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Les ligands cités

Les ligands étudiés
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phen: 1,10-phénanthroline TAP : 1,4,5,8-tétraazaphénanthréne

dip : 4,7-diphényl-1,10-phénanthroline

Les exemples de ligands de la littérature évogaés té manuscrit
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Phehat : 1,10-phénanthroline phi: 9,10- chrysi: 5,6-chrysénequinone
[4,5-b] 1,4,5,8,9,12- phénanthrénequinone
hexaazatriphényléne.






Préambule

Notre objectif de recherche concerne le dévelogpe d’'une nouvelle substance
potentiellement utilisable en photothérapie. Catielécule doit pouvoir générer un dommage
irréversible de I’ADN, uniqguement sous I'action d&ulirradiation lumineuse. Elle a été envisagée a
partir des propriétés de photoréactivité des métmikransition avec I'’ADN. Nous avons décidé de
mettre a profit plus particulierement la capacit® ckrtains complexes polyazaaromatiques de
ruthénium(ll) a former un photoadduit covalent aleeguanine. La possibilité d'agir directement sur
I’ADN constitue une stratégie prometteuse pour iéet directement I'expression des génes, pouvant
s’appliquer aux cellules tumorales. Néanmoins, cesiplexes photooxydants de ruthénium(ll)
contenant des ligands TAP (1,4,5,8-tétraazaphér@argh ne possedent aucune sélectivité particuliere
vis-a-vis de I'ADN. lls photoréagissent avec toutes guanines environnantes. Ce manque de

spécificité bloque leur développement en tant gadicament antitumoral.

Afin d’apporter a cette photoréactivité une sélgtet vis-a-vis d’une séquence nucléotidique
précise, nous avons attaché le complexe polyazaigue de ruthénium(ll) a I'extrémité d'un
oligonucléotide. Ce type d’assemblage pourraitssiine dans le cadre d'une stratégie antisenseNotr
modéle synthétique apporte un plus a I'approchisem classique, avec I'oligonucléotide dans le rol
de vecteur et le complexe métallique celui d’effect Aprés I'hybridation de I'oligonucléotide sonde
a sa cible, il est possible de photoactiver le dergqui va se lier définitivement avec une guanine
proche, et ainsi sceller les deux brins nucléatidiy Un tel photoadduit pourrait ensuite pertutber

fonctionnement des enzymes cellulaires de la sgetpéotéiquén vivo.

Afin d’étudier le potentiel du procédé, nous avokdisé différents conjugués a partir de deux
complexes polyazaaromatiques de ruthénium(ll)[Rie(TAP)]*" et le [Ru(TAP)Phenf", plusieurs
oligonucléotides affichant ou non des guanines.ntité métallique a également été ancrée a

I'extrémité de deux peptides vecteurs, spécifigliesiblage cellulaire.

Pour préparer les conjugués, nous avons utilidéemeéther d’'oxime. Il nous a permis de
mettre au point une méthode douce et efficace dgugaison, optimisée dans des conditions
conformes aux exigences physiologiques. L’effieadié la chimiosélectivité observée lors des essais

de conjugaison sur divers fragments tels que Igemicléotides, et les peptides, a permis de \s#ori
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cette nouvelle méthode. Elle s’avere trés prodaqtiar rapport au procédé développé auparavant pour

conjuguer le fragment métallique et I'acide nudlé&igvia un lien amide.

Nous avons ensuite étudié la photoréactivitt des ceouveaux assemblages
photosensibilisateurs. lls se sont montrés photdaxts de la guanine. Cela nous permet d’envisager

une quantité suffisante de photoproduit pour réalime caractérisation compléte.

Ce travail est realisé sous la direction du Pic Befrancq dans le cadre du
Laboratoire Européen Associé Ingénierie BioMoléalaissu de la collaboration de deux
laboratoires :
- L’équipe Ingénierie et Interaction BioMoléculai(BM), Département de Chimie Moléculaire-
UMR CNRS 5250, Université Joseph Fourier, Grendblance (Pr. Pascal Dumy).
- Le laboratoire de Chimie-Organique et Photochintimiversité Libre de Bruxelles, Bruxelles,

Belgique (Pr. Andrée Kirsch-De Mesmaeker).
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Introduction

1 - Structure et fonctions de 'ADN

La transmission des caracteres héréditaires djganération a une autre repose sur une
molécule, présente dans la totalité du regne vjuauide désoxyribonucléigue (ADN). Ce composé
universel a été découvert dés la fin du XiXsiécle par Miescher. Altmann et Kossel ont ensuite
affiné sa structure chimique pour finalement alvoaitine modélisation tridimensionnelle proposée
par Watson et Crick en 1933.e modeéle repose sur I'appariement en double édicde facon

antiparallele de deux brins polynucléotidiquiggute 1).

a) M 2nm___y b)

i
1
- ! liaisons Thymine Adénine
~ | hydrogénes
1

Me ounm HpN T

|
?
O=P—0- N
] %\{ ~'
3 o NH N\\ \ N (0] 5
4 N% \N O
petit o 0

sillon 0. O NH, mwt 0
N_ 7

squelette

phosphodiester E R 7 N Os R
e N N N\
b O// (@) (\\(N it HN \ Z o \O
n N =~ O.
2 ~ =N
g o Ownmmitt HoN
= [
=| |grand ,0 Cytosine Guanine i
5 sillon 5 l -O—P=0
2 ]
- (o]

Figure 1: La structure de la double hélice de 'ADN (&)l'a&ppariement des bases nucléiques (b).

Chaque nucléotide est une entité constituée d’'wspgiate relié a un sucre, le 2’-désoxyribose lui-
méme relié par un lieN-glycosidique a une base nucléique azotée. Des pbotphodiesters en 3’ et

5’ des furanoses connectent ensuite les nucléotides eux. Les bases azotées se divisent en deux
catégories suivant leur nature chimique. L'adén{A¢ et la guanine (G) constituent les bases

purigues ; la cytosine (C) et la thymine (T) castint les bases pyrimidiques. L'interaction des

1 (a) Watson, J. D.; Crick, F. H. C. Molecular structufenacleic acids. A structure for deoxyribose nuclatid.Nature
1953 171, 737-738.(b) Wilkins, M. H. F.; Randall, J. T. Cristallinity irperm heads : molecular structure of nucleoprotein
in vivo. Biochim. Biophys. Actd953 10, 192-193.(c) Franklin, R. E.; Gosling, R. G. Molecular configueoat in sodium
thymonucleateNature1953 171, 740-741.
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constituants contraint les deux brins a adoptstrlecture hélicoidale antiparalléle caractéristidtlie

est stabilisée grace aux liaisons hydrogenes ésalgintre les bases nucléiques complémentaires.
L'adénine se lie respectivement a la thymine suivdgux liaisons hydrogenes, et la guanine a la
cytosine grace a trois liaisons hydrogenes. Cattprigté permet de réaliser facilement des copies
fideles de I'ADN, indispensables pour transmetteechpital génétique au cours de la division
cellulaire. Ce message est ensuite interprété mineé grace au code génétique universel. Il régit |
correspondance entre I'information détenue parélguence nucléotidique et les acides aminés qui
participeront a I'élaboration de protéines chargesgécuter le programme génétique propre a chaque

individu.

Seulement la partie de 'ADN correspondant aux gedée codante, va étre ensuite retranscrite en
protéine en deux étapes successives :

- Dans le noyau des cellules eucaryotes, un gehdoat d’'abord transcrit en un acide
ribonucléigue monobrin : 'ARN messager (ARNm). 'kdtar de I'ADN, I'ARN est constitué d'un
enchainement de nucléotides, mais le 2'-désoxyeiless remplacé par un ribose et la thymine (la 5-
méthyluracile) par I'uracile (U).

- Apres plusieurs étapes de maturation post-trgptEmnelles et son exportation dans le
cytoplasme, 'ARNm est traduit en protéine. Chaguigle aminé est ainsi mis en place selon I'ordre
dicté par les séquences de codons de I'’ARNm, tsipie nucléotides contigus, via l'intervention
d’ARN de transfert et de la machinerie ribosomakes combinaisons formées par I'enchainement de

3 bases a partir de A, C, T, et G, suffisent & cbelesemble des 20 acides aminés.

cytaplasme - :
.' Réponse cellulaire ABI
\ - _ Transcription¥ P
Protéine | L NW\/prémeeﬁngel .f-J

¥
- Maturation et expo

rIa,,ﬁon .

5

B T
N o o
oo Pely ey

- ~Acides aminés

_ membrane plasmique

Figure 2: Représentation schématique du mécanisme dathese protéique dans la cellule.
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2 - LADN en tant que cible thérapeutique

Ces différents supports de l'information génétiqponstituent des cibles attractives
pour I'étude de la fonction des génes, mais égalepeur la mise au point de médicaments. Ainsi, de
nombreux agents chimiothérapeutiques naturels othéiiques peuvent étre utilisés pour affecter les
macromolécules d’ADN ou d’ARN. lIs constituent @iféntes classes suivant leur mode d’action vis-

a-vis des acides nucléiques.

2.1 - Les agents alkylants

Les agents alkylants établissent des liaisonaleates avec les acides nucléiqti€s
sont généralement des composeés électrophiles guiepte réagir avec les groupements amines ou
hydroxyles des bases de I'ADN selon une réaction sdbstitution nucléophile, ayant pour
conséquence le greffage d’'un groupe alkyle suate lzible. On distingue des agents alkylants mono-
fonctionnels, c’est a dire n‘ayant qu’un seul lignimique avec I'ADN, et les agents bi-fonctionnels
qui peuvent s’accrocher sur deux sites distinctsAd@N (agents réticulants). La plupart des alkytgn
utilisés en thérapeutique sont bi-fonctionnelsptissédent deux groupes alkyles susceptibles ige rel
deux nucléotides adjacents. lls forment donc destspoitra- ou inter-caténaires rendant ainsi la
réplication ou la transcription de 'ADN impossibléazote N(7) de la guanine est statistiquement la
cible principale de l'alkylation. Cette classe phacologique comprend un trés grand nombre de
substances utilisées en thérapeutique, parmi l#egueles moutardes a l'azote comme la
chlorométhine (Caryolysiné), les nitroso-urées comme la carmustine (Bi¢hdes alkylsulfonates

tels que le busulfan (Misulbah, les éthylenes-imines comme l'altréamine (Hexabta

cl N7 | |
N _Ng _N

/ | H 0
— N N II (0] - A ~
Me—N o > \"/ \O —E—o\/\/\o_g_ j\ll/

N
=
.« ° o T
la chlorométhine la carmustine le busulfan l'altréamine N

Figure 3: Quelques exemples d’agents alkylants bi-fonctéds de 'ADN.

Les dérivés du platine constituent la seule famile produits anticancéreux fondée sur un
métal lourd. lls se fixent essentiellement au nivda I'azote N(7) des guanines et forment des ponts
entre les brins d’ADN. L'effet toxique est corréé®l nombre de ponts inter-brins observés, qui

peuvent demander plusieurs heures a étre formgmneensuite réparés tres lentement. Les trois sels

2 Mishina, Y.; Duguid, E. M.; He, C. Direct reversdIDNA alkylation damageChem. Re\v2006 106, 215-232.
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de platine utilisés couramment sont le cisplati@ésglatyl]), le paraplatine (Carboplating et

I'oxaliplatine (Eloxatinél).

H
H3N Cl HsN 0
’ No : No N\pt/NH3
4
HsN \CI H3N/ \o N/ \NH3
o H
le cisplatine le paraplatine l'oxaliplatine

Figure 4: Les sels de platine(ll) couramment utilisés kimiothérapie médicamenteuse.

Certains de ces agents alkylants possédent snupk action anti-enzymatique, plus
ou moins bien définie, élargissant leur mode décprobable. L'intérét antitumorale de cette classe
de composés réside dans le fait qu’ils sont capabtgablir rapidement des liaisons covalentes avec
'’ADN. Malgré leur préférence pour les cellules division, ils affectent aussi bien les cellules
normales que tumorales. Ce manque de spécificittiaiorale entraine de nombreux dommages aux
cellules des tissus sains. Ceux-ci se manifesi@nteg effets secondaires de la chimiothérapieidper

de cheveux, stérilité...).

2.2 - Les agents intercalants

Les agents intercalants sont des molécules éaistjues, constituées de plusieurs
noyaux aromatiques accolés. Cette morphologie gams permet de s’insérer au coeur de la double
hélice d’ADN, par "stacking" (interactions hydroftes) entre deux plans de paires de bases
successifs. La distorsion ainsi crée perturbe legnession normale des systemes enzymatiques,
inhibant de ce fait la réplication et la transadpt lls sont également responsables de coupuras-mo
et bi-caténaires de 'ADN. Suivant le type d’intglamnt, ce phénoméne provient de leur capacitéasoit
générer des radicaux libres, soit a inhiber I'acties topoisomérases indispensables a la tranesnoript
de 'ADN.? Les chefs de file de ces substances appartieararfamille des anthracyclines, comme la
doxorubicine. D’autres composés appartiennentté cisse, dont par exemple les ellipticines (la 9-
hydroxyellipticine), les acridines (I'amsacrine)esl actinomycines (la dactinomycine), et les

aminoanthraquinones (la mitoxantrone).

3.0, Champoux. DNA Topoisomerases: structure tifumcand mechanisminnu. Rev. Biocher001, 70, 369-413.
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Mer : _NHSO,CHs
HN
X
P
N

NH,  la doxorubicine I'amsacrine la dactinomycine

Figure 5: Quelques exemples d’agents intercalants de 'ADN

2.3 - Les agents de coupure de 'ADN

La seule substance qui est actuellement utilsgdgant que médicament pour ses
propriétés destructrices de la double hélice d’AB$ la bléomycine (Bléomycifd.* Son mode
d’action met en jeu des coupures des brins d’ADdlténts d'une réaction radicalaire au niveau du

désoxyribose.

Os_NH,
NH,
H
N\)\H/NH2
o)
N/i\l o9
o O HO N o) .
HZNW o NHOST\ w Scrn
HN o K//\ //
N HO N
H S
N
0
oh 1 [ >
HO. 0
o N
& OH
OH OH
OH j\
07 "NH,

Figure 6: La bléomycine.

Outre le manque de sélectivité pour une séqupadeuliere d’ADN, I'ensemble de
ces composés se heurte a la chimiorésistance ionéacquise par les cellules tumorales. Ce
phénomene de chimiorésistance minimise le potetiialet arsenal thérapeutique. Il existe également
de nombreux mécanismes pharmacocinétiques qui enpdoastilisation de quantités importantes pour
finalement obtenir une action significative. Engliles parametres pharmacodynamiques qui rendent
difficiles I'accessibilité de ces molécules a leildle, soit a cause d’'une pénétration cellulaiféailie,

soit plutét a cause d'une expulsion accrue desywodéveloppée par les cellules. lls obligent donc

4 Galm, U.; Hager, M. H.; Van Lanen, S. G.; Ju,Thorson, J. S.; Shen, B. Antitumor Antibiotics: Bleamim, Enediynes,
and Mitomycin Chem. Re\2005,105, 739-758.
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les chercheurs a trouver en permanence de nouyeadwits actifs et/ou de nouvelles cibles en tenant

compte de ces nombreux facteurs.

3 - LADN : la cible des radiations lumineuses

L'héliothérapie consiste a exposer le corps damsentier ou en partie aux rayons du
soleil. Cette thérapie a connu par le passé unedgraogue lorsque la pharmacopée était restreinte.
Elle était surtout recommandée, dans le cas deigegt carences vitaminiques (rachitisme chez
I'enfant, par exemple), de certaines formes dertubb@se non pulmonaire (osseuse en particulier), ou
pour accélérer le processus réparateur des malaatiesées.A ces bienfaits viennent s’ajouter des
effets psychologiques bénéfiques. Aujourd’hui, lacp du soleil a été pratiguement supplantée par
des radiations électromagnétiqgues non ionisantéiiatles. La photothérapie résultante consiste a
traiter une vaste gamme d’affections cutanées agemde rayons ultraviolets (UV). Ce traitement
médical, qu’il soit de source naturelle ou artéite, suppose le respect d'un certain nombre de
conditions, et plus spécialement une surveillariteité a cause des accidents sérieux qu'il peut
provoquer. En effet, la lumiére possede la capaditédéclencher des réactions chimiques. Les
radiations n’agissent sur la matiére que dans lumeou elles sont absorbées. La matiere biologique
n'échappe pas a ce phénoméne, étant donné queinesrthiomolécules peuvent absorber
spécifiguement I'énergie lumineuse, comme I'’ADN Jext protéines. L’ADN constitue la principale
cible cellulaire susceptible d’étre altérée pateale rayonnements. Une atteinte chimique phototedui
de protéines fonctionnelles, comme les enzymesledipides membranaires peut aussi affecter la

survie cellulaire.

Les rayonnements non ionisants se divisent enepitsssous-groupes, avec une réactivité plus
ou moins marquée pour 'ADN suivant leur énergiéuri@ maniére générale, seules les radiations

UV-visibles ont un intérét, car leur énergie est'oiere de celle de la liaison chimique.

L'’ADN peut étre directement la cible des rayons pf un transfert d’énergie ou par I'arrachement
d’un électron, qui casse ou déforme sa structute.peut I'étre aussi indirectement, par I'effet s
mémes phénomenes sur des molécules photosenditblesntourent. L'intensité du rayonnement et

sa longueur d’onde, déterminent la nature desrégjo’il peut infliger aux acides nucléiques.

5 Stockel, G.; Wanat, A.; Kulis, E.; Stasicka, Zghi and metal complexes in medeci@eord. Chem. Re1998 171, 203-
220.



Introduction -13 -
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Figure 7: Le mode d’action des rayonnements ultra-viodttgisibles sur I'ADN.

3.1 - Dommages directs induits par les rayonnement s
UV sur ’ADN

Ce type de réaction concerne les photons lesgriagyétiques des radiations UV. Il provient
d’'un transfert direct d’énergie du rayonnement®N, se répercutant de facon intramoléculaire entre
les constituants de 'ADN. L'absorption d'un tel ajia d’énergie peut notamment entrainer des
réactions entre les bases pyrimidiques adjacemteduisant a la formation d’une liaison covalente,
voire méme de deuxigure 8.° La moitié de ce type de dommage correspond & wtopioduit
dimérique. Un tel phénomene induit une importarigtodsion de la double hélice d’ADN, ce qui
facilite la détection de 'anomalie. Ce type dddésest relativement bien réparé chez les procasyot
par les enzymes DNA photolyases qui réalisent$awa du pontage.

° % X PN N

dimere de cyclobutane pyrimidine pyrimidine (6-4) pyrimidone

Figure 8: Les deux principaux photoproduits dimériquesrfés par les radiations UV sur 'ADN.

3.2 - Dommages indirects induits par les rayonneme  nts
UV sur ’ADN

® pfeifer, G. P. Formation and processing of UV phobducts: effects of DNA sequence and chromativirenment.
Photochem. Photobiol997, 65,270-283.
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3.2.1.- Le processus

Les rayonnements UV A et visibles ne sont pagésigeu absorbés par '’ADN, néanmoins ils
infligent indirectement des dommages a '’ADN. Lewtion fait intervenir un photosensibilisateur
endogéne ou exogéne qui absorbe le photon de keinti&tte molécule excitée va ensuite subir une
photoréaction ou transférer son énergie a ’ADNeatrainant toute une cascade d’évenements. Les
dommages de I'’ADN résultants proviennent de deoxgssus d’oxydation (figur@.

Le processus d'oxydation de type | correspond adthement d'un électron a une base, ou d'un
hydrogéne au sucre. Le radical catioriRinsi obtenu au niveau d’une base purique peutwioe a

la formation d'un photoadduit en se recombinantdeeadical anion issu du photosensibilisateur. La
perte de I'hnydrogene du sucre conduit a la couplurgolynucléotide. Ce processus peut également
engendrer indirectement la formation d’un radigalroxyle OH.

La réaction d’oxydation de type Il se traduit pafdrmation d’oxygene singulet consécutivement a un
transfert d'énergie entre le photosensibilisatewité et I'oxygene a I'état triplet. Au sein de DN,
cette espece radicalaire peut aussi bien réagiivaau d'une base, que d’'un sucre.

Ces procédés conduisent finalement a la formatéopldsieurs catégories de lésions qui incluent des
dégats au niveau des bases, des cassures simpkesdes sites abasiques, voire méme des adduits
ADN-protéines. Les dommages occasionnés sont déngéat tres dévastateurs a cause de la

propagation de I'espece radicalaire ‘D¢t de I'oxygénsingulet.

3. 2. 2. - Les conséquences sur ’ADN

Finalement I'action du photosensibilisateur emgalle nombreuses cascades d’événements
endommageant deux sites de 'ADN : 'unité sucréestbases azotéeses dommages au niveau du
sucre conduisent a la coupure du brin d’ADN. Cewxcernant les bases azotées s’attaquent
principalement a la base la plus réductrice de NADa guanine. Le principal produit d’'oxydation de
I’ADN correspond au radical guanine cationiquéY@ui se décompose essentiellement en 8-0xo-7,8-

dihydroguanine (8-oxo-Gigure 9.2

" Szacilowski, K.; Macyk, W.; Drzewiecka-Matuszek; Brindell, M.; Stochel, G. Bioinorganic Photochetnyjs Frontiers
and mechanism€hem. Rev2005 105 2647-2694.

8 Burrows, C. J.; Muller, J. G. Oxidative nucleobasedifications leading to strand scissidbhem. Rev1998 98, 1109-
1151.
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Figure 9: Le devenir du radical guanine cationique.
(8-0x0G : la 7, 8-dihydro-8-oxoguanine ; FAPy-@ 2,6-diamino-5-formamido-4-hydroxypyrimidine)

La 8-oxo-G correspond toujours au produit majaiéiaent observé, par contre son mécanisme précis
de formation a partir du radical guanine cationigaeencore discuté. En milieu plus réducteur6e 2,
diamino-5-formamido-4-hydroxypyrimidine (FAPy-G) teés présent, et deux autres produits :
I'imidazolone et I'oxazolone se forment égalemepiaétir de la déprotonation du radical en présence
d'0.,.

La lésion 8-0x0-G est d'ailleurs souvent utilisé&nene marqueur biologique d’exposition aux agents
oxydants. Il a méme été montré qu’'l guanine sWWOMdu génome était sous la forme de la 8-oxo-
7,8-dihydroguanine dans les conditions physiologigouormales, représentant plus de 30 000 8-oxo0-G

dans I'ensemble du génome humain.

3. 2. 3. - Le photosensibilisateur

Les molécules photosensibles sont généralemenatiee exogene, elles servent notamment
de médicaments dans certains cancers traités paotpérapie dynamique. Le photosensibilisateur
doit étre un cofacteur trés sélectif de la réactibimique photoinduite. Il faut I'activer grace a u
rayonnement de longueur d’'onde supérieure a 30Mmartes acides nucléiques et de trés nombreuses
protéines sont transparents. Dans ce contextecde®plexes de métaux de transition sont des
photosensibilisateurs tres intéressants. lls l¢ dautant plus grace a leurs propriétés photorestox
structurales versatiles. En effet, il est possit@danoduler leur réactivité vis a vis de cibles tgidues
en modifiant la nature de leurs ligands. Ainsi cesposés peuvent induire soit des coupures du brin
d’ADN, soit des oxydations ou des alkylations demsds. Cette décennie a vu exploser le
développement de nombreux complexes métalliquesmeonagents de coupure de I'ADN :

[Rh(phen)]*, [Co(NHs)s]*", et [Ru(bipy}]** par exemplé.L utilisation de ligands polyaromatiques

® Shields, T. P.; Barton, J. K. Sequence-SelectiveA [Récognition and Photocleavage: A Comparison of Eomers of
Rh(en)phi®* Biochemistry1995 34, 15037.
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ont méme permis d'augmenter l'affinité des comptexeour I'ADN : [Ru(phehat)(phesif",
[Ru(bpz/tap)(dppz)f*.*°

Les rayonnements lumineux engendrent initialendsy effets cutanés, car ils ne
peuvent que pénétrer les tissus superficiels geda. Néanmoins, ils peuvent modifier la cartogeph
génique de leur ADN. Bien que I'étape physique medjue quelques femtosecondes, elle constitue le
chainon initiateur d’'une longue séquence d’événésnehimiques, puis biologiques qui peuvent
entrainer des modifications du patrimoine génétigoeivant méme conduire a la mort cellulaire. La
photothérapie dynamique est un concept thérapeutigiginal utilisé notamment dans le cadre du
traitement de certains cancers. L’action conjothiephotosensibilisateur et de la lumiere au niveau

des cellules cancéreuses peut entrainer leurcatiadis.

4 - L'ADN et les complexes de métaux de transition

Les complexes métalliques ont une aptitude nideugies’associer avec I’ADN gréace a
leurs caractéres cationiques, et a leurs structudisensionnelles. Ils peuvent ensuite induiré so
une hydrolyse, une réaction redox, ou une phottcdaavec le polynucléotide suivant le type de
complexe impliqué. Ces propriétés ont engendrérandjintérét dans le développement de nouvelles
drogues anti-tumorales. D’ailleurs, les complexégatiiques provenant du platine(ll), le cis-platine
par exemple, sont aujourd’hui couramment employés tant qu'agents anticancéreux en
chimiothérapi€e? lls ciblent directement ’ADN en formant des pagea inter- ou intra-brins. Le lien
covalent reliant les deux brins d’ADN empéche l'etture de la double hélice, indispensable aux
mécanismes de la réplication et/ou de la transoripDes études ont estimé que 20 Iésions de ee typ
dans le génome bactérien ou animal peuvent entri@imaort la cellule. Malgré de nombreux efforts,
le mécanisme précis de la réparation de tellesrésieste une énigme, car les enzymes impliquées
différent suivant la nature exacte du pontage.didescertitude, c’est que la réparation se faitasuti
un procédé d’excision de nucléotides. Il consistenkever la Iésion en découpant une importante
partie du brin d’ADN, puis une polymérase régénkxefragment éliminé en utilisant le brin
complémentaire comme matrice. Ce type de répargian donc générer a son tour un dommage,
augmentant ainsi le pouvoir cytotoxique de la deodDette cytotoxicité joue également un réle clé
dans le mécanisme d'action des complexes binueaite rhodium(ll) possédant des ligands
carboxylates (RIO.CR),L, avec R: Me, Et, Pr ; et L: une molécule de suvaCe type de

10 Moucheron, C.; Kirsch-De Mesmaeker, A. New DNA-bimd ruthenium(ll) complexes as photoreagents for
mononucleotides and DNA. PhysOrg. Chem1998 11, 577-583.
11 zhang, C. X.; Lippard, S. J. New metal complexepaiential therapeutic€urr. Opinion Chem. BioR003 7, 481-489.
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complexes affiche une activité antitumorale endiatisaussi intervenir un pontage inter-brin au coeur
de 'ADN.*

Les complexes de ruthénium sont également de lwamslidats pour générer de tels
dommages, comme par exemple n’faréne)Rl(en)CI, qui forme des pontages inter-brins en

s'accrochant préférentiellement aux atomes d’al¢f@ des guanines:”

4.1 - Le ruthénium

4. 1. 1. - Structure électronique des complexes dehénium(ll)

On peut retrouver le ruthénium sous divers dedi@sydation (2, 3, 4, 6 et 8). A I'état
d’oxydation 2+, le cation ruthénium posséde unecstire électronique [Kr] £dSa coordinence de 6
lui permet de chélater 6 atomes, possédant au nopirdoublet libre, pour former un complexe de
géomeétrie octaédrique. Les liaisons de coordingironiennent du recouvrement des 6 orbitales vides
d,sp; du cation RE&" avec les six orbitales sges ligands contenant les doublets électroniques no
liants. Cette liaison est ensuite stabilisée pa composante de rétrocoordination qui implique la
délocalisation partielle des électrons du métas Ves orbitalest* des ligands.
Les orbitales moléculaires formées lors de la cemgilon proviennent de la combinaison linéaire des
orbitales atomiques du métal avec celles des Ilga@d obtient deux types d’orbitales moléculaires.
Celles centrées sur le métal possédent un carantéedlique, avec une énergie proche de celle d'une
orbitale du métal (d do*). Celles centrées sur les ligands possédent taciae ligand, avec une

énergie proche de celle d’'une orbitale d’'un deanlits £, *).

E do*
. *
= — .
:
4 MC |
— MLCT| : :
| L T
-
métal complexe Ligand

Figure 10: Diagramme des niveaux d’énergie des principatbgales moléculaires et les transitions
résultantes pour un complexe octaédrique de ruihg().

12 punham, S. U. D.; Chifotides, H. T; Mikulski, S.uB, A. E.; Dunbar, K. R. Covalent binding and isteand cross-
linking of duplex DNA by dirhodium(ll,Il) carboxyte compoundsBiochemistry2005,44,996-1003.

13 Novakova, O.; Chen, H.; Vrana, O.; Rodger, A.; 8adP. J.; Brabec, V. DNA interaction of monofunntb
organometallic ruthenium(ll) antitumor complexesé@il-free mediaBiochemistry2003 42, 11544-11554.

O en : éthyléne diamine ; aréne : biphényle, dihgdtbracéne, tetrahydroanthracgmeumeéne, ou benzéne.
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On distingue 3 types de transitions électronicqergse les orbitales moléculaires induites par
I'adsorption d’un photonfigure 10 :**
- les transitions LC (Ligand Centered) : ellesrespondent a une transition entre deux orbitales
centrées sur les ligands { ). Elles présentent notamment une bande d’absorptitense dans la
région UV, (200-400 nm).
- les transitions MC (Metal Centered) : elles espondent a une transition entre deux orbitales
centrées sur le métalifd do*). Elles sont peu intenses et situées a la fromtdtre le visible et 'UV.
- les transitions MLCT (Metal to Ligand Charge fister) : elles correspondent & un transfert de
charge d’'une orbitale de type métal vers une debda type ligand (- n*). Elles sont relativement

intenses et situées dans le domaine du visible.

4. 1. 2. - Caractéristiques photophysiques des cplaxes de

ruthénium(ll)

Le schéma photophysique présenté a la fidukea été établi pour le complexe
[Ru(bpy)]®*. Il est admis pour tous les types de complexesitheénium(ll) polyazaaromatiques que

nous étudion$

3mMC
1ML&__JSC SMLCT b/x" T
hv (absorbé ai | b(emi

‘:y Etat fondamental

Figure 11: Schéma photophysique établi pour les complergsmpaaromatiques de Ru(ll) de type
[Ru(bpy)]*"

L'absorption d’'un photon par le complexe lors da $swadiation entraine le peuplement de I'état
excité 'MLCT. Il se désactive trés rapidement (quelquesaires de femtosecondes) par conversion
intersystéme (ISC) vers I'état excéLCT de plus faible énergi®.Le complexe peut se désactiver

de 3 maniéres a partir de cet état excité trifigtie 179). Il peut subir :

1 Demas, J. N.; degraff, B. A. Design and applicatiohhighly luminescent transition metal complexesal. Chem1991,
63, 829-837.

15 Meyer, T. J. Photochemistry of metal coordinatimmplexes : metal to ligand charge transfer excitate.Pure Appl.
Chem 1986 58, 1193-1206.

16 Damrauer, N. H.; Cerullo, G.; Yeh, A.; Boussie, T: 8ank, C. V., McCusker, J. K. Femtosecond dynawiiexcited
state evolution in [Ru(bpylf*. Sciencel997, 275, 54-57.
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- une désactivation non radiative en libérant dechaleur. Ce processus dépend de
'environnement du complexe, et constitue la ppaté voie de désactivation de I'état excité du
complexe.

- une désactivation radiative entrainant le retaurétat fondamental en émettant de la
luminescence dans la région de longueurs d’'ond®deam.

- un activation thermique qui le conduit vers tet 8C plus énergétique. Cet état peut a son
tour conduire & une désactivation non radiativea ¢a photodéchélation partielle du complexe. Cette
déchélation entraine souvent la substitution dankigpar une molécule de solvaht.

L'état excité MLCT posséde une durée de vie relativement longmeelques centaines de

nanosecondes) ce qui lui permet de réaliser detigga de transfert d’énergie et d’oxydoréduction.

A I'état fondamental, les complexes de Ru(ll) yent étre réduits en intégrant un
électron sur leur orbitale* libre. lls peuvent étre également oxydés en paraéa électron de leur
orbitale dt. Les potentiels d’oxydoréduction des complexeg dépendants des niveaux d’énergie de
ces deux orbitales, eux-mémes dépendants des $igammidinés au métal. L'état électronique excité
du complexe exalte ses propriétés. En effet, ilia#vénergétiguement plus facile d'ajouter un
électron a I'état excité du complexe (réductiomynme il est plus facile de lui arracher un électron

(oxydation),figure 12

oxydation réduction
* * * T L
< |
dr drn : dr
% % : Q . L
[Ru(L)g2" [RuL* | RuLg* | [Ru@)*

Figure 12: Schématisation des phénoménes de réductiomegattion d’'un complexe de Ru(ll) a I'état
excité.

4.2 - L'ADN et les complexes de ruthénium(ll)

Afin de perturber I'expression des genes danduinthérapeutique, de nombreuses

molécules sont congues pour interagir directemest s acides nucléiques, dont le ruthénitim.

4. 2. 1.- L'association des complexes de ruthémngll) avec 'ADN

17 Masschelein, A.; Jacquet, L.; Kirsch De-Mesmaekdr; Nasielski, J Ruthenium complexes with 1,4,5,8-
tetraazaphenanthrene. unusual photophysical behafibe Tris-Homoleptic compounthorg. Chem199Q 29, 855-860.
18 Clarke, M. J. Ruthenium metallopharmaceuticaisord. Chem. Re2002 69-93.
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L'association peut provenir d’interactions defdéliéntes natures : électrostatique,
hydrophobe, de type Van der Waals, ou impliquarst lddgsons hydrogenes. Le mode d’interaction
dépend principalement de la géométrie des compldgesuthénium(ll). De nombreux groupes de
recherche ont étudié Tlinteraction des complexes rdéhénium(ll) possédant des ligands
polyazaaromatiques avec I'ADN.On peut distinguer trois types de comportemeriassbciation
externe, l'intercalation, et I'adsorption dans uHos de la double hélice. L'association externe
provient d’une interaction électrostatique du cawpl cationique avec le squelette polyphosphate
anionique de la double hélice. L'intercalation tésude la géométrie de certains ligands
polyaromatiques du métal qui peuvent facilementtsicaler entre les paires de bases azotées, en
mettant en jeu des interactions de "stacking" degesystémes aromatiques. Les complexes peuvent
également s’adsorber dans les sillons de I'ADN. @ede d’association repose plutdt sur des

interactions faibles de type Van der Waals, owge hydrophobe.

4. 2. 2. - La photoréaction des complexes polyazamatiques

de ruthénium(ll) avec 'ADN

En plus de leur attraction physique envers lebtibhélice d’ADN, certains complexes
polyazaaromatiques de ruthénium(ll) se sont mortegmbles d’endommager de facon irréversible
I’ADN. Cette propriété a été notamment mise en é&vi@ dans le passé avec des complexes de type
[Ru(phen)]* et[Ru(bpy)]**.*° Leur photoexcitation a entrainé une coupure d'alyrpcléotide, et
cela malgré la faible affinité affichée par le cdexe [Ru(bpy)]** pour TADN.* Ce phénoméne a été
attribué & un mécanisme d’oxydation de type Il amdtten jeu I'oxygéne singulet@,), formé en
présence d'oxygéne. Plus récemment, certains ceaspl@ossédant au moins deux ligands
déficients, de type TAP ou HAT, ont montré d'imgantes propriétés photooxydantes. L'illumination
de tels complexes en présence d’ADN a mis en égaen transfert direct d’électron photoinduit a
partir de I'une des bases de I'ADN vers I'un dgmitids du complexe a I'état électronique excité. Ce
processus est possible grace a la réaction dudifmtement déficient en électronsavec la base la

plus réductrice de I’'ADN, la guanine ; et il set filivant un mécanisme d’oxydation de type I.

19 (a) Lincoln, P.; Broo, B.; Norden, B. Diastereomeric DNihding geometries of intercalated ruthenium(lithslates
probed by linear dichroism : [Ru(phedppzf* and [Ru(phenpdppzf*. J. Am. Chem. Sod.996 118 2644-2653.(b)
Holmlin, R. E.; Stemp, E. D. A.; Barton, J. K. [Ru@st,dppzF* luminescence : dependance on DNA sequences andegro
binding agentsnorg. Chem1998 37, 29-34.

20 (@) Tossi, A. B.; Kelly, J. M. A study of some polypgyl ruthenium(ll) complexes as DNA binders and ploteavage
reagents,Photochem. Photobiol1989 49, 545-556.(b) Pyle, A. M.; Chiang, M. Y.; Barton, J. K. Synthesisd
characterization of physical, electronic, and phbtmical aspects of 9,10-phenanthrenequinone diinsimmplexes of
Ru(ll) and Rh(lll),Inorg. Chem199Q 29 4487-4495(c) Chow, C. S.; Barton, J. KShape-selective cleavage of tRRIA
by transition-metal complexe3. Am. Chem. So&99Q 112, 2839-2841.

ZKelly, J. M., Tossi, A. B.; McConnell, D. J., OhUigiC. A study of the interactions of some polypytigy(ll) complexes
with DNA using fluorescence spectroscopy, topoisésagion and thermal denaturatidvucleic Acids Red4985 13, 6017—
6034.
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Des travaux antérieurs d’illumination visible dungalexe [Ru(TAP)]** en présence de guanosine-5'-
monophosphate ont confirmé ce transfert d’élegufuotoinduit depuis la guaniiéL’adduit résultant

de la combinaison du complexe réduit et du radiedaion a ensuite été caractérisé par RMN. I
présente un lien covalent formé entre la fonctionina exocyclique de la guanine et le carbone en
position 2 du ligand TAB®

[Ru(TAP),J?* Photo-adduit N

Figure 13: Formation du photoproduit entre le complexe [RAR);]* et la guanosine-5’-monophosphate.

Des études plus récentes réalisées avec un ceengdetype [Ru(HATphenf" ont également

mis en évidence la formation d’un tel photoaddnitela guanine et le ligand HAT.

Ces complexes ont ensuite montré leur potentigdrageutique en perturbant le
fonctionnement de I'activité enzymatique de I’ARNIymérasein vivo lors de l'illumination’® Ces
propriétés rendent les complexes de ruthénium ateéactifs pour le développement de nouvelles
drogues ciblant I'ADN.

5 - Utilisation des oligonucléotides en tant qu'dils

thérapeutiques (stratégie antisens)

2 Feeney, M. M.; Kelly, J. M.; Tossi, A. B. Photoatitah of ruthenium(ll)-tris-1, 4, 5, 8-tetraazaphsttaene to DNA and
mononucleotidesl. Photochem. Photobiol. B : Bidl994 23, 69-78.

2 Jacquet, L.; Kelly, J. M., Kirsch De-Mesmaeker, APhotoadductt between Tris(1, 4, 5, 8-
tetraazaphenanthrene)ruthenium(ll) and guanosineoptmsphate. A model for a new mode of covalendibo of metal
complexes to DNAJ. Chem. Soc., Chem. Commii895 913-914.

24 Blasius, R.; Nierengarten, H; Luhmer, M.; Constang.JDefrancg, E.; Dumy, P. ; Van Dorsselaer, Mgucheron, M.;
Kirsch-De Mesmaeker, A. Photoreaction of [Ru(jgtenf* with guanosine-5’-monophosphate and DNA: Formatén
new types of photoadductshem. Eur. J2005 11, 1507-1517.

% pauly, M.; Kayser, I.; Schmitz, M.; Dicato, M.; DBuerzo, A.; Kolber, I.; Moucheron, C.; Kirsch-Deestaeker, Aln
vitro inhibition of gene transcription by novel photofaated polyazaaromatic ruthenium(ll) complexds.Chem. Soc.,
Chem. Commur2002 1086-1087.
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Les différents supports de I'information génétiqUADN et I'ARN, constituent des cibles
attractives pour I'étude de la fonction des géeéeggalement pour la mise au point de médicaments.
Ainsi, de nombreux agents chimiothérapeutiqguesraktwu synthétiques, peuvent étre utilisés pour
induire un blocage lors du transfert du messageétggre de 'ADN a la protéine. L'inconvénient
majeur de cette approche est la faible sélectivightrée pour la cible. De ce fait de nouvelles
approches ont émergé, visant une séquence unigaiele’nucléique des cellules cibles. Ces stratégies
consistent a utiliser des petits fragments d’acidiedéiques synthétiques : les oligonucléotides. Il
peuvent notamment inhiber I'expression des genesvaau de I'ARN dans une stratégie antisens. Un
oligonucléotide antisens (AS-ODN) correspond a oal@gue simple brin de désoxyribonucléotide
complémentaire d'un ARN messager. Il s’apparie $igéement a sa cible suivant le modéle de
Watson et Crick pour former un hétéroduplex oligdéatide-ARNm. Cette structure bloque le
processus ultérieur de synthese des protéinedfdesdies fagons suivant la nature chimique de{'AS

ODN et I'emplacement du duplex sur le brin trantstARNm.

Les AS-ODNSs se répartissent en deux catégorieastieur mode d’actiorfiure 14.

- Les "steric-blocker oligonucléotides” qui induiseimt blocage physique du processus de
synthése protéiqué.L'assemblage oligonucléotide-ARNm peut empéchemkituration des ARN
messager en destabilisant I'ARN pré-messager danmsyau, ou en bloquant ultérieurement son
épissage. La régulation peut également avoir lieacaurs de la partie cytoplasmique du processus en
interférant avec la machinerie ribosomale. Dansase les AS-ODNs s’avérent efficaces uniquement
s'ils ciblent I'extrémité 5 de 'ARNm, ou le codow'initiation de la traduction. Malgré ces
restrictions de positionnement, ce dernier pro@sie@avantageux par rapport aux précédents car il ne
nécessite pas le franchissement problématique lokrf@re nucléaire.

- Les "RNase H-dependant oligonucleotides" qui détlent une dégradation enzymatique de
I'’ARNm.?" Les hétéroduplex sont spécifiquement reconnudapabonucléase H (RNase H) qui va
exclusivement fragmenter le brin ARNm du duplex.

Dans les deux cas, le but est atteint en empéthaghthese de la protéine codée par 'ARNm ciblé.
La plupart des oligonucléotides engagés en esbaigues agissent suivant le procédé enzymatique
de la RNase ¥ Ce mode d'action est plus attrayant car les AS-©OMeuvent déclencher la

dégradation de 'ARNm a partir de plusieurs siteseasibles du brin codant. L’avantage de ce

processus réside également dans la nature catedydig|la coupure ; I'oligonucléotide "antisens"tpeu

26 Wu H.; Lima WF.; Zhang H.; Fan A.; Sun H.; Crook&. etermination of the role of the human RNase Hhie
pharmacology of DNA-like antisense drugsBiol. Chem2004 279, 17, 181-9.

27 Kurreck J. Antisense technologies. improvemeriubh novel chemical modificatiofur. J. Biochem2003 270, 1628—
44,

28 winquist, E.; Knox J.;-Ayoub, J.-P.; Wood, L.; Waian, N.;-Reid, G.; Pearce, L.; Shah, A.; EisenhdtigPhase II trial
of DNA methyltransferase 1 inhibition with the a®ise oligonucleotide MG98 in patients with metastanal carcinoma:
A National Cancer Institute of Canada Clinical Trigtoup investigational new drug studypvest New Drug2006 24,
159-167.
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donc de nouveau étre utilisé. Par contre, le méoaniprécis de reconnaissance du duplex par

I'enzyme n’est pas completement déterminé.

Synthése protéique

== S,
/ Noyau ! \
f ADN

suivant le processus normal | en présence d'oligonucléotide antisens

RN 159 H 4+ RMNaseH Inhibit
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Figure 14: Principe de la stratégie antisens au niveauledlé.
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Membrane cellulaire

L’AS-ODN doit franchir de nombreuses barriéres dgitjues pour atteindre sa cible. Il doit passer la
membrane plasmique délimitant la cellule, travelsecytosol en évitant les nucléases. C’est un
parcours semé d’emblches. Pour y parvenir il esic dadispensable de disposer de moyens
permettant de surmonter ces multiples obstacleseat’est que grace au développement de tels

moyens que de réelles réussites en stratégie rstiseront le jour.

L'oligonucléotide idéal pour cette approche devrépondre aux critéres suivants : (1) une
grande spécificité d’interaction pour les acidesléigues afin d'éviter les interactions non spécifis
avec d’'autres constituants de la cellule (les pmegpar exemple), (2) une longueur suffisante pour
permettre une d’hybridation a une seule séquencmlémentaire, (3) une résistance marquée vis-a-
vis des nucléases cellulaires qui dégradent las [dosphodiesters, (4) une complémentarité vis-a-v
de sites de I'ARNm facilement accessibles (bouctgsingles, repliements), (5) une pénétration
facilitée a travers la membrane cellulaire (voiverduellement un ciblage cellulaire). Idéalemeat, |
longueur de I'oligonucléotide doit &tre compriséreri5 et 25 nucléotidés.

De nombreuses modifications d’oligonucléotidesdinétre élaborées afin d’améliorer cette stratégie.

2 Ding, Y.; Chan, C. Y.; Lawrence, C. E. Sfold web serfor statistical folding and rationl design ofcieic acid.Nucleic
Acids Res2004 32, W135-W141.
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a) Modifications chimiques des oligonucléotides

Cette stratégie est en pratique difficile a megtreapplication. En effet, les AS-ODNSs sont des
oligonucléotides phosphodiesters naturels. Leufisation a mis en évidence de nombreux
inconvénients. Les oligonucléotides classiques smapgidement dégradés par les nucléases
abondamment présentes dans les cellules. Lewsatitiin thérapeutique a également été compromise
par leur faible pénétration cellulaiféPar conséquent, de nombreuses modifications ch@signt été
développées pour favoriser leur potentiel d’actigtotoxique en améliorant leur biostabilité, etrleu
biodisponibilité** Elles peuvent concerner aussi bien le squeletisgstodiester, que le désoxyribose,

et la base azotée. Les modifications les plus cwesase classent en 3 catégories suivant 'avatese

2
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ase O ase
o 2'-O-méthylribonucléotide : R = Me o
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Figure 15: Modifications réalisées a partir des oligonuties naturels afin d’améliorer leurs propriétés
antisens (I : premiere génération d’AS-ODNs ifiésl Il : deuxieme génération d’AS-ODNs modifiés,:
troisieme génération d’AS-ODNs modifiés).

La premiére génération provient de la modificatdn lien internucléotide. Elle comprend
entre autre les méthylphosphonates, ou I'oxygdme ldu squelette phosphodiester est remplacé par
un groupement méthyle. Cette nouvelle fonction rdesl oligonucléotides trés hydrophobes,
favorisant ainsi le franchissement membranaire.cBatre, ils n’activent plus la RNase H. Une autre

alternative consiste a remplacer I'oxygéne libre lien phosphodiester par un soufre. Les

phosphorothioates ainsi formés ont permis de dierintnydrolyse enzymatique par les nucléases,

%0 Opalinska, J. B.; Gewirtz, A. M. Nucleic-acid theeatics: basic principles and recent applicatiddat. Rev. Drug
Discov.2002 1, 503-514.

31 Kurreck, J. Antisense technologies. Improvemenough novel chemical modification&ur. J. Biochem2003 270,

1628-1644.

32 Wong, F. W. S.; Lim, S.; Chan, J. H. P. Antisengonucleotides : from design to therapeutic amgilam. Clin. exp.
Pharm. Phys2006 33, 533-540.
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tout en conservant la reconnaissance du duplelapgaNase H, méme si leur affinité pour TARNmM
cible est légérement plus faible que celle obtguarele lien classiqu.L’inconvénient majeur des
phosphorothioates concerne leur affinité vis-a-fles certaines protéines, pouvant entrainer des
interactions non spécifiques. Néanmoins cette fardibligonucléotides s’avére trés prometteuse pour
la stratégie antisens. D’ailleurs, le premier médient a étre utilisé en thérapeutique a été un
phosphorothioate : le fomivirsen. Il est utilise&uptraiter un dommage rétinien di au cytomeégalaviru

humain chez des patients atteinds du SIDA.

La seconde génération concerne des analoguegatiaktléotides ou un groupe alkyle a été
positionné en 2’ du désoxyribose. lls ont permiantliorer l'affinité avec la cible ARN, et la
résistance a I'hydrolyse enzymatique. Par conlsesant peu utilisés car ils forment des duplex non

reconnus par la RNase H.

La troisieme génération est moins conservatribe cencerne généralement une modification
totale du cycle furanose. Le type de molécule les girometteur correspond aux acides nucléiques
peptidiques (PNA). Ces oligomeres posseédent unlettgi@chiral, non chargé, constitué du motif N-
(2-aminoéthyl)glycine, sur lequel est fixé la basmtée classique. lls sont capables de créer des
duplex extrémement stables, et spécifiques, aliesi dvec 'ADN gu’'avec I'ARN. lls bloquent la
synthese protéique uniqguement selon un procédéniggeq car les duplex résultants ne sont pas
reconnus par la RNase H. lls sont également teddest dans les fluides biologiques, en résistaxt au
nucléases et aux peptidases. D’ailleurs, un typ®MA s’est déja avéré tres efficace pour rendre

silencieux un génim vitro.**

b) La conjugaison des oligonucléotides

Ce panel de modifications chimiques a permis damdne les analogues
d’oligonucléotide trés stables dans les conditibimogiques, sans altérer pour autant leur capacité
d’hybridation. Néanmoins, elles ne permettent pesadter leur spécificité de ciblage. La conjugaiso
des AS-ODNs a des molécules chimiquement ou biglegnent actives représente une bonne
approche pour renforcer leur action antisens, enéliarant notamment leur propriété
pharmacocinétique, telle que I'hydrophobicité, iladistribution ou la pénétration cellulaife.

A cet effet, différentes approches sont envisdgsalsoit il est possible de vectoriser I'acide

nucléique d'intérét jusqu’a sa cible en lui greffales molécules de transport. Soit I'oligonucléstid

33 Stein, C. A. Phosphorothioate antisense oligodeasigotides: questions of specificiiotechnol 1996 14, 47-149.

34 Shiraishi, T.; Peter E. Nielsen, P. E. Down-ratjoh of MDM2 and activation of p53 in human cancells by antisense
9-aminoacridine—PNA (peptide nucleic acid) conjegatiucleic Acids Re®004 32, 4893-4902.

%DaRos, T. Spalluto, G.; Prato, M.; Saison-Behnm®arg Boutorine, A.; Cacciari, B. Oligonucleotide asijonucleotide
conjugates : a new approach for cancer treatn@nt. Med. Chem2005 12, 71-88.
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est plutbt couplé a une molécule capable de ré&gmicifiguement avec la cible, directement ou
indirectement a la suite d'une activation. Dans a3s, le conjugué posséde une propriété
supplémentaire qui renforce son action antisens,l'digonucléotide sert d'agent de ciblage
spécifique d'un ARNm et la molécule effectrice fisa I'action antisens. Afin d’exalter la stratégie
est préférable de combiner les deux effets sur @menoligonucléotide, en lui greffant les deux types
de molécules. L'emplacement du ligand peut égalérparticiper a améliorer la capacité de I'AS-
ODN. La conjugaison aux extrémités de I'oligonutiid® lui offre une protection supplémentaire vis-

a-vis des nucléases et phosphatases des milielogiojoes.

Il existe une grande variété de molécules de natude réactivité trés différentes susceptibleder
le réle de vecteur ou d'effecteur. Une méme mokq@éut méme cumuler les deux propriétés. La
diversité de ces conjugués d’oligonucléotides aiftsmés a partir des nombreux composeés

disponibles offre un grand espoir d’'améliorationpdtentiel thérapeutique des AS-ODNSs.
- Quelques exemples de ligands transporteurs

Les oligonucléotides doivent pénétrer dans lautmlls’accumuler ensuite spécifiguement a
proximité de leur cible, en évitant au maximum deratrouver piégés et dégradés par les enzymes
endosomales. En ce sens, de hombreuses entitdssliucres, acides aminés, et peptides ont été
greffées aux oligonucléotides. Des ligands lipagshibont notamment utilisés pour favoriser les
interactions hydrophobes avec les membranes (¢émésvitamine B6, lipides ..¥ Des ligands
glycoprotéiques permettent de cibler spécifiquememt type de récepteur cellulaire
(lasialoglycoprotéine par exempl¥).L'unité sucre seule permet également de recomnaies
récepteurs cellulaires, comme certaines lectinésegrau galactose par exemple.es peptides
vecteurs sont généralement polycationiques afiriaderiser I'adhérence du conjugué a la surface
cellulaire chargée négativement (les polylysinasepample)’ De nombreux peptides sont également
utilisés pour leur capacité intrinséque de péniétratellulaire (la pénétratine, le peptide Tat par
exemple), voire méme pour leur spécificité de liseeion nucléaire dans le cas du peptide KiBn
plus d’améliorer le franchissement membranairgyéisnettent de cibler précisément un compartiment

cellulaire.

% |etsinger, R. L.; Chaturvedi, S. Tailored hydroplotévities in oligonucleotide-steroid conjugatBmconjugate Chem.
1998 9, 826-830.

37 Maier, M. A.; Yannopoulos, C. G.; Mohamed, N.; RaaA.; Fritz, H.; Mohan, V.; Just, G.; Manoharan, $nthesis of
antisense oligonucleotides conjugated to a muéivatarbohydrate cluster for cellular targetiBgpconjugate Chen2003
14, 18-29.

%8 Matsuura, K.; Akasada, T., Hibino, M.; Kobayaski, Facile synthesis of stable and lectin —recodsizaDNA-
carbohydrate conjugates via diazo couplBigconjugate Chen200Q 11, 202-211.

%9 Tung, C.-H.; Stein, S. Preparation and applicatimffBeptide-Oligonucleotide Conjugat@&oconjugate Chen200Q 11,
605-618.

40 Astriab-Fisher, A.; Sergueev, D.; Fisher, M.; Sh&~vR.; Juliano, R. L. Conjugates of Antisense Oligdeatides with
the Tat and Antennapedia Cell-Penetrating Peptigtacts on Cellular Uptake, Binding to Target Seqesn and Biologic
Actions.Pharm. Res2002 19, 744-754.
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- Quelques exemples de ligands effecteurs

Il existe une grande variété de molécules capatdagagir avec 'ADN. Parmi ces composés,
on peut notamment distinguer des agents de coug#rieés de complexes métalliques, des agents
photoactivables, et des agents alkylants.

En couplant des complexes métalliques tels queel&DTA, une métalloporphyrine, ou le
Cu-phénanthrolirfé & un oligonucléotide, il est possible de formes decléases artificielles qui vont
couper '’ADN au niveau d’une séquence spécifique.psoralént, la diméthylanthraquinofig la
mitomycine C* peuvent étre également conjugués en tant qu'aghotoactivable. lls créent
spécifiguement des alkylations de I’ADN, voire médes “crosslinking" inter-caténaires, a la suite

d’une photoactivation.

oligonucléotide

o] o]
oligonucléotide
o 9 H,N
\\\\\OCHB
< o]
/ ~ : . HaC N N—{
oligonucléotide 3
SCH;
/o) o o o] o]

Psoraléne Diméthylanthraquinone Mitomycine C

Figure 16: Quelques exemples d’oligonucléotides coupléssaagients photoactivables.

D’autres agents peuvent induire directement l'atign sans nécessiter une étape préliminaire
d’activation. Par exemple, le motif cyclopropapyoiodole issu d'un antibiotique antitumoral (le CC-
1065) s’accroche aux adénines de I'ADN. Il permetalau conjugué de réaliser un pontage inter-
caténaire entre le brin sonde accroché a l'effectéde brin cibl€” Des conjugués ont méme été
élaborés a partir du dichloroadiamine-platine(ltjilisé habituellement en chimiothérapie. La
conjugaison a l'oligonucléotide se fait par unestitistion des deux ligands chlores, les deux grsupe
amines libres lui permettent de faire un pontagealemt avec le brin cible quand le conjugué se
trouve sous forme de dupl&Ce systéme manque néanmoins d'efficacité, caobaptexe peut

réagir non spécifiquement avec de nombreux nucléspavant d’atteindre sa cible.

41 Chen, C. B.; Milne, L.; Landgraf, R.; Perrin, D. Msigman, D. S. Artificial nuclease8hembiochen2001, 2, 735-740.

42 Amosoval, O.; Broitmanl, S. L.; Fresco, J. R. Ramgihe Sickle Cell mutation. Il. Effect of psoralénker length on
specificity of formation and yield of third stramliFected photoproducts with the mutant target segeidNucleic Acids Res.
2003 31, 4673-4681.

4 Kang, H.; Steven E. Rokita, S. E. Site-specific qmbto-induced alkylation of DNA by a dimethylargquinone—
oligodeoxynucleotide conjugatiucleic Acids Re4.996 24,3896-3902.

“Huh, N.; Rege, A. A.; Yoo, B.; Kogan, T. P.; Kohn, Besign, synthesis, and evaluation of Mitomycitnéeed
phosphorothioate oligodeoxynucleotidBgconjugate Chenl996 7, 659-669.

8 Lukhtanov, E. A.; Podyminogin, M. A.; Kutyavin, \..; Meyer, R. B.; Gamper H. B. Rapid and efficient fgtzation-
triggered crosslinking within a DNA duplex by arigaldeoxyribonucleotide bearing a conjugated cyapppyrroloindole.
Nucleic Acids Red.996 24, 683-687.

46 Boudvillain, M.; Guérin, M.; Dalbiés, R.; Saison-Bebanas, T.; Leng, M. Transplatin-modified oligo@-methyl
ribonucleotide)s: A new tool for selective moduatiof gene expressioBiochemistry1997,36,2925-2931.
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HN cyclopropapyrroloindole —— GNG —— le 1,3-trans-Pt(NH3),-d[-(GNG)-]

N H3N/ AN

H oligonucléotide

Figure 17: Quelques exemples d’oligonucléotides coupléssaagients alkylants.

En utilisant cette stratégie, il est possibleddsgser une drogue anti-cancéreuse non
spécifiqgue, ou d’induire un dommage a l'acide nigelé, sur le géne sélectionné grace a
I'oligonucléotide conjugué complémentaire. De dg fa technologie antisens devient incontournable
pour moduler I'expression des genes. Elle engeadteellement un important engouement marqué

par de nombreuses expériengesitro encourageantes, souvent ponctuées par des dssgises.

- un complexe de ruthénium(ll) en tant que ligad effecteur

Les complexes de ruthénium induisent généralenuentphotopontage inter-brin
covalent au cceur de la double hélice. Toutefoidptmation du photoadduit n'est pas spécifique
d’'une séquence particuliere du matériel génétijua plutét photoréagir avec la premiére guanine
rencontrée. Afin de rendre cette réaction spédfida laboratoire a réalisé I'ancrage du complexe
polyazaaromatique [Ru(TARJp]** sur diverses séquences oligonucléotidiques vidiaim amide.
L’étude photophysique des différents duplex forraésevélé une photoréaction entre le complexe
excité et les guanines ciblées. La nature du pddigaa ensuite été établie, il correspond comme
précédemment a une liaison covalente entre undiga®P du complexe et la guanine cible. Afin
d’étudier la sélectivité de la réaction, 'ancratyecomplexe a méme été réalisé a différentes positi
sur les oligonucléotides (soit au milieu de la g&me en utilisant la positions@'une thymine, soit a
ses extrémités 5', et 3’). Plusieurs caractérigtigont émané de cette investigation. Il y a eu tout
d’abord la dépendance de la quantité de luminesceribée par les guanines du brin cible a la
quantité de photoadduit formé. Le nombre de paleebases entre le site d’attachement du complexe
au brin sonde et la guanine sur le brin cible p#lane la formation du photoadduit a ensuite été
déterminé (5 paires de bases dans la directiom ®rith complémentaire, et 4 paires de bases dans la
direction 3'). Il s’est également avéré que la ph&action avait une direction préférentielle vers
l'extrémité 3'. De plus, des étud@s vitro ont montré que de tels adduits bloquaient I'atginde
I'enzyme exonucléase Il qui découpe normalemepblgnucléotide”’ Il empéche également 'ADN

polymérase de poursuivre I'élongation du brin aia de pontagé®

47 Lentzen, O.; Constant, J.-F.; Defrancq, E.; PrewdstSchumm, S.; Moucheron, C.; Dumy, P.; Kirschidesmaeker, A.
Photocrosslinking in Ruthenium-Labelled Duplex @higcleotidesChemBioChen2003 4, 195 - 202.

48 Lentzen, O.; Defrancq, E.; Constant, J.-F.; Schui@m,Garcia-Fresnadillo, D.; moucheron, C.; Dumy, Ktrsch-De
Mesmaeker, A. Determination of DNA guanine sitegriimg photo-adducts with Ru(ll)-labelled oligonudieles ; DNA
polymerase inhibition by the resulting photo-crodshg. J. Biol. Inorg. Chem2004 9, 100-108.
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< brin sonde

~ complexe [Ru(TAPHip]**

~ lien covalent photoinduit

~ brin cible

Figure 18: Représentation du "photocrosslinking" entredmplexe [Ru(TAP)ip]** ancré sur le brin sonde
via un lien amide et le brin cible contenant deargues.

Suivant la nature de sa cible, de tels dommagesemt entrainer le blocage du
processus d’expression des génes, soit au nivelutdenscription, soit de la traduction. Cettedétu
laisse présager un futur prometteur a de tels aaxaplde ruthénium(ll) comme drogue antitumorale

potentielle.

6 - La conjugaison "métal de transition-biomolécuts" :

état de la question

De nombreuses méthodes ont été développées pouarcher des molécules sur les
oligonucléotides (intercalants, lipides, peptidesicres, sondes fluorescentes...). Les procédés
employés peuvent se diviser en deux grandes claksagnthéese entierement réalisée sur support, ou
la synthese par fragment réalisée en solution. é@rede nécessite l'incorporation de fonctions
réactives, complémentaires, aux deux partenairass e cas particulier des complexes métalliques,
I'ancrage a été réalisé préférentiellement pdiméthode des fragmefit<Concernant la conjugaison
des peptides aux complexes métalliques, la réaatité réalisée a notre connaissance principalement
sur support.

Nous développerons, dans la suite, quelgues mélihgies mises au point pour

I'ancrage de complexes métalliques sur les oligldmticles, et sur les peptides.

6.1 - La conjugaison "métal de transition —

oligonucléotide

a) Méthodes sur support

] En 2001, I'équipe de Chattopadhyaya a transfoeaé&dmplexes de ruthénium(ll) en

entités directement utilisables dans le protocelesyhthese automatisée des oligonucléotides. tls on
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tout d'abord formé le phosphoramidite, ce qui pdrdienvisager de positionner le complexe aussi
bien a I'extrémité 5’, que dans la séque(fgure 19, a) lls ont également préparé le support modifié
correspondant pour assembler ensuite I'oligonuicdléota partir de la seconde fonction alcool

déprotégééfigure 19, b)*

Figure 19: Préparation de complexes de Ru(ll) directemélisables en synthese automatisée
d’'oligonucléotides.

En utilisant cette méthode, le complexe doit tanitefésister aux traitements imposés par la syathes
automatisée des oligonucléotides, notamment unge é&idoxydation, ainsi que des conditions de

déprotection fortement basique (MbH).

] Une autre approche consiste a réaliser la syntifiéigonucléotides conventionnelle,
et a faire ensuite le couplage avec l'entité miéuadl directement sur le support. La plupart des
réactions de conjugaison décrites font intervemir lien amide. En général, un des ligands du
complexe métalligue posséde un groupe ester agtilgfonction amine primaire complémentaire se

trouve a I'extrémité de I'oligonucléotide.

Au cours de cette derniere décennie, I'équipe aeoB a développé de nombreux conjugués
de type "complexe métallique-oligonucléotide" eilisznt le lien amide. Ces composés ont été
élaborés afin d'étudier le processus de photooigilate I'ADN en présence de différents agents

photooxydants, comme le complexe intercalant [Rexiptopz(bpy’)i* par exemplé:>°

4% Ossipov, D.; Pradeepkumar, P. L.; Holmer, M.; Qimtihyaya, J. Synthesis of [Ru(pheippzf*-tethered oligo-DNA
and studies on the metallointercalation mode ine@NA duplexJ. Am. Chem. So2001,123,3551-3562.

O ppy : acide 4-butyrique‘4methyl-2,2'-bipyridine.

%0 (a) Holmlin, R. E.; Dandliker, P. J.; Barton, J. K. Qyesis of metallointercalator-DNA conjugates on hdssupport.
Bioconjugate Chenml1999,10, 1122-1130.(b) Williams, T. T.; Dohno, C.; Stemp, E. D. A.; Bartah, K. Effects of the
photooxidant on DNA-mediated charge transpbrAm. Chem. So2004 126, 8148-8158.
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Figure 20: Synthése d'un conjugué [Ru(phen)dppz(bpiH-oligonucléotide via un lien amide.

Sur le méme principe, I'équipe de Metzler-Nolteoajugué un complexe de Ru(ll) & un acide
nucléique peptidique (PNA). Le complexe de Ru(H) etilisé pour ses propriétés de luminescence
afin de faciliter la détection de la biomolécule. dnt réalisé le couplage par I'intermédiaire wun |
amide avec un rendement de l'ordre de 90% (détérmaipartir du profil CLHP)>! Le métal ne
semble pas modifier les propriétés d’hybridatiorPINA avec I’ADN cible.
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Figure 21: Conjugaison d'un complexe de Ru(ll) a I'extrénitun PNA, via un lien amide.

Ces procédés imposent au complexe métalliqudiniel étape de la synthese
automatisée des oligonucléotides. Le complexe déere subir le traitement ammoniaque a chaud
nécessaire pour décrocher et déprotéger I'olig@mticle.

b) Méthodes en solution

La méthode en solution (aussi app€elggthode par fragméehtconsiste a préparer
I'oligonucléotide sur le support en intégrant uoadtion réactive a 'une de ses extrémités ou tkans
séquence. Apres déprotection, et purification,igahucléotide est couplé en solution avec le
complexe métallique porteur de la fonction réactiomplémentaire.

] Généralement, le complexe métallique est introduit I'oligonucléotide via le lien
amide. Ce lien provient également du couplage cjumide l'amine primaire incorporée a
I'oligonucléotide, avec l'ester activé intégré aomplexe métallique. Cette méthode offre une

approche douce pour la synthese des conjugués)daqte le couplage manque d’efficacité. En effet,

les conjugués sont obtenus en quantité relativefadné par rapport a I'exces de réactif utilisé.

51 Verheijen, J. C.; Van der Marel, G. A.; Van Boodn,H.; Metzler-Nolte, N. Transition metal derivas/of Peptide
Nucleic Acid (PNA) oligomers-synthesis, charactatian, and DNA bindingBioconjugate Chen200Q 11, 741-743.
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En 2002, I'équipe de Kelly a greffé un oligonudlde 17-mere a deux types de complexes de
ruthénium : [Ru(Phesdipy’-COOHJ*, et [Ru(PhenPhen-COOH]".? L'illumination des conjugués
en présence de I'oligonucléotide cible a mis em@&we la formation d’'un dommage photoinduit au

niveau d’une guanine a proximité du complexe mgua>
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Figure 22: Conjugaison de complexes de Ru(ll) & un oligténtie via un lien amide en solution.

En 1999, le laboratoire a également utilisé len liamide pour ancrer le complexe
[RU(TAP)Ydip)** & différentes séquences d'oligonucléotides. Laction acide est incorporée au
complexe métallique, et la fonction amine complétaiea est portée par un nucléotide modifié. Le
couplage s’avére peu efficace malgré la formatienl'dster activé du succinimide a partir de la
fonction acide. Le rendement est de seulement 208segpurification sur gel d’électrophorése, en

utilisant un fort excés de complexe de ruthéniunt@0 éq.)>*
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Figure 23: Conjugaison d’un complexe de Ru(ll) & un oligdéoatide via un lien amide en solution
développée au laboratoire.

O hipy' : acide 4-carboxylique-4’-methyl-2,2’-bipgine.

52 CreanC. W.;Kavanagh, Y. T.; O'Keeffe, C. M.; Lawler, M. P.; 8&mson, CR.; Davies, J. H.; Boyle, P. H.; Kelly, J. M.
Targeting of photooxidative damage on single-steandDNA representing thebcr-abl chimeric gene using
oligonucleotideconjugates containing [Ru(ph§i)like photosensitiser groupPhotochem. Photobiol. S&002 1, 1024—
1033.

3 Ortmans, I.; Content, S.; Boutonnet, N.; Kirsch Deskhaeker, A.; Bannwarth, W.; Constant, J.-F.; Deffari;
Lhomme, J. Ru-labeled oligonucleotides for photogstlreactions on targeted DNA guanir@sem. Eur. J1999 5, 2712-
2720.
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U] En 2001, I'équipe de Boutorine a utilisé deux esitapproches pour accrocher un
complexe de ruthénium(ll) a I'extrémité 5’ d’'oligociéotides 16-mére : un lien thioéther et un lien
phosphoramidat¥.

Le conjugué montre une amélioration significatieeldffinité de I'oligonucléotide pour I’ADN. Cet
effet est d0 au ligand du complexe de ruthéniumstaibilise la structure en s’intercalant entre les
paires de bases. De plus, ces conjugués entrainen¢xaltation de la fluoresceficquand ils sont
intercalés dans la double hélice, cette propriéténpt notamment de suivre la cinétique d’assemblage

de telles structures.
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Figure 23: Conjugaison d’'un complexe de Ru(ll) a I'extréénit d’oligonucléotides via un lien
phosphoramidate (a), ou un lien thioéther (b).

] Une méthode enzymatique peut également étreédtif@ur incorporer directement le
complexe métallique dans la séquence oligonucli@otd Elle nécessite d'intégrer le complexe a un
nucléotide triphosphate afin que '’ADN polymérasedconnaisse comme substrat. En 2002, I'équipe
de Tor a développé un systéme électrochimiquenwediitéapartir d’'un nucléoside. Pour cela, ils ont
ancré un complexe métallique de ruthénium(ll) cosdiium(ll), sur une base azotée pyrimidine par

I'intermédiaire d’'un lien amidé®

% (a) Grimm, G. N.; Alexandre S. Boutorine, A. S.; LingplP.; Helene, C. Design and simple routes of syishef

oligonucleotide conjugates for studies of DNA teifilelix formationNucleosides, Nucleotides & Nucleic 2601, 20, 909—
914.(b) Grimm, G. N.; Alexandre S. Boutorine, A. S.; LinepP.; Norden, B.; Helene, C. Formation of DNA tripkdices
by an oligonucleotide conjugated to a fluorescerthBuium complexChemBioCher2002 3, 324-331.

O "light-switch phenomen" caractéristique des compgede ruthénium(ll) comportant un ligand dppzpydido[3,2-a :2’, 3’

—c]phénazine.

% Qlson, E. J. C.; Hu, H.; Holrmann, A.; JonkmanMA; Arkin, M. R.; Stemp, E. A. D.;Barton, J. K.; BarbaP. F. First
observation of the key intermediate in the “Lighti®h” mechanism of [Ru(phen)2dppz]J. Am. Chem. S04997,119,

11458-11467.

56 Weizman, H.; Tor, Y. Redox-active metal-containmgcleotides: synthesis, tunability, and enzymatorporation into
DNA. J. Am. Chem. So2002 124, 1568-1569.
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Figure 24: Insertion du complexe de Ru(ll) sur une basaéezdérivant de la thymine pour la synthése par
voie enzymatique.

Cette méthode est fortement limitée par la hautxifipité des enzymes, qui peuvent avoir des

difficultés a reconnaitre le nucléotide modifié.

6.2 - La conjugaison "meétal de transition — peptide

De nombreux conjugués "métal de transition —idepont été développés, le peptide
étant le vecteur et le métal I'effecteur (interogélgphotooxydant, sonde fluorescente...). Les pegptide
conjugués sont principalement utilisés pour leugppétés intrinseques de reconnaissance de sites
particuliers de la double hélice d’ADN. En plusdaeler une séquence particuliere, ils permettent de
vectoriser le complexe métallique jusqu’a I’ADN lébMalgré leur spécificité, ils ne sont pas toufou
capables individuellement de se lier fortementADN. En effet, ces peptides isolés sont privés des
interactions non spécifiques apportées par la @i origine, indispensables pour consolider éa li
avec 'ADN?’ Des conjugués "métaux de transition-peptides"éthitenvisagés pour compenser cette
absence, ou les propriétés spécifiques des congplagealliques vis-a-vis de I’ADN vont supplanter
celles apportées naturellement par la partie groeeiCes entités cationiques s’associent facilement
avec le squelette anionique de I'ADN. Cette intBomcest ensuite scellée par une variété de forces
intermoléculaires, telles que les forces de VanWiaals, les interactions hydrophobes, et les li@so

hydrogénes.

A linstar des conjugués "complexe métalliquagofiucléotide”, le couplage du
peptide avec le complexe métallique peut égalendtnat envisagé selon les deux méthodologies

classiques, soit sur support solide, soit en swiuti

" Morii, T.; Simomura, M.; Morimoto, S.; Saito, Sequence-specific DNA binding by a geometricallpsteained peptide
dimer.J. Am. Chem. So&993 115 1150-1151.
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a) Meéthodes sur support

U] Dans ce cas, le procédé de synthése totalemepbrs@pest largement utilisé par
rapport & celui en solution. La majorité des con@ggysont assemblés par un lien amide, le peptide
étant le porteur de la fonction amine libre, etclemplexe métallique celui de l'ester activé
complémentaire.

Le premier conjugué ainsi formé, a été réalisél'pguipe de Peek en 198l consistait &
ancrer I'extrémitéN-terminale d’un peptide a un complexe de ruthéniBm(ppy)]>* sur 'un de ses
ligands bipyridine.

En 2005, I'équipe d’Hadjiliadis s’est directeménspirée des travaux de Peek pour réaliser
deux conjugués diastéréoisoméres de "ruthéniumdegpt Le lien amide permet de préparer les
conjugués avec un rendement approximatif de 30%. deeix composés montrent ensuite une tres
bonne affinité pour I'ADN. Cette association s'awétotalement gouvernée par les interactions
hydrophobes et électrostatiques du complexe nafallavec la double hélice. Le peptide seul possede

une conformation trop flexible pour s’associerattiement a I'ADN.
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Figure 25: Ancrage supporté d'un complexe de Ru(ll) a FértitéN-terminale d'un peptide.

Cette méthode est restreinte dans le cas desdpepttlle proscrit tous les acides aminés
porteurs d'une fonction nucléophile, thiol ou amingui entraineraient des conjugaisons non
spécifiques (lysine, arginine, cystéine...). La dolutconsiste a coupler le peptide totalement pggtég
mais dans ce cas le complexe métallique sera scaumiconditions drastiques de déprotection du
peptide (TFA 95% par exemple...). Il est d'ailleutatement incompatible avec les conditions

réductrices requises pour éliminer le groupemeotiepteur allyloxycarbonyl (Alloc).

%8 peek, B. M.; Ross, G. T.; Edwards, S. W.; Meyer,JG.Meyer, T. J.; Erickson, B. ht. J. Peptide Protein Re$991,

38, 114-123.

%9 Myari, A.; Hadjiliadis, N.; Garoufis, A. Synthesimd characterization of the diastereomferandA-[Ru(bpy)2(m-bpy-L-
Arg-Gly-L-Asn-L-Ala-L-His-L-Glu-L-Arg)]Cl, *H NMR studies on their interactions with the deoxgleotide duplex d[(5'-
GCGCTTAAGCGC-3%)] and d[(5-CGCGATCGCG-3Y]. J. Inorg. Biochem2005 99, 616-626.
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D’autres complexes métalliques possédant des iptéprproches de celles du ruthénium ont
été ancrés a des peptides, via le lien amide.

L'équipe de Barton a notamment développé différemnjuguésrhodium(lil)-peptidé afin
d’évaluer leur capacité a se lier a 'ADN. lls @uincentré leurs travaux sur les complexes portant u
ligand phénanthrene diimine (phi) qui représente excellente entité intercalante de la double &élic
d’ADN. L’'ensemble des conjugués est assemblé patefmédiaire du lien amide a I'extrémibé
terminale du peptide.

En 2002, ils ont développé deux types de compleéslliques synthétiques de rhodium(lll), dans le
but de réaliser des nucléases artificielles. Ldigegonjugué contient des groupes riches en élestr
comme l'acide glutamique (E), I'acide aspartiqu, @ I'histidine (H) qui vont permettre de chélate
le zZn(ll), et ainsi générer I'activité enzymatiquee Rhodium sert d’agent intercalant de I'’ADN, il

permet d’augmenter la capacité du peptide a seimantontre I'ADN, afin de mettre le zinc au

contact de '’ADN figure 26,a).%°
a)2002 *
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O‘ H-DPDELEHAAKHEAAAK-NH,

b) 2006 X

HN— peptide |—cooH

4\\\\2
ﬁ\—/)%

1,//
H

O ,NH H-RRRRRRRRK-OH

Figure 26: Synthése de conjugués "rhodium-peptide"; a)gnaion de conjugués analogues de nucléases
artificielles en 2002, b) préparation de conjugdéseconnaissance de sites de mésappariementoi &
2006.

Plus récemment, en 2006, ils ont préparé un nouygaude conjuguérhodium(lll)-peptidé capable
de reconnaitre spécifiguement des sites mésappariede I'ADN (igure 26, b). En effet, ce

complexe contient un ligand aromatique trés éteqaiune peut s’intercaler dans la double hélice

60 Copeland, K. D.; Fitzsimons, M. P.; Houser, R.Barton, J. K. DNA hydrolysis and oxidative cleavdnyemetal-binding
peptides tethered to Rhodium intercalat&ischemistry2002,41, 343-356.
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guau niveau d'une déformation de I'enchainemens tases. L'entité métalligue est ensuite

photoactivée afin de générer une coupure du bADN au niveau de son intercalatith.

b) Méthodes en solution

] En 2003, I'équipe d’'Alfasser a préparé un conjuguéhénium-tyrosine" afin de
d’étudier le phénomene de photooxydation de l'aciaeiné directement accroché au complexe
métallique. Le couplage se fait par le lien amigecaseulement 20% de rendem@ntes études
photochimiques de ce systeme ont révéelé que Isitycentraine un quenching de luminescence du

complexe métallique.

2+ |_ 2+
N X
| o 0 I_I o 0
x 7z O, 7
| % OH | R
= = = -
Nl N—=?P H + T NEts, N = P> H ©
e +NH; Boc—HN— Tyr —o—n s L
N —= CH3CN N NS NH
| _L N S N /
(> 20% & () Boc—HN— Tyr
= =

Figure 27: Conjugaison d'un complexe de Ru(ll) a un acideng.

] En 2001, I'équipe de Haehnel a développé un codutpeptide-chlorophylle” en
accrochant de fagon covalente un pigment chlordplyln peptide par un lien éther d’oxime afin de
mimer une métalloprotéirfé Pour cela, ils ont incorporé le groupe aldéhydgigment chlorophylle,
au préalable démétallé, via une ozonolyse. lischotsi de greffer le groupe oxyamine sur la chaine
latérale d’'une lysine. Il ont ensuite ancré le agag sur un gabarit contentant déja trois pepfidés
par un lien maléimide. Le noyau chlorophylle secplau centre de la structure peptidique. lls ont
ensuite étudié linteraction de divers peptidescaeepigment afin de déterminer un environnement

propice au transfert d’électron.

®1 Brunner, J.; Barton, J. K. Site-specific DNA photaslage by Rhodium intercalators analyzed by MALDIFT@ass
spectrometry. J. Am. Chem. SOZD06 128 6772-6773.

62 Geiber, B.; Alsfasser, R. A peptide approach to lemily linked [Ru(bipy}]**-ferrocene and [Ru(bipy]*—tyrosine
conjugateslnorg. Chim. Acte2003 344, 102-108.

% Rau, H. K.; Snigula, H.; Struck, A.; Robert, B., SeheH.; Haehnel, W. Design, synthesis and propemif synthetic
chlorophyll proteins. Eur. J. Biochem. 2001, 268383295.
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Figure 28: Préparation d’'un mime d’antenne collectricewteibre en accrochant une chlorophylle métallé via
un lien éther d’oxime.

Sur le méme principe, ils ont réalisé un autreetgle métalloprotéine en incorporant un
complexe tris-bipyridine de ruthénium sur un pegtida un lien chimiosélectif thioéth¥r.

,J N
N N pH 75
N A + HER —
% L CH.Br
|

ey @)
iAcm im

T Ll: StBué
Ao et g
//GC--\‘_ /AC\ /P
B A G

Figure 29: Préparation d’'un mime d’antenne collectrice duiére en accrochant une chlorophylle métallé via
un lien thioéther.

Pour réaliser ce couplage, ils ont di utilisermpartant excés de complexe de ruthénium. De plus, u

tel processus de conjugaison suppose que le pemidentienne pas d’autre acide aminé cystéine.

] En 2004, I'équipe de Lo a préparé un bioconjugné ceuplant un complexe
d’iridium(lll) & une protéine albumine. Pour cells, ont intégré une fonction aldéhyde sur un ligand
bipyridine du complexe. lls I'ont ensuite couplé@ wine amination réductrice, a une fonction amine
primaire de la protéine. lls ont réalisé différety§ses de conjugués en faisant varier la nature das
ligands du centre métallique. Ces conjugués onuiengté caractérisés en photophysique et en

® Rau, H. K.; Dejonge, N; Haehnel, W. Modular systeefde novodesigned metalloproteins for light-induced electron
transfer.Proc. Natl. Acad. Sci. USP998,95, 11526-11531.
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photochimie afin de déterminer leur capacité deiestence en vue de les utiliser comme marqueurs

- . 5
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Figure 30: Synthése de conjugugsdium(lll)-peptid€e’

7 N\
o

Cette méthode reste marginale a cause de I'étapéddetion que ce type de ligation requiert. Elle

semble difficilement compatible avec les complexesalliques.

Lo, K. K.-W.; Chan, J. S.-W.; Chung, C.-K.; Tsang, W.-H.; Zhu, N. Synthesis, photopysical and elsdtemical
properties, and biological labelling studies of inascent cyclometalled iridium(lll) bipyridine-alldgde complexednorg.

Chim. Acta2004 357, 3109-3118.
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Le projet de recherche

1 - Lobjectif

Le projet consiste a développer une nouvelle au&hde conjugaison de complexes de
ruthénium(ll) avec des biomolécules de différentatures : des oligonucléotides, et des peptides.
Idéalement, I'assemblage doit se faire efficacement sélectivement entre des fragments non
protégés, avec une manipulation chimique minimade, en adéquation avec les conditions
physiologiques. En considérant ces criteres, ngaasaretenu la liaison éther d’oxime. Couramment
employée, cette méthode offre une excellente clsiéhdativité et une flexibilité intéressante. Au
laboratoire, elle a notamment contribué au marqudgBN, ainsi gu'au dosage de sites abasiques de
I'’ADN. ®® Drailleurs, elle s’est révélée particulierementicsfce en permettant de quantifier 1 site
abasique sur fOnucléosides. Elle a également permis de prépdfracement des nouveaux
bioconjugués a partir d’'une unité oligonucléotiddtachée a différents effecteurs, comme des
peptided’, des sucréd.. Toutes ces réactions chimiosélectives d’oximasffectuent en milieu
aqueux, avec de bons rendements, et leur hautigééene nécessite pas la protection des fonstion

secondaires des deux partenaires, ni 'utilisadieméactifs de couplage.

La flexibilité de couplage par le lien éther dime permet d’envisager différentes
combinaisons des synthons de conjugaison. Noussawbaisi de greffer la fonction électrophile
aldéhyde a I'extrémité des oligonucléotides etpgstides. De ce fait les complexes de ruthénium(ll)
porteront la fonction nucléophile oxyamine. Cetteatégie se justifie par la forte réactivité de la
fonction oxyamine. De nombreuses méthodes triviaest décrites pour introduire la fonction

aldéhyde aux oligonucléotides, alors que I'incogtion du groupe oxyamine reste plus marginale.

66 (a) Boturyn, D.; Constant, J.-F.; Defrancq, E.; LhomtheBarbin, A.; Wild, C. P. A simple and sensitivethma for in
vitro quantification of abasics sites in DNB8hem. Res. To%999 12, 476-482(b) Trévisiol, E.; Defrancq, E.; Lhomme, J.;
Laayoun, A.; Cros, P. Synthesis of nucleoside trgphates that contain an aminoxy function for "mosplification
labelling”. Eur. J. Org. Chem200Q 211-217(c) Trévisiol, E.; Defrancq, E.; Lhomme, J.; Laayo&u, Cros, P. Synthesis of
methylketone containing nucleoside triphosphate&Rf9A labelling. Tetrahedror200Q 56, 6501-6510.

67 (a) Forget, D.; Boturyn, D.; Defrancq, E.; Lhomme, Dumy, P.Highly efficient synthesis of peptide-oligonucleitsi
conjugates : chemoselective oxime and thiazolifmmation. Chem. Eur. J2001, 7, 3976-3984(b) Singh, Y.; Defrancq,
E.; Dumy, P. New method to prepare peptide-oligtent@e conjugates through glyoxylic oxime formatid. Org. Chem.
2004 69, 8544-8546.(c) Ghosh, S. Defrancq, E.; Lhomme, J.; Dumy, P.; Blchtirya, S. Efficient conjugation and
characterization of distamycin-based peptides wélected oligonucleotide stretch@&oconjugate Chem2004 15 520-
529.

68 (a) Forget, D.; Boturyn, D.; Renaudet, O.; Defrancq,rimy, P. Highly efficient synthesis of peptide-dazarbohydrate-
oligonucleotide conjugates using chemoselectivanexand thiazolidine formatiorNucleosides, Nucleotides & Nucleic
Acids 2003 22, 1427-1429b) Singh, Y.; Renaudet, O.; Defrancq, E.; Dumy, PpBration of a multitopic glycopeptide-
oligonucleotide conjugat®rg. Lett.2005,7, 1359-1362.
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Figure 31: Stratégie de synthése des conjugeésplexe de ruthénium(ll)-oligonucléotide
et"complexe de ruthénium(ll)-peptite

i

Notre travail s’est déroulé en deux parties :
La premiére est consacrée a la mise au poinbdueau systéme d’ancrage.
La seconde concerne [I'étude photochimique desjugoés "complexe de

ruthénium(ll)-oligonucléotidepréparés.

2 - La nature des conjugués

n Afin d'étudier la sélectivité des phénomeénes pbioitmiques, on a fait varier la nature

des conjuguéscomplexe de ruthénium(ll)-oligonucléotida partir des critéres suivant :

- (1) la nature du complexe polyazaaromatique de rutinggh).
On utilise deux types de complexes : le [Ru(TARen{* et le [Ru(TAP)]*".
Les deux complexes polyazaaromatiques de ruthéhjuroftiennent deux ligands-déficients TAP
(1,4,5,8-tétraazaphénanthréne). De tels complenedé&a affiché une certaine photoréactivité vis-a-
vis des acides nucléiques, et plus particulieremdmtla guanine. Des expériences antérieures
développées dans le cadre d'une collaboration émiedoratoire et 'équipe de Bruxelles ont permis
de caractériser et d'optimiser les conditions denfiion d’un tel photoadduit a partir d’'un complexe
de ruthénium(l1) similaire, le [Ru(TARJip]*".

- (2) la séquence des oligonucléotides.
Les travaux précédents sur différents oligonuatiestidérivatisés par le complexe [Ru(T&R)]* ont
mis en évidence que le transfert d’électron phalginentre les guanines du brin cible et le complex
excité dépend principalement du potentiel d'ion@atde ces guanines, ainsi que de la distance les

séparant du site d’ancrage du complexe de ruthéHidin
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D’aprés ces données, on a choisi d'utiliser 4 typeséquences:

- d-(XTT TTT TTATTA AAT TTA).

- d-(XTC CTT TTATTA AAT TTA).

- d-5'(XCC CTT TTATTA AAT TTA)3..

- d-5'(XAA AAA AAA TTA AAT TTA)3'.
Les deux premieres représentent nos séquencefdence, elles se différencient seulement par deux
nucléotides. La premiére sert de séquences ténminlps études photochimigues en ne présentant
aucune guanine sur le brin cible. Alors que la sdedfait intervenir deux guanines a proximité du
complexe de ruthénium, afin d'appliquer les condisi optimales de photoréactivité déterminées
précédemment (en terme de potentiel d’'ionisatios giéanines, et de leur distance par rapport au
complexe de ruthénium). La troisieme séquence pgedmecomparer nos travaux avec les résultats
précédents, car la photoréactivité de cet oligaraiirle dérivatisé par le complexe [Ru(TAdD]** a

déja été déterminée auparavant.

- (3) I'extrémité de la conjugaison sur 'oligonucléatid
Les complexes métalliques seront placés dans umigréemps a I'extrémité 5’, et dans un deuxiéme
temps a I'extrémité 3’, des 2 séquences de réferdrimtérét de la fonctionnalisation a I'extréemBé
réside dans le fait gu'elle rend plus stable legoolucléotides vis-a-vis des exonucléases qui

dégradent ces derniers dans la cellule.

- (4) la nature chimique du bras de liaison entre le plere et
I'oligonucléotide.

L'ancrage a I'extrémité 3’ fait intervenir une lamgur de chaine plus courte que celui a I'extrésiité

L'ensemble de ces criteres nécessite la prépardéd 10 types de conjugués.
II'y a 8 produits issus des séquences de référandese répartissent en deux familles suivant
'extrémité d’ancrage des complexes de ruthéniyméhsuite divisées en 2 sous-familles suivant la

nature du complexe ancre.

- Ancrages a I'extrémité 5’ :

[RU(TAPY,Phen"f*-5'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3’

[RU(TAP),Phen"f*-5'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3’
[RU(TAP)TAP"]*-5°d-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3’
[RU(TAP),TAP"]*-5°d-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3’

O X : complexe de ruthénium
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- Ancrages a l'extrémité 3’ :

[Ru(TAPYPhen"f*-3'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)S’

[Ru(TAPYPhen"f*-3'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)S’
[Ru(TAPYTAP"]?*-3'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)5’
[Ru(TAPYTAP"]?*-3'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)5’

Les deux autres séquences sont seulement utiféesormer deux conjugués différents. Ces deux

produits sont préparés afin de finaliser certaprepriétés mises en évidence a partir des 8 coraposé

précédents.
[Ru(TAP)Pher]**-5'd-(CC CTT TTA TTA AAT TTA)3’
[RU(TAPRTAP"]*-5'd-(AA AAA AAA TTA AAT TTA)3’
n On a fait varier les conjuguésomplexe de ruthénium(ll)-peptitia partir d'un seul

critére : la nature du peptide. Nous avons décidécdocher deux peptides possédant une bonne
affinité pour I'ADN, en plus de leur spécificité délage cellulaire, afin de déterminer par la esugt
photoréactivité de ce nouveau type de conjugué.

- Le peptide NL® (APKKKRKVED) est un décapeptide basique qui dérie
I'antigéne duSimian Virus 4Q(SV 40). Il contient une séquence signal de Igedibn nucléaire qui
transporte les protéines du cytoplasme vers lenogHulaire®®

- Le second peptide utilisé est un fragment foeet cationique issu de la protéine

Tat. Ce décapeptide (GRKKRRQRRR) correspond a égeece de translocation membranéire.

On a donc préparé 2 conjugués a partir d’'un sepk tde complexe de ruthénium(ll): le
[Ru(TAP)LPhenf*

[Ru(TAP}Phen"f*- APKKKRKVED

[Ru(TAP}Phen"f*- GRKKRRQRRR

3 - La démarche expérimentale

Notre travail s’est tout d’abord déroulé en détapes convergentes pour aboutir aux

conjugués. La premiére consiste a élaborer sépatdew différents synthons. La seconde concerne

® NLS : Nuclear Localisation Sequence.

69 Zanta, M. A.; Belguise-Valladier, P.; Behr, J. Pen® delivery : a single nuclear localization sigmeptide is sufficient to
carry DNA to the cell nucleuBroc. Natl Acad. Sci. USA999 96, 91-96

™ Lee, H. J.; Pardridge, W. M.; Pharmacokinetics defivery of Tat-protein conjugates to tissues iwovBioconjugate
Chem 2001,12,995-999
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I'optimisation des conditions de couplage des paites. L'étude se poursuit par la détermination du

potentiel photochimique des différents conjugués.

Les résultats sont présentés en 2 parties :

] La premiere est la "partie chimie" de ce travalle concerna la synthése des

10 conjugués susmentionnés. Elle se divise en @itcks, en débutant par une présentation succincte
de la ligation chimiosélective éther d’oxime.

(1) - La préparation des fragments porteurs de latiamaldéhyde.
Il'y a toutd’abordla fonctionnalisation de I'extrémité 5’ des oligmtéotides, puis celle en 3’, avant
de présenter I'incorporation du motif & I'extrénitderminale des deux peptides.

(2) - La préparation des complexes de ruthénium(lfjeqaos de la fonction oxyamine.
Un seul procédé permet de préparer les deux typesmiplexe. Il consiste a synthétiser séparément
les deux ligands porteurs du groupe oxyamine péotégs complexes sont ensuite assemblés en
incorporant le ligand modifié. La derniére étapgespond a libération de la fonction oxyamine.

(3) - La préparation des conjugués.

Ce chapitre comprend I'assemblage de la totalisecdejugués.

] La seconde est la "partie photochimie" de ce tkava

Dans cette partie, différents aspects des confugoit abordés. Afin de vérifier la sélectivité
de la photoréaction, I'étude des conjugués "congpleds ruthénium(ll)-oligonucléotide” est réalisée
sous leur forme simple brin et double brin. C'estlde 'assemblage en duplex gu’apparaissent les
deux guanines cibles de la photoréaction. Lesrest&aractéristiques et distinctifs des différents
conjugués sont ensuite évalués en comparant léensys suivant: la nature du complexe de
ruthénium(ll), I'extrémité d’ancrage, et donc lgpéyde lien chimique reliant les deux entités. On
réalise également une comparaison avec le précé&ystéme étudié, en intégrant le complexe
[Ru(TAP)dip]**.
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Chapitre | : Le lien chimiosélectif oxime

Avant de développer les syntheses des difféereagménts ensuite
assembler, nous rappelons les principaux avantages la méthode

chimiosélective de ligation par le lien éther dima.

Le manque notable de sélectivité des méthodesodigigaison traditionnelles limite
rapidement I'assemblage de macromolécules compldrebauts poids moléculaires. La ligation
chimiosélective devient idéale, et incontournabteirpassembler des biomolécules de différentes
familles. Elle repose sur I'assemblage convergentfrdgments polyfonctionnels déprotégés, de
différente nature (peptides, protéines, saccharat@des nucléiques, polymeres...). Il suffit d'intég
aux deux partenaires des fonctions chimiques ptéserune réactivité réciproque unique et
spécifique. En générale, I'un des deux synthongepare fonction nucléophile et I'autre une fonction
électrophile complémentaire. La diversité des iéastpossibles entraine différents types de lia@son
chimiosélectives. Elles comprennent notamment l@ssons disulfures, thioesters, thioethers,

hydrazones, thiazolidines, oxazolidines, amidelesliaisons éthers d’oximédure A.I.]).71
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1 2 N oxime
R H H O—R;

Figure A.l.1: Différents types de liaisons chimiosélectivesx§roupe partant, X = halogene)

Parmi toutes ces méthodes, nous avons choisidigttexclusivement la liaison éther

d’oxime.

1 Lemieux, G. A.; Bertozzi, C. R. Chemoselective ligasicéactions with proteins, oligosaccharides arils.cEibtech.
1998 16, 506-513.
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Le lien oxime provient de la réaction entre univd&rcarbonylé (fonction électrophile) et un
groupe éther d’oxyamine (fonction nucléophile). Bloavons choisi le groupe aldéhyde comme
fonctionnalisation électrophile. La réaction seotée en deux temp$.L’addition nucléophile sur le
carbonyle conduit tout d’abord a la formation d'imermédiaire carbinolamine qui se déshydrate

ensuite pour donner I'éther d’oxime. Cette derniétape est favorisée a pH acide. De maniére

générale, les études cinétiqgues ont montré quél leghimum de la formation de I'éther d’oxime est

voisin de 4.
o) H Ht R
+ O — ! —_— —N +
RJ\H R "NH, <—— | g~ \"OH H  o-R "o
aldéhyde oxyamine NH=OR,

Carbinolamine éther d'oxime

Figure A.L2 : Mécanisme de formation de la liaison éther dioi

Ce procédé de ligation chimiosélectif a déja étdisé efficacement pour accrocher
chimiquement de nombreux effecteurs sur des oligéotides (peptides, saccharides, polymeres...).
Elle requiert uniquement [lintroduction de Il'une sdedeux fonctions complémentaires sur
I'oligonucléotide. Il est préférable de I'insérarmrsun site particulier de la séquence n’interfénaas
avec son activité spécifigue. De nombreuses méthasoat décrites pour introduire les groupes
oxyaminé®, et aldéhyd®, sur différents sites de la séquence oligonudénpte’

L’étape de conjugaison consécutive a démontré deoreux avantages tres attrayants. Les couplages
se font a partir d’oligonucléotides déprotégés,gue permet notamment de s’affranchir totalement
d’'une stratégie délicate de protection. Elle sé dans des conditions douces, en solution aqueuse
tamponnée a un pH légerement acide. La réacti@gedux fragments permet d’éviter l'utilisation
d’'un large excés de la molécule a conjuguer. Eflemet aussi de s’affranchir d’'une étape de preé-
activation comme celle requise pour I'acide carthgxe dans le cas du lien amide. Il est donc plus
facile de purifier le produit formé, sans la prése=des molécules activatrices. Elle peut étre sitver
dans des conditions extrémes d’hydrolyse acideasigbe. En revanche, elle s’est montrée totalement

résistante a I'hydrolyse dans un milieu tamponpél &, ou 7, pendant 72 heures a 37°C.

2 Jencks, W. P. Studies on the mechanism of oxirdesamicarbazone formatioh. Am. Chem. Sot959 81, 471-481.

3 Defrancqg, E.; Lhomme, Use of an aminooxy linkartfte functionalization of oligodeoxyribonucleotidel.Bioorg. Med.

Chem. Lett200], 11, 931-933.

0 | es méthodes d'incorporation de la fonction aldighgux extrémités des oligonucléotides sont préesriu chapitre A.Il.
(en5:1.1.1,en 3 :11.1.2).

"4 zatsepin, T. S.; Stetsenko, D. A.; Gait, M. J.e®kaya, T. S. Use of carbonyl group addition-elation reactions for
synthesis of nucleic acid conjugatBsoconjugate Chen2005 16, 471-489.

> Forget, D.; Renaudet, O.; Defrancq, E.; Dumy, Ficieht preparation of carbohydrate—oligonucleoticenjugates
(COCs) using oxime bond formatiohetrahedron Lett.2001, 42, 7829—-7832.
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La double liaison résultant de la conjugaison émérda préparation de deux stéréoisomeres de
configuration Z ou E. Les données thermodynamiaquesnis en évidence une plus grande stabilité de

la liaison quand elle est de configuratiof°E.

Cette approche chimiosélective est également gogmilaire en chimie peptidique
depuis sa mise en ceuvre par I'équipe de Rose eh’18® nombreuses méthodes ont été décrites
pour introduire les deux groupes exclusifs au e séquences peptidiqutes avantages évoqués
précédemment se retrouvent exactement dans leesapeaptides. Certaines propriétés propres aux
peptides ont tout de méme fait apparaitre quelgaescularités supplémentaires, sans altérer pour
autant I'efficacité de la méthode.

La fonction nucléophile oxyamine est faiblementidpas, elle posséde notamment uf, plus faible

que les autres sites aminés des peptidddH, de la lysine, et I'arginine par exemple...). Le greu
aldéhyde pourra réagir exclusivement avec le growp&ophile oxyamine, les fonctions nucléophiles
intrinséques des peptides étant protonées darotehitions opératoires. Les fragments peptidiques
utilisés pourront étre également totalement dépéstéfavorisant ainsi les réactions de couplage. En
effet, le peptide déprotége est une espece catiertiigs soluble dans les solvants aqueux. De plus,
I'étape de purification consécutive a la réactian abuplage fournira directement des molécules
abouties. La méthodologie généralement retenuelpsyreptides apporte un atout supplémentaire en
utilisant un peptide carbonylé correspondant a ldéhyde glyoxylique. En effet, la liaison éther
d’oxime glyoxylique résultante est particulieremstable. D’ailleurs de tels conjugués peptidigues n

sont pas dégradés vitro etin vivo.

Les nombreux avantages relatifs a la liaisonrélexime nous ont semblé étre tout a
fait appropriés a la conjugaison des oligonucl&sticou des peptides, aux complexes de ruthénium.
Ce type de molécule cationique est totalement ctibipaavec de telles conditions de couplage en

milieu aqueux.

76 Polyakov, V. A.; Nelen, M. |.; Nazarpack-Kandlou$y; Ryabov, A. D.; Eliseev, A. V. Imine excharigeO-aryl and O-
alkyl oximes as a base reaction for aqueous dynaorithinatorial libraries. A kinetic and thermodyriarstudy. J. Phys.
Org. Chem1999 12, 357-363.

"Rose, K. Facile synthesis of homogeneous artiffmiateins.J. Am. Chem. Sot994 116, 30-33.

Tam, J. P.; Xu, J.; Dong Eom, K. Methods and stjias of peptide ligatioBiopolymers (Peptide Scienc)01, 60, 194—
205.

% Nardin, E. H.; Calvo-Calle, J. M.; Oliveira, G. AClavijo, P.; Nussenzweig, R.; Simon, R.; Zeng, W.; Rd$e
Plasmodium falciparunpolyoximes: highly immunogenic synthetic vaccinemstructed by chemoselective ligation of
repeat B-cell epitopes and a universal T-cell gygitof CS proteinvVaccinel998 16, 590-600.



-48 -

A.l- Lien chimiosélectif oxime Résultats et disaussi

[]

En résumé, cette technique de conjugaison esfdae a mettre
en ceuvre. Elle ne requiert pas d’agent de couplagede manipulations
chimiques importantes. Il suffit de mélanger l'oiigére aldéhyde avec le

fragment oxyamine.
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Chapitre Il : Preparation des "fragments aldéhydes"

La premiere partie des travaux de synthése estaopés a la
préparation des "synthons aldéhydes". Cette fonctioexistante dans la
structure naturelle des macromolécules d’intérévldgique se doit d’étre
incorporée spécifiquement. Nous avons choisi d@coer successivement ce
motif a I'extrémité 5’ d’oligonucléotides, puis &pposé en 3’, ainsi qu'a
I'extrémité N-terminale de peptides.

1 - Synthése des "oligonucléotides aldéhydes”

La synthése automatisée des oligonucléotidemesinpatible avec la présence d'un
groupe aldéhyde directement introduit dans la s&zpiea cause des conditions réactionnelles qu’elle
requiert?® Il est donc indispensable d’'incorporer le groufpiélaydique de facon détournée.

L’extrémité 5’ est en général privilégiée pour atuire la modification par rapport & son opposée en
3'. Elle permet notamment de soustraire la modifitaaux conditions conventionnelles d’assemblage
automatisé de l'oligonucléotide a partir de I'ertit® 3'. Elle permet également d’optimiser les

rendements de synthése sur support solide en ggiganodifier le support préconisé classiqguement.

1.1 - Insertion du motif aldéhyde en 5’

Dans cette premiére partie, la préparation de 4gofiucléotides
porteurs de la fonction aldéhyde a I'extrémité &t décrite.

8 Caruthers, M. H.; Barone, A. D.; Beaucage, S. L.;do®. R.; Fischer, E. F.; McBride, L. J.; Matteuddi; Stabinsky,
Z.; Tang, J. Y. Chemical synthesis of deoxyoligoratiles by the phosphoramidite methbtbthods Enzymoll987, 154,
287-313.
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7:0=2-ATT TAAATTATTTT TTIT-
T ' 5
. 5 OH 8:1 =%-ATT TAAATTATT TT CCT -
Ho—| Oligonucléotide |—o—lp'l>_o/\/\)j\,_| = Ll .
© 9:=*-ATTTAAATTATTTT CCC-

0: 1 =2-ATT TAAATT A AA AAA AA -°

Les produitsz, 8, 9 et 10 serviront de "synthons aldéhyde" dans les cougage

par éther d’'oxime avec les complexes de ruthénRamtie A, Chapitre IV).

[]

1. 1. 1. - Rappels bibliographiques

Dans la littérature, deux types de stratégie sEurits pour introduire un groupe
aldéhyde a I'extrémité 5’ d’'un oligonucléotide efilisant la chimie dite aux phosphoramidites en
phase solide.

- Une voie implique l'utilisation d’'un groupe aligde protégé, qui sera libéré lors de la
derniere étape de préparation de I'oligonucléatidelifié.

- L’autre approche consiste a incorporer un pgur, possédant une fonction aldéhyde
masquée, générée lors d’'une étape d’oxydation aada¢e de sodium. Les précurseurs de choix de
I'aldéhyde sont de type 1,2-diol, gréce a leur coapxydante en une seule étape, efficace, eteapid

dans un milieu doux pour I'oligonucléotide.

a) Insertion directe d’un groupe aldéhyde protégé

] En 1991, I'équipe d’'Imbach propose un modéle ouiuit sélectivement un site
abasique aldéhydique. Le précurseur 2’,3'-didésékufarine est incorporé sous forme de 5'-
phosphoramidite a I'extrémité 5’ terminale d’'ungnaent do-ADN non naturel. La fonction aldéhyde
est sélectivement générée par 'hydrolyse acideudléoside”

5 OH o

3 S /I ) _ Hoisomm 8 : — .
HO—| a(Oligonucléotide) —O P o] HO—| a(Oligonucléotide) —O—P—0
k “arc/min S H

OH

81 vasseur, J.-J.; Peoch, D.: Rayner, B.; Imbach, Ddrivatization of oligonucleotides through abasite formation
Nucleosides & Nucleotidegd991, 10, 107-117.
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U] En 1993, I'équipe de Matsuda a préparé un présurde nucléoside 5-formyl-2’-
désoxyuridine. Ce nucléoside généré lors de domsnppgetoinduits de 'ADN est trés instable en
milieu basique. La solution a été de masquer Ilafdé par un grouphl, N'-diphénylimidazolidine
qui résiste aux conditions basiques et régéndidéhgde post-synthétiquement par hydrolyse atide.
lls ont adapté la force des conditions acides miéktion pour qu’elle s’accorde a la synthése
supportée. En introduisant des chlores sur leesyamlomatiques, le groupe est hydrolysé en une nuit

dans I'acide acétique a 80 %.

Cl
O
e} HN o}
HN N 5 OH o<
O=< ] —_— . L. | /
/ ——  HO— Oligonucléotide’ —O—P—0 o_ N H
DMTO o. N N — 1
w [e) IOH
g HO—| Oligonucléotide —O—P—O0
cl Il
' o]

3
NC g PGP,

] En 2001, I'équipe de Reed a décrit la premiérehod d’introduction directe d’'un
motif aldéhyde protégé dans une séquence d'oligéatide au cours de la synthese automatisée. lls
ont développé un phosphoramidite intégrant un gidiélaromatique protégé sous forme d’acéthe
benzaldéhyde est ensuite facilement libéré en hyshot le groupe 1,3-dioxane dans les conditions
typiques d’élimination du groupe trytile, employélers de Il'assemblage automatisé des

oligonucléotides.

o}
O/\/CN 5 . o
l o — ) - I ~_O
P /\/o —_ Ho— Oligonucléotide —o—l?—o H
Ve —_—
(iPr),N 9] e}

OH

En 2001, I'équipe de Sheppard a également utiésgroupe protecteur 1,3-dioxane pour
masquer le benzaldéhyde incorporé a un phosphatansnilaire. Ils I'ont ensuite intégré a la
préparation d’oligonucléotides salicyl-aldéhydes, lieérant I'aldéhyde en fin de synthése par une
hydrolyse acidé’ lls ont aussi employé le phosphoramidite clé pomctionnaliser 'extrémité 3’
d’oligonucléotide en assemblant les séquencesti gan’extrémité 5’, et en utilisant des nuclées

commerciaux 5’-phosphoramidites.

8 Ono, A.; Ohtsuka, E.; Nara, H.; Inada, M.; Matsuda Incorporation of a mutagenic nucleoside, S¥fgk2’-
deoxyuridine, into an oligodeoxynucleotiddoorg. & Med. Chem. Letfl993 3, 2751-2754.

83 Podyminogin, M. A.; Lukhtanov, E. A.; Reed, M. Wttachment of benzaldehyde modified oligonucleotigesbes to
semicarbazide coated gladtucleic Acids Re001, 29, 5090-5098.

84 Czlapinski, J. L.; Sheppard, T. L. Nucleic Acid tdatip-directed assembly of metallosalen-DNA conjagal. Am.
Chem. Soc2001, 123,8618-8619.



-52 - A.ll- Fragments aldéhydes Résultats et discussion

Ho llxj(iPr)z
OH ——» NC\/\O /P\O/\/O OBz
(6] (0]
commercial H 33 % o] >
en 3 étapes
] En 2002, I'équipe de Saito a intégré un aldéhyalesdune séquence nucléotidique

sans aucune protection. Le 3-formylindole est cditven phosphoramidite, puis directement
incorporé dans la séquence d'oligonucléofidee protocole classique de synthése supportée ne

dégrade pas I'aldéhyde aromatique.

N O o

) i
commercial (ID HO—/ Oligonucléotide —O—ﬁ—o

3
NC o P o

7 . J
H - — 5 OH
/ —> DMTO o_ _N —> HO—| Oligonucléotide' —O—P—0O o_ N

4 étapes

Sur le méme principe, en 2005 I'équipe de Kriedikiwa préparé deux types de
phosphoramidites porteurs de groupes benzaldéh@ess.aldéhydes aromatiques, non énolisables,
peuvent étre efficacement incorporés de facon podhétique a l'extrémité 5 terminale des

oligonucléotides sans étre protédeés.

O
N 0
N
(e} O H
I I
P (0] H

NC _ NC P
N0 NP, N0 TSNGPY,

b) Insertion indirecte d'un groupe aldéhyde a parir d’'un précurseur

] En 1984, I'équipe de Lebleu a obtenu efficacennentotif 2’,3'-bisaldéhyde a partir
de la coupure oxydante du ribose libre a I'extrén3itd’'un brin d’ARN, par le périodate de sodium.
En 1986, I'équipe d’Agrawal a transposé ce procteéxtrémité 5’ en transformant le ribonucléoside
en phosphoramidite. Afin de pouvoir lintégrer amnt a la synthese automatisée de

I'oligonucléotide, ils ont di préparer un monoméharidine dont le motif diol est protégé.

8 Okamoto, A.; Tainaka, K.; Saito, I. A facile inporation of the aldehyde function into DNA: 3-fortimglole nucleoside
as an aldehyde-containing universal nucleosSigerahedron Lett2002 43, 4581-4583.

8 Achilles, K.: Kiedrowski, G. V. Kinetic model stig on the chemical ligation of oligonucleotides \nydrazone
formation.Bioorg. & Med. Chem. LetR005 15, 1229-1233.
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Il est ensuite rapidement démasqué par hydrolyske aavant d’étre oxydé quantitativement par le
périodate de sodiuffi.

0 0
N(lPr)2 (/ /<NH 3 5 OMe ¢ fNH

— HO—| Oligonucléotide —O—ﬁ—o O_ _N
(0]

P
(6]
NalO,/ AcONa | pH5 HO OH
Ph Ph 80 -85 % O
Q O oo
HO— OI|g0nuc|e0t|de —O—E— ﬁ/f IN-{

] La plupart des méthodes décrites introduisentd¢layde grace a un phosphoramidite
congu pour intégrer uniguement le groupe précurdeliprotégé lors de I'ultime étape de la synthése
automatisée. Leur structure difféere légérementasuiv'utilisation ultérieure des oligonucléotides.
Dans tous les cas, le diol est ensuite déprotégintal’étre converti en aldéhyde par la coupure
oxydante classique au périodate de sodium, totaienoempatible avec les fonctions des
oligonucléotides. La déprotection se fait toujopost-synthétiquement, soit lors du décrochage de
I'oligonucléotide en milieu basique (NBH pour b et ¢, ou LiOH pourd’, soit en milieu acide doux
(AcOH pour g).%

N(iPr), —
NC ,L
N \o/mh/\o
(a)Kriedrowsky n=1.4 07L
et coll., 2005 A o OH
'l\‘('Pr)Z O—( s 3 5 f h,_/k/OH
NC\/\O/F’\O/\/\)\/O — +o—| Oligonuciéotide —0—P—0
OH
(b)Sk y NGPD: 0 OAc NalO,
rzypczynski nc P R
eteoll. 2003 > Voo \NWODMT N - fj’\
R = PEG 3400, CgHy, one Ho— Oligonucléotide —O—III‘J'—O H
OH
©3 ¢ coll ’I\‘(ipr)z OBz
c) Jones et coll., nc OBz
1994 N ™

87 (a) Bayard, B.; Bisbal, C.; Silhol, M.; Cnockaert, J.; Hu6.; Lebleu, B. Increased stability and antivaelivity of 2'-O-
phosphoglyceryl derivatives of (2’-5")oligo(adentda Eur. J. Biochem1984 142, 291-298(b) Agrawal, S.; Christodoulou,
C.; Gait, M. J. Efficient methods for attaching n@aalioactive labels to the 5' ends of syntheticamligoxyribonucleotides.
Nucleic Acids Red4.986 14, 6227-6245.

8 (a) Skrzypczynski, Z.; Wayland, S. New reagents fag thtroduction of reactive functional groups intbemically
synthesized DNA probe8ioconjugate ChenR003,14,642-652.(b) Jones, D. S.; Hachmann, J. P., Osgood, S. A.;djaya
M. S.; Paul A. Barstad, P. A.; G. Michael Iverson,\G; Coutts, S. M. Conjugates of double-strandégooluclecotides with

poly(ethyleneglycol) and keyhole limpet hemocyarinmodel for treating systemic lupus erythemato®isconjugate
Chem.1994 5, 390-399.
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BN

En 1987, I'équipe de Kremsky a incorporé un aldé&hyaliphatique a partir d'un
phosphoramidite porteur d’'un acide carboxyliquetggé, introduit lors du dernier cycle de synthese
automatisée. Le précurseur diol est obtenu indireent en deux étapes successives de déprotection,
et d’amidification du motif acide carboxyliqd&L’aldéhyde est ensuite classiquement formé grace a

la coupure oxydante par le périodate de sodium.

N(iPr), .
! on _ 3 5' f,) /\<\/\>\n/0H
e - Ho—| Oligonucléotide —0—P—0
MeO™ \OW —_— 9 ] 5 10 %
5 OMe o
o)
OH
HO-_A~_NH. | DCE / imidazole / H,0
o) H OH
3 5 ﬁ) H\)J\ NalOg4 s > |C') N\/\/OH
Ho— Oligonucléotide —0—P—0 A H <—— Ho— Oligonucléotide —Oo—h-0 5
HPO4Na
OMe o 4 OMe o
74 % pH7 30 %

En 2002, I'équipe de Melnyk a fonctionnalisé uigahucléotide avec un groupe aldéhyde
glyoxylique. Ce type d’'aldéhyde possede I'avantd@tre plus réactif que les aldéhydes classiques.
Pour cela, un dérivé O,0’-diacétale de l'acide rigue est greffé sur I'extrémité amine de
I'oligonucléotide modifié via une liaison amideLe groupement diol est démasqué, et ensuite coupé

par I'oxydation au périodate de sodium pour lib&fficacement I'aldéhyde.

o OH o
— ¥ — 5 OH Nalo, ¥ — — 5 H
—»  Ho— Oligonucléotide —NH HOo— Oligonucléotide —NH
—_— OH O tampon phosphate / pH 6,6 0
31 % 86 %

Récemment au laboratoire, une seconde méthodeoddoration d’un motif aldéhyde
glyoxyligue a été développée. Le procédé s’appuiel'efficacité de I'oxydation du motif 1,2-
aminoalcool par le périodate de sodium. Ce grogbenaturellement présent avec la sérine, ce qui
explique son engouement pour générer I'aldéhydehanie peptidique. L'acide amindo-Fmoc-L-
sérine est donc converti en phosphoramidite enesiit 4 étape” Le synthon clé est ensuite
introduit a I'extrémité de l'oligonucléotide, la qiection Fmoc est éliminée dans les conditions
basiques classiques de libération de [I'oligonuaiéot Le phosphoramidite offre I'avantage
d’accrocher le motif 1,2-aminoalcool en une setde par rapport a I'approche plus indirecte décrit
par I'équipe de Melnyk.

8 Kremsky, J. N.; Wooters, J. L.; Dougherty, J. Reyers, R. E.; Collins, M.; Brown, E. L. Immobilizatioof DNA via
oligonucleotides containing an aldehyde or carboxatid group at the 5' terminusucleic Acids Red4987, 15, 2891-2909.
% Ollivier, N.: Olivier, C.; Gouyette, C.; Huynh-Dinf,.; Gras-Masseaand, H.; Melnyk, O. Synthesis @oolucleotide—
peptide conjugates using hydrazone chemical ligafietrahedron Lett2002 43, 997—999.
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o o oDMT
FmocHN FmocHN o N(iPr), 3 : — 5' 0, N
))J\OH — j)‘\H/\Mg \FI>/ —>  Ho— Oligonucléotide — —P—Ok\)s\/ NHEmoc
DMTO DMTO 0\/\C OH o
28 % N Nalo,
(4 étapes) o ’ o]
3 5
1 N
Ho—| Oligonucléotide — —-P—O’et\/ YJ\H
OH o
] Une autre approche a été décrite pour insérerdef raldéhyde a I'extrémité 5’

terminale. Le procédé reste semblable, la fonagirtoujours introduite post-synthétiquement géce
un phosphoramidite porteur d’'un groupe précursealr protégé. Par contre, le phosphoramidite

correspond a un nucléotide. Il est composé a tadeila base, du phosphate et du sucre modifié en 5

Sur ce principe, en 2005, I'équipe de Greenbepgéparé un oligonucléotide contenant un
"nucléoside aldéhyde". Ce procédé a été développérpproduire synthétiquement le produit issu de
la dégradation d'un nucléoside afin danalyser deuépercutions biochimiques. En effet,
I'arrachement de I'hydrogene en 5’ du désoxyribgdeere a la fois une extrémité 3' phosphate suite a
la coupure du brin d’ADN, et I'oxydation de l'extnité 5’ en aldéhyde. Cet aldéhyde doit étre
introduit de facon post-synthétique, car il ests#i@le aux conditions alcalines typiques de
deprotection de I'oligonucléotide. Il est prépar@aatir du phosphoramidite thymidine porteur d’'un

diol vicinal protégé, incorporé en 5’ du nucléosideartir d’'un alcéné*

HO OH DMTO OAc
T T T
o 0s0, o - o
—_—
— >
85 % 2%
OTBDMS OTBDMS I N
I
l l N(iPr),

o Ho  OH

5 o T 5 o T
H 1
3 Nalo4 3
-

Ho— Oligonucléotide —o. o] Ho—| Oligonucléotide —O o
P AcONa /pH 6 >P\<
HO© © HO© ©

En 2006, I'équipe de Silverman a également syis#ain phosphoramidite de thymidine
porteur d’un diol vicinal protég€.Le diol est facilement déprotégé lors de I'étapedécrochage de
I'oligonucléotide du support solide en milieu basq L’'aldéhyde est ensuite obtenu classiquement
grace au périodate de sodium. lls ont généré umahgorteur du motif aldéhyde Iégerement plus

long et flexible que celui préparé par I'équipeGleenberg.

%1 Kodama, T.; Greenberg, M. M. Preparation and aimlpf oligonucleotides containing lesions resgltinom C5'-
oxidation.J. Org. Chem2005 70, 9916-9924.

%2 Miduturu, C. V.; Silverman, S. K. Synthesis and lagpion of a 5'-aldehyde phosphoramidite for cardlattachment of
DNA to biomoleculesJ. Org. Chem20086 71, 5774-5777.
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HO_ o HO_ o
60 % NC/\/ p 3 <
HO— Oligonucléotide —0” o HO— Oligonucléotide —0” ~o
N(|Pr)2
] Une autre approche a été décrite pour insérerdef mldéhyde a l'extrémité 5’

terminale en lintégrant & un nucléotide. Cettes fte diol précurseur est accroché sur la position

anomérique du ribose.

TBDMSO o
OTBDMS
o=( Ac
DMTO o DMTO DMTO o N OAC
WOTBDMS X_f
N OTBDMS 5
! b CN
P CN CN _ N
PN 0N PN Yo N | PN Y07 N
Sonveaux et coll., 2001 Saito et coll., 1996

1. 1. 2. - Présentation de la stratégie utilisée

On a choisi de préparer les oligonucléotides figxlen 5’ en utilisant la méthodke
synthese dite aux phosphoramidites, en couplaat deiniére étape de la synthése automatisée le
phosphoramidite adéquit.La fonction aldéhyde est introduite sous une fommesquée par un
groupement précurseur 1,2-diol. Elle sera ensditeéégge post-synthétiquement par coupure oxydante
du motif figure A.11.1).

o
° S A~ apa Y /\/\ﬂ/
Ho— Oligonucléotide —O0—p—0 H —— Ho—| Oligonucléotide —O—ﬁ—O OH

o o

I

3 5 OH 0
Ho—| Oligonucléotide —O—p—o/\/\)\/o
1]

(o}

Figure A.ll.1 Schéma rétrosynthétique de la préparation dgsmulicléotides aldéhydiques a I'extrémité 5'.

La premiére étape consiste a préparer le phoaptidite clé2 permettant d’intégrer

la fonctionnalisation diol aux oligonucléotides.

%3 (a) Tilquin, J. M.; Dechamps, M.; Sonveaux, E. Incogtimn of an Aldehyde Function in OligonucleotidB#oconjugate
Chem.200], 12,451-457.(b) Sugiyama, H.; Matsuda, S.; Kino, K.; Zhang, Q.-Monei, S.; Saito, I. New synthetic method
of 5-formyluracil-containing oligonucleotides arteir melting behaviofTetrahedron Lett1996 37, 9067-9070.

% Beaucage, S. L. Oligonucleotide synthesis. Phosphidite approachvViethods in Molecular Biolog¥993 20, 33-66.
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PN
NC\/\O/'ID\O/\/\)O\/O

[\

Pour cela, nous avons employé une méthode miseiatigu laboratoire, et largement utilisée pour
préparer de nombreux oligonucléotides porteursrduge aldéhyde en 5'. lls ont été ensuite couplés a

une vaste gamme de composés par les liens thiamglimb éther d’'oxime (sucres, peptides”™. ¥

Cette stratégie s'inspire de la méthode de préparau phosphoramidite porteur d’un diol vicinal
employée par le groupe de Jones en F&Bans ce cas, le diol protégé par deux groupements
benzoyle est préparé en 5 étapes avec un rendgiodatl de 35 %f{gure A.ll.2. Les groupes
benzoyles sont éliminés dans les conditions basidadibération de I'oligonucléotide, ce qui emeal

une purification ultérieure délicate (10% de rendeth

TBDMS-CI / imidazole
N _OH XN 0TBDMS
DMF, t. a., 4 h, 90 %

NMMO acétone aqg. 80 %,
0sOq, (cat.) t. a., 16h, 96 %

Bz-Cl / pyridine

OTBDMS OTBDMS
BZQW/ How
t.a., 18 h, 99 %

OBz OH

Bus,NF/THF | t.a.,16 h, 41 %

phosphitylation 0Bz )\NJ\
o \)\/\/\ :
BZOW/ ta. 4 h’ 93% BzO. O/ P\O/\/CN

OBz

Figure A.1.2: Synthése du phosphoramidite modifié par Joneslkt

Par conséquent, il faut plutdt masquer le diol yraigroupe protecteur stable en milieu basique pour
faciliter la purification ultérieure par CLHP engse inverse.
Le laboratoire a ainsi mis au point une méthodeardirpd’'un groupe protecteur souvent utilisé, le

benzylidéné’®

Les conditions acides d’élimination de cet acépmavent varier suivant le substituant greffé sur le
noyau aromatique (nitro, alkyD-alkyl...).*® Afin de valider la méthode, I'équipe a testé diffits

types de groupe benzylidene substitués. Le choixsdbstituant s’est uniguement porté vers

% Forget D., thése de doctorat, LEDSS, Universigegh Fourier002
% Greene, T. W.; Wuts, P. G. Mrotective Groups in Organic Synthesdsd ed.; John Wiley and Sons: New Yot®99 p
217-224.
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I'utilisation du groupeO-méthyl, grace a I'élimination efficace du méthoxybdidene dans l'acide
acétigue a 80 %. Ces conditions sont attrayantgselies correspondent au protocole optimisé de
déprotection de I'extrémité 5’ utilisé en synthésgomatiséé’ Plus le nombre de substituant sur le
cycle est important, plus le groupe protecteurirsiéle rapidement par rapport au benzylidene, qui
requiert un traitement de 2,5 heures a 25°C dar@HA60%*® Au final, deux méthodes ont été
retenues parmi différents essais ou le nombre Hstituant méthoxy sur le cycle aromatique varie
(figure A.11.3 synthéses A et B).

avec R = OCHj : synthese A
OH Etape 1 B . N
Ho/\/\)\/OH ; /\/\)\/ R=H ‘ synthese B

Protection

Etape 2 | Phosphytilation

A ﬂ

Figure A.11.3: Stratégie globale de synthése du phosphoranzdite

N

Ces deux voies suivent le méme cheminement syqtleétpour aboutir au phosphoramidite. La
synthese se fait en seulement deux étapes conggcatipartir d’'un alcool commercial. La premiere
consiste a protéger le diol vicinal du 1,2,6-hexaind. La seconde correspond a la réaction clasgsiq
de phosphitylation. Le phosphoramidite est obteracain rendement global de 62 % par la voie A et
de 89 % par la voie B, améliorant ainsi la méthaxlglogue du groupe de D. S. Jones. Les deux voies,
A et B, ont donc été utilisées indifferemment. &llprésentent des résultats, de stabilité de la
protection, similaires et compatibles avec la sga¢hd’oligonucléotide. Il en est de méme pour péta

de déprotection. La voie A a été employée pourgepdivers conjugués™® Récemment, quelques
problémes de déprotection lors de I'étape de patifin par CLHP, a poussé I'équipe a plutbt se
diriger vers la voie de synthése B, qui n’'a pas tnéooe genre de désagrémente fut d'ailleurs la

méthode retenue pour ce travail.

97 Smith, M.; Rammler, D. H.; Goldberg, I. H.; Khorath G. Studies on polynucleotides XIV. Specifionfesic of the g-
Cs, interribonucleotide linkage. Syntheses of urithfB/ —5")-uridine and uridylyl-(3—5')-adenosineJ. Am. Chem. Soc.
1962 84, 430-440.

%8 Kaburagi, Y.; Osajima, H.; Shimada, K.; Tokuyama Fohru Fukuyama, T. 4-(tert-Butyldimethylsilyloxigenzylidene
acetal: a novel benzylidene-type protecting graarflf2-diols.Tetrahedron Lett2004 45, 3817—3821.

9 Edupuganti, O. P.; Renaudet, O.; Defrancq, E.; DummyThe oxime bond formation as an efficient cloainiool for the
preparation of 3',5’-bifunctionalised oligodeoxyoibucleotideBioorg. & Med. Chem. Let2004 14, 2839—-2842.
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1. 1. 3. - Synthese des "oligonucléotides aldéhgie I'extrémité 5’
a) Protection de la fonction diol

Dans un premier temps, nous avons protégé le grdyp-diol sous forme d'acétale de
benzylidéne en utilisant les conditions sélectides protection classiques. Le 1,2,6-hexane-triol
commercial est traité par 2 équivalents de benhgiiE dimétylacétale en présence du catalyseur
acide paratoluéne sulfonate de pyridinium (PPQ)e diméthylacétale est utilisé comme source de

benzaldéhyde facilement généré grace a I'eau kbduécours de I'étape de protectifh.

@ PPTS 1 p
OH MeO” “OMe ©

DMF, 50 C, 24 h, 76 %

Figure A.ll.4: Synthése du diol protéde

La réaction se fait lentement en chauffant. Apré$@ures, le milieu réactionnel est concentré, puis
traité pour éliminer les réactifs restants. Il subdtamment une condensation bisulfidique pour
éliminer I'exces de benzaldéhyde. L’efficacité deaitements successifs permet d'éviter une
purification ultérieure, ou le groupe protecteuuiait s’éliminer sur la silice. L’alcool protédéest

obtenu avec 76 % de rendement, il est ensuite &temliks atmosphere d’'argon, et a -18°C.

b) Préparation du phosphoramidite2

Le groupeN,N'-diisopropyl-2-cyanoéthylphosphoramidite étanplas utilisé*®

nous l'avons
introduit sur l'alcool a partir du 2-cyanoéthyN-diisopropylchlorophosphoramidite (1,3 eq.). La
réaction a été effectuée en présence de la N,Npiopylamine (2 eq.) dans des conditions
rigoureusement anhydres. Lors de la phosphitylationucléoside, on génére un centre stéréogénique
au niveau du phosphore, avec la formation de déastatéoisomeres. Les conditions d’élution de
CCM ne permettent pas de les identifier séparémeére en fin de réaction une seule tache persiste.
Aprés chromatographie sur colonne de silice, ndutermns le dérivé phosphoramid2eavec un

rendement de 76 %. L'analyse par RMN du phosphésiltante présente les deux signaux

100 Miyashita, M.; Yoshikoshi, A.; Grieco, P. A. Pyiium p-toluenesulfonate. a mild and efficient ¢ggh for the
tetrahydropyranylation of alcohol$. Org. Chenl 977, 42, 3772-3774.

101 yamanoi, T.; Akiyama, T.; Ishida, E.; Abe, H.; Amia, M.; Inazu, T. Horner-Wittig reaction of dinhgt 2,3-O-
isopropylidene-D-glyceroylmethylphosphonate andajiplication to the formal synthesis D-erythrg-€phingosineChem.
Lett 1989 2, 335-336.

102 caruthers, M. H.; Brill, W.; and Dellinter, D. J. &dphoramidites as Synthons for Polynucleotide S3gighPhosphorus
Sulfur1987, 30,549-553.
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caractéristiques des atomes de phosphore trivadestsieux diastéréoisoméres (149,3 et 148,8 ppm).
Le phosphoramidite est directement transféré suaytghétiseur en le manipulant sous atmosphere

d’argon, car il est sensible a I'hydrolyse.

1 PWS 2
o ‘(Q NC\/\o’E\q DIEA )\’?' J\ o ‘(Q
Ho/\/\)\/o NC\/\O/P\O/\/\)\/O

CH,Cl, anh., t. a., 4 h, 76 %

Figure A.11.5: Synthése du 4-[2-(phényl)-[1,3]-dioxalan-4-yljtan-1-ol phosphoramidit2.

c) Synthése automatiséeafinexe 1)

Les oligonucléotides sont assemblés par synthésenatisée qui est maintenant devenue une
routine depuis son optimisation accrue dans leséesin1980%° Que ce soit la synthése
d’oligonucléotides naturels ou celle d'oligonucides modifiés, la procédure employée reste la
méme. Le phosphoramidite modif&éest accroché sur I'oligonucléotide lors de I'uktirdtape de la
synthése automatisée en phase soliigureé A.Il.§. Cette étape subit quelques modifications
mineures par rapport au protocole habituel pourmpéire d’incorporer avec succes le
phosphoramidite2, comme le doublement du temps de couplage. Noumsauntégré le
phosphoramidite a I'extrémité de quatre oligonucléotides 17-mdmais produits ont une grande
homologie de séquence, avec pour motif de basg-(YXX XTT TTA TTA AAT TTA)3, ou la
lettre Y représente I'emplacement du motif glycéryls ne difféerent que par trois bases notifiéas p
la lettreX : 5’-d(YXX X-)5'= YTT T (3), 5-d(YXX X-)3'=YTC C @), 5-d(YXX X -)3 =YCCC
(5). Le quatriéme diverge de 4 nucléotides de plyspssede comme motif : 5-dX XXX XXA
TTA AAT TTA)3, ou 5-d(YXX XXX XX-)3" = YAA AAA AA (6). On retrouve donc les
séquences actived’(et5’) possédant un nombre croissant de cytosiness sélpuences controled (
et 6') dépourvues de cytosines, établies en vue degierpés de photooxydation ultérieur@altie
B).

103 (@) Amarnath, V.; Broom, A. D. Chemical synthesis of oligcleotidesChem. Revl1977, 77, 183-217.(b) Loakes, D.
Nucleotides and Nucleic Acids; Oligo- and Polynotiges.Organophosphorus Cher2005 34, 227-325.
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Syntheése automatisée

o [o1 & |

Figure A.11.6: Schéma de I'étape d’incorporation du phosphadéemimodifié2 lors de la synthése automatisée
des oligonucléotides par la voie aux phophoramsdig Etape de déprotection de I'extrémité 5’ Etgpe
d’activation et de couplage du phosphoramiditeEtepe d’oxydation ; d) Etape de capping ; e) Etipe

déprotection et décrochage du suppaningxe L

Apres l'assemblage, les oligonucléotides sont ad@® du support dans les conditions basiques
usuelles, ammoniaque concentrée a 55 °C pendantnuite Ce traitement permet également
d’éliminer les groupes protecteurs des bases mumsi Afin de vérifier I'efficacité de la synthése
supportée, nous avons analysé par CLHP les oli¢éotiles bruts dans I'ammoniague. Nous
obtenons les oligonucléotides attendus largemeitritares et distincts des fragments secondaires
produits. Par exemple, pour le 17-m8te&5’d-(YTT TTT TTA TTA AAT TTA)3’ on retrouve sur le
chromatogramme CLHP le produit correspondant & 3,4 min. figure A.ll.7). A ce stade, les
quatre oligonucléotide8’, 4’, 5’, 6' sont protégés a l'extrémité 5 par l'acétale. Smmactére

hydrophobe facilite la séparation des produits feslI’étape suivante de purification par CLHP en

DEIXX XXX XX-3=TTTTTTT

T BXX XXX XX-3'=TCCTTTT

T BXX XXX XX-3'=CCCTTTT

1 BLXX XXX XX-3'= AA AAA AAA

5 o_ X
HO
3

(CCPGD—O—ATT TAA ATT AXX XXX ¥—0

NN
by LN <:2/ 2
N o~ /LNJ\

O\/]\/\/\o, P\o/\/CN

Q—O NC\/\IO 5

P o._X
O\/I\/\/\O/ ~0

N
(CPGD—O—ATT TAA ATT AXX XXX ¥—0

C) |2 / Hzo
d) (CH4CO), / THF

e) NH4OH 28 %, 17h, 50 T
7>—-o HO, O °
P. X
O\/I\/\/\O/ \O O
3

HO—ATT TAA ATT AXX XXX X—O

phase de polarité inversée dans le tampon acégatendnium.

1.00

0.80

0.60

0.20

0.00

A =260 et 280 nm

12,9 min.

tR= 13,4 min.

!

1200 1400 1600 1800 20.00

Figure A.1l.7: Analyse CLHP de I'oligonucléotid& brut, protégé a I'extrémité 5'.
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d) Déprotection de I'extrémité 5’

o] Ho_ 0 ° OH Ho 0 °
P X ACOH 80 % A~~~ P o__X
O\/I\/\/\O/ \o O. HO O/ \O
3 t.a., 1h 3
HO—ATT TAA ATT AXX XXX X—O HO—ATT TAA ATT AXX XXX X—O

3 B XX XXX XX =TTTTTTT
4" XX XXX XX=TCCTTTT
5 B-XX XXX XX=CCCTTTT
B' @ 5-XX XXX XX = AA AAA AAA

PEXX XXX XX =TTTTITTT  41%
PEXX XXX XX =TCCTTTT 41%
PEXX XXX XX =CCCTTTT 27%
T BXX XXX XX = AAAAA AAA 9%

1o 107 I Jw

Figure A.11.8: Etape finale de préparation des oligonucléotidedifiés3, 4, 5.

Les oligonucléotide8’, 4, 5’, 6’ sont traités avec une solution aqueuse d’'acideégaeéa 80
% pendant 1 heure a température ambiante. L’acdéqae est éliminé par lyophilisation, et les
résidus sont repris avec de I'eau. La phase aqustismsuite lavée avec de I'éther afin d’élimilesr
résidus du benzylidene libérés, et les traces mestade solvant organique sont chassées sous air
ambiant. Afin de vérifier I'intégrité des séquenadgenues, les oligonucléotides ont été caracterisé
par spectrométrie de masse par €électrospray en maghtif. Par exemple, pour le 17-m&e5'd-
(YTT TTT TTA TTA AAT TTA)3' nous avons une masselcalée de M = 5350,6 g/mol et nous
obtenons I'ion moléculaire [M-H = 5349,1 a partir de ses ions multichargés (6-), (7-), (8-) et (9-
) visibles sur le spectre de masfigure A.11.9, . On retrouve un seul produit correspondant sur le
chromatogramme CLHP; £ 12,5 min. figure A.IL.9, 3.

a b 20 - [M-8H] &
) ) Intens. 67,6
x10°
0.50] A= 260 et 280 nn tg= 12,5 min. 30 1

[M-7H]™-
763,2
20 -

[M-9H] -
503,4
D4 [M-6H]&
890,6 [M-5H]*

1068,9
WO T T | ;
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 o] Ly T T T T

500 600 700 800 m/z 900 1000

2.00 4.00

600 pinutes

Figure A.11.9: Analyses du 17-mei® aprées décrochage de la résine, déprotection Eication par CLHP.
a) Chromatogramme CLHP (systéme d’analyksedt b) Spectre de masse ESI (systeme d’analfge |

Les analyses résultantes ne montrent aucune teapeoduit protégé, ni de produit de dégradation.
Ces conditions acides douces permettent d’élim@iicacement le groupe protecteur benzylidéne

acido-labile, et sans réactions secondaires. Laotigtion est trés intéressante, car elle estséali
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dans les conditions similaires a celles classiquemidisées pour éliminer le groupe diméthoxytety
de I'extrémité 5’ des oligonucléotides non modifiés

Les oligonucléotide®, 4, 5 sont finalement obtenus avec un rendement de 21 &b
(déterminé par rapport a I'étape initiale d’assexgbl des nucléotides supportés). Alors que

I'oligonucléotide6 est obtenu avec seulement 9 % de rendement.

e) Oxydation de la fonction 1,2-diol de I'extrémi 5’

OH Ho_ O ° o) Ho, O 5
2 N7
P X NalO, L~ P o_ X
3 t.a., 1h 3
HO— ATT TAA ATT AXX XXX X—O HO—ATT TAA ATT AXX XXX X—O

DEXX XXX XX =TTTTTTT 7 B XX XXX XX =TT TTITTT 84 %
XX XXX XX=TCCTTTT 8 ! BXX XXX XX=TCCTTTT 60 %
DEXX XXX XX =CCCTTTT 9 I BXXXXXXX=CCCTTTT 69 %
o BEXX XXX XX = AA AAA AAA 10 : 5-XX XXX XX = AA AAA AAA 54 %

o 101 I lw

Figure A.11.10: Synthése des oligonucléotides aldéhydiguag0.

La fonction aldéhyde est générée apres coupuraatixe du diol vicinal en utilisant un excés
de périodate de sodium aqueux, 20 équivalents péeture ambiante. Bien que cette réaction soit
décrite pour étre rapide, nous avons préféré efedtoxydation en 1 heure. Cette durée corresgond
celle classiquement utilisée lors de I'oxydationpgwiodate de sodium ou I'oxydant est intégré a la
surface de billes de résine. Ce choix s’est im@osause de profils d’analyse CLHP peu pertinents.
En effet, les oligonucléotides 1,2-diol ou aldéhymessedent des temps de rétention peu différents

dans les conditions d’élution utilisédg(re A.Il.11).

Oligonucléotide 17-mére 5'd-(YCC CTT TTA TTA AAT TA)3

a) Oligonucléotides pur : t de I'oxydation b) Oligonucléotide brut : t, de I'oxydation

040] 7= 260 et 280 nm tr= 12,5 min. 0.50] = 260 et 280 nm tg= 12,7 min.

010 ﬂ
2l T T T T T T T T T 0.00
200 be TN BUOL 000 T aRA) a0 T AG00 B0 2000 200 460 800 | 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Minutes

Figure A.11.11: Suivi réactionnel par CLHP de I'oxydation deligmnucléotides (systeme).

On a donc réalisé une expérience supplémentainedaficonstater la présence de I'aldéhyde. Pour

cela, on a fait réagir I'oligonucléotide aldéhydiqgporut avec un excés d'alcane linéaire porteurel’'un
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fonction oxyamine libre a son extrémité ;,i@,-ONH, (disponible au laboratoire), pendant 1 heure.
L'oxime correspondante étant une espéce plus hidtmm le temps de rétention de I'analyse CLHP
se voit fortement déplacé. Dans le cas de I'oxpdatie I'oligonucléotides, I'aldéhyde9 se retrouve

déplacé de plus de 3 minutes en formant I'oxime #adcane testfigure A.11.12.

ConjuguéQ-S’- CiiHas

72.=260et280nm tR:16'3 min.

200 4000 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Minutes

Figure A.11.12: Chromatogramme CLHP correspondant au conjugiédalisé a partir de I'oligonucléotife
au bout d’1 heure d’oxydation (systéemg |

Ce type de "couplage test" a donné des résultaisluants pour différentes réactions d’oxydation

d’oligonucléotides.

Cette étape d'oxydation sélective des oligonuaiiesti est suivie d’une purification. Elle est
indispensable pour éliminer le formaldéhyde libaté cours de la coupure du groupe 1,2-diol, et
I'exces de périodate de sodium. Deux méthodes dégation sont utilisées indifferemment. Une est
réalisée par CLHP a polarité de phase inverséaitigase fait manuellement par chromatographie
flash sur colonne de silice en phase inverséeeriibderait que la seconde méthode soit Iégerement
plus efficace, en général les rendements sont isupgrde quelgues pourcents. Par contre elle
nécessite une oxydation totale, car on récupétecmgui de composition oligonucléotidique en une
fraction. De fagcon générale, on obtient les oligdé@otides aldéhydé, 8, 9, 10 avec des rendements

moyens de 60 a 85 %.

Les oligonucléotides sont ensuite caractérisésspactrométrie de masse (électrospray en mode
négatif). Quelques fois, on observe des massifpide denses autour des especes multichargées
attendues, correspondants aux nombreux adduitss shli produit. Et d’autres fois, les analyses sont

évidentes, on observe le produit attendu sans eiduire A.11.13.

Par exemple, pour le 17-mére5'd-(YTT TTT TTA TTA AAT TTA)3' nous avons une mae
calculée de M = 5318,6 g/mol et nous obtenons haiéculaire [M-H] = 5315,8 a partir de ses ions
multichargés (5-), (6-), (7-), et (8-) visibles $eispectre de massiigre A.11.13.
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[M-6H]E-

75 883,8
Intens. !
x 10%

60

[M-7H]™
45 - 757,4
[M-8HJ& [M-5H]=
30 7 663,6 1060,9
15
0 ik M' bl "W"‘ W‘M

600 700 800 mz 900 1000 1100

Figure A.11.13: Spectre de masse (ESI) du 17-méepres purification par CLHP (systemg |

[]

En résume, le phosphoramidite couramment utilisé au
laboratoire permet de réaliser une synthése efécdes oligonucléotides
modifiés a I'extrémité 5’ avec un rendement glodal 37 %. Le groupe
protecteur benzylidene rend les étapes de purifinatonviviales, avant
d’étre facilement éliminé. L’oxydation suivante \&ee trés efficace. La
purification résultante semble étre optimisée eilisant la méthode
manuelle. Les "oligonucléotides aldéhydes" a I'éxtité 5’ sont finalement

obtenus avec un tres bon rendement moyen d’oxyddé1 %.
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1.2 - Insertion du motif aldéhyde en 3’

Dans cette partie, la préparation de 2 oligonuciées porteurs du
motif aldéhyde a I'extrémité 3’ est décrite

. 5' . _3 5
H OH 3 . — 14: 00 ="-TIT TTT TAT TAAATT TA -
\n/\o—ﬁ—o—| Oligonucléotide OH 3 5
0 o 15: 1 ="-TCC TTT TAT TAAATT TA -

Les produitsl4 et 15 serviront comme "synthons aldéhyde" dans les egeasl

par éther d’oxime avec les complexes de ruthénRamtie A, Chapitre V).

[]

1. 2. 1. - Rappel bibliographique

La synthese automatisée d’oligonucléotides s’affede I'extrémité 3’ vers I'extrémité 5, ce
qui rend plus difficile 'accés chimique au site Ba fonctionnalisation en cette extrémité nécessit
par conséquent la modification du support. C'estirgooi il n’existe que relativement peu de
méthodes décrites dans la littérature. Cet obstaclait émerger deux types de stratégie de
conjugaison a l'extrémité 3'. Ces deux méthodefiht temporellement par rapport a la synthése
des oligonucléotides. L'une est pré-synthétiquie, ebnsiste a greffer directement sur le support le
motif & conjuguer. La plus utilisée est post-sytithee, elle consiste a accrocher, ou démasquer, le

motif sur I'oligonucléotide en solution.

] En 1984, I'équipe de Lebleu a généré un motifahihyde a I'extrémité 3’ d'un
fragment d’ARN en oxydant l'unité ribose termindi@ns le but d’'augmenter sa stabilité vis-a-vis des
phosphodiestérases. En 1987, ils ont utilisé cecéu® pour modifier spécifiguement un
oligonucléotide en intégrant I'unité ribonucléosie cours du premier cycle de synthese supportée.
Le motif aldéhyde ensuite révélé par la coupuredarye au périodate de sodium sert de point

d’ancrage a un peptide polylysine), via la formation d’un cycle morpholifig¢.***

104 | emaitre, M.; Bayard, B.; Lebleu, B. Specific antatinctivity of a poly(L-lysine)-conjugated oligodaaibonucleotide
sequence complementary to vesicular stomatitissuidiprotein mRNA initiation siteProc. Natl. Acad. Sci. USR987, 84,
648-652.
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HoN H2N

N H 3 — —, 5 NalO, / ACONH, _ N oH 3 5

N_ O 0—P—0— Oligonucléotide |—OH ———— >/._N O—p—0— Oligonucléotide |—OH
R EEES G

HO OH

poly(L-lysine) NaBH3CN /
tampon phosphate / pH 8

) > OH 3 5
\( j(o—P—O— Oligonucléotide |[—O!

--Lys—Lys—N Lys—Lys- - 20-30%
H o

La méthode a été ensuite reprise pour réaliserrglivenjugués, voire méme greffer des
oligonucléotides sur une surface soffie”” L’aldéhyde s’est avéré responsable de réactioms no
spécifiques avec des groupes amides du supportusndigtre sujet aux réactions parasitespde

élimination.

] En 2001, I'équipe de Liu a intégré, post-synthéiment, un motif aldéhyde a
'extrémité 3’ de l'oligonucléotide sans aucunetpmion. Pour cela, ils ont réalisé I'ester actile®
succinimide du groupe acide d’'un composé bi-fometed, comportant également le motif aldéhyde.
Le synthon est ensuite accroché a I'extrémité dehkine, préalablement modifiée par une amine
primaire, via un lien amid€? lls ont également appliqué le méme procédé paarjiorer un synthon

porteur d’un motif aldéhyde glyoxylique.

OH 3 5'

I
HZN\/\/U/O—P—O— Oligonucléotide | —OH
: OSucc OSucc

(o} OH 3 OH 3 5'

|
k\)fo_ﬁ O— Oligonucléotide —OH %/o P O— Oligonucléotide ' —OH
N 4
H O

OH

U] La plupart des méthodes décrites introduisenti¢layde a partir d’'un support solide

spécialement concu pour libérer le groupe précurde2rdiol lors de I'étape de décrochage de

105 Timofeev, E. N.; Kochetkova, S. V.; Mirzabekov, B.; Florentiev, V. L. Regioselective immobilizatiasf short
oligonucleotides to acrylic copolymer geiucleic Acids Red.996 24, 3142-3148.

106 calderone, C. T.; JamesW. Puckett, J. W.; Gartnetl,;Ziu, D. R. Directing otherwise incompatibl@céons in a single
solution by using DNA-templated organic Synthesisgew. Chem. Int. EQ002 41, 4104-4108.
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I'oligonucléotide dans I'ammoniaque. Leur structudiffere légérement suivant la méthode
préparation du suppoft.'°’ Dans tous les cas, le diol est ensuite classiqueaxydé en aldéhyde par

le périodate de sodium.

OBz
Q a
.@—“W&kow - ™ 3 5
o HO/\/Hn\o P—0— Oligonucléotide |—OH
0

(a) Kriedrowsky on

et coll., 2005 a;,b:n=1

o OBz
a
N ):/\/\ ? Nalo, a,: n=4
&rey” o oDMT 2 -
(0]

H QH 3 5'
\n/Hn\O—,F;—O— Oligonucléotide —OH
(e}

(b) Agaki et coll., cray-- M/\(\oom b 0

1993 |

En 2003, I'équipe de Skrzypczynski a développé support solide a partir de l'acide
aleuritique qui posséde naturellement le motif dibégré dans sa structdf8.Ce support permet
d’accéder a l'oligonucléotide aldéhyde en deux ®nwm un motif acide carboxylique terminal
généré par le décrochage en milieu basique. L'ésapeante d’oxydation au périodate de sodium
rompt la chaine au niveau du diol pour former Egde terminal. Les conditions classiques de
décrochage de I'oligonucléotide ne sont pas opémalec ce type de support, 'ammoniaque est donc

remplacé par de la soude.

AcO
H
O 4O ODMT
-N
o] o O  OAc
Ac OH 3 5'
/\n/ M Mo P O— Oligonucléotide | —OH

NaOH 20 % | MeOH /55 C

OH

OH 3 5' NalO4 OH 3 5'
H o— P 0O— Oligonucléotide —OH HO. o— p 0O— Oligonucléotide —OH
\"/\/\/\/ o tampon phosphate / pH 7,5 7 6 O

o O OH

1. 2. 2. - Présentation de la stratégie utilisée

197 Urata, H.; Agaki, M. A convenient synthesis ofgoihucleotide with a 3'-phosphoglycolate and 3'-giusglycaldehyde
terminus.Tetrahedron Lett1993 34, 4015-4018.
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Il est possible d’accéder a l'aldéhyde par coepoxydative d'un groupe 1,2-
aminoalcool par le périodate de soditffhCette méthode tout d’abord décrite & partir deHamie
peptidique, via I'oxydation du résidu sérine, a @p@liquée a la chimie des oligonucléotides. listso
assemblés sur un support solide adéquat, qui arfacydarité de générer la fonction cible 1,2-
aminoalcool a l'extrémité 3'. Ce procédé a étéiadtilprécédemment au laboratoire pour greffer
difféerentes entités a I'extrémité 3’ des oligonatides par le lien oxime (peptides, sucre,
fluorophores...)*° Par la suite, 'emploi de ce type de fonction préeur s'est avéré problématique.
Les rendements de synthese des oligonucléotidesrgerévélés variables, et faibles, a cause d’'une
perte du motif 1,2-aminoalcool. Ce constat a enéréiutilisation d’un nouveau type de support selid
également commercidll. Ce nouveau matériau permet d’intégrer un moyicélyle a I'extrémité 3'.
Dans ce cas les synthéses s’avérent beaucoup filteces, la premiére étape d’incorporation du
groupement s'effectue avec de meilleurs rendemdrgslaboratoire a définitivement adopté ce

support pour réaliser la conjugaison efficace derdicomposés via le motif aldéhydique ef’3’.

o

H

e} OAc

Figure A.11.14: Support solide commercial porteur du motif 1i@kd

La stratégie développée pour synthétiser les oligéotides porteur du motif aldéhyde a I'extrémité

3’ se déroule en deux étapéigire A.11.15.

OoH 3 5' OH 3 5"

H I . L. I . L
\"/\O_ﬁ_o— O||gonuc|eot|de —OH ﬁ HO/\(\O—P—O— ongonUCleOtlde —
(e} o) OH

U

o=

o
: o 5 ;
o/\/\o—ﬁ—o— Oligonucléotide —oDMT
o) OAc O

Figure A.1l.15 Schéma rétrosynthétique de la préparation dgsmlicléotides aldéhydiques a I'extrémité 3'.

La premiere consiste a assembler I'oligonucléasigele support solide précurseur de la fonction 1,2
diol. Ce choix de fonctionnalisation est avantaggtéce a la disponibilité commerciale du support.
Puis, I'oligonucléotide est décroché, et traitéedt ensuite engagé dans la seconde étape, ou la

fonction aldéhyde est facilement générée par caupxydante du groupe glycéryle.

108 Geoghegan, K. F.; Stroh, J. G. Self-directed camipan of nonpeptide groups to peptides and protémseriodate
oxidation of a 2-amino alcohol. Application to mficktion at N-terminal serin@ioconjugate Cheni992 3, 138-146.

109 Forget, D.; Boturyn, D.; Renaudet, O.; Defrancq,lumy, P. 3’-oligonucleotides conjugation via chelective oxime
bond formationTetrahedron Letf 2001, 42, 9171-9174.
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1. 2. 3. - Synthese des "oligonucléotides aldéhwileen 3’

a) Etape 1 : synthése des "oligonucléotides 1,2etli a I'extrémité 3’

Nous avons synthétisé deux séquences oligonutigaéis 17-mére peu différentes. Elles ont
pour motif de base : 3'-d(ZTXTT TTA TTA AAT TTA)5', ou Z représente I'emplacemiedu motif
glycéryle. Elles se distinguent uniqguement par deases : 3'-d(ZXX-)5' = ZTTT (12), 3-
d(ZTXX-)5" = ZTCC (13). On prépare de nouveau une séquence adB@, et une séquence de
contréle 2"), pour les expériences d'irradiation lumineusééridures Partie B).

Les oligonucléotides sont assemblés sur le sugptide modifié, en suivant le protocole classigee d
synthése automatisée. Pour cela, le support est ptanuellement a l'intérieur de colonnes spéciales

séchées sous argon, puis installées sur le sysehéti

o)
H
CCPGD- —NNO/Y\O—DMT 1
o) OAc

l l Synthése automatisée

o 3 5
H
CcPG)- ’NNO/\/\O-TXX TTT TAT TAA ATT TA—O-DMT
(@] OAc

NH4OH 28 % j 17h, 55 C

1200 3-TXX =TTT HO > NO-TXX TTT TAT TAA ATT TA-O-DMT

13' @ 3-TXX =TCC OH 4 .

Figure A.11.16: Préparation des oligonucléotides 1,2-diol atfémité 3’ :12’ et13'.

Les composéd?2’ et 13’ sont ensuite récupérés en appliquant le traitesm@mioniaque habituel, 55°

C pendant une nuit. Ces conditions entrainent upture de tous les liens esters, et amides. Il y a
donc a la fois déprotection des bases et libératiogroupe glycéryle. Cette derniere fait suit@a a |
rupture du lien ester qui le lie en partie au suppet I'élimination de I'acétate qui protége I'emit
partie. Dans les deux cas, l'efficacité de la sgs¢hest estimée par une analyse CLHP du brut
réactionnel. Le chromatogramme montre I'oligonutitéo attendu sous la forme d’un pic largement

majoritaire {igure A.11.17).
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A =260 et 280 §
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Figure A.11.17: Analyse CLHP de I'cligonucléotidE3’ brut, protégé a I'extrémité 5’ (systemg |

OCHjy

3 g5 ' '
ACOH 80% 3 >
HO™ O TXX TTT TAT TAAATT TA=O—(_) ———> HO™ " “O-TXX TTT TAT TAA ATT TA-OH

OH O ta,1h OH

12' 0 3-TXX =TTT OCHj, 12 @ 3-TXX =TTT

2 .
13' : 3-TXX =TCC 13 : 3-TXX =TCC

Figure A.11.18: Elimination du groupe diméthoxytrile de I'extréén5’.

Les conditions acides douces utilisées systématigoe pour éliminer les groupes protecteurs de
I'extrémité 5’ au cours de la synthése automatiséat appliquées en solution. Les oligonucléotides
12’ et 13’ sont donc traités avec une solution aqueuse caaabtique & 80% pendant 1 heure, &
température ambiante. Les résidus, apres lyoptidisgont repris dans I'eau. La phase aqueuse est
ensuite lavée a I'éther afin d’éliminer les résidésivant du trityle libérés lors de la déproteatibes
composésl? et 13 obtenus, sont analysés par CLHP, et caractérigesgectrométrie de masse
électrospray en mode négatif. Les analyses mettentévidence la présence exclusive des
oligonucléotides souhaités, aucune réaction segendast en effet observée. Par exemple, pour le
17-mérel3 3'-d(ZTC CT TTA TTA AAT TTA)5’ nous avons une masgalculée de M = 5278,5
g/mol et nous obtenons I'ion moléculaire [MiH: 5277,1 a partir de ses ions multichargés (&),

(6-), (7-) et (8-) visibles sur le spectre de mafgpure A.ll.19, B. Il en est de méme pour le

chromatogramme, on observe qu’un seul produit 1,8 min.,figure A.I1.19, &

8.) b) Intens. , [M-7H]™
80 4 x1® 753,0
- A =260 et 280 nm tR= 11,8 min. [M-6H]5-
607 878,7
0.80
= 40 -[M-8H]&
= 658.8 [M-5H]>
040 i 1054
209 ¥ 0e45 (M-4H]+
l 1318,2
0.00 0 b i ‘| 2 L r . . : L T

2000 400 600 pinutes 1000 1200 14.00 16,00 18.00 20.00
650 750 850 950 miz 1050 150 50 B50

Figure A.11.19: Analyses du 17-merE3 apres décrochage de la résine, déprotection dicption par CLHP.
a) Chromatogramme CLHP (systeme d’analykeet b) Spectre de masse ESI (systéeme d’analyge IV
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A partir de la quantité d'oligonucléotide2 et 13 déterminée par spectroscopie d’absorption, on
obtient un rendement moyen de 25% (estimé par rappla quantité de support solide initiale et de

son taux de substitution théorique).

Il est & noté que les rendements moyens sont @asdgrieurs de moitié a ceux obtenus pour la
synthese d’'une méme séquence, fonctionnalisétdéliité opposée. Par exemple, I'oligonucléotide
3"5'd-(YTT TTT TTA TTA AAT TTA)3™ et 12 "3-d(ZTT TTT TTA TTA AAT TTA)5™ sont
synthétisés avec des rendement de 25 et 41 % tiegpeent. Il en est de méme pour les compdsés
"5'd-(YTC CTT TTA TTA AAT TTA)3™ et 13"3-d(ZTC CTT TTA TTA AAT TTA)5™ obtenus
avec des rendements respectifs de 25 et 41 %.Cmte&cart doit étre Iégerement diminué a cause du
montage manuel des colonnes dans le cas du sigmbioe modifié, la synthese des oligonucléotides

modifiés a I'extrémité 5’ reste néanmoins plusceftie.

b) Etape 2 : Oxydation de la fonction 1,2-diol aéxtrémité 3’

3 5 3 5
NalO,4
H
HO O-TXX TTT TAT TAAATT TA—-OH —— > ] —OH
/\Of o \[O]/\o TXX TTT TAT TAA ATT TA
12 : 3-TXX =TTT 14 : 3-TXX =TTT
13 : 3-TXX =TCC 15 : 3-TXX =TCC

Figure A.11.20: Formation des "oligonucléotides aldéhyde" atfémité 3’ :14 et 15.

La fonction aldéhyde est ensuite générée a partgrdupe glycéryle par une oxydation au périodate
de sodium aqueux. La réaction est réalisée en qmésd’un excés de périodate, 20 équivalents,
pendant 1 heure a température ambiante. (Le chemaimesynthétique est identique a celui employé
pour l'oxydation du groupe 1,2-diol de l'extrémit® des oligonucléotides modifiés, détaillé
précédemment dans le paragraptie3.edu chapitréA.ll).

Cette étape d'oxydation sélective du diol termistl suivie d’'une purification par CLHP a polarie d
phase inversée. Elle s’avére indispensable pomirédr le formaldéhyde libéré au cours de la coupure
du motif, ainsi que I'exces de périodate de sodiastant. On obtient les oligonucléotidb$ et 15
avec des rendements de 89 et 85 % respectivement.

lIs sont également caractérisés par spectrométriendsse (€lectrospray en mode négatif). Par
exemple, pour le 17-méfb "3'-d(ZTC CT TTA TTA AAT TTA)5™ nous avons une nsge calculée
de M = 5246,6 g/mol et nous obtenons I'ion molécaldM-H'] = 5245,6 a partir de ses ions
multichargés (4-), (5-), (6-), (7-), (8-) et (9-pMles sur le spectre de masfigure A.ll.21, b) Il en

est de méme pour le chromatogramme, on observe geul produit ¢= 12,7 minfigure A.ll.21, 3.
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a) b) Intens. [M-7H]™
x10°
30 748,3
0.50] A= 260 et 280 nn tg= 12,7 min.
-8H] 8
040 [l\2584H7] [M-6H]-
030 20 ! 873,3
2
010 [M-5H]>
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o0 » o [M-4H] %
2.00 4.00 6.00  pginutae 1000 1200 1400 16.00 18.00  20.00 [M-9H] 1310,3
581,8 k
o4 - L -
500 650 800 950 m/z 100 1250 400

Figure A.11.21: Analyses du 17-merEs apres oxydation et purification par CLHP.
a) Chromatogramme CLHP (systéme d’analykeet b) Spectre de masse ESI (systeme d’analyge IV

Le spectre de masse électrospray de l'oligonudédtb met en évidence les ions multichargés

correspondants a I'adduit sodium du produit, es ples espéces caractérisant I'oligonucléotide éésir

[]

En résumé, les particularités engendrées par [sdiion
du "support glycéryle" s’intégrent facilement ddasprotocole classique de
synthese automatisée des oligonucléotides. Il pedmec I'obtention rapide
d’oligonucléotides modifés a I'extrémité 3’ avec Zbde rendement moyen.
Certes, ce rendement est plus faible que celui nobtgour la
fonctionnalisation similaire en 5’, il est néanmsiaxcellent pour ce type de
modification. La méthode est trés conviviale, etau facile a mettre en
ceuvre en deux étapes a partir du support commertiétape suivante
d’oxydation au périodate est tres efficace, méme wu groupe 1,2-diol

accroché differemment a I'extrémité opposée. Leagowoiicléotides sont

obtenus avec un bon rendement moyen d’oxydati®&7%e
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2 - Synthése des "peptides aldéhydes”

Dans cette partie, la préparation de 2 peptidestgars de la fonction

aldéhyde est décrite.

(@]

H H

N P\ /K\ /R\ /V /D\ N\ /R\ /K\ /R\ /R\ /R\
H)Hf SATCKT KT KT TET T NH, H)H( G K" CRT Q7 CRTNH,

0 18 o) 19

Les produitsl8 et 19 serviront de "synthons aldéhyde" pour les coupdaper

éther d’oxime avec les complexes de ruthénium i@ArtChapitre 1V).

[]

2.1 - Rappels bibliographiques concernant l'incorp oration

de la fonction aldéhyde a I'extrémité N-terminale d e peptides

La fonction aldéhyde est un groupe électrophée employé pour fonctionnaliser les
séquences peptidiques. Sa réactivité unique pethestvisager des syntheses convergentes de
macromolécules peptidiques. Leur intérét est égateramplifié par une activité caractéristique en
tant qu'inhibiteur de protéasé.

De ce fait, diverses stratégies ont été décrites produire la fonction aldéhyde sur les peptides
les protéines. Dans la littérature, de nombreuséthades de fonctionnalisation de I'extrém@é
terminale des peptides sont présentées. Elles geot&oit de fagon pré-synthétique en intégrant un
bras espaceur particulier entre le support et pige soit de facon post-synthétique en modifiant
I'extrémité C-terminale libéréé™ Ce type de modification impose une certaine prodencause de
I'épimérisation qu’elle peut engendrer au nivealwcdibone em de la fonction aldéhyde. De son coté,
I'extrémité N-terminale offre uniguement la possibilité d’intedick le motif aldéhyde de fagon post-
synthétique, sous forme de précurseim, une réaction d'acylation. La méthode employée 8t
sélective afin de ne pas altérer les acides antingseptide. Il faut donc éviter d'utiliser la rédioa

de groupe ester ou amide, par exemple, en présknglutamate, ou d’asparagine. L'oxydation de

110 sarubbi, E; Seneci, P. F.: Angelastro, M. R.; ¢eP.; Denaro, M.; Islam K. Peptide aldehydesrdmsbitors of HIV
proteaseFEBS Lettd993 319, 253-256.

111 (@) Melnyk, O.; Fehrentz, J.-A.; Martinez, J.; Grasddéa, H. Functionalization of Peptides and Protbjnsldehyde or
Keto GroupsBiopolymersPept. Sci.200Q Vol. 55 165-186(b) Virta, P.; Katajisto, J.; Niittymaki, T.; Lonnbertl. Solid-
supported synthesis of oligomeric bioconjugaletrahedron2003 59, 5137-5174(c) Gazal, S.; Masterson, L. R.; Barany,
G. Facile solid-phase synthesis of C-terminal pkptldehydes and hydroxamates from a common baekémide linked
(BAL) intermediate J. Pep. Re005 66, 314-332.
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fonction alcool est également incompatible aveprésence de la sérine, thréonine, voire méme de la
cystéine, et de la méthionine.

Certes ces restrictions limitent les possibilitdgis I'utilisation d’'un précurseur offre de nombxeu
avantages attracteurs. En plus d’étre facilemerdrporé a I'extrémité-terminal en fin de synthése,

il est plus stable que I'aldéhyde, facilitant aifiétape de purification en évitant les réactiom n

controlées.

2. 1. 1. - Incorporation par hydrolyse de groupeacétales

] En 1994,I'équipe de Badet a développé l'incorporation d'dérivé porteur d'un
aldéhyde glyoxyligue masqué par un groupe thiodzétae type d’acétale possede l'avantage de
résister aux conditions acides de déprotectioredibération du peptide. Il permet donc un controle
total de I'étape de génération de I'aldéhyde. Ralider leur approche, ils ont préparé ce précurseu

sous forme d’ester activé propice a la synthésédigpe supportée (SPPSY.

prsi” ’}‘)‘D T
o R
Noy

H— Peptide PrSi)ﬁ‘/HN\ Peptide

DIEA / DMF o)
1) TFA/H,0 u 2) N'Bﬁz%o/sgﬁi?:if\?ide /
o]
o]
] En 1995, I'équipe de Tam a imaginé un peptide v‘atemt, porteur de 4 bras

dérivatisés par un motif aldéhyde glyoxylique. st @ormé a partir de I'acylation simultanée des 4
fonctions amines de 2 lysines. Pour cela, le dimgtfacétate de sodium est incorporé en utilisant le
protocole classique de couplage peptidititid.’aldéhyde est ensuite démasqué par acidolyse de

I'acétale en présence d’acide chlorhydrique coméent

112 Qasmi, D.; René, L.; Badet, B. Synthesis of "CHO-COtifep by N-terminal acylation with a glyoxylyl equilent.
Tetrahedron Lett1994 35, 4343-4344.

113 Shao, J.; Tam, J. P.Unprotected Peptides as BgilBincks for the Synthesis of Peptide Dendrimershvixime,
Hydrazone, and Thiazolidine Linkagds. Am. Chem. So&995 117, 3893-3899.
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o)
1) TFA OHC
NHBoc OMe o Hl,\l
2) Na, O , BOP / DIEA
_Lys ) OMe M s
BocHN o OHC™ “HN AN
Lys—Ala—OMe oHe Lys— Ala—OH
BocHN 3) NaOH H HN—
\LyT/ ) Na \"/ '-VT
o}
NHBoc 4) HCl HN
OHC—<
o}
] En 1999, I'équipe d'Hallberg a élargit ce principeun mime d’acide aminé. Ce

synthon posséde I'avantage de pouvoir s'intégrefaden aléatoire dans la séquence peptidique, par

couplage peptidique sur n’importe quelle fonctiomire primairer**

o}
MeO Fmoc
OH ~
OMe NH
Peptid OMe NHFmoc HN )
H,N— FEPUde 7y MeO ™ _Peptide _p
HBTU / DMF
N-methylmorpholine o
1) SPPS‘ l 2) TFA / H,0
o}
H
ide’ HN i
y— Peptide \H . Peptide _g,
o}
] En 2001, I'équipe de Mendal s’est inspirée desamawvd’Agami pour développer un

précurseur sous forme déBoc-N,O-acétaleé’® Il est facilement incorporé par un lien amide, en
utilisant la chimie classique de couplage des acateinés. L'aldéhyde est ensuite rapidement obtenu
par acidolyse. Par contre, il s'avére indispensdblenasquer les deux dernieres fonctions amides du

peptide pour éviter une réaction irréversible diadéhyde.

(\O R Me TFA/ H,0, 95/5 o R Me
N/K)\H/N\ Peptide < _ H)WN\ Peptide D>
| 2 min,, t. a.
Boc O ) 0o
R = H, Me, i-Bu, Bn, CH,OH.
] Sur le méme principe, I'équipe d'Hoeg-Jensen agidtéune protectiorN-Boc-

oxazolidine sur un mime d’acide aminé dérivant adykine. L'aldéhyde est obtenu en deux étapes

114 Johannesson, P.; Lindeberg, G.; Tong, W.; Gogull,Karlén, A.; Hallberg, A. Bicyclic Tripeptide Mistics with
Reverse Turn Inducing PropertidsMed. Cheml999,42,601-608.

115 (3) Agami, C.; Couty, F.; Mathieu, H. Total synthesis(§fDesoxoprosopinine via the diastereoselectaguction of
homochiral2-acyl-N-Boc-oxazolidine$etrahedron Lett1998 39, 3505-3508(b) Groth, T.; Meldal, M. N-terminal peptide
aldehydes as electrophiles in combinatorial sdimse synthesis of sovel peptide isostefe€omb. Chen2001, 3, 45-63.
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successives de déprotection, et d’oxydation. Iiségalement élargit la sélectivité du groupement en
utilisant I'alloc. Son élimination caractéristigpermet de générer le conjugué final, sans décrdeher

peptide du suppoft®

(0] H . \71\
H OA( 1) SPPS N— Peptide’ 1) SPPS o H
/N No —_— H  — _N N
Fmoc Boc > > < e —— Alloc
. 2) Pd(PPh;), /PhSiHz /DCM
2) TFA I H,0 g Peptide ) Pd(PPhy), iHs

HO O O OH
3) NalO,4 / H,O 3) BuyNIO,/ DCM

~N

2. 1. 2. - Incorporation par réduction d’'un groupeamide

] En 1999, I'équipe de Martinez a détourné une nuhefficace d’obtention des
groupes aldéhyde a I'extrémi@terminale par réduction d’amide de Weinreb. Ce tgpaéduction
sélectif est compatible avec la présence des gsoppetecteurs estdert-butyle, ou cyclohexyle,

classiquement utilisés pour masquer les foncticitea du peptid&”’

H , H
Boc.. _-Phe _N _HN--C_ D LIAIH(OtBu)s Boc.. _-Phe _N _HN- D
HN ﬂ/ Léu HN ﬂ/ Léu

(0] (0]

HsC
3 \,l\J o H o
OCHj3

2. 1. 3. - Incorporation par oxydation de groupedl,2-amino alcool,
ou 1,2-diol

] Cette méthode est la plus facilement accessiblrighement. Elle consiste a oxyder
sélectivement au périodate de sodium les group2slidl, et 1,2-aminoalcool, ou encore 1,2-
aminothiol. Les deux derniers motifs sont natureflet disponibles a partir de résidus sérine,
thréonine, et cystéine introduits en utilisant linde standard SPPS. Ce type de réaction a été

largement utilisé, et optimisé.’*® A pH neutre, I'oxydation de la sérine Brterminale est rapide et

118 gpetzler, J. C.; Hoeg-Jensen, T. Masked side-chliehyde amino acids for solid-phase synthesis lagation
Tetrahedron Lett2002 43, 2303-2306.

17 Marielle, P.; Douat, C.; Heitz, A.; Gibbons, W.; iaez, J.; Fehrentz J.-A. Post-synthesis modificabf aspartyl or
glutamyl residue side-chains on solid suppbetrahedron Lett1999 40, 5179-5182.

18 (@) Liu, C.F.; Tam, J. P. Peptide segment ligationtsgya without use of protecting grougaroc. Natl. Acad. Sci. USA
1994 91, 6584-88.(b) Rose, K.; Chen, J.; Dragovic, M.; Zeng, W.; Jearmdda; Kamalaprija, P.; Burger U. New
cyclization reaction at the amino terminus of pegdsiand protein®&ioconjugate Chen1999,10,1038-1043.
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hautement favorisée. Dans ces conditions, elleésavotalement compatible avec les fonctions
chimiques portées par certains acides aminés. Dg, @lle génere la formation d’'un aldéhyde

glyoxylique tres stable.

NHz . Toy 7 H _
R//,,,H\H/N\ Peptide _ H)J\”/N\ Peptide _ oy
X 0 X=SH,R=H, 0o
X=0H, R=Hou Me
] En 2001, I'équipe de Hoeg-Jensen a préparé un rdiagde aminé porteur d'un

groupe 1,2-diol. Ce précurseur est facilement ipoa¥ dans les séquences peptidiques par SPPS,
I'aldéhyde est ensuite rapidement démasqué paydation au périodate. Il se démarque des acides
aminés naturels, car sa fonction cible n’est pgagée dans la liaison peptidique. Il permet d’ireég
directement le synthon dérivatisé par l'aldéhydesaqo@ directement intégré dans la séquence
peptidique. Néanmoins, I'oxydation de la sérineNeterminal est 1000 fois plus rapide que celle du

diol dans les mémes conditioh$.

OTrt
H
OTrt 1) spps o
H - 5 _ H
AN — > — Peptide' -~
H
Fmoc 2) TFA
HO o 3) NalO, / H,O / DMSO o Peptide L OH

2.2 - Présentation de la stratégie utilisée

La stratégie est analogue a celle pratiquée gedadnent lors de la synthese des
oligonucléotides modifiés. Les synthons peptidigfiesctionnalisés sont également issus d'une
méthode mixte de préparation en phase solide sblettion. La fonction aldéhyde est générée post-
synthétiquement suite a la coupure oxydante d'utif paécurseur placé a I'extrémité du peptide. Ce
procédé diverge seulement par le choix du motifndDae cas on préconise la fonction 1,2-
aminoalcool que représente naturellement I'acidmémsériné La coupure oxydante de ce motif par
le périodate de sodium forme un aldéhyde glyoxgigutrémement réactif en présence d’une fonction

oxyamine, et il conduit & la formation d’une liaiséther d’oxime glyoxylique particulierement stable

Le peptide est tout d’abord assemblé sur le supgpolide. Il est ensuite décroché et
simultanément déprotégé, afin d’obtenir la fonctib2-aminoalcool en positioll-terminale. Le

périodate oxyde ensuite le précuseur pour conduaeonction aldéhyde escomptéigre A.11.29.
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(0] (0]
H
%H— Peptide —NH, — HO/\HJ\H_ Peptide —NH,
0 NH,

] %O/\AN— Peptide —<

B

4 p?c:?eucggjrs _NH : @ A N
Fmoc

Figure A.l1.22 Schéma rétrosynthétique de la préparation detsdespaldéhydiques.

Les peptides sont synthétisés par SEPselon la stratégie FmdBl, de I'extrémitéC-
terminale vers I'extrémité-terminale’?® On a choisi de les assembler sur une résine Rinklea
MBHA® afin dlintroduire une fonction amide ef-terminale, générant ainsi une extrémité
hydrophobé?* Ce type de groupement offre aux peptides une eoedl activité métabolique. Dans ce
cas, il faut tout d’abord éliminer le groupe praéec Fmoc masquant la fonction amine d’ancrage du
peptide sur la résine. Cette étape permet de diéarie taux de substitution initial du support, en
effectuant le dosage spectrométriqgbie 299 nm) de I'adduit dibenzofulvéne/pipéridineélié. Le
premier acide aminé est ensuite introduit classigue par une réaction d'estérification entre la
fonction amine de la résine et le groupe carboxidel'acide aminé en présence d'un agent de

couplage, le PyBOP(figure A.11.23.

Fmoc
Me

Me
_JFmoc >|<
MeO  HN O Fmoc-X-OH, PyBOP OMe NH O
N N
G e~ (T
MeO (0] N MeO (@) N
H H
° D ° O

Figure A.11.23: Assemblage du premier acide aminé sur la réink-amide MBHA?.

Les deux synthéses divergent seulement par rapdartechnique d’assemblage des peptides
linaires protégés. Le peptide "NLS", spécifigue ke transfection nucléaire, est préparé
manuellement. Alors que le peptide "Tat", spéatatians la délivrance transmenbranaire, est assemblé

de facon automatisée.

119 Merrifield, M. D. Solid phase synthesis (Nobeltiee). Angew. Chem. Int. Ed. Engl985 24, 789-810.

120 Fields, G. B.; Noble, R. L. Solid-phase peptide bgats utilizing 9-fluorenylmethoxycarbonyl aminddz Int. J. Pept.
Protein Res199Q 35, 161-214.

121 Nicolas, E.; Clemente, J.; Perello, M.; Alberick; Pedroso, E.; Giralt, E. A new approach to thidgphase peptide
synthesis of peptide alkyl-amides and esfEettahedron Lett1992 33, 2183-2186.
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2.3 - Préparation des "peptides aldéhydes " en N-terminal
2. 3. 1. - Synthése du peptide "NLS" aldéhyde 17

a) Préparation du peptide "NLS" précurseur 16

Le synthon "NLS" Na-aldéhyde 17 est préparé a partir de la séquence linéaire
SAPKKKRKVED-NH, 16. Celle-ci est obtenue manuellement selon les ndéthaclassiques de SPPS
en stratégie FmotBu a partir d’une résine de type Rink amide MBHA

OtBu }BU BTC I|3mc Cl)tBu
|

D SPPS AN LN AN NN
/
o WG T e MK K G
Boc Boc Boc OtBu
Rink-amide MBHA®
taux de substitution : 0,76 mmol/g TFA/CH,Cl, | 2h,t. a.

H,O / TIS 77 %

H D—NH, 16

-S P K R V.
AN N\ /7 N\ /
\A/ K/ K K \E/
SPPS : 1) Pipéridine / DMF (1/4) ; 2) Fmoc-D-OH&R), PyBOB (2 éq.), DIEA (3 éq.), DMF.

Figure A.11.24: Synthése du peptide linéaité.

Les cycles de déprotection du groupement prote€oc, en position ddes acides aminés,
sont effectués avec une solution de pipéridine &?2@ans le DMF. Le dosage spectrométrigue (
299 nm) de I'adduit dibenzofulvéne/pipéridine forpermet de suivre le taux de substitution de la
résine au fur et & mesure de I'élongation de laeéce. Cette méthode est tout d’abord appliquée afi
de déprotéger la fonction amine primaire du supgoette premiére étape permet ainsi de déterminer
précisément le taux de substitution initial. Lesglages peptidiques sont réalisés au moyen denftage
activateur PyBOP# et en présence d’un excés de réactifs (typiquethéujuivalents d’acide aminé
protégé et d’agent de couplage). Chaque étap@mesbdlee par les tests colorimétriques classiqees d
Kaise® ou de TNB%* sur un petit échantillon de résine prélevé. UnvisGLHP est réalisé

ponctuellement pour conforter certains tests cmiétiiques ambigus.

122 Coste, J.; Le Nguyen, D.; Castro, B. PyBOP : a newigeegoupling reagent devoid of toxic by-produtetrahedron
Lett. 1990 31, 205-208.

123 Kaiser, E.; Colescott, R. L.; Bossinger, C. D.; Cdakl. Color test for detection of free terminalinengroup in the solid-
phase synthesis of peptidésal. Biochem197Q 34, 595-598.

124 Hancock, W. S.; Battersby, J. E. A new micro-test the detection of incomplete coupling reactionsiidphase
synthesis using 2,4,6-trinitrobenzensulfonic agidal. Biochem1976 71, 261-264.
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Onze cycles de couplage successifs sont nécesgaiuesobtenir le peptide précurseur. Il reste la
derniere étape d'élimination du groupe Fnide-terminal pour achever la partie supportée de la

synthese. Ce dernier traitement a la pipéridinenpede libérer le motif 1,2-aminoalcool cible.

Le peptide est ensuite décroché de la résingadéetoent déprotégé par acidolyse au moyen de
I'acide trifluoroacétique a 95 % dans le dichlordhade. L'utilisation d’agents nucléophiles;(Het
TIS, est indispensable pour piéger les carbocatienbutyle libérés? La protection de I'arginine
avec le Pmc (2,2,5,7,8-pentaméthylchroman-6-sul&rignpose ces conditions acides concentrées en
TFA. Ce traitement n’est pas contraignant puisgueelptide est mono-fonctionnalisé a I'extrénhité
terminale. Il n'y a donc aucune déprotection séleca réaliser. On laisse agir I'acidolyse 2 heures
température ambiante pour éliminer efficacemente®les protections. La solution est récupérée,
concentrée sans précaution particuliere. Le pegifdest finalement obtenu sous la forme d’un sel
d’acide trifluoroacétique, apres purification CLIgPprécipitation a I'éther, avec un rendement de 77
%. Il est analysé par CLHP et caractérisé par speétrie de masse, ou il est identifié par ses ions

multichargés (2+), (3+), et (4+), sans détectenlimoléculairefigure A.11.25.

a) tR= 13 min. b) Intens.7 ] [M+ 4H]4+
x10° ¢ | 321,8
16
51 [M+ 3H]3+
4] 428.,8
3 4
2 [M+2H]2+
642,7
k. s
w—/ 0 sl s I.i. PN L i . l ;

300 400 500 mwz 600 700

Figure A.11.25: Caractérisation du peptid® isolé.
a) Chromatogramme d’analyse CLHP (systegieb) Spectre de SM-ESI (systeme)V

b) Préparation du peptide "NLS" aldéhyde 17

La fonctionnalisation de la séquence sur I'exttér-terminale par la fonction aldéhyde
glyoxylique est générée par coupure oxydante diduéserine. Celle-ci est réalisée dans I'eau en

présence d’'un exces de périodate de sodium (.3 éq.

0 0
_ Na|O4 / Hzo _
HO A/P\K/K\K/R\K/V\E/D NH H A/P\K/K\K/R\K/V\E/D NH;
1h,t. a., 81%
NHs 16 TFA © 17

Figure A.11.26: Synthése du peptidé-glyoxaldéhydel7.

125 pearson, D. A., Blanchette, M., Baker, M. L., andn@an, C. A. Trialkylsilanes as scavengers for tifeibroacetic acid
deblocking of protecting groups in peptide syntheltrahedron Lett1989 30, 2739-2742.



-82 - A.ll- Fragments aldéhydes Résultats et discussion

L'évolution de la réaction est déterminée par CLEIR est compléte apres 1 heure. Elle est suaiie p
une étape de purification indispensable pour élmias sels d'iode, Nalen exces et NakJ¥ormé,

ainsi que le formaldéhyde libéré. Le compagést obtenu avec un rendement de 81 % (rendement de
I'étape d’'oxydation). Il est caractérisé par spmuiétrie de masse électrospray en mode positifl ou i
est détecté sous forme d’hydrdfigyre A.11.27).

a) Spectre MS-ESI du produit du prodi apres purification.

3,0 1

Intens.
X0 [M+H,0+H]=
3 A 1271,4
2,54 ¢
21 [M+2H]*
627,8 [M+H]
15 1253,5
1 1230 1240 1250 1260 1270 1280
N
[M+H,0+2H]2
0,5 636,8 \
Pl A ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ b
400 500 600 700 800 ™2 900 1000 1100 1200 1300
b) Chromatogramme CLHP du brut réactionnel au c) Attribution des pics du spectre MS-ESI du
bout d’'1 heure d’oxydation (avant purification) produit1? pur.
tg=13.7 min. Attribution des pics m/z (calc. m/z (exp.
Nalo, A7 M+ HT" 1253,8 1253,5
- [M + H,O + 1H]* 1271,5 1271,4
[M - H,0 + 1H]" 1235,5 1235,5
M + 2H"* 627,7 627,8
[M + H,0 + 2H]* 636,7 636,8
__/L_““T [M-H,0 +2H]* = 6187 618.6
== [M - H,O + 3HT* 4128 412,6

Figure A.11.27: Caractérisation du peptidg. a) Spectre de SM-ESI (systeme)lYb) Chromatogramme
d’analyse CLHP (systemg)] c) Attribution des pics du spectre de SM-ESI.

2. 3. 2. - Synthése du peptide "Tat" aldéhyde
a) Préparation du peptide "Tat" précurseur 18

Le synthon "Tat'Na-aldéhydel9 est préparé quant a lui a partir de la séquenéaitieH-
SGRKKRRQRRRNH, 18. L’élongation du peptide protégé est réalisée mat@muement par SPPS

selon la procédure FmaBU, sur la résine Fmoc-Rink amide MBRA
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Pbf tBu  Pbf Boc Pbf Pbf  Pbf

| | | | |
R SPPS SR KL RO R R
/ '\ > HoN G NG N NN
= N 2 K R R N
o N-Resmed T COR YR s
Boc Pbf Trt Pbf
Rink-amide MBHA®

taux de substitution : 0,61 mmol/g TFA/ CH,Cl, oh t. a

H,0 / TIS 11 %

18 H—S K R —NH
== RN N RO R 2
G K R Q R

SPPS : 1) Pipéridine / DMF (1/4) ; 2) Fmoc-R-OH(R), PyBOP (2 éq.), DIEA (3 éq.), DMF.

Figure A.11.28: Synthése du peptide linéait8.

Le peptide est assemblé par des cycles répétésuggage/déprotection, en utilisant le duo
classique PyBO®pipéridine. Le synthétiseur impose certaines necatibns pratiques, comme le
doublement systématique des étapes de couplagecPRaqgue bloc, on utilise des excés comparables
en acide aminé, PyBOPet DIEA de 2,3 équivalents chacun en solutiorsdarDMF. Les quantités
nécessaires sont déterminées post-synthétiquempattia du taux de substitution théorique de la
résine (estimé a 0,8 mmol/g). A la fin du premieuglage, les solutions de pipéridine issues de la
déprotection du Fmoc sont récoltées afin d'évalaetaux de substitution réel. La synthése se fait
également en 11 étapes successives. La résipasste transférée dans un réacteur, ou le peptide
18 est récupéré grace a une solution concentrée de arB5 %, en présence des nucléophiles
classiques (TIS et ). Ce traitement permet alors simultanément deod@er le peptide du support
et de déprotéger complétement tous les résidust Egalement le groupe protecteur de I'arginine, le
Pbf : 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5eswf, qui impose ces conditions acides
concentrées en TFA pendant 2 heures. Le peptidaife est obtenu avec un rendement global de 11
%, aprées purification et précipitation a I'éther.

Ce modeste rendement peut s’expliquer par la pcésda 5 résidus arginine dans la séquence. Ces
acides aminés sont particulierement encombrantudecae leur propre structure, et cet effet est
augmenté par les groupes protecteurs macrocycligbe<t de plus, I'enchainement de 3 résidus en
début de séquence nuit irrémédiablement au tasublgtitution de la résine. D’ailleurs une synthése
similaire manuelle de ce peptide entraine égalemenéndement faibl@.

Il est ensuite analysé par CLHP et caractérisé&pactrométrie de masdeg(re A.l11.29. On
observe de fagon moins intense I'ion moléculaire- I = 1482,6par rapport a ses ions multichargés
caractéristiques, (2+), (3+), et (4€iglre A.l1.29, B.

® Forget, D., thése de doctora@02 LEDSS, UJF Grenoble. Rendement de 46 % aprésitaése manuelle du peptide par
SPPS selon la procédure FriBe/, sur la résine Fmoc-Rink amide MBRAAchapitre 11).
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a) Chromatogramme d’analyse CLHP b) Spectre de SM-ESI.
0.014 tR= 10,8 min.
18 2,5 qIntens. [M+ 3H]3
— x 10° 494,8
0.012 2
2 15 [M+2H]2*
0.008 741,9
1 [M+ aH) 4
371,5 [M+H]+
0004 05 { 1482,6
0 bl L |_ ‘I 1 !
0.00
300 500 700 m/z 900 100 1300 1500

s 10 25 30

15 20
Minutes

Figure A.11.29: Caractérisation du peptid8 isolé.
a) Chromatogramme d’analyse CLHP (systegeb) Spectre de SM-ESI (systeme)V

b) Préparation du peptide "Tat" aldéhyde 19

La fonction aldéhyde glyoxylique est obtenue paxyldation au périodate du résidu sérine.
Elle est réalisée selon le protocole similaire Bicatilisé précédemment pour préparer le composé

17: en milieu aqueux et en présence de 3 ég. d’oxydan

o o}

R. K_ R. R. R—NH NalO, /H;0 H R K. R. R R—NH
o < \K/ Ny \Q/ N 2 o \K/ g \Q/ Ny 2
1h,t. a.,, 82%
(@]

18 19
Figure A.11.30: Synthése du peptidé-aldéhydel9.

Le suivi par analyse CLHP du brut réactionnel aoméi que I'oxydation est totale aprés une heure de
réaction. L'aldéhyde glyoxylique correspondd@test finalement obtenu avec un rendement de 82 %
(rendement de I'étape d'oxydation). |l est égalemearactérisé par spectrométrie de masse

électrospray en mode positif, ou il est détecté $oume d’hydrate.

500

Intens. [M_HZO + 3H]3*
0.012 _ . x10° 4785 [M+3H]2+
tr= 11,7 min. 100 ik
0.008 [M+2H]2
] E 300 726,2
=)
=
0.004 |
200
0.00 00
5 10 15 20 25 30 0
Minutes 400 500 600 mz 700 800

Figure A.11.31: Caractérisation du peptid®.
a) Chromatogramme d’analyse CLHP (systegieb) Spectre de SM-ESI (systeme)V
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Dans ce cas, les especes multichargées issuearddyte par spectrométrie de masse du peptide
aldéhydel9 se caractérisent jusqu’a la perte de deux moléadileau. Ce phénomene est di a la
technique d’ionisation par électrospray qui exhéquilibre de solvatation entre la forme carbomylé
de l'aldéhyde et sa forme gem-di6i.Techniquement, on retrouve donc les deux espéacghase
gazeuse dans la source du spectrometre apres ipatighn du solvant. Elles vont étre ensuite

indistinctement fragmentées pour donner les esptagées visibles sur le spectre.

[]

En résumé, la dérivatisation d'un peptide par letimaldéhyde est
tres efficace et facile d’acces selon la procédapeliquée. Il suffit d’intégrer
les groupe 1,2-aminoalcool précurseur a l'extrémité peptide en fin de
synthese sous la forme naturelle de la sérine. Né@ams, la préparation du
peptide Tat s’avere plus délicate a cause de I'ailtdment néfaste de 3 acides
aminés arginines dont le motif guanidine est prét@gr un groupement trés
encombrant. L'étape ultérieure oxydante au périedd sodium est rapide et
compatible avec le peptide totalement déprotégéneiant ainsi de former
avantageusement l'aldéhyde en toute fin de synthésepeptides aldéhydes
sont finalement obtenus avec un bon rendement nibgeydation de 81 %.

Cette méthode conviviale est d’autant plus intérets qu’elle
permet d’envisager I'incorporation éventuelle dutihaldéhyde n’importe ou

dans la séquence peptidique, le cas échéant.

126 Buré, C.; Gobert, W.; Leliévre, D.; Delmas, A. lousce fragmentation of peptide aldehydes and acetdluence of
peptide length and charge stateMass Spectron2001 36, 1149-1155.
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Conclusion

Les différentes méthodes abordées témoignent delyaalence
de l'insertion d'un motif aldéhydique a I'extrémitie biomolécules. Il est
incorporé sous la forme dun méme précurseur glleér ancré
indifferemment a I'extrémité d’oligonucléotides, @& peptides avec une
grande efficacité. L’aldéhyde est ensuite facilentgmasqué par la coupure
oxydative spécifique de ce motif. D'ailleurs I'apphe a l'extrémité 3’
d’oligonucléotides se fait simplement selon la gawre classique de
synthese automatisée d’oligonucléotides sur un adipgolide particulier,
incluant le groupe 1,2-diol, dont le principal atage réside dans sa
disponibilité commerciale.

Il et a noter que les oligonucléotides 1,2-diol tsextrémement stables, voire
méme pendant un temps relativement long de stockage’observe pas I’
hémiacétalisation du groupe 1,2-diol, ni son éliatian, comme

précédemment observé pour le motif 1,2-aminoaletiigé au laboratoire.

L’ancrage de ces synthons aldéhyde aux complexasegposé au chapitre
IV. Les résultats des études photochimiques ebphgsiques des conjugués

ainsi obtenus seront présentés dans la partie B.
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Chapitre Il : Préparation des "complexes de

ruthénium(ll) oxyamines"

L'une des deux étapes préliminaires pour la syrhékes
conjugués consiste a mettre au point la fonctioisaiibn des complexes
polyazaaromatiques de ruthénium(ll) par le groupeléophile. Nous avons
choisi de préparer deux nouveaux complexes entfigafonction oxyamine
protégée sous forme de carbamate sur deux typescodedinats du
ruthénium: le ligand 1,10-phénanthroline et Ile aligi 1,4,5,8-
tétraazaphénanthrene. Dans un premier temps, cepittha relate la
fonctionnalisation des ligands, avant de détailleur incorporation dans les

complexes du ruthénium, pour terminer par la likgna de I'oxyamine.

1 - Synthése des ligands fonctionnalisks

Dans cette premiere partie, la préparation 8dgjands du ruthénium est décrite.

e
EX| NjﬁNJVo\N 0 25:X=CH = Phen-ONHBoc
o H H
NS

N X 29:X=N = TAP-ONHBoc

NJ B

Les produit25 et 29 sont ensuite envoyés a Bruxelles pour permettsyi#hese des

complexes de ruthénium correspondants (Paragraphe2.

[]

0 |es ligands sont notés Phen-ONHBoc et TAP-ONHBomduis sont porteurs de la fonction oxyamine pré&g
I'extrémité du chainon fonctionnalisé, alors gs#ront notés Phen" et TAP" quand ils sont portdars fonction oxyamine
libre.
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Les groupes nucléophiles oxyamine sont introduitdifféremment sur le ligand
Phen: 1,10-phénanthroline, ou TAP: 1,4,58-temphénanthréne, sous formeéN-Boc
monoprotégé¥’ La méthode mise en oeuvre permet de prépareymeisans25 et 29, en seulement 4

étapes successives a partir des amines cycliquespondantedigure A.lll.1).

o)
N P H o) 0 k
_ N ONHBoc _ N
[\NQ \P)/\H — [\NQ \[C])/\NHZ + R\OJ\/O\HJ\O
N N 24
25: X =CH U
29: A= N

_ NH,
CI
N

Ny

Figure A.lll.1: Schéma rétrosynthétique de la préparation dgaritlis oxyamines".

Cette succession d'étapes s'est imposée a causefalenulation du composé porteur de la fonction
oxyamine24 choisi. Son incorporation requiert une réactioacgllation entre sa forme activée et la
fonction amine visée. Le procédé le plus rapidesisbarait a I'ancrer directement sur I'amine
aromatique. Malheureusement le caractére aromatiquéamine exo cyclique lui fait perdre de sa
nucléophilie. En effet, cette fonction amine primagst désactivée a cause de la délocalisationrde s
doublet non-liant dans les cycles aromatiques adjac Le couplage direct se retrouve donc tres
défavorisé, a moins d’avoir recours a un fort exd@ster activé du précurseur de I'oxyamzse
Cette possibilité rendrait la réaction fastidieletesurtout trés onéreuse. De ce fait, il a falutisager
une méthode indirecte. Dont la premiére étape riestetaction d’acylation délicate de I'amine
aromatique. Par contre, elle est réalisée a paetiranhydride mixte dérivant de la glycine. Cette
astuce permet de s’affranchir de la faible réagide I'amine grace a un excés controlé de rébaotif
marché. De plus, elle permet d’introduire une ndavenction amine, idéale pour intégrer ensuite le

"synthon oxyamine24, grace a une seconde acylation.

127 Deroo, S.; Defrancq, E.; Moucheron, C.; Kirsch-Deskheaker, A.; Dumy, P. Synthesis of an oxyamindainimg
phenanthroline derivative for the efficient prepina of phenanthroline oligonucleotide oxime corgtes.Tetrahedron Lett.
2003 44, 8379-8382.
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La fonction amine primaire est donc le pilier cahtte la stratégie développée. Elle permet d’agcéde
a la fonctionnalisation du composé aromatique fEssémblage successif de fragmewis deux
réactions d’acylation. La fonction amine aromatigtent peu réactive, hous avons choisi d’accrocher
un chainon glycidyl pour incorporer une amine aijue plus réactive. En effet, la réaction deecett
amine aromatique avec des précurseurs actives tdtiargamine s’avere inefficace. De plus, le lien
glycidyl ainsi formé offre deux liaisons amidesérgssantes pour leur importante stabilité. Elles

donnent également une certaine rigidité au braspola fonction oxyamine.

1.1 - Synthese du "ligand 1,10-phénanthroline oxyamine " 25

Ce ligand est synthétisé en 4 étapes a partir rdgupseur 5-nitro-1,10-phénanthroline
commercial. Sa disponibilité évite une étape dtdicke préparation a partir de la 1,10-phénantteplin
en milieu acide concentré et & haute températtitéavancement des différentes phases est déterminé
par chromatographie, soit par CCM, soit CLHP ensphinverse et chaque intermédiaire est

caractérisé par RMRH et**C.

1.1. 1. - 5-amino-1,10-phénanthroline 20

La 5-amino-1,10-phénanthroling) est obtenu par la réduction du groupe nitro
exocyclique, avec I'hydrate d’hydrazine comme damrihydrogene. La réaction est effectuée dans
I'éthanol absolu en présence d'une quantité cadmigt de palladium sur charbon (Pd/C), et en
chauffant 3 heures a 70 °@iggre A.l11.2).*°

N02 NH2N H2
Pd/C cat.

—>
EtOH absolu

70C, 3h,
77 %

Figure A.lll.2: Etape 1 synthése de la phénanthrol 2@

La phénanthrolin@0 est isolée par précipitation avec un rendementZdé.7

128 5mith, G. F.; Cagle, F. W. J. The improved synthe§b-nitro-1,10-phenathroling. Org. Chem1947, 12, 781-784.
129 | ecomte, J. P.; Kirsch-De Mesmaeker, A.; Demeukyit.; Lhomme, J. JSynthesis and characterisation of a new
DNA-binding bifunctional ruthenium(ll) complexchem. Soc., Faraday Tran$993 89, 3261-3269.
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1. 1. 2. - Introduction de la glycine protégee 22

La premiere acylation s'effectue en utilisant nhgdride de N-(tert-
butoxycarbonyl)glycine21**° Ce dernier est formé en faisant réagir un doubleé® d’acide
correspondant avec N,N’-dicyclohexylcarbodiimide comme agent activatdigufe A.lll.3, @. Une
fois formé, I'anhydride de glycin@1 est concentré, et immédiatement ajouté au comgosén
solution figure A.llIL3, b). Trois cycles d’addition consécutifs de lI'anhydri21 sont ensuite
nécessaires pour obtenir un taux de conversionmaxde20 en22. Chaque cycle correspondant a
I'ajout de deux équivalents d&l par rapport a la quantité @8. Cette consommation excessive de
I'anhydride s’explique par la faible réactivité de I'amine egpclique. On réalise seulement des
additions successives de 2 équivalents d’anhyd@dlepour éviter d’éventuelles bis-acylation
secondaires de I'amine libre. L’évolution de laatéan est déterminée par CLHP. Le comp@a&ést
finalement obtenu apres 45 heures de réactioréqtivalents d’anhydrid21, sous forme d’une huile
épaisse orangée. Il est donc longuement séché peasion réduite afin d’obtenir une "pseudo-
poudre”. L'analyse RMN du protd800MHz, ds-DMSO) du produit résultant a permis de confirmer
la présence d'une seule extension oxyamine. Lepgraaxyamine est facilement apparent sur le
spectre grace au signal caractéristique du greempeutyle du Boc a 1,43 ppm. Mais elle a révélé la

présence d’'impuretés qui ont ensuite été élimipdeshromatographie sur gel de silice.

a)

0 O o
;(O\H/H\)]\OH DCC/CH;CN BocHN\)I\O)J\/NHBoc 21
o)

1h, t.a., argon

H
NH N
F 2
| _1 CH3CN = | \H/\NHBOC
N —_— X 0]
N | 15h, t. a., argon N |
20 N Nx 22

Figure A.ll1.3: Etape 2 synthése de la phénanthrol22

b)

1. 1. 3. - 5-(glycinamido)-1,10-phénanthroline 23

La fonction amine a l'extrémité de l'extensiont ensuite libérée. Pour cela, le

groupement protecteur Boc est éliminé par acidaligses I'acide trifluoroacétique aqueux a 50 %. Au

130 Chen, C. H. B.; Sigman, D. S. Nuclease activity dDiphenanthroline-copper: sequence-specific targefiroc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A1986 83, 7147-7151.
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cours de cette étape, I'eau sert de nucléophilgepiede carbocatiortert-butyle libérés, empéchant

ainsi I'alkylation des fonctions amines.

0]
N )]\ J&
N
Z \H/\N o TFA aqueux 50 %

« o H . , TFA

Q 3h, t. a.

Figure A.lll.4: Etape 3 synthése de la phénanthrol2@

Aprés 3 heures a température ambiante, et contientrée produit23 est récupéré sous forme de
"gomme orange". La présence de I'amine librecesfirmée par la disparition du signal tut-butyle

a 1,43 ppm dans le spectre de RMN du proton.

1. 1. 4. - Introduction du motif oxyamine protégé25

La phénanthrolin@3 est ensuite directement soumise a I'acylationidin@ette ultime
étape de fixation du groupe fonctionnel oxyamineréalisée au moyen d'un ester actNéBoc-
aminooxysuccinimide. Pour cela, il faut au préagmiéparer I'ester activé adéq4t™" On choisit
de réaliser une estérification en une seule étapartr de I'acide aminoxyacétique commercial
porteur d’'une fonction oxyamine masquée par un ggment protecteur Bdé? Sa fonction acide
carboxylique libre est tout d'abord activée par darbodiimide (DCC). Elle est suivie d'une

transestérification pour former I'ester succinim{tigure A.111.5).

HOJVO\NJ)\OJ\ DCC / NHS § )Jv Jx

H AcOEt / Dioxane
t. a., 3h, 90%

Figure A.llIl.5: Schéma de synthése de I'ester de succinimidyl-Boc-O-(carboxymethyl)hydroxylamine.

Au bout de 5 minutes & 0°C, on voit apparaitid,Id’-dicyclohexylurée résiduelle non soluble dans le
milieu réactionnel. Aprés 3 heures d’agitation @ngérature ambiante, filtration, traitement et

précipitation, on obtient I'est&t4 sous forme de poudre blanche avec un rendemdidrdee de 90

Bl1de, H.; Akamatsu, K.; Kimura, Y.; Michiue, K.; Mimo, K.; Asaeda, A.; Takamori, Y.; Kubo, K. Synsieand damage
specificity of a novel probe for the detection bhaic sites in DNABiochem 1993 32 8276-8283.
132 vilaseca, L. A.; Rose, K.; Werlen, J. R.; Meunier; ®fford, R. E.; Nichols, C. L.; Scott, W. L. Peit conjugates of
defined structure: synthesis and use of a newaramoleculeBioconjugate Cheni993 4, 515-520.
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%. Le produit24 est caractérisé par RMN du proton dans le GIp&t la présence de quatre singulets,

correspondants aux quatre groupes de protonsrdeléule.

L’ester activé24 est ensuite engagé dans la derniére étape detfonnda ligand25.

(e} H
&OY\ONHBOC N \/ | N\[C])/\NHZ DIEA / DMF \"/\N)I\/O\
o © N

| 30 min., t.a., argon

N 71% (3 étapes)

24 23
Figure A.111.6: Etape 4 synthése de la phénanthrol2fe

L’acylation de la fonction amine se déroule dandifeéthylformamide amené a pH basique par ajout
d’'une base organique (la DIEAgure A.llIL6). La réaction conduit au composé Phen-ONHBoc brut
en quelques minutes. L’analyse CLHP résultanteicuafla rapidité de I'acylation. Apres purification

sur gel de silice, le produ25 est obtenu avec un rendement de 71% (pour lesp@sit

Le produit25 est ensuite caractérisé en RMN du proton dads@EVISO. On observe notamment le
singulet a 1,40 ppm typique du groupe protecteuc BBuU). Il a également été caractérisé par

spectrométrie de masse en mode d'ionisation Elipaon moléculaire Ma m/z = 426,0.

1.2 - Synthese du ligand "1,4,5,8-tétraazaphénanthréene oxyamine
29

Le dérivé tétraazaphénanthré2@ porteur de la fonction nucléophile masquée est

quant a lui synthétisé a partir du précurseur Ranii4,5,8-tétraazaphénanthre2@ Ce produit est

synthétisé par Deroo S. a Bruxelles, en deux éidigese A.111.7)."%

NH,
N NH

NHs / Na HoN NH,  CHO-CHO “ 2N Ny
LU s, € ST
H,N NH N N SN i

MeOH anh. 2 2 H,0/EtOH I N N

NH, 3h, 50C 26 s
argon ' = 22 % 6 %

Figure A.lIL.7: Procédure de synthése du précurseur 9-aminb;&;ttraazaphénanthréne.

13% (a) Rogers, D. Z. Improved synthesis of 1,4,5,8,9,12aheatriphenylend. Org. Chem 1986 51, 3904-3905.(b)
Moucheron, C.; Kirsch-De Mesmaeker, A.; Choua, Siéfysics of Ru(Phes(PHEHATY" : A novel "Light Swicht" for
DNA and photo-oxidant for mononucleotidésorg. Chem1997, 36, 584-592.
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La premiere partie consiste a réduire les troisctions nitro du précurseur 1,3-diamino-2,4,6-
trinitrobenzene en amine primaire par la réductiten Birch. Le produit pentaaminé obtenu est
directement condensé avec le glyoxal pour formeé-#mino-1,4,5,8-tétraazaphénanthr@ge Cette
seconde étape entraine également la formation @roduit secondaire : le 9-amino-1,4,5,8-
tétraazaanthracene. Aprés séparation sur coloratenthe, les deux produits sont obtenus avec des

rendements respectifs de 22 % et 6 %.

On applique ensuite le procédé précédemmenttdeémur le ligand phénanthroline

oxyamine25, de I'étape 2 a 4igure A.111.8).

H
N NH, N N
[/ | 21/ CH,Cl, [/ | N NHBoc
X —_ > X 0]
N N N N
| 15h, t. a., argon |
o6 Nx NQ 27

0] 0]
H
N + N N )j\/o\ )I\ J&
TFA aqueux 50 % [~ NH DIEA/DMF # N O
e (U0 e (0 E

6h, t. a. SN 30 min., ta., argon Sy

N N
NJ 28 70% (3 étapes) NJ

TFA

Figure A.111.8: Synthése totale du ligand 1,4,5,8-tétraazaphfirame29.

L’avancement des différentes phases est égalemahiéépar CLHP en phase inverse, et chaque

intermédiaire est caractérisé par RV et °C. L’analyse CLHP des différentes étapes est ptésen

a la figureA.lll.9.
9-amino-TAP: 26 9-(N-(Bogglycinamido)-TAP: 27 9-glycinamido-TAP: 28
Produit de départ, Brut en fin de réaction ast, Brut en fin de réaction gt
(étape 2 (étape 2 (étape 3
- tR= 4,7 min. 060 tR= 5,4 min. tR=4,0 min.

= trR=4.8min. 26
01 = 4.8 min. 040
= 4.8 min. : .
R tr = 5.3 min. 27
oi0{ 26 \ /
0,00} 0,00
200 400 600 800 1000 1200 T T T T T T
Minutes 200 400 600 800 1000 1200 200 400 600 800 1000 1200
Minutes Minutes
300 400 500 nm 300 400 500 nm
297 4.7 min. 249 , 292 4,0 -5.4 min.

241 26 27 - 28

369
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9-((N-(Boc)-O-(carboxyméthyl)hydroxylamine)-glycimédo)-TAP : 29

tg=53mi W M0 0w
R= % min. 249 , 292 5,3 min.

29

160
120

0380

tp = 4.8 min.

2N\

200 400 800 800 1000 12,00
Minutes

B2 Brut en fin de réaction &4

min.» (étape 4

0,001

Figure A.111.9: Bilan CLHP de I'évolution de la synthése du tidal,4,5,8-tétraazaphénanthr@@TAP :
1,4,5,8-tétraazaphénanthréne). En plus des chrgnaaones, la détection en absorption UV-visibleples
caractéristiques est présentée (systemes d’'analyse

On voit que le taux de conversion des réactionpresque total, pour des temps de réaction
intéressants. Une différence apparait par rapparsgnthése homologue du ligand phénanthr@me
elle se situe au niveau de I'étape 2 (la premiéaetion d’acylation). En effet, en réalisant uncuiei
cycle d’addition de I'anhydridgl, on forme presque totalement le prodit Méme s'il reste encore
une trace de produit amine libre, on choisi de gainre le cycle réactionnel pour éviter de forneer |
produit bis-acylé en ajoutant un fort exces d’amtded21. D’aprés le chromatogramme, il reste 4 %
de 9-amino-1,4,5,8-tétraazaphénanthrgéeOn retrouve cette impuref tout au long de la suite
réactionnelle. Elle est éliminée lors de la puafion finale par chromatographie sur gel de sil@e.

obtient ainsi le ligan@9 avec un rendement global de 70 %.

L'intégrité structurale de tous les intermédiaiess également déterminée par RMM,(*°C). Les
attributions sont déterminées a partir des dondéek littératuré® Il n’existe pas de différences
majeures pour les déplacements chimiques des @sbeinprotons aromatiques. Les produits se
différencient uniquement par leur chaine aliphatig’ailleurs, le spectréH de l'intermédiaire 9-
glycinamido-TAP :28 se caractérise par le signal large de 'amineiteal® vers 8 ppm. Cette amine
est fortement déblindée par rapport au déplacerdamie amine aliphatique classique, et son
intégration est supérieure a deux protdiggife A.l11.10). Ces indications confirment qu’elle se trouve

sous la forme de sel d’ammonium de TFA.

134 (@) Naesielski-Hinkens, R.; Benedek-Vamos, M.; Maeténs]. Heterocyclic. Chenl98Q 17, 873-876.(b) Defay, N.;
Maetens, D.; Naesielski-Hinkens, Rrg. Magn. Res1984 22, 340-344 (c) Deroo, S. Thése de doctorat, Université Libre
de Bruxelles2006
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Q266

i S

9.264

T sy

3.251
4190

— 11108

H H

1 H
M. 104 Kl _
\HXNHS |
A

o}

269 1.85

Il e

1.20 11.00 940 . 8.50 8.10 4.30

Figure A.I11.10: Spectre RMNH (300 MHz,d;-DMSO) de l'intermédiair®-glycinamido-TAP 28.

On retrouve également cette caractéristique pouetmédiaire 5-glycinamido-Pher23.

[]

En résumé, les deux "synthons oxyamines" : le Ri¢HBoc25 et le
TAP-ONHBoc 29 sont obtenus suivant une stratégie analogue, ases

rendements proches de 70 %, a partir des produntsiés correspondants.

2 - Synthese des complexes de ruthénium fonctiorlisgs

Dans cette seconde partle,préparation des 2 complexes de ruthénium esitdéc

N 2+
Q 30: X=CH
H O 0O _ 2+
& SX = [Ru(TAP),Phen-ONHBoc]
Q //// \\\N Nf N&O\ NAO/}Y 2
o H H
31:X=N

= [Ru(TAP),TAP-ONHBoc]**
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L’assemblage des deux types de complexe se faibdls, dans le laboratoire du
Pr. Andrée Kirsch-De Mesmaeker, dans le cadre deoli&aboration LEA. Les molécules
sont synthétisées sous leurs formes protégées pgrptotecteur Boc) par S. Deroo. La
déprotection est ensuite réalisée a Grenoble.
La protection Boc de l'oxyamine est donc élimineaurpdonner les complexes de

ruthénium(ll) porteurs de I'oxyamine lib&3 et 38 (Paragraphe A.111.3).

[]

La synthése des deux complexes de ruthénium estedaditre d’'informationParagraphe 2.1

2.1 - Stratégie de synthese

La stratégie classique comprend deux étapes :
1- la préparation d’un précurseur bischélaté TRIR),Cl,]**.*°
2- la substitution des deux chlores par le ligaiaentate fonctionnalisé 1°
La stratégie classique a di étre rallongée d'uapeétfin de préserver le groupe protecteur
butoxycarbonyle de la fonction oxyamine. En effatjui-ci s'est avéré labile dans les conditions
utilisées ensuite pour l'introduction du ligand 0dMeOH : 1/1, v/v, a reflux pendant plusieurs
heures). La nouvelle étape consiste & activer meptexe [Ru(TAP)CI;]?* sous la forme bis-aquo :

[Ru(TAP)(H,0),]* (figure A.1I1.11).

rullcly] 200 M RuTAR),Cll 22N e TAP)(H
[Ru™Cls] — e [RUTAP)CL OB [RU™(TAP),(H20),]

3)L | DMF, A

N

25 : L = Phen-ONHBoc Il
L=TAP-ONHBoc  LRU (TAP)2(L)]

N

Figure A.lll.11 : Stratégie globale de synthése en trois étapesaeglexes du ruthénium fonctionnalisés.

2.1.1.- Préparation du complexe [Ru(TARLCI,]**

15 gyllivan, B. P.; Salmon, D. J.; Meyer, TMixed phosphine 2,2"-bipyridine complexes of ruthiem Inorg. Chem1978
17, 3334-3341.
138 Belser, P.; Von Zelewsky, Aelv. Chim. Actd 98Q 63, 1675-1702.
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Cette premiére étape se fait selon la méthodetelgour le composé Ru(bp@l,.**®
Celui-ci est synthétisé par réduction de Rugi présence de LiCl et de deux équivalents dadiga
1,4,5,8-tétraazaphénanthrene dans le DMF a refltévolution de la réaction est suivie par
spectroscopie d’absorption UV-visible. Elle est sidérée comme compléte lorsque I'absorbance
caractéristique du complexe bischélaté, a 540 nteina son maximum d’intensité. Le produit est
alors recristallisé dans le DMF sous atmosphéreéttame pendant deux jours. Le précipité obtenu est
lavé a I'eau, & I'éthanol et séché a I'éther. Lécprseur [Ru(TARLI,]* est caractérisé par RMM &
300 MHz dans lele-DMSO. Il est obtenu avec un rendement de 45 %.

2.1. 2. - Préparation de l'intermédiaire [Ru(TAP)(H,0),]** ¥’

Cette étape d’activation du précurseur bisch@até&éalisée par I'eau, en présence de
deux équivalents de nitrate d’argent. La réactiersabstitution des chlores par les molécules@'H
est également contrdlée par spectroscopie UV-esiBlle est interrompue lorsque I'absorbance
caractéristique du complexe [Ru(TA@.0),]?*, & 490 nm, a atteint son intensité maximale, @it
bout de 90 minutes environ. Le chlorure d’'argestdidel est simplement éliminé par centrifugation.

Apres concentration du solvant, le produit estal@ment engagé dans la derniere étape de chélation.

2. 1. 3. - Préparation des complexes [Ru(TAEhen-ONHBocf* 30
& [Ru(TAP) ,TAP-ONHBoc]?* 31

Dans ce cas, le complexe précurseur activé estemiprésence d’'un Iéger exces de
ligand fonctionnalisé&5 ou 29 (1,2 éq.), dans le DMF & reflux. L'évolution dedandensation est
également suivie par spectroscopie d’absorptide. &t stoppée lorsque I'absorbance caractéristique
de la bande MLCT des complexes est observées 2&ram, soit au bout de 90 minutes environ. Le
solvant est ensuite éliminé, et les complexes goritiés par chromatographie sur colonne d’alumine
avec un gradient GJ&N/H,O. Les deux types de complexe sont obtenus aveenalement de I'ordre
de 70 %.

2.2 - Caractérisation

137 Evans, 1. P.; Spencer, A.; Wilkinson, Bichlorotetrakis(dimethyl sulphoxide)ruthenium(i@ind its use as a source
material for some new ruthenium(ll) complex@sChem. Soc., Dalton Trarkd73 204-209.
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Les complexe80 et 31 ont été caractérisés en détail a Bruxelles pactsgseopie
RMN : RMN du proton :*H et *H-'H COSY, RMN du carbone®C et DEPT, ainsi que par le
couplage proton-carbone (HSQC) dands®MSO (Voir Partie expérimentale

Les deux complexes sont également analysés auataber On réalise une caractérisation par

spectrométrie de masse électrospray, et une an@ls# avant de les engager dans les étapes

suivantes de déprotection et de couplage.

2.2.1. - Analyses de [Ru(TARPhen-ONHBoc]Ch 30

a) Analyse par spectrométrie de masse (ESI) du cqbexe 30

Le spectre fait apparaitre une ionisation plusartgnte des espéces dichargées par rapport

aux monochargées, cette différence d'intensitées®uve dans toutes les analyses du complexe de

ruthénium. Une autre caractéristique corresporadradititude d’espéces monochargées visibles, elles

représentent les différents sels issus du conp@digure A.111.12).

138

Intens. 890 1

30 2+
X 10° e 200 [3q | [301v
700 100 890,0 925,9
600 - 80
60 . 3071+
500 1 40 [33]* [9%,]91 [10_0?],,9
904,0
20
400 +
ol
300 | 875 895 915 935 955 975 995
200 - [Q]” \
395,4
100 4 [32]2 u
566,9
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30 : 445 4 (1301*)  [Ru(TAP)Phen-ONHBoG
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952,9 952,9 @0  [Ru(TAP)Phen-ONHBod[ ; + NO;
1004,2 1003,9 d0")  [Ru(TAP)Phen-ONHBoc] ; + TFA
33 904.1 904,0 (133"  [Ru(TAPLPhen'f"; + TFA
== : 395,4 (133%)  [Ru(TAP)LPhen"f*
32 567,1 566,9 @2°)  [Ru(TAP)(Phen-ONHBog)**

Figure A.lll.12: Spectre SM-ESI du prod80 et I'attribution détaillée des pics du spectre

(systeme d’analyse Y.

18 Didier, P.; Jacquet, L.; Kirsch-De Mesmaeker, fntBesis and Characterization by FAB Mass Spectrgnodta Series
of New Polymetallic Homo- and Heteronuclear Compéea&Ruthenium(ll) and Rhodium(lll) with the symmetkridging
ligand 1,4,5,8,9,12-Hexaazatriphenylelmarg. Chem1992 31, 4803-4309.
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La nature de ces adduits a été confirmée par caigoar des profils isotopiques expérimentaux et
théoriquesflgure A.111.13).

2000 890 300 904 0 925,9
ﬁ

1000 ’l - )\ © f\
Sozj Annl » \j U‘\] /\ , ]: J\/\/\-’/\“'/\J(\J\/\v(x/\\/\wm 22 A fu \A/ y ﬁ '\'\
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Cs1H3za N3 Os Ru Csg Ho7 F3 Ni3 Os Ru C41 Cl H35 N33 Os Ru
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[Ru(TAP)Y,Phen-ONHBod"; NO; | [Ru(TAP),Phen-ONHBod"; TFA
C41 Hss N1s Og Ru Cs3Hss F3Ni3 O7 Ru

Figure A.111.13: Distribution isotopique des produits monochargéspectre de masse du complége
identifiés dans la figuré.111.12. La distribution simulée est calculée & partital®ormule brute de la molécule,
basée sur la masse des isotopes les plus aboni@srégments présents.

La comparaison des profils isotopiques caractgues du complexe de ruthénil8@, met en
évidence la présence de sels de chlore, de ngtéateroviennent du protocole de synthese utilisé. O
retrouve également des sels d’acide trifluoroacétif FA) qui proviennent des conditions d’analyse.
Car le spectrométre est tres utilisé au laborajmingr analyser des molécules sous forme de sel de
TFA. Il contient sirement des quantités résiduellescet acide capable de former un sel avec le
ruthénium dicationique. On observe également lasgmrée du produit oxyamine libre. Le
chromatogramme CLHP correspondant, ainsi que delgroduit [Ru(TAP)Phen"f* 33, confirment
que la perte du groupement protecteur Boc faiesaitionisation trés énergétique des molécules dan
la trappe en présence des sels de Tiefures A.lILL15, et A.lll.2D

L'échantillon analysé correspond totalement awlpitcattendu. Néanmoins I'analyse détaillée
des données de spectrométrie de masse, laissggrés@résence d’'un produit second&i2dssu de
la synthése du complexégure A.lIl.12). Il correspondrait & une bis-chélation du rutbémipar le
ligand fonctionnalisé Phen-ONHBo25 (figure A.lll.14, @). Pour confirmer sa présence, une

simulation isotopique a été réaliséigire A.ll1.14, b).
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a) b)

300 expérimental
250 | simulation
200 4
100 - /\ \J \)

50 Y

| o xa -

563 564 5 566 567 568 570
[Ru(TAP)(Phen-ONHBog)?* Cs» Hsp Nyg o10 Ru
Masse exacte théorique = 1134.1 (IM/2]*)¢arc. = 567,1 / ([M/2f+)exp_ =566,9

Figure A.lll.14: a) Représentation de la molécB b) Distribution isotopique du produit dicharf@®]** du
spectre de masse du compl&eidentifié a la figureA.lll.12. La distribution simulée est calculée a partitade
formule brute de la molécule, basée sur la massésdtopes les plus abondants des éléments présents

L'allure de I'enveloppe expérimentale semble cqoesire a celle de la simulation. Néanmoins ce
produit secondaire n’est pas mis en évidence lerkadalyse poussée du complexe de ruthénium par
RMN. L'existence de ce sous-produit est donc tissutiable.

b) Analyse par chromatographie liquide haute perfomance du

complexe_30
a) tr = 6,7 min(A = 260 nm.) tr = 6,7 min(A =420 nm.)
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2 2
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Figure A.Il.15: Chromatogramme d’analyse CLHP du complexe [RiFRhen-ONHBod" 30,
a) caractérisation dans le systéeme d’analyggdtide trifluoroacétique et I'acétonitrile commd&uants);
b) caractérisation dans le systeme d’analys€llficide phosphorique et le méthanol comme élyants

Les deux types d’analyses utilisés ont une certsimilitude. L’élution se fait toujours suivant

un gradient en solvant aqueux acidifié, soit pacitle trifluoroacétique, soit par I'acide phosptos.
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Hors l'appareillage employé, elles different pappart a la nature du co-solvant d’élution. Soit les
produits migrent dans un solvant aprotique : I'andtile, soit dans un solvant protique : le méthlan
Les analyses obtenues sont similaires, la natwetlmnts ne modifie pas l'intégrité du complexe.
Méme si dans un cas, on est en présence d'un paidatiellement chélatant, I'acide trifluoroacétqu
(figure A.111.15, a).

Ces deux analyses ont également l'intérét de posioier le complexe, soit par rapport au lig&ad
(chapitre A.lll.L systéme d’analyse I, soit par rapport aux conjuguéshépitre A.I\ systeme
d’analyse ).

2. 2. 2. - Analyse de [Ru(TARJIAP-ONHBoc]CI, 31
a) Analyse par spectrométrie de masse (ESI) du cqhexe 31

Le spectre SM se distingue par les mémes carstiggies que celui du complexe
[RU(TAP)LPhen-ONHBoc]Gl 30, c'est a dire une intensité plus importante poes kspeces
dichargées, et la présence de nombreuses espéneshamées. Elles correspondent également aux

différents sels issus du compdE(figure A.lI1.16).

Intens;.2000 [4%]62+
x 10° 1800 - ' 250
31]%+ [31]*
1600 - 200 - [gg]l 1006,0
1400 4 150 4 [ﬂ] 1+
928,1
1200 -| 100 4
1000 4 501 [8%]1
418,5 0
800 880 900 920 940 960 980 1000 1020
600 - \
400 -
200 -
0 e ‘ ‘ ‘ ‘ - : A 1 ‘l ‘
400 450 500 550 600 650 700 750m /2800 850 900 950 1000 1050
produits| m/z (calc.) m/z (exp.) Attribution desgic
892 2 892,1 (131 [Ru(TAP),TAP-ONHBoc}"; - H'
: 446,6 (31% [Ru(TAP),TAP-ONHBoc}*
31 928,2 928,1 [c51j) [Ru(TAP),TAP-ONHBoc}" ; +CI
955,2 955,1 [ JI ) [Ru(TAP),TAP-ONHBoc} " ; + NO;
1006,2 1006,0 a1 [Ru(TAP),TAP-ONHBoc} " ; + TFA

Figure A.lll.16: Spectre SM-ESI du prodi8tl et I'attribution détaillée des pics du spectre

(systeme d’analyse Y.

La nature de ces adduits a été confirmée en compea profils isotopiques expérimentaux aux

profils théoriquesfigure A.111.17).
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200 892.1 1000 928,1
800
150
600
100 400 /\ J\\ /
” \f\ \/ A oy ! fu\
088 890 892 894 896 923 931 933
[Ru(TAP),TAP-ONHBocf" -H* [Ru(TAP)zTAP-ONHBocf : CI
Cs9 H32 Ni5 Os Ru C39 Cl Ha3z Ni5 Os Ru
200 955,1 250 1006
/\\]‘\}\ \j\/\f\,«, o s V—\/\/\f /\f J\j\\‘, ;
[Ru(TAP),TAP-ONHBoc["; NOy [RU(TAP,Phen-ONHBod" ; TFA
Cs9 H33 Nig Og Ru C41 H33 F3Nis O, Ru

Figure A.lll.17 Distribution isotopique des produits monochargéspectre de masse du compl@gelLa
distribution simulée est déterminée a partir d®temule brute des molécules, basée sur la masssatepes
les plus abondants des éléments présents. (expérimentale / simulation.)

L’analogie formelle des profils isotopiques carast@jues du complexe de ruthéniui,
expérimentaux et simulés, confirme la présence dis sle chlore, de nitrate, et d’acide
trifluoroacétique (TFA). Par contre, contrairement produit [Ru(TAPPhen-ONHBod" 30, on
n'observe pas le produit secondaire provenant devisachélation du métal : [Ru(TAP)(TAP-
ONHBoc)]*, a m/z = 569.

b) Analyse par chromatographie liquide haute perfomance du complexe 31

Il a également été caractérisé par les deux typaystemes d’'analyse CLHP utilisés précédemment.

a) tr = 6,9 min. £ = 260 nm.) tr = 6,9 min £ =420 nm.)
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Figure A.111.18: Chromatogramme d’analyse CLHP du complexe [RIFRAP-ONHBocf* 31,
a) Caractérisation dans le systéme d'analys@'dicide trifluoroacétique et I'acétonitrile commdéuants);
b) Caractérisation dans le systéme d’analysdlificide phosphorique et le méthanol comme éljants
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[]

En résumé, les deux complexes de ruthénddmet 31 ont été
synthétisés sous forme de poudre orange en 3 é@pss un rendement
global de 32 %.

Aucune trace de complexe porteur d’'oxyamine dégéotéest identifiée dans
les lots de produits, évitant ainsi les possiblesjegués parasites formés par
lien oxime avec les moindres traces de composé®ogle. Cette information
permet d’envisager I'étape suivante de déprotectdm I'oxyamine sans
purification ultérieure. C’est un gain de sécurités-a-vis de cette fonction

tres réactive qui nécessite le maximum de précasitio

3 - Elimination du groupe protecteur Boc

Dans cette partida libération de la fonction oxyamine des 2 cometex

de ruthénium est décrite.

N 2+
33: X=CH

NQ N o = [Ru(TAP,Phen"f*
—SX N
{N o N Nw(\ H&O\ NH,
(@)
(O N K 38:X=N

N N =0T
j = [RU(TAP)TAP"**

Les produits33 et 38 serviront de "synthons oxyamines" dans les co@sguar

=

éther d’'oxime avec les oligonucléotides et pept{dbapitre A.lV).

[]

Le groupe protecteutert-butyloxycarbonyle (Boc) est le carbamate le plus

couramment utilisé pour protéger divers groupegtfonnels lors de synthése de produits naturels,
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comme des acides aminés, peptides, protéines... Qbitgiité offre de nombreuses possibilités

d’élimination par acidolys&®

o

Figure A.111.19: Schéma de déprotection de la fonction oxyamareagidolyse.

En présence d'acide trifluoroacétique, une déptimiecefficace du Boc nécessite au moins 25 %
d’acide. Dans notre cas la déprotection est réalgans les conditions couramment pratiquées en
synthese peptidique, en présence de 50 % de TRfe @éthode a déja fait ses preuves vis-a-vis des
complexes de ruthénium, en éliminant & 90% le ggoBpc en 1 heure & température ambi#ite.
Dans un premier temps, nous avons donc reprodeiitaeditions pour libérer les fonctions oxyamines

des complexes de ruthénigé et 31.

3.1 - Préparation du complexe [Ru(TAP) ,Phen"]?* 33

On réalise tout d’abord la déprotection du compRO dans I'acide trifluoroacétique a
50 % dans I'eau, a une concentration d& D Ces conditions aqueuses sont permises par les
complexes cationiques parfaitement solubles. Lagm&e de I'eau, nous affranchit également de
I'utilisation de piégeurs de carbocation spécifjugénéralement plus difficiles a éliminer. La téac
se fait & température ambiante, et son avancersestizi par CCM La réaction s'avére plus lente
que celle décrite auparavant dans la littératune.bdut de 3 heures environ, le profil de la CCM
indique que la déprotection est totale (on ne phis de tache correspondant au produit de d&@art
moins polaire). L'analyse CLHP subséquente confilandisparition du produit de dépark ¢ 7,3

min.), au profit du produit oxyamir3 plus polaire figure A.I11.20).

139 (@) Vorbruggen, H.; Krolikiewicz, K. Selective aciditeavage of tertbutoxycarbonyl groulngew. Chem. Int. Ed. Eng.
1975 14, 818. (b) Fuller, W.D.; Goodman, M.; Naider, F.R.; Hu, Y.F.rethane-protected alphaamino acid N-
carboxyanhydrides and peptide syntheBispolymersl996 40, 183-205.

O Conditions d'élution en CCM : DMFA®D/NH,CI — 4/4/1 (vIvIv).
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Chromatogrammes Détection en absorption

UV-visible du produit33

produit fined3 produit de dépat

250 300 400 500 e
! . .

273 6,7 - 6,8 min.

10 tR= 7,3 min.

30

412

T T T T T T T 800 1000
200 400 600 800 10,00 12,00 14,00 Minutes

" Minutes

Figure A.111.20: Analyse CHLP de I'avancement de la réaction@ut lde 3 heures. Milieu réactionnel brut
dilué dans HO (20 nmole; 15pL KD, systeme d’analyse )l

Afin de confirmer la présence de I'oxyamine librelmout de chaine, on fait réagir un aliquot du brut
réactionnel avec un excés d’acétéhear les fonctions oxyamines sont capables de réagic la
moindre trace de fonction carbonyle pour formerxitoe correspondant&’ L'analyse CLHP
résultante met en évidence la formation de I'addtigndu figure A.ll1.21, produit34). La réaction
teste ne semble pas totale, il reste une tracdugif® du produit oxyamine libr@3, qui pourrait

s'expliquer par un temps d’incubation Iégéremestiffisant.

Chrommatogramme CLHP Détection en absorption UWblésdu pic

caractéristique du prodigg

Minutes

- . 250 300 400 500 —
] tr=7,2 min. m ! b ' w :
. 34 NQ ) - ' 273 7.2 min.
- b LN !
] _ k\#‘%w = !
0,304 O Oj produit 34 E
=) i i
< "
0,204 :
tp= 6,8 min.
0,104 33 \ ' 412
A 5
2,60 4‘60 5‘60 8,60 10:03 12,‘00 14,‘00 :

Figure A.llIl.21: Analyse CHLP de I'avancement de la réaction@ut ble 3 heures. Le milieu réactionnel
brut est dilué dans 4@, et enrichi en acétone : 20 nmole; 15(gystéme d'analyse ).

Le solvant est alors éliminé sous pression réduéeproduit oxyaming3 est obtenu avec un
rendement quantitatif, et caractérisé par spectmiagree masse électrospray en mode positif.
Dans ce cas, l'analyse a été réalisée aprés agpiisrle résidu dans de I'eau. Une fraction de la

solution mére a été prélevée, a laguelle on a @jdatl'acétone pour bloquer la fonction oxyamine

® On ajoute 10 équivalents d'acétone (5 L), etaissk 15 minutes & température ambiante avanadalyser par CLHP.
140 Houdier, S.; Legrand, M.; Boturyn, D.; Croze, S.;fifBecq, E.; Lhomme, JA new fluorescent probe for sensitive
detection of carbonyl compoundsnal. Chim. Actal999 382, 253-263.
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sous forme d’oxime. La masse calculée de I'addwitespond a M = 830,8 g/mol pour une formule
brute de GHi;:N::O3RU, et nous observons sur le spectre de massenti@méculaire [M+ TFAT]" =
944, ainsi que I'ion multichargé ‘(R(figure A.lll.22. L’analyse indirecte confirme donc la présence
exclusive du composé oxyamine libre dans la solutimere 33. Le spectre de masse indique
également la persistance de produit non dépr@8dégure A.lll.22, [M -H™]* = 889), présent sous
forme de trace, car il n'est pas franchement miségience sur le chromatogramme CLHP
correspondant figure A.IlI.20 composé 30, tz= 7,3 min.). Dapres lallure du tracé du
chromatogramme, il pourrait se trouver en faiblargité au niveau de la base du pic élargie. Le

produit33 est donc utilisé tel quel lors des couplages ieltiés.

14 -
Intens.
x108 [%] 1+
12 4 944,0
10 -
[34]>
401,5

/ [@] 1+

400 500 600 700 y2 800 900 1000

produits m/z (calc.) m/z (exp.) Attribution desgic
30 889,9 889,0 @9  [Ru(TAP)LPhen-ONHBoc] ; -H'
34 943,8 944.,0 (134" ' [Ru(TAPLPhen-ON=C(CH),]**; + TFA
= 401,4 401,5 ([34%) [Ru(TAP)LPhen-ON=C(CH),]*

Figure A.l11.22: Spectre SM-ESI du prodi88 brut en présence d’acétone, accompagné de liaiibdes
pics correspondants (systeme d’'analysg.lV

Ce méme protocole a été utilisé a plusieurs reprmour préparer des pools de pro@at
indispensables pour les réactions de couplageeautés. Ces différents essais ont malheureusement
montré une contamination du produit par une sodeceomposé carbonyle : le formaldéhyde. Cette
pollution s’est manifestée par la formation d’urdaitl éther d’oxime entre 'oxyamine du complexe
33 et le carbonyle du formaldéhyde. Cette impurd®éy(TAPLPhen-ON=CH|**: 35, a été observée
pour la premiéere fois lors d’'une analyse MS-ESissigue du produit en fin de réactiofiggre
Al1.23).
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1000 -
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produits m/z (calc.) m/z (exp.) Attribution desgic
30 889,9 889,0 [c1o}) [Ru(TAP)Phen-ONHBod ; - H'
33 903,8 904,0 (133 [Ru(TAP,Phen"f*; + TFA
== 3954 395,5 (133 [Ru(TAP)LPhen"f*
34 829,9 831,0 4™ [Ru(TAPLPhen-ON=C(CH),]*"; - H"
915,8 916,0 (139" [Ru(TAPLPhen-ON=CH|** ; + TFA
35 801,8 802,0 (139" [Ru(TAP),Phen-ON=CH|** ; - H"
401,4 401,5 (139%) [Ru(TAP),Phen-ON=CH]**
36 578,4 578,6 @™ [Ru(TAPY(TFA)*
M 733,7 734,0 [ [Ru(TAP)(TFA)Phen-ON=CH"*

Figure A.111.23: Spectre SM-ESI du produit souils& par le formaldéhyde. L'attribution des principaux
produits du spectre de masse est définie danbliEataassocié (systeme d’'analyse)lV

La nature exacte de la pollution a été confirmée cemparant le profil isotopique

expérimental et théorique du prod8li se formant avec le formaldéhyde.

a) b)
300 | expérimental
250 simulation

B%EM%S@/HKHK/O—N%H 2;2: \/ P
D) o] N \J | \)&,\

35 o =N S
24 563 564 565 566 567 568 570
[RU(TAP),Phen-ONH=CH] ([35)%" + TFA) ** - Cso F3 H,7 N13 Os Ru
Masse exacte théorique = 802,8 [35 " care. = 915,8 / BE] Merp = 916,0

Figure A.lll.24: a) Représentation de la molécB b) Distribution isotopique du produit monochargé
[35]** du spectre de masse présenté & la figuite23. La distribution simulée est calculée & partitale
formule brute de la molécule, basée sur la massésdtopes les plus abondants des éléments présents

Malheureusement la proportion exacte de la comatioin n’'a pas pu étre estimée. Car

'analyse par MS-ESI n’est pas quantitative dassclenditions ou nous I'effectuons. L’acquisition de
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cette propriété nécessite un étalonnage précisagpareil a partir de quantités prédéterminées de
produit. Pour cela, il faut tout d’abord isolemipureté. Un essai de purification vaine du mélamge
été réalisé par CLHP préparative (systeme d’andlyseMalgré I'utilisation de différents gradients
d’élution, le compos&5 n'est jamais isolé efficacement. Les autres moy@murifications par
chromatographie classique sur gel de silice ne pastenvisageables a cause de la réactivité trop
importante du groupe oxyamine libre.

Nous avons essayé de démasquer la source de ¢éartoation, de plusieurs fagons.

- 1) Tout d’abord, une pollution issue du spectromé&ss a été envisagée. Pour le vérifier,

nous avons réalisé une analyse par RMNu brut réactionnel dans le® (figure A.l11.25).

Pour cela, on compare le spectre de RMN résultaat @elui du produit30: [Ru(TAP)Phen-
ONHBocF*. Sur le spectre du produit analysé apparait dewbldts correspondant aux protons de
'oxime (6= 7,24 ppm eb,= 6,69 ppm), et le singulet correspondant au gr&geE.-= 1,4 ppm) a
bien disparu. Ces différences confirment la préseda produit "oxime formaldéhyde35:
[RU(TAPL,Phen-ON=CH]**, sans mettre en évidence celle du produit atteng8:
[Ru(TAP),Phen"f".
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Figure A.I11.25: Une partie de spectre RMN (300 MHz, BO) de I'adduit aldéhyd85.

= On peut donc exclure la possibilité d’'une pobuatdans le spectrométre de masse

Elle provient obligatoirement d’'une étape du pratiecexpérimentale.
- 2) On a essayé différentes conditions expérimentddedéprotection du groupement Boc

par I'acide trifluoroacétique. On a réalisé difigietests de déprotection sur ligand [Phen-ONHBoc]
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en modifiant les parametres expérimentaux. Malgtiéisation d’'une nouvelle source de TFA saine et
de qualité HPLC, d'une verrerie préparée avec gsgtine bannissement des matieres plastiques du
protocole (sources possibles de formaldéhyde)akae MS-ESI montre toujours la formation de

I'adduit formaldéhyde, correspondant au produit fif= 338.1 figure A.I11.26).

- L [+] 1+
Intens. g Ao
103 R T “NH
son | 10 m N ;3260
I
4000
Q
Q
Ho P
3000 [ s s
N |\) " |
M. s
N 1+ N
" [ T 338.1 N
2000 4 SENPLL N :
LA 225.0 W
NI\) 1+
1000 A 1+ 252.9
195.9 Aﬁ
0 l' T - - bty I T + T - T !
180 200 220 240 260 280 300 320 340

m/z

Figure A.1l1.26: Spectre MS-ESI des produits issus de la dégrotedu synthon Phen-ONHBatans I'acide
trifluoroacétique. (systeme d’analyse,)V

= |l parait impossible d’exclure la pollution enigant le protocole expérimental

classique de déprotection dans I'acide trifluorotageée.

- 3) On a donc décidé de faire 'ultime tentative derdéction du complexe dans I'acide

trifluoroacétique en réalisant la réaction danssolvant organique, le dichlorométhane. Dans ces
conditions, il est indispensable de se mettre ésgurce d’'un nucléophile pour piéger le carbocation
tert-butyle libéré. On a choisi d'utiliser le triisoprgpilane (5 %). L'analyse MS-ESI montre toujours
la formation de l'adduit formaldéhyd85 : [Ru(TAPLPhenON=CH*, lallure du spectre est
identique a celle obtenue précédemmégti(e A.lll.23. Son analyse a permis d’identifier le produit
36. Il est issu de la déchélation du complexe, céregte par la perte du coordinat "phénanthroline
fonctionnalisé" remplacé par une molécule de TF#n Blentification a été corroborée en comparant

le profil isotopique expérimental au profil théareg
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a) b)
N 300 - exgérimenta
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Figure A.111.27: a) Représentation de la molécB b) Distribution isotopique du produit monochafgé]**
du spectre de masse présenté a la figuiie€ 23. La distribution simulée est calculée a partitalformule
brute de la molécule, basée sur la masse des eobep plus abondants des éléments présents.

Cette possibilité de déchélation a été confortée ljexistence du produitM issu de I'adduit
formaldéhyde figure A.1I.23. En effet, on observe le produit [Ru(TAP)(TFA)RH@N=CH]** qui
correspond a la perte de I'un des deux ligands T®d structure a également été authentifiée par
concordance exacte du profil isotopique expérimieatahéorique : [I\/I’J*exp_: 734,0, et [M}'ea=
733,7 pour la formule brute,g3sH,1NgOsRuU. Dans la littérature on retrouve d’ailleurs ugaction

qui consiste a assembler un complexe de ruthénassdaant un ligand trifluoroacétate a partir de la
substitution d’'un coordinat chlore dans le dichinéhane en présence de trifluoroacétate de

sodium**

= En plus de I'adduit formaldéhyde constammentgmtd’acide trifluoroacétique
s’avére inadapté a la déprotection des complexesithénium. On a donc définitivement abandonné

le TFA pour hydrolyser le groupe protecteur Boc.

Il a fallu se tourner vers une autre source d’acide

Dans la littérature il existe de nombreuses méthatdecoupure acide du groupement Bédotre
choix s’est plutdt orienté vers des conditions esidompatibles avec les complexes, des acides non
bidentates pour éviter la déchélation précédemmbservée. L'acide chlorhydrique semble étre
approprié, il a déja permis d’hydrolyser efficacairle groupement Bot? Il a notamment été réalisé
des déprotections efficaces en 30 minutes a temypérambiante avec HCI 4N dans le diox&hk.
s'avere également que le groupe ne résiste pagrilien moins concentré en acide chlorhydrique. Il

s'élimine en 5 heures & température ambiante a@&d N dans I'acétate d'éthyf8On a donc décidé

141 Matas, L.; Muniente, J.; Ros, J.; Alvarez-Lareng, Riniella, J. F. Migratory insertion reactionatkenyl ruthenium Il
complexes containing a trifluoroacetate ligand. & structure of the Rgf-O,CCR)(n*-0O=CCH=CHtBu)(CO)(PP}),
complex.Inorg. Chem. Comni999 2, 364-367.

12 Greene, T. W. IProtective Groups in Organic Synthesishn Wiley & Sons: New York, 1981; Chapter 7, g2-233.
143(a) Han, G.; Tamaki, G.; Hruby, M.; Fast, V. J. effiat and selective deprotection of the tert-butostyoayl (Boc) group
using HCl/dioxane (4 M)J. Peptide Res200], 58, 338-341.(b) Gibson, F.S.; Bergmeier, S.C.; Rapoport, H. Selectiv
removal of an N-BOC protecting group in the preseofca tert-Butyl ester and other acid-sensitive ggoli Org. Chem.
1994 59, 3216-3218.
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de tester la déprotection dans les conditionsllesgouces, soit en présence d’HCI 1N, en utilisent
solvant plus adapté aux complexes de ruthéniumil'e

On réalise la déprotection du complg@dans HCI 1N, & IOM. On s’affranchit donc de
I'ajout de nucléophiles piégeurs du carbocatiert-butyle libéré. La réaction se fait a température
ambiante, et son avancement est suivi par CLHPchesmatogrammes correspondants montrent que
la réaction est presque totale au bout de 6 héfigese A.I11.28). Les impuretés visibles autour de 6
minutes d’élution sont déja présentes dans I'aeaBisHP du produit [Ru(TARPhen-ONHBod] 30

au temps initial de la réaction.

a) Brut réactionnel a 4 heures de réaction. b) Brut réactionnel a 6 heures de réaction.

0.80
260 - 420 nm . 260 - 420 nm
tp= 4,3 min.

0.60
)
E
0.40

33

tg= 6,7 min.
/x
0.00+

200 400 500 5.0 1000 120 14100 200 400 600 800 1070 1200 14700
minutes minutes

0.204

Figure A.111.28: Analyses par CLHP de la déprotection du pro8itdans HCI 1N (systeme,)l

Le produit protégé30 (tr = 7,3 min.) disparait de facon concomitante ap&fion du produit
oxyamine plus polair@3 (tx = 4,3 min.). Le profil CLHP du compos3 correspond a un pic tres
large, qui pourrait masquer d’autres composés. édirvérifier I'intégrité de I'oxyamine libre en bou
de chaine, on fait réagir un aliquot du brut réamtel avec un excés d’acétdhe.’analyse CLHP

résultante met en évidence la formation exclusez€axime correspondanfiure A.111.28).

2] ] 260 - 420 nm
tR =6,2 min.

34

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
minutes

Figure A.111.29: Analyses par CLHP de I'oxime d’acétone corresjaom au produi83 (systéme H).

L’avancement de la réaction n’évolue plus aprée@es de déprotection, les analyses CLHP
montrent toujours la présence d’une infime tracerdeluit de dépa0, sans que son profil n’évolue.
Le solvant est alors éliminé sous pression rédite résidu brut est caractérisé par spectromégrie

masse, en mode positif d’ionisation électrospfape A.111.30.

® On ajoute 10 équivalents d’acétone (5 pL), etaissk 15 minutes & température avant de I'anapeCLHP.
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Figure A.111.30: Spectre SM-ESI du prodi88 brut de la déprotection au HCI 1N (systéme d'asmahys).

L'analyse MS-ESI met en évidence la formation esigde du "produit oxyamine libre33, plus
aucune trace d'adduit formaldéhyde n’est retrould@ns ce cas, I'analyse a été réalisée directement
sur le produit33 possédant I'oxyamine libre, car les précédentss teat confirmé lintégrité de
I'oxyamine dans le spectrometre. La masse calalléeompose3 correspond a M = 790,8 g/mol
pour une formule brute des;§El3;N130sRuU, et nous observons sur le spectre de massattadéculaire

[M - H]" = 904, ainsi que 'ion multichargé (2+), le sel TeA (1+), et le sel de chlore (1Hjgure
A.l11.30). Elle confirme également la persistance du prodieiidépar80, comme le laissait présager le
suivi CLHP de la déprotectiofigure A.1l1.28 [M -H]* = 889).

— La déprotection du groupe Boc dans ces nouvelteglitions réponds a nos
attentes. Elle est certes légérement plus longaés elle n'altere pas l'intégrité du groupe oxyamin
libéré.

Par contre, un nouveau produit secondaitapparaitfigure A.Il1.30. Sa présence est moins
préoccupante que I'adduit aldéhyde précédemmentifide En effet, son profil isotopique donné par
le spectre MS-ESI indique gu’il ne contient pasraénium. Par conséquent, il n’entrainera aucune
répercussion sur la détermination ultérieure dgulantité de produi83 engagé dans les réactions de

couplage. La quantité exacte de complexe de rutheéest évaluée par spectroscopie d’absorption, en
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mesurant I'absorbance de la solution a la Ionglwbnmde spécifique du complexe. Par conséquent,

D’aprés les données de spectrométrie de masseurate a été identifiee comme étant un produit issu
de la dégradation du ligand. Le profil isotopigbédrique simulé est en Iéger décalage par rapport a
profil expérimental, ils sont néanmoins en accoadfgit sur la forme de I'enveloppe isotopique
(figure A.111.31).

3501 675,6 6762 expérimental
H o) o , _— :
N NwﬁNk/O\N{O o ! 300 simulation
» o H H /O\)LN/YN _ 2501 Coi How No O
NTS HN Ho O | 200 33 M2g N10 V7
N~ z ] N
SN 150 -
S\
Phen-NH-CO-NH-PhenCs3 Hog N -37 501
33- 28 N1o Oy - 37 '] ‘ _/\_/\ ‘
Masse exacte théorique = 676,2 675 676 677 678 679 680

Figure A.111.31: Distribution isotopique du produit dicharfg7]"* du spectre de masse présenté & la figure
A.lI1.29. La distribution simulée est calculée a partitaiformule brute de la molécule, basée sur la masse
des isotopes les plus abondants des éléments fmésen

Le mécanisme proposé pour expliquer la formatiorcel@roduit secondair&? repose sur l'attaque
nucléophile de I'oxyamine libérée sur la foncticartmonyle du carbamate du ligand phénanthroline
encore protégéfigure A.l11.32. Il n’est cependant pas exclu que ce compos®rseef uniquement

dans la trappe du spectrométre & la suite de $&ian trés énergétique des molécules.

H N’O\)Lﬁ/\n’N o) H
AN
XN H o o
I\ N\H/\HJ\/O\N% o\)?\ H
N/ B (0] H HN/ ﬁ/\"/ /I
N~ 0o Z3 N
XN

Figure A.111.32: mécanisme supposé de formation du produit sesm®l7 dans HCI.

Nous avons réalisé une purification par CLHP ser@parative, elle a permis d’éliminer efficacement
les impuretés dont la trace de produit de dépamigiante (systemes)l Cette méthode a méme
permis d’isoler pour la premiére fois le compleRai(TAPLPhen"f* 33, ensuite caractérisé par MS-
ESI et CLHP figure A.lI1.33. Le produit33 est obtenu avec un rendement global de déprotedto
58 %.
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Figure A.111.33: Chromatogramme du comple38 apres purificationCLHP (systeme)ll

Le composé est ensuite stocké a -18°C, en soldtios I'eau. Cette solution de composé oxyar@he
sert de solution mére pour les réactions de coeplitgrieures par le lien éther d’oxime. Des aredys
MS-ESI et CLHP ultérieure de la solution mére, rettemnt en évidence aucun signe d'altération de la
fonction oxyamine, méme apres trois mois de stoekfigure A.lll.34). La présence de l'impureté
plus polaire que le produd3 reste stable & 5 %. Elle sera prise en comptedmi&tape suivante de

couplage avec les "synthons aldéhydes".
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903,8 904,0 (133")  [Ru(TAPLPhen'f": + TFA
33 789,7 789,8 (133"  [Ru(TAPLPhen"f": - H"
395,4 395,5 (133%)  [Ru(TAPLPhen"f*

Figure A.l11.34 Analyses CLHP et MS-ESI du prod@i aprés de 3 mois de stockage
(systemes d’'analyse; &t 1V,)
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3.2 - Préparation du complexe [Ru(TAP) ,TAP"]* 38

Les conditions de déprotection optimisées ont a@liquées pour traiter le complexe
[Ru(TAP),TAP-ONHBocf" 31 et former le "complexe oxyamine libr8s.

On réalise la déprotection du comple3k dans HCI 1N, & IfM. La réaction se fait a
température ambiante, et son avancement est @an@lpHP. Les chromatogrammes montrent que la
réaction est presque totale au bout de 5 hefigesds A.ll1.35,a etb). Le produit protég81 (tx = 6,9
min.) disparait de facon concomitante a I'appamittu produit oxyamine plus polai@8 (tx = 3,9
min.). Le composé oxyamir@B se caractérise encore par un pic trés large.dgnite de I'oxyamine

libre a été confirmée en réalisant comme précéderntosime avec I'acétond (figure A.111.35, Q.

a) Brut réactionnel & 2 heures de réaction. b) Brut réactionnel a 5 heures de réaction.

060 . B
tR= 6.9 min. 260 - 420 nm

31

260 - 420 nm

38 tg=39min.

tr=6,9 min.
31

2.00 4.00 600 Minutes 8.00 1000 12.00 2.00 400 6.00 | 4intes 500 10.00 12.00

¢) "Oxime d’acétone" du compo$8& brut. d) Composés8 pur.
300 tR=6.2min. ) 260 - 420 nm 025 tg= 3,6 min. 260 - 420 nm
150 Nm) ) 020 38
oo @;}L%}WM% 2" tp= 4,6 min.
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Figure A.111.35: Analyses CLHP des produits issus de la dépriotedu produit31 dans HCI 1N
(systemes d’'analyse; &t 1V,).

Le solvant est alors éliminé sous pression rédui¢erésidu est ensuite purifié par CLHP semi-
préparative pour éliminer les impuretés présentes @inutes d’'élution, apparues en cours de
réaction ; ainsi que le produit de départ persisfaysteme H). Le produit38 est obtenu avec un
rendement global de déprotection de 50 %. Cettehodét de purification permet d’isoler plus
difficilement le complexe [Ru(TABTAP"]?** 38, par rapport au produ3 précédemment purifié. Le
résidu38 pur est ensuite repris avec de I'eau, puis cataétpar MS-ESI et CLHFHi¢ures A.111.35.d,

et Alll.36). En effet, la chromatogramme met en évidence largi@sement du pic persistant au

niveau des produits moins polaires, qui représeht¥ de la totalité du prodi88.

® On ajoute 10 équivalents d’acétone (5 pL), etaissk 15 minutes & température avant de I'anapeCLHP.
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Figure A.111.36: Analyses MS-ESI du compo88 pur. (systémes d’analyse &t IV>).

Le spectre MS-ESI infirme la présence de produifastes pour la suite, en confirmant la présence
pratiquement exclusive du complexe [Ru(TARP"]** 38. Le composé est ensuite stocké a -18°C,
en solution. Cette solution sert également de isoluhere pour les réactions de couplage ultérieures
par le lien éther d’oxime, en tenant compte deglimeté. Des analyses MS-ESI et CLHP faites apres
quelques mois de stockage, indiquent une stabdligdive du complexe [Ru(TAPJAP"]?* 38. Le pic
correspondant au produ8 a tendance a s’élargir d’avantage, il est dondépable d'utiliser
rapidement le synthon [Ru(TAAP"]%".

[]

En résumé, l'acide trifluoroacétique s’avere tromgressif pour les
complexes de ruthénium, et comme la source de fdéimgde contaminante n’a pas
été démasquée, la méthode de déprotection utileéearavant a due étre
abandonnée. A la place, I'élimination de la proteatcarbamate se fait en présence
d’acide chlorhydrique. Dans ces conditions on évtda fois, la déchélation des
complexes de ruthénium et la présence du formate®n obtient les complexes de
ruthénium[Ru(TAP}Pheri]?* 33 et [Ru(TAP)TAP']** 38 avec un bon rendement moyen
de 55 %.
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Conclusion

Dans ce chapitre, les trois étapes présentées notispermis
d'obtenir les complexes oxyamines [Ru(TA®Er]?>* 33 et
[RuU(TAPYTAP']?* 38 avec une excellente pureté, permettant ainsi de

concevoir les couplages ultérieurs dans les ma#igconditions.

Apres plusieurs tentatives indispensables pourrenatt point les conditions
d’élimination du groupement Boc, I'hydrolyse par HN est définitivement
adoptée. Le groupe oxyamine s’est également avéséstable en solution
agqueuse. Cette caractéristique est tres intéressa@ar les stocks de
complexes de ruthénium "oxyamine" réalisés aprestapes d’élimination
des groupes protecteurs Boc représentent en moyplusede 10 fois la

quantité d’oligonucléotide "aldéhyde" disponibleup@haque couplage.

L’ancrage des deux nouveaux types de complexextadmité des "synthons
aldéhyde" sera exposé au chapitre A.IV. Des étymlestochimiques et
photophysiques comparatives des complexes librestconjugués seront
ensuite présentées dans la partie B.
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Chapitre IV : Assemblage chimiosélectif des conjugs

L'étape ultime de la synthese repose sur I'assegebtnimiosélectif
de l'unité ruthénium aux différentes espéeces comg@idaires. Nous avons
modulé trois types de conjugués par le lien éthexiohe a partir des fragments
préparés. Dans un premier temps, ce chapitre congpréancrage des
complexes de ruthénium a l'extrémité 5 d'oligoratides, puis celui a
'opposé en 3, et enfin a I'extrémité N-termindie peptides.

1 - Synthése des conjuguésomplexe de ruthénium(ll)-5'-

oligonucléotidée'

Dans cette premiére partie, la méthode de couplagiémale est
mise au point a partir de la préparation de 6 capyés complexe de
ruthénium(ll)-5’-oligonucléotide. Ills sont obtenuen combinant 4 types

d’oligonucléotides avec les 2 complexes de ruthrghoisis.

X=CH
(O 39: 1= -TTTTTTTATTAAAT TTA -°
@ 40: 1="-TC CTTTTATTAAAT TTA -°
" HQK OQ - “\N 41: =" -CCCTTTTATTAAAT TTA -°
N == -
5' 3' N i =
Q /O— Oligonucléotide I—OH X=N
w N, 42: =" -TTTITTTTATTAAATTTA -°

0 ="-TC CTTTTATTAAATTTA -°

1
hod

=" - AA AAA AAA TTA AAT TTA -2

IS
A

Les conjugués synthétisés serviront de macromagcpbur les études photophysiques
(Partie B).

[]
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1.1 - Synthése des conjugués [Ru(TAP) ,Phen"]*-5-oligonucléotide
39-40-41

Afin de mettre au point les conditions réactidlese optimales pour ce type
d’assemblage inédit "ruthénium-oligonucléotide" paidien éther d’oxime, nous avons effectué les
premiéres expériences de conjugaison uniquemeaittia gu complexe [Ru(TARPhen"f* 33. Car le
complexe [Ru(TAPJTAP"]* 38 est certes plus photooxydant, il s’avére trés sujetla
photodéchélation. Il nous parait donc intéressanti€ébuter les expériences ultérieures de formation

du photoadduit avec un complexe inédit moins rEautis plus stable sous illumination.

Le complexe [Ru(TARPhen"f* 33 est tout d’abord fixé & I'extrémité 5’ de I'olignaléotide
aldéhyde7 en employant les conditions classiques pour ce tiglien éther d’oxim&? Le couplage
se fait dans le tampon aqueux d’acétate d’ammorilumM - pH 4,5) a température ambiante et en

présence d’'un excés de compl@&843 éq.figure A.IV.).

N ;21\‘ = H )‘L o Ho 0 °
\ <fo~/ N Ny N ONH,  + W P o_X
H H o o
(ON N © /\5_7
33

N A HO—ATT TAA ATT AXX XXX X—0 7 © XX XXX XX-5'=TT TTT TT
] — ¥ 8 : 3-XX XXX XX-5'=TT TTC CT
9

£ 3-XX XXX XX-5'= TT TTC CC
NQ } H % 39 . 3 "
; N = X J_ o H 05 39 : 3:XX XXX XX-5'= TT TTT TT
N, " HO
N 2 YN \N:{-:/\/\ ¥ ol X 40 : 3-XX XXX XX-5'=TT TTC CT
O N NS (0] (0] (o) -1

( 41 . 3-XX XXX XX-5'=TT TTC CC

N
N
@O} HO—ATT TAA ATT AXX XXX X—0
3
N

Figure A.IV.1: Assemblage des conjugugs; 40, et41 par le lien chimiosélectif éther d’'oxime.

AcONHy; 0,4M
pH 4,5; t. a.

L'évolution de la réaction est déterminée par ClatRutilisant I'acétate d’'ammonium comme éluant.
Les oligonucléotides sont trés bien détectés aescétlants de type acétate, ou phosphate, a un pH
tres Iégerement acide. En revanche, de telles tomsline permettent pas de visualiser les complexes
de ruthénium. Les résultats des différentes analgffectuées au cours de la synthése du conjB@ué

sont présentés a la figukelV.2 (chromatogrammes a, b, et c).

144 7atsepin, T. S.; Stetsenko, D. A.; Arzumanov, A. Romanova, E. A.; Gait, M. J.; Oretskaya, T. SitBgsis of Peptide-
Oligonucleotide Conjugates with Single and Multifleptides Attached to 2’-Aldehydes through Thiazokd Oxime, and
Hydrazine LinkagesBioconjugate Chen2002 13,822-830.
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a) Oligonucléotider dans le tampon b) Formation du conjugug9.
AcONH;,. : ty du couplage. | t15 min. de couplage.
N =260 nm = i i £ A =260 nm = d
ool tp=132min. . tp=13,0min.
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¢) Formation du conjugug9, te, de couplage.

ORESECL tg= 12,9 min. A=420nm tr= 12,9 min.
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Figure A.IV.2: Suivi réactionnel par CLHP de la préparatiorcdojugué39 (systeme ).

La comparaison des trois analyses met timidemeivant la formation du conjug@®. En effet, la
technique de CLHP utilisée ne permet pas de diifdee pertinemment le réactif de départ
('oligonucléotide aldéhyd@), du conjugu&9 formé. Seulement I'apparition d’un signal détetsaio

la longueur d’onde caractéristique du complexe wtbénium, a 420 nm, atteste la formation du
conjugué oligonucléotide-ruthénium. L’avancemeriicis de la réaction ne peut étre déterminé dans
'acétate d’ammonium, et ce malgré I'expérimentatie différentes conditions d’élution. Nous avons
réalisé de nombreuses tests, soit en modifiantrdelignt appliqué, soit en utilisant un tampon
d’élution de type phosphate, sans le moindre sute&sstechniques usuelles de CLHP appliqguées aux
oligonucléotides ne permettent pas de séparer, carss, efficacement les réactifs des produits du

mélange réactionnel.

Les couplages sont donc effectués sans avoir recauta méthode d'analyse CLHP. Afin de
déterminer la durée optimale du couplage, on coromégar vérifier 'avancement en 15 heures de
réaction a température ambiante. La réaction delage est directement suivie d'une étape de
purification par CLHP pour éliminer I'excés de cdeye de ruthénium (systémg.lLe produit39 est
obtenu avec un bon rendement de 55 %. Il est ensaifictérisé par spectrométrie de masse MALDI-
TOF, et analysé par CLHP sous la forme d’un pic, uaiqtilarge, absorbant aux deux longueurs

d’onde caractéristiques des conjugués "ruthéniugsoucléotide”, a 260 et 420 niigure A.I1V.3.

O Matrix assisted Laser Desorption lonisation - Tohé&light.
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Chromatogramme CLHP Spectre de masse MALDI-TOF
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Mindtes 10 ] 5978,69

M*hw

T T T T T T T T T T
2000 3000 4000 5000 6000 m/z
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Figure A.IV.3: Analyse du conjugug9 purifié par CLHP.

Le spectre de masse confirme la formation du carguattendu, aucune trace d’oligonucléotide de

départ7 apparait. Malgré le suivi réactionnel chaotigus, produits et les réactifs sont finalement

séparés. Ces conditions de couplages sont donicafgs pour assembler les conjugués "complexe de
ruthénium(ll)-5’-oligonucléotide’40 et 41, et ils sont obtenus avec de bons rendementodird’ de

38 et 45 % respectivement. Les produits ont égalerég analysés par CLHP et caractérisés par
spectrométrie de masse MALDI-TOF. Les spectresaneten évidence la présence exclusive des

conjuguédo et41 attendus.

L’étude de la photoréactivité de ces conjuguéssaem évidence la présence d’un sous-produit
de masse moléculaire plus importafiteCelui-ci semble correspondre a l'ancrage de deux
oligonucléotides sur le complexe de ruthénium deadé Un tel sous produit doit donc se former au
cours de la réaction d’assemblage chimiosélectf ajugués. Cette hypothése est cohérente par
rapport a la complexité de I'analyse de I'avancengencouplage. Dans ce cas, deux hypothéses sont

envisagées pour déterminer la composition de ce-jgmduit :

w Hypothése 1 Le complexe de ruthéniun80 contient un sous-produit :
[Ru(TAP)(Phen))* (figure A.IV.4.

Figure A.IV. 4: Représentation de I'impureté [Ru(TAP)(Phgfi)32.

® |¢tude photophysique des conjugués est préserigeartie B.
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L'analyse par spectroscopie de masse électrosfBapdiivait laisser pressentir son existenmatie
A.lll.2.2.1). Néanmoins, I'analyse poussée par RMN du complax@met totalement en question.
C’est finalement la photoréactivité des conjuguéstqurs du complexe [Ru(TAFAP"]? qui a
permis de trancher définitivement. En effet, lewdé photochimique a également mis en évidence un
sous-produit similaire, alors que ni 'analyse BMN, ni celle par spectrométrie de masse, n’avaient

mis en évidence la présence du sous-produit [RUfITAP"),]*".

m Hypothése 2 Le sous-produit proviendrait de la fixation deug oligonucléotides
sur un méme ligand phénanthroline du complexe [RB{IPhen"f* 33.
- On peut tout d’abord exclure gu’un tel produibyienne d’'une bis-acylation de la phénanthroline
par le chainon porteur de la fonction oxyanddors de I'étape finale de la préparation du ligaad
(partie A.lll.1.1.4).En effet, les analyses du liga@8 (spectrométrie de masse El, RMN) ne mettent
jamais en évidence un tel produit.
- Par contre, il est possible que ce bis-conjuguévipnne du greffage successif de deux
oligonucléotides sur I'azote de I'oxyamine. D’aptés données de la littérature, un tel sous-produit
est envisageablé®
Dans notre cas, il n'est malheureusement pas pesdid confirmer cette hypothése a partir de
I'analyse directe des conjugués préparés. En eifstconjugués sont difficilement caractérisédegmr
moyens usuels d’analyse en spectrométrie de maksest donc vérifiée, indirectement, a partirrd’u
conjugué plus facilement analysable. Ce produ¥5'{Phen"] provient de [l'ancrage de
I'oligonucléotide9 sur le ligand phénanthroline [Phen"] par le ligmeg¢ d’oxime. Il a été réalisé selon
le méme procédé que celui employé pour préparerctegugués "complexe de ruthénium-
oligonucléotide". Le ligand [Phen"25 est couplé a l'oligonucléotid® dans le tampon acétate

d’ammonium figure A.IV.5.

o o H

3 5 0 M HoN—0. N
9 HO-ATT TAA ATT ATT TTC CC—0—#-0 WOt oo JKHW Y
OH (0] 7

N

ACONH, ‘ N [Phen"]

pH4,5; t. a.

3 59
= " S s 0—p—-0 NNy
[9-5-phen’]  Ho—ATT TAA ATT ATT TTC CC—0—§-0 n—o. A N N
OH Y
+ Ao

3

5 O
[]
HO—ATT TAA ATT ATT TTC CC—0~F-O &
OH JOK H
N—O N
3 50 H/Y | \/
HO—ATT TAA ATT ATT TTC CC—0—P—0 N o N

OH ‘ _N

impureté ?

Figure A.IV.5: Synthése du conjugué teSt4’-Phen"] en envisagent la formation de I'impureté

1% Tronchet, J. M. J.; Zosimo-landolfo, G.; BalkadjiaM.; Ricca, A.; Zsély, M.; Barbalat-Rey, F.; Cabribi; Lichtle, P.;
Geoffroy, M. New types of spin-labelled sugar angtlaside analogs : pyrrolidine, morpholine and pdgiee N-Oxyls.
Tetrahedron Lett1991 32, 4129-4132.
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Le conjugué 9-5'-Phen"] est ensuite isolé lors d'une étape ddfipation par CLHP, avant d'étre
caractérisé par spectrométrie de masse ESI en mégktif. Le spectre confirme la présence du
conjugué désiréd5’-phen"] a partir des ions multichargées (5-%),(§7-), (8-) et (9-). L'analyse
poussée du spectre met en évidence le sous-psadygecté a partir des espéces multichargées (13-),
(14-), et (15-) qui émergent plus légérement duaigle fond figure A.IV.§. L’identification de
I'impureté est confirmée par 'homologie exacte mhofil isotopique théorique avec la distribution
expérimentald. Cette analyse atteste donc la possibilité de ereffuccessivement deux

oligonucléotides sur I'azote de I'oxyamine dansdesditions de couplage usuelles.

[M-8H]# [M-7H]™

MoHpe- 6966 7962  [M-BH]*
60 - 619,1 929,1
Intens.
x102 l
50 1
. [M-SH]S' —_ H w
40 1M-15H]s- [M;J;éHl]“ 1114,9 = IQ‘S -phen ]
a0 PB4 T [ IM-L3Hp l = l'impureté
= ] -s32e S
20 i
10
0 - T T T T T T 1
500 600 700 800 m/z 900 1000 1100 1200

Figure A.IV.6 :Spectre de masse électrospray en mode négatifrjlugee P-5'-phen”] pur (systéme 1y.

L’hypothése de la formation d’'une impureté bisjagné au cours du couplage a été validée,
elle provient de I'addition de deux oligonucléosdair I'oxyamine.

La présence d'un tel sous-produit, ainsi quepssibilité récurrente de séparer les
produits par CLHP, nous a conduit & abandonnenitigément la méthode précédente de purification
par CLHP. Nous avons opté pour une purification @l@ctrophorése sur gel de polyacrylamide
(PAGE) dans des conditions dénaturafiteses produits sont purifiés en migrant au traveétsiel
matrice gélifiée d’acrylamide soumise a un potémdiectrique. Il en résulte une séparation de haute
résolution suivant la taille, et la charge nette dspéces. Elle est d’autant intéressante et afttiey
dans notre cas, que le complexe du ruthénium efgdille poids moléculaire et cationique, alors que

I'oligonucléotide est une molécule imposante argjaai

Les produits de couplage réalisés ensuite ontdtupurifiés par gel d’électrophorése préparatfte
technique nous a permis d’isoler aisément le cafugttendu du sous-produit "bis-conjugué” qui
migre plus lentement. Elle nous a apporté un doadatage en réalisant la préparation des conjugués
avec une pureté excellente pour les études phowagpngs, en plus d’isoler I'impureté "bis-conjugué”

en quantité analysable. En revanche, I'analysdtedda ne nous a pas permis d’identifier précisémen

0 La distribution isotopique simulée est détermidéeartir de la formule brute des molécules en saritasur la masse des
isotopes les plus abondants.
e principe de la technique est détaillé dansaldi®expérimentale.
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le bis-conjugué afin de valider définitivement motrypothése. En effet, I'analyse par spectrométrie
MALDI-TOF fournit un massif de pics dense aux eous de la masse théorique envisagée (M =
10800 g/mole). Et ce malgré la répétition des erpées d'élimination des sels cationiques de
I’échantillon analysé. Ces résultats sont toutitgpfegliminaires. lls demandent & étre répétedfités

par une étude plus poussée, si la présence dupsoaisit "bis-conjugué” sur les gels d’électropherés

se perpétue.

Néanmoins, cette technique de purification egut€& moins productive que la
purification par CLHP. Il est donc primordial d'apiser les conditions de couplage. Il semble
nécessaire de déterminer au préalable les corsglittoactes de formation de I'impureté "bis-
conjugué”. Car malgré la répétition fidéle des dtmas de couplage, les nombreuses réactions de
conjugaison précédentes ont fourni des quantitégblas et importantes de sous-produit (de 10

jusgu’a 50 % du conjugué désire).

- La premiere approche consiste a suivre I'évofutie la réaction par un marquage radioactif
de l'oligonucléotide ad’P. Les deux techniques de marquage en 5, et espt, expérimentées en
paralléle. Afin d’éviter I'exposition des oligonédtides aldéhydes aux conditions de marquage, nous
avons choisi de fixer I8P aux oligonucléotides 1,2-diol. Le compdédiol en 5, est marqué a
I'extrémité 3’ ; alors que l'oligonucléotide3 le sera en 5'. Cette étape est suivie d’'une pitétipn
dans I'éthanol pour extraire I'oligonucléotide dulieu de marquage, qui contient notamment un
réducteur qui pourrait s’avérer néfaste pour le gexe métallique (le dithiothréitol pour le margeag
en 5, et le-mercaptoéthanol pour celui en 3’). Dans les deass kes étapes classiques d’oxydation,
de purificatio sont réalisées, avant de terminer par le coupkyeprésence d'une quantité
équimolaire de complexe [Ru(TAPhen"f* 33. Le produit final, ainsi que différents prélévensen
ont été analysés par gel d’électrophorése aprdseldfes de réaction a température ambiante. Cette
analyse ne nous a malheureusement pas apport@m@ngs supplémentaires concernant la formation
du sous-produit "bis-conjugué”. Les deux technigdesmarquage s’averent destructrices pour les

"oligonucléotides 1,2-diol".

- La seconde tentative envisagée consiste a reodifirapport [oligonucléotide])/[complexe de
Ru] lors du couplage pour favoriser la formation lds-conjugué. La réaction est réalisée dans le
tampon aqueux d'acétate d’'ammonium (0,4 M - pH &,5%mpérature ambiante, et en présence d’'un
exceés d'oligonucléotide (2 éq.). Ces conditionstipalieres n’ont pas suffit & rendre exclusive la
formation du "bis-conjugué”. La purification surlgélectrophorése met toujours en évidence la

2

formation du sous-produit "bis-conjugué”, en plusconjugué désiré. Malgré ce résultat, I'hypothése

O La purification se fait suivant le systéme de désge D par centrifugation au travers d’une colonng @ontée sur un
filtre centricon dans un eppendorf a usage unigaetie expérimentalgparagraphe oligonucléotide).
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retenue reste la plus probable. On décide finaléaieptimiser les conditions de couplage a paris d

paramétres de réaction afin de déterminer le potgéade conjugaison le plus efficace.

Plusieurs essais ont du étre réalisés pour neunsgttre d’optimiser la préparation des
conjuguésly, 40, et 41 en prévenant la formation secondaire du "bis-augti. En définitive, la
méthode validée permet d'obtenir exclusivementt@gugués attendus avec de trés bon rendement de
36, 49 et 22 % respectivement. Elle consiste dsgfdle couplage dans le tampon aqueux d’acétate
d’ammonium (0,4 M - pH 4,5) a température ambiaeteen présence d'un excés de "composé
oxyamine" (2 €q.). Apres une nuit a températureiante, le milieu réactionnel est directement périfi
par gel d’électrophorese de polyacrylamide prégar@n observe, pour la premiére fois,
exclusivement le conjugué attendu. Il est enséitepéeré et déssalé pour éliminer les sels catiesjqu
principalement l'urée présente en abondance. @ttige se fait avec un bon rendement moyen de
'ordre de 90%. Les produits sont ensuite carasdéripar spectrométrie de masse MALDI-TOF en

mode négatif par I'ion moléculaire et 'espéce digée correpondantégure A.1V.7.

) , Minéo. Mexo.
Conjugués (g/mole) Formule brute | /756

[Ru(TAP),Phen"f*-5'd-(TTT TTT TAT TAA ATT TA)3’ 6091,2 | CaiiHasiNs2 O113Pi7RU | 6091,4
6061,5 | Coo9H249Nss O111Pi7RU | 6062,7

[RU(TAP),Phenf™5'd-(CCC TTT TAT TAAATT TA)3' 41 | 6046,2 | CoosHousNesO1oPi7RU | 6046,3

15| I8
o 1o

[RU(TAP),Phen'T-5'd-(TCC TTT TAT TAA ATT TA)3’

Conjuguél39 Conjugué&0
a.i.

s0]a i & 6061,68

50
S0
% 3045,06 40 3030,52

|
30
6090,41
3000 4000 5000 BOOD iz 2000 3000 4000 5000 6000 7000 miz

Figure A.IV.7: Spectre MALDI-TOF (mode négatif) des composés @ et40.

On peut comparer ce spectre de masse MALDI-TOFodjugué39 pur a celui obtenu précédemment
par la méthode non optimisée de coupldiggife A.IV.3. Cette précédente analyse était réalisée sur le
mélange conjugué et sous-produit "bis-conjugué’s pmofils sont finalement peu différents malgré
l'impureté. Cette technique d’analyse n’est dons jggtale pour ce type de molécules. Néanmoins,
c'est la seule capable de caractériser ce typ@unjeigué complexe de ruthénium(ll)-oligonucléotide.
Elle sera donc utilisée par la suite pour confirb@epréparation du produit attendu, en réalisasit le

analyses uniquement sur des produits purs isolégld#électrophorése.
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Toutefois, le conjugud0 a également été caractérisé par spectrométrieadeenglectrospray
en mode positif. Il posséde un masse théorique=:®61 g/mol, et on obtient I'ion moléculaire [M-
H'] = 6058,6 g/mole a partir de ses ions multichar@és, (5+), et (6+) visibles sur le spectre de

massef({gure A.IV.§.

Spectre de masse Profil isotopique de I'espéceichaligée 5+

0,,,P;7Ru ¢ H*; ] 5*
[ Cao9H249NeaOniiPi7 5] 12126 1212,8
100 12124 |

100" 5+ 4+ % { théorique j ‘\ [1213.0
% 1212,615 1515,557 121FI2.2 |H‘ “ H u} 12432
w2l 1L
21 1] et
20180 L)L fazise
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Y AYRYRS RNk
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Figure A.1V.8: Analyse du conjugud0 obtenue avec un spectrométre quadripdle en mosigfpo
(la distribution simulée du profil isotopique egterminée a partir de la formule brute du conjugpaége sur la
masse des isotopes les plus abondants des élémnésesits).

Le protocole utilisé permet de s’affranchir tetaknt du sous-produit. Certes les
précédentes expériences de couplage avaient tsuppéiréalisées dans ces mémes conditions, et on
n’'observait pourtant I'impureté. La différence pient de la qualité des réactifs porteurs de latfonc
oxyamine. Maintenant quand on réalise une conjogai®n a un réel excés de complexe de

ruthénium, alors qu’avant les nombreux piégeurBodtgamine I'annulaient.

Ce protocole va donc étre utilisé pour préparenkemble des conjugués.

1.2 - Synthése des conjugués [Ru(TAP) ,TAP"]*-5-oligonucléotide
42-43- 44

Les couplages chimiosélectifs du compl@8avec les oligonucléotideg 8, et 10
sont réalisés dans les conditions optimales détéesi précédemment. Les réactions se font dans
'acétate d’'ammonium tamponné (0,4 M - pH 4,5) eéspnce de 2 équivalents de compl8ge
pendant 17 heures a température ambiante. lls arduapres purification par électrophorése sur ge
de polyacrylamide, aux conjuguég, 43et44 avec des rendements de 42, 35 et 36% respectivement

Le"bis-conjugué" n'est jamais décelé sur le gepdiyacrylamide lors de la purification réaliséeéspr

une nuit de couplage.
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Figure A.IV.9: Synthése chimiosélective des conjugdigsi3, et44.

lls sont caractérisés par spectrométrie de masselMAOF en mode négatif.

Conjugué42 Conjugué&3
Mineo.= 6093,5 g/mole Mineo.= 6063,5 g/mole
Coo9 Haa9 Nga O113 P17 Ru Co07 H247 Ngg O111 P17 Ru
, g0 3030,08
50]a.i. 6090,94
5 b 6060,83
30 4
3044,48 40 ]

20 J
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"
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Figure IV.10: Spectres MALDI-TOF (mode négatif) des composés 42 et43.

[]

En résumé, les conjugués complexe de ruthéniusifll)-
oligonucléotide sont obtenus avec des rendemeng&5de 50 %. L'optimisation
des conditions permet de réaliser la conjugaisonssenvisager la formation du

A

"bis-conjugué”. Pour cela, le couplage doit s’efter dans un tampon agueux
d’acétate d’ammonium (0,4 M - pH 4,5) pendant uni¢ & température ambiante,
et en présence d’'un double excés de complexe lénium porteur de la fonction

oxyamine.



Résultats et discussion A.IV- Assemblage chindosities conjugués -129 -

En revanche, il reste a optimiser les conditionandlyse des conjugués par
spectrométrie de masse électrospray. Cette techndjanalyse permettrait de
maitriser les éventuels désagréments. Elle s’av@é@ indispensable pour
s’affranchir de la présence de contaminants au skgis solutions de "complexes
de ruthénium oxyamine”, hautement néfastes a lahé&ya exclusive des
conjugueés.

La méthode de synthése optimisée a ensuite étija@plpour préparer

les différents types de conjugués complexe demiutiméll)-3’-oligonucléotide.

2 - Synthese des conjugués'complexe de Ru(ll)-3’-

oligonucléotidée'

Dans cette seconde partie, la méthode est appliguagréparation
de 4 conjugués complexe de ruthénium(ll)-3’-oligdéatide. lls sont obtenus

en combinant 2 types d’oligonucléotides avec |efér@ints complexes de

ruthénium.
Q\ X =CH
@ o y 45: 0 = TTITTTTATTAAAT TTA *
N//, \\\\N )ij o 3. ,
_N [ = N
NO T NH EAO 46: | TC CTT TTATTA AAT TTA
Oj O\P 0 X =N
N Ho—| ougonuctéowse }-0” “or 47. - =% TT TTT TTATTAAAT TTA
5 a7 7T
48: 1=>"TC CTTTTATTAAAT TTA °

Les conjuguédb, 46, et 48 serviront de macromolécules pour les études plysigues
(Partie B).

[]

Les 2 types d’'oligonucléotides porteurs de lacfiam aldéhyde a I'extrémité 314 et
15, sont indifféremment accrochés sur les complexesruthénium [Ru(TARPhen"f* 33 et
[Ru(TAPLTAP"]**38. Les 4 conjuguédb, 46, 47 et48 sont préparés a partir des conditions optimales

de couplage déterminées précédemment.
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3 5
14 . 3-TXX5 =TTT jﬁo TXX TTT TAT TAA ATT TA—0H

15 : 3-TXX-5 =TCC

\Q Nio b w2 kaO\NH

ACONH, / 0,4M / pH 4,5
17h/ t.a. O 33 : X=CH
38 : X=N

N

)

: X=CH, 3-TXX-5' =TTT Q
46 : X=CH, 3-TXX+5 =TCC \\\ll W2

47 : X=N, 3-TXX5 =TTT N
48 : X=N, 3-TXX5 =TCC N«@@

Figure A.IV.11: Synthése chimiosélective des conjugdi®si6, 47, et48.

&

5

WN% \N:{[‘:\O TXX TTT TAT TAA ATT TA—OH

La conjugaison se déroule classiquement dans &scéammonium tamponné (0,4 M - pH 4,5) en
présence de 2 équivalents de compl8%e ou 38 suivant le conjugué désiré. La réaction évolue
pendant une nuit a température ambiante. Le mélegagdionnel est ensuite directement purifié par
électrophorese sur gel de polyacrylamide. On ohtagres récupération et déssalage, les 3 conjugués
45, 46, et 48 avec des rendements de 25, 47, et 59 % respectiveilr® valeur plus faible du
rendement de synthése du conjugbés’explique par la présence au final de 5 % de-pooduit de

haut poids moléculaire en position haute du ggdalgacrylamide préparatif. L'impureté est présente
dans ce cas, car ce couplage a été effectué dangoleditions réactionnelles antérieures a
I'optimisation de la stratégie. Ce type de conjudRé(TAPLPhen"f*-3'd-( TTT TTT TAT TAA

ATT TA)5’ sert exclusivement de molécule controtsdpplications ultérieures en photochimie. Il est

donc peu sollicité pour les expériences de formadies photoadduits.

D’autre part, Le conjugud? a été préparé avec un tres faible rendement de Ze¥couplage
conduisant a ce conjugué a été I'un des premiéestag. Il a donc été réalisé a partir d'une sotuti
de complexe [Ru(TABTAP"]** 38 trés fortement contaminée par des composés cddsorialgré
un fort exces de compleg8 (9 éq.), et 26 heures de réaction a températubéaarte, peu de produit a
été récupéré lors de la purification par CLHP. @a&lpit n'a d’ailleurs pas été utilisé ultérieurerhen
pour les études photochimiques.

En revanche, les 2 réactions de couplage condussentonjuguéd6 et 48 ont été réalisées dans les
conditions optimales. Elles ne révelent aucuneetrda sous-produit, ce qui explique le taux
remarquable de transformation.

Les conjugués ont également été caractériséppairamétrie de masse MALDI-TOF.
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. , Mine M
Conjugués (g/r;:18‘l)é) Formule brute (g/rr?gpl'e)
[RU(TAP),Phenf-3'd-(TTT TTT TAT TAAATT TA)S 45 | 6049,1 | CaosHassNez OrsPiyRU | 6050,3
[RU(TAP),Phen'F-3'd-(TCC TTT TAT TAAATT TA)S 46 | 6019,2 | CoosHzs3Nes O PiyRU | 6020,7
[RU(TAP),TAPT?*-3'd-(TTT TTT TAT TAAATT TA)5" 47 | 6051,3 | Coo6HzasNes O11sPiyRU | 6052,6
[RU(TAP),TAPT?-3'd-( TCC TTT TAT TAAATT TA)S 48 | 6027,2 | CooaHzu7Nes Or11 PiyRU | 6028,5
Conjugué46 Conjugué&d?
80]a.i. 80]a.i. 3025,05
6019.71 6051,59

60 60
3009,45 5248,55

2637,86
40

2014,95

5278,03

5165,43
20

. !

2000 3000 4000 5000 6000 m/z S AL L At S AL R v o

Figure A.IV.13: Spectres MALDI-TOF (mode négatif) des composérs 46 et47.

L'analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF égele destructrice pour les conjugués
"ruthénium-3’-oligonucléotide”. On retrouve sur kgsectres des produid®, et47, I'ion moléculaire
correspondant au conjugué attendu, ainsi que lbespuultichargée (2-). Le spectre met également en
évidence les oligonucléotiddg © et 15 ™ précurseurs des deux conjugués. Cette caraajéesést
récurrente pour les 4 conjugués formés. Alors ggeahalyses des conjugués ou le métal est ancré a
'extrémité 5’, ne montraient pas la présence daepwoucléotides de départiqure A.IV.7. Le lien
éther d'oxime de I'extrémité 3’ apparait plus fiagil se rompt facilement sous l'action du laser
utilisé pour ioniser la molécule au cours de I'geal MALDI-TOF, quelque soit la séquence

oligonucléotidique fonctionnalisée en son extrérgité

Le conjuguéd6 a également été caractérisé par spectrométrieadearélectrospray en mode négatif.

Il posséde un masse théorique : M = 6019 g/mobnebbtient I'ion moléculaire [M-H = 6017,7
g/mole a partir de ses ions multichargés (6-),, (B9, (9-) et (10-) visibles sur le spectre dess®a
(figure A.IV.13. Il est le seul conjugué complexe de ruthéniuimgesiucléotide caractérisé par le
spectrométre a trappe ionique. Les nombreusessaigngatives se sont révélées infructueuses. Les
conjugués ont tendance a afficher le profil typiglien composé trop salin. Les ions multichargés
n'arrivent pas a émerger d'un bruit de fond trops#e malgré les nombreuses méthodes de déssalage

expérimentées (CLHP, dialyse, résines échangelises d..).

D 14 : PMnsorique= 5276,5 g/mole pouCi72Ha20 Nag O111 Pz,
® 15: PM neorique= 5246,5 g/mole poui70Hz15 Nsg Orog Py7.
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Intens.'
x104 M-oH>  |[M-8HJ*
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Figure A.IV.13: Spectre de masse electrospray en mode négatdrdposél6.

[]

En résumé, la stratégie optimisée de conjugaisan de
complexes de ruthénium sur les oligonucléotides émalement ses
preuves a I'extrémité 3. Quelque soit le type deplexe de ruthénium,
les conjugués sont obtenus avec d’excellents reewksnde I'ordre de
50%. Malgré une extrémité 3’-fonctionnalisée mginsnoncée et mobile
gue son opposée en 5, l'efficacité de la réactest équivalente. Par
contre la nature différente des chainons porteuss lGldéhyde se
manifeste lors de I'analyse par spectrométrie MALOIF des conjugués.
Le lien éther d’oxime cede quand il se trouve suclhiainon plus court en
3'. Alors que celui de I'extrémité 5’ résiste a damnditions d’analyses

similaires.
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3 - Synthese des conjugués "complexe de Ru(ll) eptide"

Dans cette partie, la polyvalence de la technigse testée en
préparant 2 types de conjugués complexe de ruthgfipeptide. lls sont
obtenus en combinant 2 peptides différents avecsem complexe de
ruthénium : le [Ru(TARPhen"**.

N

o
%‘&?}‘@HKHWON H 49:  =-APKKKRKVED -NH,
o et

N 50: 11 =-GRKKRRQRRR -NH,
N H2N0C<| peptide I_H

Le produit49 a servi a valider le procédé de préparation d'wutt nouveau type de
conjugué "ruthénium-peptide". Le prod®d est transmis a I'équipe bruxelloise du Pr. A.

Kirsch-De Mesmaeker afin de déterminer ses progsi@hotophysiques.

[]

3.1- Préparation du conjugué «[Ru(TAP),Phen"]?*-NLS» 49

N
Q} .
NQ; N o) H _
H R K_ R_ V_ D—-NH 17
2 - + SNBSS NS 2
\ (N//h, N NY\NK/O\NHZ A K K K E
(ON NS 0 0

H
2 S1 N J o
\ N, wN N SN= HN-A_ K_ K_ K_ E_ cCO
WNG NH
- ,é?\ WhH \( P KRV D 2

INTT NS o
N N [e]

Figure A.lIV.14: Synthése chimiosélective du conjugh®s
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Le conjugué49 est synthétisé a partir de l'intermédiaire peptitkS " 17 et le
complexe de ruthénium [Ru(TAfPhen"f* 33. (Figure A.IV.14 La réaction se déroule dans I'acétate

d’ammonium tamponné (0,4 M - pH 4,5) en présence éguivalents de comple$a.

L’analyse CLHP montre la formation relativementidepdu composd9. Aprés 1 heure de réaction le
conjugué est largement majoritaire par rapport eptige. Le couplage est complet au bout de 22
heures a température ambiarfigg(re A.1V.15. L’éluant utilisé pour les analyses CLHP est Hiéd

par I'acide trifluoroacétique. Ces conditions petteret de mettre en évidence simultanément les deux
réactifs. Le conjugué se distingue du peptide,sparabsorption caractéristique a 420 nm en plus de
214 nm.

Chromatogramme du produit brut & 1h de Chromatogramme du produit brut a 22h de
réaction. réaction.

*

tR=21.2min.
49

" & |4*_9tR=21'4m'"' Q

13,5min. 1L, 196 19.5 ‘

|

|

\ |28 7
| jll * 23,3 min. 13,4 min.\

* ok

A S P 23,1 min.

| — -.l #
minutes \ |‘,i |35

A =214 nm 420 nm AT e

l—
minutes
A =214 nm 420 nm

Figure A.IV.15: Analyse de I'avancement de la réaction par CLHP
(systeme i détection a 214 nm et 420 nm).

Le milieu réactionnel est directement purifié pdrHP semi-préparative (systeme)llLe produit
majoritaire est ensuite facilement caractériséspactrométrie de masse électrospray en mode positif
par ses ions multichargés (2+), et (3+). A titrenparatif, 'analyse a également été effectuée par

spectrométrie de masse MALDI-TOF en mode positif.

Conjuguéd9 : PMyeo = 2026,28 g/mole pourggH;>7N30:5RU
a) b) Bl 1876.3

90 50]
e [M+3HP*
x10780 1 675,6

704 40.] 2026,6

60 -

50 4 [M+2H]2*
1012,9

304

40
204

30 1

20 4 10] 1551,5

[M+1HJ1+

104 20%4,9

bt Lot M doo s o,

UV LANAN RSN RARAD RERAD LESAD REAAN RALAY RAARE REAL] T
505 705 905 1105 . 1305 1505 1705 1905 1200 1400 1600 1800 2000 2200 m/z

Figure A.IV.17: Analyse du conjugué9 pur par spectrométrie de masse :
a) spectrométrie de masse électrospray ; b) speétrie de masse MALDI-TOF.
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L'analyse MALDI-TOF entraine une dégradation dudwit. Le lien oxime ne résiste pas a ce type
d’analyse. On retrouve des fragments qui semblandtpprovenir du peptidd9 (Mye= 1253,5
g/mole) que du complexe de ruthéni@&(Myso= 790,8 g/mole). Cette technique ne sera pas retenu
pour caractériser ce type de conjugué, plus faeilgmanalysable par spectrométrie de masse
électrospray.

Finalement, on obtient le conjugd@ avec un rendement de 45 %.

3.2 - Préparation du conjugué «[Ru(TAP),Phen"]*-Tat» 50
Le conjugué50 est synthétisé a partir de l'intermédiaire peptidat " 19 et le
complexe de ruthénium [Ru(TAMhen"f* 33 (Figure A.IV.17. Le couplage est réalisé dans I'acétate

d’ammonium tamponné (0,4 M - pH 4,5), en présenaeealquantité équimolaire de compds®

Ru'(TAP),Phen”

N
ACONH, /0,4M /

(;@ ]
N H
2
\Q,N/,,,, SN2 NjﬁNkO\N* HN-G_ K. R_ Q. _R__CONH,
pH45 (O\N ' Y R KOR TR R
N
O] 50

N
(0]
19h/ t. a. N@

Figure A.IV.17: Synthése chimiosélective du conjudife

N

L'avancement de la réaction est déterminé par CLHIR.s’avere compléte aprés une nuit a 25°C. Le
milieu réactionnel est ensuite purifié par CLHP spréparative de facon a éliminer les éventuelles
impuretés formées suite a la dégradation des dgnthans extrémement réactifs (systemg. ILe

conjuguéb0 est obtenu avec un rendement de 43 %. Il est éisEtpar spectrométrie de masse

électrospray en mode positif par ses ions multpha3+), (4+) et (5+).

40
Intens. [M+4H] «*
556,5
103 ’
' 30~
Conjugués0:
PMieorique= 2224,52 g/mole 20 7 [M+5H] 5+ [M+3H] 3+
4454 7416
CosH13N45015RU 10
O . 1 T T . - 1
400 500 600 m/z 700 800

Figure A.IV.18: Analyse du conjuguB0 pur par spectrométrie de masse électrospray.
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[]

En résumé, la stratégie optimisée de conjugaisan de
complexes de ruthénium sur les oligonucléotides disectement
applicable aux peptides. Elle permet d’obtenir l@tient les conjugués
complexe de ruthénium(ll)-peptide avec un bon revedg moyen de 45
%. La méthode devient méme plus conviviale : ligiah de la réaction
est facilement suivie par CLHP ; et les conjuguémt sfacilement

analysables par spectrométrie de masse électrospray
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Conclusion

Dans ce chapitre, la diversité des "synthons aldéky
(oligonucléotides 5’ et 3', peptides) rattachés @oxnplexes de ruthénium souligne
la polyvalence de la méthode de couplage empld@€éite stratégie convergente de
conjugaison par le lien éther d’oxime s’avere tefficace pour assembler les
différents intervenants avec un bon rendement moges0%.

Le protocole mis au point consiste a réaliser laation de couplage
dans l'acétate d’ammonium tamponné (0,4 M - pH ,4&) présence de 2
équivalents de "complexe de ruthénium oxyaminefefAgeulement une nuit a
température ambiante, le milieu réactionnel est édiatement purifié par gel
d’électrophorése polyacrylamide en condition dératte. Le conjugué isolé,
traité, est finalement identifié par spectrométde masse MALDI-TOF. Certes
cette technique d’analyse s’avere peu fiable, anenéestructrice dans le cas des
conjugués ruthénium-3’-oligonucléotide, elle esam@oins validée. Ses limites
pourvoient totalement nos attentes en réalisantamadyse qualitative de produits
purs. Il serait quand méme tres intéressant de daraser les conjugués par
spectrométrie de masse électrospray. Cette étapesaife la mise au point d'une
technique de déssalage optimale, d'ailleurs desaissgréliminaires sont
actuellement réalisés au laboratoire.

Le couplage complexe de ruthénium et oligonucléatedjuiert une solution de
"composé oxyamine" extrémement pure pour obteniexaellent rendement. Elle
permet de s’affranchir totalement de la formatianabntaminent bis-conjugué.

Le couplage des peptides sur I'entité métalliq@weate tout autant productif en
étant moins contraignant. Les produits sont facdai séparables dans les
conditions d’analyses CLHP en présence d’acidéutiibacétique, facilitant ainsi

le suivi réactionnel et la purification ultérieure.

Les conjugués ainsi formés sont destinés a dese®tymhotochimiques, et
photophysiques dans le but de caractériser la foionade photoadduits avec les

oligonucléotides ciblés (Partie B).







- Partie B -

Etudes photochimiques
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Etudes photochimiques des conjugués

"complexe de ruthénium(ll)-oligonucléotide”

Notre projet repose sur une stratégie antisens, phiis
particulierement sur la neutralisation définitivaud oligonucléotide cible par
sa liaison covalente avec le conjugué "ruthéniujrgligonucléotide” préparé
auparavant. L’étape incontournable consiste doncdfier que le complexe
de ruthénium peut effectivement photoréagir avee guoanine et ainsi
conduire a un pontage définitif entre le brin sondétaché au complexe
métallique et sa cible complémentaire. Par consequées propriétés
photophysiques des conjugués sont examinées afiéteiaminer les composés

potentiellement photoactifs.

Des études antérieures développées au laboratdireontré l'intérét d’accrocher des
complexes de ruthénium photoréactif a des oliga@utiles. Pour cela, de nhombreux conjugués ont
été préparés en attachant le complexe [Ru(Fh@lf* & un oligonucléotide, en faisant varier
'emplacement du métal dans la séquence oligontidigoe. L'illumination de telles molécules a mis
en évidence la formation d'un "photocrosslinkingitre le brin métallé et son complémentaire. Ce
type d’adduit provient de I'ancrage covalent d’igahd TAP sur une guanine du brin complémentaire
via un transfert d’électron photoinduit. Ce photaotage ne peut se faire qu’en présence d’au moins
une guanine a proximité du site métallé. Il s’esuite réveélé responsable du blocage mécanique de
certaines enzymes, dont I’ADN polymérase respoesadlla réplication de I’ADN? 146
Malgré la tres bonne photoréactivité des systendgegldppés, la méthode de synthese employée ne
permettait d’obtenir une quantité suffisante dedpibpour envisager la caractérisation compléte des
photoadduits obtenus ultérieurement. En effetolmplexe était attaché aux oligonucléotides par un
lien amide avec un rendement relativement faible.

La nouvelle méthode de synthése des conjuguétrium(ll)-oligonucléotide” par le
lien éther d’oxime permet d’accéder plus facilemmmt différents types de conjugués, et en quantité
satisfaisanteRartie A chapitre I\J."?” Il faut ensuite définir le potentiel photoréaaliés nouveaux

systémes préparés, en déterminant leurs proppét#ephysiques.

146 | entzen, O; Constant, J; -F.; Defrancq, E.; MougheC.; Dumy, P.; Kirsch De-Mesmaeker, A. Photoatitkeading to
crosslinking in Rull-derivatized oligonucleotideéducleosides, Nucleotides, & Nucleic AcRBO3 22, 1487-1489.
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Avant de présenter les résultats obtenus, I'enkerdies duplex de conjugués ensuite
caractérisés sont rassemblés dans le tatBealOn retrouve notamment les systemes ne comportant
pas de guanine"39", "42", "44", et"45" qui ne devraient pas photoréagir avec les compleee
ruthénium(ll). Ces produits serviront principalemecomme référence, lors des expériences
d’illumination. Le produit'41l" est le seul a posséder 3 guanines successiv&svita notamment
comme élément de comparaison avec 'ancien systéaneson homologue [Ru(TAR)p]**-5'd-(CC
CTT TTATTA AAT TTA)3' a été étudié précédemment.d eomposé#40" et"43" possedent deux
guanines, ils ne different que par la nature duptere de ruthénium(ll). lls serviront de point de
comparaison des deux nouveaux types de compldxes &ussi les produit¥6” et"48" qui sont
les homologues des compos&®" et "43", ou l'entité métal est attachée a I'extrémité [3a

comparaison des 4 produits permettra de défimfllience de I'extrémité d’ancrage des complexes.

Duplex Complexe de ruthénium — oligonucléotide deudsin Tm T, de référence
n3g9" | [RU(TAP),Phen"f*-5d-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3’ 38.0°C 36.1°C
_ 3'd-(AA AAA AAT AAT TTA AAT)S’ +1°C +1°C
"40" | [Ru(TAP)Phen"f-5'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3' | 44.0°C 41.1°C
3'd-(AG GAA AAT AAT TTA AAT)5’ +1°C +1°C

"41" [RU(TAP),Phen"f*-5'd-(CC CTT TTA TTA AAT TTA)3’
3'd-(GG GAA AAT AAT TTA AAT)S’

v42" | [RUTAPLTAP?-5'd(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3'
— 3'd-(AA AAA AAT AAT TTA AAT)S’

"43" | [RU(TAPLTAP"]*-5'd-(TC CTT TTA TTA AATTTA)3' | 44.0°C 41.1°C

3'd-(AG GAA AAT AAT TTA AAT)5’ +1°C +1°C

naar | [RUTAPLTAP"]*-5'd-(AA AAA AAA TTA AAT TTA)3 38.0°C 36.1°C
- 3d-(TT TTT TTT AAT TTAAAT) | *¥1°C +1°C
na5e | [RU(TAPLPhenf*-3'd-(TT TTT TTATTA AATTTA)5 | 40.0°C 36.1°C
- 5'd-(AA AAA AAT AAT TTA AAT)3 +1°C +1°C
"46" | [RU(TAPLPhen'f-3'd-(TC CTT TTA TTAAATTTA)S® | 435°C 41.1°C
5d-(AG GAA AAT AAT TTA AAT)3 +1°C +1°C

47" | [RU(TAPLTAP"*-3'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)S 40.0 °C 36.1°C
5'd-(AA AAA AAT AAT TTA AAT)3’ +1°C t1°C

"48" | [RUTAPLTAP'*-3'd-(TC CTT TTATTA AAT TTA)S’ 44.5°C 41.1°C
5d-(AG GAA AAT AAT TTA AAT)3 +1°C +1°C

Tableau B.1 Présentation des différents conjugués oligoriitiés étudiés, ainsi que leurs températures de
fusion (T,) et celles des séquences de référence corresgeadan

Au préalable, il est nécessaire dévaluer les petds d’hybridation des duplex associant
I'oligonucléotide sonde du conjugué a son brineilour cela, on détermine la température pour

laquelle 50 % du duplex est dissoli¢a température de fusion {lobtenue, traduit directement les

O |'aspect théorique et expérimental des températute fusion des oligonucléotides est présenté danpartie
expérimentale.
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phénomenes de stabilisation, ou de destabilisatiorduplex. Elle permet donc d’évaluer l'influence
du type de complexe métallique, ou encore cellel'eerémité d’ancrage, sur la stabilité de
I'appariement. Les résultats obtenus sont regroujaés le tableal.1l avec les températures de
référence qui correspondent aux duplex dépourvusateplexe métallique. Pour I'ensemble des
conjugués, on obtient une température de fusioRrédgent supérieure a celle du témoin. Cette
difference n’est pas suffisamment significative paue l'on puisse envisager une importante
stabilisation de la structure par les différentsptexes de ruthénium(ll). En revanche, cette faible
différence permet d’'affirmer que les complexes fiigtees ne perturbent pas I'hybridation du brin
sonde a sa cible. Cette information est fondamenpalur envisager les études comparatives de
photoréactivité des conjugués associés en duplest Egalement intéressant de noter que le type de
complexe de ruthénium(ll), ainsi que I'extrémitéantrage n'ont pas d’influence spécifique sur la

stabilité de I'édifice.

1 - Caractérisation photophysique des conjugués

Dans cette premiere partie, les propriétés photspjyes des
nouveaux systémes sont présentées. Les conjugié@ntédes deux types de
complexes étudiés [Ru(TAPhenf" et [Ru(TAPY?" sont tout d'abord
caractérisés en spectroscopie stationnaire d’absorp et d’émission, puis
en spectroscopie d’émission résolue dans le terGgs. études ont été
réalisées lors d’'un séjour a 'ULB dans le labori&de Chimie-Organique et

Photochimie dirigé par A. Kirsch- De Mesmeaker.

[]

1.1 - Spectroscopie d'absorption

Les spectres d’absorption sont réalisés dana I@atempérature ambiante. Les
concentrations en produits sont déterminées arpdes coefficients d’extinction molaire)(des
complexes non fonctionnalisés. On base cette eitimaur I'hypothése que la dérivatisation d'un

ligand du complexe ne modifie pas ses caractéuissif’

17 Del Guerzo, A.; Kirsch De-Mesmaeker, A.; Demeurkyri.; Lhomme, J. Photophysics of bifunctional Ru¢omplexes
bearing an aminoquinoline organic unit.potentialhotoprobes and photoreagents of DNAPhys. Chem. ,B997, 101,
7012-7021.
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L'allure générale des spectres des complexes tifomalisés [Ru(TARPhen-
ONHBocF”, et [Ru(TAPYTAP-ONHBocf', est trés proche de celle de leurs homologues non
modifiés figure B.9J. lls se caractérisent par des bandes d’absorpdprarquables similaires. lls
présentent notamment plusieurs bandes d’absorptitmses dans la région UV, 200-400 nm,
attribuée aux transitions LC centrées sur les tigatLigand Centered). Les bandes d’absorption
observées dans le visible correspondent aux tramsiMLCT de transfert de charge du métal vers le

ligand. Ces transitions sont les plus faibles esrgin.

a) [Ru(TAPLPhen-ONHBod' ' b) [Ru(TAP)]?" & [Ru(TAP),TAP-ONHBocF"
14 i 17
. [RUTAP),2*
goe ' gove? f/\ —— [RU(TAP),(TAP-ONHBoc]?*
20,4— 50,4* \
0,2 4 i 0,2 ‘\\/"\

200 250 300 350 400 450 500 550 60C : 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Longueurs d'onde (nm) i Longueur d'onde (nm)
\

Figure B.2: Spectres d’absorption des complexes de ruthéhiues a 13uM, dans I'eau et a température
ambiante.

On détermine également le profil d'absorption’desemble des conjugués préparés,
en simple et double brin d’oligonucléotide, parpag aux complexes libres en solution. Les spectres
sont équivalents et homogenes pour un méme complayazaaromatique. L'allure met en évidence
la présence des deux entités : I'oligonucléotide etithénium. En effet, on retrouve les bandes WILC
caractéristiques des complexes polyazaaromaticeiestdénium dans le visible. D’ailleurs, les tracés
se superposent exactement vers 400 nm, qu’'onrs@itésence du conjugué simple brin, double brin,
ou du complexe libre. Dans I'ultraviolet, le tradés conjugués présente une bande trés intense vers
260 nm. Elle correspond a la somme de I'absorgdmita bande LC du complexe polyazaaromatique
et des transitions-* des bases de I'oligonucléotide simple brin. Elevient encore plus intense

quand le conjugué est hybridé au brin d’oligonutitisocomplémentairdigure B.3)
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a) Composésd ' b) Composé¢4"
[Ru(TAPYPhen"f*-5'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3 [RU(TAPY,TAP">-5'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3
3'd-(AA AAA AAT AT TTA AAT)5’ ' 3'd-(AA AAA AAT AT TTA AAT)5’
. 1‘ double brin
double brin . .
simple brin
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----------- [Ru(TAP),Phen-ONHBoc]?*
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.......... [Ru(TAP),TAP-ONHBoc]?*
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Figure B.3: Spectres d'absorption des conjugués ruthéniljpddoligonucléotide39 (a) etd4 (b)
(a2 10uM, en milieu aqueux tamponné : 10 mM Tris, 50 mMONaH 7).

Les valeurs des longueurs d’onde des maxima ofptien des complexes libres
modifiés, et non modifiés sont répertorices aue@blB.4. 1l reprend également les valeurs
caractéristiques d’'un type de conjugués en 5',axgion simple et double brin, ainsi que cellesate s

homologue a I'extrémité 3’ en simple brin.

Composeés Longueur d’onde (nm)

Domaine de l'ultraviolet Domaine du visible
[Ru(TAPYPhenf* 230 272 411 466
[Ru(TAP),Phen-ONHBoc] 231 272 412 460
39 simple brin - 262 415 464
39 double brin - 263 415 464
45 simple brin - 267 417 469
[Ru(TAP)]* 230 274 406 435
[Ru(TAP),TAP-ONHBoc} " 230 258 / 275 405 434
44 simple brin - 260 406 437
44 double brin - 259 407 438
47 simple brin - 262 410 439

Tableau B.4 Maxima d’absorption des complexes libres, méditbu non modifié, des conjugués
correspondants a I'extrémité 5’, simple et doubslg,kainsi que le conjugué homologue en 3’ et senipin.

Les propriétés spectroscopiques globales d’absonpties conjugués correspondent a
la somme de celles de I'oligonucléotide et celles complexes de ruthénium isolés. Les spectres ne

présentent aucun déplacement significatif des mexdiabsorption par rapport aux complexes libres.

148 Ortmans, I.; Elias, B.; Kelly, J. M.; Moucheron, ®irsch-DeMesmaeker, A. [Ru(TAP)2(dpp?)]a DNA intercalating
complex, which luminesces strongly in water andargdes photo-induced proton-coupled electron teainsith guanosine-
5’-monophosphatéDalton Trans2004 668-676.
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1.2 - Spectroscopie d’émission stationnaire

Les spectres d’émission stationnaire des différegstémes étudiés sont relevés en
milieu aqueux tamponné a pH 7, a température an@ietnsous air. lIs sont obtenus a des densités
optiques identiques, aprés excitation des compaggaaximum d’absorption de la bande MLCT du
complexe conjugué :

- 415 nm pour les conjugués porteurs du complexéTRP),Phen'f".
- 408 nm pour les conjugués porteurs du comgRMETAP),TAP"]*".

L’allure générale des spectres de luminescensealgugués simple et double brin est
trés similaire figure B.5. L'émission est globalement non-structurée, gfigiye des complexes
polyazaaromatiques de Ru(ll). Elle a été attribiid@tat excité’MLCT du complexe impliquant un
ligand TAP!* Toutefois, lintensité varie significativement efonction de la séquence
oligonucléotidique ancrée.

Dans le cas du composé dépourvu de guani88s l'intensité maximale émise par le conjugué
simple brin correspond exactement a celle émiselgpa@onjugué double brin. Et, elles sont plus
importantes que le maximum d’émission du compléxe ldans les mémes conditioffigjre B.5, .

Ce résultat montre que le complexe conjugué agbolucléotide est protégé du solvant par
I'environnement hydrophobe généré a proximité digonucléotide. Cette protection permet ainsi de
soustraire en partie I'état excité du complexe désactivation induite par son environnement direct
d’'ou sa capacité d’émission préservée. La juxtdiposdes spectres d’émission indique également un
environnement similaire autour du complexe exajtépn soit en présence du simple ou du double
brin d’'oligonucléotide. Il semblerait donc que liengle brin adopte une conformation repliée qui
engloberait le complexe. Cette structure confeatoait ainsi une enveloppe protectrice autour du
complexe, semblable & celle générée naturellemantl’pligonucléotide double brin. Une telle
structuration dynamique a déja été rencontrée auvsate I'étude antérieure des conjugués de type
"[Ru(TAP),(dip)]**-oligonucléotide™>°

En présence de guanines, on observe une forteitinhilde la luminescence du complexe. Cette
inhibition devient méme de plus en plus marquée &aeigmentation du nombre de guanifigure

B.5, b et & Elle peut s’expliquer par un quenching de I'é&atité du complexe faisant suite a un

transfert d’électron photoinduit & partir de la gine.

149 Kirsch-DeMesmaeker, A.; Lecomte, J.-P.; KellyMl. Photoreactions of metal complexes with DNA, esgley those
involving a primary photo-electron transf@opics in Current Chemistrd996 177, 25-76.

150 Garcia-Fresnadillo, D.; Lentzen, O.; Ortmans, Defrancq, E.; Kirsch-De Mesmaeker, A. Detection setondary
structures in 17-mer Ru(ll)-labeled single-strandkgonucleotides from luminescence lifetime studi2alton Trans.2005
852-856.
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a) Composéesy' b) Composéglg c) Composégl”
[RU(TAP),Phen"f-5'd-(TT TTT R)3’ [RU(TAP),Phen"f*-5'd-(TC CTT R)3’ [RU(TAP),Phen"f*-5'd-(CC CTTR)3’
3d-AAAR)S 3d-@GAAR)5 3'd-GG GAAR)5'
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Figure B.5: Spectres d’émission stationnaire des trois aprés [Ru(TAPYPhen"f*-5'-oligonucléotide39
(a),40(b), et41 (c), mesuré a 1AM, en milieu aqueux tamponné : 10 mM Tris, 50 mMINgH 7. Pour
chaque conjugué, 3 spectres d’émission sont pé&sentlui du conjugué simple brin (gris), du couié@
double brin (noir), et du complexe libre [Ru(TAPhen-ONHBod{" (pointillé), avec R = - TTA TTA AAT
TTA, et R'= AAT AAT TTA AAT.

On retrouve des propriétés caractéristiques gireg pour les conjugués ancrés sur le

complexe [Ru(TAPJTAP"]**, ainsi que pour les conjugués analogues dérigadis@xtrémité 3.

Pour tous les systemes étudiés, le complexe deénium est protégé par
I'oligonucléotide double brin. Il semble étre égalent protégé par I'oligonucléotide simple brin. En
présence des guanines, on observe toujours unkitiohi de I'émission, faisant suite & un quenching

de luminescence de I'état excité du complexe paramsfert d’électron photoinduit.

1.3 - Emission résolue dans le temps

Les durées de vie de luminescence de I'ensembk abnjugués "ruthénium-
oligonucléotide" ont été déterminées par Singlet®hdCounting (SPC), a 25°C dans l'eau et en
présence d’air. Cette méthode permet d’enregifreeécroissance de luminescence d’un échantillon
gu’il faut ensuite analyser en ajustant les poiexpérimentaux par un modéle mathématique.
Contrairement aux complexes libres, les décroigsanie luminescence des conjugués ne sont pas
mono-exponentielles, elles doivent étre analysé@esipe fonction multi-exponentielle de type(1)
=Z a; exp (-tt)

lsn{t) correspond a la décroissance de I'émissioroauscdu temps.

a; est le facteur pré-exponentiel de la durée de;vie
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A partir de cette analyse, on obtient différentes2ds de vig;, dont chaque valeur est associée a un
facteur pré-exponentiel normalisg. ACe coefficient détermine la contribution de lar&dude vie
concernée a la décroissance de la luminescéénce.

A partir des données récoltées, il est possibldéerminer une durée de vie moyenng,.:Elle est
calculée a partir de la relation;, = Z A; T;/ Z A;. Cette valeur pondérée permet ensuite de pouvoir
comparer les différentes séquences rattachéesng€ore complexe. Plus son taux est élevé, plus le

degré de protection de I'état excité du complexeemé est important.

Les mesures des durées de vie de l'état excig dimix types de complexes
[Ru(TAPLTAP"]*", et [Ru(TAPYPhen"f*, conjugués aux différents oligonucléotides étudiés été
réalisées sur les séquences simples brins et dobhles. A titre comparatif, les durées de vie des
complexes libres dérivatisés et non dérivatisés &galement présentées.

Dans le cas des complexes [Ru(TAMen"T*, la duréale vie de I'état excité du complexe modifié est
légérement supérieure a celle observée généralgmoeintle complexe non modifiéapleau B.§.
Alors que pour le complexe [Ru(TAFDAP"]*, la stabilité de I'état excité du complexe ne senptas

affecté par la fonctionnalisatiotepleau B.9.

1. 3. 1. - Les conjugués ancrés au complexe [Ru(PAPhen"]?*

Dans le cas des conjugués simple brin, et desle®uldins dépourvus de guanines, deux
durées de vie sont généralement détectées. Lacpluse ¢,) est proche de celle mesurée pour le
complexe non dérivatisé libre en solution. Elle exffectée aux complexes ancrés aux
oligonucléotides, dont I'état excité n’est pas @ggt par I'acide nucléique. La durée de vie longgle (
correspond quant a elle a des conjugués dont lepleam est protégé du solvant par l'entité
nucléotidique. Elle apparait aussi bien pour lejugué double brin, que pour le simple brin. En
présence du brin complémentaire, le complexe peutegouver facilement protégé au coeur du
duplex. Par contre, en présence uniquement du eibri, le squelette phosphodiester doit adopter
une conformation repliée pour protéger de maniégeificative I'état excité du complexé® Les
durées de vie moyenne pondérgaffichent tout de méme une meilleure protectiotiétat excité du
complexe quand il se trouve en présence d’'un dupildigonucléotide. En effet, la valeur dg des
systémes"@9" db), et (45" db), est supérieure a celle obtenue pour les caapignalogues simples
brins tableau B.§.

0 |es facteurs pré-exponentiels sont calculés a prri’équation : A= o / Za;.
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Durées de vie de I'état excité

Composés T [AA) ] 1, [ A2 15 |A3(%)| T,
(ns) (ns) (ns) (ns)

[Ru(TAP)Phenf" 656 | 100 - - - - -
[Ru(TAP)Phen"t"* 720 | 100 - - - - -

"39" sb  [Ru(TAPyPhen't-5'd-(TT TTT R)3’

- | 701 51 |1391! 49 | 1040
hen't-5'd-(TT TTT R)3’ : l :
db  [Ru(TAPLPhen'? 3’dS(AAAA R‘))57 - 720 | 49 1410; 51 1070

"40" sb | [Ru(TAPxPhen'f5'd-(TC CTT R)3' ) . 688§ 58 1290§ 42 940

hen'f*-5'd-(TC CTT R)3’ X | :
ab e T e can e | 96 | 51 | 421 32 |1084] 17 | 360

"41" henF-5'd-(CC CTT R)3’ : :
41" sb | [Ru(TAP)Phen'f-5'd~( ) i 700 | 68 | 1346 32 907
hen'f-5'd-(CC CTT R)3’ : ! :
db  [Ru(TAPLPhen'f 3’d(qe " R’))5’ 22 | 7 165 | 18 | 897 ; 11 144
"45" sb | [Ru(TAPYPhenT-3d-(TT TTT R)5’ ! !

- - |67l 54 |15250 46 | 1070

hen'}*-3'd-(TT TTT R)5’ | : :
ab e T CaAAnrs | - | - | 754 s6 |1720 44 | 1180

"46" hen"f*-3'd-(TC CTT R)S’ | |
46" sb | Ru(TAPKPhen'T- 33 : - |60 58 [1320! 42 | 937

RU(TAPYPhen't*-3'd-(TC CTT R)5’ l | !
db  [Ru(TAP) en]zS’d-(EAG A R‘))3’ 56 | 45 272 1 45 953 10 243

Tableau B.& Durées de vie de I'état excité du complexe [RRRPhenf* libre et conjugué sur les
oligonucléotides aux extrémités 5’ et 3', en sim(sle) et double brin (db). Les mesures sont effegfidans
un milieu tamponné a pH 7 (Tris-HCI a 10 mM, NaGIrBM), pour les composés : R=-TTA TTA AAT
TTA, et R'= AAT AAT TTA AAT.

Dans les cas particuliers des conjugués hybridés k& brin cible contient au moins deux
guanines, une troisieme durée de vie trés courparaji. Elle est attribuée au phénomene de
quenching de luminescence de I'état excité du cerapmétallé. Les systemedgd@" db), ('41" db),
et ('46" db) mettent méme en évidence deux durées de viecplurtes que celle du complexe libre.
La trés courte durée de vie;,(moins de 100 ns) correspondrait au quenchingudenkescence de
I'état excité par les guanines du brin complémeatdia seconde, de valeur plus élevee glus de
200 ns), proviendrait également du quenching denesecence par les guanines. Mais dans ce cas, la
conformation du systéme lui serait Iégerement mdéawerable. Le pourcentage de la plus courte
durée de vietg), dans le cas du conjugu&" db), est beaucoup plus important que celui observé
pour les conjugués'40" db), et (41" db). La présence d'une guanine supplémentaire four
conjugué (46" db) favorise considérablement le quenching de lastance. On retrouve également
pour les trois systémes une durée de vie tres rgurespondant, comme précédemment, a la

protection de I'état excité des complexes parrlacttire en double brin.

Les résultats des conjuguéd4d” db), et (46" db) laissent présager une réactivité légerement
plus importante pour I'ancrage du complexe a l@xité 3’, par rapport a son opposé en 5'. En effet,

la durée de via; en version double brin, est plus faible pour lsté&yme conjugué en 3. Ainsi, le
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quenching réalisé par les guanines semble favddsé ce cas. Par contre, les deux durées de vie

obtenues ont la méme influence sur la luminescglutrle du systeme (A50% environ).

Dans le cas des conjugu@8", et"40" des mesures antérieures ont également été ré&adisée
partir des échantillons de conjugués contaminésegdnis-conjugué”. Le comportement des différents
systémes semble peu affecté par la présence deuteté (ableauB.7). En effet, la courte durée de
vie de I'état excité du conjugu89" apparait légerement plus élevée que celle obtelagsiquement

avec le complexe libre [Ru(TAfhenf".

Durées de vie de I'état excité
Composés T A% 1, | A2 | 13 | A3 (%) | T,
(ns) (ns) (ns) (ns)

- 785§ 49 1410§ 51 | 1100

"39" sb | [Ru(TAPYPhen'F-5'd-(TT TTT R)3’

FEA(TT TTT R)3’ 5 : !
O e T A ARARS | - | - | 7300 56 | 1380 44 |1020

40" F-5d-(TC CTT R)3 | |
40" sb. [RuTARIPhenT-510 : -~ |essi 49 | 1190 51 | 945

hen'f*5'd-(TC CTT R)3’ | | |
db  [Ru(TAPYPhen'? 3’d-((¢§ i R'))s' 80 | 52 | 375 30 |1230; 18 | 375

Tableau B.7 Durées de vie de I'état excité du complexe [RARPhenf* conjugué a I'extrémités 5’
d’oligonucléotides, en simple (sb) et double bdh)( en présence de I'impureté "bis-conjugué”. iesures
sont effectuées dans un milieu tamponné a pH B8H{&I a 10 mM, NaCl 50 mM), pour les composés : R =

TTA TTA AAT TTA, et R'= AAT AAT TTA AAT.

D’apres les résultats, on peut assimiler le cortgraent photophysique des conjugués
[Ru(TAPYPhen"F*-oligonucléotideaux systémes précédemment étudiés au laboratoiredes
oligonucléotides analogues étaient ancrés au coxeglBu(TAP)Dip"] **.*! L'attitude des complexes

vis-a-vis des guanines laisse présagée la formataiantielle d’'un photoadduit entre ces deux esitité

Cette étude a permis de mettre en évidence uartami quenching de luminescence
du complexe [Ru(TARPhen"f*, quand celui-ci se retrouve a proximité de guamif¥ans ce cas, il
est possible de quantifier I'extinction de la luesoence pour chaque séquence (%Q) a partir des
durées de vie moyennes pondérégy €t de I'intensité d’émission (l). Cette estimatpeut se faire a
partir de deux types de relations : %Q = 1~ I/l

%Q =110/ Tmo

Ou | correspond a lintensité d’émission, Bt a la durée de vie moyenne pondérée calculée
précédemment. Ces valeurs peuvent étre uniqgueméterndnée pour les duplex ou le brin

complémentaire est susceptible de réaliser un dgirgde luminescence, c'est-a-dire en présence de

15! Garcia-Fresnadillo, D.; Boutonnet N.; Schumm, Souheron, C.; Kirsch-De Mesmeaker, A.; Defrancqd@nstant, J.-
F.; Lhomme, J. Luminescence quenching of Ru-labelgbnucleotides by target complementary strafgisphysical J.
2002 82, 978-987.
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guanines'd0" db,"41" db,"46" db,tableauB.8). Pour cela, il faut comparer chaque systéme a son
systéme de référence correspondant, ou il n'y adeaguenching”89" db, "45" db). Ces deux

duplex de référence fournissent respectivemggtttho.

Conjugués sous forme de duplex %Q %Q
en fonction de || en fonction da

"40" db [RU(TAP)Phen'f"-5d-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3’ 60 63
— 3'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)S’

"41" db | [Ru(TAP)Phen'f*-5'd-(CC CTT TTA TTA AAT TTA)3 82 79
- 3'd3G GAA AAT AAT TTA AAT)S

"46" db | [Ru(TAP),Phen'f*-3'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)S’ 8 86
— 5'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)3’

Tableau B.8 Pourcentages de quenching de luminescence déésxisoit en fonction de I'intensité d’émission
(1), soit en fonction des durées de vie moyenmedd 'ensemble des duplex [Ru(TAPhen"f*-
oligonucléotides contenant des guanines, avec dbgmuble brin.

Les pourcentages de quenching de luminescenceusbéanfonction de I'émission et de la durée de
vie moyennes sont équivalents dans la limite impgs& les erreurs expérimentales. Cette similitude
indique que le quenching est d’origine purementagyique. Il n’existe pas de quenching statique.

Le taux dextinction de luminescence s’accentuecale nombre de guanine. Il augmente
significativement, de 60 a 82 %, quand on accole goanine supplémentaire a la paire déja
présenté>® De plus, I'extrémité d’ancrage du complexe infloenle pourcentage de quenching.
L’extrémité 3’ semble fournir une conformation pligssorable a I'extinction de la luminescence en
affichant 78 % d’inhibition, contre seulement 60p#ur I'extrémité opposée en 5'. Cette distinction
peut provenir de la nature chimique différente @n Iqui rattache le complexe au squelette
phosphodiester des oligonucléotides. Le lien catrbem 3’ des oligonucléotides est plus court de 3
entités carbones par rapport a celui situé en’'6ffdt de proximité généré par I'attache en 3’ seamb
plus favorable a la rencontre du complexe aveguesines.

Les données de la littérature ont prouvées queoaecentage de quenching (%Q) est en corrélation
directe avec la quantité de photoadduit forf{é@n s’attend donc a obtenir plus de photoadduindua
on a trois guanines successives. Et également wendtitf supérieure quand le complexe est ancré a
l'extrémité 3’, par rapport a son opposé en 5. v@anensuite vérifier ces tendances en comparant la

capacité de chaque systeme a fournir des photdadxtuis illumination.

1. 3. 2. - Les conjugués ancrés au complexe [Ru(PRTAP"] #*

152 5chumm, S.; Prévost, M.; Garcia-Fresnadillo, @ntizen, O.; Moucheron, C.; Kirsh-De Mesmeaker,miluence of the
sequence dependent ionization potentials of guanimethe luminescence quenching of Ru-labeled oligewtides : a
theoretical and experimental studyPhys. Chem. B002 106, 2763-2768.
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Dans le cas du complexe [Ru(TAPAP"]?* les mesures ont été réalisées uniquement
a partir des conjugués ou le ruthénium est andextiémité 5’ d'oligonucléotides possédant ou non

des guanines, en version simple et double baisi€au B.9.

Durées de vie de I'état excité

Composeés T A% | 1, | A2(%) Ts As (%) | 1,
(ns) (ns) (ns) (ns)
[Ru(TAP),TAP]** 220 100 | - 1 - - . -
[RU(TAP),TAP"]** 226 | 100 | - | - R -

42" T5d-(TT TTT R)3 | | |
42" sb | [RuTAPATAP™-51d-( 1 105 45 |ea1i 45 |21100 10 | 585

RU(TAPYTAPTZ-5'd-(TT TTT R)3 : : !
O R ARARYS: | 195 | 53 | 570 41 | 1775] 6 | 445

43" T5'd-(TC CTT R)3 | | |
43" sb RUTARMTARTTS'0H 184! 64 |a06i 81 |1625] 5 | 325

RU(TAPLTAP|2-5'd-(TC CTT R)3’ l : :
db  [Ru(TAPLTAP'] 3'd-((@ i R,))S, 69 | 42 |204! 51 1345: 7 275

Tableau B.Q Durées de vie de I'état excité du complexe [RARLTAP"]?*libre et conjugué a I'extrémité 5’

d’oligonucléotides, en simple (sb) et double bdh)( Les mesures sont effectuées dans un miliepdang a

pH 7 (Tris-HCI & 10mM, NaCl 50 mM), pour les comgss R =- TTA TTA AAT TTA, et R'= AAT AAT
TTA AAT.

Les quatre types de mesures réalisées donngmbfihgénéral de décroissance de la
luminescence similaire. Il ne peut étre ajusté pareune fonction tri-exponentielle. Contrairement a
complexe [Ru(TAPPhen'f*, on aboutit donc a trois durées de vie trés distnde I'état excité. On
ne retrouve pas de composante de durée de vieadepii® a celle du complexe libre en solution. Le

complexe semble étre constamment sous l'influenaegtrice de I'oligonucléotide & proximité.

On retrouve une durée de vie intermédiag;esupérieure a celle du complexe libre en solutitite
contribue pratiguement toujours a la moitié dautaihescence (42% environ). Elle est parfaitement en
adéquation avec les précédents résultats. Ellesqmond a la protection de I'état excité du complexe
vis-a-vis de la désactivation par le solvant. Eflsulte d’une protection physique exercée parite br
d’oligonucléotide. Elle apparait aussi bien quanddnjugué est sous la forme de duplg2( db, et
"43" db), qu'en simple brin"g2" sb, et"43" sb). Le complexe se retrouve donc soit protégé dans
une cavité formée par la double hélice, soit pdle dermée intrinséquement suite au repliement
dynamique du simple brin.

Par ailleurs, deux autres durées de vie extrémaaraigsent. La plus longues), contribue peu a la
luminescence totale du complexe (10% environ). d@atre, sa valeur tres importante indique que
I'état excité est fortement protégé par I'oligorégtide, et ce méme en présence uniquement du simple
brin. L’oligonucléotide doit créer un blocage méicaie de la photodéchélation habituelle d’un ligand
TAP. Ainsi, I'énergie généralement mobilisée poarphénoméne servira a stabiliser fortement I'état
excité.
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La plus courtet;, 190 ns environ) atteste du quenching de luminegcdad’état excité du complexe.
On retrouve ce phénoméne indifféeremment avec os gaanine, en version simple ou double brin.
Ce résultat suggere que les adénines pourraidiger®éan quenching de luminescence de I'état excité
en présence de ce type de complexe trés oxydaailddrs, un tel phénoméne a déja été rencontré
auparavant avec des complexes de ruthénium analogastenant au moins deux ligands TAP.
Dans notre cas, on n’obtient pas comme précédemuomenineilleure protection de I'état excité du
complexe quand il se trouve en présence du dupidigahucléotide dépourvu de guanine par rapport
a sa version simple brin. En effet, la durée dem@yenne pondérég, du systeme"42" db) est
inférieure a celle obtenue pour le conjugués sintpla (‘42" sb). Les adénines a proximité du
complexe, dans le cas du conjugt&(' db), photoréagissent plutot avec le complexe aemt®ge la
simple protection physique qu’elles fournissent ifutiement. Malgré la réactivité affichée des
adénines vis-a-vis du quenching de luminescendei, @alisé par les guanines reste beaucoup plus

efficace. La trés courte durée de vie obtenue @acas du conjugué43" db) atteste cette tendance.

D'aprés les résultats, on peut également envisdgeformation potentielle d’'un
photoadduit entre le complexe [Ru(TARP"]*" photoactivé et les guanines & proximité. Ce

phénomene pourrait méme avoir lieu en présencauenignt d’adénines.

[]

En résumé, les deux types de conjugués ont un
comportement photophysique proche. En effet, les dgstemes montrent
indifféeremment une protection de [I'état excité desmplexes par
I'oligonucléotide. lls affichent également un img@mt quenching de
luminescence en présence de guanines. Ce phénpaeénet d’envisager la
formation de photoadduits en illuminant de tels jogoés. Le complexe
[Ru(TAPYTAP"]** n'exclue pas la possibilité de former un photoaten
présence d'adénines.

2 - Photoréactivité des conjugués'complexe de RU-

oligonucléotidée'

%3 | ecomte, J.-P.; Kirsch-De Mesmaeker, A.; Feeney,M& Kelly, J. M. Ruthenium(ll) complexes with 1548,9,12-
Hexaazatriphenylene and 1,4,5,8-Tetraazaphenawthigands: key role played by the photoelectromdfar in DNA
cleavage and adduct formatidnorg. Chem1995 34, 6481-6491.
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Dans cette seconde partie, la photoréactivité dééerdnts
systémes est tout d’abord estimée a partir de lidian de leur absorption
sous illumination dans le temps. Les photoaddwité ensuite formés a partir

de l'illumination des conjugués sous la forme dplex.

[]

2.1 - La mise en évidence du " photocrosslinking

Le "quenching" de luminescence indique qu’un padduit se forme sirement sous
illumination. Cette hypothése peut étre validée gmectroscopie d’absorption. En effet, en suivant
I'évolution du profil d’absorption des conjugués eours du temps et sous illumination, on peut
prouver la formation d’un tel photoproddif.D’ailleurs, cette caractérisation a été utilis@paavant
pour prouver la formation d’'un photoadduit entreylenine du nucléotide GMP et le ligand TAP du
complexe [Ru(TARJ?*.*** Elle a également servi & confirmer la formationptiotoadduit dans le cas
du complexe [Ru(TARMip]** dérivatisé par des oligonucléotides, dont la ségeeest identique a
celle utilisée pour nos conjugu®s.

On a donc réalisée lillumination continue, dams Misible et sous air, des conjugués
[Ru(TAPLPhen"f"-oligonucléotide ‘39", "40", "45", et "46"), et des conjugués
[Ru(TAP),LTAP"]**-oligonucléotide 42" ,et"43"), sous forme de simple et double brin.

2.1.1. - lllumination des conjugués [Ru(TARPhen"]**-oligonucléotide

Les conjugués simple brins sont parfaitement gatables. L’illumination continue
pendant 2 heures n’entraine pas la moindre motiditaes spectres d’absorption, ni I'apparition de
nouvelles espéces. Ce résultat corrobore I'absgmgdnotodégradation observée lors de l'illumination
continue du complexe [Ru(TABhen"f" libre, dans des conditions similaires. L’ancragel’dntité
métallée sur les oligonucléotides ne modifie doas fa photostabilité de ce type complexe. On
retrouve cette caractéristique pour les conjugydsides ne présentant pas de guanines sur le brin
complémentaire 39" db, et"45" db. Leur spectre d’absorption reste inchangé auscaole
Iillumination continue figure B.10, & Par contre, la présence de guanines au seirdujgex

entraine une modification du spectre d’absorptiorceurs du temps. En effet, on observe un effet

154 Jacquet, L.; Davies, R. J.; Kirsch-De MesmaekerKally, J. M. Photoaddition of Ru(tagbpy)* to DNA : a new mode
of covalent attachment of metal complexes to duplsbd. J. Am. Chem. So&997, 119 11763-11768.

155 Feeney, M. M.; Kelly, J. M.; Tossi, A. B.; KirscheDMesmaeker, A.; Lecomte, J.-P. Photoaddition tifemium(ll)-tris-
1,4,5,8-tetraazaphenanthrene to DNA and mononudésod. Photochem. Photobiol. B394 23, 69-78.
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hyperchrome accompagné d’'un déplacement hypsochuendu maximum d’absorption au niveau

des bandes MLCTigure B.10, b et c).

a) "39 double brin | b) "40' double brin ' ) "46 double brin

[Ru(TAPLPhen'f*-5'd-(TT TTT R)3' ! [Ru(TAP),Phen"}*-5'd-(TC CTT R)3’ ! [Ru(TAP),Phen"f*-3'd-(TC CTT R)5’
3d-(AAAAR)5 | 3d-@ GAAR)S' | 5'd-@ GAAR)3’
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Figure B.10: Spectres d’absorption relevés au cours defiihation continue de 0 a 120 minutes de conjugués

[Ru(TAP)Phenf*-oligonucléotidelouble brin, ancrés aux extrémités 5’ et 3'. Lesunes sont effectuées sous

air et dans un milieu tamponné a pH 7 (Tris-HCDariM, NaCl 50 mM), pour les composés : R =-TTAATT
AAT TTA, et -R'= AAT AAT TTA AAT.

Cet effet est caractéristique de la formation dwtphdduit correspondaht. Les expériences
antérieures avec le complexe [Ru(TA®]** ont prouvé que ce phénoméne était bien la conséque
de la formation d’un photoprodut.

On peut également noter que l'effet hyperchrome phs¢ marqué dans le cas de l'ancrage du
complexe [Ru(TAPPhen"f*a I'extrémité 3’ deé’oligonucléotide par rapport a celui de I'extrééb’,
indiquant ainsi une quantité plus importante detg@hrmduit formé. Cette constatation confirme le

pourcentage de quenching de luminescence plus femgarbtenu précédemment pour le conjugué en

3.

2.1. 2. - lllumination des conjugués [Ru(TARIAP"] **-oligonucléotide

Le complexe [Ru(TARYAP"]?* peut étre facilement dégradé sous illuminationsdan
le visible. En effet, ce type de complexe peut perh de ses ligands TAP au profit d’'une molécule
du solvant. Cette photodégradation entraine uneifitatibn spectrale du profil d’absorption du
complexe, avec un déplacement bathochromique desmaales bandes MLCF? Ce phénomeéne se
traduit par un déplacement hypochrome vers 400 cungcomitant a un déplacement hyperchrome

vers 500 nm, avec un point isosbestique vers 46(figore B.11.
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0,4 4

[Ru(TAPLTAP"?*

lllumination continue de 0 & 120 minutes dans
un milieu aqueux tamponné a pH 7 (Tampon
Tris 10mM ; NaCl 50 mM). 3
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Figure B.11 0
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On observe ce phénomene de fagon moins marquél’pasemble des conjuguée#R”, et"43")

soumis a l'illumination continue, qu’on soit en pe@ce ou non du duplex d’oligonucléotide.

Dans le cas du conjugtié2", dépourvu de guaninéidure B.12) :

On observe un effet hyperchrome aux environs dens@0accompagné d’'un effet hypochrome vers
400 nm. Ces déplacements sont caractéristiques mwtodéchélation du complexe. Néanmoins, pour
le complexe ancré a I'oligonucléotide, le phénomestebeaucoup plus lent que celui observé pour le
complexe libre. Un réel point isosbestique appaad75 nm dans le cas du duplex, par rapport au
conjugué simple brin. Ce point provient d’'un effigperchrome a 350 nm, inexistant dans le spectre
du complexe libre. Cette caractéristique est diment associée a la formation du photoadduit
correspondant. Ce qui signifie qu'un adduit podrragé former avec les adénines du brin
complémentaireDes études antérieures ont d’ailleurs montré que adenplexes de ruthénium(ll)
analogues, possédant au moins deux ligands TARamn photooxyder les adénines et générer des

adduits covalent§?

Conjugué "42" [RU(TAP),TAP'2-5'd(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3
J'dAAAAA AAT AAT TTA AAT)S
a) simple brin . b) double brin
0.127— 0127
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Figure B.12: Spectres d’'absorption relevés au cours detilhation continue de 0 a 120 minutes du

conjugué'42" . Les mesures sont effectuées sous air et danslien tamponné a pH 7
(Tris-HCI a 10 mM, NaCl 50 mM).
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Dans le cas du conjugié3", possédant deux guaninéigire B.13) :
Pour le simple brin, on observe un ralentissementcinétique de photodéchélation par rapport au
complexe libre, accompagné d’un effet hyperchroers 850 nm a 'origine d’un point isosbestique a
365 nm. En revanche, on n’obtient plus I'effet hgfm@me au niveau de la bande MLCT en présence
du brin complémentairefigure B. 13, B. On observe seulement deux effets hyperchromes
concomitants. L’accroissement & 350 nm correspdndrda formation du photoadduit entre une
guanine et un des ligands TAP du complexe. Pareoo¢ phénoméne s’accompagne toujours d’'une

photodéchélation du complexe, mise en évidencéquaymentation de I'absorbance vers 500 nm.

Conjugué "43" [RU(TAP,LTAP"?-5'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3
3'dGAGAA AAT AAT TTA AAT)5’

a) simple brin ' b) double brin
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Figure B.13: Spectres d’absorption relevés au cours defilhation continue de 0 a 120 minutes du

conjugué'43". Les mesures sont effectuées sous air et damslien tamponné a pH 7 (Tris-HCl a 10
mM, NaCl 50 mM).

Les modifications des spectres d’absorption desjugués sous illumination
pourraient étre attribuées a la formation de plartads correspondant a un photocrosslinking du brin

sonde avec le brin cible. Les deux complexes samblgrainer la formation du pontage interbrin.

2.2 - Mise en évidence du photoadduit

L'ensemble des résultats précédents laisse présadermation du photoadduit a partir de
plusieurs conjugués préparés. Ces photoproduitéepe@tre aisément mis en évidence par des gels
d’électrophorése de polyacrylamide en conditionatiétante. Cette technique a d’ailleurs permis de
révéler le photocrosslinking obtenu précédemmeet &s complexes [Ru(TAR)p]>* dérivatisés par
les oligonucléotides homologues. Des expérienceplémentaires ont permis de prouver que ce

photoproduit correspondait a I'ancrage de la guasur le ligand TAP du complexe, créant ainsi un
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pontage covalent entre le conjugué et son brire@bmplémentair&: >*Le gel d’électrophorése type

de la photoréaction est présenté en exenfigleré B.14.

- « brin sonde ancré au complexe

o 0 [RU(TAP),dip]?*
Gel d'électrophorése R S < Q . _ )
polyacrylamide dénaturant [:]‘\ NO“>$< - Represen_tatlon du I.|er1
correspondant a l'irradiation , f&&\ cov_alent , reﬁant 2 brins
Photo-adduit R d’'oligonucléotides.

typique d’'un conjugué -
oligonucléotide-

[Ru(TAP)dip]** hybridé & son

complémentaire radiomarque

-ﬂ p \ [ ﬂ—
au3p Elf ]'jﬁ “ﬁ" — brin cible en excés, marqué au

Simple brin 32P
T 1530’ 1h

— brin cible marqué atfP

Figure B.14: Caractérisation de la formation du photoaddaitgel d’électrophorése en condition dénaturante a
différents temps d'irradiation (0, 15 minutes, 3ihates, 1 heure respectivement).

Pour réaliser ces études, il est nécessaire déonmmacuer au préalablement les
oligonucléotides avec dfiP. Nous avons choisi de le fixer & I'extrémité & latin cible, pour ne pas
soumettre les conjugués au traitement exigé paelprocessus. De ce fait, on visualisera uniquémen
le brin complémentaire et le photoadduit résultamr les gels d’électrophorese. Le gel
d’électrophorése doit également étre fortement téaiat pour désapparier efficacement les conjugués
de leur cible complémentaire lors de la migratiblidentification des deux espéces se fait ensuite
facilement grace a leur différence de taille etcarge. En effet, le brin cible 17-mére migre plus
rapidement que le photoadduit constitué de dewgonlicléotides 17-mere complémentaires reliés de
facon covalente par l'intermédiaire du complexe rdthénium. Sa migration peut dailleurs étre
assimilée a celle d’'un oligonucléotide 34-meéreseltrouvera donc beaucoup plus retardé sur le gel
d’électrophorese. La radioactivité résultante daqcie produit présent sur le gel peut étre ensuite
guantifiée, permettant ainsi de déterminer un pentage de photocrosslinking. Cette valeur permet

d’évaluer I'efficacité de la photoréaction pour gha séquence illuminée.

Cette technique a d'ailleurs permis de révéler plgsence du sous-produit observé
précédemment, qu’on identifiait comme étant un-toisjugué” paragraphe 1.1, Chapitre A)Va
partir de l'illumination du conjugué40 ". L'expérience a mis en évidence la formation dieix
produits possédant un photopontage, sous la forenadalix bandes en position haute du gel
d’électrophorése. La premiére pourrait étre atéébau photopontage attendu entre le complexe et le
brin cible portant les guanines. Ce produit se Boprogressivement au cours de l'illumination, ear |
pourcentage de la radioactivité correspondante antgrde 6 a 17 % quand on passe de 5 minutes a 1
heure d’'illumination figure B.15 b). La seconde pourrait correspondre a un prafufilus haut poids
moléculaire contenant le brin radiomarqué#u La quantité de ce produit secondaire croit égeue

en fonction du temps d’illumination, de 8 a 19 %tamx de radioactivitéfiure B.15 b). Il s’agirait
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donc d’un produit issu de la photoréaction du minéd avec I'oligonucléotide 17-mére radiomarqué.
Cela signifie qu’il contient obligatoirement une tigh ruthénium ancrée a la séquence
oligonucléotidiqgue complémentaire. On peut égaléameter que le photoadduit attendu se trouve a
égale distance du produit de départ 17-mere eétrdpuretéT. Cette particularité laisse supposer que
le produitT contient deux fois la séquence oligonucléotidique'fragment aldéhyde8 du conjugué
40.

a) Gel d’électrophorése en condition | b) Représentation la répartition de la radioactivité
dénaturante correspondant & le long des lignes 2 et 3 du gel d’analyse.
I'irradiation lumineuse du conjugué:

40 sous forme de duplex. :

impureté : T _,

triplex ?
g 200 5 minutes d'illuminati 2
o — 5 minutes d'illumination - 5
® " — 1 heure d'illumination - 3 17-mere  86%
2 !
i + E g 150
photoadduit —, | [ 9 64%
i 3§
_5 g 1007 impureté photo-adduit
g $ 19%
o % 17%
5 ] ) ‘/\j
8% 6%
. 2o N H H ‘ /\ A J
oligonucleotide 17 mere — | ' 0 ‘ ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ; ;
i . ” i —— ' o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
complementalre de ﬂ . f— y I progression dans un ligne du haut vers le bas
5'-32p-d-(TA AAT TTA - 1 2 3
ATA AAA GGA)3’

Figure B. 15: Analyse des produits issus de l'illuminationanjugué40 sous forme de duplex.
(a) lignel: avant illumination ; lign@ et3 : aprés 5 minutes et 1 heure d'illumination respement).

Ces éléments confirment I'hypothése avancée ouwdéuit secondaire observé précédemment est un
bis-conjugué composé de deux oligonucléotides igees, provenant du synthdhaccroché sur
I'entité métallique. En effet, un tel bis-conjugyeut ensuite conduire sous illumination au

photoproduifT composé d’un triplex d’oligonucléotid&™.

On procéde ensuite a lillumination continue densemble des duplex correspondants aux
conjugués synthétisés, en présence de leur brirpléamentaire marqué aliP. Dans ce cas, les
conjugués correspondent aux produits purs, issies plarification sur gel d’électrophorése qui perme
d’éliminer le sous-produit. Les résultats sont préés sous la forme d'une étude comparative des
systémes, en évaluant successivement :

- 'ancien complexe et I'un des deux nouveauxu([RAP),Dip]*" & [Ru(TAP),Phen"}*

- 'extrémité d’ancrage 3’ et son opposée en 5’

- la nature du complexe : [Ru(TAPhen"f" & [Ru(TAP),TAP"]**
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Les duplex'39" [Ru(TAP)Phen'f*-5'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3’ et "45"
[Ru(TAPLPhen"f*-3'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)5' n’engendrent pas laformation de
photoadduit lors de l'illumination continue. Sur del d’électrophorése correspondant, on observe
uniguement la bande caractéristique du brin ciengiémentaire marquéfiqure B.1§. Cette
observation confirme nos attentes en certifiantbdémce de photoréactivité du complexe
[Ru(TAP)L,Phen"f* vis a vis des adénines. Ce résultat corrobore lesures de durées de vie de
luminescence, ou I'on observait seulement les diuges de vie caractéristiques de la protection du
complexe par l'oligonucléotidet,( B.1.3.). Il permet également de justifier I'utilisatiore ccette
séquence comme référence, lors de la détermindésrmpourcentages d’extinction de luminescence
(% Q,B.1.3.].

"39" |"45" "40" | "46" "41"

haut :
n O Lignes a - ¢: duplex39" illuminé pendant 0, 20,
; et 60 minutes.

OLignes d et e : duple3d5" illuminé pendant 20 et 60
| minutes.

OLignes f - h: duplex40" illuminé pendant 5, 20, et
' 60 minutes.

sens de la migration

' OLignes i - | : duplex46" illuminé pendant 0, 5, 20, et
! 60 minutes.

OLignes m - p: dupleX41" illuminé pendant 0, 5, 20,
; et 60 minutes

L N R -

bas

abc de fgh ij krmnop

Figure B.16: Gel d’électrophorése dénaturant a 20% d’acryd@mésultant de l'illumination des conjugués
[Ru(TAP),Phen"f*-oligonucléotide doubles brins.

Sur le gel d’électrophorese présenté en exemplalisimgue bien séparément les oligonucléotides

complémentaires (en bas du gel), des photoadduitegut du gel).

2.2.1. - Comparaison du nouveau systeme aveaitaen systeme

On compare la photoréactivité du dupldd" avec le duplex analogue de I'ancien systéme

On a réalisé un nouveau conjugué possédant 3 gegoamsécutives a proximité du complexe afin de
reproduire les meilleures conditions de formatienpthotoadduit obtenues précédemment. En effet,
les études antérieures ont montré que le duplesédast ce motif est le plus photoréactif de lagséri

de conjugués étudiée.
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Temps d’illumination

Pourcentages de photoadduit (%) (en minutes)

conjugueés 5/ 10 13 20 30 &0
"41" | [Ru(TAP)Phen"}*-5'd-(CC CTT TTA TTA AATTTA)® | _ | . | 35| - | 34| 35
e BBGGAAAAT AATTTAAATYS |
"diD”  [RU(TAP)dIp]?-5'd-(CC CTT TTA TTA AAT TTA)3’ |- a7!| - |59 61
304G GAA AAT AAT TTA AAT)S’

Les précédents résultats avaient mis en évidemceamportement analogue des deux
conjugués vis-a-vis du phénomeéne d'extinction dmimescence. En effet, on obtenait 82 % de
quenching pour le nouveau systéme contre 81 % pancien?’ Cette similitude photophysique
laissait présager une désactivation similaire d&at’excité photoinduit des deux types de complexe,
conduisant ainsi & une quantité de photoadduitvatpnte. Expérimentalement, le conjudiaép "
fournit 61 % de photoadduit au bout d’'une heurButifiination, alors que le conjuguél” en produit
seulement 35 % dans les mémes conditions. Cetfératite peut provenir de la conformation
dynamique adoptée par les conjugués en solutiodiebeoxime doit fournir une géométrie moins
favorable au transfert d’électron photoinduit. lagactére rigide des deux liaisons amides, en mus d
I'éther d’oxime, confére au nouveau systeme d’ageraine moins bonne flexibilité que son
homologue, formé uniquement de liaisons saturéesplDs, I'ancien systéme possede un caractére
plus hydrophobe que le nouveau grace aux deux groempts phényles, favorisant ainsi son

positionnement au coeur du duplex, donc a proxidégguaninedigure B.17.

a) Nouveau systéme b) Ancien systéme
[Ru(TAP),Phen"f*-5"-oligonucléotide [Ru(TAP)dip"]**-5'-oligonucléotide
— 5 =4
%5 H ? E %O\ /0\/\/\/\N
2;(2;/\/\/'\‘\0/73( %HN@ : o on H D Q
N »“NAD | ,NM.NM
o o

Figure B.17: Comparaison du systeme d’ancrage a I'extrémitédigonucléotide des deux types de complexeduds:
a) nouveau systéme utilisant le lien oxime, b) emaystéme utilisant le lien amide.

La comparaison des durées de vie de luminescescgedsx conjugués corrobore cette caractéristique.
En effet, on observe une proportion beaucoup phoitante de la longue durée de ¥jeans le cas

du conjuguédip " simple brin (70 % contre 32 % poudl" sb),tableau B.13 Cette longue durée
de vie reflete la protection du complexe par I'oligcléotide. Elle s'avére donc largement plus

efficace dans le cas du conjudidép " .
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Durées de vie de I'état excité
Composés T | A 1, [A%] 1w [As@)]| 1,
(ns) (ns) (ns) (ns)
[Ru(TAP),Phen'f’ 7208 100 [ - 1 - A -
"ﬂ" Sb [RU(TAP)zPhen"T-*_S'd-(CC CTT R)3’ - i - 700 i 68 1346 i 32 907
db | [Ru(TAPYPhen'f*5'd-(CC CTTR)3' | 22 | 71 165 18 897 ¢ 11 144
3'd9G GAA R)5’ 5 | ;
[Ru(TAP).dip"** 556 100 | - | - A :
"dip " sb | Ru(TAPYDIp1*-5'd-(CC CTTR)3 | - | - | 520, 29 | 880 | 70 | 780
db [RU(TAP)zDip"]2+_5'd-(CC CTT R)S’ 34 E 79 185 E 7 895 E 14 160
3'dgG GAAR))S’ ; | !

Tableau B.18 Durées de vie de I'état excité des complexesTRBJ,Phen"}" et [Ru(TAP}dip"]** libres et conjugués a
I'extrémité 5’ du méme oligonucléotide, en simpb)(et double brin (db). Les mesures sont effestdéas un milieu
tamponné a pH 7 (Tris-HCl a 10 mM, NaCl 50 mM), plesrcomposés : R =- TTA TTA AAT TTA, et R'= AAT AR
TTA AAT.

Cette étude comparative nous a permis de confilafermation du photoadduit désiré lors de
lillumination du duplex"41". En effet, le gel d’électrophoresemis en évidence la formation d’'un
adduit possédant les mémes caractéristiques que préicédemment formé avec le duplehp "
(figure B.19. La structure exacte de cet adduit avait étéroh@tee. Il s'agissait d'une liaison
covalente entre un ligand TAP et I'amine libre deguanine. On peut donc affirmer que I'adduit
formé avec le nouveau systeme provient d'un lievalamt entre une guanine et un ligand TAP du
complexe [Ru(TAPPhen'T".

“dip* "41"

«— le photoadduit

_;aees - < le brin cible simple brin

0153060 0153060 «— temps d’illumination en minutes
Figure B.19: Gel d'électrophorése dénaturant a 20% d’acryd@mésultant de l'illumination des conjugués

"41" et "cﬂp_" .

> Le nouveau systeme permet donc également de rfdadduit espéré entre le ligand TAP et la

guanine du brin cible. Par contre, il s’avére moperformant que I'ancien.
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2. 2. 2. - Influence de I'extrémité d’ancrage

On détermine l'influence de l'ancrage en 5’ papport & celui en 3, en comparant

tout d’abord le duple¥40" avec le duplex analogud6" :

Pourcentages de photoadduit (%) Temps d’illumination
(en minutes)

Duplex de conjugués 5 10 15 20 30 60

"40" [Ru(TAP)ZPhen"]?+-5’d-(TC CTTTTA TTA AATTTA)3 | 13| 24 | 26 | 27 | 31 | 32
3'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)5’

"46" [Ru(TAPLPhen"f*-3'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)S’ 231 251 26| 32| 26 | 31
5'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)3’

La nature chimique des deux types de lien est giirajlle lien en position 3’ est seulement plusrcou
de 3 entités carbonefigure B.20.

a) Ancrage en 5’ b) Ancrage en 3’
= . B
= i . Z
= 5 o : H AP =
%O;(O\/WN\O/WHQJ\H % E 0 NH/F\/NY\O/N\/\O/PKO_V:'
o “OH o N ; q\b"’“ N yyyyy 0 o] 3

b 1 Ge
U ! U

Figure B.20: Comparaison des extrémités d'ancrage des coeplex les oligonucléotides.

Les précédents résultats avaient mis en évidemedifférence non négligeable entre les deux
systémes vis-a-vis du phénomeéne d’extinction derlastence. En effet, on obtenait presque 80 % de
quenching pour la conjugaison a l'extrémité 3’, tten60% pour celui en 5 (% @.1.3.2. Ce
résultat indiquait que I'extrémité 3’ offrait un@rdormation plus favorable a la photoréactivité du
systéme. Cette tendance avait été validée paxpEsiences d’illumination continue des dupfdg”,
et "46". On observait un effet hyperchrome vers 350 nmaatéristique de la présence du
photoadduit, plus marqué dans le cas du dupdéx, ou le métal est ancré en 8.2.2.1, figure
B.10. Cette différence de photoréactivité se vérifiedgébut de I'illumination. Au bout de 5 minutes,
la cinétique de formation du photoadduit apparaitxdfois plus rapide pour I'ancrage en 3’ (23 %),
que celle observée en 5’ (13 %). Cependant, elst@npe rapidement pour conduire a la méme
guantité d’adduit aprés 10 minutes d'illuminati@® @o). L'évolution temporelle conduit finalement a

la méme quantité d’adduit au bout d’une heureudtiihation.

> Le type dancrage n'a donc aucune d'influence sla photoréactivitt du complexe
[Ru(TAPYPhen"F*.
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On détermine ensuite linfluence de [I'extrémitéarstrage sur le complexe

[Ru(TAPLTAP"]**. Pour cela, on compare le dupld8" avec le duplex analoguid8" .

Pourcentages de photoadduit (%) Temps d'illumination
(en minutes)

o
AN

Duplex de conjugués D 15 20 30 60

"43" | [RU(TAPLTAP'|?-5'd-(TC CTT TTA TTA AATTTA)3 | 7 | 9 | 11 | 12 | 13 | 16
3'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)5'

"48" [RU(TAPY,TAP"*-3'd-(TC CTT TTATTA AAT TTA)S’ 301 38| 39| 42| 39 | 37
5'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)3

Dans ce cas, le phénoméne précédemment constd&bend’illumination perdure. En effet,
on observe déja trois fois plus d’adduit apresesaght 5 minutes d’illumination quand le complexe
est ancré en 3. Par contre, cette différence stédosau cours du temps. Le complexe
[Ru(TAPLTAP"]** s'avére donc trés sensible a son environnementheroll apparait plus
photooxydant quand il se trouve a proximité deidahucléotide. Ce contact entraine un effet de
protection de I'état excité du complexe, qui eshmadement tres sensible a la déchélation. De tge fai
le complexe [Ru(TARYIAP"]?* peut réellement exprimer son fort pouvoir photatagt quand il est
ancré a I'extrémité 3'. Alors que la longueur piogportante du lien en 5’ soumet plus facilement son

état excité a la l'influence désactivatrice du aolvenvironnant.

> || semblerait donc que fondamentalement les dextxémités soient équivalentes. Par contre,
I'extrémité 3’ est a privilégier dans le cas du quexe [Ru(TARJTAP"]** trés sensible a la
photodéchélation. Elle offre une protection tréBcate de son état excité, lui permettant ainsi de
générer une grande quantité de photoprodDié. ce fait, la plus forte réactivité photochimiqde
complexe [Ru(TABTAP"]** par rapport & son homologue structural [Ru(TAfen'T" peut

finalement s’exprimer.

2. 2. 3. - Comparaison des deux types de complexsdiés

On détermine ensuite le potentiel du complexeTR®),TAP"]*, par rapport & celui
du complexe [Ru(TARPhen"f*. En théorie, les deux complexes sont photochinmuure trés
différents. Le complexe [Ru(TARJ" est plus photooxydant que le complexe [Ru(T:RREn"f",
alors qu'il est beaucoup moins photostdbfe.

En comparant deux a deux les systetd@8 & "43", "46" & "48", on retrouve les

caractéristiques classiques des complexes applayueésonjugues :

1% Elias, B.; Kirsch-De Mesmaeker, A. Photo-reducidpolyazaaromatic Ru(ll) complexes by biomolecwdes possible
applicationsCoord. Chem. Re006 250, 1627-1641.
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Pourcentages de photoadduit (%) Temps d'illumination
(en minutes)

Duplex de conjugués 5 10 15 20 30 60

"40"  [RU(TAP)Pher]*-5'd-(TC CTT TTA TTA AATTTA)3' | 13 | 24 | 26 | 27 | 31 | 32
3'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)S’

"43" [RU(TAPY,TAP"]*-5'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3 7 9 11 | 12 | 13| 16
3'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)Y’

"46" [Ru(TAP),Pher]?*-3'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)5’ 231 25| 261 32| 26| 31
5'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)3’

"48"  [RU(TAP),TAP"] 2.3'd-(TC CTT TTATTA AAT TTA)5’ 30| 38| 39| 42| 39| 37
5'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)3’

Le complexe [Ru(TARPhen"f" ancré sur les oligonucléotidesveére moins photooxydant
que son homologue structural [Ru(TAPAP"]*". Il fournit intrinséquement moins de photoaddQin
obtient plus de 40% de photoadduit avec le dupéX' , contre 32% avec le dupléd6" dans les
mémes conditions. Néanmoins, le complexe [Ru(BARP"]** requiert des conditions particuliéres
pour exalter ses capacités. En effet, il génerkes@nt 16% de photoaddui@") quand il est moins
protégé par I'oligonucléotide. Alors que le com@dRu(TAPYPhen'f" est certes moins oxydaiit,
est plus polyvalent. Il permet d’obtenir une quiEntion négligeable de photoadduit d’environ 30%

quelque soit son environnement.

La plus importante différence entre les deux e&syss provient du comportement
affiché précédemment par le complexe [Ru(TARP"]?* vis-a-vis del'adénine. En effet, les
précédents résultats avaient mis en évidence lmatosn d'un photoadduit entre le complexe
[Ru(TAPLTAP"]** photoactivé et I'adénine. Alors que le complexe ([RAP),Phen"f" n'est pas
suffisamment photooxydant pour réagir avec I'adéniiillumination du duplex'42" confirme cette
caractéristique propre au complexe [Ru(TARP"]*" En effet, on observe aucun photoadduit quand
on illumine les duplex"39" et "45", qui correspondent aux conjugués [Ru(TAmen"f"-
oligonucléotide dépourvuge guanine. Par contre, l'illumination du dupld?" confirme le transfert
d’électron envisagé entre une adénine du brin cémghtaire et I'état excité du complexe
[Ru(TAP),TAP"]**. On observe donc le photoadduit résiduel, ce feanseste quand méme trés faible

avec seulement 1 a 2% de photoproduit formé.

Pourcentages de photoadduit (%) Temps d'illumination
(en minutes)
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Duplex de conjugués

"42" RU(TAPYTAP")?*-5°d-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3 3 1 1 3 1 3
3'd-AAAA AAT AAT TTA AAT)S

"44" | [RU(TAP)RTAP"|2-5'd-(AA AAA AAA TTA AAT TTA)3’
3d-IT TTT TTT AAT TTAAAT)5’
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Afin d’'affiner cette caractéristique, on a prépare nouvelle séquence d'oligonucléotide ne faisant
pas apparaitre d’adénine a proximité du complexg&TRP),TAP"]*, quand le conjugué résultant est
hybridé & son complémentaire. Ce nouveau systédie n'a pas été caractérisé en photophysique. Il
a été directement soumis a une expérience dillation continue en présence de son brin
complémentaire marqué atP. Les résultats montrent toujours la formatiomé'daible quantité de
photoadduit, alors qu'aucune adénine n’est direeteropposée au complexe. Il semblerait donc que
le complexe puisse photoréagir avec le brin sunded est fixé. Il serait donc intéressant de isgal
une expérience d'illumination du conjugué simplia Ipour vérifier cette affirmation. Pour cela,alut
marquer au préalable I'extrémité libre du conjugué®P. Un essai préliminaire a été réalisé dans les
conditions usuelles de marquage de I'extrémitdvizilheureusement, de telles conditions ont entrainé
une importante dégradation des conjugués. Il esic duécessaire de modifier le protocole de

marquage, afin de pouvoir envisager ce type d’ézpée.

> Les deux complexes ne peuvent pas étre directecmenparés, car la réactivité du complexe
[Ru(TAPYTAP"]?* demande un ajustemauécis pour exprimer tout son pouvoir rédox. Néaimso
le principal attrait du complexe [Ru(TAFAP"]?* est sa capacité de photoréaction avec I'adénine.

Alors que le complexe [Ru(TAPhen'F* n’est pas suffisamment oxydant pour le faire.

En résumé, la proportion de I'ensemble des pholgiggl obtenus a partir des nouveaux

conjugués est reprise dans le tableau suivant :

Pourcentages de photoadduit (%) Temps d'illumination
(en minutes)

Duplex de conjugués 5 10 15 20 380 60

"40" [Ru(TAP),Phen"f*-5'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3’ 131 24| 26| 27| 31| 32
3'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)S

"41" [Ru(TAPY,Phen"f*-5'd-(CC CTT TTA TTA AAT TTA)3
3'd5G GAA AAT AAT TTA AAT)5’

"diD"  [RU(TAP)LDIp]?*-5'd-(CC CTT TTA TTA AAT TTA)3' ol a7l - 59 61
303G GAA AAT AAT TTA AAT)5'

"42" [RU(TAPYLTAP'**-5d-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3 3 1 1 3 1 3
3'd-(A AAA AAT AAT TTA AAT)S

"43" [RU(TAP),TAP")**-5'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3’ 7 9 11 | 12 | 13 | 16
3'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)Y’

"44" | [RU(TAPRTAP']?5'd-(AA AAA AAA TTA AAT TTA)3 A T T R ]
3d-{T TTT TTT AAT TTA AAT)5’

"46" [Ru(TAPYPhen"f*-3'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)S’ 231 251 261 32| 26| 31
5'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)3

"48" [RU(TAPY,TAP"]*-3'd-(TC CTT TTATTA AAT TTA)S’ 30| 381 39| 42| 39| 37
5'd-@ GAA AAT AAT TTA AAT)3’

Figure B.21: Pourcentages de photocrosslinking calculés &r plarla radioactivité détectée sur les gels
d’électrophorese apres 5, 10, 15, 20, 30, 60 mendiftumination continue d’une solution de conjéguybridé
& son complémentaire marqué’e.

- - 35| - | 34| 35
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L‘évolution temporelle de la formation des photajuits est répertoriée dans le graphique suivant :

w
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Figure B.22: Représentation graphique de I'ensemble des patages de radioactivité mesurés.

Ce bilan permet de mettre en évidence un tauphtgoadduit constant aprés 15
minutes d’illumination, la photoréaction n’évolumpquement plus au dela. Il est intéressant dernot
que ce phénomeéene se produit indifferemment du tgecomplexe. Les photoproduits issus du
complexe [Ru(TAPJTAP"]*" n'apparaissent pas plus sensibles a la photodséiélau cours du
temps, que ceux obtenus avec le complexe [Ru(A®Rn"f. En effet, une déchélation des

photoproduits entrainerait plutét une chute du @arduit formé.

Afin de rendre les réactions d’illumination encqgukis efficace, il serait intéressant de pouvoir
prévenir la formation de ce pallier. Pour celast nécessaire de déterminer son origine. On asapp
que ce taux constant pouvait provenir d’'une séjperates deux brins complémentaires du duplex au
cours du temps. En effet, de tels conjugués possélds températures de fusion de I'ordre de 40°C,
ce qui signifie qu’au dela de cette températurduplex n’est plus complétement apparié. Certes les
expériences dillumination sont réalisées en refssiant la solution irradiée pour pallier a
I'échauffement de la solution, mais notre system@aus permet pas de contrdler la température de la
solution irradiée. Toutefois, la formation du phedduit prouve obligatoirement I'hybridation des
duplex, en amont. Mais il n'est pas exclu, quurangue période d’illumination entraine
I'échauffement nécessaire pour séparer les deuxs btbmplémentaires. Afin de vérifier cette
hypothese, on a réalisé une expérience d'illumbmafractionnée. Pour cela, on a soumis différents
conjugués a 5 périodes de 5 minutes d’illuminatemtrecoupées d’'une heure d’obscurité afin que le
duplex puisse se réhybrider, s'il y a lieu, lorsrdtour a température ambiante de I'échantillors Le
quantités de photoadduits ensuite obtenues a piutigel d'électrophorese correspondant, sont
exactement identiqgues a celles issues de I'expeEFiatillumination continue classique. Le taux
maximal de photoadduit ne peut donc pas s’expligpaerun phénoméne de désappariement des deux

partenaires. Ce résultat conforte également naétbade d'illumination.
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[]

En résumé, les deux complexes conduisent bien a la
formation de photoadduits précédemment envisagéeréhctivité du
complexe [Ru(TABTAP"]** dépend beaucoup de son environnement, il
doit absolument étre protégé pour atténuer sa ¢remde sensibilité a la
photodéchélation. 1l apparait trées photooxydant mphail est fixé a
'extrémité 3’ des oligonucléotides, alors gu’ildent moins réactif en 5'.
Ce type de complexe doit absolument étre protégd’qagonucléotide
pour exprimer son potentiel rédox, lui permettaimsade former jusqu’a
40 % de photoadduit. Alors que Emplexe [Ru(TABPhen* est
beaucoup moins sensible a son environnement, iltreopeu de
préférence par rapport au type d’ancrage. Il coridodifféremment a 30
% de photoproduit quand il est en présence de daarines.
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Conclusion

Dans cette partie, nous avons montré que les naxveamplexes
[Ru(TAPYPhen'F* et [RUu(TAPYTAP"]** entrainent bien la formation
photoinduite d’'un lien irréversible entre deux @incomplémentaires
d’oligonucléotides. En effet, lllumination dans Visible offre la possibilité de
relier de facon covalente le complexe de ruthéniud@rivatisé a
I'oligonucléotide ciblé. Les oligonucléotides phaactifs ainsi synthétisés
présentent un réel avantage applicable en straggiptisens. Malgré une
préparation plus efficace, ces conjugués s’avemmins photoréactifs que
leurs homologues contenant le complexe [Ru(3dip]?*. Dans notre cas on
obtientau maximum 40 % d’adduit avec le complexe [Ru(3A™"]*" ancré
a l'extrémité 3' d'un oligonucléotide, alors que gmédemment le systeme
permettait d’atteindre 55%. Cette différence senmotevenir de la rigidité plus
importante du nouveau type de lien qui relie leahét I'oligonucléotide. Il
offre moins de liberté au complexe activé. Néans)densysteme développé a
montré un comportement distinctif vis-a-vis desnaus. En effet, le complexe
[Ru(TAPYTAP"]*" est capable de former un photoadduit avec des adéri
proximité. Il semblerait méme capable de réagircades adénines présentes

sur sa propre entité oligonucléotidique.
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Conclusion et per spectives

Nos travaux on été consacrés a la synthese 'étusld de nouveaux assemblages
complexes de ruthénium(ll)-biomolécules photorésagis avec les acides nucléiques. lls s’inscrivent
dans la continuation des travaux entrepris au seinLaboratoire Européen Associé Ingénierie
BioMoléculaire concernant la photoréaction d’'un pteme de ruthénium(ll) : le [Ru(TAR)ip]*,
ancrés chimiguement a différents oligonucléotides. études précédentes ont montré que ce type de
complexe était capable, sous illumination, de farmee liaison covalente irréversible avec une
guanine du brin d'oligonucléotide ciblé. De telofgadduits pourraient méme perturber les systemes

enzymatiques de la synthése protéiguévo.

Notre travail s’est concrétisé par la conjugaisercdmplexes polyazaaromatiques de ruthénium(ll) a
des oligonucléotides, mais également a des peptides complexes de ruthénium(ll) étudiés
possédent au moins deux ligamddéficients ce qui leur permet d’envisager une pbxydation de la
base la plus réductrice de I'ADN, la guanine. Daypes de complexes ont été choaisis: le
[Ru(TAP)]?* qui est trés photooxydant & cause de ses troimdi TAPxr-déficients, mais trés
sensible & la photodéchélation & I'état électromigucité ; et le [Ru(TARPhenf', qui est certes
moins photooxydant, mais dont I'état excité ess glhotostable.

L’assemblage des entités sus mentionnées a nécésgieveloppement d’'un nouveau systeme de

conjugaison sélectif.

La premiére partie de mon travail consistait &insiger le procédé chimique
d’assemblage des conjugués par le lien éther dexiifférents conjugués ont été réalisés en faisant
varier la nature de I'oligonucléotide, ainsi qudeceu complexe, et celle du peptide. Pour celaaon
tout d’abord préparé les différents partenairegngdgrant le motif aldéhyde aux oligonucléotides ou
aux peptides, et le motif oxyamine sur le complégeuthénium(ll). La formation des conjugués s’est
révélée efficace et rapide en ce qui concerneligsrucléotides. Une étape finale de purification s
gel d'électrophorese est nécessaire afin d'élimildeentuel sous-produit issu de I'ancrage de deux
oligonucléotides sur un complexe de ruthénium, patise former au cours du couplage. Cette
technique permet également d’analyser la compaosdio milieu, alors que les méthodes classiques
par CLHP ne nous 'ont pas permis. La méthode agugaison a été validée aussi bien pour préparer

de la séquence, que les compodeHAb, 47, et48 ou le métal est a I'extrémité 3'. Elle a également
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offert la possibilité de greffer efficacement lexquexe de ruthénium(ll) a I'extrémitéd-terminale de
peptides, en se concrétisant par la synthese ddsifg49 et50. L'ensemble de ces conjugués a été
préparé avec un bon rendement moyen de 'ordr®dé.5

L’étude de I'hybridation des conjugués a ensuitetmoque I'introduction du complexe métallique a
I'extrémité des oligonucléotides n’altérait passtabilité thermodynamique du duplex. La nature du
lien, ou encore celle du complexe, n'a pas d'infleee sur le duplex formé entre le brin sonde du
conjugué et sa cible. Cette affinité est indispblesgour préserver les propriétés spécifiques de

reconnaissance de la cible, qui représente le foadede la stratégie antisens visée.

Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé ééplmtochimique des différents
conjugués afin de déterminer la sélectivité de dguence en acide nucléique, de la nature du
complexe, et de sa position sur I'oligonucléotidis;a-vis du photopontage. L'étude des conjugués,
sous forme simple, et double brin, a tout d’aboednps de mettre en évidence un quenching de
luminescence de I'état électronique excité des ¢exeg en présence de la guanine. L'étude par gel
d’électrophorése, des solutions illuminées, a corffila formation du photoadduit. La comparaison
avec le précédent systeme permet d'attester quriiespond bien au pontage covalent entre un ligand
TAP du complexe et la guanine. L'étude de I'ensemiids conjugués a montré que I'extrémité
d’ancrage des complexes de ruthénium(ll) avaitiofieence sur le quenching de la luminescence des
complexes, ainsi que sur la formation du photoaddliextrémité 3’ semble favoriser la
photooxydation. Cet effet pourrait s’expliquer parlongueur différente des deux liens chimiques,
celui a I'extrémité 3’ étant plus court. Cette dfiéité offre une géométrie d’interaction différentet
selon la capacité du complexe a s’'immobiliser densduplex, on obtient plus ou moins de
photoadduit. Ceci est trés intéressant dans leecddme utilisation des oligonucléotides en tant
gu'outils thérapeutiques. En effet, il est généraet admis que la fonctionnalisation en 3’ protége
plus efficacement les oligonucléotides de I'actites nucléases. Dans le cas particulier du complexe
[Ru(TAP)Y(TAP")]*, on observe également un quenching de luminescemqeésence d’adénines.
Cette particularité est ensuite confirmée par Isemeén évidence d'un photoproduit sur les gels
d’électrophorése. Le fort pouvoir oxydant du compl§Ru(TAP)]** permet donc d’oxyder 'adénine,
en plus de la guanine.

Par contre, le nouveau systéeme s’avere moins pretf que I'ancien. Cette différence peut
s'expliquer par le fait que la géométrie spatiatloée par les nouveaux systemes serait moins
favorable a la recombinaison des radicaux photdisdi&En outre, les ligands TAP et Phen utilisés
dans cette étude sont moins hydrophobes que ladighp utilisé auparavant et par conséquent

différent quant a leur interaction avec I'’ADN.
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Dans leur ensemble, nos travaux ont apporté wveau procédé d’assemblage
chimiosélectif trés efficace pour ancrer des comgsde de ruthénium a des biomolécules
(oligonucléotides et peptides). lls ont égalemestnps de valider I'approche antisens visée en
réalisant un photoadduit spécifique de la séqueiaade nucléique ciblée. Ces résultats offrent des
perspectives d’application thérapeutiques proms#teu Ces assemblages irréversibles pourraient
fortement perturber les enzymes de la synthéseéigtm au niveau d’'un ARNm spécifique, et donc
compromettre la synthese d’'une protéine particeli€ette méthode de préparation des conjugués
"complexe de ruthénium-oligonucléotide" est pateails actuellement utilisée dans le cadre d’'un
programme (WALEO) associant plusieurs laboratorasBelgique et le Département de Chimie
Moléculaire. Le but du projet est d'utiliser cesngmués pour induire I'apoptose de cellules

cancéreuses dans le contexte des carcinomes dauda p

Aujourd’hui, notre laboratoire tente de finalides résultats, surtout ceux concernant
la forte photoréactivité observée pour le compldRai(TAPL(TAP")]*" & I'extrémité 3’ des
oligonucléotides. De plus, la caractérisation catgldu photoproduit est prochainement envisagée.
Les perspectives concernent également I'étude agisigués "complexe de ruthénium-peptide”, afin
de déterminer le pouvoir photoréactif, et d'évalles propriétés de ciblage cellulaire des ces
nouveaux assemblages. Des études récentes onténaumie part que les complexes de ruthénium
sont capables de photoréagir avec le tryptopfidri@’autre part, le conjugué «[Ru(TAPhen"f'-

Tat »50 a montré une trés bonne photoréactivité avecligsrucléotides simples et doubles brins.

157 Gicquel, E.; Boisdenghien, A.; Defrancq, E.; Moeidn, C.; Kirsch-De Mesmaeker, A. Adduct formatioyn photo-
induced electron transfer between photooxidisingliRagmplexes and tryptopha@hem. Commun. 2004, 2764 — 2765.
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1 - Instrumentation et conditions générales

Les réactifs proviennent d’Aldrich ou Lancastepet été utilisés sans purification préalable.
Les solvants utilisés sont de pureté commerciglaleénent sans traitement préalable, sauf indication
préalable. L’acétonitrile nécessaire a la synthiskigonucléotide est soigneusement conservé sous
argon.

- La purification des produits par chromatograptiie colonne a été réalisée avec du gel de
silice Kieselgel 60 (0,063-0,200 mm) Merck.

- Les analyses par chromatographie sur coucheenf®CM) ont été réalisées sur des plaques
de silice 60ks4 Merck de 0,25 mm d'épaisseur, avec détection Q¥4anm.

- Les spectres de résonnance magnétique nucl@@viN) ont été enregistrés sur les
spectrométres Bruker AC 200 et Avance 300. Lesadé@phents chimiques)(sont donnés en ppm par
rapport au pic du solvant pris comme référenceanimt€CDCL: 7,24 ppm ; DMSO : 2,50 ppm). Les
spectres sont décrits avec les abréviations :isgelet, d = doublet, t = triplet, g = quadrupletint =
quintuplet, m = multiplet. Les constantes de cog@l@) sont données en Hertz.

Les spectres de RMNC ont été enregistrés en utilisant la séquencepiisions C13mult qui permet
d’obtenir le déplacement chimique ainsi que la ratles noyaux de carbone (primaire, secondaire,
tertiaire ou quaternaire). Il s’agit d’'une séquededype INADEQUAT.

- Les spectres dabsorption électronique (UV-\l&gib ont été obtenus sur un

spectrophotométre Varian Cary 400 scan UV/Visible.

1.1 - Chromatographie liquide haute performance (C  LHP)

1. 1. 1. - Conditions d’analyse

m Conditions d'analyse CLHP |
Les analyses ont été effectuées sur un appareilldgiers équipé de deux pompes M510, d'un
injecteur universel U6K, d'un programmateur de ggatd M680 et d’'un détecteur UV M490E a
longueur d’onde variable.
- Colonne analytique : Macherey-Nagel Nuclepsbondapack, 4,6 x 250 nfirC,s phase inverse, 5
um de porosité.
- Eluants : A: acétate d’ammonium 20 mM / GEN, 95/5, v/v, pH 6. - B CH;CN / H,0, 95/5, v/v.

- Systéme | : Gradient linéaire de 0 & 30 % deeB 20 minutes. Débit : 1 mL/min.

m Conditions d’analyse CLHP I
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Les analyses ont été effectuées sur un appareill&gers controller 600 équipé de pompes Delta-600,
d’un injecteur universel UK, d'un programmateurgiadient 600E, d’'un détecteur UV Waters 2487
a double longueur d’'onde, et d'un systéme de dégeaters In-line Degasser.
- Colonne analytique : Nucleositbondapack 120 A, 4 x 30 minCys phase de polarité inversep
de porosité.
- Eluants : A H,O / TFA, 99,9/0,1, viv. - BCH;CN / H,O / TFA, 90/9,9/0,1, viviv.

- Systéme I : Gradient linéaire de Bn 15 minutes. Débit : 1,3 mL/min.

- Systéme Ib : (dans ce cas la colonne est différente : Nudlgesondapack 100 A, 4,6 x 250
mn¥, C;s phase de polarité inverseu de porosité.)

Gradient linéaire de Bn 30 minutes. Débit : 1 mL/min.

m Conditions d’analyse CLHP llI

Les analyses ont été effectuées en phase invarsa sgppareil Waters équipé de deux pompes M510,
d'un injecteur universel U6K, d'un programmateurgdadient M680, d'un détecteur UV Waters a
barrette de diode.
- Colonne analytique : Watepsbondapack, 3,9 x 300 nfpphase de polarité inversesC10 um de
porosité.
- Eluants ; A: H,O, pH 2,5 (acide phosphorique).- B1eOH / HO : 95/5, viv.

- Systeme Ill; : Gradient linéaire de 0 a 100 % deeB 5 minutes, puis 100 % dep@ndant 5

minutes. Débit : 2 mL/min.
1. 1. 2. - Conditions de purification

m Conditions de purification CLHP |
- L'appareillage de CLHP des conditions analytiguest utilisé.
- Colonne préparative : Macherey-Nagel, 10 x 250 n@x nucleosil phase inverse i de porosité.
- Eluants : A: acétate d’ammonium 20 mM/GEN, 95/5, v/v, pH 6.- B CH;CN / H,0O, 95/5, viv.
- Systéme 4 : Gradient : de 0 & 30 % dee® 20 minutes. Débit : 4 mL/min.

m Conditions de purification CLHPII

- L’appareillage de CLHP des conditions analytigliesst utilisé.
- Colonne semi-préparative : Delta-PAB0O0 A, 25 x 200 mfA phase de polarité inversggCl5um
de porosité.
- Eluants ; A H,O / TFA, 9,9/0,1, v/iv - B CH,CN / H,O / TFA : 90/9,9/0,1, viviv.

- Systemell 3 : Gradient : de 5 & 100 % deeld 30 minutes. Débit : 22 mL/min.
Tous les produits utilisés pour I'élution sont delité HPLC : CHCN, MeOH de Carlo-Erba, TFA de
SDS (Peypin, France). L'eau est de qualité MilligDtenue apres filtration d’eau distillée au traver

de cartouches Milli-©.
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1.2 - Spectrométrie de masse (SM)

1.2.1.- Lionisation par électrospray (ESI)

Les spectres de masse sont obtenus avec un spet&oEsquire 3000+ (Bruker) par
ionisation par électrospray (ESI) en mode négatifsd50 % d’acétonitrile aqueux contenant 2 % de
triethylamine.

Différents modes d’analyse sont utilisés suivastdeduits analyseés :
SystemelV; : Solvant : CHCN / H,0, 50/50, v/v + 2% EN
Analyse en mode négatif, C =00°M, débit : 8uL/min.
SystemeV,: Solvant : CHCN / H,O, 50/50, v/v
Analyse en mode positif, C = 300°M, débit : 8uL/min.
Les simulations des distributions isotopiques desppsés ont été réalisées avec le logiciel de
traitement des données "Bruker daltonics datarsilydi spectrophotométre a partir de la fonction

Stimulate Isotopic Pattern.

trappe ionigue

capillaire

echatillon 1- évaporation du solvant
2- explosion des gouttelettes chargees
2- désorption des jons

Schéma représentant le systéme d’analyse du spextteESI.

1. 2. 2. - L'ionisation par désorption chimique (CTI)

Les spectres de masse sont enregistrés sur unapete POLARISQ Thermo Finnigan a trappe a
ions (logiciel X Calibur). Les analyses sont ré&dis par J.-P. Gaude (LEDSS, UJF Grenoble, P.
Dumy)

1. 2. 3. - Spectrométrie de masse MALDI-TOF
"Matrix assisted Laser Desorption lonisation - Tme of Flight"

Les spectres de masse ont été enregistrés au nadayerspectrometre Bruker. Les analyses sont
réalisées par C. Saint-Pierre (Laboratoire desobésdes Acides Nucléiques, SCIB-DRFMC, CEA
Grenoble, équipe de D. Gasparutto).
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2 - Synthese des oligonucléotides

-
-

2.1 - Préparation du phosphoramidite 1,2-diol prot g

a) Le 4-[2-(phényl)-[1,3]-dioxalan-4-yl]-butan-1-&

1
o} M theo. = 222.28 g/mol

H OW\/O C13Hi18 O3

Le benzaldéhyde diméthylacétale (2 g, 13.2 mmabL2 est mis en solution, sous argon,
dans 22 mL de DMF. On ajoute le 1,2,6-hexanet20Bg., 26.3 mmol, 3.63 g) au préalablement
solubilisé dans 5 mL de DMF (C = 0.5 mol/L (27 mL). Le milieu est également enrichi d’'une
quantité catalytique de pyridinium paratoluene aitjue (une pointe de spatule, 0.5 g). La réaction
est agitée a 50 °C et sous argon pendant 24 hesmesavancement est vérifié par CCM (éluant :
CH.CI, + 1% EtN, v/v). Apres retour a température ambiante, lgastl est concentré sous pression
réduite. Le résidu huileux résultant est reprissdda 'acétate d’éthyle (40 mL). Et la phase orgaei
est successivement lavée avec une solution agsatigée de sulfite de sodium (3x 30 mL), puis avec
une solution d’hydrogénocarbonate de sodium (3mBY et finalement avec une solution de chlorure
de sodium saturée (1x 30 mL). Elle est ensuiteégshr sulfate de sodium anhydre, concentrée sous
pression réduite. Le produit obtenu sous forme @l'lomile incolore est ensuite longuement séché sous

pression réduite (dessiccateur), avant d’étre stsokis argon a -18°C (2.21 g, 9.98 mmol ; 76 %).

CCM : R=0,16 (éluant : CKCl, + 1% EtN, v/v, révélateur : UV = 254 nm)

RMN-'H (300 MHz, CDC})) : & ppm = 7.48 — 7.45 (m, 28, 7.33 — 7.31 (m, 3K), 5.87 et
5.74 (2s, 1Hdia, CB,), 4.21 — 3.99 (m, 2H, Ci®), 3.64 — 3.46 (m, 3H, GOH et CHD), 3.32 (s,
1H, OH), 1.71 — 1.34 (m, 6H, CHk3).

RMN-*C (300 MHz, CDC}) : & ppm = 138.81 et 138.17 (dia, quaty, CCy), 129.74 et
129.53 (dia, 26 : Cs. 5), 128.75 (®la : Cy), 127.12 et 126.84 (dia, G, : C» &), 104.33 et
103.45 (dia, OBI0), 77.69 et 76.84 (dia,HD), 71.07 et 70.42 (dia,H30), 62.49 (&,0H), 33.52
et 33.38 (dia, 6,), 32.84 et 32.82 (dia,l5), 22.46 (E,).

SM (DCI(+) -NHy/Isobutane) :m/z = 223.1 ([M+H]), m/z = 239.8 ([M+NH] )




Partie expérimentale -177 -

b) Le 4-[2-(phényl)-[1,3]-dioxalan-4-yl]-butan-1-¢ phosphoramidite

SO S 2
N o M o, = 422.23 g/mol

P W\/O
NC\/\O e CooHs N, O4 P

Dans un ballon de 100 mL surmonté d'un septum, oépge sous argon le
phosphoramidit® dans 3 mL de C{Cl, anhydre enrichi de DIEA (2 éq., 4.4 mmol, 770 @lpartir
du 4-[2-(phényl)-[1,3]dioxalan-4-yl]-butan-1-dl (491 mg, 2.2 mmol). On place le ballon dans un

bain de glace pour réaliser une addition lenteytfgaa goutte au travers du septum), du 2-cyanbéthy
N,N’-diisopropylchlorophosphoramidite (1.3 €q., 2r®nol, 681 mg, 642 uL). Le milieu est ensuite
agité sous argon a température ambiante, pendasurés, jusqu’a disparition compléte du produit de
départ (CCM : CECI,/MeOH, 98/2, v/v). Le mélange est dilué dans dinidiométhane (CkCl,, 25
mL), lavé rapidement avec une solution d’hydrog@nbcnate de sodium a 10 % (NaHLOx 20
mL), concentré sous pression réduite, et séché&udtate de sodium anhydre (}$0,). Le résidu
huileux incolore obtenu est purifié par chromatpgia sur gel de silice (éluant : @El,/MeOH, 99/1
+ 1 % EtN, viv, R = 0,70). La fraction récupérée est ensuite longutroencentrée et séchée sous

pression réduite (dessiccateur). Le compd st obtenu sous forme d’huile incolore (705 méy7 1.
mmol, 76 %).

CCM : R=0.63 (éluant : CKCIl,/MeOH, 98/2, v/v ; révélateur : U.VA,= 254 nm)
RMN-3*'P (200 MHz, CDC}) : 5 ppm = 145.54 et 145.07.

RMN-H (300 MHz, CDC}) : & ppm = 7.51 — 7.44 (m_2H: Hy. 5), 7.38 — 7.36 (M, 3K Hy.
), 5.91 et 5.79 (2s, 1Hdia, OCH, 4.27 — 4.08 (m, 2H, GBCO), 3.68 — 3.49 (m, 5H, Chiet
CH,O x2), 2.63 — 2.58 (m, 2H, GBN), 1.79 — 1.52 (m, 8H, GHk3 et CHN x2), 1.35 — 1.16 (m,
12H, CH; x4).

RMN-*C (300 MHz, CDC)) : & ppm = 138.56 et 137.93 (dia, quaty €C;), 129.25 et
129.04 (dia, 26 Cs. 5), 128.34 (Ela : Cs), 126.65 et 126.37 (dia, PG : Cy &), 103.99 et
103.11 (dia, €10,), 77.47 et 76.62 (dia, KD), 70.73 et 70.09 (dia,HGZO), 63.51 et 63.27 (dia,
CH,OP), 43.14 et 42.98 (dia, MBl), 33.11 et 33.08 (dia, i), 31.15 et 31.06 (dia, M%), 24.70 et
24.61 (dia, 4€l5), 20.44 et 20.35 (dia,5).

SM (DCI(+) -NHylsobutane) :m/z = 423.1 ([M+H]), m/z = 439.9 ((M+NH] )

2.2 - Synthese automatisée

Les oligonucléotides sont synthétisés a l'aidendsynthétiseur Expedite 8909

(Perkin-Elmer, PerSpective Biosystems) en utilisestréactifs fournis par Cruachem et Eurogentec.
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La synthése automatisée des oligonucléotides tseelain le principe de la voie aux phosphoramidites
sur un taux de 1 pmole d'oligonucléotides. Par ogippux conditions standard, des quantités doubles
d’amidites sont utilisées pour tous les couplagassi que 5 fois la quantité requise pour le "caghi
Apreés l'incorporation du dernier nucléotide, la ¢tion trityle 5’-terminale est conservée. La systhé
des séquences non modifiees a I'extrémité 3’ $esfaides cartouches commerciales de résines CPG,
fonctionnalisée avec une base, pour un taux dditutlm de lumole (Glen Research).

L’évolution de la synthése est suivie en mesuramfulantité de cation trityle libéré a chaque ndaevel
addition d’amidite. La synthése est estimée coerecta quantité de trityle détecté ne subit pas un

importante diminution.
m  Synthése d’oligonucléotides modifiés a I'extrémité’

L’'assemblage s’effectue selon le protocole classigle synthése des oligonucléotides décrit
précédemment. Le phosphoramidite mod#fiést placé sur le synthétiseur sur une positioervée,
apres I'avoir solubilisé dans GEN (50 mg/mL) sous atmosphére d’argon. Il est ipocé lors de

I'étape finale en tant que base X, en doublantdegs de couplage.
m  Synthése d’oligonucléotides modifiés a I'extrémitad’

La seule différence par rapport au protocole amessidécrit précédemment, réside au niveau du choix
du support solide. Les oligonucléotides modifide@trémité 3’ sont assemblés sur un support solide
spécifique, contenant la fonction diol masquéetype de support est disponible commercialement :

le 3-[(4,4’-diméthoxytrityoxy)glycéryl-1-succinoylpng chain alkylamino CPG (Eurogentec).

o)
H

- \[‘/\)}\O/\/\O-DMT 11

o) OAc -

Dans ce cas la matrice est placée manuellement diffdsentes colonnes dépourvues de support
solide, au préalablement nettoyées a l'acétonitele séchées sous argon. La quantité déposée
correspond a une synthese de 1 pmole d'oligonud&osoit 14 mg de suppdti possédant un taux

de chargement de 71 umoles/g.

2.3 - Déprotection et purification : (4 étapes)

a) Etape 1 : Récupération des produits

Les oligonucléotides sont ensuite décrochés du cstupgt déprotégés lors d'un traitement a

I'ammoniaque aqueux 28 %(1 mL/30 minutes + 0,5 rAl8nutes) a température ambiante. Les deux
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fractions collectées sont ensuite chauffées a 58et@ant 16 heures. Apres refroidissement, laitdtal

de 'ammoniaque est évaporé sous argon, avantragetEy et lyophiliser les composés (Speed Vac).

b) Etape 2 : Purification
Les oligonucléotides tritylés a I'extrémité 5’ samtsuite repris dans 1 mL d’eau, et purifiés paHEL
en phase de polarité inversée en tampon acétatenwaium 20 mM (systéme de purificatids).
Entre chaque fraction de purification, la colonserencée avec 100 % de B pendant 10 minutes. Les

fractions collectées sont ensuite lyophilisées.

c) Etape 3 : Déprotection de I'extrémité 5’

L'élimination du groupe protecteur a I'extrémité &effectue dans une solution aqueuse d’acide
acétiqgue 80 % (1 mL), pendant une heure a températmbiante. Les oligonucléotides déprotégés
obtenus aprés congélation et lyophilisation, sohtlslisés dans I'eau (1 mL). La phase aqueuse subi
trois lavages successifs a I'éther pour éliminsrrésidus trityles. Apres évaporation sous air antbi

des traces restantes d’éther, la phase aqueuyemstisée.

d) Etape 4 : Quantification

La quantité d'oligonucléotide est déterminée pasodbance UV a 260 nm. Et les produits sont
caractérisés par CLHP analytique (systémespectrométrie de masse (systdwig et conservés au
congélateur (cf. tableau ci-dessous). Le bilan ales tles différents oligonucléotides préparés est

présenté dans les tableaux suivants.

Produit® | A na(nm) | Rendement % gt/ CLHP (min.)| Myeo (@/mol) | SM / My, (g/mol)
Oligonuclétotides 1,2- diol a I'extrémité 5’
3  (BXL23) 262,4 41+/-7 12,5 5350,6 5349,4
4  (BXL 25) 263,6 41+/-11 12,2 5320,6 5319,6
5 (BXL7) 264,2 27+1-7 12,1 5305,6 5305,5
6 (BXL43) 259,2 9 11,8 5413,7 5416,2
Produit | A na(NM) | Rendement % gt/ CLHP (min.)| Mo (g/mol) | SM/ M, (g/mol)
Oligonuclétotides 1,2- diol a I'extrémité 3’
12 (BXL32) 262,0 25+/-10 12,2 5308,5 5307,9
13 (BXL33) 262,6 25+/-12 12,1 5278,5 5277,7

O Les produits sont également identifiés par leunnsuel (en italique), définis dans le cadre dedltaboration franco-
belge dans un souci d’homogénéité entre les dewipes}
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. i - Amax | Rendemenf CLHP / & | Mo, | SM/ My,
Produit — séquenée® _
(nm) % (min.) |(g/mol)| (g/mol)
Oligonucléotides naturels
(Ru0C) :°- TAA ATT TAATAA AAA AA - #
oligonucléotidecomplémentaire dg@ — BXL 23 258,4 39 12,1 5217, 52166
(RuOnat) *- ATT TAAATTATT TTT TT -°
oligonucléotidenaturel correspondant 8 — BXL 23 262,1 40 12,3 5154,p 51525
(BXL 25C) :*- TAA ATT TAA TAA AAG GA - ¥
oligonucléotidecomplémentaire dé — BXL 25 258,4 31 12,4 5249, 52494
(BXL 25nat) - ATT TAAATT ATT TTC CT -°
oligonucléotidenaturel correspondant 4 — BXL 25 263,6 26 12,5 51244 51228
(Ru 7C) :*- GG GAA AAT AAT TTA AAT -°
oligonucléotidecomplémentaire d8 — BX L7 258,0 46 1.8 5265 52659
(BXL 43C) °- TAAAT TTAATT TTT TTY -
oligonucléotidenaturel correspondant 6 — BXL 43 262,0 44 12,1 5154,p 51513
(BXL 32C) :°- AAA AAA ATAATT TAAAT - #
oligonucléotidecomplémentaire d&2 — BXL 32 258,4 31 12,2 5217 52172
(BXL 33C) :°- AGG AAA ATA ATT TAA AT -
oligonucléotidecomplémentaire d&3 — BXL 33 258,4 29 11,9 52496 52489

2.4 - Oxydation des fonctions 1,2-diol terminales

Les oligonucléotides modifiés sont solubilisés déeeu a 16 mole/L. On ajoute le périodate
de sodium (20 équivalents, 10 pL), le mélange g&€ & température ambiante. La réaction est
stoppée au bout d’'1 heure. Les oligonucléotides gorifiés par CLHP (systemg) ou sur colonne
ouverte Gg (cf. méthode de dessala@®), et stockés au congélateur. Le bilan de I'oxytaties

oligonucléotides est présenté dans le tableaussenles.

Migo. | SM?/ Mgy, | CLHP | Rendement Rendement

i+ d)
Produits’ | Formule brute | (o5 | mon™ | o min) | (9%) syst. | (%) syst. D

Oligonuclétotides aldéhyde a I'extrémité 5’

7 -(BXL23 |CirsHaosNugOui Py | 5318,6 |  5318,2 12,4 84 +/-8 78 +/-8
8 - (BXL29 |CirsHzNs OPy; | 52885 | 52874 126 | 60 +/-10 80 +/-2
9 -(BXL7 |CisHasNsOngP; | 5273,5| 9273,8 123 | 69 +/-6 -
10 - (BXL 43 |CiraHzzsNey Oros Py | 5381,6 - 12,1 - 54

M Les caractéristiques des séquences d'oligonudEtnaturelles et complémentaires utilisées lors'éades des

conjugués sont présentées, alors que leur synthiest pas abordée dans la partie concernant laamépn des

oligonucléotidesRartie résultats et discussion, chapitr Il

O 'analyse par spectrométrie de masse électrosfeayoligonucléotides a été uniquement réalisééesyroduits issus de
la purification par CLHP, systéeme |
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Oligonuclétotides aldéhyde a I'extrémité 3’

14 -@xLay | oMo O | 55765 | 5276,1 123 | 89 +/-6 i
17
15 - (BXL33 C17°H2§1§'51 Ows | 52465 | 52456 127 85 +/-7 i

Bilan de I'oxydation des oligonucléotides.

2.5 - Quantification UV-visible des produits

La quantité de produit est déterminée par spelotrimmétrie UV-visible a 25 °C, dans I'eau
en utilisant la loi de Beer Lamber :

- A : absorbance

- £ : coefficient d’extinction molaire en Mblcm’*

- | : longueur de trajet optique qui traverse laecd’'analyse en
cm.

- C : concentration en mol L

D’aprés la valeur de I'absorbance expérimentaled Aa longueur d’onde spécifique du coefficient
d’extinction molaire de la moléculg on obtient la quantité de produit présent daashé&ntillon
analysé. (cf.. les données du tableau ci-dessous)
On emploie cette méthode pour déterminer précisélaemuantités d’oligonucléotides, de complexes
du ruthénium, et des conjugués synthétisés (oligéntide-ruthénium ou peptide-ruthénium).

- Les coefficients d’extinction molaire des oligmtéotides proviennent de la base de donnée

"Integrated DNA Technologies" disponible sur la @ageb : _http://www.idtdna.com/analyzer/

Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx.

- Les coefficients d’extinction molaire des conxge du ruthénium sont déterminés
expérimentalement par I'équipe du Pr. Kirsch-De iasaker de Bruxelles.

- L’absorbance des peptides est négligée aux lngud’onde caractéristiques des molécules.

La mesure de la densité optique se fait en utilidaux types de cuves en quartz de 1 cm de trajet
optique. Des cuves de 1 mL pour quantifier lesanligcléotides naturels ou modifiés et les complexes
du ruthénium, et des cuves de 70 uL pour les coBjgigCar dans ce dernier cas, la quantité de grodui
est trop faible pour obtenir des absorbances $igiifes qui se distinguent suffisamment de ladign

de base du spectrophotomeétre en utilisant une deniemL.
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molécules ex10°(M ™. cm™) molécules ex10° (M . cm™)
Oligonucléotides modifiés / naturels Oligonucléoties naturels
BXL 23/ BXL 23 nat 164,3 RuO C 205,9
BXL 25/ BXL 25 nat 161,6 BXL25C 199,3
BXL 7/ BXL 7 nat 160,3 BXL32C 205,9
BXL 43 191,9 BXL33C 199,3
BXL 32 164,3 Ru7cC 195,9
BXL 33 161,6 BXL 43C 161,8
Complexes du ruthénium
Ru(TAP),Phen 1,65 a411 nm
145 24657 Ru(TAP) 1,75 a 410 nm

Bilan des propriétés d’'absorption des oligonuctéesti
Pour les oligonucléotides, lesorrespondent a la longueur d’onde caractéristitu260 nm.

2.6 - Méthode d’électrophorése
Les électrophoreses ont été réalisées a partietideaPolyAcrylamide (PAGE).

a) Principe théorique de I'électrophorese PAGE

La matrice est sous forme de matériel gélifié gsti obtenu grace a la polymérisation de
I'acrylamide. Il en résulte un gel poreux qui pethaemigration a I'intérieur méme de la matricentlo
les mailles peuvent ralentir la progression desgge molécules Elle est préparée en formant un
"sandwich" plaque de verre / gel / plague de vebgrant la gélification, des puits sont formés a
'extrémité pour permettre le dépbt des échantillobhe gel est ensuite monté verticalement sur
I'électrophorése, car I'acrylamide peut s’accrocpar affinité sur le verre. Chaque extrémité du gel
est ensuite mise en contact avec un tampon coritelesnélectrolytes qui, soumis a un potentiel
électrique, permettra la propagation du courant.c@erant entrainant les molécules constituants
I’échantillon. Cette migration permet la séparattEndiverses especes moléculaires qui migreront a
des vitesses différentes suivant leur taille, et leharge nette. Cette matrice inerte électriquémen
n'entrave pas la migration, permettant ainsi dggusdions de haute résolution. Elle est couramment

utilisée pour les acides nucléiques, qui migreners I'anode a cause de leur caractére fortement

anionique.
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e E&nérateur
Duplex
i Simple
ol LY A ! E
B9 _.-:-i‘ brin
Fragment | |

lllustration de I'électrophoréese sur gel.

b) Préparation des gels d’électrophorése

Les électrophoréses sont réalisées sur Gel deA&glamide (PAGE) (ratio 19:1 entre
I'acrylamide et le bisacrylamide) en utilisant campon TBE (Tris-borate 90 mM, pH 8, EDTA 2
mM) et en milieu dénaturant (7 M urée). De faconéggéle, la solution est préparée, sous agitation, e
chauffant le mélange par intermittence a 50 °C gaatliter la solubilisation des réactifs. Quand le
milieu est homogeéne, il est filtré et refroidi jusdy température ambiante. Pendant ce temps, les
plaques en verre sont préparées : en les essuyecgssivement avec,8/EtOH/cyclohexane. La
polymérisation est ensuite initiée par ajout de EHEMN,N,N’,N’-tétraméthyléthylénediamine) et de
persulfate d’ammonium (APS 10 %), et le gel montél'glectrophorése en utilisant le TBE comme

tampon de migration.

Tampon tris-borate-EDTA (TBE) :

Ce tampon est stocké a température ambiante soue fbune solution mére concentrée 10 fois. Pour
préparer cette solution "10X", il faut mettre etusion 108 g de base Tris, 55 g d'acide boriquelCet
mL d’'EDTA (0,5 M, pH 8) dans 1L d’'eau, ajuster eitsde pH a 8,0. Le tampon "1X" utilisé sera en
concentration finale & 89 mM de tris-borate et 2 siVEDTA.

™ Analyse par électrophorése sur gel de polyacrylaighe : (protocole G)

Il faut préparer une solution mére a partir dacrylamide/bis-acrylamide (19/1) : 45 mL
- tampon TBE ("10X") : 9 mL
-urée:45¢g
- HO (gsp 100 mL) : 3 mL.
Le gel est monté a partir de 60 mL de la soluti@meren ajoutant : - TEMED (0.3 pL/mL) : 20 pL
-APS 10 % (5 pL/mL) : 300 pL
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Il est préférable de former un pied de gel avantader complétement le gel. Pour cela, on préléve
une petite quantité de la solution mere (6 mLjreinitie la polymérisation avec 12 uL de TEMED (5
puL/mL) et 60 uL d’APS a 10 % (5 uL/mL). Elle espidement injectée au fond du gel.

Chaque échantillon est mélangé a un tampon de e€l{@5§6 formamide, EDTA 20 mM, 0,1% xyléne
cyanole, 0,1% bleu de bromophénol). On ajoutd-3le tampon de charge pour un dép6t de 1 pmol
d’oligonucléotide (1uL). La migration se fait sous une puissance de 5@afdant 5 heures. Les
fragments d’ADN radiomarqués sont visualisés pdiographie avec des films Kodak X-OMAT AR

et la radioactivité comptée sur un imageur AmersBamsciences Typhoon 9410.

 Purification par électrophorése sur gel de polyacriamide : (protocole G)

Il faut préparer une solution a partir de : - aamyide/bis-acrylamide (19/1) : 150 mL
- tampon TBE ("10X") : 30 mL
-urée : 150 g
- HO (gsp 300 mL) :10.5 mL.
- TEMED (0.4 pL/mL) : 20 uL
-APS 10 % (6.7 pL/mL) : 2 mL
Les oligonucléotides a purifier sont dissous damd'wtée 7 M (0,5 mmol/L), en se limitant a 100
nmol (200 uL), afin de ne pas saturer les dépésmigration se fait sous une puissance de 60 W
pendant 6 heures. Les produits sont ensuite extdaitgel aprés avoir été repérés par UV ("UV
shadowing") a l'aide d’'une plaque de silice 6QMerck placée directement sous le gel. Les bandes
visualisées sont alors découpées, broyées a ItHide mortier, et placées dans quelques mL d’eau
pendant 24h a température ambiante. La solutionéespérée apreés filtration par centrifugation sur
filtre centricon (Ultra free CL, Millipore). Les iglomeres sont ensuite déssalés sur une colonne
ouverte Gg (cf. protocole D;), et lyophilisés. Les échantillons récupérés salors dosés par

absorbance UV a 260 nm.

2.7 - Marquage des oligonucléotides

© Marquage a I'extrémité 5’ (protocole M)
Les brins ont été marqués sur I'extrémité 5' ausphore®?P. Pour cela, les oligonucléotides sont
incubés 30 minutes & 37°C en présence d'ATfR] et de I'enzyme phosphorylante : T4
polynucléotide kinase C, provenant&dColi (fournisseur : Fermentas - Life Sciences). Cetayme
est capable de transférer des groupemerfshosphates aussi bien sur les groupes 5-OH des b
d’ADN, que ceux d’ARN. Il faut également tenir cotapdu fait qu’elle possede une activité

phosphatase spécifique des extrémités 3. L'enzgsteensuite rendue inactive par dénaturation



Partie expérimentale -185 -

thermique, en chauffant 5 minutes le milieu réamied a 70°C. Cette étape sert également a hybrider
les ODN radiomarqués avec leur brin complémentjoeté en exces.

Milieu de marquage L'oligonucléotide (2.5umol/L) est placé dans les condition optimales de
marquage décrites par le protocole, contenantral fi50 mmol/L Tris-HCI (pH 7.6 a 25°C), 10
mmol/L MgCL, 5 mmol/L de DTT, 0.1 mmol/L de spermidine et @inol/L d’'EDTA en plus de
I'ATP-[y*’P] et de I'enzyme. Chaque échantillon contient esyenne 3 unités d’enzyme, sachant
gu’une unité est capable de transférer 1 nmolyif€][de I'ATP sur I'hydroxyle libre en 5’ dans les
conditions de marquage.

Milieu d’hybridation: On compléte le milieu avec NaCl (50 mmol/L), Bvligonucléotide

complémentaire (1.@mol/L), en diluant 2.5 fois le milieu de marquage.

© Marquage a I'extrémité 3’ (protocole M)
Les brins ont été marqués sur I'extrémité 3’ ausphore®P. Pour cela, les oligonucléotides sont
incubés 15 minutes & 37°C en présencead@]-ddATP et de 'enzyme phosphorylante : Terminal
Deoxynucléotidyl transférase, provenantEdoli (fournisseur : Fermentas - Life Sciences). Cette
enzyme réalise I'addition de groupementsphosphates sur un groupe hydroxyle secondaire a
I'extrémité 3’ des oligonucléotides. Elle exigeraains trois bases comme amorce, et elle allonge plu
facilement un simple brin qu’'un double brin. L’enzy est ensuite rendue inactive par dénaturation
thermique, en chauffant 10 minutes le milieu réactel & 70°C. Cette étape sert également a hybrider
les ODN radiomarqués avec leur brin complémentgoeté en exces.
Milieu de marquage L'oligonucléotide (0.5umol/L) est placé dans les condition optimales de
marquage décrites par le protocole, contenantral fi200 mmol/L cacodylate de potassium, 25
mmol/L Tris-HCI, 1 mmol/L CoCGl(pH 7.2 a 25°C), 3 mmol/L de AcOK (pH 6.8), 0.07 oith de 2-
mercaptoéthanol et des traces de glycérol (1.6t%dpdriton X-100 (0.01 %), en plus ded{?P]-
ddATP et de I'enzyme. Chaque échantillon contient®yenne 6 unités d’enzyme, sachant qu’une
unité est capable de transférer 1 nmol«®H]-ddATP sur I'hydroxyle libre en 3’ dans les cdimtis
de marquage.
Milieu d’hybridation: On compléte le milieu avec NaCl (50 mmol/L), Bvligonucléotide

complémentaire (0.2dmol/L), en diluant 2.5 fois le milieu de marquage.

2.8 - Déssalage des oligonucléotides

m Méthode de dessalage D

Les produits sont dessalés par chromatographib #as colonne ouverte;§ en utilisant la silice

Lichroprep RP-18, de 40 a §6n de porrosité (15 mL). La colonne est conditiondées MeOH, (20
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mL), puis rincée abondamment avegOH50 mL). Les oligonucléotides sont ensuite dép@skO, 1

mL), et rincés avec ¥ (90 mL) pour éliminer le maximum de sels. On p&ge ensuite les
oligonucléotides en éluant la colonne avec MeQBYH50/50, viv, 65 mL), on divise I'élution en
fraction de 8 mL. On détermine par absorption Usthie, a partir de la valeur de I'absorbance a 260
nm, la présence de l'oligonucléotide. Les fractianssi identifiées sont concentrées, le produit est
repris dans kD (1 mL), lyophilisé, stocké au congélateur. Finsat, la colonne est rincée avec
MeOH (15 mL) afin de la reconditionner pour un neaw dessalage. Sinon elle est stockée sous cette

forme.
m Méthode de dessalage D

Cette méthode est utilisée pour extraire les oligt#otides du milieu réactionnel de I'oxydation au
périodate. Dans ce cas, on reprend le méme pretapa celui employé précédemment, avec une
seule différence, l'utilisation de GHN au lieu de MeOH pour préserver les oligonuctksti

aldéhyde.
2.9 - Mesure des températures de fusion (T )

a) Le principe

La fusion de 'ADN se définit comme la transitientre sa forme double hélice (le modele
organisé) et sa forme simple brin (le modele désuord). Durant ce processus de fusion, les liaisons
hydrogéne reliant les bases complémentaires, gimsiles forces d’empilement entre les noyaux
aromatiques d’'un méme brin sont détruites. Cetparsdion des deux brins peut étre réalisée par
chauffage progressif du duplex d’ADN en milieu agxigamponné, et ceci dans une gamme permise
par le solvant utilisé (de 2 a 80°C pour I'eau)ulPmettre en évidence ce phénomeéne de fusion, les
propriétés spectroscopiques des oligonucléotides wilisées. En effet, chaque nucléotide présente
un maximum d'absorption UV autour de 260 nm. Damdadrme ordonnée des brins d’ADN, les
interactions d’empilement base-base provoquenffen leypochrome. L’élévation de température fait
disparaitre ces interactions, ce qui se traduityvee augmentation de I'absorbance a 260 nm. La
température de fusion est définie comme étant ngpéeature pour laquelle 50 % du duplex est
dissocié.

DO ADN dénaturé

it ety
Dol i)y,

ADN natif i@@\@&

Tr:n T(C)

Allure de la courbe différentielle obtenue en aélit la méthode graphique de détermination du Ppartir des
mesures de densité optique (DO) a différentes teatyo@s (T).
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b) La procédure expérimentale

Les expériences sont réalisées avec un spectropétyto Varian Cary 400 scan UV/visible relié a un
contrbleur de température digital C570-0701.
Les mesures sont relevées sur des solutions dfaliéotides (3,8 umole/L ; 3,8 nmol) dans

un milieu tamponné a pH 7 (1 mL) dont la composgiést la suivante :

Tampon phosphate de sodium {NBGO,;) 10 mM

NaCl 100 mM

EDTA 1 mM, a pH 8.
Chaque duplex d’'oligonucléotide analysé est fornpadir d’'une concentration équimolaire en brins
dans le tampon de mesure. Les échantillons aitenab sont tout d’abord chauffés a 80°C pendant 5
minutes, suivie d’un retour lent & température amiei (15 h), pour favoriser 'appariement parfait d
duplex.
Toutes les mesures sont ensuite réalisées dansudes en quartz de 1 mL et de 1 cm de trajet
optique. Chaque échantillon est placé dans le thlenmostaté du spectrométre ou il va subir deux
cycles successifs de chauffagg /fefroidissemently) prédéfinis. (cf. tableau ci-dessouagcle 1 & 9.

L’absorbance a 260 nm est enregistrée toutes lestes au cours des montées lentes en température

(.

Température gradient de Température finale | maintient 20
initiale : 6; (°C) | température (°C/min) 0: (°C) (min.)
a 10 1 80 -
Cyclel | b 80 1 10 5
a 10 1 80 -
Cycle2 | b 80 1 10 5

Programme utilisé pour les analyses ge T

Les données récoltées sont ensuite traitées plgieel couplé au spectrometre UV-visible afin
d’obtenir les courbes DO HT) et ainsi déterminer la valeur du Tm par la mdth graphique. Pour
cela, les données expérimentales sont corrigéesdirdieience de I'absorbance du solvant, en
déterminant les absorbances relative (Ar — Ax)/(Aso - Axo) qui seront reportees sur les courbes (A
correspond a I'absorbance aux différentes temp@&siL).

(Le logiciel permet également de calculer les pataes thermodynamiquéss, AH et AS, ainsi que

les températures de fusion grace a la méthodedkrige.)
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3 - Synthese des peptides

Les acides aminé protégés proviennent de AdvaBbedhTech Europe (Bruxelles, Belgique),
Bachem Biochimie SARL (Voisins-les-Bretonneux, @)y France Biochem SA (Meudon, France),
Merck Eurolab (Fontenay-sous-Bois, France) et ©ali®m- Novabiochem (Merck Biosciences -
VWR, Limonest, France). Le PyBOP® et la résine Rinkide MBHA® sont fournis par
Calbiochem-Novabiochem. Les autres réactifs prangah de Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,
France), Acros (Noisy-le-Grand, France).

Les peptides linéaires protégés ont été assemb@miatiement (protocold®;)) ou de maniere
automatisée (protocol,) a I'aide d’'un synthétiseur de peptide Advancedr@hech 348. lIs ont

été préparés selon les protocoles de SPPS ergstr&t@oc/tBu, sur une résine de type RINK-amide
MBHA. L'assemblage des n acides aminés requiérayictes de couplage/déprotection (étape a a c)
répétés en boucle pour allonger le peptide justgtape ultime de récupération du composé (étape c)
2/ A ce niveau s’achéve la synthese classique desdps, il reste néanmoins I'étape d’oxydation

consécutive (étape e) pour transformer les pepédesynthons de conjugaison.
3.1 - Couplage des acides aminés protégés Fmoc-N- a

a) Couplage manuel

Avant utilisation, ce réacteur est silanisé pendaheures avec une solution de dichlorométhylsilane
dans le toluéne (1/4, viWuis lavé successivement avec du DCMxE® mL x1min.), DCM/DIEA
(4/1, viv; 3x20 mL x1min.), puis DCM (3x10 mL x1min.). Ceci est réalisé jusqu’a neutralité du pH
des solutions de lavage. En début de syntheseéd abaque lavage a I'éther, la résine est solsdtée
lavée dans le réacteur en utilisant du DCMx@® mL x10+1+1min.), puis du DMF (%10 mL
x1lmin.).

Les réactions de couplage sont réalisées en uatilipar rapport au taux de substitution de la s

éq d’acide aminé, 2 éq. de PyBOfomme réactif de couplage et 3 éq. de DIEA comasebdans le
DMF (10mL) préalablement dégazé (pour éliminerdedbrmes possibles d’amines présentes dans le
solvant). La réaction de couplage est agitée par@glaminutes. La résine est ensuite lavée avec du
DMF (4 x10mL x1min.), puis du DCM (4<10mL x1min.). Le DCM fait gonfler la résine, ce qui
permet de faire un prélévement de quelques graing, vérifier par la suite si la réaction de cogpla
est compléte, grace a des tests de colorationtéastitjues de la présence d’amine libre. Les tests
utilisés sont : les tests KAISER et TNBS.

b) Couplage automatisé
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Les étapes de synthése sur support solide soiégsaldans les puits du synthétiseur comportant un
filtre en verre fritté a leur base. Ce fritté petit@imination des solvants et des excés de rEacti

Les réactions de couplage réalisées avec le siggbétde peptide sont toujours doublées. Pour
chaque couplage, on utilise 2,3 éq. d’acides amén@srtir d’'une solution & 0,5 M dans le DMF. On
ajoute également 2,3 éq. de PyBO® partir d’'une solution a 0,25 M, et 2,3 éq. dEMIA partir
d’une solution a 1 M. Le calcul des équivalentdasea partir du taux de substitution théoriquelale
résine. Aprés 25 minutes de couplage sous agitatiéranique, la résine est lavée avec du DMF (5
x17 mL.g* x1 min.). L'étape suivante est la déprotection desigements Fmoc, suivie d’une série de
lavages : DMF (217 mL.g" x1 min.), puis avec du MeOH (#17 mL.g"* x2 min.), DCM (2x17
mL.g* x1 min.), et enfin du DMF (217 mL.g" x1 min.).

c) Suivi de la réaction de couplage peptidique

m Détection qualitative d’amines libres

Deux tests colorimétriques sont pratiqués indifféreent pour estimer la persistance d’amines libres

sur la matrice, étant le signal d’'une défaillanaecduplage peptidique antérieur.

Le test de Kaiserrequiert : - 1 solution de ninhydrine (500 mg) sl&0 mL de EtOH.

- 1 solution de phénol (80 g) dans 20dalEtOH.

- 1 solution de 2 mL de KCN 1 mM diluéd@ mL avec de la
pyridine.
Trois gouttes de chacune de ces solutions sontégigulans un tube a hémolyse contenant quelques
billes de résine a analyser. Le tube est porté-2180°C pendant 3min. La présence de fonctions
amines libres se traduit par une coloration bleziéadsolution et de la résine (test de Kaiser ffpsit
La réaction de couplage doit étre répétée jusge’'@ue les grains restent incolores (test de Kaiser

négatif).

Le test TNBSrequiert : - une solution d’acide trinitrobenzésudfonique (TNBS) 1 % dans le

DMF.
- une solution DIEA/DMF 1:9.

Quatre gouttes de chacune de ces solutions santtagpdans un tube a hémolyse contenant quelques
billes de résine a analyser. Le tube est laissmgpdrature ambiante pendant 1min. La présence de
fonctions amines libres se traduit par une couleuige-orangée des grains de résine (test TNBS
positif). La réaction de couplage doit étre répdtésju’a ce que les grains restent incolores (test
TNBS négatif).
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m Détection quantitative

L'intégrité du peptide formé peut étre estimée eatiguant une analyse CLHP. Pour cela, il faut
prélever quelques billes de résines, décrocher eptige par acidolyse avec une solution de
TFAITIS/H,O (95/2,5/2,5 ; viviv) pendant deux heures a teatpée ambiante pour s’'assurer de la
libération et de la déprotection totale du peptalysé. Puis la solution est filtrée, et le brut
réactionnel est analysé par CLHP. Cette méthodelastlongue & mettre en place, elle est donc
seulement utilisée en complément des tests coltigqués douteux.

Il se peut que le doute persiste sur l'intégritépaptide, comme dans le cas de tests désespérément
positifs méme aprés un second couplage. Dans ¢d eas possible de masquer les fonctions amines
libres en les acétylant. Cette réaction est ré@lkseutilisant une solution de DMF/pyridine/anhgdri

acétique 7/2/1, viviv, (210mL x5min.), suivi de lavages au DMF ¥40mL x1min.).

3.2 - Elimination des groupes Fmoc-N-  a sur support solide

Les acides aminés protégés, couplés sont traitEsume solution de pipéridine & 20% dans le
DMF (10mL x5 +10 +10 min.), puis lavés avec du DMPB) mL x1 min.).
La quantité de groupements Fmoc clivés peut éttermiénée par spectrométrie U.V. En effet, le
dibenzofulvéne produit par la coupure de Fmoc foumeadduit avec la pipéridine qui absorbe la
lumiére UV { = 299 nmg=7800 mol".L.cn?). De ce fait, les solutions de pipéridine et deatge sont
réunies et leur volume est ramené a une valeurusoivhen complétant avec du méthanol (V=250
mL). On mesure ensuite I'absorbance en diluanb8)l& solution dans du MeOH, dans une cuve UV
de 3 mL et de 1 cm de trajet optique. L’absorbdnidé de cette solution (D&) mesurée a 299 nm
permet de déterminer la quantité de groupementsckiings (Rmo) par l'intermédiaire de la loi de

Beer-Lambert :

DOgg9 nn X V - | = longeur du trajet optique (cm)

NFmoc =

€299 mn X |

Cette mesure est utilisée pour suivre I'évolutidund synthése peptidique sur support solide en

évaluant de maniére indirecte le taux de subgiitutie la résine.
3.3 - Décrochage des peptides de la résine associé  ala
déprotection des groupes acido-labiles

Que ce soit avec le protocole P1 ou P2, cette &apble se fait dans le réacteur identique a celui

requis pour 'assemblage manuel.
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La résine est lavée avec du DCMXBOmL x1min.), puis séchée sous air comprimé. Elle est
ensduite traitée de maniere répétée avec une sollEA/TIS/HO 95/2,5/2,5 (Z10mL x2heures +10
min.). Une pointe de spatule de para-crésol esttép a la solution de décrochage des peptides. Les
solutions de coupure sont récupérées pour étratertsaincentrées sous pression réduite. Les résines
se colorent en rouge, caractéristique des carloosafiormés. Le peptide linéaire brut est ensuite
obtenu par précipitation dans I'éther et lavé tfois par de I'éther.

Ces conditions permettent d’éliminer conjointemiestgroupes protecteurs acido-labitemporaires
et semi-permanents des fonctions amines, carbarediget hydroxyles utilisés lors de I'assemblage
Pmc, tBu, Boc, Trt, Pbf, OtBu.

3.4 - Formation de I'aldéhyde glyoxylique

Le peptide est mis en solution dans de I'eau paiilt & une concentration de 0,01 M, puis on
ajoute le périodate de sodium aqueux (3 éqg., 1Qdpe¥olution d'oxydant est fraichement préparée a
partir de réactif solide solubilisé dans de I'eallipore. La réaction est laissée, sous agitatioheure
a température ambiante. Le peptide est aussit@fiopar CLHP préparative, puis lyophilisé pour

donner une poudre blanche floconneuse. L’excesgide est stocké a -18°C.

Remarque: Les peptides sont toujours obtenus sous la fatensels d’acide trifluoroacétique aprés
purification CLHP. Dans ce cas, les quantités detige sont calculées en intégrant les sels de TFA

dans le calcul de la masse moléculaire.

3.5 - Préparation du peptide " NLS"

a) Synthése du peptide NLS linéaire

16
H=S P K R V. D—NH, -
NN N NN M peo= 1284.54 g.mol&
Css Hi101 N19Os6

(M + 6TFA = 1962.4 g.mol8

Le peptide linéaire est assemblé sur la résine Rimide MBHA® (100 mg, 0.91 mmoleXy en

utilisant la procédure de couplage automatisé®.tle) a 3.2. Le peptide est ensuite décroché du
support en utilisant le procédé 3.3. Le produiteaht est précipité et lavé a I'éther. Il est ensuite
dissout dans D / TFA, 99,9/0,1, v/v (10 mg.mt) et purifié par CLHP semi-préparative (Systéme

Il 3). Le peptidel6 est obtenu aprés lyophilisation sous la forme @’paudre blanche (137 mg).

Rendement: 77%(calculé a partir du taux de substitution de langéapres le premier couplage).

CLHP : tz= 13 min.(H,0, systéme d’analydé,, 5-40% B en 30 minutes).
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SM —ESI : m/z = 1284.4 (M+H) (H,O / CHCN, 1/1, vIv ; systéme d’'analy$e ).

b) Synthése du peptide NLS aldéhyde

7 1/
H PC KGR M DNH M peo= 1253.48 g.molé
A KKK OE Cs4 Hos N1gO16
o (M + 5TFA = 1822.4 g.mol8

Le groupe glyoxyaldéhyde est généré par I'oxydationésidu sérine en utilisant la procédur&de

Le peptide aldéhyd&7 est obtenu avec 81% de rendement.

CLHP : tz= 13.7 min.(H,0, systémel ,, 5-40% B en 30 minutes).

SM —ESI : m/z = 1253.8 (M+H) (H,O / CHCN, 1/1, v/v ; systéme d’'analy$é ).

3.6 - Préparation du peptide " Tat"

a) Synthése du peptide Tat linéaire

18
M peo= 1482.78 g.molé
H—=S R K R R R—
\G/ \K/ \R/ \Q/ \R/ NH C58 H115 N33013

(M + 9TFA = 2499.8 g.mold

Le peptide linéaire est assemblé sur la résine Rimide MBHA® (150 mg, 0.61 mmoleXy en
utilisant la procédure de couplage automatiséd.tlieh) & 3.2. Le peptide est ensuite décroché du
support en utilisant le procédé 3.3. Le produiteabt est précipité et lavé a I'éther. Il est ensuite
dissout dans $D / TFA, 99,9/0,1, v/v (10 mg.nl) et purifié par CLHP semi-préparative (Systéme
Il 3). Le peptidel8 est obtenu aprés lyophilisation sous la forme @’poudre blanche (26 mg).

Rendement: 11%(calculé a partir du taux de substitution de lanegpres le premier couplage).
CLHP : tz=10.8 min.(H,0, systemdl ,, 5-40% B en 30 minutes).

SM —ESI : m/z = 1482.6 (M+H) (H,O / CHCN, 1/1, v/v ; systéme d’'analy$é ).

b) Synthése du peptide Tat aldéhyde

it 19
H R_ KRR R—NH, M eo= 1451.72 g.mole
G K R Q@ R Cs7 H110 N320y3
(M + 8TFA = 2355.6 g.mol8

o

Le groupe glyoxyaldéhyde est généré par I'oxydationésidu sérine en utilisant la procédur8de

Le peptide aldéhydg9 est obtenu avec 82% de rendement.
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CLHP : tz= 11.7 min.(H,0, systémel ,, 5-40% B en 30 minutes).

SM — ESI :m/z = 1482.6 (M+H) (H,O / CHCN, 1/1, v/v ; systéme d’analy$é,).

4 - Preparations des ligands

4.1 - Synthese du ligand Phen -ONHBoc

a) 5-amino-1,10-phénanthroline

20

M peo= 195.22 g.molé
C12Hg N3

Dans un ballon bicol de 100 mL, équipé d’'un barraemanté, d’'une ampoule a addition, on
place la 5-nitro-1,10-phénanthroline (2 g, 8.9 mnaains 50 mL d’EtOH. Le mélange est agité a 70°C
dans un bain d’huile. Malgré une agitation vigowesua solubilisation se fait difficilement. Désequ
la solution devient presque limpide, on ajoutedéaalium sur charbon activé : Pd/C 10 % (0.05 éq.,
0.44 mmol, 470 mg). On prépare précautionneusemsens la sorbone close, le réactif hydrazine :
N,H.H,O (4.5 éq., 41 mmol, 2.06 g, 2 mL) dans EtOH abgdlumol.L!, 41 mL au final).
L’hydrazine est ensuite additionnée goutte a goattemilieu réactionnel. Le mélange est agité 3
heures a 70 °C. Apres retour a température ambilanselution est filtrée sur un verre fritté regert
d’'une couche de célite, lavée a I'éthanol absokufiltrat est ensuite concentré sous pression rédui
jusqu’a un volume de 5 mL environ. Le prod2@test précipité dans I'eau, filtré sur fritté, etlsé au
dessiccateur sous pression réduite. On récupgnedizit 20 sous forme d’une poudre jaune (1.13 g,
5.8 mmol, 65 %).

CCM : R= 0,15 (éluant : CKCl,/MeOH 80/20, vl/v, révélateur : U.\\A,= 254 nm).
CLHP : tz= 3.9 min. (dilution du prélévement dans MeOH, éyst d’analysdl ;).
RMN-'H (300 MHz, CDC}) : & ppm = 9.18 (1H, dd, J = 4.3 et 1.6 H2)F8.92 (1H, dd, J =

4.3 et 1.7 Hz, k), 8.25 (1H, dd, J = 8.3 et 1.6 Hzy)H7.96 (1H, dd, J = 8.1 et 1.7 Hzy)H7.62 (1H,
dd, J = 8.3 et 4.3 Hz, ] 7.47 (1H, dd, J = 8.1 et 4.3 Hzs)H9.6 (1H, s, H).

b) 5-(N-(ter-butoxycarbonyl)glycinamido)-1,10-phénanthroline
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22

M eo= 352.39 g.mole
C19 H20 N4 O3

Etape a: Formation de I'anhydride dé-(ter-butoxycarbonyl)glycine21
L'acide N-(ter-butoxycarbonyl)glycine (20 mmol, 8.6 a 98%) est solubilisé sous argon dans
CHsCN (0.2 mol.L", 100 mL). De fagon & former 'anhydride en quantieux fois supérieure a celle
de I'amine libre a acyler. On ajoute NeN’-dicyclohexylcarbodiimide (0.5 éq. d’acide, 10 mpidil
0), 'urée apparait immédiatement sous forme d’técipité blanc. Le mélange est agité 1 heure a
température ambiante avant d’étre filtré sur fritt filtrat récupéré est concentré afin d’étre eama
un volume de 5 mL environ.

Etape b: condensation de I'anhydridd sur la 5-amino-1,10-phénanthroligé
La solution deN-(ter-butoxycarbonyl)glycin@1 est directement ajoutée dans le ballon conteaaft |
amino-1,10-phénanthrolir20 (5.2 mmol, 1.04 g) en solution dans 50 mL d’acitibe (0.1 mol.LY).
La réaction est relativement lente. Aprés 20 hediagitation & température ambiante et sous argon,
son avancement est déterminé par CLHP (systemalg&aill ;). On réalise 3 cycles d’additions
successifs d’anhydride (30 mmole au total, 6 dg)milieu est concentré sous pression réduite. Le
résidu huileux orangé obtenu est purifié par chtographie sur gel de silice (éluant : LHY/MeOH,
90/10 + 1 % NHOH, v/v). Le produit22 est récupéré sous forme d'une pate épaisse. Hast
longuement séché sous pression réduite jusqu'adebmibn d'une poudre orange dense. Il est

directement engagé sous cette forme dans |'étdparde.

CLHP : tz= 4.6 min. (dilution du prélevement dans MeOH, eyt d’analysdl ,).

RMN-H (300 MHz,d-DMSO) : 8 ppm = 10.28 (1H, s, Phen-§}F9.12 (1H, dd, J =4 Hz, J =
1,5 Hz, H), 9.04 (1H, dd, J = 4 Hz, J = 1,5 Hz)B.64 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 1,5 Hz,)HB.46 (1H,
dd, J=8Hz, J=1,5Hz-H8.14 (1H, s, k), 7.80 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 4 Hz;)H7.74 (1H, dd, J =
8 Hz, J = 4 Hz,_k), 7.26 (1H, t, J = 5,5 Hz, GNH), 3.94 (2H, d, J = 5 Hz, GNH), 1.43 (9H, s,
tBu).

RMN-%3C (300 MHz, d-DMSO): & ppm = 169.60 (Phen-NH@), 156.00 (NH-©-O),
149.80 (G-H), 149.26 (GH), 145.72 (Gor), 143.73 (Goy, 135.75 (G-H), 131.77 (G-H), 131.69
(Cs), 127.98 (), 124.74 (G.), 123.49 (GH), 122.68 (G-H), 120.09 (G-H), 78.08 (G tBu), 43.85
(CH.NH), 28.14 (G, tBu).

SM (El) : m/z = 352 (M").

c) 5-(glycinamido)-1,10-phénanthroline
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23

M inso= 252.27 g.molé
CiaH12N4s O

Le composé&22 brut issu directement de le réaction d’acylatiér? (mmole : quantité
mise en réaction lors de I'étape précédente),agbitisé une solution de TFA4® (50/50, viv, 0.1
mol.L™, 50 mL). On ajoute tout d’abord directement danballon 25 mL d’HO, puis 25 mL de TFA
La solution est agitée 3 heures a température awebipuis concentrée sous pression réduite. Le
résidu est repris dans 50 mL de £, auquel on ajoute 10 mL de toluéne. La soluesh de
nouveau concentrée sous pression réduite. Ong&afisis successives ce traitement, et on obtieat u
huile orange, trés collante. Le produit est prégimar ajout d’'BO, qui est ensuite éliminé sous
pression réduite. La précipitation n’est pas totate partie du produit reste sous forme d’agglatmér
dense. Le résidu est donc longuement séché scasi@reéduite (dessiccateur), pendant au moins une

nuit.

CLHP : tz= 2.6 min. (dilution du prélevement dans MeOH, eyt d’analysdl ,).

RMN-'H (300 MHz,ds-DMSO) : & ppm = 10.80 (1H, s, Phen-N}M.17 (1H, dd, J = 4 Hz, J =
1,5 Hz, H), 9.09 (1H, dd, J = 4 Hz, J = 1,5 Hz)1B.75 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 1,5 Hz))B.60 (1H,
dd, J =8 Hz, J = 1,5 Hz,JH 8.34 (2H, s, NB), 8.23 (1H, s, i, 7.91 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 4 Hz,
Hs), 7.85 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 4 Hzg)H4.07 (2H, s, ChNH,).

RMN-3C (300 MHz,ds-DMSO) : 5 ppm = 166.37 (Phen-NHQ), 149.97 (GH), 148.74 (G
H), 143.96 (Goy, 141.75 (Go), 137.81 (G-H), 132.73 (G-H), 131.30 (§), 128.21 (G.), 124.60
(Cs), 124.20 (GH), 123.55 (G-H), 119.80 (G-H), 40.99 (G4,NH,).

SM (El) : m/z = 252 (M").

d) 5-((N-(ter-butoxycarbonyl)-O-
(carboxyméthyl)hydroxylamine)glycinamido)-

1,10-phénanthroline

\”ANLO\HJ\OJV 22

M peo= 425.44 g.molé
[Phen-ONHBoC] C21 Ha3 N5 O

On solubilise, sous argon, le comp@845.2 mmol) dans 55 mL de DMF (0.1 mof)..
contenant de la DIEA (3 ég., 16 mmol, 2.7 mL). Qoute, apres vérification du pH basique, I'ester
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activé de I'acideN-Boc-oxyaminoacétiqu@4 (1.2 éq., 6,3 mmol, 1.82 g). On agite la solutéon
température ambiante, jusqu’a I'obtention d’'unsusoh limpide (10 minutes environ). On vérifie
'avancement de la réaction par analyse CLHP, poigoncentre le DMF sous pression réduite. Le
résidu est repris dans 50 mL de £LH. La phase organique est lavée avec NakHO®D% (30 mL x

3), puis séchée sur P8O, et concentrée sous pression réduite. Le prodtieesuite purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant :,CHHMeOH : 80/20 + 2% de Ni®DH, v/v). Aprés
concentrations de la solution @8 récoltée, on obtient une huile orange. Le prodsitprécipité par
EtO,, concentré et longuement séché sous pressiorteddassiccateur). Le compaa®(1.58 g, 3.72

mmol) est isolé avec 72 % de rendement (3 étapedg@art de la 5-amino-1,10-phénanthroline).

CLHP : tz= 4.6 min. (dilution du prélevement dans MeOH, eyt d’analysdl ,).

RMN-H (300 MHz,ds-DMSO) : & ppm = 10.31 (1H, s, ONBbc), 10.22 (1H, s, Phen-NH
9.13 (1H, dd, J = 4 Hz, J = 1,5 Hzz)H9.05 (1H, dd, J = 4 Hz, J = 1,5 Hzs)H8.62 (1H, dd, J = 8
Hz, J = 1,5 Hz, k), 8.46 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 1,5 Hz;)H8.43 (1H, t, J = 5,5 Hz, GNH), 8.14
(1H, s, H), 7.82 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 4 Hzg)H7.75 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 4 Hzg)H4.30 (2H, s,
CH,0), 4.18 (2H, d, J = 5,5 Hz, GHD-NH), 1.40 (9H, s, tBu).

RMN-3C (300 MHz,ds-DMSO) : & ppm = 168.59 (NH-O x2), 156.61 (©-O), 149.85 (&
H), 149.40 (GH), 147.76 (Gor), 143.86 (Goo), 135.78 (G-H), 131.72 (GH), 131.38 (G), 127.92
(Co, 124.73 (G), 123.53 (GH), 122.79 (G-H), 120.46 (GH), 80.48 (G tBu), 74.65 (E1,-O),
42.30 (GH,NH), 27.86 (G, tBu).

SM (El) : m/z = 426 (M").

4.2 - Synthese de l'ester activé

Ester du N-(ter-butoxycarbonyl)-O-(carboxymeéthyl)hydroxylamine

O (o] (0]
24
oo A 24
M inso= 288.25 g.molé
o C11 His N2 Oy

Dans un ballon de 250 mL équipé d’'un barreau aiéant solubilise sous argon l'acide
ter-butoxycarbonylaminoxyacétique (2 g, 10.7 mmol)sdlan mélange AcOEt/Dioxane (50/50, v/v)
préparén situ (26 mL, 0.4 mol.['). Le mélange est refroidi & 0°C dans un bain @eeglOn ajoute
successivement I8-Hydroxysuccinimide (1 éq., 1.2 g), le dicyclohexylsodiimide (1 éq., 2.16 g).
On voit directement apparaitre un précipité blamcespondant au dicyclohexyl urée. Le mélange est
agité 3 heures a température ambiante, sous drgasuolution est ensuite filtrée sur fritté, et ilerdit
concentré sous pression réduite. Le résidu huileendore obtenu est placé une nuit au dessiccateur

sous pression réduite, avant d’étre repris damsiménum CHCI, (3 mL environ) afin d’obtenir une
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solution limpide, a laquelle on ajoute du pentaoergaire précipiter le produ4. Pour accélérer la
cristallisation, le mélange est placé a 4°C (10. mirviron), puis quelques heures a -18°C. Le solvan
est ensuite éliminé sous pression réduite, et dierdble produit24 sous forme de poudre blanche
(2.65 g, 9.2 mmol, 86 %).

RMN-'H (300 MHz, CDC}) : & ppm =& ppm 7.76 (1H,%NH), 4.76 (2H, s, CO-CHO), 2.85
(4H, s, (CH)>-succ), 1.47 (9H, s, (Cit-Boc).

4.3 - Synthese du ligand TAP -ONHBoc

a) 9-(N-(ter-butoxycarbonyl)glycinamido)-1,4,5,8-tétraazaphénathréne

(6]
\10al0 o N /g
ZEN 10 9 N\H/\H)J\O g
8a

N 8 M eo= 354.36 g.mole
b .
g Ca7 Hia No O3

Etape a: Formation de I'anhydride dé-(ter-butoxycarbonyl)glycine :
L’'acide N-(ter-butoxycarbonyl)glycine (6.4 mmol,21. g a 98%) est solubilisé sous argon dans
CHsCN (0.2 mol.L}, 32 mL). De facon & former I'anhydride en quanti&tix fois supérieure a celle
de I'amine libre a acyler. On ajouteNeN’-dicyclohexylcarbodiimide (0.5 ég. d'acide, 3.2 ninth66
g), l'urée apparait immédiatement sous forme d’tgcripité blanc. Le mélange est agité 1 heure a
température ambiante avant d'étre filtré sur fritt@ filtrat récupéré est concentré afin d’étre eama
un volume de 5 mL environ.

Etape b: condensation de I'anhydride sur le 9-amino-184tbtraazaphénanthreé :
La solution deN-(ter-butoxycarbonyl)glycine est directement ajoutéesdi@nballon contenant le 9-
amino-1,4,5,8-tétraazaphénanthrene (1.6 mmol, 36 en solution dans 16 mL d’acétonitrile (0.1
mol.L™"). La réaction est relativement lente. Aprés 20réewl’agitation & température ambiante et
sous argon, son avancement est déterminé par CiydEne d’analyskl ;). Le milieu est concentré
sous pression réduite. Le résidu huileux marroerabiest repris dans 100 mL de LCH. La phase
organique est lavée avec une solution d’hydrogéabocate de sodium a 10 % (3x 25 mL), avant
d’étre séchée (N&8Q,), concentrée. On obtient le prod@if sous forme d’'une huile marron. Il est
donc longuement séché (48 heures) sous pressioitergdsqu’a 'obtention d’'une pseudo-poudre

(600 mgq). Il est directement engagé sous cettedatams I'étape suivante.
CLHP : tz= 5.4 min. (dilution du prélévement dans MeOH, éyst d’analysdl ;).

RMN-H (300 MHz,d-DMSO) : 5 ppm = 10.53 (1H, s, TAP-NH9.33 (1H, d, J = 2 Hz, §{
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9.20 (1H, d, J = 2 Hz, $ 9.10 (1H, d, J = 2 Hz, H 9.07 (2H, m_Het H), 7.61 (1H, t, J = 6 Hz,
NHCO), 3.97 (2H, d, J = 6 Hz, GNH ), 1.46 (9H, s, Chix3).

RMN-*C (300 MHz, d:-DMSO) : & ppm = 169.71 (TAP-NH-O), 156.05 (©-O), 147.09
(CH), 146.38 (G-H), 144.99 (G-H), 144.45 (G), 143.85 (G-H), 140.23 (Gos), 137.01 (Gb ou 82,
135.69 (G ous), 134.94 (G.), 114.92 (Go-H), 78.70 (CtBu), 44.89 (E1,NH), 28.09 (G, tBu).

SM (EI) : m/z = 354 (M).

b) 9-glycinamido-1,4,5,8-tétraazaphénanthrene

1
N. 10a 9 N
i | \HANHz L TFA 28
8a o)

NZa o N 8 M tneo= 254.26 g.molé
N NJ Ci12H10Ns O

Le composé28 brut issu directement de le réaction d'acylatiér6 (mmole : quantité
mise en réaction lors de 'étape précédente),asbitisé une solution de TFA4D (50/50, viv, 0.1
mol.L™?, 16 mL). On ajoute tout d’abord directement danisdllon 8 mL d’HO, puis 8 mL de TFA. La
solution est agitée 3 heures a température ambiani® concentrée sous pression réduite. Le résidu
est repris dans 50 mL de @EN, auquel on ajoute 10 mL de toluéene. La soluésehde nouveau
concentrée sous pression réduite. On réalise 3stmisessives ce traitement, et on obtient une huile
marron. Le produit est précipité par ajout d@&t qui est ensuite éliminé sous pression réduite. L
précipitation n’est pas totale, une partie du pitodeste sous forme d’agglomérat dense. Le résitiu e

donc longuement séché sous pression réduite (dassic), pendant au moins une nuit.

CLHP : tz= 4.0 min. (dilution du prélevement dans MeOH, eyt d’analysdl ,).

RMN-'H (300 MHz,ds-DMSO) : 5 ppm = 11,11 (1H, s, TAP-NH9.34 (1H, d, J = 2 Hz, §{
9.24 (1H, d, J = 2 Hz, $ 9.11 (3H, m, K- Hs - Hi), 8.30 (2H, s, Nb), 4.19 (2H, s, CbNH).

RMN-*C (300 MHz,ds-DMSO) : 8 ppm = 166.89 (TAP-NH-0), 147.18 (GH), 146.33 (G

H), 145.05 (G-H), 144.19 (GH et G), 140.21 (Goo), 137.24 (Go ou 8), 136.06 (Gp ou 5), 135.24
(Cs2), 116.45 (G-H), 41.68 (G1,NH.,).

SM (EI) : m/z = 254 (M ).

c) 9-((N-(ter-butoxycarbonyl)-O-(carboxyméthyl)hydroxylamine)-
glycinamido)- 1,4,5,8-tétraazaphénanthrene
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o) o]
L H
2[N 100 o N\H/\N)JVO\N)J\OJ¥ @
N"2a S 6 " " M inso= 427.41 g.molé
4 U [TAP-ONHBocF* Ci9Ho1 N7 Os

7
6

On solubilise, sous argon, le comp@841.6 mmol) dans 17 mL de DMF (0.1 mof)..
contenant de la DIEA (3 éqg., 5 mmol, 880 uL). Oougg, aprés veérification du pH basique, 'ester
activé de l'acideN-Boc-oxyaminoacétique (1.2 éqg., 2,03 mmol, 585 n@). agite la solution a
température ambiante, jusqu’'a I'obtention d’'unsusoh limpide (10 minutes environ). On vérifie
'avancement de la réaction par analyse CLHP, puaisconcentre le DMF sous pression réduite.
L’évaporation n’est pas compléte, il reste unetpejuantité de DMF (2 mL environ). Le résidu est
repris dans 50 mL de GHI,. La phase organique est lavée avec NakiO®D% (30 mL x 3), puis
séchée sur N8O, et concentrée sous pression réduite. Le prodsit emsuite purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant:,CHHMeOH : 90/10 + 1% de N{®DH, v/v). Aprés
concentrations de la solution @8 récoltée, on obtient une huile marron. Le prodsitprécipité par
EtO,. Le compos@9 (480 mg, 1.12 mmol) est isolé avec 70 % de rende(Beétapes, au départ du le

9-amino-1,4,5,8-tétraazaphénanthréne).

CLHP : tz= 5.3 min. (dilution du prélévement dans MeOH, éyst d’analysdl ;).

RMN-'H (300 MHz,ds-DMSO) : & ppm = 10.58 (1H, s, ONBbc), 10.33 (1H, s, TAP-NH
9.32 (1H, d, J = 2 Hz, §, 9.20 (1H, d, J = 2 Hz,# 9.08 (1H, d, J = 2 Hz, & 9.05 (1H, d, J = 2
Hz, Hs), 9.02 (1H, m_ht), 8.61 (1H, t, J = 6 Hz, NEO), 4.34 (2H, s, C}D), 4.27 (2H, d, J = 6 Hz,
CH,NH), 1.40 (9H, s, Cht tBU).

RMN-*C (300 MHz, ds-DMSO) : 5 ppm = 168.81 et 168,76 (NHAx2), 156.69 (O-0),
147.07 (G-H), 146.26 (G-H), 145.02 (G-H), 144.40 (G), 143.86 (G-H), 140.15 (Goy), 136.99 (G,

ousd, 135.83 (Goous), 135.16 (Gy), 115.29 (G-H), 80.56 (G tBu), 74.50 (€1,-0), 43.16 (EI,NH),
27.85 (CHs, tBu).

SM (EI) : m/z = 427 (M),

SM (DCI (-) - NHy/Isobutane) :m/z = 426.7 ([M-H]).
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5 - Caractérisation et déprotection des complexedu

ruthénium

5.1 - Analyses des complexes [Ru(TAP) ,L-ONHBoc] ?*

a) [Ru(TAP),Phen-ONHBocf"

30

M peo= 890.87 g.molé
C41 Has N13 Os Ru

CCM : R=0,2 (éluant : CECN / H,O / NH,ClI saturée 4/4/1, viIviv; U.VN = 254 nm).

CLHP : tz= 6.9 min. (dilution du prélevement dans(H systéme d’analysk,, détection a
A= 260 nm et 420 nin; tz= 4.8 min. (dilution du prélevement dans MeOH, &ys¢ d’analysdll ;).

RMN-'H (300 MHz,ds-DMSO) : 8 ppm = 10.71 (1H, s, ONBbc), 10.32 (1H, s, Phen-NH
9.04 (4H, m, 2x H 7), 8.99 (1H, d, J =8 Hz, M 8.79 (1H, d, J = 8 Hz, M 8.65 (4H, s, 2X K 1),
8.62 (1H, s, i), 8.47 (3H, m, 2x kI + CH,NH), 8.30 (1H, d, J =5 Hz, /4 8.23 2H,detd, J =3
Hz, 2x H), 8.17 (1H, d, J =5 Hz, 4} 7.82 (1H, dd, J =8 Hz, J = 5 Hz3)H7.74 (1H, dd, J =8 Hz, J
=5Hz, H), 4.28 (2H, s, CkD), 4.23 (2H, d, J = 5,5 Hz, GNH), 1.40 (9H, s, tBu).

RMN-C (300 MHz,ds-DMSO) : & ppm = 168.96 et 168.57 (2x NHIECH,), 156.60 (NH-
CO-0), 153.98 (GH), 152.76 (GH), 149.59 (2x G -H), 149.49 (2x G-H), 148.58 (2x_G-H),
146.75 (Gor), 144.42 (2X Gu. 109, 144.13 (Go, 141.89 (G, 141.84 (2X_Gu. 4, 137,32 (GH),
136.95 (G,), 133.53 (G-H), 132.30 (2x G, 1-H), 130.20 (€), 126.42 (G-H), 125.60 (G-H), 119.37
(Cs-H), 80.47 (GBu), 74.54 (®1,-0), 42.57 (G1,NH), 27.87 (G, tBu).

SM —ESI (systéme d’analys®/,) : m/z = 889,0 (M"-H)" ; 445,4 (M") ; 925,9 (M*+CI)* ;
952,9 (M*+NOy)* ; 1003,9 (M*+TFA)"
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b) [Ru(TAP),TAP-ONHBoc]?*

\
N N & KLN H o) o) ﬂ
el it~ Lol LA
7'(0\1 S i M reo= 892.85 g.molé
NN s~N Cz9 H33 N15s Os Ru

CLHP : tz= 6.7 min. (dilution du prélévement dans( systeme d’analysk,, détection a
A= 260 nm et 420 nin; tz= 7.5 min. (dilution du prélevement dans MeOH, éyst d’analysdl ,).

RMN-'H (300 MHz,ds-DMSO) : & ppm = 10.89 (1H, s, ONBbc), 10.38 (1H, s, TAP-NH
9.26 (1H, s, 1H, k), 9.09 (4H, m,_H> 77), 9.04 (1H, d, J = 3Hz,H| 8.99 (1H, d, J = 3Hz, H| 8,72
(1H, t, J = 6 Hz, CBNH), 8.67 (4H, s, B9 1010, 8.58 (1H, d, J = 3 Hz, 1 8.52 (4H, m,_H3zs¢),
8.35 (1H, d, J =3 Hz, $ji 4.30 (2H, s, CkD), 4.29 (2H, d, J = 6 Hz, GNH), 1.41 (9H, s, tBu).

RMN-3C (300 MHz,ds-DMSO) : & ppm = 168.84 et 169.33 (2x NHIECH,), 156.61 (NH-
CO-0), 150.23 (GH ou G-H), 150.20 (G-H ou G-H), 149.67 (2X_ G, 5 ¢ ~H), 147.86 (GH),
147.43 (G-H), 145.22 (G), 144.38 (2X G 109, 141.72 (Goo), 141.35 (2X Gy 45), 137.96 (Go ou 82,
137.36 (G ous), 137.08 (Gy), 132.18 (2X G 10-H), 115.39 (GoH), 80.50 (C tBu), 74.39 (&1,0),
43.18 (GH,NH), 27.86 (&3, tBu).

SM —ESI (systéme d’analysk/,) : m/z = 892,1 (M"-H)" : 446,6 (M") ; 928,1 (M'+CI)* ;
955,1 (M*+NO5)" ; 1006,2 (M*+TFA)*.

5.2 - Libération des fonctions oxyamines des compl exes

a) Préparation du complexe [Ru(TAP)Phen"]?*

33

M peo= 790.76 g.molé
Css H27 N13 O3 Ru

m Méthode 1 : TFA/H0, 1/1 (v/v)

Le produit30 (10,7 mg, 11 umole) est pesé directement danallenbde réaction. Le maximum de
précautions est utilisé pour éviter les moindrasds de composés carbonylés souillantes. Poureela,
ballon de réaction est en verre, il est lavé plusidois a I'eau distillée avant d’étre séché aulé. Le

produit 30 est solubilisé par I'ajout successif, d® (550 uL), de TFA (550 uL), afin d’obtenir une
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solution & 16 mol.L™. Dans le méme principe de précaution vis-a-vis fdestions carbonyle, les
ajouts se font en utilisant des pipettes jaugéegeae, rincées abondamment avec de I'eau millipore
et séchées sous atmosphere ambiante. Les prélegeseefont en une fois, soit a partir d'un bécher
contenant de I'eau millipore issue directementalsdurce, soit a partir d’'une bouteille de TFA de
qualitt HPLC par préléevement direct. Le milieu té&amel est agité a température ambiante.
L’avancement de la réaction est vérifié soit patMC@luant : CHCN / H,O / NH,CI saturée 4/4/1,
v/vlv), soit par CLHP (systéme d’analyBk;). L’évolution est tout d’abord vérifié aprés 2 heside
réaction, au bout de 3 heures une seconde anatyd@nte I'avancement total. Le solvant est
directement éliminé sous pression réduite. Le ptdgle) obtenu avec un rendement quantitatif, est
ensuite repris dans de I'eau millipore (200 uL). @nient une solution orange intense, a partir de
laguelle les analyses CLHP, MS-ESI, et la quamiion seront faites, avant de la stocker au

congélateur sous atmosphere d’argon.

CCM : R=0.1 (éluant : CECN / H,O / NH,CI saturée 4/4/1, viviv; révélateur : U.X.= 254
nm).

CLHP : tz= 6.7 min. (dilution du préléevement dans MeOH, &yt d’analysd| ,).

SM -ESI de l'oxime d’acétone(systeme d'analyséV,) : m/z = 830,82 calculé pour
CagHaN14OsRU ; m/z = 944,0 (M+TFA)" ; 401,4 (MY).

m Méthode 2 : TFA/CH,CL,, 1/1 (v/v)

Le produit30 (7 mg, 7,3 umole) est pesé directement dans lerbde réaction. Le maximum de
précautions est utilisé pour éviter les moindrasds de composés carbonylés souillantes. Pouleela,
ballon de réaction est en verre, il est lavé plusidois a I'eau distillée avant d’étre séché tulé. Le
produit 30 est solubilisé par I'ajout successif, de LLH anhydre (175 pL), de triisopropylsilane (18
uL, soit 5 %), de TFA (175 pL), afin d’obtenir uselution & 0,02 mol.L. Dans le méme principe de
précaution vis-a-vis des fonctions carbonyle, lgsita se font en utilisant, soit une seringue sous
atmosphére d’argon pour le dichlorométhane, sat pipette jaugée en verre, rincées abondamment
avec de I'eau millipore et séchées sous atmosgrebgante pour le TFA. lls se font par prélevement
direct dans les bouteilles de réactifs. Le miliéactionnel est ensuite agité & température ambiante
L’avancement de la réaction est vérifié par CLHistEsme d’analyséll ;) a différents temps de
réaction, soit au bout de 2 minutes, puis 30 mBjufe heures, 3 heures et enfin 5 heures ou
I'avancement est total. Le solvant est directenddiminé sous pression réduite. Le prod@8t obtenu
avec un rendement quantitatif, est ensuite re@is dle 'eau millipore (150 pL ; 0,05 mof)lL On
obtient une solution orange intense, a partir dgudde les analyses CLHP, MS-ESI, et la

quantification seront faites, avant de la stockec@ngélateur sous atmosphere d’argon.

CLHP : tz= 5.5 min. (dilution du prélevement dans MeOH, eyt d’analysdl ,).
SM —ESiI (systéeme d’analys/ ,) : m/z = 904,0 (M+TFA)*; 395,5 (M").
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m Méthode 3 : HCI 1IN

Le produit30 (8 mg, 8,3 umole) est pesé directement dans lerbde réaction. Le maximum de
précautions est utilisé pour éviter les moindrasds de composés carbonylés souillantes. Poureela,
ballon de réaction est en verre, il est lavé plusidois a I'eau distillée avant d’étre séché aulé. Le
produit 30 est solubilisé dans HCI 1N (415 pL ; 0,02 md).LDans le méme principe de précaution
vis-a-vis des fonctions carbonyle, I'ajout se fait utilisant une pipette jaugée en verre, rincées
abondamment avec de I'eau millipore et séchées angsphére ambiante, a partir d’'une solution
mére d’'HCI 1N (10 mL) stockée dans une bouteilterapérature ambiante. Le milieu réactionnel est
ensuite agité a température ambiante. L'avancemeria réaction est vérifié par CLHP (systéme
d’analyselll ;) a différents temps de réaction, soit au bout deirdutes, puis 2 heures, 4 heures et
enfin 6 heures ou I'avancement est total. Le salemh éliminé sous pression réduite. Le résidu est
ensuite repris dans,B (1 mL), la quantité de produit brute est estipgEisément par quantification
U.V. a partir de cette solution (7,06 umole). Cetiesure permet de s’affranchir de I'erreur de pesée
(15 %). Le mélange brut est purifié par CLHP sendiparative (systeme d’analysk;). Apres
lyophilisation, le produiB3 est repris dans de I'eau millipore (50 pL). Onieftt une solution orange
intense a partir de laquelle les analyses CLHP,B8§-et la quantification seront faites, avant ae |
stocker au congélateur sous atmosphere d’argopraguit 33 est obtenu avec un rendement 58 %
(4,05 pmole).

CLHP : tz= 4.6 min. (dilution du préléevement dangH systeme d’analydé,).

SM —ESI (systéme d’analys®/>) : m/z = 790,0 (M"-H)"; 395,5 (M") ; 826,0 (M*+CI" ;
904,0 (M*+TFA)*.

b) Préparation du complexe [Ru(TAPYTAP-ONH 5]?*

N

N N ¢ ' H 0 0 @
\\ /N///,,Z,, ) L l\ll/©\ Yoo N\"/\ N)K/O\ N)I\ O)V

7'( PSS o R H M o= 792.73 g.molé
W e N s~—N Cs4 H25 N15s Os Ru

m Méthode 3 : HCI 1N

Le produit31 (9,9 mg, 10,2 umole) est pesé directement daballen de réaction. Le maximum de

précautions est utilisé pour éviter les moindrasds de composés carbonylés souillantes. Poureela,
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ballon de réaction est en verre, il est lavé plusidois a I'eau distillée avant d’étre séché tulvé. Le
produit 31 est solubilisé dans HCI 1N (515 pL ; 0,02 md).LDans le méme principe de précaution
vis-a-vis des fonctions carbonyle, I'ajout se fait utilisant une pipette jaugée en verre, rincées
abondamment avec de I'eau millipore et séchées angsphére ambiante, a partir d’'une solution
meére d’HCI 1N (10 mL) stockée dans une bouteilterapérature ambiante. Le milieu réactionnel est
ensuite agité a température ambiante. L'avancemerit réaction est vérifie par CLHP (systeme
d’analyselll ;) a différents temps de réaction, soit au bout e@es, puis 5 heures et enfin 6 heures
ou l'avancement est total. Le solvant est éliminésspression réduite. Le résidu est ensuite repris
dans HO (1 mL), la quantité de produit brute est estipéEisément par quantification U.V. & partir
de cette solution (9,57 umole). Cette mesure petdeesd’affranchir de I'erreur de pesée (6 %). Le
mélange brut est purifié par CLHP semi-préparatsysteme d’analysH ;). Apres lyophilisation, le
produit 38 est repris dans de I'eau millipore (50 pL). Oni@ft une solution orange trés intense a
partir de laquelle les analyses CLHP, MS-ESI, efuantification seront faites, avant de la stocker

congélateur sous atmospheére d’argon. Le pr@&8.uitst obtenu avec un rendement 50 % (4,72 umole).

CLHP : tz= 3.6 min. (dilution du prélévement dangH systéme d’analydé,).
SM —ESiI (systéme d’analysk/ ;) : m/z = 791,9 (M"-H)" ; 396,4 (M") ; 905,8 (M"+TFA)".

6 - Préparation des conjugueés
6.1 - Conjugués "complexe de Ru(ll)- oligonucléoti  de"

Les différents conjugués sont généralement prégapéstir du protocole suivant :

L'oligonucléotide est solubilisé le tampon acétdéee sodium 0.4 molelet & pH 4.5. On
ajoute le complexe de ruthénium(ll) (2 éq) afinlid@mir une concentration finale de 5 1@ole.L™”.
Apres 17 heures de réaction a température ambidntmélange réactionnel est purifié par gel
d’électrophorése polyacrylamide préparatf. (partie 2.6 protocoleG,). Le conjugué est obtenu,
apres traitement, avec un rendement global comptdes étapes de couplage, de purification, et de
déssalage.

Ce protocole n’est pas utilisé pour synthétiseoiguguéd?.

a) Couplage du complexes [Ru(TABPhen"]?* 33a I'extrémité 5’ d’oligonucléotides
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R [RU(TAP) Phen"]>*-5'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3’

\ H ? 39

\Q,Nmz,, W N N)K/O\ H Ho 0 5 3 _—

@N’%‘@/ rH N:q/wo/ P o—TT TTT TTA TTA AAT TTA—OH

" O] M peo= 6091.2 g.molé
¢ Cz11 Has1 Ng2 O113 P17 Ru

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPhen"f* 33 de stockage (2.7dmole, 50uL).
L’oligonucléotide? (267 nmole) est solubilisé dans le tampon fR}, on ajoute ensuite le complexe
[Ru(TAP)L,Phen"f* 33 (2 éq., 534 nmole, 10L de la solution). Le conjugu@9 est obtenu avec un
rendement global de 36 % (95 nmole, dont 83 % pétape de déssalage).

SM — (Maldi-Tof) : m/z = 6090.4 (M-H)
W [Ru(TAP),Phen"]?*-5'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3’

N
Y 40
o W N N Oy H Ho O 5 3 _
@':’4)‘@/ r“ :{/wo/ FNo—TC CTT TTA TTA AAT TTA—OH
" O] M o= 6061.5 g.molé
Coo9 H249 N6a O111 P17 Ru

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPhen"f* 33 de stockage (2.4mole, 50uL).
L’oligonucléotide8 (358 nmole) est solubilisé dans le tampon |f{&H on ajoute ensuite le complexe
[Ru(TAP)L,Phen"f* 33 (2 éq., 716 nmole, 1AL de la solution). Le conjugué0 est obtenu avec un
rendement global de 49 % (173 nmole, dont 86 % pPétape de déssalage).

SM — (Maldi-Tof) : m/z = 6062.7 (M-H)

SM —-ESI : m/z = 6058.6 (M-H)

R [RU(TAP) ,Phen"]?*-5'd-(CC CTT TTA TTA AAT TTA)3’

\ H ? 41

\Q, 21 WS N~ O H 05 3 —
@EA@/ rH N:{i/wlo/ P\o—CC CTT TTA TTA AAT TTA-OH

N«@i@ M pe= 6046.2 g.molé

N Coo8 H248 Ng5 O110 P17 Ru
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On utilise la solution de complexe [Ru(TAPhen"f* 33 de stockage (1.29mole, 75uL).
L'oligonucléotide9 (191 nmole) est solubilisé dans le tampon |{LB on ajoute ensuite le complexe
[Ru(TAPLPhen"f* 33 (2 éq., 382 nmole, 2@L de la solution). Le conjuguél est obtenu avec un
rendement global de 22 % (42 nmole, dont 81 % pétape de déssalage).

SM — (Maldi-Tof) : m/z = 6045.3 (M-H)

b) Couplage du complexes [Ru(TARJAP"] 2* 384 I'extrémité 5’ d’oligonucléotides

] [RU(TAP),TAP"] 2*-5'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)3’

N N

\Q,Na,z,,#m\\,\‘/@ HWANJK/O\N :‘Q::H/wHO\ P 3 Q

(O\N == H o PSNo—TT TTT TTA TTA AAT TTA—OH

N O] M peo= 6093.5 g.molé
¢ Ca09 H249 Ngs O113 P17 Ru

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPAP"]** 38 de stockage (4.7mole, 100uL).
L'oligonucléotide? (343 nmole) est solubilisé dans le tampon (&% on ajoute ensuite le complexe
[RU(TAPY,TAP"]** 38 (2 éq., 686 nmole, 1446 de la solution). Le conjugué? est obtenu avec un
rendement global de 42 % (141 nmole, dont 83 % péwape de déssalage).

SM — (Maldi-Tof) : m/z = 6090.9 (M-H)

U] [RU(TAP),TAP"] >-5'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)3
N

@ )J\/O\ :q;::H/wHO\ //O 5' 3 4_3
[Ny '“@ o "So—TC CTT TTA TTA AAT TTA—OH
O M eo= 6063.5 g.mole
N Co07 H247 Ngs O111 P17 Ru

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPAP"]** 38 de stockage (4.7@mole, 100uL).
L’oligonucléotide8 (293 nmole) est solubilisé dans le tampon {4 on ajoute ensuite le complexe

[Ru(TAPLTAP"]** 38 (2 éq., 586 nmole, 1245 de la solution). Le conjugué3 est obtenu avec un
rendement global de 35 % (102 nmole, dont 82 % pPétape de déssalage).

SM — (Maldi-Tof) : m/z = 6060.8 (M-H)
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R [RU(TAP),TAP"] 2*-5'd-(AA AAA AAA TTA AAT TTA)3’

0 :

NQ 24 =S N )Jv H : 44
\ - ‘“\“NQ NWAN ™ N:q;::/wHO\ 2 ’ g

@\N NS 6 H o " 0—AA AAA AA A TTA AAT TTAOH

N N ~~

O] M peo= 6156.4 g.molé
X C209 H242 Ngs Ogg P17 Ru

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPAP"]** 38 de stockage (2.26mole, 50uL).
L’oligonucléotide10 (34 nmole) est solubilisé dans le tampon (L}, on ajoute ensuite le complexe
[RU(TAPY,TAP"]** 38 (2 éq., 68 nmole, 1.EL de la solution). Le conjugué4 est obtenu avec un

rendement global de 36 % (12 nmole).
SM — (Maldi-Tof) : en cours d’analyse

c) Conjugaison du complexes [Ru(TARPhen"]?* 33a I'extrémité 3’ d’oligonucléotides

R [RU(TAP) ,Phen"]?*-3'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)5’

o
O " 45
@;N'”Zh v“‘“NO NThN)J\/O\N:H’:\HAHO\ AP 3 5 -
O\N = o H o So—TT TTT TTATTA AAT TTA—OH
N O] M peo= 6049.1 g.molé
N Ca08 H245 N62 O113 P17 Ru

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPhen"f* 33 de stockage (4.88mole, 80uL).
L'oligonucléotidel4 (340 nmole) est solubilisé dans le tamponi{RY, on ajoute ensuite le complexe
[RU(TAPY,TAP"]** 33 (2 éq., 680 nmole, 1L de la solution). On laisse la réaction 20 heures
température ambiante, avant d’appliquer la suitgimiocole classique. Le conjuggé est obtenu
avec un rendement global de 25% (82 nmole). Dansasele gel d’électrophorese polyacrylamide
préparatif met en évidence le sous-produit en jpositaute (5%, 15 nmole). Le rendement comprend

les étapes de couplage, de purification et de Epsf69%, et 72% dans le cas du sous-produit).

SM — (Maldi-Tof) : m/z = 6049.3 (M-H)
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R [RU(TAP) ,Phen"]?*-3'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)5’

N

) .

N N H 46

®,Na,2,, SN N N)Jvo\ N " ho P 3 5 —_—

(O\N’%\NO woAH :{LJL‘AO So—TC CTT TTA TTA AAT TTA—OH

" O] M peo= 6019.2 g.molé
Ca06 H243 N6sa O111 P17 Ru

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPhen"f* 33 de stockage (1.44mole, 22uL).
L’oligonucléotide15 (309 nmole) est solubilisé dans le tamponbP, on ajoute ensuite le complexe

[Ru(TAPYL,Phen"f* 33 (2.1 éq., 648 nmole, 1L de la solution). Le conjugué6 est obtenu avec un
rendement global de 47 % (145 nmole).

SM — (Maldi-Tof) : m/z =6019.7 (M-H)

SM —ESI : m/z = 6017.7 (M-H)

d) Conjugaison du complexes [Ru(TARTAP"] #* 384 I'extrémité 3’ d’'oligonucléotides

U] [RU(TAP),TAP"] 2-3'd-(TT TTT TTA TTA AAT TTA)5'

Q@j@ " 47

Z

(o)
§>@/ WAN)J\/O\N:{:AHO o 3 5' ——
O g H o P\o TT TTT TTA TTA AAT TTA—OH
M peo= 6051.3 g.molé
Co06 H243 Nea O113 P17 Ru

N

:@
Z

zZ Oz
Z

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPAP"]?** 38 de stockage (1@mole, 775uL).
L'oligonucléotide14 (92 nmole) est solubilisé dans le tampon acétatsodium 0.4 mole:Let & pH

4.5 (52uL). On ajoute le complexe [Ru(TAAP"]** 38 (3 éq., 276 nmole, 2L de la solution), on

a une concentration de 4.5 3mole.L. L'avancé de la réaction est suivi par CLHP. Ap2dk de
réaction, on ajoute du complexe [Ru(TAP)en"]138 (3 éq., 276 nmole, 2L de la solution). On
recommence cet ajout & 24 heures de réaction. Rérégures de réaction a température ambiante, le
mélange réactionnel est purifié par CLHP en phagerse (systémk;). Le conjuguél? est obtenu,

apreés lyophilisation, avec un rendement globalde@ nmole).

SM — (Maldi-Tof) : m/z = 6051.6 (M-H)
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R [RU(TAP),TAP"] ?*-3'd-(TC CTT TTA TTA AAT TTA)5’

N
NQ@Q} S H 0 48
'N/,,z,,+ ‘“\\\NON N N)J\/O\N HO_ / 3 5' -
O\N’(‘J?‘“@N Tf” :{iﬁo F6—TC CTT TTA TTA AAT TTA O
N«@O M o= 6027.2 g.molé
N C204 H247 Ngg O111 P17 Ru

On utilise la solution de complexe [Ru(TAPAP"]** 38 de stockage (3.imole, 43yL).
L’oligonucléotidel5 (343 nmole) est solubilisé dans le tampon{bB on ajoute ensuite le complexe
[Ru(TAP,LTAP"]** 38 (2.1 éq., 720 nmole, 16L de la solution). Le conjugué8 est obtenu avec un
rendement global de 59 % (201 nmole).

SM — (Maldi-Tof) : m/z = 6027.5 (M-H)

6.2 - Préparation des conjugués ruthénium - peptid e

a) Synthése du conjugué [Ru(TARPhen"]?*-NLS

49

\QN, \%/ WﬁN%O — HN A /K\K/K\ K ,E._CONH, T
R \Y D

f O M o= 2026.28 g.molé

Coo Hi127 N31 O18 Ru
On utilise la solution de complexe [Ru(TAPhen"f* 33 de stockage (5.2mole, 320uL).
Le peptidel7 (1 mg, 549 nmole) est solubilisé dans le tampdtaae de sodium 0.4 molé'let a pH
4.5 (450pL). On ajoute Le complexe [Ru(TAMhen"f" 33 (2 éq., 1.1 nmole, 68L de la solution).
La réaction est suivie par CLHP en phase invergémell 5, 5-100% B en 30 minute’d=214 nm et
420 nm). Au bout de 3 heures de réaction, on ajbuiquivalent de complex@8 (549 umole, 34uL
de la solution). Aprés 24 heures de réaction a éeatpre ambiante, le conjugd® est purifié par
CLHP semi-préparative en phase inverse (systéme5-100% B en 30 minute3=214 nm et 420
nm), et lyophilisé. Le produit9 est obtenu avec un rendement de 45% (m=0.5 gni2wfes).

CLHP : tz= 21.2 min.(H,0, systémel ,, 5-40% B en 30 minuted=214 nm et 420 nm).

SM —ESI : m/z = 2023.4 (M+H) (H,0 / CHCN, 1/1, v/v ; systéme d’analy$¢ ,).
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b) Synthése du conjugué [Ru(TARPhen"]*-Tat

N

N\QNz = Lo\ _ 2
o M iheo= 2224.52 g.lllofé

N N
@ON] Coz Hiss Nas O15 Ru

On prépare séparément deux solutions de réactifs ltsau. Le peptidé9 (17.1 mg, 7.2@umole) est
solubilisé dans I'eau (8fL), afin de préparer une solution de peptide a @@fe.L’. Le complexe
[Ru(TAP),Phen"f* 33 (453 nmole) est solubilisé dans I'eau (1015, afin de préparer une solution
de complexe & 0.04 mole’L

Le complexe [Ru(TARPhen"f* 33 (425 nmole, 1QIL de la solution) est ensuite mis en solution dans
le tampon acétate de sodium 0.4 mofedt & pH 4.5 (231L). On ajoute le peptid&9 (425 nmole, 5
uL de la solution), on a une concentration finalel6é mole.L*. La réaction est suivie par CLHP en
phase inverse (systentk;, 5-40% B en 15 minute$y\=214 nm et 420 nm). Aprés 17 heures de
réaction a température ambiante, le conjusuést directement purifié par CLHP semi-préparatine
phase inverse (systénié,, 5-40% B en 30 minute3=214 nm et 420 nm). Le produit récupéré est
ensuite lyophilisé, repris dans de I'eau. La solutest quantifiée par absorption U.V, a partir de
I'absorbance de la solution & 412 ref{Ru(TAPLPhen"]y11nm= 16500 M. cm™). Le produit50 est

obtenu avec un rendement de 43% (179 nmoles).

CLHP : tz= 8.4 min.(H,0O, systémél ;, 5-40% B en 15 minute&=214 nm et 420 nm).

SM —ESI : m/z = 2223.3 (M+H) (H,0 / CHCN, 1/1, v/v ; systéme d’analy$¢ ,).

6.3 - Spectroscopie d’absorption
Les spectres d’absorption sont enregistrés surpeot®photometre Perkin-Elmer Lambda UV-vis.
Cet appareillage est utilisé pour déterminer legcsps d'absorption nécessaires pour les
quantifications des produits, et pour les expéasende mise en évidence du photo-adduit sous

illumination.
6.4 - Spectroscopie d’émission

a) Spectres d’émission stationnaire

Les spectres d’émission ont été enregistrés sapectrometre Shimadzu RF-501 PC équipé d’un tube
photomultiplicateur Hamamatsu R-928 avec commecsoexcitatrice une lampe au xénon de 250 W.

Les spectres d’émission ont été corrigés en fomatie la réponse du phototube en utilisant une
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fonction de correction pour pallier a la réponsa finéaire que fournit le systéme de détection en

fonction de la longueur d’onde.

b) Spectres d’émission résolue dans le temps

Les durées de vie en émission ont été mesuréda eshnique de TCSPC ("Time Correlated Single
photon counting") avec un spectrofluorometre FL-9f¥® Edinburgh Instruments (cf. figure ci-

dessous).

MCA

A SAMPLE
COMPUTER
@) Convertisseur temps-potentiel A Photomultiplicateurs
I  Analyseur multi-canaux % Monochromateur

Schématisation du systeme de TCSPC. (Lamp) Lanape @emplie de B (sample) compartiment accueillant
I'échantillon, (4) filtre UV, (5) monochromateur.

La source excitatrice est une lampe a arc pulsé@rquoque I'émission d’'un gaz gNsous basse
pression (environ 0,4 bars). Les deux électroddsmigsténe sont écartées I'une de l'autre de 1.3 mm
Les arcs électriques entre les deux électrodescsmattérisés par une tension comprise entre 5,0 et
5,5 kV ainsi gu’'une fréquence de 30 kHz. Le délmutadmesure est signalé par un photomultiplicateur
"START" qui déclenche le TAC ("Time to Amplitude @eerter"). La lumiére excitatrice passe au
travers d’'un monochromateur qui permet de séleatipane longueur d'onde a laquelle I'émission du
diazote est intense (379 nm). Le faisceau monochtiquoe excite I'’échantillon thermo staté a 25 °C
par un circuit d'eau externe, et la luminescencésém 90° par rapport au faisceau excitateur est
focalisée vers le monochromateur de sortie. Elteessuite détectée par un photomultiplicateur
(Hamamatsu R955) refroidi a -33 °C. Et la fin denlasure est signalée par le photomultiplicateur
"STOP". Les données digitalisées sont transféréas dn MCA (Multi Channel Analyser) ou elles
vont étre traitées par un ajustement de courberexizlle. Un total de f@oups est collecté dans le
canal de pic pour construire I'histogramme du naerde photons observés en fonction du temps. Les
profils d’émission sont analysés avec le logici@ Edinburgh Instruments (version 3.0) en

déconvoluant la réponse propre a la lampe. Pojustement des valeurs expérimentales, un ordre



-212 - Partie expérimentale

croissant de la fonction exponentielle est utiligsqu’a obtenir une concordance statistique

acceptable, laquelle est évaluée par le tegt thaleur proche de 1).

Contrairement aux complexes libres, les décrossade luminescence des conjugués ne sont
pas mono-exponentielles, elles doivent donc étedyaées par une fonction multi-exponentielle de
type : dnft) = Z o exp (-thy)

len(t) correspond & la décroissance de I'émissioroauscdu temps.
a; est le facteur préexponentiel de la durée da;vie
Les facteurs préexponentiels normalisés sont édculpartir de I'équation : Aie; / Za; lIs refletent
les contributions des différents composants deeddedviet; a la décroissance de luminescence.
Les durées de vie pondérées par les facteurs pnéemfels ont été calculées a partir de la relation
Tmn=2AT/ZA.

6.5 - Expériences d’illumination

a) Systeme d’illumination continue

Elles sont réalisées dans des cellules en queldirées avec de la lumiére visibke ¥ 400
nm) provenant de deux lampes perpendiculaires laun@autre. La premiére source est une lampe
halogene de 2000 W (Philips) et la seconde unedaampmercure (Osram HBO) de 200 W. Des filtres
a eau sont utilisés pour absorber les radiationstiRine solution de NaNCQ0.2 M filtre les
rayonnements UV. Les faisceaux sont focalisés gucellule contenant I'échantillon a l'aide de
lentilles convergentes. Et de miroirs placés dezrla cellule réfléchissent la lumiere transmise pa

I’échantillon afin de maximiser le rayonnement &esant la cellule.

b) Systéme de formation du photoadduit

Les mélanges sont illuminés avec une lampe mesamen (Oriel 200 W). Les longueurs
d’'onde inférieures a 320 nm sont coupées par tne I{NO; 2M. L’échantillon est placé dans un
eppendorf, refroidi par un circuit d’eau glacéeeené. Le volume dans le tube ne peut pas excéder
150pL, car il est placé horizontalement dans le systdtaealyse.

Procédure d’illumination des oligonucléotides cadarqués :

On illumine une solution d'oligonucléotide marqui {mol/L) entre 0 et 1 h. On réalise 4 ou 7
prélévements de 2 pmol () a différents temps d’illumination : 0, 5, 20 mtbes et 1h, (ou a 0, 5,
10, 15, 20, 30 minutes et 1h). Une partie des éditloaus (1 pmol) est analysé par électrophorése
PAGE (protocoleG,), le reste est conservé a -18°C, le temps quetimge du®’P permette une

nouvelle analyse éventuelle.
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Annexe

Cycles de synthese des oligodeoxyribonucléotideslgpanéthode dites

aux "phosphoramidites”.
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Résumeé Les complexes de ruthénium(ll) font I'objet d'urtérét croissant en tant que
photosondes du matériel génétique ou nouvellesugsgn photothérapie anti-cancéreuse. Les complexes
contenant des ligands TAP (1,4,5,8-tétraazaphéramdh sont capables sous I'action d’une irradiation
lumineuse, de génerer spécifiguement un photoadseit la guanine. Cette photoréactivité constitue u
stratégie prometteuse pour contréler 'expressian déne. Toutefois, le manque de sélectivité dg/pe
de photoréaction bloque leur potentiel thérapeetiqu
Afin de surmonter cet obstacle, nous avons attdeh€omplexe de ruthénium a I'extrémité d'un
oligonucléotide. Cette approche repose sur l'atiiisn des propriétés intrinseques de reconnaissance
spécifiques des oligonucléotides vis-a-vis d’'urt@deciacide nucléique. Pour préparer les conjugusiss n
avons utilisé la formation d'un lien éther d’'oximma mettant au point une méthode douce et effidace
conjugaison, optimisée dans des conditions confera exigences physiologiques. Nous avons préparé
différents conjugués a partir des complexes [Ru(E&Pet [Ru(TAPYPhenf*, ancrés indifféremment &
I'extrémité 3’ ou 5’ des oligonucléotides, afin d’@tudier le potentiel photochimique. En illuminaet
nouveaux conjugués dans le visible, nous avons enisévidence la formation spécifique d'un
photopontage entre une guanine de I'acide nuclédiplé et le complexe de ruthénium. Nous avons
également étendu notre procédé en ancrant le ceenfitei(TAP)Phenf" & des peptides vecteurs.

Mots clés. Oligonucléotide, conjugué, complexe de ruthérfl)m liaison éther d’oxime, transfert
d’électron, photopontage

Summary :The Ru(ll) complexes have found widespread inteasstuminescent DNA
probes, or new phototherapeutic agent against car@emplexes containing highlyt-deficient
polyazaaromatic ligands such as TAP (1,4,5,8-teqalaenanthrene) under illumination are able to form
specifically a photoadduct with the guanine nucésab This photoreactivity might be an extremely
promising strategy to control the normal cellulesgess, and so perturb the gene expression. Howteeer
lack of selectivity of this photoreaction blockgiththerapeutic development.

To overcome this, we have realised the attachmérguoch metal complexes to the extremity of an
oligonucleotide. This approach is based on theiBpeecognition of a target nucleotidic sequengeab
nucleic acid probe. In this purpose, we have chdsense the chemoselective oxime ligation. This
coupling reaction was found to be highly efficiebgtween both unprotected moieties, with minimal
chemical manipulation and working in physiologicahditions. We have built some conjugate with two
complexes of Ru(ll) : [Ru(TARPhenf" and [Ru(TAP)?*, anchoring at the 3’ or 5" extremity of the
oligonucléotides, in order to determine their plebmical potentiel. Then under visible illuminatiave
have demonstrated that the conjugates producepiwfis and irreversible photocrosslinking between
guanine unit of the target and the ruthenium comgteally, we have also decided to extend our @ssc
by anchoring the complex [Ru(TAfPhenf" to cell-penetrating peptides.

Key words. Oligonucleotide, conjuguate, ruthenium complexime ligation, electron transfer, photo-
crosslinking.




