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La spectrométrie de masse :
un outil remarquable pour I'étude
des dommages de 'ADN

REsume

lendommagement de la structure chimique de I'ADN par des agents chimiques ou des
rayonnements peut avoir des conséquences graves, allant de la mort des cellules a I'induction de
mutations. Dans les recherches autour de ce theme, la spectrométrie de masse intervient a plusieurs
niveaux. Tout d'abord, elle est I'une des techniques de choix pour la caractérisation de nouveaux
dommages. Par ailleurs, utilisée comme détecteur sensible et trés spécifique en association avec

la chromatographie liquide, elle permet d'obtenir des données quantitatives dans des cellules

ou des tissus. Enfin, par sa grande efficacité a caractériser des molécules de taille importante, la
spectrométrie de masse MALDI-TOF simpose comme un outil précieux pour les études biochimiques
impliquant des fragments d’ADN de synthese portant des Iésions spécifiques.
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Mass spectrometry, an outstanding tool for the study of damage to DNA

SUMMARY

Damaging of the chemical structure of DNA by chemicals and radiations is a deleterious process that
may induce cell death or mutagenesis. In this field of research, mass spectrometry is involved in several
ways. First, it is an essential technique for the search and characterization of novel types of DNA damage.
In addition, when used as a sensitive and specific detector in combination with liquid chromatography,
mass spectrometry enables the collection of quantitative and accurate data on the formation of DNA
damage at the cellular and organ levels. Last, MALDI-TOF mass spectrometry is able to efficiently
characterize large molecules and is thus a reference technique for biochemical studies involving synthetic
DNA fragments carrying a specific damage at a precise position.
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| - Introduction : la problématique
des lésions de 'ADN

La magnifique double-hélice de l'acide désoxyri-
bonucléique, 'TADN, est une véritable icone de la
biologie moderne. Et avec raison ! En effet, TADN
joue un role fondamental dans la cellule. C'est dans
I'enchainement précis de ses quatre bases (figure
1), la séquence, que se trouve stockée I'information
permettant la synthese des différentes protéines
dont a besoin la cellule pour survivre, se diviser
et répondre aux variations de son environnement.
L’ADN assure également le transfert tres fidele de
cette information d'une génération de cellules a
une autre en étant dupliqué avant chaque division
cellulaire. CADN est ainsi a la fois le support de
l'information génétique et le vecteur de 'hérédité.
Comme toute molécule organique, 'ADN peut

subir des réactions chimiques diverses, sous l'in-
fluence d’agents physiques, comme les rayonne-
ments ionisant ou ultraviolet, ou chimiques, com-
me les polluants ou certaines molécules produites
de fagon endogene. La modification de la structure
chimique de 'ADN qui en découle peut avoir des
conséquences trés néfastes pour son utilisation
par la machinerie cellulaire. En effet, la complé-
mentarité entre les bases adénine et thymine d’une
part, et guanine et cytosine d’autre part est fon-
damentale pour les phénomenes se déroulant a ce
niveau. Si les enzymes impliquées dans les gran-
des fonctions de 'ADN rencontrent de nouvelles
structures chimiques, réplication et transcription
ne seffectuent plus de facon correcte. Les consé-
quences peuvent étre tout d’abord la mort de la
cellule. Plus grave, une erreur dans l'information
génétique peut étre introduite (et se propager
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ensuite au fil des générations de cellules). C’est une
mutation dont I'une des conséquences les plus gra-
ves est le déclenchement d'un phénomene de can-
cérisation. Pour éviter ces processus déléteres, les
cellules posseédent des protéines spécialisées dans
la réparation de 'ADN dont le rdle est déliminer
les parties dont la structure chimique est altérée.
Quel role peut jouer un outil comme la spectro-
métrie de masse dans l'étude de ces phénomeénes
et problématiques biologiques ? Une premiere ré-
ponse a cette question nous conduit a évoquer les
capacités immenses de la protéomique moderne,
une discipline qui trouve naturellement des ap-
plications dans l'étude de la réparation de 'ADN.
Nous n‘aborderons toutefois pas ici les travaux
relevant de ce domaine mais focaliserons plutot
notre propos sur des études chimiques et biochi-
miques. En effet, la chimie, que ce soit de synthese,
de caractérisation ou d’analyse, apporte de nom-
breuses informations dans le domaine de I'étude
des dommages de 'ADN. Souvent mise en oeuvre
dans ce type détude, la spectrométrie de masse
s'est imposée comme un outil indispensable.

Il - La caractérisation de la structure
chimique des dommages

Les dommages de 'ADN sont associés a une énor-
me diversité de structures car chaque agent géno-
toxique induit la formation d’'un ou plusieurs types
de dommages spécifiques.

Il est donc important de connaitre, pour un géno-
toxique donné, la nature et la structure exacte des
dommages formés. Ceci ne peut pas étre réalisé
sur de TADN qui aurait été extrait de cellules trai-
tées car les taux de lésions sont (heureusement !)
tres faibles. Toutefois, cette difficulté a pu étre con-
tournée depuis des décennies grice a l'utilisation
de composés modeles. Selon cette approche, des
petites molécules correspondant a des fragments
d’ADN (bases, nucléosides, oligonucléotides) sont
exposées aux agents génotoxiques étudiés afin
d'induire des dommages. L'absence de limite liée a
la survie cellulaire permet de travailler sur de gran-
des quantités de molécules soumises a des doses
élevées. Les différents composés du mélange sont
ensuite séparés et caractérisés. Cette approche se
résume ainsi & une problématique classique, mais
pas pour autant toujours simple, de caractérisa-
tion de petites molécules organiques. La spectro-
métrie de masse, en particulier les piéges ioniques
permettant la fragmentation multiple, y apporte
des informations indispensables, mais devant étre
complétées par d’autres techniques comme la ré-
sonance magnétique nucléaire.

La spectrométrie de masse se révéle encore plus
incontournable vis-a-vis d‘autres problématiques
comme lidentification des mécanismes réac-
tionnels. En effet, l'utilisation de composés mar-
qués par des isotopes stables est un outil des plus
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Figure 1

La structure chimique primaire d'un simple brin dADN. Sa structure

bicaténaire implique notamment des liaisons hydrogénes entre les nucléotides
«complémentaires », cytosine et guanine d'une part, thymine et adénine dautre part.
A noter qu'une molécule composée d’une base et d'un 2-désoxyribose est appelée
nucléoside. Elle devient nucléotide avec un groupement phosphate.

précieux. Notre équipe a été par exemple confrontée
a des lésions radio-induites de 'ADN ou une seule
attaque radicalaire initiale conduisait a la formation
de deux bases oxydées adjacentes issues d'une gua-
nine et d'une thymine (1). La premiére hypothése
était qu'un radical peroxyle se formait d'abord sur la
thymine et allait oxyder la guanine par arrachement
d’un électron suivi par l'attaque d'une molécule d’eau.
Nous avons travaillé sur un composé modele ne por-
tant qu'une thymine et une guanine et soumis a une
irradiation sous atmosphere doxygene moléculaire
'*0,. Lanalyse par spectrométrie de masse electros-
pray nous a permis de montrer que cette lésion dou-
ble incorporait de l'oxygeéne moléculaire (figure 2, voir
page suivante), que l'on retrouvait sur la guanine oxy-
dée. Le mécanisme semblait donc plutdt impliquer
une addition du peroxyle de thymine sur la guanine
suivi d'un réarrangement du radical.

Les performances toujours améliorées des spectrome-
tres de masse, notamment en termes de sensibilité, ont
permis d'adopter de nouvelles stratégies pour mettre
en évidence des lésions jusqualors inconnues. En par-
ticulier, le couplage de la chromatographie liquide et
de la spectrométrie de masse facilite la recherche dans
des mélanges complexes, & condition de disposer de
quelques indices sur la structure des composés ciblés.
1l est possible d'utiliser les spectrometres de masse
triple quadripolaire en mode dit « perte de neutre »
qui permet de visualiser, sur un profil délution, tou-
tes les molécules qui perdent le méme fragment. Or,
les nucléosides se fragmentent quasiment toujours
en perdant la partie 2-désoxyribose, soit 116 um.a.
Nous avons ainsi analysé de IADN isolé exposé au
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Massif isotopique de lion pseudo-moléculaire enregistré par spectromeétrie de masse
electrospray en mode négatif (ion [M-H]J) dune lésion complexe. Cette derniere contient

un résidu formylamine issu d'une thymine et le dérivé oxydé en position 8 de la guanine.
Lexpérience est réalisée sur un composé modeéle constitué de deux nucléosides reliés par un
pont phosphate d(TpG). On voit clairement que lorsque loxydation par le rayonnementyy se
fait sous atmosphére de 'O, un ou deux atomes doxygene moléculaire sontincorporés. La
fragmentation montrera quily en a toujours au moins un sur la guanine oxydée.
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Figure 3

Chromatogramme HPLC-MS/MS enregistrés en mode perte de neutre de 116, correspondant
ala perte du 2-désoxyribose caractéristique des nucléosides (electrospray ESI¥). Le tracé A)
correspond a de TADN témoin, le tracé B) correspond a de TADN exposé au rayonnement

y dune source de “CO. On voit nettement apparaitre de nouveaux pics. Dans les deux cas,
TADN est hydrolysé en nucléosides par incubation avec des enzymes avant analyse.

rayonnement y puis hydrolysé en nucléosides (2).
Comme on peut le voir sur la Figure 3, des pics asso-
ciés a l'apparition de nouveaux nucléosides, dont on
connait ainsi la masse moléculaire, sont venus s’ajou-
ter & ceux correspondant aux quatre bases normales.
Nous avons en particulier étudiés ceux de masse 341.
Un grand nombre détudes sur des oligonucléotides di-
vers puis des synthéses chimiques nous ont permis de
montrer que ces nucléosides proviennent d'une lésion
complexe impliquant l'oxydation initiale d'un résidu 2-
désoxyribose de TADN et la formation d'une cassure,
suivies de l'attaque nucléophile dune cytosine. Sans
les performances de l'analyse HPLC-MS/MS, cette 1é-
sion qui ne se forme que dans 'ADN entier puisquelle
nécessite la proximité spatiale des différents réactifs,
naurait pas pu étre identifiée.
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Il - Quantification des dommages de
I'ADN par chromatographie — ESI/MS

Létude de la réactivité de 'ADN vis-a-vis de divers
agents génotoxiques a permis sur des composés mo-
deles et de TADN isolé, l'identification de dizaines, voi-
re de centaines de lésions différentes (3, 4). Il importe
de savoir si toutes se forment dans les cellules et dans
lorganisme ainsi que de déterminer en quelle propor-
tion et en quelle quantité. Le chercheur se trouve la
face a un défi analytique sérieux puisque la fréquence
des dommages est trés basse dans des conditions « rai-
sonnables » dexposition (faible dose, faible morta-
lité...), de Tordre de une lésion pour 1 ou 10 million(s)
de bases normales. Autre difficulté, en plus du faible
taux de dommages, la taille des échantillons biologi-
ques est souvent limitée, de 5 & 100 ug ’ADN selon
les cas. Il faut donc clairement atteindre des sensibi-
lités de lordre de la picomole voire de la femtomole.
Diverses techniques biochimiques, basées sur l'utili-
sation d’anticorps ou de procédés électrophorétiques,
sont appliquées. Elles sont souvent sensibles mais ne
sont que peu quantitatives et peu spécifiques en ter-
mes didentification des lésions reconnues. La spec-
trométrie de masse, et 1a encore plus particulierement
IESI/MS/MS (Spectrométrie de masse en tandem
avec ionisation electrospray), simpose de plus en plus
comme une alternative intéressante (5, 6). Sa sensibi-
lité actuelle se révele tres bien adaptée aux études sur
cellules en culture ou chez I'animal.

Comme mentionné précédemment, TADN peut fa-
cilement étre hydrolysé en petites molécules. Dans
le domaine de lanalyse des petites molécules, des
applications réalisées dans d’autres secteurs, comme
par exemple I'analyse environnementale, ont permis
de démontrer que le couplage HPLC-MS/MS pou-
vait se révéler tres sensible et spécifique. Pour ce type
dapplications, les spectrométres les plus performants
sont les appareils triple quadripolaires utilisés en suivi
de fragmentation (mode «reaction monitoring»).
Cette technique permet de quantifier des molécules
connues, dont a été déterminée au préalable la masse
moléculaire, la nature des fragments et les propriétés
chromatographiques (figure 4). Cette caractérisation
initiale constitue létape la plus longue car elle requiert
la synthese, l'isolement et la préparation de solutions
calibrées de la molécule a quantifier. Lanalyse par
spectrométrie de masse est réalisée en bloquant le
premier quadripdle sur le rapport masse/charge de
lion pseudo-moléculaire du composé ciblé, alors que
le quadripole situé apres la cellule de collision est réglé
pour ne suivre que quelques fragments spécifiques de
l'analyte. Ces deux niveaux de spécificité assurent un
bruit de fond tres faible a la détection. La sensibilité
atteinte est en routine de 1 a 10 fmol injectées. On no-
tera que de nombreuses méthodes sont développées
en dilution isotopique, une approche qui utilise les
dérivés marqués par des isotopes stables des molécu-
les cibles comme étalons internes.

De nombreuses équipes ont appliqué cette stratégie
a différents types de dommages de TADN comme,
par exemple, la formation d’adduits impliquant des
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duits par le rayonnement
ultraviolet  solaire (8, 9).
L'absorption de photons UV
par 'ADN y déclenche des
réactions de dimérisation en-
tre base thymine et/ou cyto-
sine adjacentes. Deux types
de photoproduits peuvent se
former, les diméres cyclobuta-
ne et les photoproduits (6-4).
Ces derniers peuvent étre a
leur tour convertis en isome-
res de valence Dewar par ab-
sorption d’'un second photon.
Ces réactions peuvent se pro-
duire pour chacun des dinu-
cléotides bipyrimidiques (TT,

Mélange de
nucléosides

Figure 4

Principe de la quantification des dommages de I'ADN par HPLC-MS/MS en mode
«reaction monitoring». Sur le chromatogramme final, chaque analyte cible est
repéré par son temps de rétention et sa fragmentation spécifique. L'intégration
de la surface des pics et la calibration du signal permet ['obtention de données

quantitatives.

composés aromatiques présents dans l'alimentation
ou la pollution atmosphérique ou encore des bases
modifiées produites par le stress oxydant. Dans ce
dernier cas, l'analyse est compliquée par le risque
doxyder TADN pendant son extraction des cellules,
un écueil heureusement largement résolu ces der-
niéres années par loptimisation des protocoles mis
en ceuvre (7).

Notre équipe a également utilisé I'HPLC-MS/
MS pour quantifier les dommages de 'ADN in-

Dimeére cyclobutane

Structure de la partie base
du photoproduit

TC, CT ou CC) et c’est donc
au total 12 produits qui peu-
vent se former. Ces composés
peuvent étre libérés de TADN
par desenzymes sous forme de
deux nucléosides reliés par un
groupement phosphate. Leur
quantification individuelle est
alors réalisée en electrospray négatif en mode
«reaction monitoring». Cet exemple illustre la
puissance analytique de la HPLC-MS/MS. En
effet, les photoproduits issus de deux thymines
ont tous la méme masse molaire (tableau I).
De plus, l'isomeére de valence Dewar et le di-
meére cyclobutane présentent des proprié-
tés chromatographiques assez similaires. Par
ailleurs, photoproduit (6-4) et isomeére Dewar

Photoproduit (6-4)

Masse moléculaire 546

546 546

Fragmentations principales (G

1) Coupure d'une liaison N-glycosidique
suivie de la perte d'un 2-désoxyribose

2) formation de 2-désoxyribose
phosphorylé (fragment 195)

1) réarrangement de la partie base puis
perte d'une chaine carbonée (perte de
113 uma)

2) formation de 2-désoxyribose
phosphorylé (fragment 195)

113 uma)
2) formation de 2-désoxyribose
phosphorylé (fragment 195)

Temps de rétention 14.0

19.0 135

Tableau 1

Isomére de valence Dewar

1) réarrangement de la partie base puis
perte d'une chaine carbonée (perte de

Structures et caractéristiques utilisées pour la détection des photoproduits dimériques thymine-thymine. Ces derniers sont hydrolysés de TADN sous
forme de dinucléosides monophosphates (enchainement base-désoxyribose-phosphate- désoxyribose-base). La séparation chromatographique
est réalisée en mode suppression d’ions par de lacétate de triethylammonium, et un gradient d‘acétonitrile. lonisation electrospray en mode négatif,
détection par spectrométrie de masse en mode « reaction monitoring ».
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Figure 5

Spectre MALDI-TOF d'un oligonucléotide de synthése comportant un adduit entre
deux guanines et un agent antitumoral platiné. La suite de pics de masse décroissante
correspond a des fragments d’ADN pour lesquels le processus de digestion par une
exonucléase est de plus en plus avancé. La différence en masse correspond a chaque
fois a un nucléotide et permet de reconstituer la séquence

ont les mémes fragmentations. Cependant,
grace a des différences de caractéristiques de
spectrométrie de masse dans le premier cas,
ou de comportement chromatographique dans
le second, il est possible de doser les trois pro-
duits tres spécifiquement en une seule injec-
tion. Le méme raisonnement s’étend aux autres
photoproduits. Nous avons pu ainsi détermi-
ner la réactivité de '’ADN en solution aqueuse,
dans des cellules humaines en culture et dans la
peau humaine compléte. On observe toujours
une plus forte réactivité des sites TT et TC par
rapport a CT et CC. De plus, le rapport entre
dimeéres cyclobutane et photoproduits (6-4) dé-
pend fortement du dinucléotide considéré, il est
en moyenne de quatre.

IV - MALDI-TOF pour I'étude des
propriétés biologiques des lésions

Grace aux types d’études rapportées plus haut, il
est possible de déterminer la nature et la quan-
tité des dommages qu'un agent génotoxique
est susceptible de produire. Ces informations
restent toutefois insuffisantes pour déduire la
dangerosité de cet agent. En effet, chaque 1é-
sion est plus ou moins mutageéne et plus ou
moins efficacement éliminée par les systemes
de réparation de '’ADN. Si 'on veut avoir acces
a ce type de données, I'étude de cellules entie-
res est peu informative car différents types de
dommages sont produits et 'TADN est rarement
la seule cible des composés toxiques étudiés.
Pour obtenir des informations spécifiques sur
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une lésion donnée, 'approche la plus pertinente
consiste a préparer, par synthése automatisée
sur support solide, des fragments d’ADN (ou
oligonucléotides) qui portent un dommage
précis au niveau d’'une position choisie de leur
séquence. Les brins ’ADN ainsi obtenus, longs
de quelques dizaines de paires de bases, peu-
vent étre ensuite utilisés comme substrat pour
des études enzymatiques in vitro (10). A titre
d’illustration, il est possible d’observer com-
ment les polymérases se comportent face a la
lésion mais également d’étudier l'impact de
celle-ci sur leur activité. On peut ainsi déter-
miner si ces enzymes introduisent bien la base
attendue ou non, par exemple une cytosine face
a une guanine modifiée.

Dans ce type de travaux, la spectrométrie de
masse est mise en ceuvre tout d’abord pour le
contrdle qualité des oligonucléotides synthé-
tisés. C’est un point primordial car les condi-
tions de synthése chimique des oligonucléoti-
des sont plutot dures (pH, oxydation) alors que
les bases modifiées sont plus fragiles que leurs
précurseurs. Si l'electrospray est bien sar utili-
sable, c’est la spectrométrie MALDI-TOF qui
est la mieux adaptée a cette tiche puisque l'on
recherche des informations sur des molécules
de masse moléculaire de plusieurs dizaines de
kDa. L'analyse MALDI-TOF des oligonucléo-
tides permet bien évidemment de déterminer
leur masse moléculaire mais apporte également
des informations sur la séquence de l'oligonu-
cléotide. On emploie pour ce faire des enzymes
hydrolysant 'ADN a partir d’'une extrémité.
L'arrét de la réaction avant la digestion comple-
te de la séquence permet 'obtention d'un mé-
lange de fragments correspondant a des inter-
médiaires ayant perdu une, deux, trois ou plus
nucléotides (figure 5) (11). La lecture de cette
«échelle» de masse permet de reconstituer la
séquence. De facon intéressante, la présence
d’'une lésion bloque souvent les enzymes et un
produit de digestion incompléte s’accumule.
Ceci permet de vérifier la position et 'intégrité
de la lésion dans la séquence synthétisée.

La spectrométrie de masse MALDI-TOF est
également utilisée pour élucider des mécanis-
mes enzymatiques, comme par exemple l'ac-
tion d’enzymes de réparation de '’ADN. Il existe
plusieurs systémes de réparation de '’ADN. L'un
d’entre eux, appelé réparation par excision de
base (ou systéme BER (Base Excision Repair))
consiste en l’élimination de la base modifiée
par coupure de la liaison entre la base et le 2-
désoxyribose par des enzymes de la famille des
ADN N-glycosylases. Cette premiére étape est
suivie de Iélimination du site abasique ainsi li-
béré et de la resynthese de la séquence correcte
par complémentarité avec le nucléotide situé en
face du «trou», sur le brin intact. La protéine
Fpg (Formamidopyrimidine ADN-glycosylase)
est une enzyme du systeme BER des eubacté-
ries. Le role majeur des résidus lysine dans la
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premiére étape du processus qui permet a cette
protéine d’éliminer certaines bases oxydées a
été déterminé en analysant par MALDI-TOF le
complexe ADN/enzyme issu de la réaction. En
effet, cette premiére étape conduit temporaire-
ment & une base de Schiff qui peut étre stabilisée
par réduction et a été identifiée par spectromé-
trie de masse (12). La seconde étape, Iélimina-
tion du site abasique, se fait elle par plusieurs
mécanismes selon I'enzyme. Le premier est une
B-élimination qui laisse d’'une part une extrémité
portant un groupement phosphate et, de l'autre,
un 2-désoxyribose oxydé. Le second mécanisme
dit de ,8-élimination conduit a deux extrémités
phosphorylées. L'analyse MALDI-TOF permet
facilement de différencier ces deux possibilités,
comme nous l'avons fait récemment dans le cas
de l'endonucléase VIII (figure 6) (13).

V - Conclusions

Les quelques exemples rapportés dans cet arti-
cle illustrent bien comment la spectrométrie de
masse prend une place grandissante dans tous
les aspects de la recherche sur les dommages
de 'ADN. Par ailleurs, cette observation réali-
sée dans un domaine particulier reflete la mon-
tée en puissance plus globale de ces techniques
en chimie comme en biologie. Les développe-
ments futurs seront évidemment conditionnés
par les progres technologiques des nouveaux
spectrometres. Dans le domaine de la quan-
tification des dommages dans 'ADN, un gain
de sensibilité d’'au moins un ordre de grandeur
reste souhaitable pour réaliser des études chez
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