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SUMMARY 

Peroxides produced ]rom thymine by ~ irradiation in aerated solution 
I. Chemical modifications of DNA upon ~ irradiation play an important role in 

radiobiology. Peroxides produced from thymine by ~ irradiation in aerated solution 
have been studied. Thymine hydroperoxides were the primary products and their 
chemical structures which were mostly unknown, have been determined. 

2. The following hydroperoxides were identified: 
trans-5-Hydroperoxy-6-hydroxy-5,6-dihydrothymine 
c is-5- Hydro pero x y-6-h ydro xy-5, 6-dih ydrot h ymine 
eis-6-Hydroperoxy-5-hydroxy- 5,6-dihydrothymine 
5-Hydroperoxymethyl uracil 
5-Hydroperoxy-5,6-dihydrothymine 
cis-6-Hydroperoxy-5,6-dihydrothymine 
trans-6-Hydroperoxy- 5,6-dihydrothymine 
tr ans-5 , 6- Dih ydr o per o x y- 5,6-dihydrothymine 
5-Hydroperoxy-5-methylhydantoin 
5-Hydroperoxy-5-methylbarbituric acid 

3- These compounds were separated by thin-layer chromatography involving 
new chromatographic solvents. By decomposition they were converted into alcohol 
besides other degradation products. 

4. These 14C-labelled peroxides were synthesized by different methods which 
are described. A new way to obtain thymine peroxides based on the reaction of 
H202 with halogenated derivatives of thymine, in the presence of Ag20 is given. 

5. Spectral analysis (ultraviolet, infrared, NMR, mass spectrometry) gave in- 
formation on the configuration and the conformation of the products. Chemical 
couplings and J constants provided by NMR spectrometry were tabulated. 

6. Quantitative analysis of peroxide formation and decomposition products was 
performed by 14C scintillation counting. 

7. The peroxides obtained at pH 7 result from the action of oxygen on five 
different radicals: 
5-Hydroxy- 5,6-dihydro-6-thymyl 
6-Hydroxy- 5,6-dihydro-5-thymyl 
(5-Uracyl)methyl 
5,6-Dihydro-5-thymyl 
5,6-Dihydro-6-thymyl 
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The isolation of peroxides is proof of the existence of these radicals which could 
be detected under different experimental conditions by EP R spectrometry. 

The addition of 0 2 or O~ to the 6-hydroxy-5,6-dihydro-5-thymyl radical is 
preferentially performed in the trans configuration. 

INTRODUCTION 

L'action des radiations ionisantes sur les organismes vivants r6sulte vrais- 
semblablement d'une atteinte nucl6aire de la cellule. Elle peut s'expliquer en termes 
de modifications chimiques des divers composants des acides nucl6iques et en parti- 
culier des bases pyrimidiques et puriques. 

De tr~s nombreux travaux ont 6t6 consacr6s ~ l'~tude de ces transformations 
in  vitro~-V; il a pu ~tre montr6 que la double liaison 5-6 de la thymine ou de la cyto- 
sine 6tait le site d 'at taque pr6f6rentiel des radicaux issus de la radiolyse de l'eau. 
La disparition progressive du groupement chromophore avec l 'augmentation de la 
dose de rayonnement s s'explique, en pattie, en milieu a6r6, par la peroxydation de la 
liaison 6thyl6nique. 

En irradiant des solutions aqueuses de DNA et de leurs constituants par des 
rayons X, en pr6sence de 0 2, WEISS 1 et DANIELS et al. 9 ont mis en 6vidence la forma- 
tion de peroxydes qui ne repr6sentent qu'une pattie des produits de radioformation 2. 

A partir de la thymine, EKERT ET MONIER 3 et LATAR]ET et al. ~6 on pu isoler par 
deux chromatographies successives sur colonne et sur papier les deux formes de 
l 'hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydro-5,6 thymine; ces substances ont 6t6 pr6par6es 
par synthbse chimique et retrouv6es parmi les produits de radiolyse de la thymine. 
Les mesures de constantes de vitesse du second ordre des diff~rents hydroperoxydes 
de synth~se ont confirm~ que le groupement hydroperoxydique 6tait bien en position 
5 mais la cin6tique ne permet pas de faire la distinction entre les formes cis et trans. 

Dans les plus r6cents t ravaux relatifs ~ la radiolyse de la thymine en milieu 
aqueux a6r613 le problbme des peroxydes est peu 6tudi6. Le present travail a pour but, 
en mettant  en 6vidence les diff6rents modes de peroxydation de cette base pyrimidi- 
que, et en pr6cisant la nature et l 'importance quantitative des diff6rents hydropero- 
xydes, d'6tablir des relations entre ces compos6s primaires et les divers produits plus 
stables de d6gradation thermique ou radiolytique. 

MAT1~RIEL ET MI~THODES 

Produits commerciaux 
La thymine est un produit Fluka: la E2-1aC]thymine d'activit6 sp6cifique IO 

ou 4 8 mCi/mmole provient du D6partement des Radio616ments de Saclay (France). 

Produits de base obtenus par  synth~se 
La bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine trans et la dihydroxy-5,6 dihydrothy- 

mine cis ont 6t~ synth~tis6es d'apr~s la m~thode de BAODISCH ET DAVIDSON 15. Par 
chauffage en solution aqueuse de ce dernier compos6, on obtient l'isombre trans le. La 
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dihydroxy-5,6 dihydrothymine cis peut aussi 8tre obtenue par oxydation permangani- 
que  12. 

L'hydroxy-  5 dihydrothymine de forme cis a 6t6 pr~par6e selon la m~thode de 
NOFRE ET OGIER 17 alors que l 'hydroxy-6 dihydrothymine trans a 6t~ synth~tis6e 
d'apr~s le proc6d6 mis au point dans notre laboratoire 18. 

L 'hydroxy-  5 dihydrothymine et la bromo- 5 dihydrothymine ont ~t~ obtenues 
suivant le proc6d6 de NOFRE et al. ~9. 

La m6thode de DOUMAS ET BIGGS 2° a permis de synth6tiser l'acide hydroxy-5 
mdthyl- 5 barbiturique alors que l 'hydroxym6thyl-5 uracile et le formyl-5 uracile ont 
6t6 pr6par6s selon la technique de CLINE et al2L 

L'hydroxy-  5 m6thyl-5 hydantoine a 6t6 synth6tisde d'apr~s la m6thode de 
MURAHASHI et al. m et la pyruvyl-N formyl-N' ur6e a 6t6 pr6par6e par oxydation de 
la dihydroxy-5,6 dihydrothymine cis avec le NaI  (r6f. 23). 

Techniques d'irradiation 
L'irradiateur est du type piscine et la temp6rature de l 'eau est de 12 °. La solu- 

tion de thymine de concentration 2 • lO -3 M, a6r6e ~ l'aide d'une pompe d'aquarium, 
est plac6e sous un flux de rayons ~ de e°Co 6mis par trois sources de 2000 Ci. 

Le d6bit de dose (9000 rads/min) a 6t6 6valu6 selon la technique de FR1CKE 24. 
Les solutions irradi6es sont ensuite soumises imm6diatement ~t l 'analyse chro- 

matographique ou lyophilis6es pour les t ravaux ~ l'6chelle preparative. 

Analyses chromatographiques 
Le choix de l 'adsorbant  s'est r6v616 capital. La silice Macherey Nagel-S-HR en 

raison de la pr6sence d 'amidon comme liant permet une r6v61ation ais6e des peroxydes 
apr~s pulv6risation d'une solution alcoolique de KI,  le seuil de d6tection est inf6rieur 
/t o.I #g. 

I1 est ~t noter que les gels de silice G, H R  et PF induisent une d6composition 
partielle des peroxydes au cours du d6veloppement. 

Les diff6rents hydroperoxydes ont 6t6 s6par6s par analyse bidimensionnelle en 
combinant les deux syst~mes de solvants suivants: (A) chloroforme-m6thanol-eau 
(4 : 2 : I, v / v / v ) + 2  % m6thanol; (B) ac6tate d '6thyle-isopropanol-eau (75 : 16 : 9, 
v/v/v) (voir paragraphe Propridtds chromatographiques dans RESULTATS et Tableaux I I a  
et IIb). 

Pour les 6tudes de filiation des peroxydes la cellulose Merck a 6t6 utilis6e avec 
les Solvants A et B ainsi que la cellulose MN 300 avec les syst~mes d'61uants pr6- 
alablement d6crits 25. 

L'isolement de quantit6s importantes de produit~ a 6t6 effectu6 apr~s d6p6t 
lin6aire et s6paration monodimensionnelle sur plaques de silice de plus grande 
~paisseur (0.5 mm contre 0.2 mm). 

Analyse quantitative 
La localisation des diff6rents produits radioactifs sur le chromatogramme 

s'effectue par autoradiographie sur film Kodirex. Une activit6 globale de 0.2/~Ci 
permet de d6celer les diverses substances apr~s un temps de contact de 15 h. 

Les zones de silice contenant les diff6rents produits sont d6tach6es de la plaque 
de verre et mises en contact avec i ml d'eau. Apr~s agitation, 3 ° ml de dioxanne con- 
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tenant le m61ange scintillant sont ajout6s. La radioactivit6 est compt6e au moyen 
d'un appareil TriCarb avec un rendement de 7 ° % alors que l'activit6 retrouv6e 
est voisine de IOO %. 

Analyses spectrographiques 
(I) Les spectres d'absorption dlectronique ont 6t6 obtenus sur un appareil Safas 

automatique. 
(2) Un spectrophotom~tre Perkin Elmer, ModUle 257, muni d 'un dispositif de 

microanalyse a permis l'enregistrement des spectres infra-rouges en milieu solide sur 
pastille de KBr. Cependant, pour pr6venir la d6composition des hydroperoxydes au 
contact du KBr il a ~t6 n6cessaire d'op6rer sur de plus grandes quantit6s de produits 
mis en suspension dans du nujol. 

Les diff&entes substances r6sultant de la d6composition des peroxydes ont 
pu 6tre identifi6es par microspectrom6trie en comparant leurs spectres infra-rouges 
avec ceux de produits t6moins. 

(3) Les dtudes de spectrographie RMN ont dt6 effectu6es sur un appareil Varian 
A 60 dont la temp6rature au niveau de la sonde est maintenue ~ 3 o°. La concentra- 
tion des divers produits dissous dans le [*H6~dim~thylsulfoxyde variait entre 0.2 et 
0. 4 M. Le t6tram6thylsilane a 6t6 utilis6 comme r6f6rence interne. 

RESULTATS 

La d6termination de la structure chimique des hydroperoxydes engendrds par 
l'action du rayonnement 7 sur la thymine en solution aqueuse a6rde repose sur: 

(I) l'6tude de la structure des produits obtenus par d6gradation thermique ou 
par substitution nucl6ophile des hydroperoxydes; (II) la synth~se chimique; (III) 
l'6tude des propri6t6s chromatographiques; (IV) l'analyse spectrale des hydroperoxydes 
(ultra-violet, infra-rouge, RMN, masse). 

Les peroxydes identifi6s sont repr6sent6s dans la Fig. I. 

Produits obtenus par d&omposition thermique ou rdduction 
Nature des produits de d&omposition thermique 

(I) L'homolyse de la liaison oxyg~ne-oxyg~ne est provoqu6e par Faction de la 
chaleur. Pour les peroxydes relativement instables elle peut se produire ~ temp6rature 
ordinaire. La configuration de l'alcool auquel on aboutit en laissant trainer la solu- 
tion est essentiellement la m6me que celle du peroxyde initial. On observe ~videm- 
ment A c6t6 de l'alcool d'autres produits de d6gradation dus A des transpositions 
nucl6ophiles intramoMculaires ou ~ des r6actions d'61imination *e. 

L'hydroperoxym6thyl- 5 uracile donne surtout de l 'hydroxym6thyl-5 uracile, 
des traces d'uracile et un peu de formyl-5 uracile par chauffage de la solution. Ce 
dernier produit s'obtient de mani~re quantitative quand on dvapore l 'hydropero- 
xym6thyl- 5 uracile en pr6sence de m6thanol soit par un processus d'6limination avec 
formation de carbonyle, soit par une transposition nucMophile intramol6culaire. 

L'hydroperoxy- 5 dihydrothymine donne de mani~re quantitative de l 'hydroxy- 5 
dihydrothymine alors que la d~composition des deux formes isom~res de l 'hydropero- 
xy-6 dihydrothymine conduit A la formation "d 'hydrates"  qui sont instables et qui 
par d~shydratation donnent de la thymine. 
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OCt. /CO HN~. . /NH 
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Fig. I. Peroxydes fo rm,  s au cours de l 'action du rayonnement  ~ sur  la thymine  en solution 
aqueuse a6r6e. (conformations pr6f6rentielles dans le dim~thylsulfoxide, d6duites des spectres de 
RMN.) 
a = hydroperoxy-5 hydroxy-6  d ihydro thymine  trans 
b = hydroperoxy-  5 hydroxy-6  d ihydro thymine  cis 
c = hydroperoxy-6  hydroxy-  5 d ihydro thymine  cis 
d = hydroperoxym6thyl-5  uracile 
e = hydroperoxy-  5 d ihydro thymine  
f = dihydroperoxy-5,6 d ihydro thymine  trans 
g = hydroperoxy-6  d ihydro thymine  cis 
h = hydroperoxy-6  d ihydro thymine  trans 
i = acide hydroperoxy-5 m6thyl-5 barbi tur ique 
j ~ hydroperoxy-  5 m6thyl- 5 hydanto lne  

L'hydroperoxy-5 m6thyl- 5 hydantoine est tr~s stable en solution; par chauffage 
il conduit A l'hydroxy-5 m6thyl- 5 hydantoine. 
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L'acide hydroperoxy- 5 m6thyl-5 barbiturique se d6compose en acide hydroxy- 5 
m6thyl- 5 barbiturique et donne d'autres d6riv6s provenant de la ddcomposition de 
ce dernier. 

(2) Action des rdducteurs 
L'h6t6rolyse de la liaison oxyg~ne-oxyg6ne peut ~tre provoqu6e par substitu- 

tion nucl6ophile intermol6culaire suivant le m6canisme SN 2 (au niveau de l'oxyg~ne) 
plut6t que le m6canisme SN 1. 

X: -~- O - O R '  -+ X O R + - O R '  

R 

Avec les composds soufrds tel que le bisulfite de sodium, le dim6thylsulfoxyde, 
le disulfure de diph6nyle, la r6action est lente ou bien s'effectue en milieu alcalin. 
Darts ces conditions, les prodnits de r6duction ne repr6sentent qu'une faible partie 
des compos6s de d6gradation. 

La r6duction avec H2S g temperature ordinaire est par contre g6ndralement 
trfis rapide et d'une excellente st6r4osp6cificit4; cependant, l 'hydroperoxy-5 m6tbyl- 5 
hydantoine est particuli~rement r6sistant et le traitement doit 6tre poursuivi plus 
longtemps. 

On obtient pour tous les  peroxydes, l'alcool de configuration correspondante 
avec peu de produits de d4composition. I1 faut cependant faire une exception pour les 
bydroxy-6 dihydrothymine, le milieu acide dfi ~t la pr6sence de H2SO a entralnant une 
d6sbydratation rapide de ces fl-c6tols. 

La r6duction avec KI est doric pr6f4rable pour ces deux derni~res substances. 
I1 est n6cessaire d'apporter ~ la solution si l'on a affaire ~t une quantit6 relativement 
importante de peroxyde, la quantit6 stoecbiomdtrique de H + indispensable ~ la r6ac- 
tion par l'intermddiaire d 'un acide organique faible. 

A partir de l 'hydroperoxy-6 dihydrothymine cis on obtient l 'hydroxy-6 di- 
hydrothymine cis. De m~me ~ partir du peroxyde on obtient l'isom~re trans. 

(3) Remarque 
La connaissance de l'alcool d6rivd est un excellent moyen pour acc6der ~ celle 

de l 'hydroperoxyde initial. Cependant, dans le cas des hydroxy-(5 ou 6) hydroperoxy- 
6 ou 5) dihydrothymine, on peut ais6ment d6terminer la forme stdrique (cis ou trans) 
de l 'hydroperoxyde mais non la position sur le cycle du groupement hydroperoxydi- 
que c'est ce que montre le sch6ma suivant dans lequel les principales voles de dd- 
gradation sont rassembl6es. 

CO ,.CH3 . /C0 ,,CH3 
HN / "~C.oH HN ~.C-oH 

I l * l l 
OCt. IC0  OC~ /CHOH 

NH NH 

I 
/ ,  

\ 

C O / CH3 
HN ~ "C-00H 

OC'~ /CHOH 
NH 

^^ CH 5 
HN ' ' u~ "  / H C-O 

I ( 
OCt. /CHOOH 

NH 

ICH c.0- e0-c % 0c - -  c -0u 
. H  - - - "  I I 
1 HN-.. ~NH 
CO -NH-CH0 CO 

Fig. 2. D~gradat ion des hydroperoxy-(5  ou  6) hydroxy- (6  ou 5) d ihydro thymine .  
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Quelques dosages ont 4t4 effectu4s. On laisse les peroxydes (I/~g) marqu6s 
~C k temp4rature ordinaire dans 500 #1 d'eau, pendant 24 heures (Tableau I). 
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Synth~se des peroxydes 
L'identification complbte des diff6rents hydroperoxydes, notamment celle des 

hydroperoxy-(5 ou 6) hydroxy-(6 ou 5) dihydrothymine et celle des hydroperoxy-6 
dihydrothymine, repose sur la synthbse chimique. Certaines des m6thodes d6crites 
s'inspirent des t ravaux d'EKERT ET MONIER z et LATARJET et al. le. 

(x) Prdparation des produits intermddiaires de synth~se 
(a) La bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine de forme cis est obtenue ~ partir 

de son isombre trans: 3 ° mg de bromo- 5 hydroxy-6 dihydrothymine sont dissous dans 
3 ml d'eau tamponn~e ~ pH 9 avec du Na3PO4; cette solution est chauff6e 0.5 h 
lOO °. I1 y a formation de dihydroxy-5,6 dihydrothymine de formes cis et trans et 
de bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine cis avec un rendement variable (2-25 %). 

(b) L'acide bromo- 5 m6thyl- 5 barbiturique est pr6par6 ~ partir de la bromo-5 
hydroxy-6 dihydrothymine de forme trans: 25 mg de bromhydrine sont mis en contact 
avec 50 #1 de brome dans 50 ml pendant 15 h; le rendement est voisin de 50 ~o. I1 
a 6t~ obtenu, par ailleurs, selon la m~thode de DOUMAS ET BIGGS ~°. 

(C) H202 r6agit en milieu acide sur la bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine 
trans par une r6action qui est problablement du type SN i catalys~e par les protons: 
45 ° mg de bromhydrine trans sont dissous dans IOO ml de H,O 2 ~ IiO vol. auxquels 
400/~1 de HC1 sont additionn~s; apr~s 48 h d'agitation ~ temp6rature ambiante le 
m61ange est 6vapor6 ~ sec. On recueille pratiquement quantitativement la bromo- 5 
hydroperoxy-6 dihydrothymine trans. 

(d) I1 est plus difficile d'obtenir l'isom~re cis de ce mSme peroxyde en raison 
principalement de son instabilit6 configurationnelle en solution. I1 est cependant 
possible de le synth6tiser ~ partir de la bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine cis mais 
il est n~cessaire d'op~rer sur un temps plus court et, par cons6quent, sur des solutions 
plus dilu6es. Le peroxyde n'a pu ~tre obtenu ~ l'6tat put  [~ cause de la pr6sence de 
bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine trans qui pr6sente des valeurs de RF voisines 
(Tableau IIa). 

(2) Peroxydes ddrivds de la thymine 
(a) Synth~se globale. L'action de H20 ~ sur la thymine ~ pH 6 en pr6sence de 

OsO4 conduit en partie au sch6ma propos6 par EKERT ET MONIER 3. 
En milieu acide, ~ c6t6 de l 'hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine de 

forme trans (15-2o %) et de forme cis (12-15 %), de l 'hydroperoxy-6 hydroxy- 5 di- 
hydrothymine (3-4 % ), il faut noter la presence de l 'hydroperoxym6thyl- 5 uracile 
(2-3 %), de la dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine trans (2-3 %) et de l'acide hydro- 
peroxy- 5 m6thyl-5 barbiturique (3-4 %) et parfois de traces d'hydroperoxy- 5 m6- 
thyl- 5 hydantoine. I1 est A remarquer que l 'hydroperoxy-6 hydroxy- 5 dihydrothy- 
mine de forme trans n'a pas ~t6 retrouv~e. 

Pratiquement, 5 ° nag de thymine sont dissous ~ o ° dans 20 ml de H,O 2 ~ 55 
vol. en pr6sence de OsO4; on acidifie avec 80/zl de HC1 concentr6; le m61ange r6ac- 
tionnel est agit6 dans une chambre froide ~t 4 ° pendant 8 h, puis 6vapor6 ~ temp6ra- 
ture ambiante. 

(b) Syntheses spdci/iques. (i) Hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydrothymine cis. Les 
voies de synthbse de ce peroxyde peuvent 6tre r6sum6es dans la Fig. 3. 
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0 0 
6 ;"3 ~_ /c.3 Q -?oo. 

0 C-..N~,, CH OH H + OC,,,.N~.CH 0 H 

0 0 0 
I~ i~ - /CH 3 L.c", ,,.C..c.-_c? 

OC~NI~CHOH ( ~ ' - - >  NH NH 
OC ~. /CHOOH ~2 ° " OC'x. /CHOOH 

trans trans c/s 

Fig. 3- Synth~se de l 'hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydrothymine cis. 

R4action i:  On laisse reposer IOO mg de glycol cis de thymine dissous dans 
4 ° m l  de H202 ~ IiO vol. acidifi4s par 15o/A de HC1 concentr4, 24 h ~ temp4rature am- 
biante; le r4sidu sec provenant  de l '4vaporation est chromatographi4 dans le Solvant 
A. Le rendement est de 98 ~o. 

R4action 2: La r4action est du type SN2 puisqu'elle s'effectue avec inversion 
complete de configuration et quelle est sensible au pouvoir nucl4ophile du r4actif: 
elle est beaucoup plus rapide avec OOH-  que par attaque d e  OH-.  

La bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine trans (11.25 mg) est dissoute dans 0.8 
ml d'eau. On ajoute 0.4 ml de tampon citrate de sodium, pH 4.8, I ml de H202 
30 % et 22.5 mg de Ag20. On laisse 0.5 h ]a solution en contact A o °. Le rendement 
est voisin de 30 %. 

R6action 3: La d4composition du dihydroperoxyde cis en solution conduit 
la formation de l 'hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine cis et aux produits de 
d4gradation thermique de ce dernier. 

(ii) Hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydrothymine trans (Fig. 4). La dihydroperoxy- 
5,6 dihydrothymine trans se d4compose en solution aqueuse pour donner une faible 
quantit4 d'hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine trans; cette transformation 
peut ~tre suivie en RMN par l 'examen des diff4rents spectres enregistr4s au cours du 
temps. 

La bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine de forme cis trait4e par H202 en 
presence de Ag20 donne les deux configurations de l 'hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihy- 
drothymine. La r4action est au moins partiellement du type SN2 car il a 4t4 montr4 
que, darts les m~mes conditions exp4rimentales, sans Ag20, une inversion partielle 
de la bromhydrine cis est observ4e; de plus, l 'hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydrothy- 
mine trans tend ~ se transformer en solution en forme cis. 

Pratiquement,  3 mg de bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine sont dissous dans 
0.2 ml d 'eau tamponn4e avec o.I ml d 'une solution de citrate de sodium ~ pH 4.8. 
On ajoute 6 mg de Ag20 et 0.25 ml de H202 X IiO vol. goutte ~ goutte dans un bain 
de glace. On laisse reposer 0. 5 h sous agitation et on 4vapore en 5 min ~ temp4rature 
ordinaire. Le rendement est de 25 %. 
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~o ,CH3 CO .CH 3 
H N'/C0"C C~H3 Ag=0 HI / "  "~('0 0H H N "C.00 H 

I I - o r  > * ' [ t 
OC..../CHOH H202 OC'-.NH/CHOH 0C\ /CH00H 

NH NH 
e is t rens t rans 

Fig. 4. Synth6se de l'hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine t rans .  

(iii) Hydroperoxy-6 hydroxy-5 dihydrothymine cis. Cette substance a dt6 pr6pa- 
rde suivant le proc6d6 d'EKERT ET MONIER 3. L'action de Ag20 en prdsence d'eau sur 
le bromo- 5 hydroperoxy-6 dihydrothymine est lente et de ce fait la rdaction ne 
s'arr6te pas au stade du peroxyde puisque ce dernier est instable en solution (Fig. 5). 

0 0 0 ,i ' C" /C U~ , /nu_~,,5 

OC~NI~CHOH H + OC-,.,N~HOOH H20 OO\N~'CHOOH 

tran.~ trans e;s 

Fig. 5. Synth6se de l'hydroperoxy-6 hydroxy- 5 dihydrothymine cis.  

Pratiquement, I i  mg de bromo-5 hydroperoxy-6 dihydrothymine trans sont 
dissous dans 1. 7 ml d'eau et 0. 3 ml de tampon citrate & tempdrature ordinaire, en 
prdsence de 22 mg de AgzO. Aprbs agitation du mdlange pendant 4 h & 4 °, Oil centri- 
fuge et on chromatographie le surnageant. 

Dans ces conditions favorables, le rendement en hydroperoxy-6 hydroxy-5 di- 
hydrothymine cis est de 2 %. On note la prdsence d'hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihy- 
drothymine trans qui pourrait apparaitre par un m6canisme SNI. 

(iv) Hydroperoxy-6 hydroxy-5 dihydrothymine trans. Ce produit n 'a pu 6tre ob- 
tenu en raison vraisemblablement de son instabilit6 en solution qui r6sulte de sa 
configuration trans et de la position du groupement peroxydique sur le cycle. 

(v) Dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine cis. La synth6se est schdmatisde dans la 
Fig. 6. 

La bromo-5 hydroperoxy-6 dihydrothymine trans est traitde par le H,O 2 en 
pr6sence de Ag20, 12 mg de ce peroxyde sont dissous dans 0.8 ml d'eau talnponnde 
avec du citrate de sodium (0. 4 ml) ~t pH 4.8. On ajoute ~ 4 ° I ml de H,O, A IiO vol. 
et le m61ange est agit6 pendant IO rain ~t 4 °. Par chromatographies successives avec 
ddp6ts lindaires, ce produit est obtenu avec un rendement de 5-6 %. 

/00.,. / 0H3 H N .J~O...O,,'_~ 

OC'~ /CHODH Ag20 0C'-. /CH00H 
NH N H  

¢is .--* trens 

trans ~ ci~ 

Fig. 6. Synthbse des dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine cis  et t rans .  

B i o c h i m .  B i o p h y s .  Ac ta ,  238 (1971) 8-26 



18 J. CADET, R. TEOULE 

(vi) Dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine trans. La pr6paration de ce produit est 
calqu6e sur le processus ci-dessus/~ partir de la bromo-5 hydroperoxy-6 dihydrothy- 
mine cis (c[. Fig. 6). 

(vii) Hydroperoxy-6 dihydrothymine cis et trans. L'hydroxy-6 dihydrothymine 
de forme cis (m6thylpar rapport ~OH) en pr6sence de H,Ozdonne quantitativement 
l 'hydroperoxy-6 dihydrothymine avec environ 60 °/o de forme cis et 4 ° °/o de forme 
trans selon un m6canisme vraisemblablement SNI (Fig. 7)- 

,CH3 co  ,OH3 

OCx /CHOH H + OC'~ /CHOH OC\ /'CHOOH 
NH NH NH 

c~L~ et trans 

Fig. 7. Synth&se de l'hydroperoxy-6 dihydrothymine cis et trans. 

Ainsi on laisse reposer pendant 3 h ~ temp6rature ambiante IOO mg d'hydroxy-6 
dihydrothymine cis en pr6sence de IOO ml de H20 ~ A 55 vol. et 4oo #1 de HC1 concen- 
tr6. Apr&s 6vaporation les deux isom~res de l 'hydroperoxy-6 dihydrothymine sont 
s6par~s par chromatographie dans le Solvant B sur silice. 

(viii) Hydroperoxy-5 dihydrothymine. Les essais de synthbse ~ partir de la 
bromo- 5 dihydrothymine par substitution nucl6ophile et par action de H202 sur l'hy- 
droxy-5 dihydrothymine ont 6chou6. Cependant, ce peroxyde et les deux formes de 
l 'hydroperoxy-6 dihydrothymine ont pu 6tre obtenus par action du rayonnement 

sur une solution aqueuse a6r6e de dihydrothymine. 
(ix) Acide hydroperoxy- 5 mdthyl-5 barbiturique. Nous n'avons pas r6ussi ~ per- 

oxyder l'acide hydroxy-5 m6thyl-5 barbiturique par le H202. Ce peroxyde a pu ~tre 
pr6par6 en trai tant  11.25 mg d'acide bromo-5 m6thyl- 5 barbiturique dissous dans 
o. 4 ml de tampon citrate, pH 4.8, et o.8 ml d'eau par 22.5 mg de Ag~O en pr6sence 
de I ml de H20 ~ ~t 30 % ~ 4 °. Le m~lange r~actionnel est agit~ IO min puis 6vapor~ 
et chromatographi6. Le rendement est de 30 % (Fig. 8). 

0 0 0 

OC~.N~CHDH H20 0 C~,N~.'CO H202 0CXN~C0 

Fig. 8. Synth~se de l'acide hydroperoxy- 5 mdthyl-5 barbiturique. 

(x) Hydroperoxy- 5 mdthyl- 5 hydanto~ne. Elle s'obtient en laissant en contact 
une nuit l 'hydroxy-5 mdthyl-5 hydantoine avec H20 ~ 5, IiO vol. acidifi6e ~t pH 1.5. 
Le rendement est quantitatif. 

(xi) Hydroperoxymdthyl-5 uracile. L'hydroxym6thyl- 5 uraeile (200 rag) est trai- 
t6e par 80 ml de H20, en pr6sence de 3o0/~1 de HC1. On laisse 48 h e n  contact, puis 
on 6vapore et on soumet le rdsidu ~ l'analyse chromatographique dans le Solvant B. 
Le rendement est de 3o %. 
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Propridtds chromatographiques 
Quand on compare la position des peroxydes par rapport  A celle de l'alcool 

correspondant sur silice MN-S-HR dans le couple de solvants: chloroforme-m4thanol- 
eau (4 : 2 : I, v/v/v) dans le Ier  sens (axe des ordonn4es) et ac4tate d'4thyle-iso- 
propanol-eau (75 : i6 : 9, v/v/v) dans le 2+me sens (axe des abcisses) on constate 
que le peroxyde est situ4 ~ droite et 14g+rement plus haut que le compos4 hydroxyl4, 
cette diff4rence est accentu4e pour les dihydroperoxydes. 

Les valeurs rassembl4es dans le Tableau I I  ont 4t4 obtenues ~ partir d'une 
mSme chromatographie bidimensionnelle pour avoir un ensemble coh4rent en raison 
des variations importantes de RF observ6es sur silice. Cependant, la position relative 
des diff6rents produits est g4n4ralement conserv4e. 

TABLEAU IIa 
RF DES ALCOOLS ET DES PEROXYDES 

Substance RF  

Solvant A * Solvant B 

Dihydroxy-5,6 dihydrothymine cis 
Hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydrothymine cis 
Hydroperoxy-6 hydroxy- 5 dihydrothymine cis 
Dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine cis 

Dihydroxy-5,6 dihydrothymine trans 
Hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydrothymine trans 
Dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine trans 

Hydroxym4thyl- 5 uraeile 
Hydroperoxym4thyl- 5 uracile 
Hydroxy- 5 dihydrothymine 
Hydroperoxy- 5 dihydrothymine 
Hydroxy-6 dihydrothymine cis 
Hydroperoxy-6 dihydrothymine cis 
Hydroxy-6 dihydrothymine trans 
Hydroperoxy-6 dihydrothymine trans 

Hydroxy-5 m6thyl- 5 hydantoine 
Hydroperoxy- 5 m4thyl- 5 hydantoine 
Acide hydroxy-5 m4thyl- 5 barbiturique 
Acide hydroperoxy- 5 m4thyl- 5 barbiturique 
Bromo- 5 hydroxy-6 dihydrothymine trans 
Bromo-5 hydroperoxy-6 dihydrothymine trans 

Bromo- 5 hydroxy-6 dihydrothymine cis 
Bromo-5 hydroperoxy-6 dihydrothymine cis 

o.34 o.3o 
o.38 o.43 
o.38 o.52 
o.4i o.6o 
o.30 0.45 
0.36 0.7o 
o.4o o.83 
0.42 0.32 
0.50 0.58 
0.54 0.43 
0.60 0.65 

0.57 0.55 
o.63 o.69 
o.57 o.55 
o.66 o.71 

o.53 o.74 
0.56 o.81 
0.55 o.68 
0.59 0.87 
o.7I 0.89 
0.75 0.95 
o.65 0.84 
o.68 0.89 

* 2 migrations successives. On ajoute parfois 1 %  de CHaCOOH. 

TABLEAU IIb 
RF DES AUTRES SUBSTANCES DANS LE MI~ME SYST~ME CHROMATOGRAPHIQUE 

Substance R F  

Solvant A Solvant B 

Thymine 0.78 0.63 
Ur6e 0.34 0.20 
Dihydro-5,6 thymine 0.80 0.57 
Ac4tylur6e 0.79 0.70 
Formylurde o.73 o.69 
Pyruvyl-N formyl-N' ur4e o.77 0.94 
Acide parabanique o.69 o.94 
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Analyses spectrographiques 
(I) Spearomdtrie RMN 
Les spectres RMN de quelques hydroperoxydes ont 6t6 d6crits 27 et ils ont servi 

61ucider la structure de compos6s peroxydiques inconnus 2s. 
R6cemment, la r6sonance magn6tique nucMaire a 6t6 propos6e comme m6thode 

de mesure quantitative de la fonction hydroperoxyde. Dans les exemples cit6s dans 
la litt6rature, ~ 60 m6gacycles, on observe un d6placement chimique vers les faibles 
champs du signal port6 par le carbone contigu ~ la fonction hydroperoxydique (car- 
bone en e) de l'ordre de 20 Hz par rapport k la position qu'il occupait pour l'alcool; 
pour les protons en /~ le d@lacement est compris entre I et 4 Hz~9. 

Dans le cas present, pour les hydroperoxy- (5 ou 6) hydroxy- (6 ou 5) dihydrothy- 
mine, la situation est beaucoup plus compliqu6e que pour une chalne aliphatique 
simple; un rapide examen du Tableau III  suffit ~ le montrer et il n'est pas possible dans 

TABLEAU II I  

SPECTRES DE Rt~SONANCE MAGNI~TIQUE NUCLt~AIRIg DANS LE DIMI~THYLSUI.FOXYDE DES H Y D R O -  
PEROXY'DES IgT DES ALCOOLS DI~RIVI~S--VALI~URS DES DISPLACEMENTS CHIMIQUES 

Spectres enregistr6s sur un appareil Varian A 60; 60 m6gacycles. R6f6rence interne: tr im6thyl-  
silane. 

Nature de la substance vH(CH3) vHe vH7 vHI 

Dihydroxy-5,6 dihydrothymine cis 
Hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine cis 
Hydroperoxy-6 hydroxy- 5 dihydrothymine cis 
Dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine cis 
Dihydroxy-5,6 dihydrothymine trans 
Hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine tmns 
Dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine trans 
Hydroxym6thyl-5 uracile 
Hydroperoxym6thyl-5 uracile 
Hydroxy-6 dihydrothymine eis 
Hydroperoxy-6 dihydrothymine cis 
Hydroxy-6 dihydrothymine tmns 
Hydroperoxy-6 dihydrothymine trans 
Hydroxy-5 m6thyl-5 hydantoine  
Hydroperoxy-5 m6thyl-4 hydantoine 
Acide hydroxy- 5 m~thyl- 5 barbi turique 
Acide hydroperoxy- 5 m~thyl- 5 barbi turique 
Bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine t~ arts 
Bromo-5 hydroperoxy-6 dihydrothymine tmns 

76 262 480 
80 273 491 
80 
84 280 493 
76 261 477 
80 277 496 
86 290 505 

43 ° 245 
447 267 

63 280 48o 
66 291 505 
66 272 476 
7 ° 283 507 
82 497 
82 506 
87 
87.5 

lO 7 286 509 
113.5 3o8 515 

les limites de nos conditions exp6rimentales de d6terminer ~ partir de la valeur du 
d6placement chimique du m6thyle (x ou/5) la position 5 ou 6 du groupement hydro- 
peroxydique. Quoiqu'il en soit la similitude des spectres entre le produit hydroxyl6 
et son peroxyde fournit des informations de structure tr~s int6ressantes. Elle apporte 
une confirmation suppl6mentaire aux formules propos6es (voir Tableaux III  et IV). 

Tous nos spectres RMN ont 6t6 enregistr6s dans le dim6thylsulfoxyde avec le 
trim6thylsilane comme r6f~rence interne. La RMN permet de suivre la cin6tique de 
formation des substances de d6gradation des peroxydes ~ 3 °0 dans le dim6thylsul- 
foxyde. Ainsi la pyruvyl-N formyl-N' ur6e apparalt par d6composition de l'hydro- 
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TABLEAU IV 
SPECTRES DE R~SONANCE MAGNI~.TIQUE NUCL]~AIR]~ ]gNREGISTR]~S DANS LE DIM]~THYLSULFOXYDE 
- -VALEURS APPROXlMATIVES DES CONSTANTES DE COUPLAGE 

Spectres enregistrds sur un appareil Varian A 6o; 60 m6gacycles. R~fdrence interne: trimdthyl- 
silane. 

Nature de la substance JH(CH3)-H 5 J H s - H  ~ JH1-H e 

Dihydroxy-5,6 dihydrothymine cis 
Hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine cis 
Hydroperoxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine trans 
Hydroxym6thyl- 5 uracile 
Hydroperoxym~thyl- 5 uracile 
Hydroxy-6 dihydrothymine cis 
Hydroperoxy-6 dihydrothymine cis 
Hydroxy-6 dihydrothymine trans 
Hydroperoxy-6 dihydrothymine trans 
Bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine trans 
Bromo-5 hydroperoxy-6 dihydrothymine trans 

6.9 3-7 
7.2 4.9 
7.2 2.2 
7.5 1.5 

4.9 
4.5 
4.5 
5.7 
5.5 
3.6 
4.5 
3.7 
4 
5 
4.5 

peroxy-5 hydroxy-6 dihydrothymine trans;  elle se caract6rise par son signal m6thyle 
IOO Hz et un singulet dfi au groupement formyle A 534 Hz. Le produit principal 

est le glycol de thymine qu'on peut identifier grace au singulet du m6thyle A 76 Hz 
alors que le peroxyde initial pr6sentait une r6sonance ~ 80 Hz; on remarque aussi 
des traces d'acide hydroxy- 5 m6thyl- 5 barbiturique qui donnent un singulet de faible 
amplitude ~ 87 Hz. 

Un autre exemple int6ressant est celui de la d6composition du dihydroperoxy- 
5,6 dihydrothymine trans.  On observe tout d'abord la formation de l'liydroperoxy-5 
hydroxy-6 dihydrothymine t rans;  au fur et ~ mesure que s'estompent les signaux 
du dihydroperoxyde, on voit apparaitre la dihydroxy-5, 6 dihydrothymine t rans  et 
la formyl-N pyruvyl-N'  ur6e; apr~s d6composition totale des deux peroxydes, les 
diff6rents signaux observ6s correspondent A ceux du glycol et du diur~ide qui ne peut 
p a s s e  recycliser en hydroxy- 5 m~thyl-5 hydantoine dans le dim6thylsulfoxyde en 
absence d'eau. 

La valeur 61ev6e de la constante de couplage JH6-H 1 qui est comprise entre 
3.6 et 4-9 Hz (Tableau IV) nous montre 13, que dans le dim6thylsulfoxyde, le proton 
port6 par le carbone 6 est pr6f6rentiellement dans une position pseudo6quatoriale. 

(2) Spectromdtr ie  i n # a - r o u g e  

Les spectres infra-rouge des divers peroxydes pr6sentent une grande analogie 
avec les spectres des alcools correspondants sauf en ce qui concerne la zone des vi- 
brations de valence C-O qui est peu exploitable. La vibration d'allongement de la liai- 
son O-O est difficilement perceptible. 

Pour l 'hydroperoxym6thyl- 5 uracile, la pr6sence de deux bandes d'absorption 
145o-1375 cm -~ est caract6ristique des vibrations sym6triques et assym6triques des 
d6formations du groupement m6thyl6nique. 

(3) Spec t rographie  de masse  

Le mode de fragmentation des hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydrothymine cis 

et t rans  rapelle celui du glycol de la thymine. Cependant, le processus de d~gradation 
partir de (M+H) + n'apparait  pas 42. 
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Dosages des peroxydes /ormds sous rayonnement 
Les peroxydes marqu6s 1., d6rivant de la [~4CJthymine soumise au rayonnement 

ont dt6 dosds par comptage de la radioactivit6. Les diff6rents peroxydes se forment 
en quantit6s tr~s in6gales. Les valeurs de G rassembl6es dans le Tableau V sont 
donn6es ~ titre indicatif pour une solution de thymine de concentration 2 '  IO -3 
M et de pH 5, soumise ~ un flux y de 9000 rads/min pendant  I h. 

TABLEAU V 

Substance G 

a. Hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydrothymine ¢rans o.83 
b. Hydroperoxy-5 hydroxy-6 dibydrothymine cis o.31 
c. Hydroperoxy-6 hydroxy- 5 dihydrothymine cis o.o8 
d. Hydroperoxym6thyl-5 uracile 0.047 
e. Hydroperoxy-5 dihydrothymine 0.062 
f. Dihydroperoxy-5,6 dihydrothymine trans o.oo9 
g. Hydroperoxy-6 dihydrothymine cis o.o27 
h. Hydroperoxy-6 dihydrothymine trans 0.028 
i. Hydroperoxy- 5 m6thyl-5 hydantoine 0.0o 5 
j. Acide hydroperoxy- 5 mdthyl- 5 barbi tur ique O.Oli 

I1 est ~ noter que ces deux derni~res substances et la dihydroperoxy-5,6 dihy- 
drothymine trans ne se forment qu'en milieu aeide. Dans les solutions dont le p H e s t  
voisin de la neutralit6 les sept autres peroxydes sont obtenus en quantit6 plus faible 
avec des G de formations variables suivant l 'irradiation; mais l ' importance relative 
de ces produits est conserv6e. 

DISCUSSION 

Nature des radicaux dont ddrivent les peroxydes 
Certains radicaux thymyle mis en 6vidence par les t ravaux de RPE on de radio- 

lyse puls6e peuvent ~tre les produits transitoires qui apr~s stabilisation par r6action 
successive tr~s rapide avec 0 2 puis avec les esp~ces r6ductrices e- ou H, et H + con- 
duisent ~ la formation des peroxydes. 

(I) Hydroperoxy-(5 ou 6) hydroxy-(6 ou 5) dihydrothymines 
L'action de l 'eau oxyg6n6e en pr6sence de Ti 3+, v6ritable agent radiomim6tique 

sur la thymine en solution aqueuse conduit A la formation de deux types de radicaux 
hydroxydihydrothymyle (I) et (II)3°, 31. 

C O  /CH 3 HN/CQ'-C./CH3 H~f'~.OH 
I I 

0C-, /cHOH 0C"-N~'C~ H 
NH 

(1) (/ /)  

Le site d 'a t taque pr6f6rentiel par les radicaux OH semble ~tre le carbone-6 
qui pr6sente un indice de valence libre plus 61ev6 que le carbone-5. 
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EKERT ET MONIER s en isolant les deux formes isom~res de l 'hydroperoxy- 5 
hydroxy-6 dihydrothymine avaient d6j~ obtenu ce r6sultat. L'existence du radical 
(II) avait  pu 6tre suppos6e en milieu d6sa6r6 apr~s l'isolement de l 'hydroxy-5 di- 
hydrothymine. 

L'identification de l 'hydroperoxy-6 hydroxy- 5 dihydrothymine cis en milieu 
a6r6 confirme en grande partie les donn6es de RPE bien que le rapport  de la con- 
centration des deux types de radicaux ne soit pas 6gal ~ celui des peroxydes corres- 
pondants. L'ordre d ' importance est conserv6 et il faut tenir compte de la stabilit6 
des hydroperoxydes, expliquant l 'absence de l 'hydroperoxy-6 hydroxy-5 dihydrothy- 
mine trans dans les produits de radiolyse et sa difficult6 ~ le synth6tiser. 

(2) Hydroperoxy- (5 ou 6) dihydrothymines 
L'action du rayonnement 7 et ultra-violet sur la thymine en milieu solide con- 

duit ~ la formation du radical dihydrothymyle-5 (III) 32,83. La mSme observation a 
pu ~tre faite apr+s bombardement  de cette base pyrimidique par des atomes d'hydro- 
g~ne ou de deut6rium 35-37. 

Plus r6cemment, HENRIKSEN ET SNIPES 38 dans des conditions d'irradiation 
semblables ont 6mis l 'hypoth~se de la formation d 'un radical dihydrothymyle-6 
(IV). 

/CO /CH 3 CO /CN 3 
FIN / ~CH 
I I 

0 C ~NH/OH 2 OCt. NH/CH 

( TII ) (IV) 

Les t ravaux de radiolyse puls6e sur la thymine en solution aqueuse non a6r6e 
montrent  l'existence de radicaux dihydrothymyle; une esp~ce transitoire pr6sentant 
une absorption ~t 400 nm pourrait correspondre au radical I I I  sg. 

LOMAN ET BLOK 4° ont pu par Faction de comp6titeurs calculer la constante de 
de vitesse de r6action des atomes d'hydrog~ne avec la thymine (8 • IO -8 M -z • sec -1) 
qui est inf6rieure ~ celle du radical OH (4 " lO-9 M-1 " sec-1) • En raison de la pr6sence 
d'oxyg~ne dans le milieu (1.25 • lO -3 M) et qui r6agit tr~s rapidement avec H (2.6 • lO TM 

M -z • sec-Z), une faible partie des radicaux H. va participer k l 'homolyse de la double 
liaison 5-6. I1 faut souligner qu'en milieu acide l ' importance quantitative des dihydro- 
peroxydes correspondants est plus grande en raison de la transformation partielle de 
eaq en H. suivant l'6quation: 

e~-q+H + --~ H. 

L'at taque radicalaire par les atomes d'hydrog~ne semble se produire de mani~re 
plus sp6cifique en position 5. 

(3) Hydroperoxymdthyl-5 uracile 
En irradiant un cristal de thymidine, PRUDEN et al. 41 ont mis en 6vidence la 

formation d 'un radical r6sultant du d@art  d 'un atome d'hydrog~ne du m6thyle 
juxtanucl6aire. De mSme HUTTERMANN 4z 6met l 'hypoth~se de l'existence du radical 
(uracyl-5) m6thyle (V) form6 par irradiation du monohydrate de thymine. 
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CO HN/[ "~--(~H 2 
OC'~ ICI-I 

NH 
(V) 

En milieu aqueux a6r6, la formation de ce radical r6sulte vraisemblablement 
de l'attaque des radicaux H et OH. 

CONCLUSIO N 

L'irradiation de la thymine en milieu aqueux a~r6 conduit A pH 6. 5 ~ la forma- 
tion de sept peroxydes dont les caract6ristiques chimiques, spectroscopiques et chro- 
matographiques ont pu ~tre pr6cis6es. La synth~se chimique confirme ces r6sultats. 
En milieu acide il apparalt trois peroxydes suppl6mentaires dont la structure a aussi 
~t~ d6termin~e. 

Plusieurs modes de peroxydation, en accord avec les r6sultats de RPE et de 
radiolyse puls6e, ont pu ~tre ainsi propos6s. 

I1 faut souligner par ailleurs la st6r6osp6cificit6 partiellement trans de l'addi- 
tion de 02 ou 02 sur le radical hydroxy-6 dihydrothymyle- 5. 

RI~SUMI~ 

I. Les modifications chimiques du DNA r6sultant de l'action des radiations 
ionisantes jouent un r61e important en radiobiologie. Les peroxydes form,s par irra- 
diation ~ de la thymine en milieu aqueux a~r6 sont les produits primaires de r6action. 
Leurs structures chimiques 6taient en grande pattie inconnues; elles ont 6t6 d6ter- 
min~es au cours de ce travail. 

2. Nous avons pu identifier les hydroperoxydes suivant: 
Hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydro-5,6 thymine trans 
Hydroperoxy- 5 hydroxy-6 dihydro-5,6 thymine cis 
Hydroperoxy-6 hydroxy- 5 dihydro-5,6 thymine cis 
Hydroperoxym6thyl-5 uracile 
Hydroperoxy- 5 dihydro-5,6 thymine 
Hydroperoxy-6 dihydro-5,6 thymine cis 
Hydroperoxy-6 dihydro-5,6 thymine trans 
Dihydroperoxy-5,6 dihydro-5,6 thymine trans 
Hydroperoxy- 5 m6thyl- 5 hydantoine 
Acide hydroperoxy- 5 m6thyl- 5 barbiturique 

3. La mise au point de nouveaux syst&mes de solvants en chromatographie 
sur couche mince a permis de s6parer ces compos6s. Par d6composition des peroxydes, 
les alcools correspondants ainsi que d'autres produits de d6gradation sont obtenus. 

4. Les diff6rentes m6thodes de synth~se de ces peroxydes marqu6s au 14C 
sont d6crites. Une nouvelle voie g6n6rale d'obtention de ces peroxydes utilisant 
l'action de H,O 2 sur les d6riv6s halog6n6s de la thymine en pr6sence Ag20 a 6t~ 
trouv6e. 
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5- Les analyses spectrales (ultra-violet, infra-rouge, RMN, spectrom6trie de 
masse) permettent de d6finir la configuration et parfois la conformation des produits. 
Les valeurs des ddplacements chimiques et des constantes de couplage obtenus par 
spectrom6trie RMN sont donn6es. 

6. La formation et la d~composition des peroxydes ont 6t6 mesur6es par comp- 
tage de radioactivit6 14C. 

7. Les peroxydes obtenus k pH 7 r~sultent de l'action de l'oxyg~ne sur cinq 
radicaux diff6rents: 

Hydroxy- 5 dihydro-5,6 thymyle-6 
Hydroxy-6 dihydro-5,6 thymyle-5 
(Uracyl-5) m~thyle 
Dihydro-5,6 thymyle-5 
Dihydro-5,6 thymyle-6 

L'isolement des peroxydes fournit la preuve de l'existence de ces radicaux qui 
avaient 6t6 d6cel6s dans d'autres conditions exp6rimentales par spectrom~trie RPE. 

L'addition de O 3 ou 0 2- sur le radical hydroxy-6 dihydro-5,6 thymyle-5 
s'effectue pr~ferentiellement en trans 
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