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R&u&-La cycle-S’,8 desoxy-2’ adenosine 2 a CtC identiflee comme I’un des principaux produits de la radiolyse 
gamma de la dbsoxy-2’ adtnosine 1 (G=0.03 en prtsence d’oxyghne, G =0.05 en absence d’oxygbne). Cette 
substance est susceptible de jouer un rBle dans les phtnom&nes de mutagUse radieinduites. Les etudes de 
‘H-RMN a 250 MHz ont mis en tvidence la geomttrie remarquable de ce composC puisque trois constantes de 
couplage de protons vicinaux du fragment sucre ne sont pas d&e&%. L’Ctude du modble montre en effet que Ies 
protons correspondants forment un angle voisin de 90”. La formation de 2 implique I’attaque de la double liaison 
CbN7 par le radical en 5’ de 1 produit sous l’action des radicaux OH. issus de la radiolyse de l’eau. 

Abstract-5’,8-Cyclo-2’deoxy-adenosine 2 has been identified as one of the principal products of gamma radiolysis 
of 2’deoxyadenosine (G = 0.03 in the presence of oxygen; G = 0.05 in the absence of oxygen). This compound is 
likely to play a role in the phenomena of radidnduced mutation. ‘H-NMR studies at 250 MHz have shown the 
remarkable geometry of the compound since three coupling constants of the vicinal protons of the sugar fragment 
have not been detected. The study of the model has in fact shown that the corresponding protons form an angle close 
to 90”. The formation of 2 shows that the C&N7 double bond is attacked by the radical on the carbon 5’ of 1, 
produced by the action of OH. radicals formed by the radiolysis of water. 

L’effet primaire de la radiolyse gamma, en milieu aqueux, 
de I’adtnine (constituant des acides nuclCiques) se traduit 
par I’addition d’un radical OH. sur la double liaison C8- 
N7.‘-’ Lorsque la base est associCe au ribose ou au 
dCsoxyribose une attaque de ce radical peut se produire 
kgalement au niveau du sucre, dans une proportion 
voisine de 30% dans le cas d’un nuclCotide.‘J 

Dans cette ttude un d&iv6 de la dtsoxy-2’ adCnosine a 
i?tC identilit, rCsultant de la formation d’une liaison entre 
le carbone 5’ et le carbone 8 de la mol6cule. Le mecanisme 
radicalaire d’une cyclisation similaire a et6 envisagd par 
Keck.6 Cet auteur a identiliC la cycle-5’,8 adCnosine 
monophosphate et signale que d’autres nuclCotides (GMP, 
IMP, dAMP) conduisent g des d&iv&s identiques, sous 
I’action du rayonnement gamma, en milieu d&a&6. Le 
p&sent travail montre que cette reaction a lieu 
egalement g partir des nuclCosides en milieu a& ou en 
absence d’oxygkne. 

RESULTATS 

Le Tableau I donne les valeurs des Rf du 
cyclonuclCoside par rapport a deux autres produits de 
radiolyse de la dCsoxy-2’ adenosine.’ 

Le produit Ctudie r&it t&s difficilement avec la 
cystCine en solution dans I’acide sulfurique, rCactif 
sp6cifique du desoxyribose, ce qui peut laisser supposer 
que celui-ci a Ctt modili6 lors de I’irradiation. 

Le spe&e UV est voisin de celui de la d6soxy-2 
adCnosine et le spectre IR ne presente pas de bande 
d’absorption vers 1720cm-’ comme dans le cas de la 
dihydro-7.8 0x0-8 desoxy-2’ adknosine.’ Les spectres UV 
et IR indiquent que le cycle purique est conservt? et 
qu’aucun groupement OH ne s’est fix6 sur la moltcule. 

Le spectre de masse du produit ac&ylt donne la masse 
molCculaire m/e 333.10695 (C,,H,,N,O,), c’est-i-dire la 
masse moltculaire de la dCsoxy-2’ adenosine diacCtylCe 
moins deux atomes d’hydrogbne. Les exemples relevCs 

Tableau 1. R, chromatographique des produits de radiolyse de la 
dtsoxy-2’ adenosine 

Solvant I Solvant II Solvant III 
Silice Cellulose Cellulose 

Cycle-S’,8 dbsoxy- 
2’-adCnosine 2 

0.19 0.19 0.22 

Wsoxy-2’ adtnosine 1 0.34 0.57 0.4 
Ad&nine’ 0.34 0.50 0.32 
Dihydro-7.8 oxo-8 

desoxy-2’ adenosine’ 
0.46 0.67 0.46 

dans la IittCrature et possCdant des formules de ce type. 
sont: soit des nucltosides cycliques contenant un pont 
oxygtne entre le CS’ et le C8: soit des composCs ayant 
une double liaison Cl’-C2’,9 soit des nuclCosides 
posstiant une liaison CS’-C8.” 

Le spectre presente un pit intense m/e 135 (adtnine), 
contrairement aux cyclonuclCosides ayant un pont 
oxygene Cs’-O-C8, dont la fragmentation se caractkrise 
par un pit intense m/e 151 (hydroxyadenine).’ 

La spectroscopic RMN permet de p&iser la nature des 
dc+ux protons absents et apporte la preuve d’une liaison 
CS’-C8. Le spectre RMN du composC (Fig. I) en solution 
dans le DMSO a ttt obtenu g 250MHz B 25°C. Les 
dCplacements chimiques ont ttC calcults par rapport au 
TMS. Pour plus de clart6 les protons 6changeables ont &6 
remplacCs par du deuterium. 

Sur ce spectre, en comparaison avec celui ‘de la 
desoxy-2’ adtnosine”,” on peut observer: I’absence d’un 
proton dans la rCgion de 8ppm qui correspond aux 
protons H2 et H8 de I’adenine. et I’absence d’un atome 
d’hydrogbne dans I’un des singulets (4.60 et 4.46 ppm) ou 
dans le multiplet (4.20ppm) ces pits reprisentant les 
protons H4’, HS’ et H3’. 

Le quadruplet (4.20 ppm) a 6tc attribuC au proton H3’ 
par d6zouplage de spin, I’irradiation de celuici (Fig. IB) 
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Fii. 1. (A) Spectre ‘H RMN de la cycb5’,8 dbsoxy-2’ adhosinc; (B) Irradiation du proton H3’. 

modifiant les spectres des protons H2’ et H2” et 
inversement. 

Les deux singulets correspondant chacun A un seul 
proton sont attribu6s au proton H4’ et a un proton HS’. En 
effet I’tlimination dun atome d’hydrogbne a eu lieu en 5, 
car deux atomes d’hydrogbne sur le m&me carbone 5’ 
seraient obligatoirement couples (ou, s’ils 6taient 
Cquivalents auraient le m&me dCplacement chimique). 

Puisqu’il manque uu seul proton du desoxyribose, le 
groupement OHS’ a ed conserve. II n’existe done pas de 
pont oxygtne entre le sucre et la base. 

Pour attribuer I’un des deux singulets au proton H4’ ou 
HS’, le produit a et6 acCtylC. En effet I’acetylation de la 
fonction OHS’ doit entrafner un dtplacement chimique 
important de pun des singulets comme le montre le 
tableau 2. 

Les rtsultats obtenus, ne sont pas assez prtcis pour 
l’attribution des singulets mais confirment cependant 
I’existence dune fonction OH en C5’ et montrent que 
I’acetylation a eu lieu en 5’ et en 3’. 

Pour des raisons steriques le carbone 5’ ne peut 
s’associer qu’au carbone 8 de la base et le pit situ6 A 
8.2 ppm correspond a l’hydrogbne H2. 

Les couplages J,,?, JY4., et Jtl’ sont nuls (Fig. 1) ou trop 
faibles pour &re d&e&s, resultats observes par Duong et 
01.“’ sur un derive de la cycle-5’,8 desoxy-5’ adenosine. 

Le modble mol&laire de la cycle-5’S dboxy-2 
adinosine montre qu’effectivement il existe des angles 
di&ires voisins de WC entre les liaisons C~HI-CZHI., 
&H,-C,H, et CIH,-CYHY. L’absence de couplage trans 

Tableau 2. 

Cycle-5’,8 dhoxy-2’ Proton H3’ H4’ ou S’HS’ ou 4’ 
adhosine 8 ppm 4.20 4.46 4.60 

Di-O-acbtyl-3’,5’ cycle-5’,8 Proton H3’ H4’ HS’ 
dbsoxy-2’ adtnosine 6 ppm 5.36 4.96 &?I 

entre Hl’ et H2’ explique la prCsence du doublet A 
6.43 ppm (Hl’) et permet d’attribuer le quadruplet sit& a 
2.27 ppm au proton H2’ et le sextuplet situ6 a 2.01 ppm au 
proton H2”. 

Les valeurs obtenues pour les dtplacements chimiques 
et les constantes de couplage sont rassembl6es dans le 
Tableau 3. 

Par analogie avec les hypotheses faites sur le 
mecanisme de formation de la cycloadenosine 
monophosphate on peut envisager le schema reactionnel 
Fii. 2. 

Des resultats d’analyse RPE” sur des cristaux de 
desoxy-2’ adtnosine brad& sont compatibles avec la 
formation dun radical en CS’, dli Q I’tlimination dun 
atome d’hydrogtne. D’autre part des etudes rtcentes” ont 
permis de veritier que la production dun tel radical dans 
un nucleoside purique entrafne la cyclisation en CS’-C8 
de la molCcule. 

Les valeurs de G (nombre de molecules formees pour 
100 eV) sont du m&me ordre de grandeur en presence ou 
non d’oxygtne: G = 0.03 et G = 0.05 pour une solution de 
IO-’ M/l, irradiee a la dose de 20,OOOrads. 

Dans le cas de TAMP Keck6 a suppose que le radical 
analogue a b (Fig. 2) participe a une reaction de 
dismutation avec le radical rtsultant de I’addition de OH’ 
en C8 qui conduirait a deux produits en 6gaJes quantites: 
le nucleotide cyclique et un derive resultant de l’hydrata- 
tion de la double liaison N7-C8. Darts le cas’ de la 
dtsoxy-2’ adenosine, ce derive (hydroxy-8 dihydro7,g 

Tableau 3. calacteristiques RMN de la cycle-5’8 
dtsoxyadhosine 

H2 HI’ H2 H2” H3’ H4’ouS HS’ou4’ 
6 ppm 8.20 6.43 2.27 2.01 4.20 4.46 4.60 

J1’2” J1’2” 33’2’ J3’2 
JHz 4.7 - 13.2 7.3 4.1 



Cyclisation radicalaire de la dtsoxy-2’ adtnosine 2387 

‘9 Dihydro-7,8 0x0-8 diroxy-2’ rd;nork 

mu> Lrb;r&n d’rd~nmc 

Fig. 2. Hypothese de formation de la cycle-5’.8 desoxy-2’ adenosine par irradiation de la desoxy-2’ adenosine. 

dtsoxy-2’ adknosine) n’a pas 6tC isol& Le mkanisme de 
formation de la cycle-5’,8 dksoxy-2’ adtnosine n’est done 
pas encore klucidt. Quoiqu’il en soit I’identification de ce 
compost confirme I’existence d’un troisibme processus 
radicalaire, autre que I’addition d’un radical OH’ en 
position 8 et la rupture de la liaison N-glycosidique,’ et 
montre que le carbone 8 peut r&jr selon deux voies 
difftrentes. 

MLTHODES EXPERIMENTALES 

La desoxy-2’ adenosine utiliSe est un produit commercial 
Sigma. La produit marque “C-8 est foumi par le Wpartement des 

Radioelements de Saclay. 

Skparation et extraction de la cycle-S.8 dkoxy-2’ adtfnosine 
Une solution aqueuse de d&soxy-2’ adenosine (4 x 10 ’ M/l), 

250 ml. est irradiee par une source de -Co (21,ooO rad/min) a une 

dose de 5 x 106 tads. La solution, reduite a 5 ml par evaporation est 

dtposee sur 20 plaques de silice (20 x 20 cm) Macherey Nagel. Les 
produits de radiolyse sont separts dans le systeme de solvants I: 
acetate d’ethyle-isopropanol-eau (75-169). Le derive etudie. 

reperk par UV ou autoradiographie est clue trois fois par 1Oml 
d’eau. Aprts centrifugation de la silice et reduction de la solution 
celle-ci est dtpos&z sur 4 plaques de cellulose Merck. Une 

deuxieme chromatographie est faite dans le systeme de solvants 
II: phase organique de melange chloroforme-methanol-eau (62- 
I) t 5% de methanol t I% d’acide acttique. Aprts extraction par 

du methanol. centrifugation et filtration de la solution sur liltre 
Millipore UGWPOI300, le produit obtenu (4 mg) est analyse par 

les differentes methodes spectroscopiques cit&es cidessous. 

Mesures Quantitatiues 
Une solution aqueuse de desoxy-2’ adtnosine “Cd (10-l M/I) 

est irradiee a 20,ooO rad (284)Orad/min), en milieu a&C ou en 
absence d’oxygene. Dans le premier cas, une pompe a aquarium 

assure I’apport d’oxygbne ntcessaire au maintien a I’ttat a&t de la 
solution sous irradiation. Pour les mesures en absence d’oxygene, 

la desatration de la solution est faite par degazage sous vide. Les 
valeurs de G ont CtC Cvalu&s par rapport a la totalite des produits 
de radiolyse marques sur le carbone 8 et separts en analyse 

bidimensionnelle sur plaques de cellulose dans les systtmes de 
solvants 11 et III: acetate d’ethyle, methanol, eau (75-16-20) t 2% 
d’acide acetique. Les produits radioactifs sont extraits par I ml 

HCI 0.1 N et agitts pendant 3 h a 50°C. Apres addition de liquide 

scintillant (Instagel Packard), les comptages sont effect&s sur un 
appareil Tricarb. 

Caract&stiques de la cycle-S.8 dboxy-2’ ndinosine 
Spectre UV (appareil Cary IS). AMI = 264 rnp (pH 2), 267 rnp 

(pH 6.3) 268 rnp (pH 11.2). Spectre IR (appareil Perkin Elmer 257) 

Y = 1675 cm-‘, 1610cm-‘, 1335 cm ‘, 1030cm~‘,820 cm ‘. Spectre 
de masse du derive acetyle (appareil AEI MS9) m/e 333 (18) 291 

(17.6),290(14.0),276(5.0),274(3.0),232(14.0),231 (9.2).230(18.0), 
2(X2(12.0), l%(l7.0), lSS(lO.O), 165(30.0), 164(45.0), 163(16.0), 162 
(17.0), I36 (16.0), 135.0 (72.0), 108 (11.4), 81 (46.0), 43 (100.0). 

Spectre RMN (appareil Cameca 250 MHz) caracteristiques dans 

Tableau 3 (c = 0.15 M/l, M&SO-&). 
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