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Introduction générale

& ONous sommes Jails dun dirange mélange dacides nucléiques el de souventrs,

de 18ves ¢l de proléines, de callules et de mots. 3

Pr. Francois Jacob, Discours d’entrée a ’Académie Francaise du 20 novembre 1997

L’Homme est un étre vivant d’une grande complexité. Ses souvenirs et ses réves le fagonnent,
le rendant unique et multiple a la fois. Il est donc tres étrange de se rendre compte, que chacun
de ses réves, de ses souvenirs, chacun de ses mots est la conséquence d’interactions
moléculaires. L’homme est un assemblage de molécules organiques et inorganiques tres
complexes. Chacune de ses cellules, organites et protéines sont codées des sa naissance par 4
lettres représentant la clé de voiite du monde du vivant : les bases azotées Adénine, Thymine,
Guanine et Cytosine. Ces 4 bases sont les composants universels de la matrice du vivant,
I’acide désoxyribonucléique ou ADN.

L’ADN, est I’'un des polymeres les plus importants dans le vivant. Sa structure en double

hélice, découverte par Watson et Crick, féte cette année ces 60 ans.

Francis Crick James D. Watson

Figure 1 : Structure de la double hélice de I’ADN et photos des deux scientifiques nobélisés pour sa découverte

Depuis, de nombreuses études ont démontré 1I’importance de cette molécule bi-caténaire. En
effet, lorsque I’ADN se retrouve lés¢ par des agents exogeénes comme des polluants
organiques, les rayonnements UV ou des métaux toxiques, des mutations sont engendrées.
Ces mutations peuvent induire des pathologies comme par exemple des cancers. Comprendre
comment se déroule les interactions ADN-protéines, ADN-drogues ou ADN-agents exogenes

est donc fondamental pour permettre de développer de nouveaux candidats médicament.
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Introduction générale

Des sondes luminescentes efficaces et spécifiques de I’ADN permettent une détection des
interactions a travers 1’observation d’un signal lumineux. Néanmoins, la fluorescence
naturelle du matériel biologique impose le développement d’outils performants. Les
lanthanides, de par leurs propriétés spectroscopiques particulieres, notamment leurs raies
fines d’émission et leurs longs temps de vie de luminescence, sont des candidats prometteurs
pour le développement de sondes de I’ADN. Cependant, leur faible absorptivité molaire rend
leur excitation directe difficile. 11 est donc nécessaire de développer des ligands qui
coordonnent efficacement les lanthanides et qui sont capables de les sensibiliser par un
transfert d’énergie du ligand vers les états émissifs des cations lanthanides luminescents. C’est

ce que I’on nomme [’effet d’antenne.

| .
I Luminescence
—

Représentation de l'effet d’‘antenne

Sonde luminescentes
Eu(lll) et Th(ill)

Figure 2 : Représentation de I’effet d’antenne et de la luminescence de I’europium et du terbium

Des ligands, inspirés des sites calciques de protéines comme la calmoduline, ont permis de
valider ['utilisation de motifs peptidiques pour la formation de complexes peptides-
lanthanides. En effet, 1’incorporation d’un acide aminé tryptophane dans la séquence
peptidique permet la sensibilisation du cation lanthanide. La complexation est assurée par les
chaines latérales des acides aminés glutamates et aspartates présents dans la séquence du
peptide. La stabilité¢ a pH physiologique de ces complexes peptides-lanthanides n’est pas
suffisante pour une utilisation comme sonde de I’ADN, qui présente lui-méme une affinité
vis-a-vis des ions métalliques. Pour I'utilisation des complexes peptide-Ln’" comme sonde
ADN, une plus haute stabilité¢ est donc nécessaire. C’est pourquoi, au laboratoire de
Reconnaissance Ionique et Chimie de Coordination (RICC), des acides aminés non naturels
tridentate ou pentadentate ont ¢té insérés dans la séquence peptidique. L’affinité des
complexes ainsi obtenus est multipliée par 1000 pour les complexes contenant deux acides
aminés non naturels tridentates et par 1 000 000 pour les complexes contenant un acide aminé

non naturel tridentate et un second pentadentate.
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Introduction générale

Le deuxiéme facteur important pour I’'utilisation de complexes peptidiques de lanthanides
comme sonde de ’ADN est I’affinité pour la double hélice. L’insertion dans les complexes
d’une unité de reconnaissance de I’ADN permet de visualiser I’interaction a travers des
variations de la luminescence centrée sur le métal. L’unité de reconnaissance est donc

¢galement I’unité sensibilisatrice du cation lanthanide.

Luminescence

Figure 3 : Schéma de principe de la détection de I’ADN par variation du signal de luminescence d’un complexe peptidique
de lanthanide.

La stratégie employée au cours de mes travaux de these repose sur I’insertion d’une unité de
reconnaissance appartenant a la famille des intercalants de I’ADN, capable a la fois de
sensibiliser I’ion lanthanide et également de reconnaitre I’ADN. Ce couplage entre la
sensibilisation et la reconnaissance induit une variation du signal de luminescence du cation
lanthanide lors de I’interaction du complexe avec I’ADN. La conception et I’étude de ces
nouveaux composés est décrite dans ce manuscrit.

La premiere étape est de choisir la nature de 1’unité de reconnaissance intercalante de I’ADN.
Celle-ci ne doit pas dénaturer la structure peptidique, et conserver, une fois insérée dans la
séquence peptidique, ces capacités de reconnaissance de I’ADN. Son insertion doit perturber
au minimum les propriétés de complexation des ions Ln’*, de maniére & conserver des
propriétés similaires a celles obtenues pour les précédents complexes développés au
laboratoire. Le choix d’une unité de reconnaissance par intercalation, explicitée au chapitre
deux, a permis ’obtention de six nouvelles sondes peptidiques. Dans un second temps, la

caractérisation des propriétés de complexation permet de mettre en évidence les propriétés de

sensibilisation des unités intercalantes insérées. Enfin, les mesures de détection de I’ADN
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Introduction générale
mettent en avant les propriétés de reconnaissance des complexes via la luminescence de 1’ion

lanthanide.
Afin de pouvoir concevoir des sondes lanthanides efficaces, il est nécessaire de s’intéresser a

la structure de I’ADN et de connaitre les différents types d’interactions potentiellement mises

en ceuvre lors de son interaction avec un composé.
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 IL’Acide

Désoxyribonucléique

« La vie, ce concept mystérieux, est ramenée a la présence d’ADN. Il n’y a plus de
frontiere entre matiére animée et inanimée. Tout nest qu’une question de degré de

complexité. »

Albert Jacquard, Extrait dune Conférence du 10 Avril 2001
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Chapitre | L’ADN

Du plus petit micro-organisme a ’homme, de la bactérie a la baleine, en passant par les
plantes et les fruits, tous les étres vivants sans exception, possédent leurs informations géné-

tiques codées dans un langage universel au sein de /’Acide Désoxyribonucléique (ADN).

I.1 Historique

L’histoire de I’ADN commence avec Gregor Mendel en 1865. Moine botaniste tchéque
devenu le pere de la génétique actuelle, il démontra grace a ses expériences sur les pois, que
les traits de I’hérédité étaient fondés sur des lois spécifiques.

En 1869, un jeune scientifique suisse du nom de Friedrich Miescher, isolait pour la premiere
fois une substance inconnue riche en phosphore. Issu du noyau (anglais nucleus, pluriel
nuclei) de globules blancs, il baptisa ce composé ‘nucléine’ — un terme toujours conservé dans
la dénomination actuelle de I’ Acide désoxyribonucléique (ADN).

Les constituants de la nucléine sont par la suite découverts : des bases azotées au nombre de
quatre, un sucre pentose et des substituants phosphates.

En 1929, un biologiste anglais, Frederick Griffith, postula qu'un « facteur transformant »
pouvait étre libéré par des bactéries et intégré par d’autres, conférant alors a ces dernieres de
nouvelles propriétés héréditaires issues des bactéries donneuses. Cette découverte a donné
lieu a une scission dans la communauté scientifique. Certains biologistes pensent en effet que
I’hérédité induite par ce facteur transformant est supportée par du matériel protéique, alors
que d’autres penchent eux pour un support d’origine nucléique, I’ADN.

C’est Oswald T. Avery qui trancha et clotura ce débat. Il démontra en 1944, que ce facteur
transformant était également le support de 1I’information génétique : I’ADN. Moins de 10 ans
plus tard, la structure spatiale de I’ADN en « double hélice » était résolue par James D.

Watson et Francis Crick, découverte dont on féte cette année les 60 ans.!

I.2 Structure et fonction de I'’ADN

L’ADN est une macromolécule biologique appartenant a la classe chimique des polymeres
dont les nucléotides sont les monomeéres de bases. Ils résultent de la combinaison en quantité
équimolaire d’un groupement phosphate, d’un pentose (le 2-désoxy-D-ribose) et d’une base
azotée a noyau purique (Adénine, Guanine) ou pyrimidique (Thymine ou Cytosine) désignée

par les lettres A, T, C, G. (Figure 1. 1)
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Purigues Pyrimidigues
NH, o] jl NH,
N- B N S ~
N NH NH N
«foA TN (o G&O
H N H N~ "NH, N N
Adénine Guanine Thymine Cytosine

Figure 1. 1 : Structure des bases azotées

On appelle un nucléoside une base substituée par un sucre. La phosphorylation de

I’hydroxyle en position 5’du sucre (Figure 1. 2) donne un nucléotide.

BASE 0 BASE
5'HO p
(o]
H H
OH H
3
nucléoside nucléotide

Figure 1. 2 : Structure d’un nucléotide et d’un nucléoside

I.1.1 Structure primaire

Chaque brin d’ADN est formé par des nucléotides liés entre eux par une liaison
phosphodiester entre I’extrémité 5’OH et I'extrémité 3’OH des sucres portés par deux

nucléosides adjacents (Figure 1. 3). Chaque brin d’ADN est donc chargé négativement.
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Figure 1. 3 : (a) Représentation du squelette sucre-phosphate d’un brin d’ADN et numérotation des carbones du
sucre (b) Appariement de Watson et Crick complémentaire des bases azotées par des liaisons hydrogene.

L appariement des bases inter-brin forme une paire de base (pb).

Deux brins s’assemblent pour former un assemblage d’ADN bi-caténaire hélicoidal par
I’intermédiaire de liaisons hydrogeéne entre les bases puriques et pyrimidiques de chaque brin.
L’appariement est dit complémentaire : 1’adénine s’apparie avec la thymine en formant deux
liaisons hydrogene, et la cytosine avec la guanine en en formant trois (Figure 1. 3). Cette
exclusivité d’appariement est la conséquence des fonctions organiques portées par les bases
ainsi que de leur géométrie. Cette complémentarité stérique permet la formation d’un
polymere d’ADN en double hélice d’un diameétre constant de 2 nm. Cette contrainte stérique

impose aux bases d’adopter une conformation anti (Figure 1. 4).

Figure 1. 4: Conformations anti (noire) et syn (gris) du nucléotide adénosine

L’orientation d’un brin est de 5’-phosphate vers 3’-OH, notée 5°,-3’on, pour 1’un des brins et

de 3’on-5’, pour I'autre, on dit qu’ils sont antiparalleles. C’est la mise en évidence de cette
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structure en double hélice, constituée de deux brins hélicoidaux antiparalléles qui a permis a

James D. Watson et Francis Crick d’obtenir le prix Nobel de Médecine en 1962.

[.1.2 Structures secondaires

La structure en double hélice de I’ADN découverte par Watson et Crick appelée conformation
B, est une des structures polymorphes de I’ADN existant dans le vivant. On en dénombre 21,
chacune désignée par une des 26 lettres de 1’alphabet. Seules 5 lettres, F, Q, U, V et Y ne
caractérisent aucune conformation.” Les différents polymorphes de I’ADN sont caractérisés
par leurs structures (duplex, triplex, quadruplex), leur sens d’enroulement (gauche ou droite)
et le pas d’enchainement des bases. Trois des 21 conformeres de ’ADN sont majoritaires

dans le vivant : les polymorphes de type B, A et Z. Leurs propriétés sont détaillées ci-dessous.

I.1.2.1 La conformation B

La conformation B est la structure secondaire décrite par le modele de Watson et Crick. C’est
la forme prédominante de I’ADN dans les systémes biologiques. C’est une hélice droite de
pas égal a 3,4 nm (10 paires de bases par tour). Les bases sont inclinées de 1° par rapport au
plan formé par une paire de bases et la distance entre deux plans successifs est de 0,34 A. La
chaine hydrophile sucre-phosphate des brins d’ADN est orientée vers 1’extérieur de la double
hélice, alors que les bases plus hydrophobes, sont orientées vers le cceur perpendiculairement
a l’axe de I’hélice. Elles s’empilent parallelement les unes par rapport aux autres.
L’attachement dissymétrique des bases au squelette sucre-phosphate de chaque brin et la
position de 1’axe de 1’hélice au centre de chaque paire de base induisent la formation de deux

sillons distincts dans la double hélice : le grand sillon et le petit sillon (Figure 1. 5).
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axe de I'hélice

petit sillon
v

grand sillon

Figure 1. 5: Représentation de ['ADN de conformation B en double hélice (ref http://police-
scientifique2012.webnode.fr/products/a2-le-sang-ladn/=)

I1.1.2.2  La conformation A

Lorsque la teneur en eau d’une solution d’ADN diminue, comme par exemple lors de la
cristallisation, la molécule d’ADN de type B change de conformation pour adopter une
conformation de type A. Cette structure secondaire de type A est une hélice droite, avec un
pas de 2,8 nm entre deux bases successives (11 paires de bases par tour). Les bases sont
inclinées de 20° par rapport aux plans formés par les paires de bases et la distance entre deux
plans adjacents est de 0,26 nm. La conformation A (Figure 1. 6) est donc plus compacte que
la conformation B.

On retrouve cette conformation chez certaines spores bactériennes, en réponse a une
dessiccation du milieu, mais également lors de I’amorce du processus de réplication de I’ADN

par la formation éphémeére d’hybrides ADN-ARN chez ’homme.
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(ii)

Figure 1. 6 : Vue d’un tour de double hélice du polymorphe A le long de [’axe d’enroulement (ii) et (iii) vue du

dessus de la double hélice. 3

I1.1.2.3  La conformation Z

Caractérisée pour la premiére fois® dans les années 1970, la conformation Z est une
conformation secondaire locale d’un duplex d’ADN possédant une région de composition
alternée de bases purine-pyrimidine (ex G-C-G-C).

Dans cette conformation, les bases puriques adoptent une conformation syn (Figure 1. 4).
L’enchainement de nucléosides syn puriques-anti pyrimidiques entraine la formation d’un
enroulement gauche en zigzag des deux brins d’ADN. Le pas est de 4,5 nm par tour (12 paires
de bases par tour). L’inclinaison des plans des bases est de 9° et la distance entre deux plans
est de 0,37 nm. Un ADN de conformation Z est donc plus étendu que le B-(ADN). Il ne
possede qu’un seul type de sillon, similaire au petit sillon de la conformation B (Figure 1. 7).
Dans cet ADN zigzag, les groupements phosphates sont plus proches. Il est donc nécessaire
d’augmenter la concentration saline afin de stabiliser la conformation du Z-(ADN). En effet,
la présence de sels, en particulier des cations, masque la charge globale de ce polymorphe et
réduit ainsi fortement les répulsions électrostatiques entre groupements phosphates.”

Cette conformation semble jouer un role dans I’expression et la régulation des génes.”® En
effet, 80% des sites d’initiation de la transcription du chromosome 22 de ’homme adoptent
une conformation de type Z-(ADN). D’autres études ont montré que les séquences d’ADN de
type Z ont le potentiel d’augmenter la fréquence de recombinaison, délétion et translocation

de génes dans les systémes cellulaires.>
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(i)

Figure 1. 7 : Vue d’un tour de double hélice du polymorphe Z le long de I’axe d’enroulement (ii) et (iii) vue du

dessus de la double hélice. 3

Ces trois polymorphes d’ADN A, B et Z sont des structures appartenant a la famille des
duplex. L’ADN peut cependant s’arranger en suprastructure et adopter des arrangements
spatiaux tertiaires dépendant de I’environnement chimique et de la séquence des bases qui le

composent.

I.1.3 Structures tertiaires

I.1.3.1 La famille des triplex d’ADN

C’est en 1957 que la premiére triple hélice a été caractérisée (Figure 1. 8C).” Une triple hélice
est composée d’une molécule d’ADN bi-caténaire et d’un troisieme brin nucléotidique. Celui-
ci s’apparie au duplex par le grand sillon de I’ADN via la formation de liaisons hydrogene
aux sites accepteurs et donneurs des bases puriques du duplex. Cet appariement peut étre soit
parallele soit antiparalleéle a I’axe de la double hélice. On définit I’appariement parallele et
antiparallele selon I’orientation 5°,-3’on du mono brin d’ADN par rapport a la double hélice.
On parle d’appariement antiparallele lorsque qu’un brin a motif « puriques » (A ou G)
ciblera les motifs puriques (A et G) du duplex par la formation de liaisons hydrogéne de
Hoogsteen (Figure 1. 84). A I’inverse, on parlera d’appariement paralléle lorsqu’un troisiéme
brin a motifs « pyrimidiques » (T ou C) ciblera les bases puriques (A ou G) du duplex via
des liaisons hydrogeéne de Hoogsteen inverse. Ceci nécessite la protonation de 1’azote de la

cytosine contenue dans le brin monocaténaire (Figure 1. 8B).
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Figure 1. 8: (A) Appariement de type Hoogsteen (B) Appariement de type Hoogsteen inverse. Les liaisons de
type Hoogsteen sont représentées en noires et les liaisons de type Watson et Crick en pointillées. (C) Structures
cristallographiques * d'un triplex d’ADN ; haut : vue le long de I’axe de la double hélice ; bas : vue de haut le

long de I’axe d’enroulement de la double hélice.

[1.1.3.2  Quadruplex et i-motif

Des répétitions inversées ou en miroir des bases qui composent ’ADN forment des
palindromes. Ces séquences peuvent se lire dans les deux sens par rapport a un point central,
soit sur le méme brin soit sur les deux brins.
Exemple : 5 —A-T-C-G-G-C-T-A-3’ palindrome intra-brin

5" — A-A-C-G-T-T- 3’

3’ - T-T-G-C-A-A- 5’
La présence de palindrome dans ’ADN peut produire des structures cruciformes (Figure 1.
9a) ou en épingle a cheveux (Figure 1. 9b), par appariement intra-brin. Ces structures
tertiaires forment des jonctions ou des boucles dans la double hélice, comme par exemple les

quadruplex ou les i-motifs.’
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Figure 1. 9 : Schéma de structures tertiaires de I’ADN

L’exemple le plus connu est la structure des extrémités des chromosomes eucaryotes. Chacun
commence et termine par des séquences riches en guanine et cytosine. Ces séquences,
appelées télomeres, sont nativement structurées en double hélice. Chaque brin de ce duplex
peut cependant se structurer différemment : le brin riche en guanine peut former des G-
quadruplex d’ADN appelés G4 tandis que le brin riche en cytosine peut se structurer en i-
motifs.

La succession de bases guanine permet la formation de liaisons hydrogéne de Hoogsteen entre
4 bases : cet appariement forme un quartet plan de guanines. Ces quartets sont stabilisés par la
présence d’un cation, souvent le sodium, encapsulé au centre du quartet de guanines. Ces

quartets s’empilent ensuite parallelement pour former un G-quadruplex d’ADN (Figure 1.

10).

Ty Gl-¢ |
N>_g:o"" \o(\ G16
s L\l A
N HT = C \¢
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<T\1/*|\N/)'\ e NN N
B N

Figure 1. 10: (4) Liaisons hydrogéne dans un G quartet, (B) Structure intramoléculaire des G quadruplex , (C)

et (D) Structures cristallographiques'’ d’un G-quadruplex vu de cété et le long de ['axe central.

L’enchainement de bases cytosines permet la formation de i-motifs d’ADN grace a un
appariement de Hoogsteen inverse entre deux cytosines. Ces dimeres peuvent ensuite
s’empiler parallelement en effectuant une rotation de 90° les uns par rapport aux autres.

(Figure 1. 11)
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Figure 1. 11: (A) Appariement de Hoogsteen inverse dans un dimére de Cytosine -Cytosine, (B) représentation
intramoléculaire des i-motifs, (C) et (D) Structures cristallographiques'’ d’un i-motif vu par le haut et le long

de ['axe de ['hélice.

L’ADN peut donc adopter différentes conformations spatiales qui jouent toutes un role

essentiel dans le vivant.

1.2 De la cellule a I'étre vivant

Dans le régne animal, I’ADN est situé dans le noyau de la cellule (Figure 1. 12). Chaque
noyau cellulaire mesure environ 10 microns et contient approximativement 1 metre d’ADN.
Celui est donc fortement compacté. La double hélice d’ADN d’un diamétre de 2 nm s’enroule
autour de protéines de compaction appelées histones pour former le nucléosome d’un
diametre de 11 nm : c’est la spiralisation de premier ordre. Le nucléosome est ensuite spiralisé
pour former le nucléofilament, qui adopte lui-méme des niveaux d'organisations plus
compacts pour atteindre un diametre de 300 nm. Des protéines non-histones dites
« d’échafaudages », permettent alors une compression finale pour obtenir la chromatine d’un
diametre de 700 nm. Finalement une derniere étape de densification de la chromatine permet
la structuration en chromosome, le support morphologique de I’information génétique.
Malgré cet énorme degré de compaction, 'ADN doit étre rapidement accessible afin de
permettre son interaction avec la machinerie cellulaire et assurer le transfert de 1’information
génétique selon le dogme : réplication, transcription et traduction (Figure 1. 13).

La réplication de I’ADN s’effectue dans le noyau de la cellule. C’est un mécanisme complexe
au cours duquel la quantit¢é d’ADN est doublée, ’ADN parental est copi¢ en ADN fils de

méme séquence nucléotidique et parfaitement superposable a I’ADN parent (Figure 1. 13 1).
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Figure 1. 12 De I’ADN a la cellule (vef http://georges.dolisi.free.fr/Transmission_vie/2 cycle_cellule.htm)

L’ADN fils est ensuite transcrit, toujours dans le noyau de la cellule, en acide ribonucléique
monocaténaire appelé I’ARN messager (noté ARN,,) (Figure 1. 13 2). L’ARN,, est ensuite
transporté dans le cytoplasme pour y étre « traduit ». En effet, les ribosomes traduisent le code
a 4 lettres des bases azotées de I’ARN,, (Figure 1. 13 encart) en un code a 22 lettres : celui-
des acides aminés (Annexe 1). La lecture de I’ARN,, s’effectue par « syllabe » : 3 bases par 3
bases appelées des codons. Les acides aminés sont ensuite assemblés lors de la traduction
pour former les « phrases » du vivant : les protéines (Figure 1. 13 5 et 6). Un codon va,
comme son nom 1’indique, coder pour un acide aminé. La traduction comporte trois phases.
Lors de la phase d’initiation, le ribosome constitué d’une grande et d’une petite sous unité
reconnait le codon d’initiation AUG porté par ’ARN,, et s’y fixe. La seconde phase est la
phase d’¢longation de la chaine polypeptidique durant laquelle les acides aminés sont activés
par I’ARN; puis transportés au site de traduction du complexe ribosome-ARNy,. La derniére
phase est la phase de terminaison durant laquelle la protéine est libérée lorsque le ribosome
détecte un codon «stop ». Le complexe de traduction se désassemble pour libérer une
protéine. Les protéines nouvellement synthétisées sont dirigées dans la cellule selon leurs
fonctions, et peuvent s’assembler entres elles, former des tissus, des organes pour enfin ne

faire partie que d’un seul ensemble : un étre vivant.
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Figure 1. 13: 1) Réplication 2) Transcription 3) L’ARNm transcrit est transporté dans le cytoplasme. 4)
Traduction-initiation. 5) Traduction-Phase d’élongation 6) Traduction-terminaison. Les encarts a gauche

représentent les bases de '’ARN A U G C ainsi que la structure d’un nucléotide

C’est donc a partir d’un code a quatre lettres A, T, C et G qu’est déterminé tout ce qui était, est
ou sera dans le vivant. Les différents enchainements de ces 4 bases dans I’ADN, les
différentes lectures effectuées par la machinerie cellulaire créent la diversité génétique et a
permis, selon le dernier recensement mondial, de coder pour 7 milliards d’étres humains
différents.

Une seule perturbation lors de I’une des trois étapes du dogme peut entrainer de trés graves
conséquences : maladies génétiques, congénitales ou encore des cancers. Comprendre
comment interagit I’ADN avec des protéines de la machinerie cellulaire, ou avec des agents
exogenes (polluants, médicaments, etc.) au niveau moléculaire est donc essentiel pour
permettre le développement de nouveaux outils diagnostiques performant ainsi que de

nouveaux candidats médicaments.

1.3 L'ADN en (inter)action

Les interactions au niveau moléculaire d’'un composé avec I’ADN dépendent de la nature et
de la taille de ce composé. Différentes interactions sont mises en ceuvre : liaisons hydrogene,
¢électrostatiques, de coordination, ou de #z—stacking. Elles déterminent la voie de
reconnaissance de I’ADN, par le grand sillon, le petit sillon ou par un phénomene
d’intercalation entre les paires de base de I’ADN. Dans le vivant, I’interaction de I’ADN avec

les protéines de la machinerie cellulaire est le phénomene de reconnaissance prépondérant.

40




Chapitre I I-L’ADN

Afin de décrire ces interactions ADN-protéines, nous allons nous focaliser sur les interactions

du polymorphe B de I’ADN.

I.3.1 Reconnaissance de I’ADN par des protéines

I.3.1.1 Les protéines, en bref

Les protéines, issues de la traduction de I’ARN,, par les ribosomes, sont de grosses molécules
biologiques composées d’a-acides aminés chiraux liés entre eux par une liaison peptidique de
type amide plane (Figure 1. 14). Les acides aminés dits « naturels » sont au nombre de 22 et

sont généralement représentés par un code a 3 ou 1 lettres. (Annexe 1)

AAl AA2

R i i
Ny
N-ter - * \C/N\f/, Y C-ter

-

N
“H,N§ * lcoo H ]

(@) R

(a) (b)

Figure 1. 14:(a) o-amino acide de configuration L composé une extrémité amine, d’une extrémité acide

carboxylique et d’une chaine latérale R variable. (b) Représentation d’un enchainement de deux acides aminés

AAI et AA2, liés par une liaison peptidigue.

On différencie peptides et protéines selon leur voie de métabolisation et leur taille. En effet,
un peptide est un enchainement de moins de 50 acides aminés. Les peptides sont issus de la
traduction de I’ARN,, (polypeptides) ou de syntheéses enzymatiques, alors que les protéines
sont de longues chaines polypeptidiques ayant subi des modifications post-traductionnelles
et possédant une structure tertiaire voir quaternaire. Les peptides sont donc de petites chaines
polypeptidiques ne possédant pas de structuration spatiale complexe.

La séquence des acides aminés détermine les structures locales de la protéine. La nature des
chaines latérales des acides aminés portant des groupes chimiques donneurs ou accepteurs de
liaison hydrogene, hydrophobes, aromatiques, chargés, neutres détermine la structuration en

hélice a, feuillet B, coude B ou la non structuration en pelote statistique.
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Hélice a

La forme hélicoidale de I’hélice a résulte de la formation de ponts hydrogéne entre le
groupement C=0 d’une liaison peptidique i et le groupement N-H de la liaison peptidique
i+4. Chaque tour complet de la spirale est constitué¢ d’environ 3,6 résidus acides aminés pour
assurer 1’alignement des groupements C=0O (pointant vers le haut) et N-H (pointant vers le
bas). Les groupements latéraux «R» sont orientés vers 1’extérieur, perpendiculairement a 1’axe

de I’hélice, de maniére a minimiser 1’encombrement stérique (Figure 1. 15).

A
i Structure o-hélice droite
i pas : 0,54 nm
H 3.6 résidus par tour
N T liaison hydrogéne
pas ! entre O du C=0 du résidu i
0,54 nm : et H du NH du résidu (i +4)
sens du
peptide

Figure 1. 15: Représentation d’une hélice o (réf cours de licence STE biochimie 1, Université d’Aix-Marseille)

Feuillet 8

Dans un feuillet 3, il se forme des liaisons hydrogéne entre des chaines peptidiques disposées
parallélement les unes par rapport aux autres. L'ensemble forme un plan : c’est un feuillet 8
plissé. L’orientation de la chaine (N-ter=> C-ter) des deux brins adjacents est soit identique
(feuillet parallele B) soit opposée (feuillet anti-parallele B). Les groupements latéraux R sont

orientés alternativement de part et d’autre, vers I’extérieur de chaque feuillet (Figure 1. 16).
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Structure en feuillet plissé f

brins antiparalléles

Figure 1. 16 : Représentation d’un feuillet 8 (réf cours de licence STE biochimie 1, Université d’Aix-Marseille)

Coude

Certaines régions des protéines ne sont pas structurées en arrangement périodique comme les
hélices a ou les feuillets 3. Cependant, ces segments protéiques semblent structurés car ils
contiennent un brusque changement de direction a 180° appelé coude B. C’est généralement
un cours segment de 2 a 4 résidus, contenant des liaisons hydrogeéne pontant le premier et le
dernier acide aminé du coude (Figure 1. 17 gauche). On appelle également « coude 3 » la
configuration particuliére induite par le noyau pyrrolidine de la proline. La présence d’une
proline dans la séquence peptidique permet un changement de direction sans nécessiter la

présence de liaisons hydrogéne entre d’autres résidus (Figure 1. 17 encadré droit).

" | 4+ _ Liaison peptidique impliquant une pmlirg
o
Remar” NG R ~_]
Y
SO # ,9-@ = R g
\ E z (O a& / ~ /
o o H ’ L=N
N | H c=0 Ao
l|{ - +
! Conformation trans Conformation cis
Coude P 4 4 résidus

Figure 1. 17 : Représentation d’un coude [ (gauche) et de la conformation induite par la présence d’un noyau

proline (encart doit) (Extrait du cours de licence STE biochimie 1, Université d’Aix-Marseille)
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Pelote statistique

C’est un arrangement non périodique et non structuré de la chalne peptidique. Sa
conformation dans I’espace obéit uniquement aux contraintes locales.

Une protéine sera donc composée d’un assemblage de segments peptidiques de conformation
hélice a, feuillet B, coude B et de segments non structurés. C’est la composition chimique des

segments qui fixe I’arrangement spatial protéique final et détermine son mode d’interaction

avec I’ADN.

[.3.1.2  Interactions protéines-ADN

Les facteurs de transcription sont des protéines ayant pour role de réguler 1’expression des
genes par interaction avec la double hélice de I’ADN. La reconnaissance de ’ADN par les
facteurs de transcription est basée sur des motifs structuraux particuliers des protéines : les
motifs Hélice-Tour-Hélice (HTH), les motifs a doigts de zinc (Zif issu de zinc finger en
anglais), et les motifs leucine zipper (Zip).

La taille importante de ces protéines impose une reconnaissance de I’ADN via le grand sillon.
Cette reconnaissance est essentiellement basée sur la formation de liaisons hydrogene
spécifiques entre les bases de ’ADN et les chaines latérales des acides aminés. Il existe une
corrélation entre la séquence en bases de I’ADN reconnue et la séquence d’acides aminés de
la protéine de reconnaissance, mais celle-ci est complexe et dépend de nombreux facteurs.

Les motifs HTH

Les motifs HTH représentent 1/3 des motifs de reconnaissance des protéines liant I’ADN.
Ces structures sont composées de deux hélices o (notées H; et Hy), reliées par un espaceur
peptidique non structuré (Figure 1. 18). Ces fragments HTH sont relativement courts, de 20
acides aminés environ. C’est 1’hélice H, qui est responsable de la reconnaissance spécifique
de PADN." Les acides aminés impliqués dans le phénoméne de reconnaissance sont
majoritairement les arginines (groupement guanidinium), les histidines (noyau imidazole), la
lysine (ammonium) ou encore les acides aspartique ou glutamique', qui sont donneurs ou

accepteurs de liaisons hydrogene.
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Figure 1. 18 : (a) Modélisation de I’interaction d’une protéine dimérique a motifs HTH via le grand sillon de
I’ADN [PDB code 1Imb (3)]. Les sous unites HTH sont surlignées en noires (b) Représentation d’un motif
HTH.”

Les motifs a doigts de zinc (Zif)

Les facteurs de transcriptions a meotif Zif contiennent une séquence consensus d’acides
aminés conservée dans toutes les protéines de cette famille. Ces séquences comportent moins
de 30 acides aminés, et sont repliées en feuillet B—feuilletB—hélice a.. Cet enchainement o
est stabilisé par la chélation d’un ion zinc par les chaines latérales de 2 cystéines portées par

un feuillet B et par les noyaux imidazole de 2 histidines de I’hélice o (Figure 1. 19 B).

A B C

Cy-X.4-Cy$- Xs-Phe- X;-Leu-X,-Hi$-X;-Hig

Séquence consensus

Figure 1. 19 : A) Représentation schématique d’'une structure a doigts de zinc et sa séquence consensus. X
représente les acides aminés non conservés dans la séquence et n leur nombre. B): Structure a doigt de zinc
extraite de la PBD (fichier 1TF3). Les acides aminés impliqués dans la liaison au métal (sphére grise) sont

représentés en bdtonnets (Cystéine sur le feuillet f — Histidines sur I’hélice ). C) : Structure d’une protéine a
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doigts de zinc Zif268 en interaction avec I’ADN, extraite de la PDB (141K). Les protéines sont en bleue, '’ADN

. .14
en orange et les zinc en gris.

Un acide aminé non conservé a I’extrémité C-fer des motifs a doigts de zinc est souvent
responsable de la reconnaissance spécifique de ’ADN. Cet acide aminé est symbolisé par un
carré gris sur la figure 19 A. La petite taille des segments protéiques a doigts de zinc limitent
la reconnaissance du duplex d’ADN a quelques paires de bases adjacentes, c’est pourquoi
plusieurs modules a doigts de zinc travaillent souvent de concert pour réguler I’expression des

15,16

genes via le grand sillon de I’ADN, comme sur la structure représentée sur la figure 19 C.

Les motifs Leucine zipper (Zip)

Les facteurs de transcriptions a motifs leucine zipper sont des protéines structurées en hélice
a. Elles contiennent des segments riches en leucine d’une trentaine d’acides aminés, appelé
Zip (Zip pour zipper en anglais). Les Zip sont des séquences répétées de septuplés ou chaque
leucine est séparée de la suivante par 6 acides aminés polaires (Figure 1. 20). Ce sont eux qui
induisent la dimérisation spécifique de deux Zip, et permettent une reconnaissance

simultanée des deux brins du duplex d’ADN.

A
grand sillon

septuplé répété

petit sillon :

bZip Leucine

Figure 1. 20 :Interaction d’un dimére leucine zipper avec le grand sillon de [’ADN.Les leucines sont

représentées en gris.C’est I'extrémité bzip qui reconnait I’ADN."”

La liaison a I’ADN est assurée par des séquences protéiques riches en acides aminés basiques,
situés vers I’extrémité N-ter de la protéine a motif leucine zipper. On nommera cette séquence
bZip (b = basique). Cette région basique facilite la liaison a I’ADN via le grand sillon en

interagissant avec les groupements phosphate de ’ADN.'®

46



Chapitre I I-L’ADN

Les facteurs de transcription représentent donc une grande famille de protéines de forte
diversité structurale, capable de reconnaitre spécifiquement I’ADN, a travers la formation de
liaisons hydrogenes, hydrophobes et €lectrostatiques. Les protéines ne sont cependant pas les
seules biomolécules capables de reconnaitre I’ADN. Les oligonucléotides, comme les ARN,

sont interagissent également spécifiquement avec la double hélice.

I.3.2 Reconnaissance par des oligonucléotides

La transcription de I’ADN nécessite la formation d’hybrides ADN-ARN reposant sur une
reconnaissance de I’ADN par une chaine polynucléotidique. Dans le vivant, les
oligonucléotides capables de reconnaitre I’ADN peuvent s’apparier soit selon le modele de
Watson et Crick comme I’ARN issu de la transcription, soit selon le modéle de
Hoogsteen/Hoogsteen inverse pour former des triplex avec la double hélice dans le grand
sillon de ’ADN. Cependant, la répulsion électrostatique de charge due aux groupements
phosphates des chaines nucléiques est défavorable. C’est pourquoi dans le vivant, ces
complexes ne sont que transitoires. Développer des composés nucléotidiques capables de
reconnaitre une séquence d’ADN particuliere peut €tre une voie de recherche pour la thérapie
génique. En effet, synthétiser une amorce nucléotidique peut permettre d’initier la
reconnaissance d’un géne en activant la machinerie cellulaire. A 1’inverse, celle-ci peut

également masquer une séquence codante et inhiber sa transcription.

1.4 ADN, cible thérapeutique

L’ADN est La molécule de la vie, définissant chaque étre vivant. La compréhension de la
complexité¢ de son mode de lecture par la machinerie cellulaire est indispensable pour
concevoir de nouveaux outils diagnostiques ou des médicaments. En effet, les maladies

génétiques, les cancers, les maladies congénitales trouvent leurs sources dans I’ADN.

1.4.1 Les acides nucléiques peptidigues

La formation d’une triple hélice d’ADN a visée thérapeutique, comme par exemple des
antiviraux (Vitraven, antiviraux ARN) ou des antigénes, composée uniquement de nucléotides

est difficile a cause de la répulsion de charge entre les groupements phosphates. Nielsen
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développa dans les années 2000, des mimes d’ADN appelés Acide Nucléique Peptidique
(ANP),"?° qui combinent les propriétés des protéines et de I’ADN. Les ANP sont des dérivés
d’ADN constitués d’un squelette polyamide neutre dans le but de diminuer la répulsion
électrostatique et ainsi faciliter les interactions avec I’ADN (Figure 1. 21). De taille variable,
ils peuvent interagir par la formation de liaisons hydrogéne via le grand sillon de I’ADN
suivant 4 scénarios dépendant de la séquence visée (Figure 1. 21 B) :

invasion du duplex,

double invasion du duplex,
formation d’un triplex,

GRGHOC

invasion d’un triplex induisant la formation d’une boucle d’ADN
libre.

Base Base

o] o 0 o % E 3
mﬁ/\/N\)J\H/\/N\)J\Hﬂ

[T

TTTIT

A B

Figure 1. 21 : (4) Structure générale des ANP (B) Représentation des différentes interactions des ANP (en gras)
avec I'ADN.”

L’utilisation des ANP comme outils de régulation des genes est cependant entravée par leurs
faibles taux d’incorporation cellulaire. C’est pourquoi, il est nécessaire de les coupler a des
peptides polylysine —polyphénylalanine connus pour augmenter le taux d’incorporation dans
les cellules bactériennes de type Escherichia Coli (E. Coli) et plus récemment dans les

. 21,22
cellules animales.”

1.4.2 Les complexes métalliques

En 1965, munis d’¢lectrodes de platine et d’un milieu de culture cellulaire a haute teneur en
chlore, Rosenberg et son équipe ont voulu tester la croissance de la bactérie Escherichia Coli
(E. Coli) sous I’influence d’un champ électrique. Ils se sont rendus compte pendant leur

expérience, que les bactéries devenaient filamenteuses et ne se répliquaient plus : le processus
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de division cellulaire était bloqué.”® Ce fut la découverte fortuite du cis-Pt, 'un des six

complexes de platine utilisés comme agents anti-cancéreux dans le monde

1.4.2.1 Les complexes de Pt(1I)

Le cis-Pt est le premier composé anticancéreux a base de platine au degré d’oxydation II. Il
est composé de deux ligands ammoniac et deux ligands chlorures, sensibles aux substitutions
nucléophiles. Dans le sang, la concentration élevée en chlorure permet de conserver le cis-Pt
sous sa forme native (Figure 1. 22). Par contre, lorsque le cis-Pt entre dans les cellules, il est
rapidement hydrolysé pour obtenir la forme active [Pt(H,0),(NH3),]**, qui peut alors

interagir avec les biomolécules et notamment I’ADN.

2+
HsN,, NH; H3N,J‘Pt \WNH;3
Pt — )
4
CI( \CI H;O \OHz
cis-Pt [Pt(NH3)2(H,0),1* N
Guanine H/ Cytosine

Figure 1. 22 : Structure du cis-Pt et de sa forme activée [Pt(H,0),(NH3),J*", représentation de la coordination

du Pta l’atome N; de la guanine

Les structures cristallographiques obtenues par I’équipe de Lippard ***> ont montré que le cis-
Pt interagissait avec I’ADN via le grand sillon par la formation d’une liaison de coordination
entre le métal et I’atome d’azote N; des bases guanines de I’ADN. Cette interaction est
irréversible et la formation de 1’adduit du cis-Pt avec I’ADN induit une distorsion de la
double hélice. L’ADN 1ésé ne peut alors plus étre reconnu par la machinerie cellulaire.

L’action du cis-Pt conduit ainsi la cellule a I’apoptose, une mort cellulaire précoce.
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Neda-Pt Carbo-Pt Oxali-Pt
H
O H,N o 2 o
3 vl |N O
Spr 7\ VAN
VAN H3;N o N o)
HsN (o] H,
(o]
Hepta-Pt loda-Pt
(o) (0]
H H,
fo) 2
N\Pt/o N\Pt/o
s \ 4 \
o NH, o NH, o
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Figure 1. 23 : Les complexes de Pt(Il) anti-cancéreux utilisés en clinique a travers le monde.

De par sa sensibilité aux substitutions nucléophiles, le cis-Pt interagit avec tous les substrats
nucléophiles présents dans la cellule, entrainant des effets secondaires indésirables (nausée,
vomissement, toxicité rénale). D’autres complexes de Pt(Il), composés de ligands moins
labiles ont donc été développés. A ce jour, on compte 6 complexes de Pt(I) utilisés en
clinique dans le monde : cis-Pt, carbo-Pt, oxali-Pt, neda-Pt (Japon), ioda-Pt (Chine) et
I’hepta-Pt (Corée du Sud) (Figure 1. 23). Ces complexes ont une activité anticancéreuse mais

restent tres toxiques.

Pour obtenir de nouveaux complexes de plus forte activité anticancéreuse mais moins
toxiques, de nouveaux concepts ont été utilisés. Cela sous-entend le développement d’agents
possédant un mode de reconnaissance de ’ADN différent des complexes de Pt(II) exposés
précédemment.

L’exemple le plus connu est le complexe trans-Pt ou BBR3464 (Figure 1. 24), développé par
I’équipe de Farrell. Le BBR3464 est un complexe multi-nucléaire polycationique, dans
lequel les coeurs platine sont pontés entre eux par des espaceurs éthylénediamines flexibles.
Ne contenant pas de groupe partant, son mode d’interaction avec I’ADN diffeére des
complexes de platine traditionnels. Des adduits bi-fonctionnels avec I’ADN sont formés,
induisant un changement de conformation : ’ADN passe d’une hélice droite B-(ADN) a
gauche Z-(ADN).?® Ce changement de conformation irréversible et la formation de bis-adduit

a I’ADN lui conférent une trés forte activité anticancéreuse.
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4+
C| NH3 H3N H2N = (CH2)6 - NH2 NH3
/ N s

Pt Pt Pt

N\ /
AN AN 7\
HaN N— (CH)s — N NH;  HsN Cl

Hy Hy

Figure 1. 24 : Structure du complexe de Pt(Il) BBR3464

Un complexe de platine octa-cationique a ¢té¢ congu sur le méme modele. Celui-ci a permis
de mettre en évidence un nouveau mode de liaison a I’ADN par interaction avec le squelette
sucre-phosphate. C’est a ce jour I’un des seuls complexes métalliques Pt(Il) a induire un effet

cytotoxique dans des cellules cancéreuses sans former d’adduits aux N7 des bases puriques de

I’ADN. (Figure 1. 25)

8+
Ha
HsN-(CH,)g-N NH; HsN  H,N—(CHy)g-NH,  NHj
: N S N N4
Pt Pt Pt

VRN VRN VRN
H3N N—(CH3)s—N NH; H;N N——(CH3)g —NH;
H; H; H;

Figure 1. 25 : Structure du complexe octa-cationique de Farrell et structures cristallographiques (résolution 1.2
A)  du complexe en interaction avec le squelette phosphate d'un dodécamére de B-ADN
d(CGCGAATTCGCG)],”" %

Malgré les optimisations effectuées, ces complexes de Pt(Il) possédent toujours de nombreux
effets secondaires, en réponse a une mauvaise spécificité d’interaction. Des complexes de
platine au degré d’oxydation IV ont été synthétisés afin d’obtenir des pro-drogues dans le but

de diminuer ces effets secondaires.
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1.4.2.2  Les complexes de Pt(IV)

Le principe des pro-drogues est de masquer 1’activité d’un composé jusqu’a ce que celui-ci

atteigne sa cible (organe ou organite cellulaire). Le composé Ipro-Pt *°

est le premier
complexe de Pt(IV) pro-drogue a activité anti tumorale. Ce composé de platine au degré
d’oxydation IV est inactif. Apreés réduction in cellulo (perte de ligand hydroxo), la forme
réduite au degré d’oxydation +II donne le complexe actif qui crée des adduits a ’ADN de
type [Pt(NH,CH(CH3),),]. 11 est cependant moins actif que le cis-Pt et son mode d’action
est nettement plus lent. Basé sur ce modele, des optimisations ont été effectuées et de
nouveaux complexes comme le tétra-Pt et le satra-Pt ont été congus. Le satra-Pt est le
complexe « téte de file » de cette famille et est actuellement en phase clinique III. Son mode
d’administration par voie orale et son activité contre des lignées cancéreuses résistantes au

cis-Pt en font le candidat médicament a base de platine le plus prometteur actuellement

(Figure 1. 26).

9
H, OH H Cl 0
2
>—N,-,,,,F! ~Cl N,,“F! el HaN.,. | el
> Pt Pt “Pt.
>—N"|“'~C| N’|"~Cl O—N"’T“*Cl
H; H, H,
OH Cl OY
0
Ipro-Pt tétra-Pt satra-Pt

Figure 1. 26 : Structures des complexes de Pt(IV) a activité anticancéreuse.

Tous ces complexes de platine utilisés en clinique ou en développement ne possedent pas de
systeme de vectorisation. Leur vectorisation vers un tissu spécifique permettrait de diminuer
fortement les doses administrées et certains effets secondaires.

Des complexes de Pt(IV) photoactivables ont été développés pour diminuer les effets
cytotoxiques secondaires indésirables. L’activation du complexe de Pt(VI) en Pt(Il) est
induite par exposition a un rayonnement lumineux appliqué seulement sur les cellules
malades. Seuls les complexes présents dans les cellules tumorales irradiées sont réduit par
photoactivation et agissent comme anticancéreux par liaison au grand sillon des bases guanine
de I’ADN.

Il existe deux types de ligands photoactivables: les ligands iodure ou des ligands azoture

(Figure 1. 27). Les complexes diiodo, malgré leur grande photolabilité, sont facilement
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réduits par les groupements thiols présents a I’intérieur et a I’extérieur des cellules, entrainant
ainsi la formation d’ un complexe de Pt(Il) cytotoxique avant irradiation. ** ' ' Les
complexes diazotures sont plus stables in cellulo et conservent les propriétés cytotoxiques du

cis-Pt apres irradiation.

OH OH
H,

[N/,,"’ | ’\\\\\I H3N/,/l" | ‘\\\\\N3
N/Pt\l HsN/Pt\N
H, | | "N

OH OH

Figure 1. 27 : Complexes de Pt(IV) di-lodo et di-azotures

1.4.2.3  Autres complexes métalliques

L’utilisation de métaux de transition différents, comme le ruthénium dans des complexes
octaédriques est une autre piste pour la conception de métallo-médicaments innovants.

Le complexe KP1019 développé par Kepler’ est un complexe de Ru au degré d’oxydation
+III. Son mécanisme d’action n’est pas totalement élucidé mais les études effectuées
indiquent qu’il est probablement réduit in vivo en Ru(Il) et que c’est sa forme réduite qui se
coordonnerait aux atomes d’azote des bases puriques présentes dans le grand sillon de I’ADN.
Des complexes de Ru(III)-aréne « en tabouret de piano »,>° développés par 1’équipe de
Sadler, ont également montré des propriétés cytotoxiques sur des lignées cancéreuses. Le
mécanisme d’action fait intervenir la coordination du Ru(Il) a I’azote N7 des bases guanines et
I’insertion partielle du groupement aryle entre les bases de I’ADN. Ce mode d’action différent
du cis-Pt explique I’activité observée sur des lignées cancéreuses résistantes aux médicaments

classiques dérivés du Pt. (Figure 1. 28)

/Ru
HNT 4 N

G

Complexe Ru(lll) en tabouret de piano

KP-1019

Figure 1. 28 : Exemples de complexes de Ru(IIl)
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Cibler des séquences spécifiques et délivrer une molécule a un endroit précis de la double
hélice permettrait le développement de médicaments plus efficaces et mieux tolérés. C’est
pourquoi une meilleure compréhension des phénomenes de reconnaissance est nécessaire
pour augmenter la spécificité et donc 1’activité des médicaments. Le développement de
composés interagissant avec I’ADN en donnant un signal identifiable, comme I’émission de
photon, est donc important pour la compréhension des phénomeénes de reconnaissance et

également pour 1’obtention d’outils diagnostiques.

I.5 ADN et sondes

Les outils de détection de I’ADN ont pour but de détecter la présence d’ADN, ses différentes

structures et séquences et ainsi permettre un ciblage de I’ADN in vitro et in vivo.

Tres utilisés en biologie, de nombreux fluorophores organiques permettent de révéler I’ADN :
on les appelle des « DNA stainer ou révélateur de I’ADN ». Les interactions mises en jeu sont
majoritairement des interactions de type électrostatique via le petit sillon de ’ADN. Les
fluorophores les plus couramment utilisés sont des dérivés des benzamidines comme le DAPI

ou des dérivés des bis-benzimides, comme ceux de la famille Hoechst. (Figure 1. 29)

H
HN H N
\ N NH »
H,N O / O Me HN E
NH, NH+
DAPI HOECHST
groupement benzamidine groupement bis-benzimide

Figure 1. 29 : Fluorophores organiques interagissant via le petit sillon de ’ADN

Ces fluorophores interagissent avec tous les types d’ADN possédant un sillon de taille adapté.
Le ciblage de séquences spécifiques de I’ADN permettrait de détecter sélectivement des
structures tertiaires comme des structures tertiaires les jonctions en épingle a cheveux
formées lors de la transcription ou les quadruplex présents dans les télomeres. Néanmoins, le
développement d’outils de reconnaissance par liaisons hydrogéne est délicat car la
reconnaissance est basée sur de multiples liaisons hydrogéne possédant des géométries

précises. La présence d’un excédent de liaisons hydrogéne ou d’un nombre de liaisons trop
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faible entrainent une perte de spécificité¢ de reconnaissance. L’élaboration de telles substrats
est donc tres délicate.
C’est pourquoi I’équipe du Pr. Hannon a développé des cylindres supramoléculaires de 1 nm

de diametre et 2 nm de long, composés de trois ligands pyridyl(imine) coordonnant deux ions

Fer(Il) (Figure 1. 30), pour mimer les hélices o des protéines possédant des motifs a doigts de
3

zinc.!

ADN

Figure 1. 30 : Haut :Conception d’une triple hélice cylindrique supramoléculaire capable d’interagir avec
I’ADN.” Bas : Interaction du cylindre supramoléculaire (boules) avec un hexanucléotide d’ADN en épingle a

cheveux (bdtonnets) au centre de la jonction (PBD 2ET0). 7

La taille du cylindre empéche toute interaction via le petit sillon de I’ADN. La cristallisation
du cylindre en présence d’ADN a mis en évidence un nouveau mode de liaison a I’ADN par
reconnaissance d’une jonction en épingle cheveux spécifique dites en H. Le cylindre
supramoléculaire de triple hélice est capable de détecter ces jonctions par interaction
hydrophobe des phényles avec les bases de I’ADN au centre de la jonction. (Figure 1. 30) La
substitution du Fe(II) par un métal inerte possédant des propriétés photophysique, le Ru(Il), a
permis le développement d’une triple hélice bis-ruthénium (II) présentant une augmentation
du signal de fluorescence en présence d’une quantité croissante d’ADN.** Ce type de

composé ouvre la voie vers des agents de ciblages métalliques pour la thérapie génique.
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L’équipe de Barton aux Etats-Unis s’est aussi intéressée a la détection de ’ADN par des
complexes métalliques. Elle a exploré une autre voie de reconnaissance et a été une pionnicre
dans le développement de complexes métalliques capable de reconnaitre I’ADN via le

phénomene d’intercalation.

I.5.1 Phénoméne d'intercalation

Le phénomene d’intercalation dans I’ADN a été proposé par Léonard Lerman en 1961, pour
caractériser I’interaction entre I’ADN et la proflavine, un tricycle aromatique de la famille des
acridines (Figure 1. 31).” Les intercalants de ’ADN sont des molécules, généralement
planes, aromatiques et cationiques, capables de reconnaitre I’ADN par insertion entre deux
paires de bases adjacentes. L’interaction repose donc sur le z-stacking entre les bases azotées
de I’ADN et le composé intercalant. La présence de liaisons électrostatiques et de liaisons H
supplémentaires stabilisent ’interaction de I’intercalant avec I’ADN. L’action d’un intercalant
est donc double: induction de cancers dans des cellules saines par effet mutagene
(perturbation d’une des trois étapes du dogme) ou effets cytotoxiques dans des cellules

malades par inhibition des mécanismes de réparation.

H
OH O HN ~N~on

|
OH O HN \/\H/\/OH

intercalant

Bromure d’Ethidium Mitoxantrone

i W bis-intercalant
H,N N NH, )

Proflavine Doxorubicine

Figure 1. 31 : Structures d’intercalants connus de I’ADN. L’encart est une représentation schématique du

phénomene d’intercalation d’un composé dans I’ADN.

Les intercalants de I’ADN sont trés nombreux. On peut citer par exemple le bromure
d’éthidium (BET) (Figure 1. 31) utilisé en biologie pour révéler I’ADN lors d’expérience de
migration sur gel d’agarose.La toxicité du BET est reconnue par le classement CIRC (Centre
International de Recherche sur le Cancer) comme agent mutagéne. C’est le noyau

phénanthridinium qui s’intercale dans I’ADN. Les dérivés de 1’acridine, comme Ila
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proflavine, premier agent intercalant découvert, sont également utilisés en biologie pour
marquer les cellules et permettre de visualiser les noyaux cellulaires. L’activité¢ des
proflavines est double: a la fois médicamenteuse par inhibition des enzymes télomeérases dans
les cellules malades mais également toxique, par intercalation dans les cellules saines.
D’autres intercalants, comme le mitoxantrone ou la doxorubicine (famille des
anthraquinones) sont des agents intercalant anticancéreux (Figure 1. 31).

Trés peu d’intercalant reconnaisse spécifiquement une séquence d’ADN. L’utilisation de
noyau intercalant pour étudier les mécanismes d’interaction avec I’ADN ne permet en général
pas de cibler des sites spécifiques. Le couplage d’un noyau intercalant a un métal peut se
révéler trés efficace pour augmenter la spécificité de reconnaissance, absente pour

I’intercalant seul.

I.5.2 Les complexes de reconnaissance intercalant de I’ADN

Comme dit précédemment, Barton fut une des pionnicres dans le développement d’outils de
reconnaissance de I’ADN par des complexes dit « métallo-intercalants ». La détection de
I’interaction est alors possible grace a la luminescence centrée sur le métal. La combinaison
d’un composé intercalant et des propriétés luminescentes, dans I’infrarouge pour les métaux
de transition ruthénium et rhodium, font de ces complexes d’excellentes sondes de I’ADN.
L’équipe de Barton a montré que les complexes octaédriques de Rh(III), contenant au moins
une unité intercalante permettaient une reconnaissance énantiosélective de I’ADN
polymorphe B. La cristallisation du complexe A—()L-[Rh[(R,R)Meztrien]phi]yr en présence
d’un duplex octamérique d’ADN contenant la séquence cible 5’-TGCA-3’, a permis
I’obtention d’une des premieres structures cristallographiques d’un complexe octaédrique
intercalé dans une séquence spécifique d’ADN (Figure 1. 32).% 37 Cette interaction
spécifique par intercalation dans I’ADN est capable d’inhiber la reconnaissance de cette
séquence par les protéines de liaisons a I’ADN.

D’un point du vue mécanistique, I’intercalation se déroule via le grand sillon de ’ADN
(Figure 1. 32), avec le noyau aromatique phi en interaction de 7-stacking avec les orbitales ©
des bases situées sur le flanc de ’ADN. La structure obtenue par diffraction des rayons X
confirme également que lors de I’intercalation d’un composé entre les paires de bases de la
double hélice, la structure de I’ADN s’étire. Les bases participantes s’affaissent, induisant un

léger désenroulement du pas de I’hélice.
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A-o-[Rh[(R,R)Me,trien]phi]**

Figure 1. 32 : Structure du complexe A—a—[Rh[(R,R)Mestrien]phi**et la structure cristallographique **
(résolution 1.2 A) de ce complexe en interaction avec un octamére d’ADN. Les liaisons hydrogéne sont

représentées en pointillés.

La présence du Rh(IIl) coordonné au noyau phi permet d’induire une sélectivité de
reconnaissance de I’ADN inexistante pour le composé phi libre. En effet le complexe
métallique est chiral et induit spécificité de reconnaissance, détectable grace a la
luminescence du métal. Un autre exemple de ce phénomeéne est mis en évidence avec le
complexe [Ru(phen);]** (Figure 1. 33). Ce complexe reconnait I’ADN par intercalation d’un
des trois noyaux phénanthrolines. La phénanthroline seule ne posséde aucune sélectivité de
reconnaissance de I’ADN et s’intercale toutes les deux paires de bases selon le « principe
d’exclusion des plus proches voisins ». La coordination d’un ion Ru(II) permet une
reconnaissance énantiomérique de I’ADN : les conformeéres droit et gauche ne reconnaissent
pas les mémes séquences d’ADN et ne s’intercalent pas de la méme maniére.

L’augmentation de la taille des noyaux intercalants permet d’augmenter I’affinité pour
I’ADN, en augmentant la surface d’interaction entre les paires de bases et le composé. Le
complexe [Ru(Phen),dppz]*" (Figure 1. 33) est un complexe intercalant de trés haute
affinité (Kgissociation = 10° M),39 conservant les propriété chirales de reconnaissance du
complexe [Ru(phen)3]2+.

L’augmentation de la taille des cycles a également pour but d’augmenter la lipophilie des

complexes, et ainsi de faciliter leur entrée dans les cellules.
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[Ru(Phen);]* [Ru(phen),(dppz)]**
unité intercalante

Figure 1. 33 : Complexes de ruthénium intercalant de I’ADN

Ces nouveaux complexes a cycle étendus interagissent également de maniere différente selon
leur conformation (droite ou gauche) et selon la séquence d’ADN. On distingue alors le
phénomene de métallo-intercalation et de métallo-insertion (intercalation partielle). On ne
peut cependant pas étendre la taille des aromatiques a I’infini, sous peine de perdre la
capacité d’interaction avec I’ADN. En effet, avant de s’insérer entre les paires de bases, les
complexes intercalant doivent &tre capables d’entrer via les sillons de I’ADN. Un composé
trop gros et trop rigide ne s’orientera donc pas correctement.

Les complexes de la Figure 1. 34 sont une famille de complexes de rhodium(III)
octaédriques possédant un noyau aromatique de la famille des chrysénes. ***!

La taille importante de leurs motifs de reconnaissance n’autorise pas une reconnaissance de
I’ADN natif. Néanmoins le noyau chrysi une fois coordonné au métal, est capable de
reconnaitre un mésappariement entre les paires de bases. Il entre par le petit sillon du site
tronqué et expulse la base non complémentaire. Ce sont les tous premiers complexes
capables de reconnaitre les sites thermodynamiquement instables de I’ADN avec une affinité
micromolaire.

R
- - ‘ S N ‘ =
=N N__~
R=H

HDPA
R=Me MeDPA
R=(CH,),OH  DPAE

[Rh(N-N)(chrysi)]>* DIP Phen

Figure 1. 34: Complexes de la famille des chrysénes (chrysi) capable de reconnaitre les bases non
complémentaires dans une séquence d’ADN (bpy : bipyridine ; Phen : phénanthroline, HDPA : dipyridyl-
amine ; MeDPA : méthyl-dipyridyl-amine ; DPAE : bis-disphénylarsinoethane ; DIP : di-phénylphénanthroline)
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D’autres métaux possédant des propriétés spectroscopiques ont été étudiés et couplés a des
unités de reconnaissance de I’ADN, comme les lanthanides. En effet, de par leurs propriétés
spectroscopiques exceptionnelles, ils représentent des outils a fort potentiel pour étudier les
interactions entre biomolécules.

Le complexe bis-intercalant hétérométallique « élément f-élément d » [ Nd-Pt;], développé par
I’équipe de Pikramenou (Figure 1. 35B) est un exemple singulier de complexe intercalant. 11
comporte deux complexes de métal de transition, le Pt(Il), assurant ’interaction avec I’ADN
et un métal f lanthanide : le néodyme (III) assurant la détection de I’interaction avec I’ADN

grace a ses propriétés de luminescence.

HO NNN\/\N OH
rk A/j:r
HN" O 07 NH +
? ?
A

Figure 1. 35 : Schéma de synthése « one pot » du complexe B intercalant hétérométallique [NdPt,] et (C)

, . . ;. \ . . 42
schématisation de sa structure en épingle a cheveux en interaction avec I’ADN.

La simplicité de synthése en « on-pot» du complexe (Figure 1. 35) et sa conformation
spatiale en épingle a cheveux sont trés originales. Des mesures de dichroisme linéaire,
permettant de visualiser 1’orientation du complexe (// ou L) par rapport a 1’axe de la double
hélice, ont montré que les noyaux terpyridines du complexe étaient perpendiculaires a I’axe
de I’hélice de I’ADN, donc intercalés entre les paires de bases. L espaceur polyiminodiacétate
coordonnant ’ion néodyme se situe lui dans le sillon de ’ADN (Figure 1. 35C).*

Des complexes de Ln®" fonctionnalisés par d’autres noyaux intercalants ont été utilisés pour
reconnaitre ’ADN, comme le noyau anthraquinone dans le complexe [anthraquinone-
(GA(DOTA),],” le noyau phénanthridinium dans le complexe [Tb(phénanthridinium)] ou
encore des dérivés chroméno-pyridinones dans le complexe [Tb(bis-chroméno-pyridinone)]

(Figure 1. 36).
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Figure 1. 36: Complexes de lanthanides intercalant de [I’ADN A) [anthraquinone-(Gd(DOTA)),] B)
[Tb(phénanthridinium)]; C) Complexe [Th(bis-chromenopyridinone)] intercalant de I’ADN capable de détecter

les différentes phases de la mitose. Image extraite de la référence *

Ces trois complexes possédent un cation lanthanide qui permet de détecter la présence d’ADN
grice 4 la relaxivité pour le complexe de Gd*" ou la luminescence de I’ion Tb>*. Le complexe
C de la Figure 1. 36 présente la capacité de détecter les différentes phases de la mitose

cellulaire.

L’insertion d’un métal a donc permis de développer des sondes de I’ADN luminescentes et
permet dans certains cas, d’augmenter la spécificité de reconnaissance. Cet axe de recherche
est en conséquence, une aire de jeu pour le chimiste de coordination supramoléculaire.
L’intérét grandissant du développement de sondes capables de détecter des interactions
supramoléculaires et les potentialités des ions lanthanides nous meéne donc tout naturellement
a nous intéresser a ces métaux.

Qu’est qu’un lanthanide ? Que sont les phénoménes de luminescence des ions Ln’" et de

relaxivité du Gd**? Comment expliquer ces propriétés ? En répondant & ces questions, nous
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pourrons exploiter librement et a notre avantage toutes les propriétés des lanthanides qui les

rendent si singuliers.
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n LES LANTHANIDES

«Les terre rares nous rendent perplexes dans nos recherches, nous déroutent dans nos
spéculations et nous obsédent dans nos réves. lls sont comme une mer inconnue sétendant

a nos pieds, raflleuse et mystérieuse, nous murmurant détranges révélations et possibilités.»

Sir William Crookes
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L’utilisation des lanthanides comme sondes d’interactions supramoléculaires entre deux
molécules nécessite de comprendre leur propriétés. La citation de Sir William Crookes refléte

avec justesse la chimie si particulieére de ces métaux.

Selon la nomenclature officielle de I'IUPAC (International Union of Pure Applied
Chemistry), la série lanthanide (Figure 1. 37) regroupe les éléments de numéro atomique 58
(cerium) a 71 (lutécium). Si I'on ajoute le lanthane Z=57, on parle de la série des
lanthanoides. Par un abus de langage ou coutume de laboratoire, on substitue trés souvent le
terme lanthanoide par lanthanide. Si, dans cette série lanthanoide, on inclut le scandium

(Z=21) et I’yttrium (Z=39) on obtient la série des ¢léments appelés les terres rares.
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Figure 1. 37 : Tableau périodique

II.1 Historigue

L’histoire des lanthanides débute en 1787 quand un lieutenant de 1’Artillerie de 1’armée
suédoise, Carl Axel Arrhenius, découvre dans une carriere de Feldspath pres d’Ytterby une
étrange pierre noire. Le manque de personnel au département chimique de I’Université de
Stockholm a repoussé les analyses de ce minerai a 1794 : un nouvel élément est alors
découvert D'yttrium (Y). C’est le début de la chimie des lanthanides. Les propriétés
inhabituelles de ces €léments et leur capacité a se « cacher » dans les minerais leur ont valu le

nom de « terre rares ».

65



Chapitre I ll-Lanthanides

I1.2 La chimie des lanthanides

Les métaux lanthanides sont les premiers ¢éléments du tableau périodique a posséder des
électrons dans leurs orbitales f. Leur configuration électronique générale est [Xe] 4" 6s” ou n
= 1-14 (sauf pour La [Xe] 5d' 6s%; Lu [Xe] 4f'* 5d" 65> et Gd [Xe] 4f 5d' 6s7).

Le degré d’oxydation prédominant des ions lanthanides en solution est +III (Ln>"), bien que

des espéeces divalentes pour 1’europium et tétravalente pour le cérium aient été caractérisées.

Tableau 1. 1 : Propriétés des lanthanides : numéro atomique, configuration électronique et rayon ionique

Configuration electronique Rayon ionique (A)
Eléments Lanthanides Z Ln Lot Ln*f
Lanthane La 57 [Xe]4t'5d'6s” [Xe]4f’ 1.160
Cerium Ce 58 [Xe]df'5d'6s> [Xe]4f' 1.143
Praséodyme Pr 59 [Xe]4f’5d%6s> [Xe]4f 1.126
Néodyme Nd 60 [Xe]4f'5d"6s> [Xe]4f 1.109
Prométhium Pm 61 [Xe]4f'5d°6s> [Xe]df' -
Samarium Sm 62 [Xe]4f*5d%6s> [Xe]4f® 1.079
Europium Eu 63 [Xe]4f'5d%s [Xe]4f® 1.066
Gadolinium Gd 64 [Xe]4f'5d" 65> [Xel4f 1.053
Terbium Tb 65 [Xe]4t’5d%6s> [Xe]4f* 1.040
Dysprosium Dy 66 [Xe]4f'°5d%s” [Xe]4f 1.027
Holmium Ho 67 [Xe]af''5d°6s” [Xe]4f'” 1.015
Erbium Er 68 [Xe]4f'?5d°6s” [Xelaf" 1.004
Thulium Tm 69 [Xe]4f5d°6s” [Xe]af'? 0.994
Ytterbium Yb 70 [Xe]4f'*5d°6s> [Xe]4f' 0.985
Lutécium Lu 71 [Xe]4f'*5d' 65> [Xe]4f'" 0.977

+ Pour un nombre de coordination de 8

TElément artificiel

L’enfouissement des électrons des orbitales f sous les couches 5s et 5p permet de les
considérer comme des ¢électrons de cceur et induit des propriétés chimiques particulieres,
partagées par presque tous les éléments de la série lanthanide.

Selon la classification de Pearson, les ions Ln’" sont des acides durs et vont préférentiellement

interagir avec des bases dures comme I’eau, les groupements hydroxo ou carboxylates. Du

66



Chapitre I ll-Lanthanides

fait de I’enfouissement des électrons f, 1’influence du champ cristallin est trés faible, de
1’ordre de quelques centaines de cm™ contre 3000 & 5000 cm™ pour les métaux de transition.
Le faible champ cristallin engendre une absence de directionnalité dans la liaison métal ligand
et les liaisons seront majoritairement ioniques. La coordination des ligands autour du cation
Ln’" est donc régie par des effets stériques et électrostatiques. En conséquence, les complexes
d’ions Ln’" ont des géométries de coordination et des nombres de coordination variables (de 6
a 12). Enfin, le remplissage des couches f enfouies sous les couches 5s et 5p entrainent le
phénomeéne de "contraction lanthanidique": le rayon ionique des lanthanides décroit
réguliérement tout au long de la série. Toutes ces propriétés sont récapitulées dans le Tableau

1. 1.

I1.2.1 Propriétes spectroscopiques des lanthanides

Chaque électron présent dans les orbitales f peut étre caractéris€ par les 4 nombres
quantique n, /, ml et ms ou :
v’ n est un nombre entier qui représente 1’expansion radiale de I’orbitale
v’ [ est le nombre quantique angulaire variant de (n-1) a 0 représentant la forme des
orbitales
v ml est le nombre quantique magnétique variant de —/ a +/
v' ms est le moment magnétique de spin valant + %

La forme des 7 orbitales des électrons 4f (n=4 et 1= 3) est représentée sur la Figure 1. 38.

-~ N

z
A
Y Y

N
>N
- N

—N

Figure 1. 38 : Orbitales atomiques 4f (http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical Chemistry/Quantum_Mechanics/

Atomic _Theory/Electrons_in_Atoms/Electronic_Orbitals)

La configuration ¢électronique des cations lanthanides génére de nombreux états électroniques
représentant le nombre de possibilités d’arrangement des électrons dans les orbitales. Ce
nombre peut étre calculé grace a la formule N =14!/(n! (14 —n)!), ot n représente le
nombre d’électrons présents dans les orbitales de la couche 4f.* Cela représente 3003 états
pour 'Eu’" et le Tb>". Chacun de ces N états est décrit par le terme spectroscopique **VL;,
en fonction des perturbations (répulsion inter-électronique, couplage spin-orbite). Chaque

niveau d’énergie est alors défini suivant sa multiplicit¢ de spin totale S, son moment
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orbitalaire total L et le moment cinétique totali = S+L dd au couplage spin-orbite, avec

IL -S| <J <|L+ S|, comme montré Figure 1. 39 pour 'Eu’".
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spin-orbite champ cristallin

Figure 1. 39 : Représentations de nivaux électroniques Ly de I’ion Ev’"

L’état fondamental de chaque lanthanide est alors déterminé suivant les régles de Hund. Les
nombres quantiques S et L doivent étre les plus élevés et la somme de leur moment cinétique
J sera égale a L-S pour une sous couche f moins qu’a moitié pleine et a ’inverse sera égale a
L+S pour une sous couche a moitié ou plus qu’a moitié remplie. Les états électroniques des
métaux lanthanides permettent d’étudier et de comprendre leurs propriétés de luminescence et

leurs propriétés magnétiques.

I1.2.2 Propriétés magnétigues des lanthanides

De configuration [Xe]4f', les propriétés magnétiques du Gd” " résultent de son nombre de spin
élevé S=7/2 et de son temps de relaxation électronique long de 1’ordre de la nanoseconde. Ce
cation paramagnétique influe fortement sur les temps de relaxation T; des spins nucléaires
environnant. Cette propriété est exploitée pour mesurer la relaxivité des protons des
molécules d’eau dans Denvironnement de I’ion Gd’* dans I’imagerie par résonance

magnétique. En présence d’un champ magnétique constant, la relaxivité » (mmol™.L.s™) est
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définit suivant I’équation 1, ou i représente la composante longitudinale (i=1) ou axiale (i=2)

des spins nucléaires et [GdL] représente la concentration de complexe de gadolinium.

-1 x_1 . .
ri = 7aa X [GdL] Equation 1

La relaxivité dépend de nombreux parameétres dont le champ magnétique By appliqué. Elle
dépend également des parameétres moléculaires du complexe comme le temps de corrélation
rotationnelle du complexe t,, qui correspond a la vitesse a laquelle le complexe tourne sur lui-
méme en solution. Un autre paramétre influengant la relaxivité est la vitesse d’échange des
molécules d’eau coordonnées au cation métallique avec les molécules d’eau du solvant,

appelé Tn. Plus celle-ci est grande, plus la relaxivité est élevée.

Figure 1.38 : Représentation du phénomene de relaxivité

Un autre parameétre important influencant la relaxivité est le nombre de molécules d’eau
coordonnées au métal (appelé aussi nombre d’hydratation q). Plus le nombre d’hydratation est
¢élevé, plus la relaxivité est grande. Cependant, la présence d’un nombre de molécule d’eau
trop élevé dans la premiére sphére de coordination du Gd*" déstabilise le complexe formé.

C’est pourquoi ce nombre est généralement é¢gal a 1 ou 2.

I1.2.3 Propriétés de luminescence

Les propriétés optiques des lanthanides sont également exploitables pour détecter des

interactions entres biomolécules.
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[1.2.3.1 Définition
Le phénomene de luminescence est défini comme I’émission de photon associée a la

désexcitation d’un spin électronique d’un état excité vers un état fondamental de plus basse

énergie.
Inrt*
“—
CIS
i’
]
A
knr
F
kF knr
P P
kP
Ligand

Figure 1. 40: Diagramme de Jablonski simplifié représentant les transferts d’énergie possible d’un
chromophore suite a une excitation lumineuse (état singulet 171'71'*, état triplet Surs, A absorbance : F
fluorescence, P phosphorescence, CIS conversion intersysteme ; k représente les constantes de vitesse, nr non

radiative)

La luminescence regroupe le phénomene de fluorescence (pas de changement d’état de spin
AS=0 entre les états excité 'mm et fondamental 'nm) et le phénoméne de phosphorescence
(variation du nombre de spin AS#0 de 1’état excité *nn’ au fondamental 'nr). Le diagramme
de Jablonski (Figure 1. 40) représente ces deux mécanismes. Le passage d’un état de spin
singulet a triplet est appelé conversion intersysteme (CIS).

Ces processus radiatifs se déroulent sur des échelles de temps différentes : les temps de vie
des niveaux excités de fluorescence sont de 107> a 10 secondes (s), alors que les temps de

vie des niveaux excités de phosphorescence sont de 10 a 10° secondes.

I1.2.3.2 La luminescence des lanthanides

N . 3+ 3+ . 3+ . , e .

A Dexception de La’ et Lu’, tous les ions Ln” sont luminescents, avec des émissions
.. . + .

radiatives couvrant toute la gamme spectrale : de 'UV pour Iion Gd® au proche infra-rouge

(Nd**, Er’", Yb*", Ho ") en passant par une émission dans le visible pour I'Eu’" dans le rouge
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et le Tb’'dans le vert. Ces propriétés de luminescences sont gouvernées par les niveaux
énergétiques (excités et fondamentaux) des électrons 4f. La luminescence des lanthanides est
trés particuliere , car les bandes d’émissions trés fines sont caractéristiques du métal émetteur.
De plus, un large déplacement de Stockes et des temps de vie des niveaux excités longs (de la
us pour une émission dans le proche IR a la ms dans le visible) en font d’excellents candidats

pour le développement de sondes luminescentes.

40- Gd === Tb Dy Ho Er T_m Yb | 40
=
35- - = 4135
Pr Nd Sm Eu = __ —_— 1
304 P — = = 130
— ==_ = b, 1
_ 251 e 0, _ o — 425
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Figure 1. 41 : Diagramme partiel des niveaux d’énergies des ions lanthanides. Les états impliqués dans le

, N . T , 46
phénomene de luminescence sont indiqués en rouge et les états fondamentaux en bleu.

I1.2.3.3  Sensibilisation et effet d antenne

Les propriétés de luminescence des lanthanides, dues a la présence des ¢lectrons dans les

orbitales 4f sont particuliecrement attractives mais ceux-ci sont également leur « falon
d’Achille ».

Transition électronique et régle de sélection

En effet, selon la nature de la lumiére absorbée, les transitions électroniques entre les niveaux
énergétiques fondamentaux et excités sont régies par différents opérateurs : électrique
dipolaire (ED), magnétique dipolaire (MD) et électrique quadripolaire (QD).

La regle de sélection dite de Laporte impose que la différence entre la somme des moments
angulaires des électrons a 1’état final et a 1’état initial soit un nombre entier impair. Cela
signifie que des états énergétiques de méme parit€é ne peuvent €tre connectés par des
transitions de type dipole électrique. Les transitions f-f et p-p sont donc interdites par
’opérateur ED, d’ou le coefficient d’absorptivité molaire faible des Ln*" (< quelques

cm-'"M™1). Les autres régles s’appliquent au nombre quantique J, L et S définissant chaque
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¢état ¢lectronique. Les transitions pour lesquelles AS=0, AL=0 et AJ=0+1 sont autorisées alors
que celles ou AJ 00 sont interdites.
La luminescence des lanthanides est la conséquence de transitions de trois natures
différentes :

e Des transitions a transferts de charges entre le ligand et le métal (LMCT) et

inversement (MLCT)

e Des transitions 4f -5d

e Des transitions f-f
Les transitions a transfert de charge et de type d-f sont autorisées par les régles de sélections,
mais se déroulent a haute énergie. Les transitions de type f-f sont interdites. Cependant,
placées dans un environnement chimique adapté (champs cristallin par exemple), les
interactions non centrosymétriques vont permettre de relaxer cette régle par un couplage entre
les états électroniques /vibrationnels des fonctions d’ondes de différentes parités. C’est ce
qu’on nomme des transitions induites ou forcées. L’intensité de ces transitions est dépendante
de I’environnement et sont appelées transitions hypersensibles.
Seule une excitation par des sources trés puissantes, comme des lasers, permet une
luminescence intense. Il est donc nécessaire de doper la luminescence des ions lanthanides
pour obtenir des sondes luminescentes adéquates : c¢’est ce que 1’on appelle la sensibilisation

par effet d’antenne.*’

La sensibilisation par effet d’antenne

Le phénomeéne de sensibilisation a été mis en évidence pour la premiere fois par Weissman en
1942,*" en étudiant la complexation des lanthanides par des ligands aromatiques substitués par
des P-dicétones, des acides carboxyliques ou des groupements alcools. Il a montré que
I’intensité de luminescence du métal était dépendante de la température, du solvant mais
surtout de la nature du ligand : c’est la premiére description d’une sensibilisation par un
transfert d’énergie du ligand chélatant vers le cation lanthanide. L’effet d’antenne est donc
une excitation indirecte de I’ton lanthanide via un transfert d’énergie d’un ligand vers le
cation métallique. C’est un processus en trois €tapes : absorption de la lumiere par le
chromophore organique, transfert de I’énergie au lanthanide puis émission de lumicre a une
longueur d’onde définie par le lanthanide. Le chromophore utilis¢ doit donc avoir un fort
potentiel d’absorption (un coefficient d’absorption molaire ¢€levé) pour sensibiliser

efficacement le lanthanide.
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Figure 1. 42 : Diagramme simplifié des transferts d’énergies possibles dans un complexe de Ln’" aprés
irradiation (état singulet 'zr’, état triplet ‘nr’, A absorbance ; F fluorescence, P Phosphorescence, CIS
conversion intersysteme, TE Transfert d’énergie, TER transfert d’énergie en retour, S singulet, T triplet,nr non

radiatif, ci conversion interne)

La sensibilisation des ions lanthanides peut étre représentée grace a différents mécanismes
schématisés sur le diagramme de la Figure 1. 42. Le chromophore organique absorbe la
lumiére et peuple son état singulet ', L’électron peut alors se désactiver par des émissions
radiatives de fluorescence. Ce dernier peut aussi passer sur un état triplet excité *nn’ de plus
faible énergie par une conversion intersystéme. La présence de métaux lourds comme les ions
lanthanides, renforce le couplage spin-orbite et accélére le phénomeéne de conversion de spin
intramoléculaire de 1’état singulet vers 1’état triplet du ligand. L’énergie est ensuite transférée
vers un ¢tat émissif excité de 1’ion lanthanide. Les transferts d’énergie de 1’état singulet b
du ligand vers les Ln®" sont possibles, mais ne sont pas prédominants.*” >

L’état triplet i’ du ligand est déterminant dans le processus de sensibilisation afin de
permettre un transfert d’énergie efficace vers les niveaux excités émissifs des ions

lanthanides. L’efficacité du transfert d’énergie chromophore-lanthanide est déterminée selon

le rendement quantique de luminescence de Iion Ln®" selon ’équation 2.

Ln

L _ , ‘
(‘bLn = Ngens X Pra Equation 2

¢k représente le rendement quantique total et et ¢2Z le rendement intrinséque du cation

lanthanide dans le complexe. 740, représente 1’efficacité de transfert d’énergie de

/3



Chapitre I ll-Lanthanides

sensibilisation du ligand L vers le lanthanide Ln. Les deux facteurs peuvent étre optimisés

afin d’assurer un fort signal de luminescence des ions lanthanides.

Le mécanisme de transfert d’énergie

L’état triplet du ligand doit étre situé & un niveau énergétique estimé a 2500-3000 cm™ par
rapport au niveau excité émissif du lanthanide pour optimiser 1’efficacité¢ de transfert
d’énergie et ainsi limiter les phénoménes de transferts d’énergie en retour (TER).”' Le
transfert d’énergie de ligand vers un état émissif excité de plus basse énergie de I’ion
lanthanide peut se dérouler selon deux processus différents : un mécanisme d’échange
¢lectronique dit de Dexter ou un mécanisme dit dipolaire de Forster (Figure 1. 43).

Comme représenté sur la Figure 1. 43, le mécanisme de Dexter est un double échange
¢lectronique. Un bon recouvrement des orbitales du ligand et du métal est donc essentiel, et
de ce fait n’est efficace que sur de courtes distances (30-50 pm). De par la contraction spatiale
des orbitales f des ions Ln’", ce phénoméne est peu probable.

Le mécanisme de Forster repose lui sur des interactions dipdle-dipdle entre les états excités
donneur du ligand (zn’) et les états excités accepteur du métal, et est efficace sur des

distances donneur-accepteur allant jusqu’a 1000 pm.

Dexter Inn’ s nn s

1 — L
m(? — fm* |

Ligand Ln®* Ligand Ln3*

o . . .
nn Sn e i

Forster

1rm$ |

Ligand Ln®* Ligand Ln3*

a)excitation du ligand
b)Aprés transfert d'énergie vers le lanthanide

Figure 1. 43 : Mécanisme de transfert de Dexter et Forster avant et apreés désexcitation du ligand
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Le rendement du transfert d’énergie est fonction du recouvrement des intégrales J entre le
spectre d’émission du donneur (ligand) et le spectre absorption de I’accepteur (lanthanide).
C’est le mécanisme majeur de transfert d’énergie par effet d’antenne des ions lanthanides.*’

Les désactivations non radiatives

Le diagramme Figure 1.42 montre que la luminescence est un phénoméne en compétition
avec les désactivations non radiatives. Celles-ci sont majoritairement des vibrations des
liaisons O-H, N-H proches du centre métallique, comme par exemple les liaisons O-H des
molécules d’eau. Il est de ce fait important de contrdler la sphére de coordination de 1’ion
Ln’". Leurs nombres de coordination élevés impliquent que le ligand utilisé pour coordonner
’ion Ln’* soit multidentate, dans le but de minimiser les extinctions de luminescence due
aux désactivations non radiatives provenant des molécules d’eau coordonnées aux cations
lanthanides.

Le rendement quantique intrinséque @ traduit la contribution des désactivations non

radiatives, comme explicité dans /’équation 3.

dE= kM / (ko™ He M) Equation 3

® représente le rendement quantique. Il est défini comme le rapport du nombre de photons
émis sur le nombre de photons absorbés par la molécule. k, et k,, représentent les constantes
de désactivations du niveau excité en considérant respectivement les contributions radiatives
et non radiatives. Le temps de vie du niveau excit¢ du métal noté t (équation 4) traduit la

vitesse de dépopulation de I’état excité (k™).

1

= kobs

Equation 4

La constante de dépopulation k°™ (équation 4) est la somme des divers processus de
désactivation. k"™ est la constante de vibration induite et k™" le taux de transfert d’électrons
photoinduits. k™ représente toutes les désactivations restantes.

kP = K"+ Y kY = k7 + Xk 4+ X kR + Y kg Equation 5

Le phénoméne de Transfert d’Electron Photoinduit (TEP) est une réduction de I’Eu(III) en
Eu(Il).
La conception de ligand de haute denticité permet d’obtenir des nombres de coordination

, , . + . . \ . .
élevés de I'ion Ln®", en saturant au maximum la premiére sphére de coordination. De cette
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maniére, les désactivations non radiatives (k") dues aux vibrations des liaisons des molécules
de solvant sont minimisées. La contribution des vibrations de molécules d’eau au signal de
luminescence des ions Ln’" peut étre estimée par des équations phénoménologiques™ >
(équation 6) permettant de calculer le nombre de molécule d’eau g (ou nombre d’hydratation)

coordonnées au centre métallique

1 1

qg=A (k EEO' kg;)o) =Ax( ) Equation 6

TH,0  TDR0

A représente une constante expérimentale, k"™ les contributions vibrationnelles au signal de
luminescence. k"™ est déterminé expérimentalement en mesurant la décroissance du signal de
luminescence du complexe Ligand-Ln’" dans I’eau légére et dans ’eau lourde.

En effet, les fréquences de vibrations des liaisons O-D sont 200 fois plus faibles que celles
des liaisons O-H (fréquence de vibration de stretching ~ 3300cm™). Dans ’cau lourde, les
oscillateurs possédant des protons échangeables type N-H (v stretching ~3300 cm™) ou O-H
ne contribuent plus a I’extinction du signal de luminescence des ions Ln*. Ce calcul ne rend
cependant pas compte des désactivations non radiatives provenant des fréquences de
vibrations des liaisons C-H (v ~3000 cm™). Donc plus le nombre de molécule d’eau est élevé,

plus le signal de luminescence est faible.

I1.3 Exploitation des propriétés des lanthanides

I1.3.1 Applications industrielles

De par les colts élevés de production et d’extraction de leurs minerais, il n’y avait que trés
peu d'applications industrielles des lanthanides au début du XIX®™ siécle, mis a part en
métallurgie ou ils étaient utilisés pour conférer une résistance élevée aux matériaux de
construction : on nomme ces alliages des métaux mish (de 1’allemand signifiant métaux
mixtes). L’un de ces alliages, le métal Auer (du nom de son découvreur Carl Auer von
Welsbach), est un mélange de cérium et de fer capable de produire une étincelle lorsqu'il est
frappé : c’est le principe de la pierre a briquets.

Le développement industriel de techniques de production de lanthanides moins coliteuses, ont

accéléré leur utilisation dans de nombreuses applications. Ils sont aujourd’hui utilisés comme
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catalyseurs de réactions chimiques, comme lors de la réaction d’oxydation sélective des
alcools secondaires par I’utilisation d’un catalyseur a base de Ce(IV).**

Les propriétés de luminescence des ions lanthanides sont exploitées dans les téléviseurs
couleurs et autres écrans tactiles de nouvelle génération, pour lesquels les oxydes d'europium
et d'yttrium rouges sont utilisés. Certains de ces écrans, notamment ceux des téléviseurs,
contiennent du praséodyme et du néodyme afin de réduire I'éblouissement. D'autres composés
de lanthanides sont utilisés dans les technologies optiques comme les lasers, les lampadaires,
les projecteurs, et I'éclairage de haute intensité présent dans les stades.

Ils sont aussi utilisés dans I’industrie nucléaire pour leurs capacités a absorber les neutrons.
Cela les rend tres utiles dans les barres de contrdle régulant les réacteurs nucléaires, ainsi que
dans le blindage des ¢éléments de structure des réacteurs. Finalement certains composés de
lanthanides sont utilisés dans ’industrie des aimants, comme par exemple le mélange cobalt-

samarium qui produit un puissant aimant permanent.

I1.3.2 Applications pour le vivant

Comme les lanthanides sont toxiques a 1’état de cation libre dans le corps humain, ils doivent
étre sous forme de complexe avec un ligand afin de pouvoir étre utilisé pour le vivant. Ce
complexe doit avoir une stabilité suffisante pour éviter toute dissociation a pH physiologique.
Plus les complexes sont stables, meilleures sont les chances de pouvoir les utiliser comme
sondes in vivo. In vitro, une stabilit¢ plus modérée, évitant les transferts de métaux

indésirables, est suffisante.

I1.3.2.1  Exploitation des propriétés magnétiques

L’influence du Gd** sur le phénoméne de relaxivité des spins nucléaires des protons de 1’eau
permet son utilisation comme agent de contraste pour I’Imagerie par Résonance Magnétique
(IRM). Les agents de contrastes a base de Gd** utilisés en clinique appartiennent & la famille
dite 7T, car le Gd*" influence la composante longitudinale de relaxation des spins des
molécules d’eau. Plus la composante T; est courte, plus la relaxivité est grande et donc plus
efficace est I’agent de contraste.

Les complexes de Gd** approuvés en clinique sont congus sur des plateformes chimiques

dérivés du cycléne comme le DOTA ou de polyamines linéaires comme le DTPA.” Les
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agents de contraste commerciaux, ainsi que la structure des ligands sont représentés dans le

tableau 1.2 et sur la figure 1.45.

Tableau 1. 2 : Complexes de Gd* utilisés en cliniques comme agents de contrastes pour I’IRM. Les relaxivités

données sont mesurées a 20 MHz, pH 7.3 et 25°C ( "40°C).”

Formule chimique ~ Nom commercial r, (mmol™.L.s")

[Gd(DTPA)H,O]* Magnevist 4.3
[Gd(DOTA)H,O] Dotarem 4.2
[GA(DTPA-BMA)H,0] Omniscan 4.39
[Gd(HP-DO3A)H,0] ProHance 3.7
[Gd(BOPTA)H,O]* MultiHance 5.2

HO. 0O 0 o
[\ j/ o j o )L‘OH HO/LW 0

OH H L oH
e ¥
o] OH 0~ "OH
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G L
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1 g 0
o N § .
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Figure 1. 44 : Ligands du Gd’" dont les complexes sont utilisés en clinique comme agents de contraste IRM

I1.3.2.2  Exploitation des propriétés de luminescence

Le besoin de méthodes de détection non invasive pour le diagnostic de pathologies comme le
cancer met sur le devant de la scéne tous les outils lumineux existants. En effet, grace a
I’émission de lumiere, il est possible de visualiser la zone malade. Les fluorophores

organiques ont des émissions treés intenses mais sont sensibles au photoblanchiment. De plus,
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la fluorescence résiduelle du milieu cellulaire (tryptophane, tyrosine) diminue la sensibilité

des mesures en interférant avec le signal de fluorescence du fluorochrome.

Les propriétés spectroscopiques tres attractives des lanthanides permettent de s’affranchir de
la fluorescence résiduelle du matériel biologique, grace a aux temps de vie longs de leurs états
excités. En effet, apreés ’excitation du chromophore, un délai est imposé avant la mesure et
permet ainsi de supprimer la fluorescence a court temps de vie (ligand ou milieu biologique).
Le signal luminescent enregistré provient alors uniquement de la luminescence de I’ion Ln®".
C’est cette différence d’échelle de temps de vie entre les niveaux de vies excités entre des
jons Ln’" et des chromophores organiques qui permet d’effectuer des mesures de
luminescence en temps résolu (Figure 1. 45) et d’augmenter significativement le rapport

signal sur bruit.

Excitation
Fluorescence
Luminescence des lanthanides

A

Intensité

| Mesurel temps

Figure 1. 45 : Représentation schématique des mesures de luminescence en temps résolu.

Les essais immunologiques:

Un bioconjugué est une espece non biologique (complexe métallique, fluorophore organique,
molécule organique) liée a une biomolécule. Le couplage de complexes de lanthanides a des
anticorps spécifiques monoclonaux forme des complexes luminescents Ln®‘bioconjugué. Ces

bioconjugués ont ét¢ développés comme d’outils diagnostiques luminescents (Figure 1. 46).
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Ln-A B-mAb Ln3* Luminescent bioconjugué
®¢ | — e
unité chélatante et un anticorps
sensibilisatrice liée a un monoclonal biotinilé

marqueur avidine (A)

récepteur spécifique de I'anticorps .
exprimés a la surface de cellule vivante , -~ \

—>Détection de 'expression de récepteur

Figure 1. 46 : Représentation schématique de la formation d’un complexe de Ln’" bioconjugué basé sur une
interaction spécifique avidine-biotine. Ce complexe bioconjugué est capable de reconnaitre [’expression

spécifique de récepteurs a la surface des cellules grdce a la luminescence centrée sur le métal.

L’ion lanthanide est coordonné par une unité chélatante sensibilisatrice, couplé a un marqueur
avidine. Ce complexe, noté Ln-A, reconnait spécifiquement les anticorps marquées avec de la
biotine, noté B-mAb, pour former un complexe de Ln’" bioconjugué. La reconnaissance
antigéne-anticorps spécifique des Ln’" bioconjugués, mesurée grice a la luminescence du
signal de I’ion lanthanide, permet la détection des substrats ciblés, comme par exemple
I’expression de récepteur spécifique a la surface des cellules.”® C’est donc la luminescence
centrée sur le métal qui permet la détection.

Des essais immunologiques en phase hétérogéne, commercialisés sous le nom de DELFIA,
permettent la détection de substances sanguines/urinaires toxiques. Le composé toxique a
détecter, lié a un agent de reconnaissance, est fixé sur un support solide. Il est ensuite mis en
réaction avec le bioconjugué Ln-anticorps spécifique du métabolite cible. Ce complexe
bioconjugué Ln-anticorps-analyte n’est initialement que trés faiblement luminescent. Apres
passage dans une solution acide contenant des agents surfactants, les sites reconnus par les
bioconjugués lanthanides sont coupés et convertis en complexes intensément luminescents.
L’augmentation de luminescence découle de la formation de micelle protectrice autour du
complexe de Ln’". La technique de luminescence des Ln*" en temps résolu permet alors de
détecter la présence de I’analyte (antigeéne, stéroide, hormone) par augmentation du signal

enregistré (Figure 1. 47).
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Figure 1. 47 : Représentation du principe des tests immunologiques en phase hétérogene. L’étape 1 est la
reconnaissance de la toxine (orange) par les anticorps fixés sur un support. L étape 2 est la reconnaissance du
substrat « toxine-anticorps » par un Ln’" bioconjugué. Le substrat sandwich formé est faiblement luminescent.
L’étape 3 permet le relargage d'un complexe de Ln’" trés luminescent qui peut alors étre dosé.(figure inspirée

de la référence™)

Des tests immunologiques en phase homogene sont également disponibles. Basés sur le
principe de donneur-accepteur, la présence de la toxine est détectée par un transfert d’énergie

. +
de I’ion Ln®" vers un chromophore accepteur.’®

Les sondes intelligentes

Les sondes dites intelligentes sont sensibles a des propriétés importantes du milieu biologique
comme la concentration en oxygene, le pH ou la présence d’ions essentiels ou toxiques.

La présence d’oxygene singulet est trés nocive car elle induit des oxydations en cascade du
matériel biologique. Il est impliqué dans la signalisation cellulaire, induit 1’expression de
génes et éventuellement conduit la cellule en apoptose. Cette derniére propriété de 1"'0, est
utilisée dans les traitements de photothérapie contre le cancer, ou il est généré
photodynamiquement in sifu en réponse a un transfert d’énergie. Il est donc important de
contrdler son taux de présence in cellulo. Malheureusement, la faible émission de 1’oxygene
singulet rend toute mesure difficile a pH physiologique.

Les états émissifs des ions lanthanides ne sont pas quenchés par la présence d’oxygene.
Néanmoins 1’état triplet du ligand est sensible a 1’oxygeéne. Donc, comme le taux de
quenching de 1’état triplet du ligand par Ioxygene est en compétition avec le transfert
d’énergie ligand-Ln3+, I’émission de luminescence de 1’ion lanthanide est sensible a la

présence d’oxygeéne.”’ C’est pour cela que des sondes spécifiques luminescentes dérivés des
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lanthanides ont été congues par I’équipe de Yuan.”™ > Le ligand H4L20, forme en présence
d’europium un complexe de trés haute stabilité (logKusmnie ~ 21) qui en réagissant
spécifiquement avec 1’'0, donne le complexe endoperoxydé Eu(EpL20) (Figure 1. 48)

fortement luminescent.

COOH
COOH 10, n—"
¥—4 COOH
COOH COOH
COOH N
H,L20 H,EPL20

Figure 1. 48. : Sonde de détection d’oxygene singulet. La structure du ligand est représentée avant et apres

avoir réagi avec l’oxygéne singulet.

La hausse du rendement quantique global de 1 a 13,8% ainsi que 1’augmentation importante
du temps de vie de 1’état excité *Dy sont les preuves que la luminescence de I’europium peut
étre utilisée pour quantifier la présence d’oxygene singulet. La limite de détection est 20 fois
plus faible que celle obtenue pour des méthodes de détection de I’'O, standard basées sur la

chimiluminescence des dérivés tétrathiafulvéne.’® ®

D’autres sondes intelligentes ont été développées dans le but de détecter certaines activités
enzymatiques : ce sont par exemple des complexes de lanthanide pH dépendant. En effet,
dans certains systémes contenant un chromophore et un centre métallique luminescent, la
protonation des sites basiques peut annihiler les phénoménes de transfert d’électron
photoinduit, augmentant ainsi la luminescence du complexe en fonction du pH. Ces systémes
sont donc des sondes a pH. Parker et son équipe ont développé des dérivés du cyclene
contenant un noyau phénanthridine. Son état triplet “mx’ = 22000 cm” permet la
sensibilisation par effet d’antenne de I’Eu’’. La protonation ou I’alkylation de 1’azote du
chromophore permet une excitation a des longueurs d’ondes supérieures a 370 nm. (Figure 1.
49) Les complexes d’europium, apres excitation répondent par une émission de luminescence
centrée sur I’'Eu’”, qui augmente d’un facteur 6 lorsque le pH diminue (pH 6 > pH 2). C’est

donc la protonation du noyau phénanthridine en milieu acide qui permet d’inhiber des
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désactivations non radiatives photo induites et ainsi d’augmenter le signal de luminescence de

’ion Ln*

=

Ne_

1

Sy
CaL PO
K

s R, R, R,, R, : PO{OH)Me ou -CONH(CH{Ph){Me))
R'=H

)

Figure 1. 49 : Structures chimiques des sondes de pH et d’oxygéne singulet développé par 1'équipe de Parker.”’

Exemple de sondes a ADN

Les complexes de lanthanides ont également été exploités pour mettre au point des sondes

détectant I’ADN.

Des brins d’ADN en épingle a cheveux portant a I’extrémité 5° un complexe de Ln’"
luminescent et a ’extrémité 3’ un quencher de luminescence ont été synthétisés. Dans ce brin
d’ADN auto-complémentaire, il n’y a donc pas de signal de luminescence, celui-ci étant
annulé par le quencher de luminescence. La présence d’un brin d’ADN de séquence
complémentaire rompt I’appariement en épingle a cheveux, et éloigne le quencher du
lanthanide (ex Black hole quencher BHQ). Cet appariement inter-brin restaure la

luminescence du lanthanide. C’est le principe des molecular beacons Figure 1. 50.

o
£ TS Einm"m}:mﬂg

quencher séquence complémentaire luminescence
R; /—
Q<O
N N
. o
Ry
BHQ,R,=Me, R,=NO, R;=Me, R,=OMe

BHQ,R,=NO,, R,=H, R;=COMe, R,=OMe

Figure 1. 50 : Principe des « molecular beacons». En bas : structure des black hole quencher BHQ utilisés pour

; . 3451
quencher la luminescence des ions Eu”"
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I1.4 Lanthanides et peptides

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a la complexation des ions lanthandies par des
ligands peptidiques. Nous allons donc maintenant présenter les interactions entre les protéines

ou peptides et ces ions métalliques.

I1.4.1 Interaction des lanthanides avec les sites a calcium des protéines

Les protéines coordonnant des métaux représentent 40% du protéome humain. Il a été montré
que les ions lanthanides étaient capables de se lier aux sites calciques de protéines comme
ceux de la calmoduline, une protéine impliquée notamment dans la contraction des muscles
stri¢s. Les acides aminés responsables de la coordination des ions Ln®* sont majoritairement
des acides aspartiques et glutamiques présents dans les sites actifs de la protéine, qui portent
des groupements carboxylates (bases dures) sur leurs chaines latérales a pH physiologique.
Les sites calciques des protéines sont des cibles privilégiées pour la coordination des ions
Ln’" du fait du nombre de coordination élevé du calcium (pouvant aller jusqu’a 7) et de sa
similarité de rayon ionique avec les ions Ln’>".°!

La rapide vitesse d’échange des ligands de la premiére sphére de coordination des ions Ln®" et
leur charge positive ¢élevée rendent ces derniers plus affins pour certains sites calciques riches
en carboxylates que le calcium lui-méme. Par exemple, les récepteurs calciques galactoses-
glucoses d’E.Coli complexent les ions Yb*" et Lu’* avec des constantes de dissociation (Kq)
de 0,8.10'6 M et 1,1.10'6 M contre un Ky de 2,5.10 M pour le Ca’ %' Les ions Ln** comme le
Sm®* et 'Eu’", se lient également aux sites protéiques de basse affinité pour le Ca®'de
I’enzyme déshydroquinate synthase,”> responsable de la déphosphorylation de certaines
protéines.

Le calcium n’a aucun signal spectroscopique caractéristique et a donc été substitué par des
ions Ln**, afin d’étudier les sites de fixation au sein de la protéine.®® Le développement de
séquences peptidiques spécifiques des lanthanides, puis leur insertion dans des protéines
permet d’étudier le repliement des protéines et/ou leurs fonctions grace a la luminescence du

métal.
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I1.4.2 Insertion des lanthanides dans des peptides

On appelle « lanthanide binding tag » (LBT) une structure peptidique synthétique capable de
coordonner spécifiquement les ions lanthanides et visant a étre insérée dans une protéine ou
un peptide. Deux approches peuvent étre envisagées, soit la conception de bioconjugués
Ln’*/protéines soit la coordination directe du cation lanthanide par les chaines latérales des

acides aminés du peptide.

I1.4.2.1 Les complexes de lanthanides bioconjugués

Les bioconjugués Ln*"/protéines sont des complexes de lanthanides (souvent dérivés des
cyclénes) incorporés sur les chaines latérales réactives des acides aminés, comme par exemple
les groupements sulfures des cystéines. La Figure 1. 51 schématise la structure des complexes
de lanthanides bioconjugués.

Luminescence

Fonctions réactives pour la ligation Sens'b'l'sztmnﬁ .)
—_—

Ligation chimique
d'un complexe de lanthanide

Figure 1. 51 : Représentation de la formation et de la structure d’un complexe de lanthanide bioconjugué.

Le bionconjugué lanthanide-peptide (ou protéine) contient également un chromophore
sensibilisateur naturel comme un noyau tryptophane (Trp), ou synthétique comme le
carbsotyril 124 (cs124) ou le naphthalimide (Naph). Ces chromophores sont choisis en
fonction de I’ion lanthanide utilisé Figure 1. 52°* ® afin d’assurer la sensibilisation par effet

d’antenne.
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Figure 1. 52 : Représentation des noyaux sensibilisateurs ainsi que le niveau de leurs états triplet

Selvin et al ® ont développé la synthése d’un complexe de haute affinité pour les ions Ln’",
construit sur un squelette DTPA connu pour complexer efficacement les ions Ln*".>> La
plateforme DTPA est substituée par un chromophore Cs124 et une fonction maléimide,

permettant ainsi sa ligation a un acide aminé cystéine. (Figure 1. 53)

maléimide

0~ "NH O
! |
H |
rN\/\N’\/N\)\N N \0
k H H
COOH COOH

cs124

maléimide-DTPA-cs124
n=0ou 2

Figure 1. 53 : Structure du ligand DTPA-cs124 synthétisé par Selvin et al portant une fonction thiol réactive

D’autres plateformes, comme par exemple le DOTA, ont été utilisées pour permettre d’étudier
le repliement des protéines. Par exemple, une biosonde de la Cycline A a été développée par
I’équipe de Vazquez et Mascaredas (Figure 1. 59). La plateforme DOTA est incorporée sur
une lysine présente dans les motifs peptidiques consensus de haute affinité pour les cyclines.
Cette sonde de protéine met en jeu une détection par luminescence du métal, induite par un

processus intermoléculaire. Ce motif LBT-[DOTA]Tb ne contient pas d’unité
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sensibilisatrice. C’est lors de la reconnaissance de la protéine Cycline A, contenant elle un

résidu Tryptophane, qu’a lieu la sensibilisation du Tb>" du LBT conjugué.®®

Figure 1. 54 : Représentation de la sensibilisation intermoléculaire du Terbium par une interaction entre un
Peptidoconjugé DOTA-Tb et la cycline.”

Sur le principe de changement de conformation, cette méme équipe a développé un complexe
capable de détecter le processus de dimérisation de deux protéines a motif leucine zipper.
Comme expliciter dans la partie I paragraphe 4.2.1, la reconnaissance de I’ADN par des
protéines a motifs zip s’effectue sous forme de dimere. Cette équipe a synthétisé le monomere
bioconjugué Zip-[Dota]Tb qui en présence de la protéine complémentaire et d’ADN, se
structure, rapprochant ainsi a travers 1’espace le sensibilisateur tryptophane et le terbium.

L’augmentation de la luminescence du Tb>" enregistrée est d’un facteur 1.5.°" (Figure 1. 55)

Luminescence

110°

1.210° ::::

710*
610*
510°
a10*

3

810°

5 10 15 20
Cone (M)
810°

410°

Emission Intensity (c.p.s.)

210°
£\

480 500 520 540 560 580 600
A (nm)
Figure 1. 55 : Haut : Schématisation de la dimérisation des motifs leucine zipper, extrait de la référence
Bas Graphique extrait de la ref % représentant 1'augmentation de luminescence du terbium en présence
d’Europium. La ligne en pointillée représentent [’émission du terbium du monomeére bioconjugué K. Les lignes

continues représentent I’émission du complexe en présence en présence du motif complémentaire E
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Récemment, Vazquez et al. ont également développé un complexe de lanthanide peptide-
DOTA capable de détecter I’ARN gréce a la luminescence centrée sur le Tb*".®® Dans ce cas,
le réarrangement conformationnel du squelette peptidique lors de I’interaction avec la
biomolécule d’ARN permet le rapprochement du tryptophane sensibilisateur du cation Tb>" et

donc la sensibilisation de ce dernier.

I1.4.2.2  Les peptides liant les lanthanides par les chaines latérales des acides aminés

Les chaines latérales des acides aminés présents dans les peptides peuvent également étre
utilisées pour lier le cation lanthanide. Ces peptides peuvent étre obtenus suivant les

techniques de biologie moléculaire standards ou par synthése de routine de laboratoire.

L’étude de la complexation du Tb®" par des séquences consensus des 14 acides aminés
conservés dans les sites a Ca*" de la calmoduline a permis d’établir que lorsque le Trp
sensibilisateur de I’ion Tb>" est en position 7 de la séquence, ces peptides forment des
complexes luminescents relativement stables.”” Inspirés des motifs EF-Hand de la
calmoduline liant le calcium, Franklin et al ont congu des 33-mer synthétiques, a activité
endonucléase, capables de coordonner les ions Ln’" avec une affinit¢ de I’ordre du
micromolaire.”’ (Figure 1. 56). Ce premier complexe a permis de montrer que la présence du
cation lanthanide ne perturbe pas les capacités de reconnaissance du facteur de transcription

pour I’ADN."*"!

Figure 1. 56 : Interaction entre un peptide chimérique a activité endonucléase et I’ADN (bleu). Ce peptide
chimere (jaune et rouge) est un dérivé de la calmoduline. Il est structuré en 3 hélices « et contient un site

calcigue de conformation boucle. Cette boucle protéique est le site de coordination des ions Ln®" (boule verte).”’

Le groupe de Barbara Imperali, a synthétis¢ des LBTs de 15 a 30 acides aminés, contenant

72,73, 74

., vy g . , . . . 3+
une unité sensibilisatrice en N-ter/C-ter de la séquence. La coordination des ions Ln
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est notamment assurée par les groupements carboxylates des aspartates et des glutamates
(Figure 1. 57). De plus, le carbonyle de la liaison amide du tryptophane est impliqué dans la
sphére de coordination du Tb>", ce qui permet un rapprochement du sensibilisateur et donc

une meilleure sensibilisation.

N,, ) YDTNANNDGWYEGDELLA-C

ter ter

Figure 1. 57 : Représentation des LBTs développés par Imperiali et al. Gauche : Le squelette du peptide est
représenté en bleu, et les chaines latérales des acides aminés chélatants en jaune.”> Droite : Séquence
peptidique des LBTs. En rouge sont indiqués les acides aminés responsable de la coordination de I’ion Th*". Le

noyau sensibilisateur Trp est indiqué en vert

Ces complexes peptidiques des lanthanides ont été obtenus par synthése peptidique sur
support solide. La séquence décrite sur la Figure 1.57 permet d’obtenir des complexes
déshydratés, c'est-a-dire sans aucune molécule d’eau dans la premiere sphere de coordination
de I’ion. La luminescence de ces complexes est donc optimale et a été exploitée pour
déterminer la dynamique structurelle des protéines, ainsi que pour élucider la localisation et le
trafic cellulaire de certaines protéines.

En effet, grace a des mesures de luminescence en temps résolu (Figure 1. 45), il est possible
de s’affranchir de la fluorescence résiduelle cellulaire. Cette technique a permis pour la
premiére fois de visualiser ’entrée d’une protéine chimére dans des cellules vivantes’ grace a
luminescence du terbium, coordonné par un peptide encodé dans la séquence protéique.
Cependant I’affinité maximale obtenue pour ces complexes peptidiques de lanthanides est de

I’ordre du nanomolaire.

I1.4.2.3 Hexapeptides incorporant des acides aminés chélatants non naturels

La stabilité¢ du complexe de lanthanide est un parametre clé pour envisager son utilisation

comme sonde de molécules biologiques in vitro. En effet, il faut absolument éviter la
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décomplexation du cation lanthanide qui pourrait alors se coordonner a des sites de faible
affinité de la biomolécule et ainsi perturber la mesure de I’interaction.

L’augmentation du nombre de sites de coordination avec des peptides naturels ne permettant
pas d’augmenter 1’affinité car la premiere sphére de coordination est déja complete, le
laboratoire de Reconnaissance Ionique et Chimie de Coordination (RICC) a développé des
hexapeptides synthétiques contenant des acides aminés non naturels avec des unités
chélatantes aminodiacétates. Les hexapeptides développés dans notre laboratoire incorporent
des acides aminés non naturels chélatant (Figure 1. 58), et un acide aminé Trp pour assurer la

sensibilisation.

‘/COOH
:

[N COOH
tridentate  HOOC™ ™\ .~ N“ >cooH  pentadentate
o

N~ “COOH
(1),
n=123 E\H § §\
N

0

-Ada,- -Ed3a,-

Figure 1. 58 : Structure chimique des acides aminés non naturels. Les sites de coordination sont représentés en

rouge.

La présence d’une séquence Pro-Gly entre les deux acides aminés non naturels permet
d’induire la formation d’un coude P et ainsi d’orienter les chaines latérales chélatantes du
méme coté du plan du peptide pour promouvoir la coordination simultanée du métal par ces

deux chaines Figure 1. 59.

A
:|L coude 3

Figure 1. 59 : Représentation schématiques des hexapeptides développées au laboratoire
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L’insertion d’acides aminés non naturels de type Ada,, portant le motif aminodiacétate, a
permis d’obtenir des complexes peptidiques des lanthanides de plus hautes affinités (de
I’ordre du picomolaire) que ceux issus d’acides aminés naturels. Des études sur la longueur »

R } . 6 8
des chaines latérales des acides non naturels Ada,, 76, 77, 78, 79

ainsi que sur la position du
noyau sensibilisateur Trp ont été effectuées et ont mis en évidence la formation de complexe
monom¢étallique de stabilité¢ de I’ordre du picomolaire pour n = 2. La position du Trp en N-ter

assure également une bonne sensibilisation. Le peptide de référence développé P (ou n=2),

représenté Figure 1. 60, est hexadentate. """ 7
HOOC
HDUCW :I'I
N O
\ I/J” COOH 'n COOH
Ac - Ti'p - Ada,, - Pro - Gly - Ada, - Gly - NH,

H,C
’

ity

Figure 1. 60 : Structure générale des hexapeptides contenant des acides aminés non naturels

Les complexes Ln’- P? présentent 3 molécules d’eau dans la sphére de coordination de
I’Eu’” et du Tb>". Dans le but d’optimiser le signal de luminescence du métal, un acide aminé
de plus haute denticité Ed3a, (Figure 1. 58) a été introduit dans la séquence et a ainsi permis
I’obtention d’un complexe octadentate déshydraté. L’augmentation du nombre de sites de
coordination permet ainsi la formation d’un complexe d’une stabilit¢ de 1’ordre du

: - : 76, 80
femtomolaire et de luminescence plus intense.”™

11.4.3 Elaboration de complexes peptides-lanthanides pour détecter I’ADN

L’objectif de ce travail de thése était de mettre au point des complexes peptidiques de
lanthanides, dérivés des hexapeptides chélatants présentés ci-dessus, capables de reconnaitre

I’ ADN. Deux stratégies ont été envisagées :

& Construire des motifs peptidiques de type facteur de transcription, qui

interagissent avec I’ADN grace des interactions ponts salins avec les groupements
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phosphates, des interactions hydrophobes mais surtout de nombreuses liaisons hydrogéne
médiées par la présence de molécule d’eau. Cette stratégie a été explorée en parallele de mes

travaux au laboratoire par Agniezska Niedzwiecka et s’est avérée trés complexe.

& Développer des peptides dérivés du squelette P?? capable de reconnaitre

I’ ADN par intercalation.

Le but de cette thése a donc été de concevoir des sondes basées sur la séquence du peptide
chélatant P?* et d’effectuer la preuve de concept de la détection de ’ADN a travers la
luminescence des ions lanthanides. Pour cela nous avons incorporé une unité de
reconnaissance de I’ADN intercalante dans la séquence peptidique. Cette unité a été choisie
en fonction de ses propriétés sensibilisatrices des ions lanthanides et de son affinité pour la
double hélice d’ADN. L’unité intercalante est introduite en lieu et place de I’acide aminé
Tryptophane, assurant dans P** la sensibilisation des ions Tb>*. Cette unité de reconnaissance
a donc pour role de sensibiliser 1’ion Ln®" mais également de reconnaitre I’ADN. Nous avons
ensuite vérifié que I’incorporation de cette unité de reconnaissance ne perturbait pas les
propriétés de complexation de I’ion Ln’" et était capable de sensibiliser ce dernier. Enfin nous
avons vérifié si les sondes peptides lanthanides nouvellement développées étaient capables de
détecter I’ADN via la luminescence de 1’ion lanthanide. En effet, suite a 1’interaction avec
I’ADN de I'unité sensibilisatrice intercalante, une variation de luminescence du cation

lanthanide est attendue.

92



CHAPITRE II

93



94



Klaboration et

Synthese

des sondes



96



CHAPITRE Il -Elaboration et Synthése des sondes

Le but de ce travail de thése est de concevoir des sondes dérivées du squelette de P? capables

de reconnaitre I’ADN. (Figure 2. I).

P 22 acides
aminés non
naturels
HOOC N cooH HOOC N cooH Ada,
coude f
Ac - Trp - Ada; - Pro - Gly - Ada; - Gly - NH,
A
H,C
z sensibilisateur
HN du Tb3*

Figure 2. 1 : Structure du peptide P

La premicre étape est donc de choisir la nature de I'unité de reconnaissance de I’ADN. Celle-
. . , . qe y ooy 22 . . ror
ci ne doit pas dénaturer la structure peptidique du dérivé P**, et conserver, une fois insérée
dans la séquence, ces capacités de reconnaissance de I’ADN. Son insertion doit perturber au
.. ., . . 3+ N . "
minimum les propriétés de complexation des ions Ln” ", de maniére a conserver des propriétés
similaires a celles de P**. Celles-ci sont récapitulées dans le tableau 2.1. De plus 1’unité
. . A oy oqe . + + + . N
choisie devra étre capable de sensibiliser les ions Ln’" (Eu’", Tb’") et de conduire & une

modulation du signal de luminescence en absence et en présence de I’ADN.

Tableau 2. 1 : Propriété du complexe ThP*

Nom Séquence q deH7 (M) Kd (M)

P22 AcW Ada2 PG Adaz G-NHz 3 10'9-1 10-12.1

Avec q nombre d’hydratation du complexe, Kd " la constante conditionnelle de stabilité a pH 7et Kd la

constante de stabilite globale

I Les novaux intercalants
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Un compromis entre sensibilisation et affinité pour ’ADN

Les motifs de reconnaissance de I’ADN choisis appartiennent a la famille des intercalants.
Comme les intercalants sont moins sélectifs que les motifs de reconnaissance de I’ADN type
HTH, pourquoi avoir fait ce choix ? Le premier avantage est leur aromaticité qui permet de
reconnaitre ’ADN a travers le phénoméne d’intercalation. De plus, comme ils sont
aromatiques, ils sont potentiellement capables de sensibiliser les ions lanthanides. La dualité
reconnaissance-sensibilisation des intercalants permet donc de concevoir des sondes d’ADN a
base de lanthanides. De plus, la synthése relativement aisée de ces composés et leur
compatibilité avec la peptide peptidique est un atout supplémentaire. Enfin, leur introduction
dans la séquence peptidique ne devrait que faiblement affecter la complexation du cation
lanthanide, en comparaison a I’encombrement engendré par I’incorporation d’un motif de

reconnaissance HTH.

r * M M by . ~ . oq. . + + +
Les composés choisis doivent 4 la fois étre capable de sensibiliser les ions Ln®" (Eu’" ou Tb*",
émission dans le visible) mais également de reconnaitre I’ADN. Cette reconnaissance doit
s’accompagner d’une modulation du signal de luminescence. La Figure 2. 2 illustre ces

phénomenes.

Luminescence
\— J Excitation
)_O [/f_’P —>

Figure 2. 2 : Schéma du mécanisme de reconnaissance de I’ADN par des sondes peptidiques des lanthanides

dérivées de P**
[ , . I3 . \ . . +
Nous avons choisi d’étudier la détection de I’ADN a travers la luminescence des ions Ln>" en

utilisant deux familles de noyaux : la famille des naphthalimides et la famille des acridines.

Dans la famille des acridines, le noyau proflavine (ou 3,6-diaminoacridine) est celui qui a
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retenu notre attention (Figure 2. 3). En effet, leurs propriétés de reconnaissance de I’ADN

ainsi que leur potentiel pour la sensibilisation font de ces noyaux des candidats prometteurs.

O
(o]
Naphthalimide R, R"=H Acridine
R =H, alkyle R, R”=NH, Proflavine

Figure 2. 3 : Structure des noyaux intercalants étudiés

I.1 La proflavine

Les dérivés de la famille des acridines sont connus depuis longtemps pour leurs activités
biologiques. En effet, depuis leur découverte en 1870, les acridines ou dibenzo[b,e]pyridines
ont fait I’objet de nombreuses applications, notamment pour leurs propriétés thérapeutiques.
Utilisés pour la premicre fois en tant qu’agents antiseptiques, puis comme agents

. . o e . Lo s X 1,82
antiparasites, ce n’est qu’en 1920 que leur activité anti-tumorale a été découverte.®®

I.1.1 Comme sensibilisateur ?

Ne perdons pas du vue que le composé choisi doit sensibiliser les ions lanthanides. Aucune
publication ne fait mention des propriétés de sensibilisation des acridines. Cependant, la
proflavine est trés largement utilisée en biologie pour ses propriétés de fluorescence
permettant de marquer les cellules. Aprés une excitation a 445 nm, la proflavine répond par
une intense émission de fluorescence centrée a 508 nm (2 pH 7). Les temps de vie de ses
niveaux excités singulet et triplet ne sont pas donnés a pH 7 dans la littérature mais a pH 4, et
sont respectivement de 4,4 ns et 70 ms a 20 °C.* Son mode de fluorescence est qualifi¢ de
retardé ou différé. En effet, sa fluorescence est température dépendante. La repopulation
thermale de son état singulet '’ par un état vibrationnel excité *nn” entraine un équilibre de
population entre les états singulet et triplet.** La fluorescence parait donc anormalement

longue a température ambiante.
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Figure 2. 4 : Emission du noyau proflavine a pH 7 a température ambiante (TA) et a 77 K avec (courbe bleue) et

sans délai (d) de mesure (courbe rouge).

On peut s’affranchir de ce phénoméne en travaillant a basse température et en imposant un
temps de délai a la mesure. Le signal mesuré a température ambiante (Figure 2. 4 vert) est
donc une émission moyenne entre la fluorescence (rouge Figure 2. 4 ) et la phosphorescence
(bleue Figure 2. 4). C’est pour cela que I’on nomme ce type de fluorescence « fluorescence
retardée ».»

Il est également important de noter que la proflavine est basique. Ainsi a pH 7 et de par son

pKa de 9,65, I’azote porté par le cycle pyrimidique central est protoné. *°

Qu’en est-il maintenant de ses potentielles propriétés de sensibilisation ? Il faut, pour
répondre a cette question, regarder la différence d’énergie AE entre ’état triplet de la
proflavine et les états émissifs excités des ions Ln*" émettant dans le visible (Tb3+ et Eu3+).
Sur la Figure 2.5, on voit que le noyau proflavine n’est pas apte a sensibiliser les ions Tb*".
En effet, le niveau d’énergie de 1’état triplet de la proflavine se situe plus bas en énergie que
les niveaux excités du Tb’". Concernant I’Eu’’, la différence d’énergie entre les états
donneur(s) et accepteur(s) est trés faible (200-150 cm™). Cependant, la sensibilisation & basse
énergie de I’europium par des composés type base de Schiff possédant des états énergétiques

* -1 oy . y . 8 .
proches Crr 17270 cm™) a été mise en évidence.?” 11 est donc concevable d’envisager une
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sensibilisation de I’europium par le composé proflavine. Si sensibilisation il y a, un fort
transfert en retour est possible. La Figure 2. 5 récapitule les derniers parameétres.

Le transfert par I’état singulet, bien que peu répandu, peut également étre vérifié en effectuant
des mesures de luminescence des ions Ln®" en absence d’oxygéne. En effet, 1’état triplet est
beaucoup plus sensible que I’état singulet a la présence d’oxygeéne.® Une augmentation
brutale du signal de luminescence en absence d’oxygeéne indiquera un transfert d’énergie

majoritaire par effet d’antenne « triplet-Eu’" ».

Ecm
A
4
HN N? NH, 5D,
20500 cm!
i’ 20202 cm
f m
CIs
TE
3t 17500 cm! /
| 5D|] .
| 17300 cm™’
A F P

Proflavine Ln3*

Figure 2. 5 : Diagramme d’énergie de I'Ev’" et du noyau proflavine : sensibilisation potentielle
g g

I.1.2 Comme intercalant ?

La proflavine a été 1'un des premiers chromophores a étre étudiés pour ses capacités
d’interactions non covalentes avec I’ADN, en exploitant ses propriétés d’émission de
fluorescence. Lors de sa liaison a I’ADN par un mécanisme d’intercalation, sa fluorescence
diminue fortement.™

Des études cinétiques par saut de température ont également mis en avant la rapidité de
88

liaison de la proflavine a I’ADN, avec une vitesse de liaison de 1’ordre de la milliseconde.

Le mode¢le de liaison établi a cette époque était le suivant :
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Pfl+ ADN S Cyp,

ou Cy, représente le complexe Proflavine —ADN et Pfl la proflavine. Il est important de noter
que pour permettre une intercalation dans I’ADN, les plans des paires de bases doivent étre
séparés d’au moins 3,4 A. La proflavine s’intercale donc dans les duplex polymorphes de
types B et Z (distance inter-plan 3,4 et 3,7 A respectivement). Des études menées a partir des
années 1980 ont démontré que le modéle énoncé précédemment était erroné. En effet, le mode
de liaison de la proflavine a I’ADN dépend a la fois de la concentration et de sa composition
en paires de bases.®®

Si I’on définit un ratio égal a la concentration en ADN [pb], exprimée en paires de bases (pb),

sur la concentration en chromophores [Ch], on obtient deux scénarios possibles :

v' A faible ratio [pb]/ [Ch], le mode de liaison préférentiel est de type électrostatique,
c’est-a-dire une liaison de la proflavine dans les sillons de I’ADN. On parle de liaison
de basse affinité.

v A haut ratio [pb]/ [Ch], le mode de liaison préférentiel est de type z=stacking, c’est-a-
dire une liaison par intercalation dans I’ADN. On parle dans ce cas de liaison de haute

affinité.

Ces deux premiers scénarios ont été établis en présence de B-ADN de composition mixte,
type ct-DNA (Calf Thymus DNA signifiant ADN de thymus de veau), contenant des bases A,
T, G et C, dans un enchainement base —sucre-phosphate-base-sucre-phosphate aléatoire.

L’influence de la composition en paires de bases de I’ADN sur le mode d’interaction de la
proflavine, a été étudi¢ en présence d’ADN duplex synthétique de type poly(dA-dT),,
poly(dG-dC),, d’ADN bactérien micrococcuss (72% pb GC) et bacillus (30% pb GC) en
suivant 1’extinction de fluorescence du noyau proflavine.” Les calculs de rendement
quantique de fluorescence mettent en avant une différence d’affinité et /ou une différence de
mode de liaison selon la composition en bases de la double hélice. Plus I’ADN contient des
paires de bases GC, plus le signal de fluorescence de la proflavine est éteint. En conséquence,
le rendement quantique diminue. Ces premiers résultats indiquent que le noyau proflavine

s’intercale préférentiellement entre des paires de bases GC. De plus, un ADN riche en paires
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de bases GC adopte une conformation locale de type Z-ADN, et peut potentiellement former
des G quadruplex. Javier et son équipe ont d’ailleurs démontré que la proflavine était un bon
détecteur de G-quadruplex.”®”!

Des mesures de fluorescence complémentaires montrent en effet une légere préférence pour
les paires de bases GC.” L’affinité de la proflavine pour 'ADN a été calculée par la

technique standard de déplacement d’un intercalant d’affinité connue.

L’affinit¢ d’un composé pour I’ADN est décrite par la loi d’action de masse qui traduit
I’équilibre dynamique entre les formes libres et associés du ligand. Strictement, I’affinité est
définie comme la constante d’association K, (M™). En pratique, la constante de dissociation
Kp (M), qui est I’inverse de la constante association, est souvent donnée car son unité est plus
évocatrice.

Pour effectuer le test de déplacement par la proflavine, un intercalant non sélectif de I’ADN,
le bromure d’éthidium (BET) d’affinité Kp = 10°M pour I’ADN, a été utilisé. Contrairement
a la proflavine, sa fluorescence augmente fortement lors de sa liaison a I’ADN. L’affinité, en
fonction de la concentration de composé ajouté au complexe BET-ADN, est déterminée de
maniere a obtenir une diminution de 50 % de la fluorescence du BET. On peut assimiler ces
mesures a des Clsy (Concentration d’Inhibition a 50 %). Le tableau 2.2 récapitule les données

7 . . 2 . y o .
obtenues par 1’équipe de Terence C Jenkins’> qui a mené ces expériences sur la proflavine.

Tableau 2. 2 : Mesure de Clsy du BET par le noyau proflavine en présence d’ADN de compositions différentes

([ADN]ini/inl =10 uM bp. [BET] inisiie=1 uM )

AT Ct-DNA GC

[PAI]pM 24 puM 20 uM 14 uM

Ces résultats mettent en évidence une faible sélectivité d’interaction pour les paires de bases

GC (Figure 2. 6). La proflavine est donc deux fois plus affine des paires de bases GC.
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Figure 2. 6 : a)Structure cristallographique® extraite de la NDB (Id DDB009) de la proflavine intercalée dans
un di-nucléotide 5°d(CpG) 3' (b)Structure cristallographique extraite de la PDB (ID 3FT6) représentant la
proflavine intercalée dans un hexamere d’ADN de séquence 5'-d(CpGpApTpCpG)-3'. Les bases G sont en
vertes, les C en jaunes, les A en rouge et le T en bleues. On remarque que la proflavine est intercalée

uniquement entre les paires de bases GC.

Ces mesures d’extinction de fluorescence, combinées aux mesures cinétiques ont permis a
I’équipe de Neidle’* de développer deux nouveaux modéles d’interaction de la proflavine avec
I’ADN :

v'"Modéle 1 : PIHADN S C,, S Crr

v'"Modéle 2 : PfI+ADN SCy,,

ou C, représente un complexe transitoire de faible interaction électrostatique en présence
d’une faible concentration d’ADN. Le complexe C, se forme rapidement. Cy,, représente le
complexe intercalé. C,. est fortement dépendant de la nature des bases qui composent I’ADN.

Le modele 1 est applicable pour un ADN type c-DNA. L’espece cinétique est transitoire, puis
apres stabilisation du systeme, I’espéce en intercalation est obtenue. Cependant en présence
d’une tres forte concentration locale de paires de bases AT, l’espece intercalée est
difficilement atteinte de par le faible espacement des plans des paires de bases dans ces
régions (type A-ADN). Ceci est confirmé par des mesures d’allongement de la double hélice.

Lors de I’intercalation d’un composé, la double hélice s’allonge.

104



CHAPITRE Il -Elaboration et Synthése des sondes

Un allongement faible de la double hélice met en évidence un mode d’interaction préférentiel
de type ¢€lectrostatique dans les sillons de I’ADN. L’allongement quasi nul d’un ADN riche en
paires de bases AT en présence de proflavine a montré que le complexe Proflavine — ADN
obtenu était majoritairement un complexe lié¢ dans le sillon.

Le modeéle 2 quant a lui est valable pour les duplex riches en paires de bases GC ou de
composition alternée G-C-G-C. Trés récemment Mukherjee et al. ont modélisé le mécanisme
d’intercalation de la proflavine dans I’ADN. En se plagant dans une configuration approprice
(parametres mathématiques du modele de simulation métadynamique tout atome, champs de
force AMBERY99, effet de solvatation), ils ont simulé I’interaction de la proflavine dans un
dodécamere duplex d’ADN de séquence 5°-d(GpCpGpCpTpCpGpApGpCpGpC)-3°. Les
résultats obtenus mettent en évidence une interaction minimisant les pénalités de stacking des
bases, de maniére & minimiser la perte d’énergie libre du systéme.” °® Le mode d’interaction
de la proflavine simulé est représenté Figure 2. 7. L’intercalation de la proflavine se déroule
via le grand sillon de I’ADN et est entropiquement favorable. Cependant, suivant le modeéle 1
¢tabli, la proflavine forme trés rapidement (nanoseconde) un complexe pré-intercalé via le
petit sillon. Les calculs de Mukherjee montrent que 1’intercalation directe est impossible de

par la trop haute barriere énergétique de dé-solvatation du sillon.

plan des paires
de bases

liaison par intercalation liaison par le petit sillon

Figure 2. 7: Modélisation des mouvement des plans des paires de bases de I'ADN de séquence
5°d(GpCpGpCpTpCpGpApGpCpGpC)-3 lors de 'intercalation de la proflavine. *°
Ces derniers résultats vont a 1’encontre de ceux obtenus par I’équipe de Neidle.”* En effet,

I’ ADN utilisé€ pour la modélisation est riche en paires de bases GC. Le mode de liaison devrait

donc obéir au modeéle 2.
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En conclusion, le mode d’interaction de la proflavine par intercalation dans I’ADN est accepté
par toute la communauté scientifique. Cependant, son mécanisme exact de liaison a I’ADN
reste a valider. Néanmoins, la proflavine est un excellent intercalant de ’ADN, d’affinité de

I’ordre de 10 M pour un ADN type ct-DNA."’

ST la proflavine se révéle capable de sensibiliser les ions Eu’", les sondes nouvellement
développées lors de ce travail devraient permettent d’explorer linteraction avec I’ADN et
d’effectuer des mesures de sélectivité de reconnaissance de séquences a travers la
luminescence centrée sur I’europium. L’impact de la structure peptidique sur la capacité de
reconnaissance de I’ADN pourra alors étre visualisé. Il sera intéressant de voir si I’on
conserve les propriétés de reconnaissance de I’ADN et la sélectivité de reconnaissance de

celui-ci (AT vs GC) par rapport au noyau proflavine libre.

[.2 Le naphthalimide

Braiia et al’® ont démontré depuis les années 1970 que la famille des naphthalimides

possédait une forte activité anticancéreuse.””

I.2.1 Comme sensibilisateur ?

Contrairement au noyau proflavine, le naphthalimide est répertorié comme sensibilisateur des
ions Eu’", et plus récemment des ions Tb>". Les dérivés du 1,8-naphthalimide substitués sur
I’azote sont généralement des chromophores émettant dans la gamme du bleu. Cependant, ils
sont nettement moins fluorescents que les noyaux dérivés de la proflavine. Apres excitation a
344 nm, le naphthalimide répond par une émission de fluorescence centrée a 380 nm (pH 7).
Les temps de vie de son niveau excité singulet et triplet sont respectivement de 1,3 ns et 30
usec dans I’eau, pour des solutions de concentration inférieure a 100 umolaires. En effet, a
forte concentration, le naphthalimide forme des excimeres. Les temps de vie des niveaux
excités varient alors, pouvant atteindre 5 ns pour 1’état singulet.'® Son état singulet se situe
aux environs de 27 000 cm™ et son état triplet > a 18500 cm™.*® La différence d’énergie
avec 1’état émissif excité “Dy de 1’europium est de 1000 cm™, ce qui n’est pas idéal si 1’on
veut éviter un transfert thermal d’énergie en retour. Cependant, le rendement quantique de
conversion interne du naphtahlimide en solution ®¢ys de i =3nn tres élevé (Pcis =

0,95)101-102 en fait un sensibilisateur de choix, et permet d’effectuer des mesures de
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luminescence de I’europium en temps résolu. Les rendements quantiques de 1’europium
complexé par un dérivé N,N-dimethylamino-1,8-naphthalimide mesurés par Sousa sont de
®z"° = 0,125 Le niveau de son état triplet ne permet normalement pas une
sensibilisation du Tb>". Cependant, I’équipe de Gunnlaugsson et al. a montré que des peptides
capables de coordonner les ions Tb*" contenant un noyau naphthalimide pouvait sensibiliser la
luminescence du Tb>" (Figure 2. 8).°° Un transfert d’énergie via 1’état singulet a été supposé.

Les études menées sur des complexes Europium/Gadolinium-Naphthalimide de Ward et al,**

tendent a confirmer ce phénomene.
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Figure 2. 8 : a et b) Structure du peptide développé par Gunnlaugsson et al. Le noyau Naphthalimide (vert) joue
le réle de sensibilisateur des ions lanthanides. b) Schématisation de la coordination des ions Ln®" (Th**, Eu’”)
par les acides aminés aspartates D et glutamates E et de la sensibilisation par effet d’antenne. c¢ et d)
Superposition du spectre d‘absorbance du peptide a et du spectre d’excitation du complexe peptide-Ln’ (vert).
Le spectre de fluorescence du noyau Naphthalimide est représenté par la courbe orange. Le spectre de
luminescence en temps résolu du Th>" (c) et du I’Ev’" (d) montre bien la capacité de sensibilisation du noyau

naphthalimide. Extrait de la référence’

. , . * .
En effet, la vitesse de transfert d’énergie du Snn Naphthalimide —'SDO ru3+ est faible (0,103
1 . , .
msec).'” Des mesures de luminescence en temps résolu ont permis de mettre en avant un
, . . 3+ .
autre transfert d’énergie vers I’ion Eu’" beaucoup plus rapide de ’ordre de la nanoseconde,

provenant de 1’état singulet 'nn du Naphthalimide. Il semblerait donc que la sensibilisation
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des ions Eu’"/Tb’" soit une combinaison de transfert d’énergie en compétition : 'mn* —=Ln’",
Snnt = Lo’ (@77° = 0,067) et Ln* = *nn* (Figure 2. 9).%

T Ecm

1 *
T 27000 cm!

‘ as &

A F 5D, .
20500 cm!
m /
B *Do .
0. I‘!I -0 17300 cm*!

3 18500 cmet
I

7
v 4 Fn

Naphthalimide Ln®

Figure 2. 9 : Diagramme de la sensibilisation de I’Eu*" et du Tb*" par le noyau naphthalimide

I.2.2 Comme Intercalant ?

Comme expos¢ dans le chapitre I, un bon intercalant est un composé qui possede les
caractéristiques suivantes :
v" 11 doit étre plan et hydrophobe, I’idéal étant un noyau aromatique.
v" 1l doit présenter une surface d’interaction suffisante pour assurer un fort mt-stacking
avec les paires de bases de I’ADN. La taille idéale minimum pour cela est de 3 cycles.
v 11 doit posséder des groupements accepteurs/donneurs de liaisons hydrogéne et porté
une charge positive, de maniere a faciliter I’interaction avec la double hélice, chargée
négativement.
Le naphthalimide n’est donc pas le candidat parfait pour assurer une reconnaissance de

I’ADN par intercalation (Figure 2. 10).

(0]
\ 2 cycles
accepteurs de 0 aromatiques
liaison H é‘” FAIBLE SURFACE
\ o O D’INTERACTION

Figure 2. 10 : Naphthalimide et ses caractéristiques d’intercalant
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Son affinité pour I’ADN est faible, dans la gamme du millimolaire. Cependant, de nombreux
dérivés du naphthalimide ont été synthétisés pour leur capacité a reconnaitre I’ADN et leur
activité anticancéreuse. Les composés tétes de files sont I’amonafide et le mitonafide, tous
deux actuellement en phase clinique II. (Figure 2. 11). Leur affinité pour I’ADN est de 1’ordre
d’une dizaine de pmolaire.'™ Cependant, la présence de substituants amine et nitro en
position 3 modifie les propriétés spectroscopiques du noyau naphthalimide. Les groupements
mésomeres donneurs (NH,) et mésomeres attracteurs (NO,) influencent les niveaux d’énergie
singulet et triplet. La présence d’un groupement amine, par exemple, diminue le niveau
d’énergie du niveau singulet (A pax abs= 410 nm, A ¢, = 550 nm tampon TRIS, pH 7.4).105 Ces

modifications chimiques risquent donc de modifier la sensibilisation des ions Eu®" et Tb*".

;\l -~ ~ N P
(o] N_.O (o] N_.O
AN ~
‘ E NH, E i NO,
Amonafide Mitonafide

Figure 2. 11 : Structure des composés naphthalimides a activité anticancéreuse.

Pour augmenter 1’affinité pour I’ADN, des composés dit bis-intercalant (Figure 2. 12) ont été

7. 100 L’espaceur polyamine s’insére dans le grand sillon

synthétisés par I’équipe de Bailly et a
et stabilise I’intercalation des deux extrémités naphthalimide dans I’ADN.'"" Le formation de
liaisons hydrogéne NH(polyamine)-O(bases azotées) permet de renforcer 1’interaction avec
I’ADN. L’affinité est augmenter d’un facteur 100 (micromolaire) pour I’ADN par rapport au

noyau naphthalimide nu, ¢’est-a-dire sans substituants.'®®
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élinafide
LU79553

Figure 2. 12 : Structure d’un composé bis-intercalant de I’ADN et modélisation de son interaction dans un

hexameére d’ADN de séquence 5'-d(ApTpGpCpApT)-3' (Structure extraite de la PDB Id 1CX3)

De manicre similaire aux chaines polyamines, un squelette peptidique pourrait stabiliser

I’interaction avec I’ADN, a travers la formation de liaisons hydrogeéne supplémentaires.

Une autre piste permettant d’augmenter ’affinité des dérivés naphthalimide pour I’ADN est
I’extension du cycle naphthalimide.
La formation de bases de Troger,'” I’extension du corps aromatique par un benzéne''*

(azonafide), par un cycle thiazole''' ou encore ’addition de divers substituants comme des

9 107, 112

noyaux diimide naphthalimides'”, ou des triazoles (Erreur! Source du renvoi
ntrouvable.) permettent [’obtention de dérivés possédant de nouvelles activités
anticancéreuses. Ces substituants ou extension de cycle induisent en effet un gain d’affinité
pour la double hélice pouvant aller jusqu’a facteur 1000 par rapport au naphthalimide. Tres
souvent, la combinaison de I’insertion d’hétéroatomes dans une extension du cycle permet a
la fois d’augmenter la surface d’interaction avec les paires de bases de I’ADN et la formation

de nouvelles liaisons hydrogene.
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Dérivés du naphthalimide a cycles étendus
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Figure 2. 13 : Structure des composés naphthalimides capables de reconnaitre I’ADN (affinité moy ~ 10°-10° M
!
)

En conclusion, le naphthalimide est connu pour ses capacités de sensibilisation des ions
3+ o 7 . . ’
Ln’". Ses capacités d’interactions avec I’ADN, sont, elles, beaucoup plus controversées.
, . ’ e 3+ .
L’étude de la luminescence centrée sur le métal de nos nouveaux complexes Ln” peptide

contenant un noyau naphthalimide, permettra de visualiser son affinité pour I’ADN.

II De P22 gux sondes Intercalant-P22

Six peptides, contenant une unité proflavine, naphthalimide ou thiazonaphthalimide ont été
obtenus et étudiés. Les sondes pour lesquelles 1’unité intercalante est insérée directement sur
la fonction amine N-ter de 1’acide aminé modifi¢ Ada,, sont les sondes de premicre
génération Py et Ny. Un espaceur glycine a été inséré entre ['unité intercalante et 1’extrémité
N-ter des peptides P, et N, de deuxieme génération. Enfin P; et N3 appartiennent a la
troisieme génération et incluent soit un acide aminé pentadentate soit un noyau naphthalimide

étendu, TNaph. (Figure 2. 14).
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noyaux intercalant insérés
dans la séquence

()
N =
' 4 % Naph HOOC  COOH  HoOG  COOH
\ (,J S
- P H% Pl —@_-Adaz-Pro-Gly-Adaz-Gly-NH2
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o
o. _N__O
A

TNaph

Figure 2. 14 : Structure des sondes visées

I1.1 Sondes de premiére génération

Notre choix s’est porté sur ’insertion des composés proflavine et naphthalimide dans la
séquence de P*2. La sensibilisation par effet d’antenne étant fortement dépendante de la
distance, le choix de la position d’insertion des noyaux dans la séquence peptidique est
primordial. Néanmoins, un trop fort encombrement stérique autour du noyau aromatique
pourrait étre préjudiciable, a la fois pour les propriétés de luminescence, et également pour les
propriétés d’interaction dans I’ADN (rigidité trop élevée).

Une insertion en position N-fer de la séquence de I’hexapeptide, en lieu et place de 1’acide
aminé tryptophane de P*%, a donc été choisie. Les deux sondes visées ont donc les structures
exposées figure 2. 15. De plus, une insertion de l’intercalant en position N-ter permet
d’utiliser le protocole de synthése peptidique sur phase solide (SPPS) usuel maitrisé au
laboratoire. Le choix de I’espaceur entre les intercalants et la chaine peptidique P* est

r . 1 1 . . +
également important pour une sensibilisation efficace des ions Eu®".
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I1.2 Sondes de deuxieme génération : Introduction d’'un espaceur

L’introduction d’un noyau aromatique de type proflavine ou naphthalimide dans la séquence
peut potentiellement engendrer un fort encombrement stérique, qui peut affecter les propriétés
de complexation des ions lanthanides ainsi que les capacités d’interaction avec I’ADN. Une
forte géne stérique peut en effet défavoriser la formation du complexe d’europium, mais
¢galement diminuer la surface d’interaction exposée a I’ADN. L’insertion d’un espaceur dans
la séquence a donc pour but d’aider a diminuer ces effets. Néanmoins, 1’espaceur peut aussi
éloigner trop fortement I’intercalant du cation Eu®*, empéchant alors toute détection de I’ADN

a travers la luminescence centrée sur 1’europium.

La comparaison des sondes de premicre et deuxiéme génération permet d’analyser 1I’impact de
I’insertion d’un espaceur entre le noyau intercalant et la séquence peptidique sur 1’efficacité
de la sensibilisation de 1’europium et la reconnaissance de I’ADN.

Par comparaison avec la littérature des sondes dérivées de la proflavine capable de reconnaitre
I’ADN,* 113 114115 4ingi qu’en analysant des structures synthétiques types polyamine capable

de reconnaitre I’ADN,''® 7

I’insertion d’un espaceur glycine a été choisi. Sa faible taille
permet de minimiser 1’¢loignement intercalant-europium. De plus, sa disponibilité¢ et sa
compatibilité avec la stratégie de synthése sur support solide (SPPS), ont permis d’obtenir

aisément les peptides de deuxieme génération P, et N,. (figure 2. 15)
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Structures des sondes développées au laboratoire

Sondes de premiére génération

.Y Y
H,N O ﬁ/ H/\r- Ada, - Pro - Gly - Ada, - Ala - NH,
o

P, N,

Sondes de deuxiéme génération

\ Y Y
H;NH’Y Ada, - Pro - Gly - Ada, - Ala - NH,
(o]

P, N,

Sondes de troisiéme génération

-- Ada, - Pro - Gly - Adas - Ala - NH,
|

R O Y Y
HZNH/Y_ Ed;a; - Pro - Gly - Ada; - Ala - NH,
(o]

Ps

Figure 2. 15 : Structures des sondes développées au laboratoire
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I1.3 Sonde de troisieme génération : peptide de haute denticité

La sonde de troisieme génération Ps; (Figure 2. 16) posséde un acide aminé non naturel
pentadentate Eda3a,. En comparaison avec les sondes de premiére et deuxiéme générations,

elle posséde donc 8 sites potentiels de coordination des ions Ln*".

N V Y
H,N g ﬁ o H/Y Ed;a; - Pro - Gly - Ada, - Ala - NH,
(o)

P3

Figure 2. 16 : Structure de la sonde P;

L’introduction de I’acide aminé Eda3a, permet d’obtenir un peptide de Haute Denticité (HD)
et ainsi de déshydrater la premiére sphére de coordination des ions Ln’", par augmentation du
nombre de sites de coordination disponible. L’insertion de cet acide aminé non naturel
pentadentate dans la séquence a déja permis d’obtenir des complexes de terbium déshydratés
(q=0 TbP"P?)7® Les désactivations non radiatives étant réduites au minimum, le complexe
obtenu possede des propriétés de luminescence améliorées.

La luminescence dans le proche infrarouge est plus sensible aux désactivations non radiatives
que la luminescence des ions Ln®" émettant dans le visible. Un contréle total de la premiére
sphere de coordination de ces ions est donc crucial pour permettre la détection d’un signal de
luminescence. Le développement de ligands de haute denticité comme P3 devrait permettre de
détecter la luminescence des ions Ln’* émettant dans le proche infrarouge, comme I’ytterbium
(Y™ ou le néodyme (Nd**). Un autre avantage est la stabilité des complexes formés,
pouvant aller jusqu’au femtomolaire & pH physiologique.”®

L’influence de la position d’insertion de I’acide aminé pentadentate Eda3a; a été étudié dans

HD2 HD5 40b, 44

les sondes P™"“ et P (Figure 2. 17) au laboratoire. Les études de complexation des ions

Ln’" (ES-MS, titration) ont montré que I’incorporation en position 2 (P"°?) dans la séquence
permet la formation d’un unique complexe monométallique. A I’inverse, I’incorporation en

position 5 entraine la formation de complexes polymétalliques en excés de métal. ' ''®
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N-ter C-ter
Int- Gly-AA -Pro-Gly-AA-Ala-NH2
1 2 3 4 5 6

N/

COOH
N._COOH

(

N"~COOH

\H d Edaaz
PHDS  Ac- Trp -Ada,- Pro-Gly-Ed3a,-Gly-NH, Polymétalliques

PHD2  Ac-Trp -Ed3a,-Pro-Gly- Ada, -Gly-NH, monométallique

1 2 3 4 5 6

Figure 2. 17 : Choix de la position d’insertion de [’acide aminé pentadentate Ed3a,

C’est pour toutes ces raisons que 1’acide aminé Ed3a,, synthétisé au laboratoire, a été

introduit dans la séquence peptidique de P; en position 2.
Notre choix s’est porté sur la synthése d’une sonde de haute denticité¢ de la famille de la

proflavine. En effet, la longueur d’onde d’excitation a basse énergie (A exc. 450 nm) est plus

propice a la sensibilisation des ions Ln’" émettant dans le proche IR.

I1.4 Sonde de troisieme génération : Noyau naphthalimide a cycle

étendu

Parmi toute la famille des dérivés naphthalimides capable d’interagir avec I’ADN, c’est le
noyau thiazolonaphthalimide qui a retenu notre attention. Ses propriétés d’interaction avec
I’ADN sont démontrées, et son affinité est nettement supérieure a celle du noyau
naphthalimide (10° vs 10° M™).""! De plus, ses propriétés spectroscopiques étant trés proches

de celles du naphthalimide, la sensibilisation des ions Eu®* devrait étre similaire. C’est pour
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ces raisons que notre choix s’est porté sur ce noyau. Celui-ci étant plus encombrant que le

naphthalimide, nous avons décidé de conserver I’espaceur glycine dans la séquence.

{GIy|- Ada, - Pro - Gly - Ada, - Ala - NH,

N3

Figure 2. 18 : Structure de la sonde N;

IIT Synthése et caractérisation des sondes

ITI.1Stratégie

Les six sondes sont synthétisées suivant le protocole de synthése peptidique sur phase solide
couramment utilisée au laboratoire. Celui-ci est basé sur le couplage de I’extrémité acide
carboxylique libre d’'un acide aminé sur I’extrémité amine du peptide en croissance. La
synthése s’effectue donc de I’extrémité C-ter du peptide vers I’extrémité N-ter. Les
intercalants proflavine et naphthalimide ont donc été¢ modifiés pour y introduire une fonction
acide carboxylique, de maniére a étre intégrés dans la séquence peptidique dérivé de P*
suivant le protocole de synthése peptidiques sur support solide utilisé au laboratoire. Les

dérivés a synthétiser sont donc les suivants :

? 7
H*OH (LOH
o

NG OH
S I ¢ s
(O (L
N
3 5 10

Figure 2. 19 : Structure chimique des dérivés intercalant proflavine 3 et Naphthalimide 5,10
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II1.1.1 Synthéses des intercalants

II1.1.1.1 Synthése du dérivé proflavine 3

Le composé 3 a été synthétisé en 3 étapes a partir de la proflavine avec un rendement global
de 23% (Figure 2. 20)."'” ' La premiére étape est la dissymétrisation de la proflavine par
introduction d’un groupement fer-butyloxycarbonyle (Boc) sur une des deux fonctions
amines primaires. Pour ce faire, la proflavine est mise en réaction avec 2 équivalents de
Boc,0. Cette réaction conduit a un mélange de produits duquel la proflavine mono-protégée 1
est isolée apres purification sur colonne de silice avec un rendement de 53%. La présence de
produits secondaires (7% de produit di-substitué) explique le rendement moyen obtenu.

Ensuite, le traitement du composé 1 par le de tert-butyl -2-chloroacétate en présence de
carbonate de césium conduit majoritairement au produit 2 apres purification sur colonne de
silice (62 % de rendement). En effet, la présence du groupement -Boc, rend par un effet
attracteur, le proton de I’amine substitué plus acide. Celui-ci est donc plus facilement
déprotonable. C’est cette déprotonation qui permet I’obtention du produit désiré sous forme
majoritaire a I’issu de la substitution nucléophile de type 2 du fert-butyl-2-chloroacétate. Cette
réaction dure trois jours durant lesquels plusieurs additions successives de fert-butyl-2-
chloroacétate (une toute les 24 heures) sont nécessaires du fait de la sensibilité de ce produit
en présence de nucléophile et de sa rapide dégradation. Le rendement moyen de cette étape
est expliqué par la formation de produits secondaires di et tri-substitués (27 % de tri-

substitués).

Boc,0, Acétone

- B
53% HN N N

62% l CICH,COOtBuU, Cs,CO,,
DMF

TFA
LOCX, L
H,N ’\ro"' 99% HoN N7 n-Bo°
kfo
3 2 >r°

Figure 2. 20 : Schéma réactionnel de synthese du composé proflavine intercalant 3
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Les groupements protecteurs (Boc, /Bu) du composé 2 sont ensuite clivés en milieu acide par
traitement a I’acide trifluoroacétique avec un rendement de 70%. Le produit d’intérét 3 est

obtenu sous forme de trifluoroacétate d’ammonium aprés précipitation dans 1’éther.'*

I11.1.1.2 Synthése du dérivé naphthalimide 5

Le dérivé naphthalimide 5 a été synthétisé en 2 étapes avec un rendement global de 86% a
partir de ’anhydride naphthalique selon une procédure analogue a celle décrite par Qian."!
La premicre étape consiste a condenser I’anhydride naphthalique avec la fonction amine
primaire de la glycine sous forme d’ester méthylique pour former le composé 4. Cette réaction
est réalisée en présence de tri¢thylamine afin de libérer la fonction amine de la glycine vendue
sous forme de sels de chlorure d’ammonium. Le produit désiré 4 est obtenu apres purification
sur colonne de silice avec un rendement de 91%. Ce dernier est ensuite mis en jeu dans une
réaction de saponification en présence d’un exceés de base, ’hydroxyde de lithium, dans un
mélange THF/MeOH. Le méthanol est présent en faible quantité pour assurer la solubilisation

des réactifs. Le dérivé du naphthalimide 5 est obtenu apres précipitation en milieu acide avec

un rendement de 95% (Figure 2. 21).1

[NH;CH,COOMe]Cl COOMe  LiOH.H,0, THF/MeOH COOH
0_.0__0 r r
B Et;N, EtOH o__N__O (4/1v/v) o__N__O
0w -
a4 5

Figure 2. 21 : Schéma réactionnel de synthese du composé intercalant naphthalimide 5

I11.1.1.3 Svynthése du dérivé thiazolonaphthalimide 10

Le dérivé thiazolonaphthalimide 10 a été obtenu en 5 étapes avec un rendement global de 9%
a partir de I’anhydride 3-nitro-1,8-naphthalique selon le protocole établi par Qian (Figure 2.

122,123,124 r \ TR LI \ . ‘y
22).122 18- 12 Taytes les étapes de synthéses ont été réalisées a 1’abri de la lumiére.
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A B
SnCl,.H,0, HCl KSCN, Br.
o. .0__.0 2-Ma%, ’ » Bl
> r Acideacétique  OnO~° acide acétigue [ Ox-Oz° O O°
. .
(I (L S ()
0,
NO, 67% NH, OO N/>_NH2 5
6 7 713 N.-(NH
2
l NaNO,, H,50,, EtOH
LiOH.H,0, 0
| i
H\O“ THF/MeOH H\om NH,CH,COOMe
o N._;0 (4/1 v/v) o N0 Et;N, EtOH 00,0 0,00
. -
S 0 S o S
o = o v | &t &8
N N N s
10 9 N=/
8

Figure 2. 22 : Schéma réactionnel de synthése du composé intercalant naphthalimide 10

La premicre étape est la réduction du groupement nifro en groupement amine. Différentes

méthodes ont été testées. Leurs résultats sont récapitulés dans le tableau 2.3.

Tableau 2. 3 : Conditions et résultats obtenus lors de [’étape de réduction pour ['obtention du composé 6

CONDITIONS RENDEMENTS
H,, Pd/C DMF, 3 bars, 3 jours 53 %
SnCl,.H,0, HCI EtOH, sonication 9x9min 72% brut
SnCl,.H,O,HCl acide acétique, Reflux 8 heures 90%

Des essais de réduction du groupement nitro par hydrogénation catalytique (3 bars H,, Pd/C)
dans la DMF ont été effectués. Cependant, la cinétique lente (3 jours), la difficulté
d’¢limination de la DMF, et le fait que la réaction ne soit pas totale n’en font pas une méthode
de choix. La seconde méthode est une réduction par sonication en présence de sels d’étain.
Cette méthode, bien que rapide et trés originale, conduit a la formation de nombreuses
espéces secondaires indésirables difficiles & séparer du produit d’intérét.'” La troisiéme

méthode, celle que nous avons employée est la réduction de la fonction nitro en amine par les
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sels d’étain a reflux de I’acide acétique. Elle permet d’obtenir I’amine 6 avec un rendement de
90% aprés purification sur colonne.'?* '%

L’insertion du cycle aminothiazole est réalisée par cyclisation a I’aide de thiocyanate et de
dibrome. Dans un premier temps, le composé thiocyanate s’additionne sur 1’amine primaire
de cycle naphthalimide pour former un intermédiaire naphthalimide-thiourée. 1.’addition de
dibrome induit la cyclisation et la formation du composé¢ amino-thiazolonaphthalimide 7
attendu. Cette réaction conduit a deux isomeres A et B (Figure 2. 22) en proportion 7/3
déterminée par RMN. L’isomeére A, en quantité supérieure, est le produit désiré. L’instabilité
de ces produits (oxydation, sensibilité a la lumiere) a conduit a une dégradation lors des
tentatives de purification (colonne de silice, recristallisation). Le mélange brut a donc été
utilisé pour 1’étape suivante.

L’étape suivante est la substitution de ’amine portée par le cycle thiazole par un hydrogene,
par un traitement a I’aide de nitrite de sodium en milieu acide. L’addition du nitrite de sodium
sur ’amine primaire conduit a la formation d’un intermédiaire nitrosamine, qui en présence
d’acide forme in situ un diazonium. Finalement, 1’addition d’éthanol a reflux conduit au
départ de N,.'"* ' Aprés précipitation dans I’eau glacée, le produit désiré est isolé sous
forme d’un mélange de deux isoméres. A ce stade, les deux isomeres n’ont pu €tre séparés.
Comme précédemment, ce mélange est mis en jeu dans une réaction de condensation en
présence d’ester de glycine méthylique. A I’issu de cette étape de condensation, les deux
isomeres ont été séparés par chromatographie sur colonne de silice et le produit 9 est ainsi
obtenu avec un rendement de 37%. Finalement, la saponification en présence d’hydroxyde de

lithium permet d’obtenir le produit d’intérét 10 avec un rendement de 87% apres purification.

I11.1.1.4 Synthéses des acides aminés non naturels

Deux types d’acides aminés modifiés ont été insérés dans la séquence peptidique, afin de
former des complexes de Ln’" stables a pH physiologique. Ils ont été synthétisés suivant les

protocoles mis au point par Federico Cisnetti au laboratoire.”®”’
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(COOH
%

[N COOH
tridentate  HOOC™ ™\ -~ N“"ScooH  pentadentate
(o]

N~ “COOH
n=1,2,3 §\N % §
H \N
H

[o]

-Ada, - -Ed3a,-

Figure 2. 23 : Structures des acides aminés chélatants

Le premier acide aminé, appelé¢ Ada, posséde 3 sites de coordination, le second se nomme
Ed3a, et dispose de 5 sites de coordination. Leur voie de synthése est représentée sur la
Figure 2. 24. Les acides aminés Ada, et Ed3a; possédent une extrémité acide carboxylique
libre et sont protégés sur la fonction amine ainsi que sur leur chaine latérale pour permettre le

couplage par SPPS et empécher toutes réactions secondaires parasites.

Le produit de départ de ces deux composés est I’acide aminé L-Homosérine (L-Hse), qui porte
une fonction alcool primaire. Apres protection de I’extrémité amine par un groupement Fmoc
(M=94%), de I'extrémité acide par un groupement benzyl (n=95%), I’acide aminé L-Hse est
engagé dans une réaction d’oxydation de Swern. La fonction alcool est alors oxydée en
présence de chlorure d’oxalyle et de DMSO pour conduire a ’aldéhyde 2 avec un rendement
de 45%. Le rendement global de ces trois étapes est de 42%. L’aldéhyde 2 obtenu est le
réactif de départ pour la formation des deux acides aminés protégés finaux. En présence de
I’amine secondaire adéquate (Figure 2. 24), une réaction d’amination réductrice permet la
formation de ’acide aminé désiré. Le composé 3, nécessaire a la formation de 1’acide aminé
pentadentate, a été synthétisé suivant le protocole de Scheider.*® Finalement, I’extrémité
acide est ensuite déprotégée par hydrogénation catalytique, pour donner les acides aminés
Fmoc-Ed3a,(rBu);-OH et Fmoc-Ada,(sBu),-OH, avec des rendements respectifs de 81% et

83% pour les deux derniéres étapes.
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1) NaHCO; 5%, ACN,

OH H20, Fmoc-Osu, 94% OH
_—
* *
H,N""~COOH 2)BnBr, DMSO, FmocHN” ~COOBn

KHCO,, NBuyl , 95 %

=

L-HSE

(€Ocl),,DMSO, DIEA,
-78°cto 0°C
45%

COOtBu
COOtBu BuOtOC "\N #~COOtBu

{
3 e d H
coou M .
FmocHN™ “COOBn

NaBH(OAc); NaBH(OAc);
87% 2 85%

o

tBuoOC *~N“">COOtBu
tBuOOC «~ >N~ COOtBu

N“"~COOtBu

*

FmocHN COOBn

*

FmocHN COOBn

H,, Pd/C, EtOH

H,, Pd/C, EtOH
= Pd/ 98%

95%

o~
tBuoOC < N COO0tBu {BUOOC <~ N~ ~COOtBu

N“"-COOtBu

?

COOH

FmocHN COOH

FmocHN

Fmoc-Ada,(tBu),-OH
Fmoc-Ed3a,(tBu),-OH

Figure 2. 24 : Schéma de synthese des acides aminés non naturels

I11.1.2 Synthese des peptides

La Synthese Peptidique sur Phase Solide ou SPPS est née en 1963 de I’esprit de Robert
Bruce Merrifield, biochimiste Texan. Cette invention lui a d’ailleurs permis d’obtenir le prix
Nobel de chimie en 1984. Dans le but de s’affranchir des problémes de solubilité et de
purification présents lors de la syntheése de peptide en phase homogene, il a développé une

méthode de synthése en phase hétérogene. L’utilisation d’un polymere polystyréne comme
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point d’ancrage des acides aminés lui a permis d’obtenir un tétrapeptide de haute pureté sans

aucun probléme de solubilité."!

La synthése des peptides s’effectue suivant le protocole de synthése sur support couramment
utilisé au laboratoire. Le support utilisé est une bille de résine type RINK amide. Son suffixe
amide fait référence a ’extrémité C-ter du peptide en croissance, qui apres détachement du

support devient un groupement amide. (Figure 2. 25)

Peptide Pepitde

®

07 NH /SNH H

o
TFA — Peptide_NH,
(O ’ (X0 5 M
-0 0 o’\o -0 NS o’\o

| amide

Figure 2. 25 : Mécanisme de détachement du peptide de la résine et formation de son extrémité amide

L’attachement de 1’acide aminé sur le support, permet de neutraliser son extrémité acide
carboxylique lors de la réaction de couplage et d’éliminer les réactifs excédentaires par un
lavage. Chaque acide aminé introduit, naturel et non naturel, est protégé par un groupement
Fmoc sur D’extrémité amine, et des groupements protecteurs stables aux conditions de
couplage et de déprotection du Fmoc. La Figure 2. 26 illustre la stratégie de SPPS utilisée au

laboratoire.

déprotection de la résine
(DMF/pipéridine)

O » 0 Etape 1
Fmoc X > HZN_O
3 o‘(b

Etape 2 Etape 3

R

o o)
QT ey Q B Q
é —|
H
R R H

Couplage de I'acide aminé Déprotection
PyBop, DIEA, DMF (DMF/pipéridine)

1 |

Figure 2. 26 : Principe de la SPPS : réaction de déprotection, puis de couplage d’un acide aminé
Lors de 1’étape de couplage, la fonction acide carboxylique est activée par un agent dit

activateur, le composé PyBob (Benzotriazole-1-yl-Oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium
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hexafluorophosphate) qui aide également a contrdler I’épimérisation. Une fois 1’acide aminé
couplé sur le support, une étape de « capping » (coiffage en francais) des extrémités amines
n’ayant pas réagi est effectuée. Cette étape permet de minimiser le nombre de peptides
secondaires indésirables. L’extrémité N-ter Fmoc de 1’acide aminé greffé sur le support est
alors déprotégée a 1’aide de la pipéridine dans la DMF. Le prochain acide aminé a coupler
peut alors étre introduit, et ainsi de suite jusqu’a obtenir le peptide désiré. Le peptide obtenu a
la fin de la synthese sur support porte donc une extrémité amine libre en N-ter, sur laquelle est
introduit I’intercalant souhaité.

A la fin de la synthése, le peptide est détaché de la résine par traitement a I’acide
trifluoroacétique. Cette étape de détachement est a double emploi puisqu’elle permet
également de déprotéger les chaines latérales des acides aminés, (Figure 2. 27).'"

Finalement, les peptides d’intéréts sont purifiés par HPLC en phase inverse.

Détachement et

déprotection des synthése du peptide
chaines latérales

Re y © R , O R , © Re ,, O Ry , O R , O
N N N N N N
NN Y e — AN AN AN Y- — -
0 Ry o R " 0 R 0 R, 0 R, 0o R
92 %TFA/2%H,0
N-ter C-ter

Figure 2. 27 : Synthese peptidique : Croissance du peptide sur la résine, puis détachement en milieu acide.

Ainsi les six peptides d’intérét: trois dérivés de la famille de la proflavine Py, P, et P3 et trois
dérivés de la famille du naphthalimide N4, N, et N3 sont obtenus avec des rendements de 17 a
47% et des puretés supérieures a 97%. Le Tableau 2. 4 récapitule le nom donné a ces sondes,
les six séquences obtenus ainsi que le rendement de la SPPS.

La pureté des sondes obtenues est estimée par HPLC analytique comme le montre la Figure 2.

28 pour le peptide P;.

Time (minutes)

Figure 2. 28 : Chromatogramme HPLC analytique du peptide Py enregistré a 214 nm apres purification HPLC
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Tableau 2. 4 : Tableau récapitulatif des différents peptides obtenus

Noms Séquence Rendement aprés
purification
P, PfICH,CO-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH, 32%
P, PfICH,CO-Gly-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH, 23%
P; PfICH,CO-Gly-Ed3a,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH, 25%
N, NaphCH,CO-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH, 44%
N, NaphCH,CO-Gly-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH, 47%
N3 TNaphCH,CO-Gly-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH, 17%
ITI.2 Caractérisation

Ces six sondes ont été caractérisées par différentes techniques : la spectrométrie de masse
ainsi que la RMN 1D et 2D dans I’eau 1égere.

La spectrométrie de masse en mode d’ionisation électrospray (ES-MS) permet de mettre en
évidence le composé désiré, en détectant les especes en fonction de leur quotient
masse/charge (m/z). La comparaison des masses attendues et obtenues traduit la présence du
produit désiré. On distingue deux modes de détection : le mode positif, ou les especes détectés
sont globalement positives et le mode négatif ou les especes sont globalement chargées
négativement. Le spectre ES-MS obtenu pour la sonde P; est représenté Figure 2. 29.

462.8

[P, +2H*]2* 924.5

£ - CH,C00H
CH,COOH

_LLA.U‘HJMMIH .|‘1J“L Ittt lu,.dw.hmtw LLLJ

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
m/z

Figure 2. 29 Spectre (+)ES-MS de la sonde P4
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La séquence des peptides est déterminée par RMN dans un mélange H,O/D,0 90/10 v/v. En
effet, la labilité des protons amides et leurs caractéres échangeables imposent de travailler
dans I’eau légere si I’on veut détecter ces signaux. Travailler dans I’eau 1égere signifie qu’il

faut supprimer le signal de I’eau trés intense afin d’obtenir un spectre correct du peptide.

présaturation du signal de l'eau

exp RMN *H ’

| T LJMWWLW

‘ watergate

/‘ supression du signal de I'eau légere M
/J i\
JLM_U_Mﬁ (ﬁk u‘\» et

Figure 2. 30 : Expériences de RMN 'H & 500 MHz du peptide P; menées dans [’eau légére. Le spectre du haut
est un spectre de RMN classique. Celui du milieu est une expérience de RMN ou 'on a présaturé le signal de

eau. Le spectre du bas est I'expérience watergate, oit le signal de I’eau a été supprimé.

Cette suppression s’effectue soit par une simple présaturation du signal de I’eau, soit par une
séquence RMN « WATERGATE » (WATER-suppression by GrAdient-Tailored
Excitation). La Figure 2.30 montre 1’effet de la suppression de 1’eau pour la sonde Ps.

Des séquences RMN TOCSY WATERGATE, qui mettent en évidence les couplages
scalaire J entre protons, ont ensuite permis d’attribuer la fréquence de résonnance de chaque
proton de chaque acide aminé. Des expériences mettant en évidence des couplages dans
I’espace (NOESY et ROESY) ont montré que les peptides étaient non structurés en solution.
L’expérience ROESY nous a aussi permis de confirmer I’enchainement des acides aminés,
grace aux couplages a travers ’espace entre deux protons amides de deux acides aminés

adjacents.
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Afin d’aider le lecteur a comprendre les études qui vont suivre, une feuille détachable

cartonnée avec les structures des sondes, leurs noms, et leurs classe générationnelle est a

disposition au début du manuscrit.

Les six peptides ainsi caractérisées ont ensuite été mis en présence de sel d’europium. Leurs
propriétés de complexation ont été déterminées par des dosages de luminescence en temps
résolu et des dosages par spectrométric de masse ES-MS. Les résultats obtenus nous ont
permis d’analyser I’impact de 1’incorporation d’unité¢ d’intercalation de I’ADN sur les

propriétés de complexation du peptide P*%.
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Chapitre Il COMPLEXATION DE L’EUROPIUM

Six sondes peptidiques ont été obtenues: trois dérivés de la proflavine (P, P, et P3) et trois
dérivés du naphthalimide (N;, N; et N3). Ces sondes sont classées en trois catégories,
premicre, deuxieéme et troisiéme génération, selon leurs compositions, a savoir la présence
d’un espaceur, d’acides aminés chélatants tri- ou penta-dentate (Ada, ou Ed3a;) et selon le
noyau aromatique inséré. Ces sondes ont été congues dans le but de pouvoir reconnaitre
I’ADN grace a la luminescence centrée sur le métal. Rappelons que le noyau proflavine, a
I’inverse du noyau naphthalimide, n’est pas connu pour sensibiliser les ions lanthanides. La
premicre ¢tape a donc été de s’assurer de la sensibilisation de 1’ion europium par le noyau

aromatique proflavine.

I Sonde de premiére génération : complexation de I'europium

I.1 Effet d'antenne dans les complexes de premiere génération

Pour s’assurer de la sensibilisation et du mode de transfert d’énergie par effet d’antenne, la
luminescence en temps résolu de I’europium a été mesurée apres excitation a la longueur
d’onde d’absorption maximale des noyaux aromatiques proflavine et naphthalimide.

La sensibilisation de I’europium par le noyau naphthalimide dans le complexe EuN;, est
visualisée sur la Figure 3. 1, qui montre ’effet d’antenne observé précédemment par 1’équipe
de T Gunnlaugsson.”’ La longueur d’onde d’absorption maximale du noyau naphthalimide
inséré dans les sondes peptidiques a pH 7 dans un milieu 10 mM HEPES 0,1 M KCl, est de
344 nm. (Figure 3. 1 courbe bleue). En présence d’un équivalent d’europium et apres
excitation a 344 nm, le signal de fluorescence de la sonde N; est détecté (Figure 3. 1 courbe
verte). En se placant dans un mode de détection résolu en temps, c’est-a-dire avec un délai de
0,05 msec avant la mesure, et aprés excitation a 344 nm du complexe EuN; le signal
caractéristique de 1’émission de D’europium est obervée (Figure 3. 2 courbe rouge). On
distingue les bandes d’émission fines correspondant aux transitions *Do~> 'Fy de ’europium,
ou J=1, 2, 3, 4. La sensibilisation par effet d’antenne attendue est donc présente dans le

complexe EuNj.
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Figure 3. 1 Propriétés spectroscopiques du complexe EuN;

L’unité proflavine n’est pas référencée comme sensibilisateur des ions lanthanides et ses
propriétés de sensibilisation de I’europium ont donc été étudiées. La longueur d’onde
d’absorption maximale du noyau proflavine dans le complexe EuP; a pH 7 dans un milieu 10
mM HEPES 0,1M KCI, est de 450 nm. (Figure 3. 2 courbe bleue). Apres excitation a 450 nm,
le signal de fluorescence tres intense de la proflavine de la sonde Py est mesuré. (Figure 3. 2
courbe verte) En se plagant dans un mode de détection résolu temps, c’est-a-dire avec un délai
de 0,05 msec avant la mesure et aprés excitation a 450 nm du complexe EuP; le signal
caractéristique de 1’émission de I’europium est détecté (Figure 3. 2 courbe rouge). On
distingue les bandes d’émission fines correspondant aux transitions *Do~> 'Fy de ’europium,
ou J=1, 2, 3, 4. Malgré la faible différence d’énergie entre les niveaux donneur de la
proflavine et accepteur de I’ion Eu** (AE *nn’ PfI>'Fy Eu** = 150 cm™), la proflavine est
capable de sensibiliser I’ion europium. De plus, le spectre d’excitation effectué en détectant la
transition J=2 (AL em = 616 nm) est superposable au spectre d’absorption de la proflavine.
L’allure des courbes « spectre d’excitation-spectre d’absorption» est similaire (Figure 3. 2
courbe orange). Leur maximum d’intensité se situe a 450 nm. Cela nous indique que 1’énergie
nécessaire a la sensibilisation provient d’un composé absorbant a cette longueur d’onde. Dans
notre cas, le seul composé présent en solution absorbant a 450 nm est I’extrémité N-fer

proflavine du peptide P;. Il y a donc bien sensibilisation par effet d’antenne.
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Figure 3. 2 : Propriétés spectroscopiques du complexe EuP;.

[.2 Spéciation et stabilité des complexes

Les complexes EuP; et EuN; montrent donc tous deux une sensibilisation de I’europium et
permettent la détection de la luminescence en temps résolu de ce dernier. Pour interpréter les
résultats obtenus par luminescence lors de I’interaction avec I’ADN, il est tout d’abord
nécessaire de caractériser les propriétés de complexation (spéciation, stabilité) des peptides Py

et N1.

I.2.1 Spectrométrie de masse

L’analyse par spectrométrie de masse confirme la formation de complexes monométalliques,

ce qui valide le contrdle de la nucléarité par la séquence Pro-Gly et les acides aminés non
. . . 2

naturels Ada,, comme démontré dans des travaux antérieurs pour le complexes LnP*2.”’ La

Figure 3. 3 montre les résultats obtenus pour le complexe EuP;.
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Figure 3. 3 Spectre ES-MS en mode positif d’une solution d’EuP; (0,165 mM) dans un tampon AcONH, (20
mM, pH 7). Sur les cotés: zoom et comparaison des massifs isotopiques expérimentaux et théoriques de EuP;

m/z: 537,6 et 1074,3

1.2.2 RMN

Des mesures de complexation par RMN utilisant le La**, diamagnétique, ont été effectudes
pour caractériser le nombre d’espéces formés par le peptide Ny, Les spectres de RMN du 'H
dans I’eau légeére ont permis de mettre en ¢vidence la formation d’une espéce unique. Le
spectre de RMN du peptide a 1’état libre révele la présence de trois especes, attribuées a des
conformations différentes du peptide N; en solution.

Apres addition d’un équivalent de Lanthane et ajustement du pH a 7 a 1’aide de solution
aqueuse d’hydroxyde de potassium, la présence d’un seul jeu de signaux confirme la

formation d’une espéce monométallique unique (Figure 3. 4).
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Figure 3. 4 : Spectre de RMN du 'H dans H>O/D,0 (90/10 v/v) du peptide libre Ny & pH 3 (2,2 mM) et du
complexe LaN; a pH 6,9 (3,0 mM) a 298 K

I.2.3 Dosage par luminescence

Les dosages par luminescence en temps résolu des deux peptides Py, et Ny par addition d’une
quantité croissante d’Eu’" montrent une augmentation du signal de luminescence de I'Eu’* de
0 a 1 équivalent, puis une stabilisation du signal (Figure 3. 5). Dans le cas de la sonde EuP,,
un temps d’attente de 10 minutes entre 1’ajout d’europium et la mesure est suffisant pour
atteindre 1’équilibre thermodynamique. Apres ce temps, le signal de luminescence en temps

résolu du complexe EuP; n’évolue plus (Figure 3. 5).
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Figure 3. 5 : a) Luminescence de [’europium durant le dosage des peptide Py et N; par addition d’une quantité
croissante d’EuCl;. b) Variations d’intensité des maximums d’émission de la luminescence en temps résolu de
IEv’* (d=0,05 msec, exc slit em slit 10 10 nm) durant le dosage de Py (7,5uM) et Ny (10,2 um) par EuCl; dans
un milieu tamponné (10 mM HEPES, PH7, 0,1M KCI) apres excitation a 450 nm et 344 nm, respectivement.

Pour le complexe EuNy, un temps de stabilisation de 45 minutes est nécessaire entre chaque
ajout pour atteindre 1’équilibre thermodynamique. En effet, les mesures de 1’augmentation du
signal de luminescence effectuées avec un temps d’attente inférieur a 45 minutes, présentent
une augmentation en deux temps (Figure 3. 6). Une augmentation linéaire du signal de I’'Eu®*
a 616 nm jusqu’a I’ajout de 0,5 équivalent d’Eu’" est d’abord détectée, puis un point de
rupture suivi d’'une deuxiéme augmentation jusqu’a un équivalent d’europium. En présence
d’un exces d’europium, le signal se stabilise. L’augmentation du temps de stabilisation des
complexes a 45 minutes permet de s’affranchir de ce phénomene et d’atteindre I’équilibre. 1l y

a donc formation d’especes transitoires cinétiques lors de la complexation de I’europium par

le peptide Nj.
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Figure 3. 6 : Variation de ['intensité d’émission de I'Ev’* & 616 nm (d=0,05 msec, exc slit em slit 10 10 nm)
durant le dosage de Ny (10,2 uM) par EuCl; dans un milieu tamponné (10 mM HEPES, PH7, 0,1M KCI) apres

excitation a 344 nm, en fonction du temps d’attente avant mesure (20 min en bleu ou 45 min en rouge)

1.2.4 Constantes de stabilité conditionnelles a pH 7

Des dosages en présence de compétiteurs d’affinité connue ont permis de déterminer la
stabilité¢ des complexes EuP; et EuN; formés a pH 7. Deux compétiteurs ont étés employés :

P* pour le peptide Ny et I’acide nitrilotriacétique (NTA) pour le peptide Py.

& Pour le peptide Ny, le compétiteur utilisé est P*, comme décrit dans les précédents
travaux au laboratoire.” La condition sine qua non pour obtenir une constante fiable est que
I’un des deux complexes soit nettement plus émetteur que I’autre. C’est pourquoi 1’ion Tb>" a

été utilisé car il est peu sensibilisé par le naphthalimide, en comparaison du tryptophane

(Figure 3. 7)
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Figure 3. 7 : Comparaison de la sensibilisation du Th*" par les noyaux tryptophane (TbP?) et naphthalimide
(TbNy) apres excitation a 280 nm.

Une quantité croissante de Tb>" est ajoutée a un mélange équimolaire des peptides P** et N;
en milieu tamponné pH 7 (10 mM HEPES, 0,I1M KCl). Une augmentation réguliere du signal
de luminescence en temps résolu de I'ion Tb>" est observée aprés excitation a 280 nm.
Lorsque deux équivalents de terbium sont ajoutés le signal se stabilise (Figure 3. §).
Connaissant la constante de stabilité de I’espéce TbP** a pH 7, la constante conditionnelle de
formation du complexe TbN; a été calculée a I’aide du logiciel Specfit (log  1; =9,1(5) a pH
7).
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Figure 3. 8 : Augmentation de la luminescence en temps résolu du Th*" durant le dosage de P? (5 uM) et N1
(SuM) par TbCl;, apres excitation a 280 nm. Encart: Variation de [’intensité maximale d’émission de
Iuminescence du Tb®" & 545 nm. Les points rouges représentent les données expérimentales, la courbe noire

représente les données calculées par Specfit avec log 1, =9.1(5) a pH 7.
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Les compétitions effectuées en présence de P; et P**n’ont pas donné de résultats satisfaisant.
Elles indiquent néanmoins une stabilité¢ nettement plus faible du complexe TbP; par rapport

au complexe TbP?.

& Pour le peptide P;, le compétiteur utilisé est I’acide nitrilotriacétique (NTA), dont
I’affinité pour les ions lanthanides est connue. Des quantités croissantes de NTA sont ajoutées
dans un échantillon tamponné a pH 7, (10 mM HEPES, 0,1M KCI) contenant le complexe
EuP; déja formé. Dans ce cas une diminution du signal de luminescence en temps résolu de
I’ion Eu’" aprés excitation a 450 nm est mesurée car les complexes EUNTA et Eu(NTA), ne

sont pas émetteurs (Figure 3. 9).
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Figure 3. 9 : Luminescence en temps résolu de [’europium (Exc slit 15 nm, Em slit 10 nm delay 0,05 msec) de
EuPy (12,8 uM) pendant le dosage par le NTA aprés excitation a 450 nm. Encart : Variation de [’intensité
maximale d’émission de luminescence de I'Euw’" & 615 nm. Les points rouges représentent les données
expérimentales, la courbe noire représente les données calculées par Specfit avec log B ;1 = 7,3(5) a pH 7. Les
constantes d’affinité du NTA pour I’europium ont été calculées a partir des valeurs de pK , et des constantes de

complexation données dans la NIST."*

Les constantes obtenues sont récapitulées dans le Tableau 3. 1 . L’incorporation d’un noyau
naphthalimide dans la séquence de P?? ne perturbe pas la complexation et autorise la

formation d’un complexe de stabilité similaire a celle mesurée avec P** a pH 7. Par contre il
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apparait que l’insertion du noyau proflavine diminue significativement la stabilit¢ du
complexe d’europium formé : deux ordres de grandeur par rapport & TbP*:. La présence du
noyau aromatique tricyclique perturbe donc la complexation. L’incorporation d’un espaceur
glycine entre la séquence chélatant 1’ion métallique et le sensibilisateur a donc été envisagée
dans les peptides de seconde génération pour tenter de diminuer les contraintes stériques et

ainsi de réhabiliter une affinité similaire au complexe TbP?.

Tableau 3. 1 : Constantes conditionnelles de stabilité a pH 7 et 298 K (10 mM HEPES, 0,1M KCI)

sondes log B 11 *"’
Tbp? 9,1(5)
EuP; 7,3(5)
TbN; 9,1(5)

En conclusion, les sondes de premiere génération conservent globalement les propriétés de
: 3+ r 22 . y, .
complexation de I’Eu”" observées avec P“* : un seul complexe de steechiométrie 1 pour 1 est

formé, d’une stabilité de I’ordre du nanomolaire.

.3 Fluorescence des complexes EuP, et EUN,

Lors de la complexation de I’Eu’* par les sondes de premiére génération P; et Ny, on observe
une légeére diminution du signal de fluorescence des unités aromatiques Pfl et Naph (Figure
3. 10), attribuée a la formation des complexes 1 :1. Cette diminution de fluorescence peut
traduire deux phénomenes :

< soit un transfert d’énergie de I’aromatique vers le cation europium,

< soit un changement d’environnement de ’unité aromatique lors de la formation de ce

complexe.

Pour expliquer cette diminution, des mesures de complexation du Lanthane (La) ont été
effectuées. Le lanthane est le premier ¢lément appartenant a la classe des terres rares. Il n’est

pas luminescent et ne possédent aucun électron f (configuration électronique La**4%).%% 133
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Celui-ci ne peut donc pas étre sensibilisé par effet d’antenne. De plus, les niveaux de ces états
d accepteurs sont situés trop haut en énergie pour pouvoir accepter un transfert d’énergie des
noyaux aromatiques Pfl ou Naph. La fluorescence d’un composé organique est un
phénoméne extrémement sensible a son environnement'**: température, pH, concentration
saline, solvatation ou exposition au solvant des composés fluorescents. Les trois premiers
parametres sont contr0lés en travaillant & pH constant (pH 7 milieu tamponné 10 mM
HEPES), a concentration saline constante (0,1 M KCI) et a 25 °C. La solvatation est le seul
phénomeéne non contrdlable. Pour déterminer si la diminution de fluorescence mesurée dans
les complexes EuP; et EuN; est conséquente a [l’effetr d’antenne, des mesures de

. . 3+ I Lo . o J
complexation des ions La™" par les sondes de premicre génération ont été effectuées.

Lors de la complexation des ions Eu' par les sondes P; et Nj, une diminution du signal de
fluorescence des unités aromatiques est observée, de 7% pour Pfl et 18% pour Naph dans P;
et Ny, respectivement (Figure 3. 10 bas). Lors de la complexation des ions La**, une
diminution du signal de fluorescence d’intensité similaire est observée, de 5% pour P; et de
12 % pour Nj. Les différences d’extinction de fluorescence entre les deux complexes LaX et
EuX; (X=P, N) sont donc tres faibles et ne permettent pas de conclure que la légere différence
d’extinction de fluorescence est une conséquence du phénomene de sensibilisation des ions

Eu’" par effet d’antenne.
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Figure 3. 10 : Diminution de fluorescence des unités aromatiques présentes dans les complexes de premiére
génération (10uM, 10 mM HEPES pH 7, 0,1M KCl), en présence d’une quantité équimolaire de La®" (haut) et
d’Ev’®* (bas).

La diminution de I’intensité de fluorescence des aromatiques semble donc majoritairement
provenir d’un phénoméne de structuration du peptide lors de la complexation des ions Ln®",
En coordonnant le métal, le peptide se structure en coude B (séquence Pro-Gly) et devient
plus rigide. Durant cette étape, 1’unité aromatique voit son environnement chimique direct
modifié, ce qui induit une légere extinction de fluorescence pour ces deux complexes. Comme
les unités aromatiques Pfl et Naph ne sont pas coordonnées au métal et que le transfert
d’énergie chromophore-lanthanide est distance dépendant (il décroit en %), le transfert
d’énergie de I’aromatique vers le métal est trop faible pour étre détectable. Ceci a déja été mis
en évidence précédemment pour la fluorescence du tryptophane de P** lors de la

complexation du Tb>".”"-"°
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I.4 Emission de luminescence : et par rapport a P?* ?

Le tryptophane et la tyrosine sont les seuls acides aminés naturels capables de sensibiliser les
ions Ln*" émettant dans le visible. Le tryptophane sensibilise le Tb®" de maniére assez
efficace pour permettre une détection a des concentrations faibles, allant jusqu’au
nanomolaire.”® ° 71+ 7% 135 o5 propriétés de sensibilisation de 1’europium par le tryptophane
restent, cependant trés faibles. En effet, la différence d’énergie AE entre les niveaux triplet du
Trp et les niveaux excités émissifs de 1I’europium est trop importante pour permettre un
transfert d’énergie efficace (AE=4580 cm™). Un mécanisme de transfert électronique de type
PET (photoinduced electron transfer) se met en place, conduisant & la réduction de I’Eu’" en
Eu2t 79136

Des spectres de luminescence en temps résolue des complexes EuP*2, EuP; et EuN; ont été
exécutés dans les mémes conditions expérimentales afin d’estimer le gain obtenu grace a la
substitution du sensibilisateur tryptophane par le noyau proflavine ou naphthalimide. Les
résultats obtenus sont représentés sur la Figure 3. 11.

Les sondes de premicre génération sensibilisent beaucoup plus efficacement 1’europium que
le composé P?. L’insertion d’un noyau aromatique proflavine/naphthalimide dans la
séquence peptidique de P** permet donc d’augmenter la sensibilisation de I’ion Eu®" et de
détecter un signal de luminescence plus intense. En comparant I’intensité du signal de
luminescence de I’Eu®” émis par les complexes EuN; et EuP;, on note une différence
d’intensité de signal de I’ordre de 2. La différence d’énergie donneur-accepteur dans le cas de
la proflavine (AE=150 cm™) est trés faible ce qui favorise les phénoménes de transfert en
retour. Par contre cette différence est nettement plus élevée pour le naphthalimide (AE=1000
cm’) qui est référencé comme sensibilisateur de I’europium. La proflavine, malgré la
proximité des états donneurs et accepteurs d’énergie dans le complexe EuP;, est donc

¢galement capable de sensibiliser 1I’europium.
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Figure 3. 11 : Comparaison de [’émission de [’europium dans les complexes incorporant un tryptophane (EuP?

Aexc 280 nm 5uM), une proflavine (EuP; A exc 450 nm 5uM) ou un naphthalimide (EuN; A exc 344 nm 5uM)

L’intensité de luminescence de 1’europium peut étre optimisée en travaillant sous atmosphere
inerte. Des mesures de luminescence du complexe EuP; en présence et absence d’oxygeéne ont
été entreprises dans le but de visualiser I'impact de I’oxygéne sur la luminescence de 1’Eu®".
Les échantillons sont conservés dans des cellules fermées par des septums, et les solutions
sont dégazées avec de 1’argon pendant deux heures, a I’abri de la lumiére. Les résultats
obtenus sont présentés Figure 3. 12.

Une différence d’intensité de signal de luminescence de ’'Eu’* du complexe de 1’ordre d’un
facteur 1,5 est mesurée. Les états émissifs des lanthanides, de par 1’enfouissement des
orbitales f, sont insensibles a la présence d’oxygéne.’" '*” Par contre, I’état triplet St du
ligand est sensible aux désactivations par 1’oxygene et les transferts d’énergie se retrouvent
alors diminués. Cette augmentation de signal de luminescence semble mettre en avant un
transfert d’énergie lent et réversible entre les états donneurs *n’ du noyau proflavine et les
états émissifs excités °D, de I’europium. Le gain de luminescence ( 1.5) en absence
d’oxygene reste modéré et il a été décidé d’effectuer la suite de nos études sans dégazer les

échantillons.
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Figure 3. 12 : Spectre de luminescence de EW* complexe (A ex 450 nm, Exc slit 10 nm, Em slit 5nm ; d=0,05
msec) du complexe EuP; (10uM, 10 mM HEPES, 0,1 M KCI, pH7) avant et apreés dégazage.

En conclusion, I’insertion des noyaux aromatiques Naph et Pfl synthétiques dans la séquence
peptidique permet d’augmenter de maniere significative la sensibilisation et I’intensité de
signal de luminescence de 1’Eu’* par rapport & P**. La faible différence entre les intensités des
spectres d’émission des complexes EuN; et EuP;, un facteur deux, met en avant les capacités
de sensibilisation de I’Eu*" a basse énergie par des composés incorporant une proflavine,
malgré la faible différence d’énergie entre les niveaux donneurs de la proflavine et les

niveaux accepteurs de 1I’europium.

I.5 Temps de vie

I.5.1 Nombre d’hydratation

Il a été vu dans le chapitre 1 que le nombre d’hydratation g de I’europium est relié aux temps
de vie de ses états excités dans I’eau légere et dans I’eau lourde. En effet les désactivations
non radiatives dues aux vibrations des liaisons O-H sont absentes dans 1’eau lourde. Les

53,138

€quations phénoménologiques mises au point par Parker et Horrocks, permettent donc de

calculer la contribution de désactivations non radiatives au signal de luminescence de
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I’europium, c’est-a-dire le nombre de molécule d’eau q coordonnée dans la premicre sphere

de I’europium.

_ -1 -1
qEu ® "™ *=1,05 (thz0 — Tpzo

ar er

q Eu =1,2 (Tgip — Tpap — 0.25)

ro: [N .y \ . . . -+
Dans le but de caractériser entiérement la premiére sphére de coordination des ions Eu®" dans
les complexes de premicres générations EuP; et EuN; et de déterminer leur nombre
d’hydratation g, les temps de vie des niveaux excités de I’europium ont été mesurés dans I’eau

l1égere et dans 1’eau lourde.

Les mesures effectuées dans 1’eau lourde sont contaminées par la présence d’eau résiduelle
dans le peptide apres lyophilisation. Le temps de vie dans 1’eau lourde a donc été évalué en
utilisant des échantillons préparés a différents rapports H,O/D,0. Les complexes EuP; et
EuN; ont été formés dans des milieux tamponnés (10 mM HEPES, pH ou pD 7) a teneur en

eau légere croissante : 0%, 33%, 66% et 100% H0.

EuPl EUNI
& & g &g <
JOm 10mm
0% H,0 33%H,0  66%H,0 100%H,0 0% H,0 33%H,0 66%H,0 100% H,0
pD=7 pD=7

La décroissance du signal de luminescence de 1’europium de chaque solution a été mesurée
apres excitation a 450 nm pour les complexes EuP; et 344 nm pour les complexes EuNj.

Chaque mesure a été réitérée trois fois, afin d’effectuer une moyenne des résultats obtenus.
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La décroissance de I’intensité du signal de luminescence de 1’europium est indépendante de la

concentration et est mathématiquement représentée par la fonction exponentielle suivante :
I =Axet"

ou I représente la valeur de I’intensité mesurée au temps t et T représente le temps de vie des
¢tats excités émissifs de 1’ion europium. La décroissance des niveaux excités de 1’europium,
centrée sur la bande d’émission la plus intense de la transition Dy > 'F, 4 616 nm est
représentée sur les Figure 3. 13 et Figure 3. 14 pour les complexes d’europium EuP; et EuN;,
respectivement. Les temps de vie mesurés dans I’eau lourde sont faussés par la présence d’eau
résiduelle dans le peptide apres lyophilisation ; ils ont donc été calculés par extrapolation
graphique, de la vitesse de décroissance (1/t1) des états excités en fonction de la fraction en
eau légere de 1’échantillon (Figure 3. 13 et Figure 3. 14 droite). Les temps de vie mesurés
dans 1’eau lourde sont effectivement plus courts que ceux calculés par extrapolation

graphique. Il y a donc bien contamination par la présence d’eau résiduelle dans le peptide

solide.

180 5
160 |, +D,0 4,5
140 |4 QHZO 4
120 | % 35 7
PR 3 ! -
3 100 e y = 176.3e-3.5486x = r -
< . % ) 02,5 -7
= 80 ' . fit E™ X
o T y = 143.36e-1.32x = 2 .
60 . e £
. A —1,5
40 bt Teve, '
.i. 0..._’.‘ 1 . .
20 ., *tenag,, --- linear fit
0 o 0,5 | y =0,0223x + 1,3963
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Figure 3. 13 : gauche : décroissance de ['intensité de luminescence de [’europium dans le complexes EuP; apreés
excitation a 450 nm dans ’eau légere (bleu) et dans I’eau lourde (rouge). Ces courbes sont traitées en utilisant
une courbe exponentielle (courbes noires pointillées). Droite : obtention du temps de vie des états excités de

["europium du complexe EuP; dans [’eau lourde, par extrapolation graphique.
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Figure 3. 14 : Gauche : décroissance de I’intensité de luminescence de [’europium dans le complexes EuN;
apres excitation a 344 nm dans [’eau légere (bleu) et dans [’eau lourde (rouge). Ces courbes sont traitées en
utilisant une courbe exponentielle (courbes noires pointillées). Droite : obtention du temps de vie des états

excités de I’europium du complexe EuN; dans [’eau lourde par extrapolation graphique.

Les résultats obtenus pour les complexes d’europium de premicre génération sont donnés

dans le tableau 3.2.

Tableau 3. 2 : Temps de vie & 298 K et nombre d’hydratation calculés selon I'équation de Parker™

sondes TH,O0(ms) 1 D,0(ms) q
p* 0,30(1) 2,13(2) 3,1(1)
P, 0,25(1) 0,72(1) 2,8(2)
N. 0,26(1) 1,18(1) 3,3(2)

Les temps de vie dans I’eau légere des complexes EuP; et EuN; sont 1égerement plus faibles
que ceux obtenus pour EuP?%. Bien que faibles, ceux—ci restent dans la gamme des temps de
vie courants des complexes d’europium dans I’eau.'” Les temps de vie mesurés dans 1’eau
lourde sont plus longs, ce qui démontre la présence de désactivations non radiatives dues a
des molécules d’eau de la premiére sphere de coordination de 1’europium, dans notre cas g=3.
Il y a donc 3 molécules d’eau présentes dans la sphere de coordination des complexes

d’europium EuP; et EuNj.
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On constate néanmoins que les temps de vie des états excité de 1’europium des deux
complexes dans I’eau lourde sont beaucoup plus faibles que pour EuP?%. Nous verrons plus
loin si cela est dii a la présence de transfert en retour.

Les propriétés de complexation des peptides Ny et Py sont similaires a celles de P* avec la
formation d’un complexe monométallique tri-hydraté. Les complexes sont hexadentates,
I’europium étant coordonnée par les chaines latérales des deux groupes aminodiacétates des
acides aminés Ada,, et la sphére de coordination de 1’Eu’"est complétée par trois molécules
d’eau. La présence des trois molécules d’eau n’est pas optimum pour la luminescence
puisqu’elles induisent des désactivations non radiatives mais nous avons vu que ces
complexes montrent néanmoins des intensités de luminescence permettant leur détection pour

des concentrations nanomolaires.

1.5.2 Temps de vie a basse température et transfert en retour

Un point important pour assurer une €émission intense est la minimisation des mécanismes
entrant en compétition avec la luminescence du métal. En plus des désactivations non
radiatives, le phénomene de transfert d’énergie en retour peut étre présent si la différence
d’énergie entre le niveau triplet du ligand et le niveau émetteur de 'Eu’” est faible. Les deux
complexes EuP; et EuN; présentent des différences entre ces niveaux d’énergie nettement plus
faibles que 2500 cm™', considérée comme une valeur optimale*>*” : AE Pfl-Eu’" = 150 cm™ et
AE Naph-Eu’" = 1000 cm™. Des mesures de temps de vie a basse température, 77K, dans
I’eau lourde ont été effectuées pour visualiser la contribution des effets de transfert d’énergie
en retour au signal de luminescence de 1’europium des complexes EuN; et EuP;. En effet, une
augmentation de temps de vie quand la température diminue est indicative du phénoméne de

7 . 140, 141
transfert d’énergie en retour. '*"

Tableau 3. 3 : Temps de vie de I’europium des complexes EuN; et EuP; a 298 K et 77 K. dans un tampon HEPES
(D0, 10 mM, pD =7).

sondes T D,0 **(ms) 1 D,0 7% (ms)
P, 0,72(1) 3,7(2)°
N1 1,18(1)° 1,3(2)°

[a] Complexe (10 uM) dans un tampon HEPES (D0, 10 mM, pD =7). [b] Complexe (60 uM) dans un mélange
tampon HEPES (D,0, 10 mM, pD =7)/glycérol (70/30, v/ v).
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Les mesures effectuées mettent en évidence une augmentation d’un facteur 5 du temps de vie
de I’europium a 77 K du complexe EuP; contre un temps de vie de I’europium quasi inchangé
(X 1,1) pour le complexe EuN;. La forte dépendance du temps de vie avec la température,
couplée a la faible différence énergétique entre 1’état triplet de la proflavine et le premier état
émissif accepteur de I’europium traduisent un important transfert d’énergie en retour dans le
complexe EuP;. Par contre la faible variation du temps de vie de 1’europium du complexe

EuN; indique I’absence de transfert d’énergie en retour.

Les sondes de premicre génération EuP; et EuN; possedent donc des propriétés de
luminescence intéressantes pour le développement de sondes de I’ADN, grace a la présence
d’un intercalant dans la séquence. Ces ligands hexadentates possédent des propriétés de
complexation similaires a celles de P?2. Malgré la présence d’un fort transfert d’énergie en
retour dans le complexe EuP;, les propriétés de sensibilisation de 1’europium restent tres
intéressantes avec une intensité d’émission du méme ordre de grandeur que pour EuN;. La
stabilité plus faible du complexe EuP;, ainsi que la cinétique de formation des complexes
EuN; peuvent cependant étre améliorées par I’introduction d’un espaceur glycine. C’est la

conception des sondes de deuxiéme génération.

II Sonde de deuxiéme génération : effet de ’espaceur glycine

L’insertion d’un espaceur glycine dans la séquence peptidique de P; et Ny a donné naissance

aux sondes de deuxiéme génération P et N,.

I1.1 Influence sur la spéciation et la stabilité

Les mesures de complexation de 1’europium par ES-MS de la sonde P, montre la formation

d’un complexe unique, de steechiométrie 1 : 1 (Figure 3. 15).
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Figure 3. 15 : Spectre ES-MS en mode positif d’une solution d’EuP, (1 mM) dans un tampon AcONH, (20 mM,
pH 7).

Ces résultats ont été confirmés lors d’un suivi par luminescence du dosage du peptide P, par
I’europium. L’espaceur glycine ne perturbe donc pas la spéciation des complexes formés.
Concernant la complexation du cation métallique par la sonde N,, le suivi par luminescence a
démontré que I’espaceur glycine permettait de s’affranchir de la formation des especes
cinétiques présente lors de la complexation de I’europium par la sonde N;. En effet, un temps
de stabilisation de 15 minutes est suffisant pour atteindre la formation de 1’espece

thermodynamique 1 Eu : 1 Ny. (Figure 3. 16)
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Figure 3. 16 : Variation de l’intensité maximale d’émission en temps résolu (délai 0,05 msec, Exc slit 10 Em slit
10 nm) de [’europium des complexes EuN; (10,7 uM) et EuN, (6,1 uM) apres excitation a 344 nm dans une
solution de tampon HEPES (10 mM, 0,1 M KCI, pH 7)

L’espaceur glycine a été introduit initialement pour diminuer la géne stérique présente dans
les complexes EuN; et EuP;, pouvant perturber la complexation de 1’europium. La constante
de stabilité diminuée du complexe EuP; obtenue renforce 1’idée d’un encombrement stérique.
Les mesures des constantes de stabilité conditionnelle a pH 7 ont été effectuées suivant les
protocoles de compétition exposés précédemment. Pour la sonde N, une compétition de
complexation en présence du peptide P?* et d’une quantité croissante de terbium a permis de
calculer une constante de stabilité égale & log 11 ™' = 9.0(5), équivalente a celle obtenu avec
le composé N;. Pour la sonde P,, un dosage de complexation par compétition avec le NTA a
été effectué. La mesure de la décroissance du signal de luminescence de I’europium des

complexes EuP; et EuP; en présence de NTA est représentée Figure 3. 17.
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Figure 3. 17 : Comparaison de la décroissance du signal de I’europium des complexes EuP; et EuP, en présence

d’une quantité croissante de NTA apres excitation a 450 nm.

La comparaison des deux dosages montre qu’une quantité de compétiteur NTA supérieure est
nécessaire pour obtenir une extinction du signal de luminescence de I’europium totale pour
P,. Le calcul de la constante de stabilité conditionnelle a 1’aide du logiciel SPECFIT donne

PH7 =9 2(3) et met en évidence I’augmentation de la stabilité du complexe EuP, formé

IOg Bll
grace a ’insertion d’un espaceur glycine. La diminution de la rigidité et 1’éloignement de
I’unité aromatique permet d’obtenir un complexe d’europium de la famille de la proflavine de

stabilité similaire au complexe TbP?%. Le tableau 3.4 récapitule les données obtenues.

Tableau 3. 4 : Constantes conditionnelles de stabilité a pH 7 et temps de stabilisation nécessaire pour atteindre

I’équilibre thermodynamique lors du dosage du peptide avec ’Eu’".

sondes  logP10”"  cinétique
TbpP* 9,1(5) 5 min
EuP, 7,3(5) 10 min
EuP, 9,2(3) 10 min
TbN, 9,1(5) 45 min
TbN, 9,0(5) 15 min

L’espaceur permet donc d’obtenir un complexe monométallique de stabilité nanomolaire a pH

7 et permet de s’affranchir de la formation d’espéces cinétiques transitoires.
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I1.2 Influence sur les propriétés d’émission

I1.2.1 Luminescence

Les spectres de luminescence de 'Eu’ dans les complexes de deuxiéme génération ont été
comparés a ceux obtenus précédemment (Figure 3. 18), afin d’étudier I’'impact de I’espaceur

sur la luminescence du métal.
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Figure 3. 18 : Comparaison des propriétés de sensibilisation des sondes de premiere et deuxieme génération.
Haut : Luminescence en tems résolu (d=0,05msec) de I’Eu’* des complexes EuPy et EuP, (5 uM, 10 mM HEPES
0,1 M KCI, pH 7) aprés excitation & 450 nm. Bas : Luminescence en temps résolue (d=0,05msec) de I’Eu®" des
complexes EuN; et EuN, (5 uM, 10 mM HEPES 0,I1M KCI, pH 7) apreés excitation a 344 nm.

Le transfert d’énergie sur les lanthanides selon Forster (voir chapitre I, partie II) par effet
d’antenne est dépendant de la distance. Le transfert décroit rapidement en (r°)", ou r

),

représente la distance entre le donneur (fluorophore) et I’accepteur (Ln*").'* L’augmentation

de la distance r donneur-accepteur peut donc avoir des conséquences désastreuses sur la
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sensibilisation du métal. Les résultats Figure 3. 18 montrent que I’incorporation d’un
espaceur glycine dans la séquence engendre une diminution d’intensité d’émission d’un
facteur 2 pour le complexe EuP, et d’un facteur trois pour le complexe EuN,. Si I’on évalue la
longueur d’un espaceur glycine dans la séquence peptidique, on obtient environ 2 A. Les
études structurales menées au laboratoire’’ par RMN liquide sur le complexe LaP? ont permis
de calculer la distance entre le sensibilisateur et le noyau La’" qui est de I’ordre de 8,7 A en
considérant le centre du noyau indole du sensibilisateur tryptophane. L’aromatique proflavine
dans P; ou naphthalimide dans Nj ont été insérés dans une position équivalente a celle de
I’acide aminé tryptophane dans P?. La distance  devrait donc étre proche de 8,7 A dans les
sondes de premiere génération EuP; et EuN;. Dans les sondes de deuxiéme génération, la

distance  peut donc augmenter jusqu’a 10,7 A.

Premiére génération

Figure 3. 19 : Représentation schématique des différents arrangements spatiaux des complexes en solution : a)
Le noyau aromatique des sondes de premiere génération est situé a la méme place que le Trp b) Le noyau
aromatique des sondes de deuxiéme génération est situé parallélement & la position du Trp de PP 2 A plus bas.
¢) et d) Le noyau aromatique des sondes de deuxieme génération est situé plus loin (c) ou plus prées (d) du centre

métallique que ne I’était le Trp dans EuP?, en raison de la flexibilité de I'espaceur glycine (lune rouge).

Comme la glycine est un acide aminé flexible, possédant un degré de liberté de rotation

autour de la liaison N-Co-CO, plusieurs structures peuvent étre envisagées pour les

157



Chapitre Il COMPLEXATION DE L’EUROPIUM

complexes de deuxiéme et troisieme génération. Elles sont représentées sur la Figure 3. 19
bas. L’espaceur peut soit rapprocher le sensibilisateur du cation métallique soit I’en éloigner.

Si I’on suppose que dans les sondes de premicre et deuxiéme génération, I’absorbance, le taux
de conversion interne et I’émission sont similaires, on peut attribuer la diminution d’intensité
de luminescence a la variation de distance r entre le donneur et 1’accepteur. Le transfert
d’énergie décroissant en r°, une augmentation de la distance de 10% dans le complexe EuP; et
de 20 % dans le complexe EuN, peut étre évaluée, conséquente a I’insertion de I’espaceur
glycine. L’espaceur éloigne donc modérément 1’intercalant du cation métallique, comme

représenté sur la Figure 3. 19 b.

I1.2.2 Temps de vie

Les temps de vie et nombres d’hydratation mesurés pour EuP, et EuN, sont reportés dans le
Tableau 3. 5 et démontre que la sphére de coordination de 1’europium contient 3 molécules
d’eau comme pour les composés de premicre génération. L’ introduction de I’espaceur glycine

ne modifie donc pas la coordination de I’europium.

Tableau 3. 5 : Temps de vie et nombre de molécules d’eau coordonnées calculées selon [’équation de Parker.

Sondes THO0(ms) 1t D0 (ms) q
Eup? 0,30(1) 2,13(1) 3,1(1)
EuP, 0,25(1) 0,72(1) 2,8(2)
EuP, 0,21(1) 0,59(1) 3,4(3)
EuN, 0,26 (1) 1,18(1) 3,3(2)
EuN, 0,29(1) 1,71(1) 3,1(2)

En conclusion, I’incorporation d’un espaceur glycine dans la séquence a permis d’améliorer la
formation des complexes monométallique tri-hydratés d’europium en diminuant
I’encombrement stérique autour du métal. De plus, son insertion a permis d’augmenter
significativement la stabilit¢ du complexe EuP, par rapport a EuP;. La diminution d’un
facteur 2 en intensité de luminescence des complexes, traduit un éloignement modéré du

sensibilisateur du cation métallique par rapport aux composé€s sans espaceur.
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Les deux peptides de troisiéme génération P3 et N3 ont été développés avec deux objectifs
différents. Pour tenter d’améliorer les propriétés de luminescence, un acide aminé de plus
haute denticité Ed3a, a été inséré dans la séquence peptidique, dans le but de déshydrater la
sphére de coordination de 1’europium. L’augmentation de la denticité et donc du nombre de
site de coordination a pour objectif de minimiser les désactivations non radiatives contribuant
a éteindre la luminescence de 1’europium. L’insertion de 1’acide aminé Ed3a; a été effectuée
dans la séquence P3, contenant un dérivé proflavine de plus haute affinité pour I’ADN que la
naphthalimide. Par ailleurs, la sensibilisation de I’europium par le naphthalimide est efficace,
mais son pouvoir de reconnaissance de I’ADN est limité. D’ou le choix d’étendre le cycle

aromatique du Naph dans le noyau TNAph qui a été inséré dans la séquence de la sonde EuNs.

III Sonde de troisiéme génération

IT1.1Peptide octadentate P;

La sonde EuP; a été synthétisée sur le modéle de conception du peptide P"P?, précédemment
¢tudi¢ au laboratoire. Ses propriétés de complexation ont démontré une coordination

octadentate, avec 1’absence de molécule d’eau dans la premicre sphere de coordination pour le

HD2 HD2 76

complexe TbP"" et une molécule d’eau pour le complexe EuP™.” 1l est donc important de
vérifier que 1’incorporation du noyau proflavine n’affecte pas les propriétés de complexation
de I’europium. L’espaceur glycine a ¢ét¢ conservé dans la séquence puisque qu’il a été
démontré qu’il permet d’augmenter la stabilité du complexe d’europium dans EuP,. De plus,
il convient de diminuer au maximum 1’encombrement stérique entre 1’acide aminé de haute

denticité et le composé aromatique.

I1I.1.1Complexation de I'europium

Les premiere études de complexation par spectrométrie de masse montrent la formation d’un

complexe unique, 1Eu :1P; Figure 3. 20.
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Figure 3. 20 : Spectre (-) ES-MS d’une solution d’EuPj3 (0,05 mM) dans un tampon acétate AcONH, (20 mM, pH
6,8) Sur les cotés: Zoom et comparaison des massifs isotopiques expérimentaux et théoriques de EuPs m/z: 614.4

et 1230.1

Cependant, les mesures de luminescence par 1’addition d’une quantité croissante d’europium
révelent la formation de complexes transitoires. L’augmentation du temps d équilibration du
systéme ne permet pas de passer outre la formation de ces espéces. L’augmentation du signal
de luminescence de I’europium tend donc a montrer la formation de deux especes de

stoechiométries différentes Eu(Ps), et EuPs. (Figure 3. 21)
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Figure 3. 21 : Variation d’intensité des maximums d’émission de la luminescence en temps résolu de I’Eu**
(d=0,05 msec, exc slit em slit 10 10 nm) durant le dosage de P; (7,95uM) par EuCl; dans un milieu tamponné
(10 mM HEPES, PH7, 0,1M KCI) apreés excitation a 450 nm

Afin d’obtenir une augmentation linéaire du signal de I’europium a 615 nm, un suivi par
batch a du étre effectué. Différentes quantités d’europium (0 a 4 équivalents d’EuCls) ont été
ajoutées a des échantillons de P; dans 10 mM HEPES, 0,1 M KCl pH 7, de concentration 6,5
uM. Apres deux heures d’équilibration a 298 K, les premicres mesures de luminescence en
temps résolu de I’europium ont été effectuées aprés excitation a 450 nm. Le maximum
d’intensité de I’europium a 615 nm est représenté sur la Figure 3. 22 en fonction du nombre

d’équivalent d’europium. Le suivi a été réalisé pendant 196 heures.

1 eq : aucune variation
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Figure 3. 22 : Emission du complexe FuPs a 615 nm en fonction du nombre d’équivalents d Eu’* ajouté a

différents temps de stabilisation.
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L’évolution des signaux de luminescence des échantillons EuP; a 0,25, 0,5 et 2,5 équivalents
d’europium traduit une équilibration lente vers I’espéce thermodynamique EuPs. A un
équivalent d’europium, aucune variation des signaux de luminescence n’est enregistrée. Il y a
donc bien formation d’espéce monométallique EuPs. Pour la suite de mesures effectuées avec
cette sonde, un temps de stabilisation du systtme de deux heures a ¢été respecté.
L’introduction de I’acide aminé Ed3a, dans la séquence influence donc fortement les vitesses

de formation du complexe de I’europium.

I11.1.2 Temps de vie et stabilité

Les mesures de temps de vie du complexe EuP3; dans 1’eau 1égere et I’eau lourde conduisent a
un nombre d’hydratation q =1 (Tableau 3. 6). L’insertion de 1’acide aminé pentadentate

Ed3a, permet donc de déshydrater le cation Eu®".

Tableau 3. 7 : Données relatives a la formation des complexes d’europium de la famille de la proflavine

sondes tH,0 (ms) 1t D,0 (ms) q log B 110 ™"
EuP* 0,30(1) 2,13(2) 3,1(1) 9,1(5)*

EuP"®? 0,68(1) 2,03(2) 0,9(1) 12,7(5)*
EuP, 0,25(1) 0,72(1) 2,8(2) 7,3(5)
EuP, 0,21(1) 0,59(1) 3,4(3) 9,2(3)
EuP3 0,23(1) 0,32(1) 1,2(3) 11,9(2)

’ . 3
* Constantes mesurées pour le cation Tb”".

La stabilit¢ du complexe EuP3 a ét¢ mesurée en présence d’un compétiteur de plus haute
affinité que le NTA, ’HEDTA et donne une valeur similaire a celle obtenue précédemment au

laboratoire pour le complexe ThP"2,
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En conclusion, I’incorporation d’un composé proflavine et d’un acide aminé pentadentate
dans la séquence du peptide P; a donc permis d’obtenir un complexe EuP3 de stabilité plus
¢levée a pH 7 et ne possédant qu’une seule molécule d’eau dans sa premicre sphere de

coordination.

I11.1.3 Luminescence de 'europium

La comparaison des propriétés de luminescences des complexe EuP;, EuP, et EuP; valide
I’insertion d’un acide aminé de haute denticité¢ dans la séquence (Figure 3. 23). En effet,
I’intensité de luminescence de 1’europium est multipliée par quatre par rapport a celle du
complexe EuP,. L augmentation de la denticité des complexes permet donc de minimiser les
contributions défavorables des désactivations non radiatives au signal de luminescence de

I’europium. Ces résultats avaient déja été démontrés pour les complexes TbP? et ToP"P? 76

| normalisée

500 550 600 650 700 750
A nm

Figure 3. 23 : Comparaison des spectres d’émission de [’europium dans les complexes EuP, ott n=1, 2, 3 (5 uM,

10 mM HEPES, 0,I1M KCI, pH 7, 298 K) apres excitation a 450 nm (Exc slit 10 nm, Em slit 5 nm, d= 0,05 msec)
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I11.1.4 Luminescence dans l'infra rouge

Les temps de vie de luminescence des ions Yb*" et Nd** de I’ordre de la microseconde, sont
plus courts que ceux des ions lanthanides émettant dans le visible. Un controle total de la
sphere de coordination est par ailleurs nécessaire pour minimiser au maximum la contribution
des désactivations non radiatives, qui sont nettement plus efficaces pour des énergies
d’émission faibles. La sphere de coordination de I’europium dans le complexe EuP; (q=1) ne
contient qu’une seule molécule d’eau ce qui permet d’envisager la détection des spectres
d’émission de I’ion Yb'" et de I’ion Nd*". En effet, les niveaux de leurs états émissifs,
respectivement P (10200 cm'l) 143 et 4F3/2 (11 500 cm'l) 144, sont compatibles avec 1’état

3 % . L . , .
nn de la proflavine et donc avec une excitation a basse énergie (A exc 450 nm).

Des tentatives de détection des complexes de P3 émettant dans 1’infra-rouge n’ont montré
aucun signal dans le cas de I’ytterbium. Par contre, le spectre du complexe NdPs, représenté
sur la Figure 3. 24 montre une sensibilisation 4 basse énergie (450 nm) effective du Nd**,
avec I’obtention des raies d’émission caractéristiques Fon = n o0 n= 9, 11 et 13. La
mesure du spectre d’excitation du complexe NdPs, en détectant I’émission du Nd*"a 1060 nm

a mis en évidence une sensibilisation par effet d’antenne de ’unité proflavine. (Figure 3. 25).

9000
8000 =9 NdP,

7000 3> Uy
6000

(2]

£ 5000 o1l

S 4000
3000
2000

1000 n=13

800 1000 1200 1400
A nm

Figure 3. 24 : Luminescence du complexe NdPs3 (156 uM) dans une tampon HEPES (10 mM, 0,IM KCI, pH 7)
mesurée avec un spectrofluorimeétre Jobin Yvon (A exc 450 nm, Ex/Em 15,4/33 nm, IR filter, grafting 600-1000

nm)

164



Chapitre Il COMPLEXATION DE L’EUROPIUM

400
Excitation Nd3* 1060 nm

300
effet d’antenne
sensibilisation

Intensity

200

100 4

T T T T 1
300 350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figure 3. 25 : Spectre d’excitation du complexe NdPs.en détectant [’émission a 1060 nm.

Ces résultats préliminaires restent a approfondir. Ils ont néanmoins permis de montrer que la
structure du peptide octadentate dérivé de la proflavine P était capable de sensibiliser le Nd**

par effet d’antenne et permettaient une détection du signal dans I’infrarouge.

I11.2Peptide dérivé du naphthalimide a cycle étendu N;

I11.2.1 Sensibilisation

La longueur d’onde d’absorption maximale du noyau TNaph inséré dans les sondes
peptidiques a pH 7 dans un milieu 10 mM HEPES 0,IM KCI, est de 348 nm. Les bandes
d’absorption a 450 nm et 506 nm, non présentent pour le noyau naphthalimide sont attribués a
I’extension du cycle. En présence d’un équivalent d’europium et aprés excitation a 348 nm, le
signal de fluorescence est détect¢ a 400 nm. Les allures des spectres d’absorption et de
fluorescence sont similaires a celles obtenues pour le naphthalimide dans les sondes EuN; et

EuNz.
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Figure 3. 26 : Propriétés spectroscopiques du complexe EuNj.

En se plagant dans un mode de détection résolu temps, ¢’est-a-dire avec un délai de 0,05 msec
avant la mesure, on enregistre aprés excitation a 348 nm du complexe EuN; le signal
caractéristique de I’émission de I’europium On distingue les bandes d’émission fines
correspondant aux transitions D> 'F; de I’europium, ou J=1, 2, 3, 4. L’extension du cycle,
la sensibilisation de 1’europium est toujours assurée. Le spectre d’excitation effectué en
détectant la transition J=2 (A em = 616 nm) est similaire au spectre d’absorbance mesurée, ce
qui indique une sensibilisation par effet d’antenne de I’europium. Le noyau TNaph est donc
capable de sensibiliser 1’ion europium a travers 1’effet d’antenne.

La comparaison des propriétés de sensibilisation de I’europium avec les sonde EuN; et EuN, a
permis de caractériser I’influence de I’incorporation d’un noyau a cycle étendu dans la
séquence peptidique. L’intensité¢ d’émission du complexe EuNj est plus intense que celle de la

sonde de structure proche EuN,.

L’incorporation du noyau TNaph permet donc d’augmenter le signal de luminescence de
luminescence de I’europium et de combler en partie la perte de luminescence due a
I’introduction de I’espaceur glycine. Ce noyau est donc un sensibilisateur efficace de

I’europium.
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Figure 3. 27 : Comparaison des spectres d’émission des complexes EuN, ou n=1, 2, 3 (5 uM, 10 mM HEPES,
0,IM KCI, pH 7, 298 K) apreés excitation a 344 nm (Exc slit 10 nm, Em slit 10 nm, d= 0,05 msec)

Ce noyau est cependant beaucoup plus gros que le naphthalimide, ce qui peut entrainer des
perturbations de la complexation de I’europium. L’analyse de la spéciation, des temps de vie
des niveaux excités de I’europium, et le calcul du nombre du nombre d’hydratation du
complexe EuN; permettent de visualiser I’impact de I’insertion de cette unité aromatique dans

le peptide sur la formation des complexes peptidiques d’europium.

I11.2.2 Temps de vie

La mesure des temps de vie a permis de calculer le nombre de molécule d’eau coordonnée. Le
nombre d’hydratation q égal a 3 est donc similaire a ceux mesurés précédemment pour les
complexes de premicre et deuxieme génération. L’incorporation d’un composé aromatique

plus encombrant ne semble pas perturber la sphere de coordination du complexe.
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Figure 3. 28 : gauche : décroissance de [’intensité de luminescence de [’europium dans le complexes EuN3z apres

excitation a 348 nm dans [’eau légeére (bleu) et dans I’eau lourde (rouge). Ces courbes sont traitées en utilisant

une exponentielle (courbes noires pointillées). Droite : Calcul de de I’inverse du temps de vie des états excités de

["europium du complexes EuN3 apreés excitation a 348 nm, dans [’eau lourde par extrapolation graphique.

L’analyse des temps de vie a basse température montre une faible augmentation du temps de

vie dans I’eau lourde a 77 K (+ 11%). Cette augmentation faible traduit I’absence de transfert

d’énergie en retour.

Tableau 3. 8 : Données relatives aux complexes de la famille du naphthalimide

sondes tH,0(ms) 1tD,0(ms) 1 D,0(ms)77K log B 110 ™"
EuN; 0,26(1) 1,18(1) 1,3(2) 9,1(5)
EuN, 0,29(1) 1,71(1) 2,6(2) 9,0(5)
EuN; 0,27(1) 1,32(1) 1,5(2) 9,5(5)

*Selon la réf” | * déterminée pour Th>*

Les niveaux des états excités du composé¢ TNaph identifiés sur le spectre d’émission a basse

température (77 K), montre une énergie du niveau triplet *n* a 18 000 cm™ donc 1égérement

plus faible que celle du naphthalimide. (Figure 3. 29)
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Figure 3. 29 : Spectre a basse température de la fluorescence du composé TNaph avec (courbe verte) et sans

délai (courbe bleue) de mesure

r . I . . , . 3+
Néanmoins, cette énergie reste compatible avec un transfert d’énergie efficace de I’Eu

(Figure 3. 30) comme le montrent les spectres d’émission du complexes EuNs.

T Ecm?

In” 25000 cmt

T .

A F

Naphthalimide Ln3

Figure 3. 30 : Diagramme énergétique du deérivé naphthalimide a cycle étendu

I11.2.3 Spéciation et stabilité

L’incorporation d’un noyau thiazolonaphthalimide dans la séquence n’induit pas de

perturbation de la complexation de I’europium : un complexe mononucléaire EuN3 est formé.
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Figure 3. 31 Variations d’intensité d’émission de la luminescence en temps résolu de I’Eu’* (d=0,05 msec, exc
slit em slit 10 10 nm) durant le dosage de N3 (8,75 uM) par EuCl; dans un milieu tamponné (10 mM HEPES, pH
7, 0,1 M KCl) apres excitation a 348 nm.

La stabilité¢ du complexe d’europium formé a été mesurée par compétition en présence de
NTA. L’addition de quantités croissantes de NTA au complexe EuN; dans un tampon pH 7
(10 mM HEPES, 0,1 M KCI) a permis de calculer une constante conditionnelle d’association

de I’ordre du nanomolaire —log 31; = 9,5(5) avec le logiciel Specfit. (Figure 3.32)

400
300
350 0 250 \"-.\ «Exp
v - Fit
300 g i
ﬂ N 150 ‘\

250 ‘ B %

200 - \ ™ .,
= | 0 TExax oy
(1] 150 . Y ‘\ 1] 0,00005 0,0001 0,00015
— [NTA]

650 700
Anm

750

Figure 3. 32 : Mesure de la constante d’association du complexe EuNs en présence d’une quantité croissante de

NTA
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L’incorporation d’un aromatique plus encombré ne diminue donc pas la stabilité¢ du complexe
, ) . pa e 22

EuNj; formé. Ce dernier posséde des propriétés similaires aux complexes EuP“* et EuN,, avec

de plus des propriétés d’émission améliorées. C’est donc un complexe trés prometteur pour la

détection de I’ADN, de par la présence d’un cycle aromatique étendu.

En conclusion, toutes les sondes, quels que soient les noyaux sensibilisateurs considérés,
permettent la formation de complexe monométallique bien défini. L’incorporation d’un
espaceur glycine dans la séquence de EuN, et EuP, a permis de s’affranchir a la fois des
problémes de cinétique présent lors de la formation de la sonde EuN; mais également
d’obtenir une stabilité suffisante a pH physiologique pour le complexes EuP,, par une
diminution des contraintes stériques. L’augmentation de la denticit¢ du complexe EuP3
octadentate a permis une forte augmentation de la stabilit¢ a pH physiologique et une
déshydration suffisante de la premicre spheére de coordination du cation lanthanide pour
permettre une détection de luminescence dans I’infra-rouge du complexe NdP3. Enfin, le
noyau a cycle étendu TNaph, inséré dans le peptide N3 permet d’obtenir une émission de

I’europium comparable a celles des sondes EuN; et EuN,.

Cette étude démontre 1’obtention de six complexes d’europium bien définis EuP ou EuN, leurs

interactions avec la double hélice de I’ADN font I’objet du dernier chapitre de ce mémoire.
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Les six peptides développés dans ce travail forment des complexes d’europium
monométalliques luminescents. Leurs propriétés d’interaction avec I’ADN font I’objet de ce
chapitre et nous nous attacherons en particulier a démontrer que ces nouvelles sondes

permettent la détection de I’ADN a travers la luminescence centrée sur le métal.

I Comment mesurer 'interaction avec TADN ?

Nous allons tout d’abord montrer comment les interactions de composés avec I’ADN peuvent
étre mises en évidence. Pour cela différentes techniques d’analyse peuvent étre combinées
afin de vérifier la cohérence et la pertinence des résultats obtenus.

La mesure du dichroisme linéaire est LA technique phare pour prouver si un composé
s’intercale dans I’ADN. En effet, celle-ci traduit 1’orientation (paralléle ou perpendiculaire)
d’un composé par rapport a I’axe de la double hélice. Cependant, celle-ci n’est pas disponible
au laboratoire et pourra étre éventuellement utilisée dans I’avenir pour s’assurer du mode
d’interaction de certains complexes.

Les caractéristiques que nous avons utilisées pour caractériser I’interaction des complexes
d’europium avec I’ADN sont les suivantes : la luminescence de 1’europium, la fluorescence et
I’absorbance des unités aromatiques contenues dans les complexes, et enfin la température de

fusion de ’ADN.

I.1 Absorbance

Chaque base azotée de I’ADN possede sa propre signature énergétique (Erreur ! Source du
envoi introuvable.). Pour chaque brin d’ADN, un spectre d’absorption moyen est mesuré qui
dépend de I’enchainement des paires de bases et de leur nombre. Tous les ADN double brins
des mammiféres ont une absorbance équivalente a la longueur d’onde de 260 nm, car ils
possedent tous la méme proportion de bases G, C, A et T dans leurs génes. L’appariement des
bases deux a deux et leur empilement les unes sur les autres entrainent une diminution de
I’absorbance des bases. L’interaction des orbitales m entre elles se traduit donc par une

diminution de I’absorbance moyenne. Les interactions hydrophobes et les liaisons hydrogene
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maintiennent la structure de la double hélice et limitent la résonance des bases azotées de

I’ADN, donc la délocalisation des électrons. C’est ce que 1’on nomme I’effet hypochrome.

OD ( per mM)

0
220 260 300

http://www.scienceisart.com/A_DNA/UVspectrum_2.html|

Figure 4. 1 : Spectre d’absorbance des bases azotées de I’ADN

Tout composé pouvant interagir avec les orbitales m des bases de ’ADN entraine une
diminution supplémentaire de [’absorbance de la double hélice a 260 nm. Donc un
intercalant, qui par définition interagit a travers ses orbitales m et celles des bases de
’ADN, amplifiera I’effet hypochrome.'* La mesure d’un effet hypochrome de I’ADN en
présence de complexes de lanthanides intercalants permet donc de caractériser partiellement
le mode d’interaction de ces complexes. Par comparaison avec les résultats d’absorbance de
I’ADN obtenu en présence des compos€s aromatiques seuls proflavine et naphthalimide, on
peut évaluer I'impact de la séquence peptidique sur les capacités de reconnaissance des

composés intercalant de I’ADN.

[.2 Température de fusion ou température de dénaturation

Une des conséquences de 1’effet hypochrome est 1’absorbance supérieure de 37% de I’ADN
monobrin par rapport a I’ADN double brin. Cette différence d’absorbance permet de mesurer
la température de fusion de I’ADN, notée Ty, qui correspond a la température de transition
entre I’ADN double bin a basse température et I’ADN simple brin 4 haute température.'*® La

température de fusion Tyest la température pour laquelle 50% des paires de bases de la double
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hélice sont désapparices sous ’effet de la chaleur. Lorsque 1’on chauffe la double hélice, les

liaisons hydrogenes entres les bases se rompent pour donner deux brins d’ADN indépendants.

La température de fusion, peut étre calculée selon la régle de Bolton et Mac Carthy:

T=81,5 + 16,6 x (logo([Na*]) + 0,41x (%GC) - 6Lﬂ

ou [Na'] est la concentration en sodium du milieu, (%GC) est la proportion en paire de base
GC dans la séquence et L est la longueur de la séquence. La température de fusion de I’ADN
dépend donc fortement de la composition en bases de I’ADN. L’utilisation de ce calcul
nécessite de connaitre la composition exacte et la longueur de I’ADN utilisé, ce qui est délicat
lorsque ’on travaille sur de I’extrait d’ADN. Cette relation montre que plus la concentration
en paires de base GC est €levées, plus la température de fusion de I’ADN est élevée.
Lorsqu’un composé s’intercale dans la double hélice, cela entraine une stabilisation accrue de
cette derniére. La Figure 4. 2 illustre le principe général des mesures de températures de

fusion.
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Figure 4. 2 : Principe des mesures de la dénaturation de I’ADN
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La température de dénaturation de ’ADN augmente donc en présence d’un intercalant. On
estime la stabilisation (ATy) en mesurant la différence entre la température de dénaturation de
I’ADN libre et celle de ’ADN en présence de 1’intercalant.

ATy = T ADN-int) — T (ADN)

Bien qu’il n’y ait pas de régle absolue, un intercalant induit la plupart du temps une

augmentation de la température de fusion d’au moins 4 °C.

I.3 Luminescence

Enfin, I’interaction des complexes avec I’ADN peut étre identifiée grace a la fluorescence des
. . , e . 120. 14 C
unités intercalantes aromatiques dérivées de la proflavine PfI’" '** ¥ et du naphthalimide

104, 106, 112, 121 r )
Naph contenues dans les complexes. En effet, en présence d’ADN leur
fluorescence varie. Cependant selon I’intercalant utilisé, une augmentation de fluorescence

7. 146 411 une extinction comme

peut étre observée, notamment avec le bromure d’éthidium,
avec la proflavine. C’est ce que I’on nomme un quenching ou extinction de fluorescence.
Cette extinction est dépendante de la concentration d’ADN présente, exprimée en paire de
base.

Enfin, les variations de fluorescence permettent de vérifier les cohérences des résultats
obtenus lors de la détection de I’interaction grace a la luminescence centrée sur I’europium, et
de valider le modele utilisé.

Les temps de vie de I’europium dans les complexes interagissant avec I’ADN ont également
été mesurés pour vérifier I’intégrité du complexe métallique lors de ’interaction. En effet une

diminution traduirait une décomplexation du métal, rendant toute interprétation des résultats

impossible.

Pour quantifier I’effet de I’interaction avec I’ADN sur la luminescence, nous avons défini le

pourcentage d’extinction E de luminescence comme étant :
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IO_I
E = x 100
Iy

ou I représente la luminescence mesurée en présence de 25 équivalents d’ADN exprimé en
paires de base [pb], et Iy la luminescence initiale en absence d’ADN. Ce pourcentage
d’extinction E est utilisé lors de la comparaison des résultats obtenus entre les différentes

sondes.

[.4 Modele d'interaction utilisé

La puissance de l’interaction spécifique entre 1’intercalant et son site d’interaction dans
I’ADN (la paire de base) correspond a 1’affinité réciproque des deux partenaires. Cette affinité
dépend de la structure chimique de chacun des partenaires permettant 1’établissement de
liaisons non covalentes multiples (hydrophobes, ioniques, hydrogeénes, van der Waals). En
dépit de cette complexité, I’analyse du mode de liaison obéit a la loi d’action de masse,
représentant 1’équilibre dynamique entres les formes associées et libres des composés. Le
modele suppose que la liaison intervient lors de la rencontre des deux partenaires par simple
diffusion, avec une orientation spatiale favorable des deux acteurs et une énergie
suffisante.'*” °° Ce modéle simple ci-dessous, développés par J.B. Chaires, est satisfaisant

pour les études menées au cours de ces travaux de these.
Int + pb 5 Int-pb

ou Int = compos¢ intercalant

pb = ADN exprimé en paires de base

L’équilibre est atteint lorsque les vitesses d’association et de dissociation sont égales. [Int] X
[pb] xki1 représente la vitesse d’association et [Int-pb] X k1 la vitesse de dissociation, avec ky
la constante cinétique d’association et k_; la constante cinétique de dissociation.

A I’équilibre thermodynamique on obtient
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[Int] X [pb] X k; = [Int — pb] X k_4
Soit
[Int — pb] k4 1

= =K =—
[Int] x [pb]  k_, “ Kp

L’affinité est définie par la constante d’association a I’équilibre, K, exprimée en M. En
pratique, on donne également 1’inverse, soit la constante de dissociation K car son unité en
Molarité est plus évocatrice.””' C’est donc avec ce modéle qu’ont été calculées, a I’aide du
logiciel Specfit, les constantes d’association avec I’ADN des complexes peptidiques

d’europium développés.

I.5 Choix de I’ADN

L’ADN choisi pour effectuer les mesures d’interaction est un ADN extrait du thymus de veau,
appelé c-DNA (Ct pour calf thymus). Notre choix s’est porté sur cet ADN pour plusieurs
raisons :

<  Sa proportion en paire de base GC (42%) et AT (58%) est égale a I’ADN humain.

(152, 153, 154

& Cet ADN a été fréquemment utilisé et nos résultats peuvent donc étre

comparés avec ceux décrits dans la littérature.”’> 106 109 121 122, 124

Cette molécule d’ADN est extraite de cellule vivante et sa composition exacte et sa longueur
ne sont donc pas connues. L’utilisation de la formule de Bolton et Mac Carthy n’est pas
possible. Son poids moléculaire est estimé entre 10-15x10° Dalton (Da). Sachant qu’une paire
de base correspond environ a 660 Da, sa taille moyenne est estimée entre 1 et 1,5 millions de
paires de bases.

Les résidus protéiques issus de I’extraction de I’ADN de la cellule sont éliminés en précipitant
le c¢-DNA dans D’éthanol. L’excédent de sels présents, pouvant perturber les mesures
d’interaction avec I’ADN, est ¢éliminé par dialyse dans 1’eau extra pure. En effet, une
concentration saline trop €levée masque la charge globale de la double hélice et induit une
augmentation de la température de fusion 7y de ’ADN. Une concentration saline trop faible,
au contraire déstabilise la double hélice. La pureté du ct-DNA ainsi traité est caractérisée en
calculant le ratio entre la valeur de 1’absorbance a 260 et 280 nm. Ce ratio doit étre compris
entre 1,8 et 2 : supérieur, il traduit la présence d’ARN ; inférieur il traduit la présence de

protéines.'>
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II Interaction des dérivés naphthalimides avec ’ADN

Des mesures d’interaction du composé libre naphthalimide avec I’ADN ont tout d’abord été
réalisées, afin de certifier les protocoles utilisés par comparaison avec les résultats trouvés

dans la littérature.

I1.1 Naphthalimide

L’absorbance du naphthalimide recouvre la zone d’absorbance de I’ADN. La mise en
¢vidence de I’interaction par 1’analyse des variations du spectre d’absorption de I’aromatique,
effets bathochromes et hypochromes, est donc impossible.

L’extinction de fluorescence du naphthalimide en présence de 25 équivalents de paires de
bases de c-DNA est faible (8%) et ne peut étre interprétée avec le modele d’intercalation

classique décrit ci-dessus (Figure 4. 3).
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Figure 4. 3 Gauche Décroissance de la fluorescence du composé naphthalimide (12 uM) apres excitation a 344
nm dans un miliew HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7) en présence d’une quantité croissante d’ADN. Droite :

Mesure de la température de fusion de I’ADN en présence du composé naphthalimide en quantité 1 pour 5 pb.

De plus, la faible stabilisation de la double hélice (ATy= 2°C) en présence de 5 équivalents de
paires de bases d’ADN montrent que le naphthalimide n’interagit certainement pas avec
I’ADN a travers un phénomene d’intercalation. (Figure 4. 3) En effet, dans la littérature, celui-
ci n’est pas référencé comme un intercalant.'” Son mode d’interaction semble étre

majoritairement via une insertion dans les sillons de la double hélice.
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I1.2 Sondes EuN, et EuN,

I1.2.1Température de fusion

Les températures de fusion de I’ADN en présence des peptides N; et N, ou de leurs
complexes EuN; et EuN, ont été mesurées en présence de 5 équivalents de paires de bases
d’ADN pour un équivalent de composé étudié. Le Erreur ! Source du renvoi

ntrouvable. récapitule ’ensemble des données obtenues.

Tableau 4. 1 : Températures de dénaturation du ct-DNA en présence des peptides Ny, Ny et des sondes EuNy et

EuN, dans le tampon HEPES 10 mM, pH 7, 50 mM NaCl

Composé N, N, EuN; EuN,

ATt (£ 0,5) 11°C 2°C 1,5°C 2°C

Les résultats obtenus en présence du peptide N; montrent une plus forte différence de
stabilisation de la double hélice (AT¢ N; = 11°C) qu’en présence d’une quantité égale du
complexe EuN; (AT¢ EuNy= 1,5°C). La complexation du métal perturbe donc dans ce cas
I’interaction du peptide avec I’ADN. Bien que faible, la stabilisation de I’ADN par le
complexe EuN; (AT¢= 1,5°C) est du méme ordre de grandeur que celle obtenue pour le noyau
naphthalimide (AT¢= 2°C), traduisant un mode d’action similaire. La forte stabilisation de la
double hélice en présence du peptide libre N; provient donc probablement de I’arrangement
spatial de ce peptide en solution, propice a la formation de liaisons hydrogene avec I’ADN.
Les bras aminodiacétates des acides aminés non naturels Ada, étant libre, il est possible que
ceux-ci participent a la formation de liaisons hydrogéne, stabilisant ainsi plus fortement
I’interaction avec I’ADN. Cependant, la mesure de la température de fusion ne traduit pas
I’affinité des composés. Cette différence représente donc un mode d’interaction différent avec

la double hélice. La Figure 4. 4 représente les résultats obtenus pour les sondes N; et EuNj.
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Figure 4. 4 : Mesure des températures de fusions de I’ADN en présence du peptide Ny, et du complexe EuN; et

représentation des différents modes d’interaction envisages.

L’introduction de I’espaceur glycine dans la séquence du peptide N, induit une chute de la
stabilisation de ’ADN en présence du peptide N (Figure 4. 4) comparée a celle observée en
présence du peptide N;. Cependant, aucune variation supplémentaire de la température de
dénaturation de la double hélice n’est mesurée en présence du complexe EuN,. L’introduction
de I’espaceur permet donc de diminuer I’effet de la complexation du métal sur I’interaction
avec ’ADN. La chute de stabilisation mesurée en présence du peptide N, traduit

potentiellement un arrangement spatial différent du peptide N, par rapport a N, en solution.

I1.2.2 Luminescence

Les variations de fluorescence du naphthalimide en présence d’ADN montrent des
comportements différents pour les composés N; et EuN; et pour leurs équivalents ayant un
espaceur glycine dans la séquence N, et EuN,.

L’extinction de fluorescence en présence de 25 équivalents en paires de bases d’ADN obtenue
pour le complexe EuN; de 18% est plus importante que celle obtenue pour le composé
naphthalimide (-8%) libre, et est similaire a celle obtenue lors du dosage du peptide libre N; (-
18%). Les essais d’interprétations et de calcul d’affinité suivant le modéele standard ont toutes

échouées.
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L’extinction quasi-totale de luminescence de 1’europium de 96 % du complexe EuN; en
présence d’ADN (Figure 4. 5) n’est pas en corrélation avec les résultats obtenus par

fluorescence.
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Figure 4. 5 : Luminescence en temps résolu de I’europium durant la titration de EuN; (3,6 uM) par le ct-DNA
(0-250 uM) dans le tampon HEPES (10mM, 50 mM NaCl, pH 7). Encart: Variation des intensités maximum de

["europium.

Le temps de vie constant de I’europium au cours du dosage permet d’affirmer que le cation
n’est pas décomplexé au cours de I’expérience et que la décroissance observée est bien
conséquente a la présence d’ADN. Cependant, dans ce cas comme pour la fluorescence, les
résultats ne sont pas interprétables avec le modele d’intercalation décrit ci-dessus.

Afin de déterminer 1’affinité du complexe EuN; pour le c--DNA, des mesures d’affinité par

. . . , 151, 1
luminescence de I’europium suivant la méthode de Scatchard™" '

ont été effectuées. Une
quantité d’ADN similaire est mis en présence d’une concentration croissante de complexe
EuN;j. Le signal de luminescence de I’europium est mesuré avant et apres 1’addition d’ADN
(courbe hachée et non hachée Figure 4. 6). On détermine alors la quantité de composé lié a

I’ADN (Ciy) suivant les formules suivantes 1 et 2.

c. - b1 1
T = e
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Cl:C_CintetIint:I_Il 2

ou C et I représentent la concentration et 1’intensité de luminescence du complexe EuNj, ILin
I’intensité de luminescence du complexe 1i¢ a I’ADN et C, et I; la concentration et I’intensité
en complexe libre aprés addition d’ADN.

La constante d’affinité est ensuite déterminée par une extrapolation graphique affine suivant

le modeéle 3 :

Tp
—= K, XxX(n— 1) 3
G

Ou r représente le rapport de la concentration de composé lié Ciy sur la concentration
d’ADN en paires de base, K, est la constante d’affinité et n est la densité de site de fixation
du composé dans ’ADN. La pente de la droite obtenue représente 1’opposé de la constante
d’affinité. La Erreur ! Source du renvoi introuvable. représente les résultats obtenus apres

raitements des données pour la luminescence de I’europium du complexe EuN;.

250

25 ¥ =-0.071x+23.111

1/a.u

Figure 4. 6: Luminescence en temps résolu de EuNy (courbe orange 2 uM — bleue 5uM- rouge 10 uM- noire 20

uM) en absence (courbe ininterrompue) ou en présence (courbe pointillée) d 'une quantité égale d’ADN (40 uM
pb) dans le tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7). Encart: Détermination de la constante d’affinité pour
I’ADN suivant la méthode de Scatchard

La constante d’affinité obtenue K, = 1,4><103 M de ’ordre du millimolaire est & modérer. En

effet, le modéele utilisé est basé sur I’hypothése que lors de I’interaction avec I’ADN, la

luminescence du composé¢ étudié¢ est €gale a 0, ce qui n’a pu étre vérifi¢ dans notre cas.
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Malgré cela cette méthode donne une idée sur la force d’interaction de la sonde EuN; avec

I’ADN.

Lors de I’étude de [D’interaction avec I’ADN des sondes N, et EuN,, I'impact de
I’incorporation d’un espaceur glycine sur la reconnaissance de I’ADN a pu étre mesurée. En
effet, une décroissance de 23% du signal de fluorescence du complexe EuN, a été enregistrée.
Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par décroissance de la luminescence en de
I’europium (-59%) en présence de 25 équivalents en paires de bases d’ADN. Les temps de vie
de DP’europium sont constants (At=0) au cours de la titration ce qui montre que la
décroissance du signal n’est pas conséquente a une décomplexation du métal. Les résultats
obtenus pour la luminescence centrée sur le métal ont permis de calculer I’affinité de ce

nouveau complexe EuN, pour I’ADN avec logK, =3,8 (2). (Figure 4. 7)
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Figure 4. 7: Décroissance de la luminescence en temps résolu de I’europium du complexe EuN, (6,6uM) apreés
excitation a 344 nm, en présence de ct-DNA (0-400 uM) a 298 K. L encart représente la variation d’intensités a
615 nm de [’europium du complexe; les carrés rouges sont les données expérimentales et la ligne noire hachée

représente les données calculées.
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Tableau 4. 2 : Données obtenues lors de la reconnaissance de I’ADN des espéces naphthalimides de premicre et

deuxieme génération

Luminescence de I'Eu Fluorescence du Naph
E At (msec) logK, E logK,
Naph - - - 8% -
N1 - - - 18% -
EuN; 96% 0,01 3,1(5)° 18% -
N, - - - 27% 3,7(3)°
EuN, 59% 0,00 3,8(2)° 22% 3,9(1)°

E représente ['extinction de luminescence de ['europium ou de fluorescence en présence de 25 équivalents de
paires de bases d’ADN. At est la variation du temps de vie de |’europium au cours du dosage. K, est la
constante d’interaction avec I’ADN mesurée dans un tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7 “ selon la

méthode de Scatchard © selon le modéle décrit dans la section 1.4.

L’ensemble des données récapitulées dans le tableau 4.2 met en évidence I’influence positive
de I’insertion de I’espaceur dans la séquence. En effet, son incorporation dans la séquence
peptidique a permis d’obtenir des résultats cohérents pour les différentes expériences menées
(fluorescence, luminescence, température de fusion) et interprétables selon le modele
classique d’interaction. Bien que I’affinité des composés naphthalimides pour I’ADN reste
faible et que son mode d’interaction par intercalation ne soit pas démontré, les complexes
EuNj; et EuN, sont capables de détecter la présence d’ADN a travers la luminescence centrée

sur le métal.

Dans le but d’augmenter [’affinit¢ des sondes naphthalimides pour I’ADN, le cycle
thiazolonaphthalimide (TNaph) plus étendu a été inséré dans la s€quence du peptide Ns. Cette
extension de cycle a pour objectif d’augmenter I’affinité pour ’ADN ainsi que les propriétés

de reconnaissance centrée sur le métal.
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I1.3 Sonde EuN,

La sensibilisation de 1’europium par le dérivé N3 a été démontrée précédemment. La taille
plus importante du cycle aromatique, comparée aux sondes Ni/> permet-il une augmentation

de la force d’interaction avec I’ADN ?

[ OMe

=

T,
O

composé 9

I1.3.1Température de fusion

Les mesures de stabilisation de la double hélice, effectuées en présence d’un équivalent de

compos¢ pour 5 équivalents d’ADN en paire de bases, sont récapitulées dans le Tableau 4. 3

Tableau 4. 3 : Température de fusion de I’ADN en présence des composés dérivés du thiazolonaphthalimide

Composé 9 N3  EuN;

AT¢ (£ 0,5°C) 9,5°C 9°C 9°C

On remarque que 1’extension du cycle naphthalimide par un noyau thiazole induit une forte
augmentation de la température de fusion de ’ADN comparée a celle obtenue pour le
naphthalimide. La stabilisation est de 9,5 °C pour le composé aromatique 9 seul, qui
correspond au TNaph substitué par une glycine méthyl ester, et de 9 °C pour le peptide N3 et
le complexe EuNgs, ce qui met en évidence un phénoméene d’interaction similaire pour les trois
especes. Ces premiers résultats montrent une augmentation de la surface d’interaction entre le

complexe et I’ADN par rapport aux peptides précédents (Figure 4. 8).
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Figure 4. 8 : Comparaison des profils d’absorbance a 260 nm obtenus lors des mesures de dénaturation de

[”’ADN en présence des complexes europium naphthalimide [Cx]= 0,2 x[ADN] ,,

La stabilisation du méme ordre de grandeur de la double hélice de ’ADN en présence du
complexe, du peptide et de I’aromatique seul traduit un mode d’interaction similaire a celui
démontré dans la littérature par intercalation.'** L’augmentation de la taille du cycle a donc
permis d’obtenir un mode d’interaction défini par intercalation avec I’ADN et permet de
valider la stratégie employée. L’introduction d’un noyau a cycle étendu permet donc une
stabilisation plus importante de la double hélice en présence du complexe EuNs; qu’en
présence des sondes de premicre génération EuN; et EuN,.

Bien que cette méthode ne traduise pas I’affinité¢ des composés pour I’ADN, on peut tout de
méme supposer que celle-ci est supérieure a celle de la sonde EuN, aux vues de la forte

augmentation de la température de fusion.

I1.3.2 Luminescence

Les résultats obtenus par mesure de la température de fusion de I’ADN semblent indiquer une
interaction plus forte des dérivés du thiazolonaphtahlimide avec la double hélice de I’ADN
que les dérivés du naphtahlimide. Les mesures de température de fusion n’étant pas
pertinentes en terme d’affinité, un suivi des modifications de fluorescence de 1I’aromatique et

de luminescence de I’europium en présence d’ADN a été effectué.
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Les variations de fluorescence et de luminescence du complexe EuN; en présence de ct-DNA
donnent des résultats cohérents et démontre une interaction avec logK = 4,2(1). Le temps de
vie de I’europium est constant au cours de la titration, ce qui permet d’affirmer que
I’extinction de luminescence mesurée est conséquente a I’interaction avec I’ADN et non a une
décomplexation du cation métallique. Le complexe EuN3 est donc une sonde luminescente de
la double hélice de ’ADN. L’extinction de luminescence ainsi que I’affinité du complexe
EuNj; pour le c¢-DNA, log K, = 4,2(1) sont supérieures a celles obtenues précédemment pour
la sonde EuN,. Cependant, la constante d’affinité est plus faible que celle déterminée dans la
littérature''! avec logKk, = 5,31 pour le dérivé TNaph, déterminé selon la méthode de
Scatchard.

Nous avons donc mesuré I’affinité¢ pour ’ADN du composé 9 correspondant a 1’aromatique
TNaph substitué sur I’atome d’azote, par analyse des variations de fluorescence : logK, = 4,4
(2). L’interaction avec I’ADN du composé substitué est donc également plus faible que celle
du TNaph décrite dans la littérature. La différence observée provient certainement de
I’encombrement stérique apporté par la substitution de 1’azote du thiazolonaphthalimide, qui
peut empécher la formation de liaisons hydrogene supplémentaires avec la double hélice.
L’insertion d’un cycle étendu permet néanmoins d’obtenir une sonde plus affine avec un
contrdle de D’interaction avec la double hélice, mesurable par luminescence centrée sur

I’europium.

log K=4.2(1)
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Figure 4. 9 : Décroissance de la luminescence en temps résolu de I’europium EuN3 (6,7 uM) aprés excitation a
344 nm, en présence de ct-DNA (0-400 uM) a 298 K. Les encarts représentent les variations des intensités
démission maximales de [’europium des complexes a 615 nm ; les carré rouges sont les données expérimentales

et la ligne noie hachées sont les données calculées.
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Tableau 4. 4 : Résultats des expériences menées sur la détection de [’ADN par les sondes naphthalimides

Luminescence de I'Eu Luminescence de I'Eu

E At (msec)  logkK, E log K,

EuN; 96% 0,01  3,1(5)0° 28% -
EuN, 59% 0,00 3,8(2)° 23% 3,9(2)°
EuNs 72% 0,04  42(1)° 27% 4,1(1)°

E représente ['extinction de luminescence de ['europium ou de fluorescence en présence de 25 équivalents de
paires de bases d’ADN. At est la variation du temps de vie de [’europium au cours du dosage. K, est la
constante d’interaction avec I’ADN mesurée dans un tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7 “ selon la

méthode de Scatchard ° selon le modéle décrit dans la section 1.4.

En conclusion sur les sondes de la famille du naphthalimide, 1’insertion d’un espaceur glycine
a permis d’obtenir des résultats interprétables selon le modele couramment utilisé.
L’extension du cycle, couplée a la présence d’un espaceur glycine dans la séquence
peptidique a permis de démontré le potentiel du complexe EuN3; comme sonde de I’ADN, a
travers la mesure du signal de luminescence de I’europium. Les résultats obtenus par

luminescence sont rassemblés dans le Tableau 4. 4.
La seconde famille de sondes développées contient un composé aromatique proflavine. La

proflavine ayant une affinité plus forte que le naphthalimide pour I’ADN, I’affinité des sondes

EuPy/,/3 devrait étre plus forte pour I’ADN également.

III Interaction des dérivés proflavines avec TADN

Les sondes de de la famille des naphthalimides ont permis de valider la stratégie employée
pour développer des sondes capables de détecter I’ADN a travers la luminescence centrée sur
le métal. L’étude de I’interaction avec ’ADN des sondes proflavines devraient permettre

d’obtenir des sondes plus affines pour la double hélice.
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IT1.1La proflavine

/
H,N N NHBoc

Structure du composé proflavine 1

Pour permettre d’estimer 1’influence de la structure peptidique sur la reconnaissance de
I’ADN, les mesures d’interaction de I’ADN en présence du composé proflavine 1 ont d’abord
¢été effectudes, en suivant les variations de fluorescence et d’absorbance mais également la

température de fusion de I’ADN (Figure 4. 10).
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Figure 4. 10 : HAUT : Gauche Décroissance de la fluorescence du composé proflavine 1 (12,0 uM) apres
excitation a 450 nm dans un miliew HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7) en présence d’une quantité croissante
d’ADN exprimée en paire de base. Encart : traitement avec le logiciel Specfit ; les carrées rouges représentent
les données expérimentales, la ligne noire les données calculées pour logK, =4,7. Droite : Mesure de la
température de dénaturation de I’ADN en présence du composé proflavine 1 en quantité 1 pour 5 pb. BAS :
Variation de [’absorbance du composé 1 (12,0 uM) dans un milieu HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7) en

présence d’une quantité croissante d’ADN
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Les résultats obtenus indiquent une plus forte interaction de la proflavine 1 avec I’ADN que le
compos¢ naphthalimide. En effet une stabilisation de 9 °C est observée, contre 2 °C seulement
pour le composé naphthalimide. La proflavine interagit donc plus fortement avec la double
hélice. Dans la littérature, la constante d’affinité de la proflavine pour ’ADN mesurée grace a
I’extinction de fluorescence est K, ~ 10° M™.”7 L’obtention d’une constante proche pour le
composé 1 dans nos expériences (K, = 5.10* M™") indique que la substitution d’une fonction

amine de la proflavine nuit peu a I’intercalation du composé.

Tableau 4. 5 : Récapitulation des données obtenues sur [’interaction du composé 1 avec le ct-DNA.

E logK, hypochromisme ATm

Proflavine 1 80% 4,7(1) 27% 9°C

E représente I’extinction de fluorescence en présence de 25 équivalents de paires de bases d’ADN. K, est la
constante d’interaction avec I’ADN mesurée dans un tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7 selon le

modele decrit dans la section 1.4.

L’effet hypochrome mesuré (27%) ainsi que la température de fusion en augmentation de 9°C

traduit le phénomene de stabilisation de la double hélice par intercalation de la proﬂavine.92

L’augmentation de la température de fusion du ct-DNA en présence du composé 3 est
légerement inférieure a celle exposée dans la littérature par 7. Jenkins et al, a savoir 12 °C
pour la proflavine. Cette différence peut s’expliquer par la substitution d’une des fonctions
amine de la proflavine dans le composé 1 qui engendre un encombrement stérique et peut
ainsi diminuer la facilit¢ d’insertion dans I’ADN. Néanmoins cet effet reste faible. La
comparaison de ces résultats avec ceux obtenus pour les peptides P et les complexes EuP
devrait permettre de visualiser I’influence de la structure peptidique et du métal sur les

capacités de reconnaissance de I’ADN des composés intercalants.

II1.2Sondes EuP, et Eup, :

Les études de la détection de ’ADN en présence des sondes de premicre génération EuP; et
EuP, ont été réalisées. Un suivi de fluorescence, luminescence de I’europium, de variation

d’absorbance en présence d’une quantité croissante d’ADN, ainsi que des mesures de
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température de fusion de I’ADN en présence des complexes (1 complexe pour 5 paire de
bases) ont permis de déterminer I’incidence de I’insertion des noyaux intercalant dans la

séquence sur la reconnaissance de I’ADN.

I11.2.1 Absorbance et température de dénaturation de I’ADN

Le complexe EuP; et le peptide P; induisent une stabilisation de la double hélice (ATy= 7°C +
0,5°C) similaire. Il n’y a donc aucun effet sur I’interaction avec I’ADN provenant de la
complexation du métal. Le peptide et le complexe interagissent de maniere similaire avec
I’ADN. (Figure 4. 11) La température de dénaturation obtenue est proche de celle obtenue pour
le composé proflavine 1 (AT¢= 9 °C). Leur mode d’interaction avec I’ADN est donc similaire
a celui du noyau aromatique isolé. L’effet bathochrome (+5 nm) combiné a I’effet
hypochrome de I’ADN (-26%) en présence du complexe EuP;, analogue a I’effet hypochrome
en présence de proflavine 1 (-27%), renforce 1’idée d’une reconnaissance de I’ADN par

intercalation du complexe EuP;.
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Figure 4. 11 : Températures de dénaturation de I’ADN en présence du peptide Py et du complexe EuP;

L’espaceur glycine a été introduit initialement pour diminuer I’encombrement stérique présent
dans le complexe EuP;. Cependant son insertion dans la séquence peptidique n’a pas d’effet

déterminant sur la stabilisation de la double hélice (AT= 8°C). Les mesures de température de
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dénaturation de ’ADN obtenues en présence des sondes EuP; et EuP, sont similaires a 1
degré pres. L’incertitude de mesure provenant de 1’appareil (£0.5°C) ne permet pas de dire si

cette augmentation traduit un réel gain de stabilisation dii a I’espaceur glycine. (Tableau 4. 6)

Tableau 4. 6 : Mesures effectuées par spectrométrie UV-Visible

AT¢(+ 0,5°C) hypochromisme bathochromisme log K,

Pfl 1 9°C 27% 5nm 4,7(1)
P, 7°C - - -
EuP, 7°C 26% 5nm 4,4(3)
P, 8°C - - -
EuP, 8°C 45% 8 nm 4,7(2)

K, est la constante d’interaction avec I’ADN mesurée dans un tampon HEPES (10 mM 50 mM NaCl, pH 7)

La mesure des effets hypochrome et bathochrome reflete 1’interaction des orbitales © de
I’intercalant avec les orbitales  des bases azotées. Plus ceux-ci sont important, plus grande
est 'interaction. Les effets hypochrome (-45%) et bathochrome (+8nm) du complexe EuP; en
présence d’ADN sont plus €levés que ceux mesurés avec EuPy, ce qui indique une interaction
plus importante entre les obitales © de la proflavine du complexe EuP; et celles des bases de
I’ADN. L’espaceur permet donc une insertion plus en profondeur de la proflavine du
complexe EuP; au cceur de la double hélice en diminuant les contraintes stérique autour de

I’aromatique.
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Figure 4. 12 : Mesures de [’effet hypochrome et bathochrome de la proflavine du complexe EuP, (5uM) en
présence d’une quantité croissante d’ADN (0-150 uM) dans un tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7)
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Les constantes d’association des sondes FEuP; et EuP, avec le ct-DNA ont été évaluées a
partir des variations d’absorbance a 450 nm. L’association avec EuP; avec est Iégérement plus
¢levée avec logK, = 4,7(2) contre 4,4(3) pour EuP;. Il semble donc que ’espaceur facilite

I’interaction avec I’ADN.

IT1.2.2 Luminescence

Pour la sonde proflavine de premiere génération, une différence d’extinction de fluorescence
en présence d’ADN entre le peptide libre P; et le complexe EuP; et la proflavine a été
mesurée. En effet, une extinction de fluorescence E = 66% pour P; et une extinction E= 45%
pour le complexe EuP; traduit I’impact de la complexation du métal sur les capacités de
reconnaissance de I’ADN de I’extrémité proflavine (Erreur ! Source du renvoi introuvable.).
pres la complexation de 1’europium, la sonde EuP; est moins flexible, donc moins libre

d’interagir avec I’ADN de maniére similaire au composé Pfl libre.

Tableau 4. 7 : Résultats obtenus en présence de 25 équivalents en paires de bases d’ADN pour les complexes

EuP, et EuP,

Luminescence de I'Eu Fluorescence
E At (msec) logK, E log K,
Pfl 1 - - - 75% 4,7(2)
P1 - - - 66% -
EuP4 75% 0,04 4,4(3) 45% 4,7(1)
P, - - - 65% -
EuP, 88% 0,03 4,7(1) 66% 4,7(3)

E représente [’extinction de luminescence de [’europium ou de fluorescence en présence de 25 équivalents de paires de bases
d’ADN. At est la variation en msec du temps de vie de I’europium a 615 nm. K, est la constante d’interaction avec I’ADN

mesurée dans un tampon HEPES (10 mM 50 mM NaCl, pH 7)

Pour le complexe EuPy, la constante d’affinité pour le ct-DNA a pu étre calculée par trois
types d’expériences indépendantes : logKa = 4,4(3) par UV (Figure 4. 13), = 4,7(1) par
fluorescence et = 4,4(3) par luminescence de I’europium (Figure 4. 14). Ces valeurs sont

cohérentes et démontre une interaction d’affinité proche de celle de I’aromatique proflavine
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seul. La légere augmentation du temps de vie des états excités de I’europium assurent la
conservation de l’intégrité du complexe au cours de la titration. Malgré une extinction de
fluorescence plus faible pour le complexe EuP; que pour la proflavine, provenant
certainement d’une interaction moins en profondeur dans I’ADN, le complexe EuP; est
capable de détecter I’ADN a travers la luminescence centrée sur le métal de manicre aussi

efficace que le noyau proflavine libre.

La sonde EuP; combine donc les propriétés d’interaction de la proflavine avec ’ADN et

les avantage de la luminescence en temps résolu du cation europium.m
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Figure 4. 14 : haut : Luminescence en temps résolu de [’europium de EuP; (3,6 uM) durant la titration par le ct-
DNA (0-250uM). Encart: variation des intensités maximum de [’europium. Bas : Fluorescence de la proflavine
dans le complexe EuP; en présence d’une quantité croissante d’ADN (0-250 uM) Encart: Variation de I’intensité

maximale de fluorescence de la proflavine.

199



Chapitre IV INTERACTION AVEC L’ADN

L’analyse des résultats d’interaction du complexe EuP, avec le c-DNA révele une
décroissance plus importante du signal de fluorescence (E = 66%) par rapport au complexe de
premicre génération EuP;. Cette diminution est du méme ordre de grandeur que celle obtenue
précédemment pour le composé proflavine seul. L’introduction de ’espaceur glycine permet
donc d’observer un effet plus important sur la fluorescence de I’aromatique lors de la
présence d’ADN. Cette extinction de fluorescence plus forte est en miroir de celle obtenue par
luminescence de 1’europium des complexes. En effet, une décroissance de 88% du signal de
I’europium du complexe EuP, est enregistrée (Figure 4. 15). Le temps de vie de 1’europium
constant au cours de la mesure prouve que cette diminution est conséquente a I’interaction de
I’intercalant proflavine avec ’ADN et non d’une décomplexation du métal. La constante
d’affinité calculée pour le complexe EuP, (log K = 4,7(3)) est 1égérement plus élevée que

celle obtenue pour le complexe sans I’espaceur glycine (log K =4,4(3)).
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Figure 4. 15 : Haut : Fluorescence de la proflavine dans le complexe EuP, (4,5 uM) en présence d’une quantité
croissante d’ADN (0-250 uM) Bas : Luminescence en temps résolu de |’europium durant la titration de EuP,
(4,9 uM) par le ct-DNA (0-150uM) dans le tampon HEPES (10mM, 50 mM NaCl, pH 7). Encart: variation des
intensités maximum de [’europium. Les carrés rouges représentent les données expérimentales et la ligne noire

haché les données calculées avec log K = 4.7(3)
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La concordance des résultats obtenus nous permet d’affirmer que les sondes EuP; et

EuP; interagissent avec I’ADN au travers d’un phénomeéne d’intercalation.

L’espaceur glycine induit une augmentation de I’effet ressenti par la luminescence du métal et
permet une meilleure interaction avec I’ADN, par une insertion entre les paires de bases plus
en profondeur. La diminution de I’encombrement stérique autour du composé Pfl intercalant
permet ainsi au complexe EuP, d’interagir aussi fortement avec I’ADN que le composé

proflavine 1 seul.

ITI1.3Sonde EuP5

I11.3.1 Absorbance et température de fusion

L’introduction d’un acide aminé de plus haute denticit¢ Ed3a, a été effectuée pour
déshydrater la sphére de coordination de [’europium, augmenter la luminescence de
I’europium en minimisant la contribution des désactivations non radiatives et ainsi augmenter
son potentiel de détection de I’ADN. L’augmentation du signal de luminescence de
I’europium du complexe EuP3 et son nombre d’hydratation g=1 devrait permettre une
meilleure détection de ’ADN. Or, la chute de la stabilisation de la double hélice de I’ADN en
présence de EuP3; (AT¢= 1,5 °C) par rapport a EuP, (AT¢= 8 °C) indique une interaction plus
faible avec les bases de I’ADN. De plus I’effet hypochrome moins élevé (-35%) confirme une
interaction minimisée entre les orbitales m des bases de ’ADN et I’extrémité proflavine du

complexe (Figure 4. 16).
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Figure 4. 16 : Mesures de [’effet hypochrome et bathochrome de la proflavine du complexe EuP3 (5 uM) en
présence d’une quantité croissante d’ADN (0-300uM) dans un tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7)
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Le calcul de la constante d’affinité par effet hypochrome a 450 nm sanctionne également
I’introduction de I’acide aminé Ed3a,: 1’affinité chute d’un facteur 20 comparé au complexe

EuP,. Le Erreur ! Source du renvoi introuvable. récapitule les données obtenues.

Tableau 4. 8 : Récapitulatifs de données obtenues pour les sondes Proflavine par spectroscopie UV-visible

AT¢ (£ 0,5°C) Effet Effet logK,

hypochrome bathochrome

EuPq 7°C 26% 5nm 4,4(3)
EuP, 8°C 43% 8 nm 4,7(2)
EuP3 1,5°C 35% 9nm 3,1(2)

IT1.3.2 Luminescence

La constante d’affinit¢ du complexe EuP3 pour le ct-DNA, mesurée par la luminescence du
cation europium démontre également une valeur nettement plus basse que les deux
précédentes sondes EuPy et EuP, (Tableau 4. 9). L’augmentation du temps de vie des états
excités de I’europium (+ 0,11 msec) au cours de la titration du complexe EuP3 par ’ADN
indique que D’europium ne se décomplexe pas. Cette augmentation peut traduire une
déshydratation totale de la spheére de coordination du complexe avec par exemple le
remplacement de la molécule d’eau par un groupement phosphate de I’ADN. Aux vues de sa
faible affinité¢ pour I’ADN (Figure 4. 17), la sensibilité de la luminescence de 1I’europium de la
sonde EuP; n’est donc pas optimale pour détecter I’ADN. La chute de I’affinité pour le ct-
DNA de la sonde EuP; peut étre expliquée par la répulsion électrostatique entre le complexe
EuP;, chargé négativement, et les groupements phosphate de ’ADN. De plus, la proximité
spatiale entre 1’acide aminé pentadentate et le noyau intercalant peut induire une géne stérique
et entraver I’insertion de la proflavine dans la double hélice de I’ADN.

Néanmoins, malgré cette chute d’affinité, la détection de ’ADN par la sonde EuP3 est
toujours assurée par une variation significative du signal de luminescence du cation europium.
Des tentatives de détection de I’ADN par luminescence infra rouge en présence du complexe
NdP3 ont ¢été effectuées mais apres la premiere addition d’ADN, une extinction totale du

. . 3+ r
signal de luminescence du Nd™ est observée.
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Figure 4. 17 : Décroissance de la luminescence en temps résolu de ['europium dans le complexe EuPs (5 uM),
apres excitation a 450 nm, en présence de ct-DNA (0-400uM) a 298 K. Les encarts représentent les variations a
615 nm de I’europium; les carré rouges sont les données expérimentales et la ligne noie hachées sont les

données calculées.

Les résultats obtenus par luminescence de 1’europium des sondes proflavines sont récapitulés

dans le tableau 4.9

Tableau 4. 9 : Résultats des expériences menées sur la détection de [’ADN par luminescence des sondes

proflavine

E At (msec) logK,

EuP, 75%  0.04  4,4(3)
EuP, 88%  0.03  4,7(1)
EuP; 45%  0.11  3,6(2)

En conclusion, la luminescence de I’europium dans les sondes proflavines est trés sensible
aux différences d’interaction avec I’ADN observées par absorbance et mesure de température
de fusion de I’ADN. L’insertion de 1’espaceur glycine a permis d’augmenter la sensibilité des
sondes a la présence d’ADN et ainsi d’optimiser la détection de ’ADN a travers la
luminescence de 1’europium en amplifiant le phénomene d’extinction. La détection de I’ADN

avec la sonde EuP; reste elle a optimiser.
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Les sondes nouvellement développées au cours de cette étude répondent donc bien a la
problématique de départ visant a coupler Dintercalation au phénoméne de
sensibilisation afin de détecter I’interaction sonde-ADN par la luminescence résolue en

temps du cation lanthanide.

IV Sélectivité

Nous venons de démontrer que les complexes peptidiques de lanthanide comportant une unité
de reconnaissance de I’ADN étaient capables de détecter la présence d’ADN grace a la
luminescence centrée sur le métal. Les sondes de la famille de la proflavine EuP; et EuP,
donnent par ailleurs les résultats les plus encourageants. L’unité proflavine a été choisie pour
ses capacités d’interaction par intercalation avec I’ADN. Un atout supplémentaire de la
proflavine est sa sélectivité pour la composition en paires de bases de I’ADN, sélectivité déja
discutée dans le chapitre II. En effet, selon la composition en paires de bases de I’ADN, le
mode d’interaction de la proflavine varie (intercalant-sillon) et la décroissance de la
fluorescence de la proflavine est différente : elle est d’autant plus grande que la composition
en enchalnement de paires de bases GC est grande. On parle alors de sélectivité¢ de
reconnaissance, qui représente en fait une sélectivité structurale de reconnaissance. L’ADN
riche en paire de bases GC sera de type Z-DNA, alors qu’un ADN riche en paires de bases AT
aura une conformation intermédiaire entre le B et le A-DNA.

La question est donc : est-ce que les sondes EuP; et EuP, sont sélectives d’une séquence
d’ADN ? Et si oui, la luminescence de I'Eu’” est-elle capable de mettre en évidence cette
sélectivité ?

La taille des complexes est plus importante que celle de la proflavine seule, ce qui pourrait
entrainer une perte de sélectivité. La sélectivité des complexes EuP; et EuP, a donc été
¢tudiée par luminescence en utilisant des brins d’ADN de compositions différentes. La sonde

EuP3 n’a pas été testée, aux vues de son affinité nettement plus faible pour I’ADN.

IV.1 Choix de I’ADN

Les ADN choisis pour cette étude sont synthétiques et donc de compositions connues. En

effet, on ne peut pas utiliser un ADN extrait de cellule vivante car il serait nécessaire
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d’effectuer un séquencage au préalable. Afin de maximiser 1’effet de variation de la
luminescence, les complexes doivent s’intercaler entre des paires de bases identiques.
L’enchainement des bases sur un brin doit donc étre contrdlé. De ce fait, notre choix s’est

porté sur des brins d’ADN composés d’une alternance de bases purine-pyrimidine :

& soit G-C-G-C, ce qui correspond a un ADN de type poly(dG-dC),
& soit A-T-A-T ce qui correspond a un ADN de type poly(dA-dT),
Ces doubles brins d’ADN commerciaux ont une taille estimée entre 500 et 1000 paires de

bases.

IV.2 Sélectivité et complexe EuP;

La reconnaissance de I’ADN poly(dA-dT), et poly(dC-dG), par le complexe EuP; a été

analysée grace aux variations de fluorescence de la sonde et de luminescence de I’europium.

Les mesures de variations de fluorescence de la proflavine présente dans le complexe EuP;
nous apprennent que son insertion dans une séquence peptidique ne perturbe pas ses capacités
de sélectivité de reconnaissance. En effet, la différence d’extinction de fluorescence en
présence d’ADN poly(dG-dC), (E=51%) et en présence d’ADN poly(dA-dT), (E = 29%)
traduit une différence d’interaction selon la composition en paire de bases. L’analyse de ces
données nous indiquent que la sonde EuP; est capable, au méme titre que la proflavine de
détecter par fluorescence (Figure 4. 18), les différences de composition en bases de I’ADN. Le
complexe EuP; interagit donc préférentiellement avec un ADN de composition riche en paires

de bases GC.
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Figure 4. 18 : Fluorescence de la sonde EuP; (5 uM) apres excitation a 450 nm en présence de 100 uM en
paires de bases d’ADN ct-DNA, poly(dA-dT), et poly(dC-dG),.

Un effet similaire est détecté sur la luminescence de I’europium. Une extinction plus forte de
luminescence E = 85% du complexe EuP; est observée en présence d’ADN poly(dG-dC),,
contre un extinction de 65 % en présence d’ADN poly(dA-dT),. Cette différence d’extinction
du signal permet de discriminer les deux types d’ADN utilisés (Figure 4. 19). Les constantes
d’affinité déduites de ces données sont trés proches, dans la barre d’erreur de la mesure. Ceci
est cohérent avec les affinités mesurées par T.Jenkins *> qui montrent un rapport de constantes

d’affinité d’un facteur deux entre I’ADN poly(dG-dC), et I’ADN poly(dA-dT),.
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Figure 4. 19 : Luminescence en temps résolu de EuPy (5uM) aprés excitation a 450 nm en présence de 100 uM
en paires de bases d’ADN type ct-DNA, poly(dA-dT); et poly(dC-dG),. Les deux encarts représentent les
variations maximales d’intensités de [’europium a 616.5 nm en présence d'une quantité de paires de bases
croissantes AT, GC et de ct-DNA. La ligne hachée noire représente les données calculée avec log K 47 = 4,2(1)

etlog K gc =4,3(1).
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En conclusion, la sonde EuP; est capable de différencier des séquences d’ADN riche en paires
GC ou AT a travers la luminescence centrée sur le métal. En effet les intensités de
fluorescence/luminescence du complexe EuP; sont trés dépendantes de la séquence de I’ADN.
La différence d’affinité observée reste néanmoins dans la barre d’erreur de notre

détermination, a savoir AlogK, = 0,3.

Influence de I'espaceur glycine sur la sélectivité

Il a été vu précédemment que I’incorporation d’une glycine entre I’unité proflavine et le
peptide dans la séquence de EuP, permettait une interaction plus en profondeur dans I’ADN.
Des études de sélectivité de reconnaissance de I’ ADN poly(dA-dT), et poly(dG-dC), ont donc
été effectuées pour mettre en évidence l’influence d’une glycine supplémentaire dans la
séquence peptidique sur les propriétés de reconnaissance de I’ADN.

Les différences d’extinction de fluorescence selon la composition de I’ADN (Egc = 59% Ear
= 29%) mesurées sont similaires avec les résultats obtenus précédemment pour la sonde EuP;.
L’introduction de I’espaceur dans la séquence n’induit donc pas de perte de sélectivité de
reconnaissance. La mesure des variations de la luminescence centrée sur le métal du
complexe EuP, permet également de discriminer la composition en bases de I’ADN. Une
extinction de luminescence plus forte est mesurée en présence de I’ADN synthétique riche en

paires de bases GC (Egc=93% ; Ear= 80%). (Figure 4. 20)

207



Chapitre IV INTERACTION AVEC L’ADN

120
100 | ® AT log K =4.7 (2)
=. &Q <o
o 80 1 »
~ ?‘»’
E 60 |2
n & .
© 40 L T
- 5%\ ‘0;’._' )
20 006_‘0- "h*‘i""—O.._____,__
6665.—0-6‘0‘“—0—-- -
0 Ik
0 10 20
[EuP,)/[DNA]

Figure 4. 20 : Variation de luminescence de [’europium du complexe EuP, apres excitation a 450 nm en
présence d’une quantité croissante d’ADN poly(dA-dT), et poly(dG-dC), exprimée en paires de bases. Les lignes

en pointillées représentent les données calculées avec log K, ° = 5,3(2) et log K, " = 4,7(2)

Tableau 4. 10 : Constantes d’affinité Ka calculées a [’aide du logiciel Specfit par variation de luminescence de

, .
[europium des complexes

log K, Poly(dA-dT), Ct-DNA Poly(dG-dC),

EuP, 4,2(3) 4,4(3) 4,3(1)
EuP, 4,7(2) 4,7(1) 5,3(2)

L’extinction du signal de luminescence de 1’europium plus importante pour la sonde EuP, que
pour la sonde EuP;, ainsi que la valeur des constantes d’affinités mesurées (Tableau 4. 10).
L’augmentation de I’affinité de la sonde EuP, pour tous les ADN utilisés met en avant 1’effet
positif de I’incorporation d’un espaceur glycine entre I’intercalant et la séquence peptidique.
La diminution de la rigidité¢ du complexe permet probablement une meilleure interaction avec
la double hélice, en particulier avec I’ADN riche en paires de bases GC avec une
augmentation d’affinité d’un facteur 10 entre la sonde EuP; et EuP,. La sonde EuP, permet
donc, grice a la luminescence centrée sur I’Eu’", de discriminer les séquences d’intérét d’une

manicre plus efficace que la proflavine libre.

208



Chapitre IV INTERACTION AVEC L’ADN

L’espaceur glycine permet donc d’améliorer la détection de ’ADN a travers une
amplification de ’extinction de la luminescence centrée sur le métal et d’augmenter la

sélectivité de reconnaissance du composé EuP; pour les paires de bases GC.

Pour visualiser I’effet de I’incorporation de 1’espaceur glycine sur la sélectivité, les données
obtenues par luminescence centrée sur 1’europium des complexes EuP; et EuP, ont été
comparées (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Pour ce faire, nous avons défini le
arameétre de sélectivité Sel selon 1’équation suivante :

IRef - IX

Sel =
IRef

ou Iger représente 1’intensité de luminescence du complexe en présence de 15 équivalents de
ct-DNA et Ix représente cette méme intensité en présence d’ADN de séquence X (X = GC ou
AT).

Le paramétre de sélectivité Sel est donc calculé en prenant comme référence le ct-DNA et
représente les variations d’intensit¢ de luminescence par rapport a ce dernier. Une
reconnaissance plus forte que pour le c#~-DNA se traduit par une valeur positive du paramétre
Sel. A I’inverse, une valeur négative de Sel traduit une interaction moins importante qu’avec
le ct-DNA. Ce paramétre traduit donc la détection spécifique de séquences d’ADN

enrichie en paires de bases AT ou GC par rapport a une séquence d’ADN de

composition aléatoire.

La Figure 4. 21 représente les résultats obtenus suivant le calcul de la sélectivité exposé pour les

complexe EuP; et EuP,.

209



Chapitre IV INTERACTION AVEC L’ADN

80% -

60% -

40% -

20% -

0% ——

GC ct-DNA

-20% -

-40% -

-60%

Figure 4. 21 : Sélectivité des sondes EuP; et EuP, pour I’ADN de composition différentes. AT pour poly(dA-dT),
et GC pour poly(dG-dC),.

On remarque en premier lieu que les deux sondes sont plus sensibles aux paires de bases GC,
avec des parameétres de sélectivité positifs. Ceux-ci sont négatifs pour les deux sondes en
présence de paires de base AT. Cette observation est en cohérence avec les extinctions de
luminescence mesurées, plus forte en présence d’ADN GC que d’ADN AT.

Dans un second temps, on remarque que 1’incorporation de 1’espaceur glycine dans la sonde
EuP; augmente la valeur du paramétre Sel de 30%. La sonde EuP, détecte donc plus fortement
les séquences GC que la sonde EuP;. Au contraire, I’introduction de la glycine dans la
séquence EuP, diminue ’effet détecté pour les paires de bases AT par rapport au cz-DNA. En
effet, le parameétre Sel se rapproche de 0. La structure de I’ADN riche en paires de bases AT
est une structure double brin de polymorphisme hybride B-A. L’augmentation de la flexibilité
du complexe, conséquente a 1’insertion de ’espaceur glycine, augmente donc le potentiel
d’interaction avec ce type de structure hybride, en facilitant I’insertion de 1’intercalant entre le
plans des paires de bases. La diminution de la géne stérique permet donc d’interagir plus
facilement avec I’ADN riche en paire de bases AT. L’analyse de ces données indique que la
sonde EuP, est une sonde capable de détecter préférentiellement 1’enchainement de paires de

bases GC, par rapport a un enchainement aléatoire ou AT.
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La sonde EuP, permet donc, grace a la luminescence centrée sur ’Eu®’, de discriminer

des séquences d’intérét d’une maniére plus efficace que la proflavine libre.

En conclusion, les sondes proflavines EuP; et EuP, sont capables de reconnaitre I’ADN avec
une affinité similaire a celle du noyau proflavine libre. La sensibilité de la luminescence du
métal europium permet de détecter des différences d’interaction avec I’ADN en fonction de sa
composition en paires de bases. L’espaceur glycine a permis de développer une sonde capable
d’interagir 4 fois mieux avec un enchainement de paires de base GC structurées en double
hélice qu’avec un ADN de composition aléatoire et donc deux fois plus sélective que le
compos¢ proflavine lui-méme. Cette derniére sonde met en avant le potentiel des
composés peptidiques complexant les lanthanides développés dans cette thése comme

outil de reconnaissance de ’ADN.

V Conclusion

Lors de la détection de I’ADN, une extinction de fluorescence est systématiquement observée,
entrainant pour chacune des sondes Eu’* une extinction du signal de luminescence de
I’europium. Les complexes peptidiques coordonnant 1’europium développés dans ce travail,
qui contiennent une unité intercalante, sont donc capables de transférer I’information de
liaison a I’ADN centrée sur I’aromatique vers le cation métallique.

Concernant les sondes naphthalimides, les optimisations effectuées (introduction d’un
espaceur, cycle étendu) ont permis une progression significative de leur potentiel de détection
de ’ADN. En effet, I’affinité¢ de la sonde EuN, pour le ct-DNA augmente d’un facteur 5 par
rapport a la sonde EuNj et un facteur 10 est observé pour la sonde EuNs. De plus, I’insertion
d’un cycle naphthalimide plus étendu dans la sonde EuN3 a permis de caractériser un mode
d’interaction avec I’ADN par intercalation, grace aux mesures de température de fusion de
I’ADN. La différence d’affinité observée avec le composé TNaph référencé dans la littérature
indique un effet de I’encombrement stérique généré par la substitution sur I’atome d’azote du
noyau naphthalimide. L’encombrement stérique provenant de la structure peptidique perturbe

donc ’interaction avec I’ADN.
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Les sondes de la famille de la proflavine EuP ont démontré leur potentiel de détection de la
double hélice par intercalation. Les constantes d’affinit¢ mesurées sont similaires a celle
obtenue pour I’intercalant libre (10*” M) sauf pour EuP; qui est plus encombré et chargé
négativement. De plus, la sonde EuP; permet de détecter une sélectivité de reconnaissance de
I’ADN, en fonction de la nature de bases qui le compose, grace a la luminescence de

I’europium.

La comparaison avec les unités intercalantes seules montrent que la substitution de ces
derniéres a un effet sur I’interaction avec I’ADN. En particulier, une diminution importante
d’affinité pour I’ADN est observée pour la sonde EuN3 par rapport au composé
thiazolonaphthalimide. L’effet est nettement moins marqué pour les dérivés de la proflavine.
Une explication pourrait provenir de la position de substitution du composé intercalant. En
effet, la proflavine est substituée sur une amine latérale. Le plan de I’aromatique est donc libre
de s’insérer dans ’ADN. Les compos€s naphthalimides sont liés aux peptides par une
extrémité interagissant avec I’ADN a travers la formation de liaisons hydrogene. De ce fait,
’orientation du cycle dans le complexe n’est pas optimale pour assurer une interaction aussi

forte que celle des composés EuP. Le schéma ci-dessous traduit ce phénomene.

X intercalation
forte affinité
X
/( proflavine
X X
N interaction modérée

X = position de substitution de la
chaine peptidique sur l'intercalant

naphtahlimide
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La comparaison des deux familles de sondes met donc en avant I’importance de la position de
la substitution de I’intercalant-sensibilisateur. Une position de substitution adéquate permet
donc une détection optimale de I’ADN a travers la luminescence centrée sur le métal des

complexes peptidiques de lanthanide.
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Le but de ce travail de these était de concevoir des sondes peptidiques dérivées du squelette
du peptide synthétique P??, d’affinité picomolaire pour les ions lanthanides, capables de
reconnaitre I’ADN. La stratégie employée repose sur la substitution de 1’acide aminé naturel
tryptophane par une unité aromatique en position N-terminale du peptide, qui doit a la fois
sensibiliser 1’europium et jouer le role d’intercalant de I’ADN. Lors de I’interaction avec
I’ADN, une variation du signal de luminescence est attendue. Deux noyaux aromatiques ont
¢été choisis dans ce travail : la proflavine, connue pour s’intercaler dans la double hélice de

I’ADN et le naphthalimide connu pour sensibiliser le cation europium.

L’évaluation des propriétés de la premicre génération de sondes a permis de montrer la
formation de complexes monométalliques tri-hydratés bien définis. De plus, un transfert
d’énergie efficace permettant de détecter le signal de I’europium a des concentrations de
I’ordre du nanomolaire a ét¢ mis en évidence avec les deux unités aromatiques envisagées.
L’interaction de ces deux premicres sondes avec I’ADN a été étudiée grace a différentes
techniques : absorbance, température de dénaturation de I’ADN, fluorescence et luminescence
centrée sur I’europium. Lors de I’interaction avec I’ADN, une extinction de fluorescence du
compos¢ aromatique est systématiquement observée, entrainant pour chacune des sondes
métallées une extinction du signal de luminescence de I’europium. Les complexes d’europium
de premicre génération sont donc capables de transférer 1’information de liaison a I’ADN
centrée sur I’aromatique vers le cation métallique. En effet, leur interaction avec I’ADN induit
une variation importante du signal de luminescence de 1’europium, validant ainsi la stratégie
employée. Ces premiers composés ont donc un potentiel pour détecter I’ADN grace a la

luminescence centrée sur le métal.

Luminescence

L’introduction d’un espaceur glycine, I’augmentation de la denticité et I’extension du cycle de
I’unité¢ aromatique naphthalimide ont ensuite permis d’optimiser les propriétés de

complexation du cation métallique et/ou d’interaction avec I’ADN.
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L’introduction d’un espaceur glycine entre le noyau sensibilisateur et le peptide permet de
diminuer les contraintes stériques ce qui améliore a la fois les propriétés de complexation du
cation métallique mais aussi I’interaction avec I’ADN. Les sondes de deuxieme génération
présentent des stabilités plus élevées du complexe d’europium et des affinités plus fortes pour
I’ADN. L’¢loignement du sensibilisateur du site de coordination n’induit pas de perte majeure
d’intensité¢ de luminescence de 1’europium par rapport aux sondes de premiere génération. La
diminution des contraintes stériques a donc permis d’obtenir une détection plus sensible de

I’ADN.

Le cycle naphthalimide étendu, ou thiazolonaphthalimide, a permis d’obtenir une sonde
capable de coordonner et de sensibiliser le cation europium de manicére équivalente au
naphthalimide. De plus I’affinité pour I’ADN de cette dernieére sonde est augmentée d’un

facteur dix par rapport a la sonde naphthalimide de premiére génération.

Enfin, I’augmentation de la denticité par I’insertion d’un acide aminé pentadentate dans la
séquence conduit a une augmentation de la stabilité¢ des complexes formés qui est picomolaire
a pH physiologique. La déshydration de la premicre sphere de coordination du cation
lanthanide est suffisante pour détecter la luminescence du néodyme dans le proche infra-
rouge. Cependant, le fort encombrement stérique et la charge négative plus élevée de ce

dernier peptide induit une perte importante d’affinité pour I’ADN.

L’efficacité de détection de ’ADN par les complexes peptidiques de lanthanides développés
dans ce travail a été prouvée. De plus, des études de sélectivité de reconnaissance d’ADN de
compositions en bases connues ont mis en évidence le potentiel de discrimination de
séquences d’ADN spécifiques a travers la sensibilit¢ de la luminescence de 1’europium pour

les peptides dérivés de la proflavine.

En conclusion, les sondes développées au cours de ce travail ont démontré leur potentiel de
détection de ’ADN, basé sur la luminescence en temps résolu de I’europium. En effet, la
substitution de [D’acide aminé naturel tryptophane par des aromatiques dérivés de la
proflavine ou du naphthalimide permet de coupler l’interaction avec I’ADN au phénoméne

de sensibilisation et donc a I’émission du lanthanide.
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Néanmoins, des optimisations supplémentaires peuvent étre apportées pour la détection de
I’ADN par luminescence dans le proche infra-rouge. En effet, la faible affinité de la sonde de
haute denticité pour ’ADN peut étre attribuée a un trop fort encombrement stérique ainsi qu’a
une forte répulsion électrostatique entre le complexe chargé négativement et les groupes
phosphates de I’ADN. Pour s’affranchir de ces contraintes, le centre métallique pourrait étre
¢loigné du noyau proflavine, soit par 1’insertion d’un espaceur soit par 1’insertion de 1’acide
aminé pentadentate dans une autre position de la séquence peptidique. Une autre stratégie
pour augmenter le signal de luminescence du cation lanthanide serait d’utiliser un
sensibilisateur-intercalant capable de coordonner le cation lanthanide. De cette manicre, le

transfert d’énergie serait plus efficace ainsi que la détection de I’ADN.

Les sondes peptidiques pourraient également étre incorporées dans des séquences plus
longues inspirées du vivant. Les sondes peptidiques intercalantes pourraient ainsi étre
couplées a des motifs de reconnaissance de I’ADN de longueurs plus importantes comme les
structures HTH, capable de reconnaitre sélectivement certaines séquences d’ADN grace a des
interactions spécifiques par liaisons hydrogene. La présence de I’intercalant dans la séquence
pourrait augmenter la constante d’affinité et permettre la détection des séquences d’intéréts

grace a la luminescence centrée sur le métal.

Par ailleurs, 1’interaction avec I’ADN des sondes actuelles induit 1’observation d’une
diminution du signal de luminescence, c’est ce que I’on nomme un effet « switch-off ». Une
détection par augmentation de luminescence de I’europium lors de I’interaction avec I’ADN

. . . 14 . L 7
serait plus facilement exploitable. C’est ce que I’on nomme une détection en « switch-on ».%”

68

La stratégie que nous envisageons d’utiliser pour mettre au point de telles sondes est exposée
dans le schéma de principe ci-dessous. Le couplage de deux unités aromatiques différentes

dans la séquence peptidique permettrait d’accéder a un tel effet :

< la premiére unité aromatique jouerait le role de sensibilisateur des ions Ln(III),

< la seconde de quencheur de fluorescence et d’intercalant de I’ADN.
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En absence d’ADN, le quencheur inhibe le transfert d’énergie vers le cation lanthanide.
Aucune émission de lumiere n’est donc observable. Le sensibilisateur est alors appelé un
donneur d’énergie et le guencheur un accepteur d’énergie. En présence d’ADN, le quencheur-
intercalant interagit avec la double hélice, libérant ainsi la fluorescence du sensibilisateur, qui
peut alors transférer son énergie vers le lanthanide et assurer 1’effet d’antenne. L’interaction
de la sonde avec la double hélice devrait alors étre détectée via une augmentation de la
luminescence.

Dans ce type de sonde, le sensibilisateur et I'unité de reconnaissance sont deux unités
distinctes. Le choix du couple « sensibilisateur-quencheur/intercalant » adéquat est donc
déterminant pour permettre une détection de I’ADN par un « switch-on ». Un recouvrement
spectral de I’émission du sensibilisateur et de 1’absorbance du quencheur est impératif pour

obtenir une détection de ce type.

L’unité proflavine posseéde de nombreuses applications thérapeutiques potentielles. Les
sondes peptidiques de la famille de la proflavine sont donc trés prometteuses. En effet, cette
unité aromatique est reconnue pour cibler spécifiquement les motifs structuraux en G-
quadruplex de ’ADN.” La présence de ce motif dans les chromosomes et leurs implications
dans 1’apparition de cancers rend le développement d’outils capables de le détecter tres
attractifs. La luminescence en temps résolu des sondes proflavines peut donc étre un atout
pour le développement d’outils diagnostiques de ces motifs. Une autre piste d’utilisation de
ces sondes serait la détection des plaques B-amyloides observées chez les personnes atteintes

de maladies neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer. En effet, il a ét¢ démontré
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que le proflavine était capable d’interagir avec ces plaques.’”’ La luminescence en temps
résolu des sondes proflavines permettant de s’affranchir de la luminescence du milieu

biologique, est donc un outil de fort potentiel pour la détection de ces résidus.

En substituant les ions Eu®" par des ions Gd*™, la détection pourrait étre réalisée par mesure de
la relaxivit¢ des complexes de gadolinium. En effet, des peptides acides cycliques
précédemment développés au laboratoire ont démontré leur capacité a complexer le Gd** et
les complexes associés présentent des relaxivités €élevées dues a des contributions de seconde
sphére.””® De plus, la relaxivité étant dépendante du temps de corrélation rotationnel (tR) du
complexe de Gd** et donc de sa taille, une modification de la relaxivité est attendue lors de
I’interaction avec I’ADN et de la formation de I’adduit ADN-peptide. Cette modification de la
relaxivité pourrait également étre exploitée pour étudier la reconnaissance des plaques [3-

amyloides, des G-quadruplex grice aux propriétés de relaxivité du gadolinium.*
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EXPERIMENTAL PART

I Synthesis

I.1 General

Starting materials and solvents were purchased from Sigma Aldrich and Fluka and were used without
purification unless specified. Natural amino acids were purchased from Novabiochem Merck.
Compound 1 (tert-butyl(6-aminoacridin-3-yl)carbamate) was obtained according to the literature.'”
Fmoc-Ada,(tBu),-OH and Fmoc-Ed3a,(tBu);-OH were synthesized according to Delangle et al.
protocoles.”® ”" All water solutions were prepared from ultrapure laboraty grade water that has been
filtered and purified by reverse osmosis using Millipore MilliQ cartridge system (resistivity 18
MQcm). Thin layer chromatography (TLC) was performed on silica gel 60 F254 (Merck). Flash
chromatography was performed on silica gel 60 (40-63 um, Merck). Analytical peptide HPLC were
performed on a Lichrocart® RP18a column (250 x 4 mm, Sum) and preparative peptide HPLC on an
Merck Purospher® RP18a column (125 x 25 mm, Sum) controlled with EZ-ChromElit software and
equipped with a UV-visible detection. Mixtures of solvents used for HPLC experiments were
ACN/water/TFA (90/10/0.1 v/v/v) called solvent A and water/TFA (99.925/0.075 v/v) called solvent
B. Peptide’s HPLC purifications were followed simultaneously at 214 nm and 344 nm for
naphthalimide peptides and 450 nm for proflavine peptides. The purity was checked by analytical

HPLC using the same elution gradient as for purification with a lower flow rate (1 mL.min™).

'H NMR and "C NMR spectra of organic compounds were recorded on a 200 MHz Avance Bruker
spectrometer or a 400 MHz Varian Mercury spectrometer at 298 K. "H NMR chemical shift (5) are
reported in ppm with the solvent as internal reference. The signals were assigned to the corresponding
protons using TOCSY, NOESY and ROESY. Abbreviations used for describing multiplicity of the
NMR signals are: s (singlet), d (doublet), dd (doublet of doublet), t (triplet), dt (doublet of triplet), q
(quadruplet) and m (multiplet) and br (broad)

Peptide’s NMR spectra were recorded on a 500 MHz Avance Bruker spectrometer equipped with a
BBI probe with a triple-axis gradient field. "H NMR spectra were recorded with 12 ppm windows and
32k points in the domain, at 298 K in H,O/D,0 (v/v=9/1) using WATERGATE or presaturation
solvent suppression experiment according to Piotto’s protocol."”’ The shim parameters were defined

by using a 3D gradient shimming.

Mass spectra were acquired on a Finigan LXQ-linear ion trap (Thermo Scientific, San Jose, CA,USA),

equipped with an electrospray source. The samples were analysed in positive and negative modes. The
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LXQ calibration (m/z 50-2000) was achieved according to the standard calibration procedure from the
manufacturer (mixture of caffeine/MRFA and Ultramark 1621). The LXQ calibration (m/z 2000-4000)
was performed with ES tuning mix (Agilent). The temperature of the heated capillary of the LXQ was
set to the range of 180-220 °C, the ion spray voltage was in the range of 1-3 kV with an injection time

of 5-100 ms.

I.2 Proflavine derivatives

Compound 2 - tert-butyl 2-((6-aminoacridin-3-yl) (tert-butoxycarbonyl)amino)acetate

8 9 1
7 \ §
HN g~ N7 2 "N">cootBu
5 4 3 |
Boc

Compound 2

Cs,CO5 (1.95 g, 6.00 mmol) and tert-butyl-2-chloroacetate (145 uL, 1.1 mmol) were carefully added
under argon atmosphere to a solution of compound I (tert-butyl(6-aminoacridin-3-yl)carbamate) (310
mg, 1.00 mmol) in anhydrous DMF (10 mL). The reaction mixture was stirred for 72 hours and two
portions of tert-butyl-2-chloroacetate (66 pL, 0.5 mmol ; 26 pL, 0.2 mmol) were added after 24 and 48
hours. The clear brown solution was quenched by addition of water (100 mL). The DMF/water layer
was extracted with AcOEt (3 x 200 mL). The combined organic layers were washed with brine (2 x
100 mL), dried (Na,SO,) and concentrated under vacuum. The resulting brown solid (700 mg) was
purified by SiO, column chromatography (40 g ; successive elutions: AcOEt/Hexane 1/1 v/v, AcOEt,
AcOEt/Acetone 1/1 v/v ; Rf = 0.52, AcOEt/Acetone 1/1 v/v). Compound 2 (270 mg, 62% yield) was

obtained as a brown solid.

'"H NMR (400 MHz, CDCN, 298 K) : 8.59 (s, 1H, Hy), 7.87 (d, J=9.0 Hz, 1H, H,), 7.81 (d, ]=9.0 Hz,
1H, H,), 7.69 (d, J=2.0 Hz, 1H, Hys) 7.41 (dd, J=9.0, 2.0 Hz, 1H, H,y), 7.07 (dd, J=9.0, 2.0 Hz, 1H,
Hay), 7.01 (d, J=2.0 Hz, 1H, Hys), 4.89 (sl, 2H, -NH,), 433 (s, 2H, -CH,-COO/Bu), 1.48 (s, 9H,
C(CH,)s), 1.46 (s, 9H, C(CH;);)
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13C NMR (100 MHz, DMSO-d6, 298 K) : 152.62 (CaH), 152.52 (CO), 151.31 (CaH), 150.65 (CaH),
150.55 (CO), 149.59 (CaH), 140.51 (CaH), 134.62 (Car), 134.28 (Car), 129.33 (Cay), 129.13 (Ca),
128.81 (Cay), 128.68 (Cay), 120.29 (Ca), 119.83 (CaH), 79.4 (C(CHs)s), 27.71 (C(CHs)), 27.51
(C(CHa)s)

ES-MS m/z : 424.3 [M+H']"

Compound 3 - 2-((6-aminoacridin-3-yl)amino)acetic acid

H,N N7 rﬂ)
H

H+

Compound 3

Compound 2 (270 mg, 0.638 mmol) was diluted in a TFA/water/TIS solution (20 mL, 92/4/4 v/v/v).
The reaction mixture was stirred for 15 hours. The red solution was extracted with Et,O (2 x 30 mL).

The aqueous layer was lyophilized to give the corresponding ammonium triflate salt of the compound

3 (169 mg, 70% yield) as a cloudy red solid.

'"H NMR (200 MHz, CD;0D, 298 K) : 8.62 (s, 1H, Hy), 7.76 (d, ] = 9.0 Hz, 2H, H,5), 7.02 (m, 2H, H,
and Hy), 6.67 (d,J = 1.6 Hz, 1H, Hys), 6.49 (d, ] = 1.4 Hz, 1H, Hyys), 4.12 (s, 2H, -CH,-COOH)

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6, 298K) : 170.15 (CO), 135.23 (CaH), 129.89 (CaH), 129.77 (CAH),
129.27 (CaH), 129.13 (CaH), 129.04 (Cyy), 128.41 (Cay), 124.13 (CaH), 122.67 (Cay), 122.20 (Cay),
121.00 (Cay), 120.90 (Cy,), 104.45 (CaH), 61.16 (CH,)

ES-MS m/z : 268.1 [M+H']*

I.3 Naphthalimide derivatives

Compound 4 - 1,8-naphthalimide-N-methylacetate
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Adapted from the literature — Aibin WU, Yufang Xu, Xuhong Qian Bioorganic 1 medicinal Chemistry,
17, (2009), 592-599

Compound 4

A solution of glycine methyl ester hydrochloride (552 mg, 4.4 mmol) and Et;N (43.9 mmol, 6.13 mL)
in EtOH (5 mL) was added to a solution of 1,8-naphthalic anhydride (787 mg, 3.97 mmol) in EtOH
(16 mL). After stirring at reflux for 1 hour, the resulting yellow mixture was concentrated to dryness.
The crude yellow solid (1.2 g) was purified by silica column chromatography (40g ; DCM/MeOH 99/1
; Rf =0.62). Compound 4 was obtained as a pale yellow powder (986 mg, 91%).

"H NMR (400 MHz, CDCl;, 298 K) : 8.64 (d, J=7.2 Hz, 2H, H, and H,), 8.24 (d, J=8.4Hz, 2H, H, and
Hs), 7.77 (t, J= 8.0 Hz, 2H, H; and Hy), 4.95 (s, 2H, -CH,-), 3.78 (s, 3H, -COOCH})

3C NMR (100 MHz, CDCl; . 298 K) : 163.51 (COOCH;), 163.74 (2 CO), 134.36 (CaH,, CaHs)
131.54 (Cay), 131.49 (CaHa, CaHy), 128.17 (Cay), 126.87 (CaHs, CaHe), 122.01 (2XCay), 52.4 (-
CH,-), 41.15 (COOCH;)

ES-MS m/z: 292.2 [M+Na']", 306.2 [M+2H+CI7", 308.1 [M+K']"

Compound 5 — 1,8-naphthalimide-N-acetic acid

Adapted from the literature — Aibin WU, Yufang Xu, Xuhong Qian Bioorganic & Medicinal Chemistry,
17, (2009), 592-599
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Compound 5

LiOH.H,0 (305 mg, 7.27 mmol) was added to a solution of compound 4 (986 mg, 3.66 mmol) in10
mL THF/MeOH (4/1 v/v). The solution was stirred at 50 °C overnight and concentrated to half of the
volume. After neutralization with 1 M HCI aqueous solution, a white precipitate formed. It was
collected by filtration and dried under vacuum to give the desired compound 5 (891 mg, 95%) as a

white powder.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 298 K) : 8.26 (m, 4H, H,, Hy, Hs and H,), 7.64 (t, J=7.6 Hz, H; and
Hy), 4.49 (s, 2H, -CH,)

“C NMR (100 MHz, DMSO-d6 . 298 K) : 161.89 (COOH), 155.66 (2XCO), 127.42 (2XCxH),
123.93 (2 X Cy,), 123.68 (2X CyH), 119.93 (2 X CaH), 114.04 (2X Cy,), 33.72 (-CH,-)
ES-MS m/z : 2542 [M-H'T

Compound 6 - 3-amino-1.8-naphthalic anhydride

Adapted from the literature — Zhigang Li, Qing Yang, Xuhong Qian, Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 15, (2005), 1769-1772
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o._0__0O

soW

Compound 6

Concentrated hydrochloric acid (2.5 mL) and tin chloride (5.5 g, 24.44 mmol) were added to a degased
solution of 3-nitro-1,8-naphthalic anhydride (193 mg, 0.79 mmol) in AcOH (12.2 mL). The yellow
mixture was stirred at reflux for 5 hours. After neutralization with 20% NaOH aqueous solution, a
yellow precipitate formed. it was collected by filtration, washed with water and dried at 100 °C during
6 hours. After two successive recrystallizations in acetone, the desired compound 6 (115 mg, 67%)

was obtained as a yellow powder.

"H NMR (200 MHz, DMSO-d6, 298 K) : 8.16 (d, 2H, J=7.8 Hz, H; and Hs), 7.94 (s, 1H, Ha4 and Hs),
7.65 (t, 1H, J=7.9Hz, Hy), 7.35 (s, 1H, Hyp), 6.12 (sl, 2H, NH,)

ES-MS m/z : 2142[M+H']"

Compound 9 - 2.3-thiazolo-1,8-naphthalimide-N-methylacetate

Adapted from the literature — Zhigang Li, Qing Yang, Xuhong Qian, Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 15, (2005), 1769-1772 et Xuhong Qian, Zhigang Li and Qing Yang, Zhigang Li,
Qing Yang, Xuhong Qian, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 15, (2007), 6846-6851

COOCH,
o._N__O

S
BOw

N

Compound 9

Potassium thiocyanate (210 mg, 2.16 mmol) was added to a solution of compound 6 (115 mg, 0.55
mmol) in acetic acid (3.9 mL). After stirring under argon for 2 hours, a solution of bromine (0.31 ml,

0.605 mmol) in acetic acid (1.5 ml) was added dropwise at 20 °C. The resulting orange solution was
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stirred for 48 hours. The orange powder formed was collected by filtration, washed with water (5x150
ml) to yield the crude compound 7 as a mixture of two isomers (152 mg, ratio A/B ). This mixture was

used for the next step without purification.

o.__0__0O o.__0__0O
S
e (I
N N
A B & \/<
NH,
Compound 7

A solution of the crude compound 7 (152 mg) in sulfuric acid (0.5 mL) was added to a cooled (0 °C)
solution of sodium nitrite (53 mg, 0.768 mmol) in sulfuric acid (2 mL). After stirring for 2 hours, dry
ethanol (20 mL) was added dropwise and the resulting solution was stirred at reflux overnight. After
precipitation in cooled water and filtration, the compound 8 (286 mg) was obtained as a pale yellow

powder as a mixture of two isomers.

o.__0__0O o.__0__0O
S
DOTENNO®
N
N
A B §_/
Compound 8

A solution of glycine methyl ester hydrochloride (45.6 mg, 0.363 mmol) and Et;N (0.54 mL, 3.63
mmol) in EtOH (5 mL) was added to a solution of compound 8 (286 mg) in EtOH (15 mL). After
stirring at reflux overnight, the yellow solution was concentrated under vacuum. The crude yellow
product (124 mg) was purified on silica column chromatography (15 g ; DCM/MeOH 99/1 and 97/3
(v/v) ; Rf = 0.43 with DCM/MeOH 97/3 (v/v)) to give the desired compound 9 (92 mg, 37%) as a

yellow powder.
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'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 298 K) : 9.36 (s,1H, H), 8.34 (s,1H, Hy), 8.44 (d, 1H, J=7.2 Hz, Hys),
8.32 (d, 1H, J=8.4Hz, Hys); 7.85 (dd, 1H, J= 7.9, 8.0 Hz, Hy), 5.62 (s, 2H,-CH,), 4.23 (s, 3H,
COOCH;)

ES-MS m/z : 326.4 [M+H']"

Compound 10— (2,3-thiazolo-1,8-naphthalimide)-N-acetic acid

Compound 10

Compound 9 (92 mg, 0.283 mmol) was dissolved in 25 mL of THF/MeOH (4/1 v/v), then LiOH.H,O
(23.74 mg, 0.566 mmol) was added. The solution was heated at 50 °C, stirred overnight and
concentrated to half of the volume. After neutralization with 1 M HCI aqueous solution, the yellow
precipitate was collected by filtration and dried under vacuum to give the desired compound 10 (72.4

mg, 82%) as a yellow powder.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 298 K): 9.22 (s,1H, H,), 8.34 (s,1H, Hy), 8.31 (d, 1H J=7.2 Hz, Hys),
8.20 (d, 1H, J=8.4Hz, Hy;5); 7.79 (dd, 1H, J,= 7.8, 8.0Hz, Hg), 5.1 (s, 2H,-CH,)

ES-MS m/z: 311.3 [M-H'T

[.4 Peptide synthesis

Peptides were obtained using manual solid—phase peptide synthesis on a Rink Amide MBHA 100-200
mesh resin (loading 0.57 mmol/g) using Fmoc chemistry. The dry resin bullets were swelled in DCM

during two hours. Initial deprotection of the Fmoc protected commercial resin was performed using a
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DMF/piperidine solution (4/1 v/v) (3 x 10 mL x 3 min). Amino acids coupling were performed with
No-Fmoc protected amino acids (2 equiv), PyBop (2 eq) and DIEA (6 eq) in 10 mL of DMF for 30-50
min. For the coupling of the synthetic amino acids Fmoc-Ada,(tBu),-OH and Fmoc-Eda3,(tBu);-OH
only 1.5 equiv of the amino acid were used. The completion of each coupling was determined by a
negative TNBS test. After each coupling, the resin was treated with DMF/Ac,0/pyridine solution
(7/2/1 v/v/v) (2 x 5 mL x 2 min) to acetylate the unreacted ending amino group. Fmoc deprotection
was then achieved with DMF/piperidine solution (4/1 v/v) (3 x 10 mL X 3 min). The yield of each
coupling was determined by UV/Vis spectrometry (£3ppum= 7800 Lmol'cm™ for the piperidine adduct
of dibenzofulvene). The resin was washed with DCM before each coupling, acetylation step and Fmoc

deprotection.

1.4.1 Pfl derivated peptides

[.4.1.1 General
The coupling of Pfl compound 3 (1.5 eq) was performed on the resin with PyBop (2 eq) and DIEA (12
eq Py, 12 eq P, ; 33 eq Ps) under stirring for 24 hours for Py, 21 hours for P, and 22 hours for P; in
DMF (50 mL). After washing the resin with DCM and DMF, the peptides were cleaved from the resin
and the protective groups on the side chains of amino acids were removed with a mixture of
TFA/water/TIS (20 mL, 92/4/4). After stirring for 3 hours, the yellow fluorescent solutions were
concentrated under vacuum. The concentrated yellow solutions (5 mL) was treated several times with

cooled Et,O (3 x 50 mL) to obtain red powders (P; 84 mg, P, 112 mg, P; 96 mg).

1.4.1.2 Purification

B

@ The solid residue of Py (84 mg) was dissolved in 9 mL of water/TFA solution (9/1 v/v)
and purified by preparative RP-HPLC (gradient from A/B: 10/90 to 100/0 in 20 minutes, flow

rate 10 mL.min™).

Sequence PfICH,CO-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH,

~N
H
Yield on the resin before the coupling of 3: 92 % H N O ﬁ" N/\(NIVNVCOOH
H H 3
O~ "N
Isolated mass: 36 mg 0323
NH
Isolated yield assuming P;-3TFA: 32% HN O
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(+) ES-MS m/z: 924.5 [M+H']", 462.8 [M + 2H']*"
(-) ES-MS m/z: 922.3 [M-H'T, 394.8 [M — 2H']*
RP —HPLC: Rt = 15.5 minutes, purity 98%

s

® The solid residue of P, (112 mg) was dissolved in 15 mL of water/TFA solution
(99.925/0.075 v/v) and purified by preparative RP-HPLC (gradient from A/B: 0/100 to 60/40

in 15 minutes, then to 0/100 in 12 minutes, flow rate 10 mL.min'l).

Sequence: PfICH,CO-Gly-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH,

O N O
H,N N NH
H

~0
HN

Yield on the resin before the coupling of 3: 79 % :[\

o~
Isolated mass: 35 St

solated mass: 35 mg “coon
Isolated yield assuming P,-3TFA: 23%) NH
HN‘(~NE‘<R\

(+) ES-MS m/z: 981.5 [M + H']", 502.3 [M + Na" + H']*, coon

COOH

4913 [M +2H
(-) ES-MS m/z: 9793 [M -H']

RP —HPLC: Rt = 11.2 minutes, purity 98.3%

The solid residue of P3; (96 mg) was dissolved in 11 mL water/TFA solution
(99.925/0.075 v/v) and purified by preparative RP-HPLC (A/B: 0/100 during 7 minutes, then
gradient from 0/100 to 20/80 in 13 minutes, then to 50/50 in 5 minutes, flow rate 15 mL.min"

]).

HOOC

\\
Sequence: PfICH,CO-Gly-Ed3a,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH, N._COOH

Hooc” N

oI ”@6

COOH
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Yield on the resin before the coupling of 3 : 75 %
Isolated mass : 40 mg
Isolated yield assuming P3-4TFA : 24.8%
(+) ES-MS m/z: 1083.6 [M+H']"
541.8 [M +2H*
361.6 [M + 3H']"

RP —HPLC: Rt = 26.1 minutes, purity 99.9%

The peptide concentration was quantified by 'H NMR 400 MHz using standards of know

concentrations to calculate the molar extinction coefficient of proflavine in the peptides:

€ 4090m = 39 200 Lmol'cm

1.4.2 Naph derivated peptides

1.4.2.1 General

The coupling of Naph compound 5 (1.5 equiv.) was performed on the resin in 15 mL of DMF during
12 hours to obtain Ny and N,. The coupling of TNaph compound 10 (1.05 eq) was performed on the
resin in 25 mL of DMF during 24 hours to obtain N;. Each coupling was performed with PyBop (2 eq)
and DIEA (N; and N, 8 eq, N3 12 eq). After washing the resin with DCM and DMF, the peptides were
cleaved from the resin and the protective groups on the side chains of amino acids were removed with
a mixture of TFA/water/TIS solution (20 mL, 92/4/4). After stirring during 3 hours, the pale yellow
solutions were concentrated under vacuum. The concentrated solutions (5 mL) were treated several
times with cooled Et,O (3 x 50 mL) to obtain white powders. (N; m=98 mg, N, m=134 mg, N; m=42
mg)
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1.4.2.2  Purification

e

o The solid residue of N;y (98mg) was dissolved in 8 mL of a water/TFA solution
(99.925/0.075 v/v) and purified by preparative RP-HPLC (gradient from A/B: 5/95 to 0/100

in 15 minutes, flow rate 15 mL.min™).

Sequence NaphCH,CO-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH, COOH

Hooc” N

0
D

\ |

[o) OO/NH)\(NHZ
o~(>HN \

HN o

Iz

Yield on the resin before the coupling of 5: 85 %

Isolated mass: 48 mg (

N
HOOC—_/" T\
COOH

Isolated yield assuming N;-2TFA: 44%

(+) ES-MS m/z: expected 921.3 [M+H']"
obtained 950.6 [M + K'T"
921.4 [M+H'T"
4758 M+ K'+H*
456.8 [M +2H*

RP —HPLC: Rt: 9.4 minutes, purity 99.9%

s

i The solid residue of N, (134mg) was dissolved in 10 mL of a water/TFA solution
(99.925/0.075 v/v) and purified by preparative RP-HPLC (gradient from A/B: 5/95 to 55/45

in 8 minutes, then to 100/0 in 17min, flow rate 15 mL.min'l).
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COOH

Hooc” N

Sequence NaphCH,CO-Gly-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH,
P L /Q
N N
LT .
N 4 NH,
O o 00¥HN)\Q
HN\L)QO

HOOCVN\\

Yield on the resin before the coupling of 5: 76%

COOH

Isolated mass: 45.1 mg

Isolated yield assuming N,-2TFA: 47%

(+) ES-MS m/z: expected 969.38 [M+H']"
obtained 969.4 [M+H'T"

456.8 [M +2H'*

RP —HPLC: Rt: 12.1 minutes, purity 98.5%

The solid residue of N3 (42 mg) was dissolved in 11 mL of a water/TFA solution

(99.925/0.075 v/v) and purified by preparative RP-HPLC( gradient from A/B: 15/85 to 65/35

in 7 minutes, then to 100/0 in 15 minutes, flow rate 15 mL.min'l).

Sequence TNaphCH,CO-Gly-Ada,-Pro-Gly-Ada,-Ala-NH,

COOH

Hooc” N

Yield on the resin before the coupling of 10: 88%

Isolated mass: 13.3 mg 0 H\)ok Jfr
Sesansyd
N 4 NH,
e 7 S
N:/S \)\

HN_ /0

HOOC\/N\\

Isolated yield assuming N3;-2TFA: 11%)

COOH

(+) ES-MS m/z : expected 1012.3 [M+H']"

obtained 1012.4 [M+H']"

506.8 [M + 2H*"

RP —HPLC: Rt: 9.2 minutes, purity 99.7%
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The molar extinction coefficients are those reported in the literature for Naph and TNaph. It was
verified that the nitrogen substitution does not influence these values by '"H NMR using standards of

known concentrations.

EN L inm = 10 964 Lmol'em™ and €™ ... = 14 015 L.mol'ecm™ were used to quantified

peptide’s concentration.™ '

II Physico-chemical and DNA binding studies

II.1 Solutions

I1.1.1 Aqueous solution

Buffers:

HEPES buffer (10 mM, pH 7, KCl 0.1 M) was used for the luminescence complexation studies.
Acetate buffer (20 mM, pH 7) was used for the ES-MS titration studies.

HEPES buffer (10 mM, pH 7, NaCl 50 mM) was used for all the experiments with DNA.

Europium solutions were prepared from their corresponding salts EuCl;.xH,O or Eu(OTf); for ES-MS
experiments in H,O or D,O. Their exact concentrations were checked by titration with 5 mM
volumetric ethylenediaminetetraacetic acid in the presence of xylenol orange and 10 mM acetate

buffer in water.

NTA and HEDTA solutions were prepared in HO and their exact concentrations were checked by

potentiometric experiment.

DNA and Peptide solutions were freshly prepared before use and their exact concentration were

determined by UV measurement.
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I1.1.2 DNA samples

ct—DNA type I fibers (Aldrich lot 058K7014V) were dialysed (1 night, 4 °C in ultra-pure water),
isolated by EtOH precipitation in acidic media and stored at -18 °C. The purity of ct-DNA solutions
(free of proteins) were checked by UV: aratio A (260nm)/A (280nm) 10 the range 1.8-2 ensures a high purity
level. Their concentrations were expressed in base pair (bp) and checked by UV/Vis measurement (€

»60mm = 13200 L mol™ cm™. *

DNA solutions in HEPES buffer (10 mM, pH 7, NaCl 50 mM) were prepared by dilution of 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (Fluka), sodium chloride, dialysed DNA and the pH
was adjusted to 7 by addition of 0.1 M KOH aqueous solution. DNA was dissolved by stirring for 2

hours in HEPES buffer before use to ensure a good solubility.

Synthetic poly(dG-dC), and poly(dA-dT), DNA strands (Aldrich) were dialysed (1 night, 4 °C in
ultra-pure water). The freshly dialysis DNA solutions were dissolved in HEPES buffer (10 mM, pH 7,
NaCl 50 mM). Their concentrations were checked by UV-measurement (€GC 29 nm = 13 100 L mol™
cm™ and €AT 560 nm = 16 800 L mol™')”>. The GC DNA solutions were heated at 40°C to ensure the

dissolution.

I1.2 Methods

I1.2.1 Luminescence

Luminescence studies have been performed on a LS50B Perkin Elmer spectrofluorimeter controlled
by FLWinlab 2.0 software. Luminescence spectra were recorded at 298 K in quartz cells (optical path

lengths: 1 cm) and in quartz capillary tube at 77K.

P11 fluorescence titrations were performed with 450 nm excitation (Exc slit 15 nm, Em slit 2.5 nm).

Naph fluorescence titrations were performed with 344 nm excitation (Exc slit 15 nm, Em slit 10 nm)

Eu’" luminescence spectra at 298 K were recorded upon Pfl and Naph excitation after 0.05 ms delay

with 0.5 ms gate time (Exc Slit 10 nm, Em slit 10 nm). A 430 nm cut off filter was used.

Lifetime measurements (t) were performed on peptide samples containing 1 equivalent of EuCl; in

presence/absence of ct-DNA. The most intense Eu’” emission intensity was recorded after excitation
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with an initial delay of 0.05 ms, a delay increment of 0.02 ms and the number of measurements was

adjusted to have a final delay of 4t. Each lifetime measurements were recorded 3 times and averaged.
For singlet oxygen quenching measurement, the samples were degased with argon for 2 hours.

The conditional stability constant of EuP; (12.91 puM) and EuP, (8.03 puM) were measured by
recording the Eu centered luminescence of the complexes in HEPES buffer (10 mM, 0.1 M KCl, pH7)
upon the addition of an increasing amount of NTA solution. Fifteen minutes waiting between two
successive points ensured reaching the thermodynamic equilibrium. Conditional stability constants
were extracted from specfit software,'® using stability constant extracted from the NIST database for

NTA and HEDTA"*:
logB,"""(EuNTA) = 8.7
log B1”"(EuNTA,) = 15.3

log B1,""(EuHEDTA) = 12.5

I1.2.2 UV-Vis

UV-Visible measurements were carried out at 298 K with a Varian Cary 50 Probe in quartz cells

(optical path lengths: 1 cm).

Melting temperature measurements (Abs at 260 nm) were controlled with RNA-DNA Cary Win UV
software and temperature was checked with a temperature Pelletier block. The step temperature
gradient was 1 °C/minute. The baseline was corrected by measuring the background at 320 nm. The

ratio between the complex and the DNA concentration, expressed in base pair, was 0.2.

P, (7.57 uM) pKa measurement were recorded in H,O, starting from pH 4 to 12. After each addition
of KOH aqueous solution UV measurement was recorded. The absorbance modifications were

analyzed with Specfit software, using acid pKa fit protocol.

pH measurements were registered with a Metler Toledo Five Easy FE20/Fiv Go FG 20 pH meter,

using a silver/silver chloride electrode. The electrode was filled with 3 M KCI aqueous solution.

The electrode was calibrated using a 2 points calibration protocol, depending on the desired pH range.
The calibration buffer (pH 4 - pH 7 - pH 9 - pH 12) were purchased from Aldrich. A freshly buffer

was used before each calibration.
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I1.2.3 Titrations

Typical peptide concentration was 5—-10 uM for lanthanide and DNA titrations. A waiting time of 15

min was used after DNA aliquots before spectrum acquisition to ensure equilibration

I1.2.4  ES-MS

The complex solutions were prepared by adding Eu(OTf); (from 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3 equiv) to
peptide solutions (from 60 to 100 uM) in acetate buffer (20 mM, pH 7). Resulting mixture was
injected into the spectrometer at a flow rate of 5 pL min-1. 2kV and 250 °C capillary temperature were
applied. The experimental isotopic profiles of the complexes were compared in each case to the

theoretical ones.
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A 1: liste et structure des 21 acides aminés naturels

Ala
0

HN-CHC-OH
CH,

Phe o
H,N-CHC-OH

His
&
HN-CHC-OH
CH,

N7
LN

Thr 0
HzN-CHC-OH
CHOH
CH,

Ile 0
HaN-CHC -OH

Lys As

* 9 P

H;N-CHC-OH  H,N-CHC-OH
¢ e
CH, c-0
Hy OH
s
NH,

Asn Gln
0
HN-CHC-OH  H,N—CHC-OH
i

CH, CH,
c-o0 CH,
NH, c-0
NH,
Leu 0 Met 0
H;N-CHC-OH  H,N-CHC-OH
fit s
CHCH, CH,
CH; s
CHs
Tyr o
H;N-CHC-OH

Glu
7
H,N-CHC-OH
¢
CH,
¢=0
OH
Val 0
HzN-CHC-OH
GHCH;
CH,

Acide aminés chargés

Codes 3 et 1 lettres

Arginine
Histidine
Lysine
Aspartate
Glutamate

Acides aminés polaires
Serine

Threéonine

Asparagine

Glutamine

Acides aminés hydrophobes
Alanine

Isoleucine

Leucine

Méthionine

Valine

Acides aminés aromatiques
Phénylalanine
Tryptophane

Tyrosine

« les inclassables »
Cystéine

Glycine

Proline

Arg/R
Hist /H
Lys/L
Asp/D
Glu/E

Ser/S

Thr/T
Asn/N
Gln/Q

Ala/A
Ile/I
Leu/L
Met/ M
Val/V

Phe/F
Trp /W
Tyr/Y

Cys/C
Gly/G
Pro/P
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Tables RMN

A 2 Déplacement chimique (5 ppm) de I’expérience RMN 'H (500 MHz) du peptide P; dans un mélange

H,0/D,0 (90/10, v/v) a 1.61 mM, 298 K et pH 4.

Residue NH Ho HpB Others
8.13 (sl, 1H, Hy),
7.38 (m, 2H, Hy,),
6.68 (m, 2H, Hy,),
00 i
HoN \ﬂ N 6.21 (sl, 1H, Hy,),
5.91 (sl, 1H, Hp,),
3.69 (N-CH,-CO)
Hy 3.25 (2H),
Ada, 8.27 3.75 2.17,1.87
CH,COO 3.85
Hy; 2.04 (2H),
Pro - 4.13 2.20, 2.06
H&: 3.54, 3.61
Gly 8.41 3.92 (2H)
Hy 3.30 (2H),
Ada, 8.64 3.70 2.05,1.78
CH,COO 3.85
Ala 8.19 4.2 1.26
NH, 7.47, 6.90
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A 3 Déplacement chimique (5 ppm) de I'expérience RMN 'H (500 MHz) du peptide P, dans un mélange

H,0/D;0 (90/10, v/v) a 2.25 mM, 298 K et pH 4.

Residue NH Ho HB Others
7.93 (sl, 1H, Hy)
7.22 (m, 2H, Hy,)
_ 6.55 (m, 2H, Hy,)
HoN \H ‘ N 6.03 (sl, 1H, Hy,),
5.79 (sl, 1H, Hy,),
3.71 (N-CH,-CO)
Gly 8.37 3.79
Hy3.19:
Ada, 8.24 427 2.12-1.96
H53.73
Pro 3.98 3.38-3.48 H5 1.68-1.84
Gly 8.42 3.79
Hy3.21
Ada, 8.16 471 2.04-1.95
H5 3.73
Ala 8.25 4.05 1.18
NH, 7.44-6.86
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A 4 Déplacement chimique (5 ppm) de ['expérience RMN 'H (500 MHz) du peptide P; dans un mélange

H,0/D,0 (90/10, v/v) 3.5 mM, 298 K et pH 4.

Residue NH Ha HB Others
8.06 (sl, 1H, Hy)
7.34 (m, 2H, Hy,)
/ O 6.66 (m, 2H, Hy,)
HoN \H N 6.13 (s, 1H, Hy,),
5.89 (sl, 1H, Hy,),
3.79 (N-CH,-CO)
Gly 8.32 3.83
Hn 3.83; H5 3.72; Hy 3.29
Ed3a, 8.2 4.4 2.04-2.22
He 1.71-1.83 HZ3.32
H6 1.68-1.72
Pro 4.14 3.51-3.41
Hy 2.1
Gly 8.5 3.9
Hy 3.64
Ada, 8.37 4.64 2.16-1.98
Hd 3.22
Ala 8.28 4.17 1.25
NH, 7.48-6.9

Superposition des signaux Ha Gly et —-CH, Pfl
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A 5 Déplacement chimique (8 ppm) de 1'expérience RMN 'H (500 MHz) du peptide N; dans un mélange

H,0/D,0 (90/10, v/v) 2.25 mM, 298 K et pH 2.

Residue NH Ho HB Others
o] 0 8.31 (d,2H)
":<,w 8.21 (d,2H)
QQ 7.65 (2H)
3.93 (s, 2H, -CH,)°
Ada, 8.29 4.42 2.23-2.09 HG 3.88; Hy 3.3
Pro 4.36 3.56-3.65 Hy 2.26 HS 1.89-1.87
Gly 8.5 3.9
Ada, 8.37 4.64 2.16-1.98 Hy 3.64 ; H5 3.22
Ala 8.31 4.18 1.13
NH, 7.49-6.9

Superposition des signaux NH Ada, and H,, 8, 31 ; - Superposition des signaux Hy Ada, and H y Pro
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A 6 Déplacement chimique (8 ppm) de I'expérience RMN 'H (500 MHz) du peptide N, dans un mélange

H>0/D0 (90/10, v/v) 2.99 mM, 288 K et pH 2.

Residue NH Ha Hp Others
o 0 8.35 (d,2H)
Q N:<w 8.25 (d,2H)
Q 7.69 (2H)
3.89 (s, 2H, -CH,)°
Gly 8.89 3.9
Ada, 8.39 4.51 2.2-2.02 H3 3.83; Hy 3.26
Pro 4.38 3.56-3.65 Hy 2.45 H5 1.89-1.79
Gly 8.53 3.84
Ada, 8.49 4.75 2.2-2.04 Hy3.3;H383.78
Ala 8.44 4.15 1.28
NH, 7.49-6.9
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A 7 Déplacement chimique (8 ppm) de I'expérience RMN 'H (500 MHz) du peptide N; dans un mélange
H,0/D,0 (90/10, v/v) 2.25 mM, 288 K et pH 5.

Residue NH Ha HB Others

9.36 (s,1H), 8.51 (s,1H),
8.47 (d)
8.32 (d, 1H)
7.97 ()
4.15 (s, 2H,-CH,)

Gly 8.92 3.9

Ada, 8.29 4.55 2.1-1.93

Pro 3.72 3.36-3.23 Hy 2.92 H5 1.89-1.82
Gly 8.61 3.93

Ada, 8.85 433 2.04-1.94 H5 3.69 Hy 3.48
Ala 831 428 1.18

NH, 7.64-7.09
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A 8: Dosage par spectrophotométrie UV-visible de P; (7,5 uM dans H,0) en fonction du pH. Le pH de départ
est 4,7. Encart: Variation de l’absorbance a 449 nm en fonction du pH. Les point rouges représentent les

données expérimentales et la courbe noire les données calculées avec pKas = 9,9, 8,4; 6,7.
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