphates était la cause principale des mutations.
L’extréme labilité des alcoyl phosphates rend cette
interprétation peu probable. Toutefois, exceptionnel-
lement, I'hydrolyse du triester entraine la rupture de
la chaine sucre phosphate : la délétion d’une partie
de la chaine ainsi touchée, au moment de la duplica-
tion de 'ADN, pourrait étre une cause de mutation
ou de Ié¢talité.

H
HC/N\C— c/0 ------ H_h\c_’é
WoE \y—n —————— "
suere” e Se—w
/\N_H"" ""0/ \sucre
GUANINE " CYTOSINE
alk

7-ALKYL- GUANINE
Fi1G. 7.

Bases complémentaires de la guanine
et de la 7-alcoyl-guanine.

La modification de l'acidité des N de la guanine
aprés alcoylation en 7 donne naissance a un tauto-
mére énolique qui s’accouple avec la thymine au
lieu de la cytosine au moment de la reproduction
de 'ADN (fig. 7) : cette erreur conduit a une tran-
sition qui peut entrainer une mutation phénotypique-
ment reconnaissable. Rien de semblable ne se passe
dans le cas de l’adénine alcoylée qui continue a
s’accoupler avec la thymine, de sorte que la transi-
tion n’est pas réversible par ce mécanisme.

La dépurination pourrait aussi entrainer umne
mutation : @) la chaine sucre phosphate est respectée,
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mais le départ de la base alcoylée laisse un trou en
face duquel peut se placer n’importe quelle base au
moment de la reproduction de '’ADN (transition ou
transversion). On peut aussi imaginer que le trou
est oublié et qu'il y a délétion d'un nucléotide dans la
chaine nouvellement formée ; b) la dépurination est
suivie d'une rupture de la chaine sucre phosphate,
cas qui a déja été traité dans le cas de I'hydrolyse du
triester.

Avec les agents alcoylants bifonctionnels, le pon-
tage entre les hélices complémentaires vient ajouter
une autre cause de létalité ou de mutation : la molé-
cule pontée ne peut pas se reproduire. Théoriquement,
le pontage doit se distinguer de toutes les autres
causes de mutations qui n’atteignent qu’une des deux
hélices : s'il y a pontage, la mutation doit atteindre
toute la descendance; dans les autres cas, la mutation
n’atteint que 50 p. 100 de la descendance, celle qui,
pour son héritage, dépend de la chaine Iésée.

ETUDES EXPERIMENTALES

A) Bactériophages

a) Létalité du bactériophage T, et T,. La particule de
virus contient une seule molécule d’ADN formée de deux
chaines.

Lorsqu'on utilise un agent alcoylant bifonctionnel marqué,
on constate qu'il suffit de fixer un alcoyle par particule pour
empécher la multiplication du virus, mais que toutes les
alcoylations ne sont pas efficaces. La meilleure interprétation
semble étre que ce sont les alcoyles qui forment des ponts
entre les deux chaines d’'une méme molécule qui sont respon-
sables de I'action 1étale.

Lorsque l'agent alcoylant est monofonctionnel, il faut
fixer simultanément plusieurs alcoyles dans la molécule
d’ADN du virus pour le tuer. Cette action létale n'est pas
immédiate, mais son apparition est d'autant plus précoce
que I'agent alcoylant utilisé provoque une dépurination plus
rapide. On pense donc que c'est la dépurination qui est ici
le phénoméne important ou, plutét la rupture de la chaine
sucre phosphate consécutive a la dépurination. La létalité
n’apparaitrait que si les deux chaines se rompaient en des
points voisins, ce qui expliquerait la nécessité de fixer de
nombreux alcoyles A la méme molécule pour obtenir I'effet.

b) Effet mutagéne chez ces bactériophages. Le pontage, qui
est mortel, ne doit pas étre considéré.

I action mutagéne des agents alcoylants monofonctionnels
est d’autant plus grande qu'ils entrainent moins de dépuri-
nation ; par exemple, chez les T pairs, le méthanesulfonate
d’éthyle est mutagéne (Loveless). I'effet apparait sans délai.
11 semble donc qu'il faille éviter la dépurination et la rupture
de la chaine sucre phosphate qui la suit, et que 'effet muta-
géne soit dfi essentiellement 2 la transition provoquée par la
formation de N-7 alkyl-guanine : comme on l'a dit antérieu-
rement, le couple G-C se fait remplacer par le couple A-T.

B) Bactéries

Nous avons étudié le passage de la sensibilité a la résistance
a la streptomycine chez Escherichia coli K 12 souche Y 20
sous 'action d’agents mono- et bi-fonctionnels (résultats non
publiés).
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Le méthanesulfonate d’éthyle (EMS), agent alcoylant
monofonctionnel, (1 heure a 37 °C; concentrations allant
jusque 0,2 M) est mutagéne, mais I’expression phénotypique
de la mutation n’apparait qu’aprés un certain délai. Ce délai
cependant n’est utile que si les cellules peuvent se multiplier :
aprés 6 heures 4 37 °C dans un milieu nutritif adéquat, le
taux de mutants est maximum et stable. Cette latence n’a
donc rien a voir avec une réaction chimique de dépurination
qui serait indépendante de la multiplication cellulaire. La
plupart des cellules de E. coli sont plurinucléées et, aprés
action de I'EMS, un scul noyau a des chances d’étre muté : il
faut attendre plusicurs divisions cellulaires avant de pouvoir
réunir dans une méme cellule uniquement des noyaux mutés,
condition nécessaire a I'expression phénotypique de la
résistance a la streptomycine.

Avec le myleran (200 mg par litre = 0,0008 M), on observe
aucun effet mutagéne méme quand on prolonge le traitement
pendant 24 heures a 37 °C. En admettant que le myleran
pénétre dans la cellule (ce que nous devrons encore prouver),
il semble que, a cause de sa trés faible solubilité¢ dans 'cau, la
concentration utilisée soit trop faible pour rendre détectables
les mutations dues a des Iésions du type monofonctionnel
(atteignant une seule hélice de I’ADN). Le pontage, par
ailleurs, ne semble déterminer aucune mutation : I'observation
de Cairns montrant que le noyau de coli ne contient qu'une
seule molécule bicaténaire d’ADN en forme d’annecau,
explique vraisemblablement notre observation : le pontage
est 1étal pour le noyau, il ne peut pas étre mutagéne. La
Iétalité d'un noyau n’entraine pas la mort de la cellule parce
que celle-ci est plurinucléée. Par ailleurs, la létalité, par
action cytoplasmique du myleran, n'est pas non plus détec-
table chez E. coli.

C) Action mutagéne des agents mono- et bi-fonctionnels chez
des cellules dont les chromosomes sont formés par plusicurs
molécules A’ ADN soudées par des liens protéiques fragiles

On peut admettre que, dans cette situation, la délétion
d'une molécule d’ADN ne soit pas nécessairement létale et
qu'elle puisse causer une mutation phénotypiquement
reconnaissable. D¢s lors, on peut distinguer les mutations
dues a des pontages et celles dues a une lésion atteignant
une scule chaine : les premiéres se retrouvent dans toute la
descendance du génome, tandis que les secondes n’appa-
raissent que dans la moitié¢ de la descendance. Il semblerait
que, dans le cas des agents alcoylants bi-fonctionnels qui,
comme le myleran, ne provoquent guére de dépurination, le
mécanisme principal de I'action mutagéne soit le pontage.

Ces hypothéses ont servi de base & un travail que nous avons
fait chez une algue monocellulaire haploide, Chlamydomonas
cugametos, qui était normalement résistante a la strepto-
mycine. La mutation observée était la perte de cette résis-
tance.

Les cellules ont été soumises a 'action de myleran tritié de
trés haute activité spécifique. Aprés ce traitement, une partie
des cellules a été soumise a I'analyse génétique ; la technique
utilisée ne permettait de dépister la mutation que si elle
atteignait toutes les cellules issues de la cellule traitée.
D’autre part, I'isolement de I'ADN et des mesures de radio-
activité ont permis, connaissant l'activité spécifique du
myleran tritié utilisé, de calculer le nombre de groupements
alcoyle fixé par millions de nucléotides. Ia relation mathéma-
tique entre I'alcoylation et I'action mutagéne montre qu’il
suffit de fixer un groupe alcoyle dans une cible dont la gran-
deur apparente est de 9oo ooo u.m.a., cible unique dans cette
cellule haploide, pour faire disparaitre la résistance a la

streptomycine. Nous avons supposé que le coup efficace était
le pontage des hélices complémentaires de la molécule d’ADN
porteuse du locus génétique dont dépend la résistance a la
streptomycine ; si on admet que 1 alcoyle sur 1o seulement
peut former un pont (valeur trouvée avec le myleran et 'TADN
de thymus de veau), la grandeur réelle de la cible serait
9 000 000 u.m.a,

Cette valeur provisoire est de I'ordre de grandeur du poids
d’'une molécule d’ADN ; le résultat semble donc soutenir
I’hypothése utilisée pour expliquer l'action mutagéne du
myleran. Le myleran tritié donnerait donc le moyen de
mesurer «in situ » la grandeur d’une molécule d’ADN biolo-
giquement définie. I'utilisation du myleran devrait aussi
permettre d'étudier les associations de loci génétiques a
I'intéricur d'une méme molécule d’ADN. Enfin les résultats
de cette expérience s’accordent avec les modéles de chromo-
some proposés par Freese, Taylor, Rizet, Lissouba, etc... oit
des molécules d’ADN individualisées sont tenues par une
reliure vraisemblablement protéique de maniére a former une
superstructure présentant ‘les mémes propriétés de complé-
mentarité que la molécule d’ADN elle-méme.

ACTION CANCERIGENE

Nous ignorons la cause de l'action cancérigéne
des agents alcoylants. Il est possible qu’il ne s’agisse
que d'un cas particulier de Il'action mutagéne.
Maisin (communication personnelle) a observé que le
myleran était fortement cancérigéne chez le Rat.
Nous sommes tenté d’attribuer cette action a des
pontages entrainant, au moment de la mitose, des
délétions, simples ou multiples, de molécules d’ADN
des génomes des cellules cancérisées.

RESUME

Cette bréve revue est consacrée principalement a la
description du mécanisme de I'action mutagéne des
agents alcoylants.

Aprés un vappel sommaire de la structure de ' ADN,
les différents modes de réaction de cette macromolécule
avec les agents alcoylants mono- et bi-fonctionnels ont été
énuméyés. De la connaissance des lésions chimiques, on
a théoriquement déduit des causes de mutations. La
vraisemblance de ces hypothéses a été confrontée avec
des résultats expérimentaux oblenus chez lesba ctério-
phages, Escherichia coli et Chlamydomonas.

SUMMARY

A hosrt review is given of the mutational action of
alkylating agents.

The molecular structure of deoxyribonucleic acid is
rvecalled and the various reactions of this macromolecule
with mono- and bi-functional alkylating agents are
described. Knowledge of the chemical damage enabled
suggestions for the mechanisms of mutation to be made.
These hypotheses have been compared with experimen-
tal results obtained with bacteriophages, Escherichia
coli and Chlamydomonas.
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