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Résumé de la these
Résumé :
Développer des systémes stimulables est d’un grand intérét afin de pouvoir contrdler certaines de leurs propriétés. Pour
ce faire, I’approche supramoléculaire, basée sur 1’utilisation des interactions non covalentes, a été largement explorée

pour la synthése de systemes dynamiques. Plus spécifiquement, développer des systémes supramoléculaires stimulables

a base de molécules biologiques est particulierement intéressant pour tirer profit de leurs fonctions.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes ainsi intéressés a des systémes supramoléculaires a base d’ADN ou dérivés
d’ADN stimulables et dynamiques. Pour ce faire, nous avons développé un tout nouveau concept d'autoassemblage
supramoléculaire de I'ADN ou dérivés d’ADN qui consiste en I’interaction entre un intercalant d'ADN et un dérivé
d'’ADN, tels que des nucléotides, ou de I’ADN double brin. Au cours de cette thése, les propriétés de coassemblage
stimuli-répondant entre un intercalant et de I’ADN ou des briques d’ADN ont ainsi été étudiées de maniére a fabriquer
des systemes moléculaires stimulables et fonctionnels. L'intercalant d'ADN étudié dans ce travail est I'AzoDiGua. Il s'agit
d'un intercalant d'ADN photosensible bolaforme, de type azobenzéne, qui est fonctionnalisé par des groupements
guanidinium, ayant une affinité chimique avec les groupements phosphate, et qui posséde des propriétés de fluorescence

induite par agrégation et un caractere amphiphile.

La premiére partie de ce travail de thése a été consacrée a I'étude de I'assemblage supramoléculaire entre I'AzoDiGua et
I'adénosine triphosphate (ATP), un nucléotide d'intérét biologique. Nous avons montré que ces deux molécules sont
capables de s'autoassembler spontanément en solution a température ambiante, dans des conditions biocompatibles sous
forme d'agrégats supramoléculaires fluorescents. Ces autoassemblages sont dynamiques, le plus souvent réversibles, et
répondent a divers stimuli physique, chimique et biologique tels que la lumiére, 1a présence d’ions métalliques, I’activité
enzymatique, ou les interactions hdte-invité par ajout dune cyclodextrine. Ceci nous a permis de contrbler de maniére
réversible les propriétés d’assemblage et de fluorescence de ces objets et ainsi de développer un systeme moléculaire

autoassemblé inédit ATP/AzoDiGua fluorescent et multi-stimulable combinant un intercalant d'’ADN et un nucléotide.

La deuxiéme partie de ce travail de thése a été consacrée a la caractérisation d'un nouveau complexe d'inclusion, type
pseudo-rotaxane, entre 1'AzoDiGua et une alpha cyclodextrine. Ce complexe d’inclusion s’est avéré étre fluorescent,
chiral et photoswitchable. Par la suite, nous avons utilisé ce pseudo-rotaxane pour contrbler dynamiquement les
propriétés d’hybridation de I’ADN double brin a température constante. Nous avons ainsi pu développer un concept
inédit permettant de contrdler les propriétés d’intercalation d’une molécule par la complexation hote-invité et ainsi de

maitriser ’assemblage de I’ADN de maniere isotherme.

Mots clés : Autoassemblage, interactions intermoléculaires, fluorescence, intercalation, ADN, ATP, azobenzéne,

nucléotide, photocontrdle, systemes stimulables, chimie hote-invité, pseudo-rotaxane, cyclodextrines



Summary of the thesis work

Summary :

Developping stimuli-responsive systems is of great interest in order to control their properties. For this purpose, the
supramolecular approach, based on non-covalent interactions, has been widely explored to build dynamic systems.
Specifically, developing supramolecular systems made of biological molecules is particularly interesting to take
advantage of their functions.

During this PhD work, the properties of the assembly between a photosensitive DNA intercalator with different biological
molecules have been investigated in order to build functional and stimuli-responsive supramolecular systems. The DNA
intercalator studied in this manuscript is the AzoDiGua molecule. It is an azobenzene photosensitive bolaform DNA
intercalator which is functionalized at each extremity with guanidinium groups having affinities with phosphate groups,

and has aggregation-induced fluorescence properties and an amphiphilic character.

The first part of this thesis was devoted to the study of the co-assembly between AzoDiGua and a biologically-active
nucleotide, adenosine triphosphate (ATP). We showed that these two molecules are able to self-assemble in solution in
biocompatible conditions into fluorescent supramolecular aggregates. These assemblies were found to be dynamical and
highly multi-stimuli-responsive to light, chelation with metals, enzymatic hydrolysis or host-guest complexation. This
allowed us to control the fluorescence and the assembling properties of these objects and therefore to build a new
ATP/AzoDiGua self-assembled fluorescent and multi-stimuli-responsive system combining a DNA intercalator and a

nucleotide.

The second part of this thesis was devoted to the characterization of a new inclusion complex, classified as a pseudo-
rotaxane, between AzoDiGua and an alpha cyclodextrin. This inclusion complex turned out to be chiral, fluorescent and
photoswitchable. Following this, we used this pseudo-rotaxane to dynamically control the assembling properties of
double-stranded DNA at constant temperature. We thus were able to develop a new concept enabling the manipulation
of the intercalation of a molecule through host-guest complexation at the supramolecular scale leading to an original

control of DNA melting/hybridization at constant temperature.

Key-words : Self-assembly, intermolecular interactions, fluorescence, intercalation, DNA, ATP, azobenzene,

nucleotide, photocontrol, stimuli-responsive systems, host-guest chemistry, pseudo-rotaxane, cyclodextrins



Introduction générale et organisation du manuscrit

Développer des systemes stimuli-répondants est d’un grand intérét de par leur capacité a moduler leur fonction
en réponse a des signaux endogénes ou des stimuli extérieurs?3, Une stratégie largement utilisée pour
transformer un systéme passif en un systéme dynamique est I’approche covalente. Cette stratégie consiste a
lier a un substrat une unité stimuli-répondante telle qu’un photochrome, une molécule répondant au pH, ou une
espéce électroactive par modification covalente du substrat #5678 Néanmoins, cette stratégie présente des
limites car elle nécessite d’effectuer une modification chimique du substrat pouvant altérer ses propriétés, et
s’avere €tre spécifique a chaque substrat dont les conditions de modification sont propres a chacun. Ainsi, des
assemblages stimuli-répondants formées de briques moléculaires liées par des interactions non covalentes sont
une alternative intéressante permettant un contrdle dynamique de ces brigues sans modification chimique de
ces dernieres. L’approche non covalente a été largement explorée dans la littérature ayant des applications

allant de la détection au relargage de molécules®.

Ces assemblages supramoléculaires sont d’un intérét particulier lorsqu’ils engagent des molécules biologiques,
telles que de I’ADN ou des dérivés d’ADN, permettant ainsi de contr6ler de maniére dynamique leurs fonctions
et ainsi fabriquer des systemes moléculaires intelligents, fonctionnels et stimulables.

Afin de produire de tels systemes supramoléculaires reconfigurables et dynamiques, de nombreuses approches
ont été proposées, basées sur la mise en ccuvre d’interactions variées : électrostatiques, hydrophobes, liaisons
hydrogéne, interaction © - m, complexation, assemblage hote-invité. Si on souhaite mettre en ceuvre des
molécules biologiques comme de I’ADN ou des nucléotides dans de tels édifices, et si on souhaite réaliser cela
sans modifier ces briques d’intérét biologique, il faut identifier un partenaire d’auto-assemblage susceptible
d’interagir de maniére non covalente et dynamique avec celle-ci. Notre équipe a récemment développé une
classe de molécules possédant précisément cette propriété : les intercalants d’ADN photosensibles. Ces
molécules ont en effet la capacité unique de s’intercaler dans la double-hélice de ’ADN de maniére
photodépendente. Ce phénomene a été utilisé avec succes pour le photocontréle de I’hybridation et de la fusion
de ’ADN a température constante. Pour cette thése, nous souhaitons explorer une voie inédite consistant a
mettre en ceuvre les intercalants photosensibles d’ADN avec des molécules partenaires d’intérét biologiques,
notamment des nucléotides comme I’ATP ou I’ADN, afin de construire des édifices supramoléculaires
dynamiques et capables de répondre a des stimuli variés. A notre connaissance, cette approche n’a été réalisée
qu’une fois, par une précedente post-doctorante de 1’équipe, dans un systéme mettant en ceuvre la guanosine

monophosphate. Dans cette these, nous allons donc pousser beaucoup plus loin cette exploration, en mettant
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en ceuvre les intercalants photosensibles d’ADN avec des partenaires variés, ATP, ADN, cyclodextrine, afin

d’¢élaborer des auto-assemblages dynamiques d’un nouveau genre, aux propriétés souvent inédites.
Le manuscrit est composé de quatre parties subdivisees en chapitres.

Apres avoir briévement rappelé le concept de chimie supramoléculaire et la diversité des machines
moléculaires fonctionnelles et stimulables, la premiére partie de ce manuscrit, de nature entiérement
bibliographique, se focalise sur les systémes a base d’ADN ou dérivés d’ADN conduisant a I’émergence des

intercalants d’ADN photosensibles comme briques moléculaires d’assemblages dynamiques.

La deuxiéme partie de ce manuscrit se concentre sur les propriétés d’assemblage de dérivés d’ADN. Elle décrit
en détail la nature d’un nouvel assemblage supramoléculaire formé entre un intercalant d’ADN photosensible,
I’ AzoDiGua, et un nucléotide d’importance biologique, I’ATP. Ses propriétes de fluorescence et sa réponse a
différents stimuli physique, chimique et biologique sont étudiées en détail afin de développer un matériau

moléculaire fonctionnel multi-stimulable.

La troisiéme partie de ce manuscrit se concentre sur les propriétés d’assemblage de I’ADN double brin. Elle
présente avec précision la caractérisation d’un complexe d’inclusion de type pseudo-rotaxane inédit formé
entre I’intercalant d’ADN photosensible AzoDiGua et une a-cyclodextrine, polysaccharide cyclique. Les
propriétés physico-chimiques de ce pseudo-rotaxane sont ainsi étudiées et analysées. Enfin, I’assemblage
dynamique d’ADN stimulé par le pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-cyclodextrine est étudié permettant
I’émergence d’un nouveau concept d’hybridation/fusion contrélé de I’ADN par la complexation intercalant

d’ADN/cavité.

Nous avons enfin étudié comment 1’AzoDiGua se comportait en présence d’un autre intercalant de I’ADN, la
proflavine. Cette étude est décrite dans la quatrieme partie. Nous montrons notamment que 1’ AzoDiGua permet
de quencher la fluorescence de la proflavine et comment celle-ci pouvait étre controlée de maniere dynamique

par des phénomenes d’auto-assemblage et de complexation hote-inviteé.
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Abréviations utilisées

RMN : résonance magnétique nucléaire

RPE : résonance paramagnétique électronique
CD : cyclodextrine

ALP : alkaline phosphatase

ITC : titration isotherme par calorimétrie
ADN : acide désoxyribonucléique

ATP : adenosine triphosphate

ADP : adénosine diphosphate

AMP : adésonine monophosphate

ICD : dichroisme circulaire induit
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PARTIE A : Autoassemblage et reconnaissance
moléculaire : vers des systemes stimulables et
dynamiques

Dans cette partie, entiérement bibliographique, nous allons nous intéresser a 1’émergence de la chimie
supramoléculaire et son utilisation pour développer des complexes héte-invité et autoassemblages
supramoléculaires dynamiques et fonctionnels. L’emphase sera ensuite mise sur les systémes a base d’ADN
ou dérivés d’ADN combinés a des molécules photosensibles permettant de faire émerger les intercalants
d’ADN photosensibles. Dans un premier chapitre, nous exposerons la diversité des machines moléculaires
stimulables développées ces derniéres années et comment tirer profit des interactions intermoléculaires pour
fabriquer des matériaux moléculaires dynamiques. Dans un second chapitre, nous présenterons les systemes a
base d’ADN et dérivés d’ADN et comment ces molécules peuvent étre combinées a des molécules
photosensibles pour développer des systémes fonctionnels dynamiques faisant émerger une nouvelle classe de

briques d’assemblage : les intercalants d’ADN photosensibles.

Plan :

Chapitre A.1 : Lachimie des interactions intermoléculaires : de la reconnaissance moléculaire

a I’autoassemblage supramoléculaire. ..............oooviiiiiiiiii i 15

Chapitre A.2 : Systemes supramoléculaires combinant des molécules photosensibles et de
I’ADN ou dérivés d’ADN : émergence des intercalants d’ADN photosensibles.................. 31
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CHAPITRE A.1- La chimie des interactions
intermoléculaires : de la reconnaissance
moléculaire a I’auto-assemblage supramoléculaire

La chimie moléculaire organique et organométallique a pour objectif de lier deux ou plusieurs molécules entre
elles par une ou plusieurs liaisons covalentes. Ainsi, les molécules sont attachées les unes aux autres par une
mise en commun d’électrons de valence formant un pont, appelé liaison covalente. La chimie supramoléculaire,
connue comme la « chimie au-dela de la molécule » se focalise sur I’utilisation des interactions non covalentes
pour lier des molécules entre elles afin de fabriquer des édifices complexes et fonctionnels allant de 1’échelle

moléculaire a I’échelle micrométrique.

En 1987, le prix Nobel de chimie a été décerné aux trois pionniers de cette discipline, Donald J.Cram, Jean
Marie Lehn et Charles J. Pedersen pour « leur développement et utilisation de molécules avec des interactions
spécifiques et hautement sélectives ». Ceci ouvre la voie a une nouvelle gamme de phénoménes moléculaires
divisés chronologiquement en deux volets : la reconnaissance moléculaire, souvent identifiée a la chimie hote-

invité, et I’autoassemblage supramoléculaire, parfois dénommée auto-organisation.

Ce sont tout d’abord les phénoménes de reconnaissance moléculaire qui ont permis de manipuler la matiere
afin de former des autoassemblages complexes. En 1967, Pedersen montrait pour la premiére fois que des sels
de métaux alcalins pouvaient étre solubilisés dans des solvants organiques en présence d’un éther couronne.
Ainsi, la notion de complexe hote-invité est née, concept reposant sur 1’association entre un récepteur (hote) et
un substrat cible (invité) qui se reconnaissent sélectivement par des interactions spécifiques. La reconnaissance
moléculaire s’est également étendue aux molécules qui par affinité et orientation peuvent s’assembler
spontanément et former des assemblages discrets ou infinis plus ou moins complexes par autoassemblage
supramoléculaire. Ces concepts fondamentaux ont permis d’expliquer les systémes chimiques biologiques du
monde vivant tels que les interactions drogue-récepteur basées sur la reconnaissance moléculaire ou la maladie
d’Alzheimer associée a 1’agrégation d’assemblages hiérarchiques de fibrilles de B-amyloide formées par auto-

assemblage.

La plupart des architectures formées par reconnaissance ou auto-assemblage sont programmeées pour exercer
une fonction tel un instrument que I’on nommera matériau moléculaire. En 2016, le prix Nobel de Chimie est
décerné aux chimistes Jean Pierre Sauvage, Sir James Fraser Stoddart et Bernard L.Ferringa pour leurs travaux
pionniers sur I’utilisation des concepts de la chimie supramoléculaire pour fabriquer des édifices fonctionnels

et pilotables appelés machines moléculaires exploitant la réversibilité des interactions intermoléculaires.
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La chimie supramoléculaire a pour objectif de trouver des moyens de faire interagir spontanément des
molécules entre elles par des interactions spécifiques et réversibles. Basée sur des phénoménes de
reconnaissance moléculaire et d’autoassemblage supramoléculaires, cette science vise a assembler entre elles
des molécules afin de former des structures complexes, fonctionnelles et dynamiques. Cette approche est basée
sur I’assemblage de petites briques moléculaires afin de former des superstructures nano- voire micrométriques

et constitue I’approche bottom-up a I’origine des nouveaux matériaux moléculaires intelligents™®.
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1) Les interactions non covalentes

Les phénomeénes de reconnaissance moléculaire et d’auto-assemblage supramoléculaire sont basées sur des

interactions non covalentes réversibles, spécifiques et spontanées entre les briques élémentaires mises en jeu.
a) Les interactions par liaison hydrogene et halogene

L’interaction par liaison hydrogeéne est a 1’origine de la stabilit¢ d’une diversit¢ d’assemblages
supramoléculaires di a sa directionnalité. Il s’agit d’une interaction dynamique entre un atome €lectronégatif
porteur d’un ou plusieurs doublets non liants (le plus souvent ’oxygéne O ou I’azote N) et un atome
d’hydrogéne 1ié a un atome électronégatif. Il s’agit d’une interaction de type dipOle-dipble étant donné que
I’hydrogene est porteur d’une charge partielle positive et 1’atome électronégatif porteur d’une charge partielle
négative. Cette interaction est fondamentale pour la structure et conformation des macromolécules biologiques
(ADN, protéines) mais également synthétiques (polymeres). L’énergie de cette interaction est de 1’ordre de 200
kJ.mol. Récemment, I’interaction par liaison halogéne a permis également le développement d’assemblages
moléculaires fonctionnels. Cette interaction a lieu entre un atome d’halogéne et un atome électronégatif ayant
une forte densité électronique. La figure 1.1 donne un exemple de liaisons hydrogéne et halogene formées entre

molécules.
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Figure 1.1- a) Réseau de liaisons hydrogéne entre des dérivés de pyridines 1. b) Liaison halogéne entre un dérivé iodé

et la quinuclidine!®.

b) Les interactions électrostatiques

Cette interaction a lieu entre deux entités chimiques chargées obéissant a la loi de Coulomb. Elles sont non
directionnelles et sont attractives pour des especes de charges opposées et répulsives pour des espéces de méme
charge. L’énergie de cette interaction varie de 100 a 400 kJ.mol™* et peut étre parfois comparable a celle de la

liaison covalente.
c) Les interactions de Van der Waals

Les interactions de Van der Waals dérivent d’un potentiel interatomique appelé potentiel de Lennard Jones. Ce
sont des interactions attractives qui sont basées sur I’interaction électrostatique entre deux dipdles (permanent,
induit ou instantané) et sont parfois appelées interactions dipolaires. Elles se divisent en trois catégories :
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I’interaction de Keesom, Debye et London. L’interaction de Keesom a lieu entre deux dipoles permanents
(molécules polaires). Il s’agit d’une interaction d’orientation car les dipoles s’alignent dans I’espace de manicre
a favoriser I’interaction ¢lectrostatique attractive entre charges de signe opposé. L’interaction de Keesom est
d’autant plus forte que les molécules ont un fort moment dipolaire. L’interaction de Debye a lieu entre un
dipble permanent (molécule polaire) et un dip6le induit (molécule apolaire). Le dipble permanent crée un
champ électrostatique dans I’espace qui va induire un moment dipolaire induit sur la molécule apolaire. Il s’agit
d’une interaction d’induction. L’interaction de Debye est d’autant plus fort que la molécule apolaire est
polarisable. L’interaction de London est I’interaction universelle et a licu entre tous les dipdles. Plus
précisément, il s’agit d’une interaction entre un dipole instantané et un dipole induit (deux molécules apolaires
par exemple). A un instant t, le barycentre des charges négatives n’est plus symétrique. Ainsi, le nuage
électronique se reéorganise de fagon a créer un dip0le instantané (par exemple dans une molécule apolaire ne
possédant pas de moment dipolaire initial). Ce dipdle instantané va a son tour pouvoir induire un moment
dipolaire sur les molécules environnantes et créer un dipble induit. Ainsi les dip0les instantané et induit
pourront interagir. Il s’agit d’une interaction de dispersion. L’énergie des interactions de Van der Waals varie

de 10 a 50 kJ.mol ™,
d) Les interactions

Cette interaction, appelée parfois n-n stacking a lieu entre des molécules possédant des cycles aromatiques
capables d’interagir via leur systéme d’orbitales n. Ce sont des interactions directionnelles et leur énergie est
de I’ordre de 50 kJ.mol™. Une variante de cette interaction concerne 1’interaction m-cation qui se développe
entre un systéme 7 riche en électrons (base de Lewis) et un cation pauvre en électrons (acide de Lewis) (Figure

1.2).

NH S ~ NH,
0 R " A Nl\ N\>
S R XN + S
0 >
N 1 H3C
| +(|;H‘ B

Figure 1.2- Structure cristalline du complexe supramoléculaire B.1 résultant d’interactions 7 entre les cycles

aromatiques et d’interactions m-cation entre les molécules B et 1,
e) Les interactions hydrophobes

L’effet hydrophobe résulte de I’exclusion de molécules d’eau lorsque ces dernieres sont en présence de solutés
apolaires. Il peut résulter de deux contributions thermodynamiques : enthalpique et entropique. D’un point de
vue entropique, quand les molécules hydrophobes sont solvatées par 1’eau, ces dernicéres sont entourées de
molécules d’eau. Ainsi, si le soluté est petit, le réseau de liaisons hydrogeéne entre les molécules d’eau n’est
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pas rompu. Néanmoins, les molécules d’eau dans la sphére de solvatation sont plus figées que dans I’eau libre
et elles ont moins d’espace disponible d’ou une contribution majoritairement entropique. En revanche, si le
soluté hydrophobe est plutdt gros, les molécules vont avoir tendance a s’agréger et former des clusters : ainsi
I’espéce solvatée devient plus grosse et le réseau de liaisons hydrogeéne entre les molécules d’eau est

nécessairement rompu d’ou une contribution enthalpique plus importante.

La diversité des interactions non covalentes a ainsi été utilisée par les chimistes pour développer les concepts

de reconnaissance moléculaire et d’auto-assemblage supramoléculaire.

2) Des interactions aux édifices moléculaires : reconnaissance moléculaire et autoassemblage
supramoléculaire

a) Reconnaissance moléculaire

La reconnaissance moléculaire d’un substrat (invité) par un récepteur moléculaire (hote) reléve de la chimie
host-guest ou héte-invité. Elle résulte de 1’association sélective et spécifique entre un récepteur et un substrat
pour former un complexe hote-invité. Cette association repose sur le principe de complémentarité stérique : la
structure moléculaire et spatiale de 1’hote doit étre adaptée a celle de I’invité, favorisant une organisation
favorable des différents sites d’interaction et de liaison entre les deux molécules. La pré-organisation de 1’hote
pour I’invité permet ainsi de favoriser thermodynamiquement et cinétiquement la reconnaissance entre les deux
molécules et de minimiser les colts énergétiques de changement de structure conformationnelle. Une série de
différents types de récepteurs moléculaires a été développée depuis les années 1950 allant de simples
complexes a des cages moléculaires (Figure 1.3).

ether-couronne (C. Pedersen)?! cryptand (J.-M. Lehn)®! calixarene (C. D. Gutsche)'®! cavitand (D. J. Cram)'9)

spherand (D. J. Cram)!®!

cavitand (J. Rebeck, Jr.)['I cryptophane (A. Collet)
R =CH,CH,Ph

carcerand (D. J. Cram)'¢!

Figure 1.3-Diversité de molécules hotes servant de base a la synthese de systémes host-guest*?.

Par la multiplicité des interactions intermoléculaires bien définies dans I’espace entre le susbtrat et le récepteur,
les molécules hotes permettent la reconnaissance d’une diversité de substrats (atomes ou molécules neutres,

cationiques et anioniques) de maniere sélective et spécifique (Figure 1.4).
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Figure 1.4- Complexe entre le neurotransmetteur taurine zwiterrionique et un hémicryptophane dont I’organisation

permet une complexation favorable par interaction n-cation et liaisons hydrogéne N-H...O.

Les systémes host-guest sont le plus souvent limitées a des petites structures a 1’échelle moléculaire. Ainsi, les
chimistes ont tiré profit du concept de reconnaissance moléculaire pour aller vers des structures plus complexes

et plus étendues appelées autoassemblages supramoléculaires.
b) Auto-assemblage supramoléculaire

La matiére complexe du monde vivant et non vivant s’est formée spontanément par auto-organisation et
I’organisation de la mati¢re s’effectue a travers les interactions entre unités élémentaires qui contiennent
chacune I’information chimique et physique de reconnaissance. L’auto-assemblage supramoléculaire est défini
comme |’interaction et 1’organisation spontanées, sélectives, réversibles et directionnelles de molécules dans
I’espace par des interactions non covalentes en une structure étendue et hiérarchisée. Tel que décrit par Jean-
Marie Lehn lors de ses legons a la Chaire de chimie des interactions intermoléculaires du College de France,

ce processus s’apparente a un « Systéme programmeé » et présente trois étapes principales :

-la reconnaissance moléculaire entre les composants conduisant a la sélection des composants
adéquats et leur association spécifique

-la croissance par addition progressive de nouveaux composants

-la terminaison quand la structure finale est obtenue

o) Auto-assemblages biologiques

Il existe une variété d’autoassemblages supramoléculaires ordonnées dans le monde vivant et leur auto-

organisation en une structure bien précise permet de réguler leurs fonctions biologiques.

La protéine f-amyloide (A) (existant sous la forme 1-40 ou 1-42) est un peptide présent chez I’homme et son
auto-organisation est corrélée a certaines pathologies telles que la maladie d’Alzheimer. En effet, ces petites
protéines peuvent s’agréger les unes aux autres et former des plaques dans les synapses du cerveau ce qui
conduit a un déréglement du systéme nerveux central. Les fibrilles de AP sont un exemple d’assemblages
supramoléeculaires biologiques organisées dont la croissance par les interactions non covalentes permet de

former des fibres de 20 nm (Figure 1.5)%,
22



a)

b)

Fibril axis

Figure 1.5- Structure 3D des fibrilles AB(1-42). @) Structure 3D d’une unité de fibrille AB. En jaune et orange sont
représentées deux squelettes symétriques. Les résidus 1-14 sont représentés une ligne pointillée. Les chaines chargées
positivement sont en rouge, négativement en bleu, les résidus hydrophobes en blanc et les résidus polaires en vert.
Chaque second résidu est nommé avec une lettre d’un acide aminé**. b) Structure en rubans des fibres amyloides
assemblées en neufs unités d’ABY. c) 10 conforméres ayant un rmsd (root mean square deviation) de 0,89 A%,

Le virus de la mosaique du tabac (TMV) constitut I’un des premiers virus découverts a la fin du XIXéme siécle.
Ce dernier s’autoorganise a 1’échelle micrométrique en petits batonnets qui ont été capables d’étre observés
par microscopie a transmission électronique. En 1982, le prix Nobel de chimie est décerné a Aaron Klug pour
son développement de la microscopie électronique cristallographique et ses découvertes sur la structure des
complexes protéines-acides nucléiques. Le virus TMV est composé de 2130 protéines identiques autour d’un
brin d’ARN composé de 6400 nucléotides et s’organisent par auto-assemblage supramoléculaire en batonnets

par empilement de disques nucléoprotéiques. Il infecte de nombreuses espéces de plantes telles que le

tabac Nicotiana tabacum® (Figure 1.6).

Figure 1.6-a) Structure tertiaire de I’unité de la coat protein qui est codée par I’ARN du TMV?™. b) Structure de deux
unités de disques empilés du TMV®. ¢) Vue de dessus de ’hélice nucléoprotéique auto-assemblée® d)Vue de profil du

ruban de TMV auto-assemblé®s.
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B) Auto-assemblages synthétiques

En tirant profit des interactions non covalentes spécifiques et sélectives entre les molécules, les chimistes ont
été capables de synthétiser une diversit¢ d’assemblages complexes par reconnaissance moléculaire et

autoassemblage allant des assemblages inorganiques a organiques.

Les liaisons de coordination entre un centre metallique et des ligands organiques sont une forme d’auto-
assemblage supramoléculaire basé sur des interactions non purement covalentes. En choisissant des ligands
avec des sites de coordination bien agencés et des métaux de géomeétrie spécifique, des complexes metal-ligand
peuvent se former qui a leur tour peuvent s’assembler avec eux-méme par autoassemblage donnant naissance
a des structures hiérarchiques complexes et contrblées stériqguement et conformationnellement. Un des
exemples pionniers est la formation des hélices en présence de ligands et métaux de transition. Ainsi, sur la
figure 1.7, est représentée I’hélice trinucléaire obtenue par coordination entre les ions Ni%* et le ligand
trisbipyridine. Le complexe unitaire entre les ions nickel et I'unité bipyridine s’assemble en hélice pour

favoriser la coordination des autres unités bipyridine du ligand*®.

b)
Hch—O—CH{JHz—Q—<}CHpH2—Q—<‘}CH3

Figure 1.7- a) Hélice trinucléaire formé par assemblage entre les ions Ni2* et le ligand trisbipyridine'®. b) Structure
cristalline de la triple hélice auto-assemblée’®. ¢) Structure moléculaire du ligand possédant I’unité coordinante
bipyridine?®.

De méme, en exploitant les sites de coordination de ligands spécifiques, les chimistes ont été capables de
développer des structures plus complexes tels que des matériaux poreux dépassant 1’échelle moléculaire

appelés metal-organic framework (MOFs). Par exemple, en choisissant un ligand porphyrine possédant 4

extrémités carboxylates bidentates pouvant complexer chacune un centre métallique, des structures 3D a base
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de zinc et de porphyrine ont pu étre synthétisées par autoassemblage et polymérisation supramoléculaire
(Figure 1.8)1718,

a)

H4TCPP(H,)

Figure 1.8 — a) Structure moléculaire du ligand porphyrine?®, b) Structure 3D du metal-organic framework MOF-525
obtenu par assemblage entre un ligand porphyrine et des ions Zn?*7, ¢) Strategy one pot d’autoassemblage

supramoléculaire d’un MOF (en violet est représenté le ligand organique et en bleu est représenté le centre métallique)
17

En plus des assemblages inorganiques formés essentiellement par reconnaissance moléculaire entre des centres
métalliques et des ligands organiques de coordination spécifique, une variété d’assemblages purement
organiques a pu étre développée depuis I’avénement des concepts de la chimie supramoléculaire. Le role des
interactions par liaison hydrogeéne et m-stacking est trés important dans la construction et la croissance de ces
assemblages. En 2002, I’assemblage de molécules possédant une structure alternant des groupements donneurs
et accepteurs de liaison hydrogene a permis la synthése de nanotubes Rosette nanométriques par une répartition
intelligente des liaisons hydrogéne dans I’espace (Figure 1.9.a, b, ¢). Sur la figure 1.9.b) est représentée 1’unité

de base du nanotube obtenue qui ensuite par interactions 1 permet de former la structure hiérarchique Rosette™®.
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Figure 1.9- a) Structure moléculaire du ligand accepteur (A) et donneur (B) de liaisons hydrogenes'® b) Unité de base
du nanotube de Rosette obtenu par reconnaissance moléculaire spécifique de liaisons hydrogenes intermoléculaires®® c)

Observation au microscope électronique a transmission des nanotubes de Rosette (échelle : 40 nm) °
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3) Des édifices moléculaires aux systéemes stimulables

La compréhension fine ainsi que la manipulation adaptée des interactions non covalentes a permis de
synthétiser une variété d’assemblages par reconnaissance moléculaire ou auto-organisation. Etant donné la
réversibilité des interactions mises en jeu, les chimistes ont utilisé les différents concepts de la chimie
supramoléculaire afin de fabriquer des assemblages fonctionnels et dynamiques appelés machines
moléculaires. En 2016, le prix Nobel de chimie est attribué a Jean Pierre Sauvage, Sir James Fraser Stoddart
et Bernard L.Ferringa pour leurs travaux de recherche sur le développement des machines moléculaires.
Lorsqu’un assemblage est formé, ce dernier peut étre perturbé par un apport d’énergie ou un stimulus qui va
forcer le systeme a reconfigurer ses interactions de facon a atteindre un état stable. Ainsi, ces assemblages
fonctionnels sont appelées machines car ils sont capables de réagir de maniére fonctionnelle et controler et
notamment d’effectuer des mouvements sous 1’action de différentes perturbations extérieures physiques

(lumiére, champ magnétique,...) ou chimiques (pH, oxydoréduction,...).
a) Molécules entrelacées

Les molécules entrelacées sont une gamme de molécules liées entre elles par des interactions non covalentes
selon un agencement spatial bien particulier. Elles ont été développées par Stoddart et ses collegues et

constituent les toutes premiéres machines moléculaires fonctionnelles et dynamiques appelées caténanes et

R

Figure 1.10 — Représentation schématique d’un a) Rotaxane? b) Catenane?®

rotaxanes®® (Figure 1.10).

En 1994, Stoddart parvient a controler le mouvement de translation d’un anneau sur un rotaxane (Figure
1.11.2)%°. Au départ, le macrocyle (anneau) interagit avec les noyaux aromatiques liés aux amines riches en
électrons. En diminuant le pH, les amines sont protonées et par répulsion électrostatique, le macrocycle
interagit avec les noyaux aromatiques liés aux oxygenes riches en électrons se situant a ’autre extrémité de
I’axe du rotaxane. Ainsi, grice au pH, I’anneau se déplace le long de ’axe moléculaire et les premieres
machines moléculaires sont nées?. De méme, Stoddart et ses collégues ont développé un caténane & base de
macrocyles coordinés a un ion Cu?* dont I’un des anneaux est capable d’effectuer des mouvements de rotation
par un cycle d’oxydation et réduction des ions cuivre. Le caténane est composé de deux anneaux bien distincts.
Le premier possede un seul site de coordination (ligand phénanthroline bidente) et le deuxiéme en possede
deux (ligands phénanthroline bidente et terpyridine tridente). Ainsi, lorsque le cuivre est au degré d’oxydation

+11, il est pentacoordiné et I’anneau s’arrange de fagon a maximiser sa coordination (par le phénantroline de
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I’anneau 1 et la terpyridine de I’anneau 2 mobile). A I’inverse, lorsque le cuivre est au degré d’oxydation +1, il
est de géométrie tétraédrique et I’anneau tourne de fagon a favoriser une coordination de 4 (par la phénantroline

de I’anneau et de I’anneau 2 mobile) (Figure 1.11.b)%,
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Figure 1.11- a) Navette moléculaire le long de 1’axe d’un rotaxane dont le mouvement de translation est controlé par le
pH2°. b) Mouvement de rotation d’un caténane par réduction et oxydation électrochimique du centre métallique de

cuivre Cu (le rond blanc représente Cu(l) et le rond noir représente Cu(ll))?.
b) Matériaux moléculaires

Le développement de ces machines moléculaires a ouvert la voie a la synthese et la conception d’architectures
fonctionnelles beaucoup plus complexes et réagissant dynamiquement a diverses perturbations. L’ objectif est
de fabriquer des matériaux intelligents possédant des fonctions nées de 1’autoassemblage supramoléculaire
ouvrant la voie au domaine de la science des matériaux moléculaires utilisées dans de nombreux domaines tels

que I’¢lectronique, la photonique, la catalyse ou encore le magnétisme.

L’¢lectronique moléculaire a pour but d’utiliser les molécules organiques ou inorganiques afin de fabriquer des
conducteurs moléculaires. Sur la figure 1.12.a est représentée une stratégie d’autoassemblage de complexes
zinc-porphyrine en structures 1D tubulaires ou 2D en feuillets. Les auteurs ont montré que cette stratégie
d’autoassemblage un transport de charge trés efficace en électronique moléculaire tirant profit des interactions
7 entre les cycles aromatiques®. De méme, le stockage d’information passe par la compréhension fondamentale
des propriétés magnétiques de la matiére. L’auto-assemblage de centres magnétiques actifs a permis de
développer des structures a transition de spin, capable de changer d’états magnétiques sous I’influence de la
température par exemple. Ainsi, en 2005, des auteurs ont montré que I’autoassemblage supramoléculaire d’ions
Fe2* avec un ligand terpyridine ditopique a permis de fabriquer un polymére de coordination par complexations
successives du métal et du ligand. Ce dernier est mis en contact avec un surfactant amphiphile (dihexadecyl

phosphate) qui stabilise I’assemblage. Le chauffage de ce systéme conduit a la fusion des chaines alkyl qui va
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déstabiliser les sites de coordination métal-ligand et donc réduire le champ cristallin du complexe qui devient
faible. Ainsi, ’assemblage passe d’un état diamagnétique et paramagnétique et subit une transition bas spin-
haut spin thermo-induite et réversible (Figure 1.12.b) 26, La reconnaissance moléculaire a également permis de
fabriquer des capteurs photochimiques et fluorescents. Sur la figure 1.12.c est représentée la stratégie de capteur
on-off de fluorescence. Lorsque la molécule invité entre dans le récepteur héte, celle-ci perd sa capacité de
fluorescence par confinement dans la cavité. Lorsqu’un analyte ayant une meilleure affinité et spécificité avec
la molécule hote est ajoutée au systeme, ce dernier réagit de fagon a atteindre un état d’équilibre plus stable et
tend a complexer cet analyte. Ainsi, la molécule fluorescente est éjectée de la cavité et est capable de fluorescer

a nouveau constituant un systéme de détection photochimique?’.
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Figure 1.12- a) Auto-organisation de complexes zinc-porphyrine en structures 1D ou 2D possédant une capacité de
transport de charge électronique®. b) Systeme complexe métallo-organique/molécule amphiphile possédant une
transition de spin thermo-induite?. c) Capteur supramoléculaire basé sur la reconnaissance spécifique de molécules

fluorescentes par des molécules hotes?”.

Ainsi, en exploitant les différentes interactions non covalentes, il est possible de fabriquer des systemes
reconfigurables et dynamiques réagissant a différentes perturbations extérieures et possédant des fonctions

acquises par autoassemblage supramoléculaire.
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4) Conclusion

La chimie supramoléculaire (chimie au-dela de la molécule) est basée sur I’interaction non covalente spécifique
et selective entre deux ou plusieurs molécules. Ses concepts ont permis de fagconner la matiere de maniere
intelligente en assemblant les molécules entre elles par reconnaissance moléculaire et auto-organisation selon
un processus spontané et séquentiel. Ces assemblages complexes présentent des fonctions inédites exploitant
I’information chimique de chaque brique élémentaire de I’assemblage et sont rapidement reconfigurables
lorsque 1’état d’équilibre est perturbé par des stimuli physique ou chimique. Ceci a permis de développer des
matériaux moléculaires fonctionnels et stimuli-répondants dans différents domaines émergents. Ces
autoassemblages sont également présents a 1’état naturel dans le monde du vivant et constituent une source
d’inspiration pour les chimistes qui tendent a utiliser des molécules biologiques (acides nucléiques, sucres,
peptides) pour fabriquer des autoassemblages supramoléculaires dynamiques. Dans le chapitre suivant, nous

allons nous intéresser a une molécule biologique en particulier : 1’ADN et ses dérivés.
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CHAPITRE A.2- Systemes supramoléeculaires
combinant des molécules photosensibles et de
I’ADN ou dérivés d’ADN : émergence des
intercalants d’ADN photosensibles

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule biologique qui est le support de 1’information
génétique des étres vivants. Cette macromolécule, a la structure chimique bien particuliére, a été exploitée par
de nombreux scientifiques comme brique de construction d’assemblages supramoléculaires stimulables. Dans
ce chapitre, nous décrivons comment la structure chimique particuliére et spécifique de ’ADN permet de
fabriquer une diversité de structures supramoléculaires. Par la suite, nous nous focaliserons sur les approches
explorées pour développer de systémes a base d’ADN ou dérivés d’ADN photostimulables trouvant des
applications allant de la biologie aux matériaux. Enfin, une nouvelle classe de molécules photosensibles,
appelée intercalants d’ADN, ayant la capacité d’interagir avec la double hélice de I’ADN de maniére
photodépendante, sera présentée et permettra d’introduire la stratégie et les objectifs du travail de these.
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1) Structure chimique de PADN
a) Bases azotées

Chaque macromolécule d’ADN est composée d’unités de base moléculaire appelées bases azotées. Elles
constituent les blocs moléculaires de construction de cet acide nucléique et ont été découvertes en 1896 par
Albercht Kossel. Il existe quatre différentes bases azotées : adénine, thymine, guanine et cytosine. Elles sont
divisées en deux catégories de molécules : les purines et les pyrimidines. Les purines sont des composés
hétérocycliques qui sont constituées d’un cycle a 6 atomes accolé a un cycle a 5 atomes. Les pyrimidines sont
quant a elles des composés hétérocycliques constituées uniquement d’un cycle a 6 atomes. L’adénine (A) et la
guanine (G) sont des purines tandis que la cytosine (C) et la thymine (T) sont des pyrimidines. Au sein de la
macromolécule d’ADN, les bases azotées sont complémentaires. Ainsi, chaque base s’associe a une autre par
paires appelées paires Watson-Crick. Seules deux appariements sont possibles : A-T (ou T-A) et G-C (ou C-
G). L appariement des bases A et T se fait via deux liaisons hydrogéne tandis que celui des bases G et C se fait
via trois liaisons hydrogéne®® (Figure 2.1). Il existe un autre type de paires, appelées Hoogsten, au sein
desquelles le réseau de liaisons hydrogene s’établit via les atomes d’azote des cycles a cinq atomes des purines,

contrairement aux paires Watson-Crick.

H
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Figure 2.1-Structures moléculaires des bases azotées et appariement a) Watson-Crick des bases A-T et G-C par liaison
hydrogéne®. b) Hoogsten des bases A-T et G-C par liaison hydrogéne. Syn et anti font référence a la conformation

différente des bases purines entre les paires Watson-Crick et Hoogsten?,
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b) Des bases azotées aux nucléotides

L’ADN est constitué d’une répétition d’un motif de base appelé nucléotide. 1l est constitué d’un enchainement
covalent entre un groupe phosphate, un ose et une base azotée. L’ose est un cycle a 5 atomes, appelé pentose,
qui établit une liaison ester avec le groupement phosphate a partir de la fonction alcool en position 5” et une
liaison N-osidique avec la base azotée a partir du carbone en position 1°. L’ose de I’ADN ne posséde pas de
groupe hydroxyle en position 2’ d’ou son nom de désoxyribose. A I’inverse, 1’ose de I’ARN posséde un groupe
hydroxyle en position 2° d’ou son nom de ribose. Chaque brin d’ADN est constitué¢ d’une succession de
nucléotides chacun liés par une liaison phosphodiester entre le groupe hydroxyle en position 3 et le
groupement phosphate du nucléotide suivant. Un unique brin d’ADN est donc un polymére de nucléotides qui
est constitué d’un enchainement covalent ose-phosphate. Cet enchainement au sein d’un brin est appelé
séquence de nucléotides (Figure 2.2). On appelle nucléoside I’enchainement covalent d’une base azotée et d’un

ribose.

,’, \”_‘ \\\
/ 0 v Nucléotide
1 \ :
\ 0=P—0 N
‘\\\ () III
o N N
e }_,:_(‘;_-—-;//“"-\ ~
Vg N
’ \
o / X
/ v NH \
Oo=P—( \
] r .
o | _ ! Nucléoside
) N (¢] I
\ O I
\p . Y
N A o
o . a = S O
Liaison phosphodiester } ~~._____ o
N
O=p O NH
O
o GN N NH

Ribose {"\_“ 21 AN N

\ i Base azotée

Figure 2.2- Enchainement de nucléotides chacun lié par une liaison phosphodiester au sein d’un brin d’ADN. Adapté

de la référence®.
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c) Des nucléotides a la double hélice

En 1953, la diffraction des rayons X a permis a Francis H.C. Crick, James D. Watson, Maurice Wilkins et
Rosalind Franklin de résoudre la structure de I’ADN en double hélice qu’ils publié¢rent officiellement a la

communauté scientifique cette méme année (Figure 2.3.a)%03L,

a) b)

Figure 2.3-a) Cliché de diffraction des rayons X d’ADN B de thymus de veau ®. b) Structure en double hélice B de
I’ADN®,
Une macromolécule d’ADN est composée de deux brins d’ADN, séquence de nucléotides, qui sont liés I’un a
I’autre par appariement Watson-Crick des bases azotées complémentaires. Ces deux brins s’assemblent sous
la forme d’une double-hélice droite appelée forme B. Les groupements phosphate de chaque brin sont situés a
I’extérieur de la double hélice et les deux brins s’orientent de fagon a minimiser la répulsion électrostatique
entre les groupements phosphates et les interactions hydrophobes des bases azotées, I’ADN étant en milieu
agueux. Les bases azotées se situent a ’intérieur de 1’hélice et font le pont entre les deux brins tandis que les
pentoses font le pont entre les bases intérieures et les phosphates extérieures au sein d’un méme brin. La double-
hélice a un diametre de 2 nm correspondant a la distance entre les deux brins. Elle possede un pas de 3,4 nm
correspondant a I’enchainement de dix nucléotides au sein d’un brin. La distance entre deux charges négatives
consecutives est de 0,17 nm. La taille de la macromolécule d’ADN dépend du nombre de paires de bases de la
séquence de nucléotides. Les ADNs genomiques peuvent varier de 1000 a des milliards de paires de base. Par

exemple, ’ADN du chromosome de E.Coli posséde 4,7.10° paires de base et sa taille est de 1,7 mm323334,
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Figure 2.4-a) Représentation schématique d’un ADN B double brin de pas 3,4 nm et de diamétre 2 nm *. b)
Représentation schématique de la structure d’un double brin formé par 1’enchainement de nucléotides liés par pont

hydrogéne via I’appariement Watson-Crick.*

d) Cas de PARN

L’ARN, acide ribonucléique, est un acide nucléique composé que d’un seul brin. Ce brin est, tout comme
I’ADN, un enchainement de nucléotides. Un nucléotide d’un ARN est composé d’un enchainement covalent
entre un phosphate, un ose et une base azotée. L’ose est un pentose, qui établit une liaison ester avec le
groupement phosphate a partir de la fonction alcool en position 5’ et une liaison N-osidique avec la base azotée
a partir du carbone en position 1°. L’ose de I’ARN posseéde un groupe hydroxyle en position 2’ ce qui n’est pas
le cas de ’ose de I’ADN, d’ou son nom de ribose. Un brin d’ARN est constitué d’une succession de nucléotides
chacun liés par une liaison phosphodiester entre le groupe hydroxyle en position 3’ et le groupement phosphate
du nucléotide suivant. Les bases azotées d’un brin d’ARN sont de 4 types : I’adénine (A), la guanine (G),
I’uracile (U) et la cytosine (C). Etant donné que I’ARN est sous forme de simple brin dans les cellules, le
polymere a tendance a se replier sur lui-méme en formant des paires Watson-Crick intramoléculaires : A-U et
G-C.

a) b)

| NH

external loop

Figure 2.5-a) Structure moléculaire de I’uracile (U) b) Repliement par appariement des bases A-U et G-C d’un brin
d’ARN ®
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2) Types de systémes supramoléculaires a base d’ADN

a) Structures basées sur I’appariement des bases Watson-Crick

L’ADN a permis le développement de structures supramoléculaires étendues basées sur I’appariement des
bases Watson-Crick. En 1980, Seeman a proposé pour la premiére fois d’utiliser I’ADN comme brique de
construction de nanostructures de forme et de taille bien définie, ouvrant la voie a I’ére des nanotechnologies
d’ADN?®®, Cette hybridation spécifique et sélective des bases d’ADN a permis & la communauté scientifique de
développer des structures mono-, bi- et tridimensionnelles. En effet, deux séquences complémentaires d’ADN
vont s’hybrider par appariement des bases azotées complémentaires. Ainsi, en choisissant des ADN simples
brins de séquences bien spécifiques, ces derniers vont s’arranger dans 1’espace et s’hybrider de facon a
respecter I’appariement. Ceci a permis , par exemple, en 1988, de développer la Holiday Junction a quatre

bras®’*8 ou en 2008, des cristaux d’ADN a partir d’un motif de répétition en triangles (Figure 2.6)*° .

a) ! b)
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CGTGCTCA ACTATGGC

O =4>»2>» 000
OQO>»A-A000

Figure 2.6-a) Appariement des bases d’ADN dans la holiday junction (les traits épais représentent un brin d’ADN)
servant de jonction élémentaire pour les nanotechnologies ADN®. b) Appariement des bases d’ADN dans un motif

triangle (les traits épais représentent un brin d’ ADN) permettant la formation de cristaux®.
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Cette stratégie d’assemblage programmable de brins d’ADN a conduit au développement fulgurant des
nanotechnologies structurales a ADN et la possibilité de programmer la fabrication bottom-up contr6lée de
structures aux morphologies et fonctionnalités extrémement variées, et ce avec une résolution inégalée (Figure
2.7).%0
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Figure 2.7- Evolution de 1980 a aujourd’hui des types d’assemblages supramoléculaires basés sur

I’appariement des bases d’ADN, constituant I’ossature des nanotechnologies structurales 8 ADN“.

b) Structures basées sur I’appariement de Hoogsten

Au-dela de la double hélice, les monobrins d’ADN riches en bases de guanine peuvent s’autoassembler, en
présence d’un cation monovalent (K*, Na*, Li*), en structures supramoléculaires appelées G-quadruplexes*.
Les G-quadruplexes sont formés par empilement de G-quartets (Figure 2.8.a). Ces complexes sont formés par
4 guanines qui interagissent par un réseau de liaisons hydrogenes spécifiques. L’amine primaire du cycle a 6
interagit avec 1’azote du cycle a 5 tandis que I’amine secondaire du cycle a 6 interagit avec I’oxygéne du cycle
a 6. Ce réseau est préorganisé par la présence du cation monovalent qui organise la structure en G-quartet. Cet
appariement des bases guanine par liaisons hydrogéne est appelé appariement de Hoogsten*?. Un G-quadruplex
est formé par 1’empilement, par interaction 7, des G-quartets. Il peut étre intramoléculaire ou intermoléculaire.
Dans le cas intramoléculaire, le G-quadruplexe est construit par I’assemblage d’un seul et unique brin d’ADN
riche en bases guanine tandis que dans le cas intermoléculaire, celui-ci est construit par 1’autoassemblage

supramoléculaire de plusieurs brins d’ADN (Figure 2.8.b).
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Figure 2.8-a) Structure d’un G-quartet formé par appariement de Hoogsten. M* représente le cation central “2. b)
Structure supramoléculaire d’un G-quadruplex intramoléculaire construit a partir d’un brin d’ADN et intermoléculaire

construit a partir de plusieurs brins d’ADN*,

c) Structures basées sur I’effet template de ’ADN

Certains travaux se sont intéressés a d’autres types d’assemblages qui ne sont pas formés par I’appariement
Watson-Crick ou Hoogsten des bases d’ADN mais I’interaction entre un brin d’ADN et une molécule
synthétique conjuguée pouvant interagir avec les bases d’ADN. L’ADN est alors utilisé comme un template
d’organisation de molécules organiques pouvant interagir avec cette derniere par interactions 7, €lectrostatiques
ou liaisons hydrogene. Ainsi, une diversité de travaux ont tenté d’induire des assemblages supramoléculaires
a base de brins d’ADN combinés a des molécules organiques m-conjuguées par effet template de I’ ADN*344,
En 2007, I’équipe de Schenning s’intéresse au co-assemblage entre un brin d’oligonucléotides de 40 thymines
et un chromophore conjugué de naphtaléne. Le brin d’ADN de thymidine est capable de former trois liaisons
hydrogene avec la molécule invitée conjuguée contenant des purines et des triazines. Ce réseau de liaisons
hydrogéne en synergie des interactions « entre le template d’ADN de thymines et la molécule conjuguée de
naphtaléne permet d’organiser la structure en hélice supramoléculaire ou 40 naphtalenes sont liés a 40 thymines
(Figure 2.9.a). En utilisant la méme stratégie d’assemblage, en 2016, 1’équipe de Sleiman s’intéresse au co-
assemblage entre un petit oligonucléotide composé de 15 unités d’adénine avec de 1’acide cyanurique, ayant
une structure proche de celle de la thymine #°. Les deux molécules s assemblent en structure hexamérique type

« Rosette » formée par un réseau de liaisons hydrogene spécifiques (Figure 2.9.b). Ce co-assemblage a permis
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de former des fibres micrométriques dont la croissance est assurée par 1’organisation du brin d’ADN autour de

I’acide cyanurique selon I’arrangement hexamerique.
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Figure 2.9-a) Assemblage supramoléculaire entre un ADN simple brin de thymines et une molécule n-conjuguée de
naphtaléne en complexe hélicoidale. Adapté de la référence®®. b) Autoassemblage supramoléculaire entre I’acide
cyanurique (en rouge) et un oligonucléotide riche en adénines (en bleu) en structure hexamérique. Adapté de la

référence?®.

De nombreux travaux de recherche se sont ainsi intéresses a développer des assemblages supramoléculaires a
base d’ADN ou briques d’ADN tels que des nanostructures d’ADN basées sur 1’appariement Watson-Crick,
des G-quadruplexes basés sur I’appariement de Hoosgsten ou encore des assemblages supramoléculaires a base
de molécules organiques n-conjuguées par effet template de I’ADN. Néanmoins, la plupart de ces structures
sont statiques ou faiblement dynamiques, a moins d’ajouter des brins d’ADN compétitifs selon le principe de
déplacement de brin®’. Ainsi, pour étudier des systémes dynamiques et controlables, la lumiére s’est avérée
étre un stimulus physique tres utilise pour fabriquer des matériaux moléculaires stimulables. En effet, par sa
précision spatiotemporelle, sa modularité (longueur d’onde, puissance) et son caractére a distance, une diversité
de travaux s’est intéressée au développement de systemes photocontrélés a base d’ADN ou de dérivés d’ADN

(double-brin, simple-brin, oligonucléotide, nucléotide, nucléobase). Pour ce faire, les auteurs utilisent des
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dérivés photosensibles capables d’interagir avec les structures a base d’ADN. Ces molécules ont la capacité de
changer de conformation ou de structure chimique sous 1’action de la lumiére ou posseédent des propriétés de
fluorescence modulée par leur interaction avec I’ADN ou briques d’ADN. Nous nous intéresserons plus
specifiqguement dans ce chapitre a une molécule photosensible particuliere appelée azobenzéne, largement

explorée dans les travaux de recherche.

3) Systemes supramoléculaires photo stimulables : utilisation de molécules photosensibles

De nombreux procedés biologiques sont contrélés par la lumiére. La stratégie consiste a faire interagir un
chromophore photosensible avec une cible biologique (protéine, acide nucléique). L’absorption d’un photon
par le chromophore induit un changement de conformation réversible de la cible biologique permettant de
controler son activité par I’existence entre deux états. Ainsi, le chromophore induit un switch de fonctions
régulées par la lumiére d’ou le nom de « photoswitch » ou « molécules photoswitchables » 8. Les chimistes
ont développé de nombreuses molécules photosensibles capables de s’ isomériser via I’action de la lumiére dont
les azobenzénes qui, pour leur robustesse, leur photostabilité, leur réversibilité et leur modularité (ajustement
des longueurs de d’onde d’excitation et des temps de réponse par substitution chimique), sont les plus
majoritairement étudiés (Figure 2.10) %4 Ces molécules sont largement utilisées pour fabriquer des

matériaux moléculaires photostimulables %2,

Photoswitches Isomerization halda
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E | Thiophenefulgides UV/VIS
F | Hemithioindigos VIS/VIS
(AT)

Figure 2.10 — Structure moléculaire des photoswitches capables d’interagir avec des biomolécules (protéines, acides
nucléiques) ©
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Les azobenzenes sont des molécules possédant une liaison double N=N sur laquelle sont liées deux
groupements phényls substitués. Elles existent sous deux conformations: la conformation trans ou les
groupements se trouvent de part et d’autre de la liaison double et la conformation cis ou les groupements se
trouvent du méme coté de cette derniere (Figure 2.11). La conversion du conformeére trans en cis se fait sous
’action de la lumiére UV tandis que la conversion du conformeére Cis en trans se fait sous 1’action de la lumiére
visible ou du chauffage. L’azobenzéne trans est plan et a un moment dipolaire nul. Lorsque le trans se
photoisomérise en sa forme cis par ’irradiation UV, la molécule perd sa planéité ; I’angle dihédral entre les
deux benzenes aromatiques étant de 1’ordre de 30°. L’isomérisation s’accompagne €également d’une
augmentation du moment dipolaire de la molécule ; le moment dipolaire de la forme cis est de 3 Debye et celui

du trans , moyennement nul, est de 0,5 Debye 3.

/ 28
—_— N=N
== () O
<_§ visa N/ \af
\|/ R R
R
Trans Cis

Figure 2.11-Photoisomerisation réversible de I’azobenzéne trans en cis. Adapté de la référence®

L’azobenzéne possede deux zones d’excitation photochimique. La premiére, située autour de 320 nm,
correspond a la transition intense m-n* (So--->S1) (Figure 2.12.a) et la deuxieme située autour de 430 nm
correspond a la transition n-* (Se--->S2), moins intense car interdite de symétrie (Figure 2.12.a). L’excitation
du photochrome dans 1’UV provoque la photoisomérisation du trans en cis par un mécanisme de rotation autour
de la liaison N-N ou d’inversion dans le plan de la molécule selon le type de groupements chimiques présents
sur le cycle aromatique (Figure 2.12.b). Des études théoriques ont montré que les groupements électrodonneurs
augmentent la barriere d’isomérisation selon un mécanisme d’inversion tandis que les groupements
électroattracteurs la diminuent®. La conformation cis peut étre convertie en trans par irradiation dans le visible
(typiquement autour de 420 nm) ou par excitation thermique. Le taux de conversion et la longueur d’onde
d’excitation dépendent fortement du milieu environnant (solvant, substituants). Par exemple, les azobenzenes

fonctionnalisés par des groupements électrodonneurs et électroattracteurs en para ont un taux de conversion
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thermique de cis a trans plus élevé dans les solvants polaires tandis que les rendements de conversion
photochimique de cis a trans sont plus élevés dans les solvants apolaires®®. La conformation trans de
I’azobenzéne est beaucoup plus stable que celle en cis : la différence d’énergie entre la forme trans et cis est
de 15 kcal.mol™ (soit environ 0.6 eV)>*. Les azobenzénes et leurs dérivés ont été largement utilisés pour leur
stabilité, leur rapide photoisomerisation a une longueur d’onde spécifique, leur fonctionnalisation chimique
aisée mais surtout pour leur changement de conformation et polarité photocontrélée. Ainsi, ces molécules
photoswitchables sont des candidats de choix pour fabriquer des systémes supramoléculaires a base d’ADN ou

dérivés d’ADN photodynamiques. Ces systémes seront présentés dans la suite de chapitre.
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Figure 2.12-a) Orbitales moléculaires de 1’azobenzéne obtenues par calcul DFT*# b) Mécanismes possibles de
photoisomérisation de 1’azobenzéne trans en azobenzene cis par un mécanisme de rotation ou d’inversion autour de la

liaison N=N %

Les azobenzenes ont également €té étudiés pour leur propriété de fluorescence induite par agrégation. Ces
chromophores sont pour la plupart des composés non fluorescents. Néanmoins, lorsqu’ils s’agrégent par
interaction m, ces derniers peuvent émettre des photons par fluorescence induite par agrégation®. Ce
phénomene est intimement lié a la dynamique de conversion conformationnelle cis-trans a 1’état excité. La
photo-isomérisation des azobenzénes a 1’état excité est presque instantanée. Cette conversion
conformationnelle ralentit les processus de conversion radiatifs minimisant I’émission de lumiére par
fluorescence. Néanmoins, le taux de conversion de I’isomérisation cis-trans dépend des substituants du
benzene. Ainsi, ralentir la photo-isomérisation de 1’azobenzéne et les autres processus non radiatifs a 1’état
excité permet le processus radiatif de fluorescence du chromophore®’. L’agrégation induite par fluorescence
est également étroitement liée a la propriété d’agrégation des chromophores en solution. Lorsque ce dernier
s’agrége en solution, ses mouvements internes de vibration et rotation sont bloqués®®. La restriction de ses
mouvements intramoléculaires bloque sa conformation et réduit les phénomenes de conversion interne non

radiatifs promouvant ainsi la relaxation radiative par fluorescence.
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L >équipe de Kunitake publie en 1987 le premier assemblage fluorescent d’azobenzéne amphiphile *8. La
rigidit¢ des azobenzénes au sein d’assemblage supramoléculaire permet de synthétiser des matériaux
moléculaires possédant une grande fluorescence di a I’agrégation des azobenzeénes mais sacrifiant leur capacité
de photoisomérisation®®. Ainsi, I’un des principaux enjeux du domaine est d’arriver a réaliser des assemblages

supramoléculaires a base d’azobenzénes qui soient a la fois fluorescents et conservant leur photoswitchabilité.

4) Systemes a base d’ADN ou dérivés d’ADN photostimulables : émergence des intercalants d’ADN
photosensibles

Un certain nombre de travaux de recherche s’est intéressé a I’interaction entre des azobenzénes et de I’ADN

ou dérivés d’ADN afin de fabriquer des systémes supramoléculaires photostimulables.

a) ADN double brin apparié

a) Modes d’interaction de molécules avec I’ADN double brin

Certains travaux scientifiques s’intéressent a développer des systémes supramoléculaires photo-contrélés a
base d’ADN et de molécules photosensibles. De nombreuses molécules organiques ou inorganiques peuvent
interagir avec I’ADN double-brin selon deux modes d’interaction non covalente bien spécifiques : le groove-
binding et I’intercalation®. L’ADN double-brin posséde des espaces creux, appelés sillons, entre les brins
d’ADN en double hélice. 1l existe deux types de sillons : le grand et le petit sillon qui différent uniquement par
leur épaisseur (Figure 2.13.a)%%. Le grand sillon a une largeur de 0.2 nm tandis que celle du petit sillon est de
0.1 nm. Ainsi, certaines molécules, telle que la netropsine ou I’anthramycine, peuvent interagir via les sillons
de I’ADN (Figure 2.13.b)%2. Le deuxiéme mode, le plus répandu, est ’intercalation. Les intercalants d’ADN
sont des molécules planes, neutres ou cationiques, et aromatiques, telles que le bromure d’éthidium ou la
proflavine, capables d’interagir avec les bases d’ADN par =m-stacking et interactions électrostatiques.
L’intercalant se positionne a I’intérieur de la double-hélice entre deux bases d’ADN adjacentes et stabilise ainsi

cette derniére (Figure 2.13.b) 4.
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Figure 2.13-a) Représentation de I’ADN double brin et de ses espaces major et minor groove®. b) Représentation des
deux modes d’agents de liaison (DAPI et acridine) avec I’ADN double brin*.

Dans cette premiére partie, nous nous intéresserons aux intercalants d’ADN azobenzenes photosensibles
capables d’interagir avec I’ADN et controler 1’appariement des brins par leur propriété de photoisomérisation.
Ceci a permis de développer des systémes intelligents a base d’ADN double brin permettant de moduler leur
structure secondaire, leur assemblage ou encore leur fluorescence via D’intercalation de molécules

photosensibles.

B) Emergence des intercalants d’ADN photosensibles

Certains travaux se sont intéressés a I’interaction entre la double hélice d’ADN et des molécules photosensibles
capable de s’intercaler entre les bases d’ADN. Un intercalant d’ADN stabilise le double brin et augmente la
température a laquelle 1’appariement des bases se brise. Cette température est appelée température de fusion
ou température de « melting », notée Tm (Figure 2.14). Pour une température supérieure a Tm, les brins d’ADN
ne sont pas appariés tandis que pour une température inférieure a Tm, I’ADN est sous forme d’un double-brin

en hélice. Un intercalant d’ADN permet donc de moduler cette température en stabilisant le double brin.
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Figure 2.14- Courbe de fusion d’un double brin d’ADN avec et sans intercalant. Adapté de la référence®,

En 2015, notre équipe a synthétisé le premier intercalant générique (indépendant de la séquence de ’ADN) et
photosensible de I’ADN, 1’AzoDiGua, un azobenzene fonctionnalisé par des groupements guanidinium a
chaque extrémité de la molécule (Figure 2.15.a)%. Cette molécule photosensible est capable de s’intercaler
dans la double hélice d’ADN et de la stabiliser seulement sous sa forme trans par interactions m et
électrostatiques entre les groupements guanidinium de 1’azobenzéne et phosphates de I’ADN. La forme cis, de
par sa géométrie contrainte stériquement, n’est pas capable de s’intercaler aussi efficacement que son
homologue trans, entre les bases d’ADN et ne stabilise pas le double brin. Ainsi, notre équipe a pu controler

photochimiquement et réversiblement, a température ambiante, I’appariement des bases d’ADN au sein de la

double hélice (Figure 2.15.b). Une molécule similaire mais ne portant qu’un seul groupement guanidinium a
I’extrémité de la molécule, I’AzoGua, n’est, quant a lui, pas capable de stabiliser I’ADN double brin aussi
efficacement que son homologue AzoDiGua. De la méme maniére, en 2016, I’équipe de Matczyszyn
s’intéresse a D’effet de la photoisomérisation d’un intercalant d’ADN, 1’azobenzéne Azo-3N, sur la
conformation de I’ADN (Figure 2.15.b) %. Les auteurs ont montré que la conversion de la forme trans en cis
induisait un changement conformationnel de la structure secondaire de I’ADN qui passe d’une forme en hélice

de type B a une forme de type A da a la différence de planéité entre les formes trans et cis.
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Figure 2.15-a) Photocontrdle de I’appariement de brins d’ADN par I’ AzoDiGua®. b) Photorégulation de la structure
secondaire de la double hélice d’ADN par I’ Azo-3N%.

Au-dela du photocontrdle de 1’assemblage et de la structure secondaire de I’ADN, certains scientifiques se sont
également intéressés a la modulation de fluorescence de fluorophores par des intercalants d’ADN
photosensibles®. En 2018, I’équipe de Matczyszyn a synthétisé un azobenzéne, le bis-Azo-4F- capable de se
photoisomériser réversiblement dans le domaine du visible et de s’intercaler dans I’ADN (Figure 2.16.a). Cet
intercalant a permis de réversiblement contréler la fluorescence d’un autre intercalant d’ADN, le bromure
d’¢éthidium (EtBr), par effet compétitif (Figure 2.16.b). Le bis-Azo-4F trans a une affinité beaucoup plus grande
que I’EtBr et s’intercale préférentiellement dans 1’ADN. L’EtBr est alors fluorescent n’interagissant pas avec
I’ADN. Lorsque le bis-Azo-4F se photoisomérise sous sa forme cis, il se désintercale de I’ADN permettant a
I’EtBr de s’intercaler a son tour ayant pour effet un quenching de sa fluorescence (Figure 2.16.b). De la méme
maniére, les auteurs ont pu controler le transfert d’énergie par FRET entre un groupement accepteur A et
donneur D aux extrémités d’un brin d’ADN apparié par I’intercalation photocontr6lée du bis-Azo-4F (Figure
2.16.c). Sous sa forme trans, le bis-Azo-4F s’intercale dans I’ADN et permet le transfert d’énergie par FRET
entre A et D, ces derniers étant rapprochés dans 1’espace par I’appariement, contrairement a sa forme cis. Ainsi,
la photoisomérisation du trans en cis brise 1’appariement et provoque une baisse du transfert d’énergie par
FRET entre A et D, ces derniers étant davantage éloignés (Figure 2.16.c). Ainsi, les auteurs ont été capable de

47



moduler la fluorescence et le FRET, respectivement par I’intercalation compétitive et 1’appariement

photocontrdlé de I’ ADN.
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Figure 2.16-a) Photoisomérisation d’un azobenzéne fonctionnalisé, le bis-Azo-4F, dans le visible® b) Photocontrole
de la fluorescence du bromure d’éthidium (EtBr) par intercalation compétitive® ¢) Photocontréle du FRET au sein d’un

brin d’ ADN®,

Ces systémes photostimulables reposent sur I’interaction entre un double-brin d’ADN et un intercalant d’ADN
photosensible. Ainsi, certains auteurs se sont intéressés a développer des systemes photocontrdlés combinant
des molécules ou intercalants photosensibles avec des systémes non appariés sans double hélice tels que des

oligonucléotides, G-quadruplexes, nucléotides ou nucléobases.

b) ADN ou dérivé d’ADN simple brin non apparié

La structure secondaire des G-quadruplexes, reposant sur 1’appariement de Hoogsten, intéresse de nombreux
scientifiques pour leur ciblage thérapeutique et activité catalytique*!. Un certain nombre de travaux a exploré
la capacité de molécules photosensibles d’induire des changements conformationnels de G-quadruplexes et de
controler des propriétés biologiques. Par exemple, en 2010, 1’équipe de Zhou est la premiére a développer un
dérivé d’azobenzene capable de réguler photochimiquement et réversiblement la conformation de G-

quadruplexes®’. Dans ce travail, les auteurs ont montré que le photochrome était capable d’induire le repliement
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d’un oligonucléotide riche en guanines en I’absence de sel formant un complexe G-quadruplexe/photochrome
(Figure 2.17). Lorsque le dérivé d’azobenzene est irradié par de la lumiére UV, ce dernier se photoisomérise
et entraine le dépliement de la chaine nucléotidique brisant le G-quadruplexe. Les mémes auteurs ont également
essay¢ d’étudier ce systéme en présence de sels métalliques mimant les conditions physiologiques mais n’ont
pas observé de photodissociation induite par le dérivé d’azobenzéne mais Seulement un changement de
conformation interne du G-quadruplexe®®. Ceci s’explique possiblement par la stabilisation du G-quadruplex
formé en présence de sels métalliques ne permettant pas a ce dernier d’étre sensible au changement de
conformation du dérivé d’azobenzéne. Les mémes auteurs ont utilisé ce systéme pour réguler ’activité
enzymatique de la thrombine®®. Ce contrdle spatiotemporel avec la lumiére de I’activité de cette protéine repose
sur la reconnaissance sélective entre 1’azobenzéne et le télomere d’ADN formant le G-quadruplexe (Figure

2.17.b).
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Figure 2.17-a) Photcontrdle de la conformation de G-quadruplexes d’ADN par un dérivé d’azobenzene™. b)

Photorégulation de I’activité biologique de la thrombine™.

Si certains auteurs se sont intéressés au photocontréle conformationnel de structures de G-quadruplexes,
d’autres scientifiques se sont interrogés sur la capacité de molécules photosensibles d’induire de la compaction
d’un monobrin d’ADN". La compaction est un processus au cours duquel I’ADN passe d’une conformation
allongée a une conformation compacte. L’expression des genes est directement impactée par 1’état de
compaction de I’ADN. Ainsi, lorsque I’ADN est sous forme allongée et non compacte, les etapes de
transcription et traduction d’expression de synthése d’une protéine sont possibles tandis que lorsque I’ADN est
compact, celles-ci ne peuvent se réaliser (Figure 2.18.a). Ainsi, certains auteurs ont tenté de synthétiser des
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molécules cationiques et photosensibles capables d’induire une compaction photoreversible de
I’ADN"273747576 'Notre équipe a ainsi développé des tensioactifs cationiques et photosensibles capables de
photocontrdler la compaction d’ADN’2. Dans ce travail, les auteurs ont synthétisé un dérivé d’azobenzéne,
1’AzoTAB, capable de compacter un brin d’ADN T4 par interactions électrostatique et hydrophobe (Figure
2.18.b). L’ADN est compactée par ’AzoTAB trans et décompactée par I’AzoTAB cis ce qui a permis aux
auteurs de photocontrdler 1’état de compaction de I’ADN. Cette compaction photocontrdlée a permis de

controler réversiblement 1’expression génétique par la lumiére .
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Figure 2.18-a) Schéma du principe de photorégulation de la compaction d’ADN et ses fonctions biologiques de
transcription et traduction’ b) Compaction photocontrolée d’un brin d’ADN T4 par ’AzoTAB ™

Au-dela des structures utilisant de I’ADN double-brin ou des oligonucléotides combinées a des intercalants
d’ADN ou molécules photosensibles selon une approche non covalente, trés peu de travaux se sont intéressés
a Iinteraction non covalente entre des intercalants d’ADN photosensibles et des petites briques d’ADN ou
dérivés d’ADN telles que des nucléotides ou nucléobases. Récemment, en 2019, notre équipe a développé une
nouvelle stratégie permettant d’induire des co-assemblages supramoléculaires entre un intercalant d’ADN
photosensible et une nucléobase et ce, en I’absence de double-hélice’®. Pour ce faire, les auteurs ont fait
interagir I’intercalant d’ADN photosensible AzoDiGua avec une nucléobase, la Guanosine MonoPhosphate
(GMP) dans I’eau et a pH acide (Figure 2.19.a). En chauffant le mélange puis en le refroidissant
progressivement, les deux molécules cristallisent au sein d’un co-assemblage supramoléculaire sous la forme
de fils micrométriques (Figure 2.19.c). La diffraction des rayons X de ce co-assemblage a permis de mettre en
¢vidence que I’AzoDiGua et la GMP forme un motif d’intercalation en 1’absence de double hélice au sein

duquel I’AzoDiGua s’intercale entre 4 nucléobases de GMP (Figure 2.19.b).
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De plus, ces fils sont fluorescents étant donné que 1’ AzoDiGua voit sa conformation bloquée au sein du cristal
et peut donc émettre de la lumiére par fluorescence induite par agrégation (Figure 2.19.d). Les auteurs ont
également réussi a conserver la photoisomérisation de 1’AzoDiGua au sein du cristal et a controler
réversiblement 1’assemblage et le désassemblage de la GMP et de I’AzoDiGua par I’irradiation UV et bleu
permettant de respectivement convertir le dérivé d’azobenzéne trans en cis et réciproquement (Figure 2.19.e).
Ce travail propose une nouvelle approche d’assemblages supramoléculaires consistant a combiner un dérivé
d’ADN, ici une nucléobase, avec un intercalant, ici un azobenzéne photosensible, en I’absence de double hélice.
Ce concept peut probablement s’étendre a d’autres briques d’ADN, tels que des nucléotides par exemple, pour
synthétiser des structures supramoléculaires fonctionnelles et stimulables.
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Figure 2.19-a) Structure moléculaire de la Guanosine MonoPhosphate (GMP) et I’ AzoDiGua et stratégie de co-
assemblage supramoléculaire entre I’AzoDiGua et la GMP. b) Structure cristallographique du coassemblage
GMP/AzoDiGua c) Fils moléculaires micrométriques de GMP/AzoDiGua observés au microscope optique. d) Spectre
d’émission de fluorescence du co-assemblage GMP/AzoDiGua (Excitation : 400 nm). e) Photocontrdle du co-

assemblage GMP/AzoDiGua. Figures extraites de la référence’.
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5) Objectif du travail de thése

Dans ce travail de these, nous proposons deux approches distinctes afin de développer des systemes stimulables

et dynamiques a base d’intercalants d’ADN photosensibles et d’ADN ou dérivés d’ADN.

La premiére stratégie consiste a étendre le concept découvert par notre équipe consistant en un coassemblage
entre un intercalant d’ADN photosensible et une brique ou dérivé d’ADN. L’intercalant d’ADN photosensible
que nous avons étudié est I’AzoDiGua, synthétisé par notre équipe et qui a montré des propriétés d’assemblage
supramoléculaire fluorescent avec la nucléobase GMP (2.19.a) ainsi que des propriétés d’intercalation au sein
du double brin d’ADN (Figure 2.15.a). La nouvelle brique de co-assemblage que nous avons étudie dans cette
these est un nucléotide d’une grande importance biologique : 1’Adénosine 3’-triphosphate (ATP), molécule
énergétique permettant de réguler certaines réactions du métabolisme. Ainsi, dans la premiere partie de ce
manuscrit, nous nous sommes intéresses a 1’étude de I’interaction entre I’ATP et I’AzoDiGua ainsi que la
possibilité de ces deux molécules de former des assemblages supramoléculaires fonctionnels, dynamiques et

stimulables.

La seconde stratégie a consisté a contréler I’intercalation de 1’AzoDiGua photosensible de maniére dynamique
afin de réguler les propriétés d’hybridation/fusion de I’ADN. Pour ce faire, nous nous sommes intéressés a
I’ajout d’une interaction supplémentaire qui est la complexation hote-invité. L’intercalant d’ADN AzoDiGua
est une molécule amphiphile permettant, de par sa géométrie et son squelette organique, de se complexer a des
cavités specifiques. Ainsi dans la deuxieme partie de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a la
formation et caractérisation d’un pseudo-rotaxane formé entre une a-cyclodextrine, molécule cyclique
possédant une cavité hydrophobe, et I’AzoDiGua, intercalant d’ ADN photosensible. Nous avons ensuite utilisé
ce pseudo-rotaxane pour controler a 1’échelle moléculaire les propriétés d’intercalation de 1’AzoDiGua, ses

propriétés d’autoassemblage supramoléculaire et de fluorescence induite par agrégation.
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Conclusion de la partie A

Dans cette premiére partie, nous avons expose les lignes directrices du travail de thése. Aprés ’avénement des
concepts fondamentaux de la chimie supramoléculaire, les scientifiques se sont intéressés a la conception d’une
diversité de systéemes stimulables et dynamiques allant de complexes hote-invité a des autoassemblage
supramoléculaires tirant profit de la réversibilité et faiblesse des interactions non covalentes. Fabriquer des
assemblages a base de molécules biologiques reléve d’un intérét particulier pour controler de maniére
dynamique certaines de leurs fonctions face a un stimulus extérieur. Parmi elles, I’ADN, acide nucléique, a été
largement exploré dans la littérature pour développer des systemes supramoléculaires dynamiques basés sur
I’appariement des bases Watson-Crick, sur I’appariement de Hoogsten d’oligonucléotides riches en guanines

ou encore sur un effet template de I’ADN en interaction avec d’autres molécules organiques.

Récemment, les intercalants d’ADN photosensibles ont suscité de 1’intérét pour le développer de systémes a
base d’ADN photo stimulables. Ainsi, faire interagir de I’ADN double brin ou des dérivés d’ADN (nucléotides,
nucléobases,..) avec des intercalants d’ADN photosensibles semble étre une stratégie prometteuse pour

développer des assemblages supramoléculaires fonctionnels et stimulables trés peu explorée dans la littérature.

Ce travail de thése s’articule ainsi autour de deux grands défis. Le premier objectif vise, dans un premier temps,
a étendre le concept introduit par notre équipe qui consiste en 1’interaction entre un intercalant d’ADN et un
dérivé d’ADN au-dela de la double hélice afin de développer des assemblages supramoléculaires fonctionnels,
dynamiques et stimulables. Ainsi, nous nous intéresserons tout d’abord, et pour la premiére fois, a I’interaction
entre un intercalant d’ADN photosensible, I’AzoDiGua et une molécule biologique d’intérét majeur, I’ATP, et
les propriétés dynamiques émergentes de cet assemblage d’un nouveau genre. Nous nous intéresserons ensuite
a développer une nouvelle méthode permettant de contrdler I’interaction entre un intercalant d’ADN
photosensible et un double-brin d’ADN afin de développer des assemblages d’ADN dynamiques. Nous
proposerons en particulier un nouveau concept visant a tirer profit pour la premiere fois des interactions hote-
invité de I’intercalant d’ADN photosensible AzoDiGua avec des molécules hoétes (cyclodextrines), afin de

contréler de maniere originale et dynamique les propriétés d’hybridation et de fusion de I’ADN.
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PARTIE B

Systéme ATP/Intercalant d’ADN photosensible
AzoDiGua : un nouvel assemblage supramoléculaire
multi-stimulable

Dans cette partie, nous allons nous intéresser a 1’exploration du co-assemblage supramoléculaire obtenu a partir
d’un intercalant d’ADN photosensible, 1’AzoDiGua et un nucléotide spécifique: I’ATP (adénosine
triphosphate), molécule énergétique d’importance biologique. Nous montrons que I’AzoDiGua et I’ATP sont
capables de s’auto-assembler en solution spontanément dans 1’eau, a température ambiante et a pH
physiologique sous la forme d’agrégats supramoléculaires en solution. Ces assemblages sont fluorescents et
leur association ainsi que leur dissociation en solution ont pu étre controlées par différents stimuli tels que la
lumiére, la chélation, I’activité enzymatique, le pH ou I’inclusion hote-invité. Ce systéme moléculaire
constitue, a notre connaissance, le premier systeme auto-assemblé a base d’ATP non modifié et
photoréversible. Il démontre également 1’intérét d’utiliser un intercalant d’ADN photosensible comme
partenaire de brique d’intérét biologique pour fabriquer des édifices auto-assemblés, hautement dynamiques et

capables de répondre a de nombreux stimuli.
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CHAPITRE B.1- Systemes supramoléeculaires
dynamiques a base d’ATP

Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser a la diversité des assemblages supramoléculaires a base d’ATP
étudiés dans divers travaux de recherche. L’ Adénosine 3’-triphosphate (ATP) est un nucléotide energétique
nécessaire au bon fonctionnement de nombreuses réactions métaboliques. Ainsi, de nombreux auteurs ont
utilisé cette molécule biologiquement active comme brique de construction d’assemblages moléculaires
fonctionnels et dynamiques. Aprés avoir présenté les divers assemblages fonctionnels a base d’ATP, nous

présenterons les objectifs du travail de thése.
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1) La molécule d’ATP

a) L’ATP : une molécule aux interactions multiples

L’Adénosine 3’-triphosphate (ATP) est une molécule biologique composée d’un ribose lié a un groupement
triphosphate en position 4’ et une base adénine en position 1°. La molécule d’ATP, de par sa structure chimique,
est une molécule multifonctionnelle permettant d’établir de multiples interactions intermoléculaires favorisant
la reconnaissance moléculaire et 1’auto-assemblage supramoléculaire avec d’autres molécules judicieusement
choisies (Figure 3.1 a.). Le groupement triphosphate est hydrophile et possede 4 groupements ionisables.
L’ATP possede ainsi 4 pKa (0.9, 1.5, 2.3 et 7.2) et I’état de charge de ’ATP dépend fortement du pH et de la
capacité des groupements hydroxyle liés au phosphore a se ioniser lorsque le pH du milieu augmente. Ainsi, a
pH physiologique, I’ATP est sous forme ATP* ou tous les hydroxyles des phosphates sont déprotonés. En
diminuant le pH, ’ATP réduit son état d’ionisation (Figure 3.1.b). Ces groupements chargés négativement
permettent ainsi d’établir des interactions électrostatiques multiples avec des molécules organiques
cationiques. De méme, ces interactions électrostatiques favorisent la chélation de métaux (magnésium,
calcium, fer,...) via le ligand ATP multidente. La base adénine, quant a elle, est un hétérocycle aromatique
pyrimidine capable d’établir des liaisons hydrogene via les azotes du cycle a 5, chacun porteur d’un doublet
non liant, et I’amine pendante du cycle 6. De méme, par I’aromaticité de 1’hétérocycle, la base adénine est
capable de se lier a d’autres molécules porteuses de cycles aromatiques par interactions m. Cette partie
aromatique de la molécule constitue un site multiple d’interactions = et par liaison hydrogéne mais également
d’interactions hydrophobes car faiblement polaire. Le groupement triphosphate et la base adénine sont tous les
deux reliés par un D-ribose de polarité modérée et porteurs de deux carbones asymétriques en position 2’ et 3’

ouvrant la possibilité de former des assemblages chiraux (Figure 3.1)°.

D’un point de vue biologique, I’ATP est une molécule énergétique permettant la régulation de nombreuses
réactions métaboliques et dont 1’énergie est stockée dans les liaisons phosphates. Afin de libérer cette énergie
chimique, I’ATP s’hydrolyse en ADP (adénosine diphosphate) et en un groupement phosphate. Cette réaction
a une enthalpie libre standard AG®=-30,5 kJ/mol (-7,3 kcal/mol) et a lieu en continu dans les cellules. Ces

derniéres sont capables de regénérer I’ATP a partir d’ADP par phosphorylation®.
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Figure 3.1- a) Structure moléculaire de I’ Adénosine Triphosphate (ATP)” b) Charge électrique totale de I’ATP en
fonction du pH ™

b) Stratégie de développement de systémes supramoléculaires intelligents a base d’ATP

Les caractéristiques moléculaires de I’ATP constituent les principes de base du design d’auto-assemblages
supramoléculaires exploitant I’ATP comme composant. Ainsi différentes stratégies ont été développées par
divers travaux de recherche pour tirer profit des interactions moléculaires apportées par I’ATP. Différentes
structures ont été développées allant de complexes supramoléculaires accepteur-récepteur a des co-
assemblages supramoléculaires complexes. Ainsi, quatre stratégies ont été développées par la communauté
scientifique afin de développer des systémes supramoléculaires intelligents (Figure 3.2). Le premier axe
consiste a détecter I’ATP, essentiellement par fluorescence, par formation de complexes supramoléculaires de
type host-guest. La deuxiéme stratégie utilise I’ATP comme brique de construction de co-assemblages
supramoléculaires avec une ou plusieurs molécules organiques. La troisieme stratégie consiste a utiliser ’ATP
comme une perturbation forgant un assemblage déja formé a se reconfigurer vers un nouvel état d’équilibre
plus stable. La dernicre stratégie exploite I’ATP comme une brique de construction dynamique répondant a un

stimulus extérieure permettant au systéme de se reconfigurer voire de se désassembler (Figure 3.2).
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Figure 3.2- Variété d’approches de synthése de systémes supramoléculaires intelligents a base d’ATP (en orange est
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représentée la molécule organique s’assemblant avec I’ATP) &

2) Détection d’ATP par fluorescence et formation de complexes supramoléculaires

L’ATP participe a de nombreuses activités physiologiques et sa concentration est corrélée a certaines

conditions pathologiques. Ainsi, sa détection sélective dans les milieux cellulaires et tissulaires est importante.
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Pour ce faire, les scientifiques ont développé des sondes organiques capables de s’associer a I’ATP par
reconnaissance moléculaire par synergie des interactions =, électrostatiques ou hydrogéne dans les gammes de
concentration d’ATP en milieu biologique (variant de 1 a 20 mM). Parmi la diversité des modes de détection
de I’ATP, la fluorescence s’avére étre une méthodologie efficace dii a sa sélectivité, sensibilité et son suivi
temporel. Ainsi, une variété de sondes fluorescentes porteuses de charges positives et motifs aromatiques a eté
synthétisée et s’est avérée capable d’interagir sélectivement avec I’ATP par formation d’un complexe

supramoléculaire®?.

Les sondes organiques possédant plusieurs motifs pyréne ont été largement explorées d0 a leur capacité de
former des exciméres®®#*, Les exciméres sont des diméres de molécules qui n’existent qu’a 1’état excité et dont
la fluorescence est modifiée par rapport au monomere di a la réorganisation orbitalaire a 1’état excité. La
formation d’un excimere de pyréne est expliqué en Figure 3.3. Tout d’abord, une molécule de pyréne Py
initialement a 1’état fondamental est promue vers un état excité S1. Ce dernier se relaxe vers un état excité Py*
plus stable par conversion interne. Lorsque cette molécule de pyréne a 1’état excité rencontre une seconde
molécule de pyréne dans son état électronique fondamentale, ces deux molécules s’associent sous la forme
d’un complexe dimérique (Py-Py)* appelé excimere d’énergie a 1’état excité plus basse que le monomere. Ainsi
le pyrene monomérique a une émission de fluorescence variant de 370 a 400 nm tandis que le pyrene dimérique

sous la forme d’excimére a une émission de fluorescence centrée vers 485 nm®*.
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Figure 3.3- a) Structure moléculaire du pyréne®* b) Mécanisme de formation d’exciméres de pyréne a I’état excité 8

Ainsi, certains travaux ont exploité cette molécule afin de synthétiser des sondes fluorescentes sélectives
d’ATP a base de pyréne®>®. En 2009, le groupe de Yoon synthétise une sonde soluble en phase aqueuse sous
la forme d’une pince construite en deux parties®®. Une premiére est composée de deux unités imidazolium
chargées positivement. Chaque molécule d’imidazole est reliée a une unité pyrene (Figure 3.3.a). L’originalité
de ce systeme réside dans sa sélectivité entre 1’adénosine mono, di et triphosphate mais surtout entre les
différents nucléosides triphosphatés (UTP, GTP, CTP, TTP et ATP) a pH physiologique. Lorsque la sonde
interagit avec I’ATP, la bande d’émission de fluorescence de 1I’excimere a 485 nm voit son intensité diminuer
tandis que la bande d’émission de fluorescence du monomere entre 370 et 400 nm voit son intensité augmenter.
Cet effet hyperchrome de la bande relative au monomere n’est pas observé pour les autres dérivés de

nucléosides triphosphatés ainsi que les dérivés d’adénosine mono, di et triphosphates. Cette observation
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s’explique par I’interaction particuliére de I’ATP avec la sonde organique. Tout d’abord, le noyau aromatique
de I’adénine s’intercale entre les deux bases de pyreéne par interactions © empéchant la formation d’un excimere
a I’état excité expliquant le quenching de fluorescence de I’excimere et 1’augmentation de I’intensité de
fluorescence du monomere de pyrene lorsque la sonde interagit avec I’ATP. A I’inverse, les auteurs postulent
que la guanine, la cytosine, la thymine et I’uracile interagissent avec les imidazoles par 1’extérieur de la pince
via des interactions par liaisons hydrogene expliquant la faible intensité de fluorescence du monomere de
pyréne (Figure 3.3.b). Utilisant cette sélectivité entre les nucléosides triphosphates, les auteurs ont été capables
de discriminer les dérivés d’adénosine mono (AMP), di (ADP) et triphosphates (ATP). En effet, le squelette
phosphate interagit par interactions électrostatiques avec les imidazoles de la pince. Ainsi, la force de
I’interaction électrostatique, et par conséquent la force de la complexation, diminue du dérivé triphosphate au
dérivé monophosphate. Ainsi, le rapport d’intensités de fluorescence de I’excimere (478 nm) et du monomere

(375 nm) est plus élevé pour I’ATP que pour I’ADP et I’AMP (Figure 3.4 ¢ et d).
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Figure 3.4-a) Pince moléculaire A*Br* fluorescente pour la reconnaissance sélective d’ATP b) Mode d’association
entre la pince et une molécule d’ATP par interactions 7 et électrostatiques et une molécule de GTP par liaisons
hydrogéne c) Spectre d’émission de fluorescence de la pince A*Br* ([[A*'Br*]=10 uM, Excitation : 345 nm) en
présence d’ATP de concentration croissante d) Rapport d’intensité de fluorescence entre le monomere pyréne (375 nm)
et I’excimere de pyréne (478 nm) en présence de concentrations croissantes d’ Adénosine monophosphate (AMP),

diphosphate (ADP) et triphosphate (ATP) . Figures adaptées de la référence 8

Certains auteurs se sont intéressés a la capacité de former des complexes supramoléculaires par des systémes
multi-interactions. Tout d’abord, certains travaux ont tenté de développer des systémes se basant a la fois sur

des liaisons covalentes et des interactions intermoléculaires avec le récepteur. En 2016, le groupe de Chang a
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développé une sonde composée d’un cceur de Rhodamine B fonctionnalisé avec un acide phénylboronique &
En tirant profit de la capacité que les acides phénylboroniques ont de réagir réversiblement avec les diols du
ribose par une interaction covalente et que 1’adénosine et les phosphates interagissent avec la partie Rhodamine
B par des interactions électrostatiques et m, les auteurs ont développé une approche multi-sites permettant de
contrdler la fluorescence de la sonde. En effet, la coopérativité entre 1’interaction covalente et intermoléculaire
permet I’ouverture du cycle ce qui augmente la fluorescence de la sonde (Figure 3.5). Cette sonde a été utilisee
pour détecter sélectivement et rapidement I’ ATP en milieu cellulaire dans les mitochondries et s’est avérée étre

biocompatible et capable de pénétrer les membranes®’.
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Figure 3.5-a) Structure moléculaire de la sonde d’ATP b) Mécanisme de la réponse photochimique de la sonde en
présence d’ATP c) Spectre d’émission de fluorescence (Excitation : 510 nm) de la sonde ATP-Red 1 (10 pM) en
présence de concentrations croissantes d’ATP (0-10 mM) d) Evolution de I’intensité de fluorescence (Excitation : 510
nm, Emission : 590 nm) de la sonde ATP-Red 1 (10 uM) en présence d’AMP, ADP et ATP . Figures adaptées de la

référence &

Puis, d’autres travaux ont tenté d’utiliser des interactions multiples entre I’ATP et des molécules organiques
souvent sous la forme d’agrégats moléculaires dont les propriétés de fluorescence sont modulées en présence
d’ATP. En effet, certaines molécules, de par leur squelette organique, ont la propriété de s’agréger en solution
par synergie d’interactions hydrophobes, © et hydrogene. Ainsi, une diversité de complexes supramoléculaires
de type agrégats ont été développé afin de détecter I’ATP en milieu cellulaire par modulation de la fluorescence.
En 2014, Yang développe un chromophore de triaryle de bore capable de s’assembler avec I’ATP sous forme
d’agrégats moléculaires 8°. L’agrégation du chromophore cause le plus souvent son quenching de fluorescence
par des transferts d’énergie interchromophores (aggreation-caused quenching ACQ) (Figure 3.6.a).

Néanmoins, en présence d’ATP, la molécule se réarrange en interagissant avec I’adénosine par interaction 7 et
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liaisons hydrogene et avec les phosphates par interactions électrostatiques. Ainsi, sous I’action de ’effet
hydrophobe, I’ATP et le chromophore s’agrégent et I’intensité de fluorescence de ce dernier augmente par
ajout croissant d’ATP (Figure 3.6.b). De maniére assez similaire a la pince moléculaire de pyrene présentée ci-
avant, la reconnaissance de I’ ATP par le chromophore est sélective de I’ ATP vis-a-vis de I’ADP et I’AMP. En
effet, les dérivés diphosphate et monophosphate provoquent une augmentation de fluorescence beaucoup moins
importante que le dérivé triphosphate et ainsi n’arrivent pas a éviter le quenching du chromophore par
agrégation et s’assembler avec ce dernier (Figure 3.6.c). Cette sonde a été utilisée pour différencier la
concentration d’ATP présente dans la membrane et le cytosol. De méme, Cao et Kim développe une sonde
amphiphile d’imidazole capable de s’auto-assembler en micelles en solution provoquant une faible intensité de
fluorescence du fluorophore dii a des transferts d’énergie au sein des groupements dansyl (Figure 3.6.d) &. Par
ajout croissant d’ATP, la fluorescence du composé amphiphile augmente progressivement di a I’organisation

supramoléculaire de I’ATP avec le fluorophore par interaction 7, électrostatique et hydrogéne empéchant le

guenching du composeé par agrégation (Figure 3.6.d).
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Figure 3.6-a) Structure moléculaire du chromophore triaryl de bore interagissant avec I’ATP # b) Spectre d’émission
de fluorescence du chromophore triaryl de bore (10 uM, Excitation : 440 nm) en présence de quantité croissante
d’ATP % ¢) Intensité de fluorescence du chromophore de triaryl de bore (10 uM, Excitation : 440 nm, Emission : 510
nm) en présence de quantité croissante d’ATP, ADP et AMP % d) Assemblage d’un fluorophore a base de dansyl avec
I’ ATP® ¢) Spectre d’émission de fluorescence du fluorophore a base de dansyl en présence de quantité croissante

d’ATP®,
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Les polymeres ont été également trés utilisés pour la formation de complexes supramoléculaires avec la
molécule d’ATP. Ainsi, des sondes a base de dérivés de polythiophénes conjugués ont été synthétisés et testés
pour la reconnaissance moléculaire sélective et spécifique d’ATP8:8%9091 | es travaux de recherche utilisant
les polythiophénes exploitent le fait que ces polymeéres controlent leurs propriétés d’émission par leur
conformation et les interactions entre les chaines. Ainsi, par exemple, en 2005, le groupe de Shinkai a synthétisé
une sonde hydrosoluble polymérique dérivée de polythiophénes (Figure 3.7.a ) capable de reconnaitre
sélectivement I’ATP par fluorescence. Lorsque le polymeére n’interagit pas avec I’ATP, une intensité de
fluorescence est mesurable di aux polythiophénes. Cependant, lorsque ce polymeére est mis en contact de la
molécule d’ATP, un complexe supramoléculaire se forme causant un quenching de fluorescence par agrégation
du polymeére en présence d’ATP via des interactions =, électrostatiques et hydrophobes (Figure 3.7 ¢ et d). Ce
quenching de fluorescence est beaucoup moins important pour I’ADP et pour I’AMP ce qui permet de détecter
I’ ATP sélectivement (Figure 3.7.b) 8. Cette stratégie basée sur le quenching par agrégation en présence d’ ATP
a été étendue a d’autres types de polythiophenes. Ainsi, plus récemment en 2015, I’équipe de Lu publie un
travail assez similaire et développe une sonde d’ATP a base de polythiophénes fonctionnalisés avec de
’anthracéne®. L’ajout d’ATP provoque un quenching de fluorescence du polythiophéne qui s’agrége en
présence d’ATP par synergie des interactions électrostatiques, m et hydrophobes formant un complexe
supramoléculaire. Une sélectivité est obtenue entre I’ATP, I’ADP et I’AMP étant donné que le quenching est

davantage plus efficace pour I’ATP en quantité équimolaire avec le polymeére que pour I’ADP et ’AMP.
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Figure 3.7-a) Structure moléculaire du polymére porteur d’un motif polythiophéne b) Pourcentage de quenching de
fluorescence du polymere (5 uM, Emission : 529 nm, Excitation : 435 nm) en présence de concentrations croissantes
en ATP (carré), ADP (rong) et AMP (triangle) ¢) Spectre d’émission de fluorescence du polymére (100 uM,

Excitation : 435 nm) en présence de différentes concentrations d’ATP. Figures adaptées de la référence ®
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3) Auto-assemblages supramoléculaires a base d’ATP

a) Stratégies d’autoassemblage supramoléculaire templaté par PATP

L’ approche moléculaire a permis la synthése de divers complexes supramoléculaires capables de s’assembler
sélectivement avec I’ATP et de moduler leurs propriétés de fluorescence par la complexation. Certains auteurs
se sont intéresses a utiliser la molécule d’ATP comme un template pour fabriquer des auto-assemblages
supramoléculaires complexes fonctionnels de dimension beaucoup plus étendue. Ainsi, divers travaux de
recherche ont tenté de développer des matériaux moléculaires synthétiseés a parti du co-assemblage

supramoléculaire entre I’ATP et une molécule partenaire judicieusement choisie.

En 2014, I’équipe de Subi J.Georges publie une structure hélicoidale de polymeéres supramoléculaires auto-
assemblée par reconnaissance moléculaire entre I’ATP et le naphtalene diimide portant deux groupements
dicopylamine de zinc(l1) (ZnNDPA) aux extrémités du chromophore (Figure 3.8.a) %2. En mettant le ZnNDPA
en contact avec I’ATP, le chromophore s’auto-assemble par synergie des interactions 7 entre les noyaux
aromatiques de naphtaléne fonctionnalisés, de I’attraction électrostatique entre les centres métalliques Zn?"* et
I’ATP anionique ainsi que de I’effet hydrophobe des motifs aromatiques. Les auteurs ont montré que
I’empilement du chromophore achiral templaté par I’ATP homochirale présentait un effet Cotton sur son signal
de dichroisme circulaire typique d’une chiralit¢ en hélice de type P. A [Dinverse, 1’organisation
supramoléculaire du chromophore en présence d’ADP ou AMP conduit a une chiralité hélicoidale de type M
(Figure 3.8.b et c) mettant en évidence le réle des interactions électrostatiques dans 1’organisation spatiale de
I’empilement en hélice du chromophore. En 2019, I’équipe de Schanze décrit 1’autoassemblage
supramoléculaire entre une porphyrine cationique (Figure 3.8.d) et de I’ATP dans I’eau en fibres hélicoidales
chirales de taille nanométrique *%. Le processus d’autoassemblage est gouverné d’une part par les interactions
électrostatiques entre les chaines ammoniums cationiques et les phosphates de I’ ATP anioniques et d’autre part
par les liaisons hydrogénes entre les groupements N-H de la fonction amide de la porphyrine et les hydrogenes
de I’adénosine de I’ATP. Les études photophysiques en fluorescence et absorbance ont montré que 1’interaction
entre la molécule d’ATP et la porphyrine conduisait a un effet hypochrome de la bande de Soret de la
porphyrine en absorbance et a un quenching de fluorescence de cette derniére. Ces résultats montrent que les
porphyrines s’agrégent au sein des fibres hélicoidales et mettent en lumicre I’importance des interactions &
dans le processus d’autoassemblage. Le spectre de dichroisme circulaire de la porphyrine cationique en
présence d’ATP a montré un signal typique d’une chiralité hélicoidale M (gauche) confirmant le co-assemblage
en hélice de I’ATP avec la porphyrine. Ce processus d’auto-assemblage a été étendu a d’autres nucléotides
triphopshates tels que I’'UTP, la CTP et la GTP montrant également un signal de chiralité en hélice mais

beaucoup moins intense que celui de I’ATP (Figure 3.8.1).
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Figure 3.8-a) Structure moléculaire de ZnNDPA s’assemblant avec I’ATP, ’ADP ou I’AMP en hélice
supramoléculaire de chiralité définie (M ou P)% b) Spectre de dichroisme circulaire de ZnNDPA en présence d’ATP,
ADP et AMP®2 ¢) Représentation de 1’empilement a une dimension du chromophore ZnNDPA en présence d’ATP en

hélice (P)% d) Structure moléculaire de la porphyrine cationique 1 s’assemblant avec I’ATP® e) Observation au
microscope électronique a transmission des hélices chirales d’ ATP/Porphyrine % f) Spectre de dichroisme circulaire de

1 en présence de différents nucléotides triphosphates (ATP, GTP, UTP et CTP)%

En plus des assemblages supramoléculaires organiques, les scientifiques se sont intéressés au développement
d’aptaméres d’ADN ou d’ARN capables de se lier a I’ATP. Les aptameéres sont des petits oligonucléotides
d’ARN ou ADN monobrins capables de se lier spécifiquement a une cible (molécule organique, peptide,
protéine)®*. L’aptamére d’ADN a 27 nucléotides pour I’ATP est celui qui a été le plus étudié depuis sa
publication en 1995 par Huizenga et Szostak %. L’aptameére contient deux régions riches en bases guanine et
deux résidus adénosines. Les régions riches en bases guanine s’empilent I’une avec ’autre en G-quartet et les
résidus adénosines invariants se positionnent par interactions 7 entre la face supérieure du G-quartet et les deux
petites séquences de bases appariées (Figure 3.9.a). Ellington étudie en 2000 cette structure et propose deux
sites de fixation de I’ ATP au sein de 1’aptamére de constante de dissociation K¢=10° M (Figure 3.9.a) *® . Ainsi,
les aptaméres peuvent s’auto-assembler avec ’ATP en changeant leur structure secondaire permettant de
fabriquer des materiaux intelligents. Deux stratégies ont été développées afin d’assembler des aptameres avec
de ’ATP. La premiere (Internal aptamer) consiste a faire interagir un monobrin d’aptamére avec une ou
plusieurs molécules d’ATP se fixant sur le site de liaison de I’aptamére. Cette interaction conduit a un
repliement de la chaine nucléotidique de 1’aptameére. En 2012, 1’équipe de Mao étudie le repliement et le
dépliement d’un aptamere d’ADN en présence d’ATP et montre que la stabilité mécanique des aptameres liés

a PATP était beaucoup plus grande que celle des aptaméres sans le ligand (Figure 3.9.d) ¥’. La deuxiéme
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stratégie (Split aptamer) consiste a assembler deux aptameres d’ADN s’hybridant par ajout d’ATP. Cet
assemblage repose sur le fait que la constante d’association entre un brin d’aptameére et I’ATP est beaucoup
plus faible que celle de deux brins associés d’aptameres et I’ATP. Ainsi, en 2017, I’équipe de
Jayawickramarajah étudie I’assemblage de deux brins d’aptaméres d’ADN s’hybridant en présence d’ATP
(Figure 3.9.c). Un brin d’ADN est fonctionnalisé a son extrémité 5’ par un complexe hote-invité de
cucurbit[7]uril complexant un inhibiteur de protéine. L’autre brin est fonctionnalisé par une molécule
d’adamantane ayant une constante d’association avec le calixaréne plus grande que celle de I’inhibiteur de
protéine. Ainsi, par ajout d’ATP, les deux aptaméres s hybrident et provoque la complexation de I’adamantane
avec le cucurbit[ 7]uril libérant ainsi I’inhibiteur de protéine. Cette étude constitue un exemple de complexation
compétitive et fonctionne davantage par augmentation progressive de la concentration en brin d’aptamére

d’ADN fonctionnalisé avec I’adamantane %.
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Figure 3.9 — a) Structure modéle de I’aptamére d’ADN sélectif de I’ ATP et représentation schématique de I’interaction
ATP-Aptamére d’ADN. P1 et P2 représentent les brins d’ADN appariés. L1 et L2 représentent les bases non
appariées. Les rectangles gris représentent les deux faces du G-quartet. Les résidus adénosine sont représentés par des
fleches « Invariant A’s »"*% b) Stratégies moléculaires d’assemblages d’aptaméres d’ATP ™ ¢) Split d’aptaméres
d’ADN induit par I’ATP pour le relargage d’un inhibiteur de protéine *® d) Repliement mécanique d’aptaméres

d’ATPY

Les polymeéres ont également été explorées pour former des co-assemblages avec I’ ATP8-991% | es polyméres

amphiphiles multichargés ont une grande probabilit¢ de reconnaissance par I’ATP étant donné la densité
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¢lectronique négativement chargée des phosphates et 1’aspect amphiphile de la molécule d’ATP. Ainsi, en
2010, I’équipe de Zhang publie I’autoassemblage supramoléculaire d’une molécule d’ ATP avec un copolymere
a bloc constitué¢ d’un bloc de polyéthyléne glycol (PEG) et d’un bloc de chlorure de poly-L-Lysine'®. Ce
copolymeére est entierement hydrophile au départ. Lorsque la partie PLKC est complexée avec I’ATP, celle-ci
devient hydrophobe. PEG reste hydrophile. Ainsi ce copolymére devient amphiphile d’ou une auto-
organisation en micelle dans l'eau. (Figure 3.10.a). De méme, en 2016, I’équipe de Prins publie
I’autoassemblage d’un tensioactif, possédant un complexe chargé positivement a ’extrémité de sa chaine
carbonée, avec I’ATP en vésicules nanométriques®. Le tensioactif, initialement sous forme de micelles en
solution, interagit avec I’ATP par interactions électrostatiques et réorganise sa structure micellaire en un

veésicule par effet hydrophobe des chaines alkyles (Figure 3.10.b)
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Figure 3.10- a) Stratégie d’autoassemblage supramoléculaire d’un polymeére amphiphile PEG-b-PLKC avec I’ATP en
vésicules nanométriques'® b) Stratégie d’autoassemblage supramoléculaire d’un tensioactif C1sTACN.Zn?* avec ’ATP

en vésicules nanométriques *°

Ainsi, deux principales stratégies ont été développées jusqu’ici pour synthétiser des autoassemblages
supramoléculaires a base d’ATP. La premicére consiste a faire interagir I’ATP avec une molécule organique
(complexe, molécule, polymére) possédant des interactions spécifiques. L’ATP est donc utilisée comme un
template permettant de réorganiser le systéme de facon a maximiser les interactions entre cette molécule
organique et lui-méme donnant naissance a des autoassemblages complexes étendus. La deuxieme stratégie
consiste a designer des aptameres d’ADN ou ARN capable de se lier sélectivement a I’ ATP. Ainsi, I’interaction
entre ces brins permet de fabriquer des assemblages aptamere-ATP ayant une forte constante d’association.
Ceci a conduit a développer des matériaux moléculaires intelligents fonctionnels auto-assemblés se
reconfigurant a 1’échelle supramoléculaire en présence d’ATP ou utilisant I’ATP comme brique stimuli-
répondante. Cette approche est détaillée dans les deux paragraphes suivants.
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b) Autoassemblages supramoléculaires répondant a la présence d’ATP

Certains scientifiques se sont intéressés a la possibilité de I’ATP d’induire une réorganisation supramoléculaire
d’autoassemblages déja formés. Cette approche a été tres utilisée pour la libération contrélée de substances

biologiquement actives et tirent profit des différentes propriétés chimiques de I’ATP.

En 2013, I’équipe d’Aida développe des nanotubes protéiques capables de se désassembler et libérer une
substance active en présence d’ATP 1%, Les nanotubes sont formés par polymérisation du bloc GroELmc. Le
bloc GroELmc est synthétisé en traitant le mutant GroELcys portant 14 résidus cystéine (Cys) avec un
maléimide fonctionnalisé avec spirobenzopyrane MC a pH physiologique. GroELwmc est ainsi capable de
polymériser par ajout d’ions magnésium Mg?* qui coordine le ligand MC et joue le rdle de pont entre deux
ligands aux extrémités de deux blocs GroELwmc (Figure 3.11. a et b). Ainsi, des structures nanometriques en
fils sont obtenues (Figure 3.11.c). Par ajout d’ATP, la structure se désassemble en petits blocs GroELmc par
complexation du pont Mg?* avec la molécule d’ATP portant quatre charges négatives chacune localisées sur
un oxygene des phosphates. Ce désassemblage s’accompagne d’un mouvement mécanique du polymeére qui
tend a se briser avec la décoordination du magnésium des ligands MC (Figure 3.11. b et ¢). Ce matériau a été
utilisé comme un hote capable d’encapsuler des molécules invitées telles que des substances biologiquement
actives. Par ajout d’ATP, ce systéme est capable de relarguer ces derniéres par désassemblage du complexe

hbte-invité.
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Figure 3.11-a) Fonctionnalisation du mutant GroELcys par le maléimide de spirobenzopyrane MC pour former le
monomére GroELwc b)Stratégie de polymérisation supramoléculaire de GroELwc par complexation des ligands MC
avec les ions Mg?* et désassemblage chimiomécanique du nanotube NT par action de I’ATP ¢) Observation au
microscope électronique a transmission des nanotubes NT avant et aprés ajout d’ATP. Figures adaptées de la

référencel®?

Les aptameres ont également été largement explorés pour répondre a la présence d’ATP et fabriquer des
systemes moléculaires intelligents. Ces derniers ont vu leurs principales applications dans la libération
contrdlée de substances biologiquement actives. En 2014, I’équipe de Gu publie un systéme supramoléculaire
capable de relarguer en présence d’ATP, la doxorubicine (Dox) qui est un agent anticancéreux (Figure 3.12)
102 Deux aptaméres d’ADN spécifiques de I’ATP sont hybridées en double-brin. Au sein de ce double-brin
d’ADN, la Dox s’intercale entre les bases appariées guanine-cytosine. Ainsi, par ajout d’ATP, les aptaméres
se complexent a I’ATP et se désapparient permettant de désintercaler la Dox et libérer la molécule

anticancéreuse. Cette libération s’avere efficace a forte concentration d’ATP. Afin de compenser la mauvaise
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efficacité de pénétration cellulaire des doubles brins d’ADN chargés négativement, ces derniers ont été
neutralisés par des peptides chargés positivement, le tout encapsulé au sein d’un nanogel permettant la
pénétration du double-brin neutralisé au sein de la cellule riche en ATP et le relargage de la Dox dans le cytosol

et le noyau cellulaire (Figure 3.12).
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Figure 3.12-Représentation schématique de la libération contrdlée de doxorubucine Dox par ajout d’ATP au sein d’un

nanogel d’aptaméres d’ADN 102

Cette stratégie de désassemblage d’aptameres d’ADN par I’ATP a été utilisée afin de développer des sondes
moléculaires fluorescentes a base d’aptameres spécifiques de I’ATP. En 2008, I’équipe de Tan assemble deux
aptamere d’ADN avec un brin d’ADN complémentaire par appariement des bases. L’aptamére et le brin
d’ADN sont chacun fonctionnalisé par un fluorophore F (6-carboxyfluorescein ou 6-FAM) et un quencher Q
(black hole quencher 1 ou BHQ 1) 1%, Les deux brins appariés sont liés par une chaine flexible de polyéthyléne
glycol (PEG) (Figure 3.13.a). En I’absence d’ATP, Q et F sont proches, de par I’hybridation intramoléculaire
des bases d’ADN et la fluorescence du fluorophore est quenchée (Figure 3.13.c). En présence de concentrations
croissantes d’ATP, la conformation de I’aptamere hybridée se modifie de maniere a se lier spécifiquement a
I’ATP (Figure 3.13.a). Ainsi, I’hybridation intramoléculaire des bases d’ADN se rompt ¢loignant le quencher
du fluorophore et permettant a ce dernier de fluorescer (Figure 3.13.c). Cette approche tout-en-un conjugue
I’aptamére, 1’oligonucléotide complémentaire ainsi que les groupements moléculaires permettant la détection

par le signal de transduction photochimique.
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Figure 3.13- a) Représentation schématique de 1’aptameére lié a 1’oligonucléotide complémentaire et reli¢ par une
chaine PEG ciblant I’ATP. Q représente le quencher (6-FAM) et F le fluorophore (BHQ 1) 1 b) Stratégie de
désappariement d’un duplex d’ADN par complexation d’un aptamére et I’ATP 7 ¢) Intensité de fluorescence du

fluorophore F en présence de concentrations croissantes d’ATP 103
C) Autoassemblages dynamiques a base d’ATP stimuli-répondants

L’ATP est capable d’induire une diversité d’autoassemblages supramoléculaires avec d’autres briques telles
que des complexes, des molécules organiques ou des aptaméres. Outre ’intérét d’utiliser une molécule
biologique importante pour la détection ou le contrdle de procédés biochimiques, I’ATP constitue également
une brique stimuli-répondante de par ses propriétés chimiques et biologiques. Fabriquer des systemes
dynamiques et stimuli-répondants est un champ de recherche fondamentale et appliquée pour fabriquer des
matériaux intelligents capables de réagir réversiblement a un stimulus et dont la fonction (relargage,

fluorescence, chiralité,...) peut étre dynamiquement contrélée.

L’une des principales caractéristiques de I’ATP exploitée pour fabriquer des systémes stimuli-répondants est
la réponse enzymatique des triphosphates de I’ATP en présence d’une enzyme clivante. Ainsi, une diversité
d’autoassemblages supramoléculaires a base d’ATP ont été étudiés pour leur réponse fonctionnelle par action
d’une enzyme capable de dégrader I’ ATP et ainsi perturber 1’état d’équilibre de I’assemblage. Les phosphatases
ont été largement utilisées pour dégrader I’ATP. Ainsi, divers travaux ont utilisé la réponse de I’ATP a divers
enzymes. En 2018, 1’équipe de Subi J.George montre 1’autoassemblage supramoléculaire d’un complexe
bimétallique de zinc portant un motif central m-conjugé avec I’ATP en hélice chirale par synergie des
interactions 7 et électrostatiques'®®. En I’absence d’ATP, le chromophore existe sous son état d’agrégation
stable (dormant state) (Figure 3.13.a). Lorsque I’hélice chirale est en présence d’apyrase, celle-Ci se
désassemble instantanément, 1’apyrase étant capable d’hydrolyser I’ATP en ADP et en AMP. Ainsi, par
réaction enzymatique, le systéme est capable d’exister réversiblement entre deux états : un état d’agrégation
non assemblé du chromophore et un état assemblé sous forme d’hélice chirale de ce dernier en présence d’ATP.
En 2016, I’équipe de Prins étudie 1’autoassemblage supramoléculaire d’un tensioactif portant une extrémité de
complexe de Zn?* chargée positivement avec de I’ATP en vésicules nanométriques *°. En 1’absence d’ATP, le

tensioactif s’assemble sous forme de petites micelles en solution par effet hydrophobe et interactions
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¢lectrostatiques. Lorsque le vésicule est en présence d’apyrase, ce dernier se désassemble et le systéme reforme
les micelles de tensioactifs. Ainsi, tout comme 1’hélice précédemment mentionnée, le systéme moléculaire
oscille entre un etat non assemblé du tensioactif sous forme de micelles et un état assemblé sous forme de

vésicules en présence d’ATP (Figure 3.13.b).
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Figure 3.14-a) Désassemblage d’une hélice chirale formée par I’ATP et un chromophore t-conjugué en présence

d’apyrase 1% b) Désassemblage d’un vésicule formé par I’ATP et un tensioactif cationique en présence d’apyrase %8

Certains travaux ont utilisé cette stratégie enzymatique pour contrdler I’émission de fluorescence de
composants moléculaires photoactifs s’assemblant avec I’ATP. En 2021, I’équipe de Tian publie
’autoassemblage d’un dérive cationique d’anthracéne avec I’ ATP sous forme d’hélices micrométriques'®. Les
dérivés d’anthraceéne ont une capacité d’agrégation en solution et posséde une forte émission de fluorescence
dans le jaune lorsqu’ils s’agrégent tandis que le monomeére posséde une forte émission de fluorescence dans le
vert. Lorsque le monomere s’assemble avec I’ATP, des agrégats d’ATP/anthracéne se forment au sein de
I’hélice, par interactions 7 et électrostatiques, conduisant au quenching de fluorescence du dérivé d’anthracene.
Par ajout d’alkaline phosphatase, capable d’hydrolyser I’ATP en adénosine et trois groupements phosphate,
I’assemblage d’ATP/anthracéne se désassemble par dégradation de la molécule d’ATP et libére le dérivé
d’anthracéne cationique capable de s’agréger par interaction m entre les motifs aromatiques et de fluorescer
(Figure 3.15.a). Ainsi, les auteurs ont été capable de controler la fluorescence d’un dérivé d’anthracéne par co-
assemblage et hydrolyse enzymatique. De la méme maniere, en 2013, I’équipe de Yam synthétise un complexe

cationique de platine Pt(11) coordiné & un ligand terpyridine 1°. Les auteurs montrent que I’ATP est capable
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d’induire I’assemblage supramoléculaire de ce complexe par synergie des interactions métal-métal Pt..Pt , des
interactions © entre les motifs aromatiques de la sphére de coordination et interactions électrostatiques entre
les charges des phosphates de I’ATP et le complexe cationique. Le complexe de platine Pt(Il) possede une
faible intensité de fluorescence dans le proche infrarouge (780 nm). Lorsque le complexe s’agrége en présence
d’ATP, une forte intensité de fluorescence a cette méme longueur d’onde est mesurée (Figure 3.15.b). Par
action de I’ATPase, enzyme capable d’hydrolyser I’ATP en ADP, I’interaction entre I’ATP et le complexe est
rompue provoquant la dissolution de 1’assemblage supramoléculaire et la perte de fluorescence dans le proche
infrarouge. En effet, ce travail met en lumiére I’interaction spécifique entre le complexe et I’ATP, capable
d’induire I’assemblage tandis que I’ ADP n’a pas d’interactions électrostatiques aussi fortes que son homologue
triphosphate pour induire 1’assemblage. Les auteurs ont donc utilisé ce systeme de détection par fluorescence

pour suivre I’activité enzymatique des ATPases.
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Figure 3.15-a) Autoassemblage supramoléculaire d’un dérivé cationique d’anthracéne avec I’ATP et contrdle par
I’enzyme ALP de 1’émission de fluorescence par agrégation du chromophore (Emission : 484 nm, Excitation : 420 nm)
105 1) Assemblage supramoléculaire d’un complexe de platine Pt(I) induit par I’ ATP et contrdle par I’enzyme APTase

de I’émission de fluorescence dans le proche infrarouge du complexe 1%

La température a également été utilisée comme un stimulus dynamique d’assemblages supramoléculaires a
base d’ATP. En effet, les interactions intermoléculaires sont sensibles a la température du milieu et en
modifiant ce paramétre, certains travaux ont été capables de cristalliser des assemblages. En 2005, I’équipe de

Kimizuka étudie le co-assemblage thermo-controlé entre un dérivé substitué de thiacarbocyanine cationique
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(Figure 3.16.a) et I’ ATP par synergie des interactions et électrostatiques’®’. Les molécules s’autoassemblent
les unes avec les autres sous forme de fils nanométriques (Figure 3.16.c). Les auteurs ont été capables de
réversiblement désassembler et réassembler les molécules par chauffage et refroidissement progressif du
mélange des deux espéces (Figure 3.16.b et d).
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Figure 3.16-a) Structure moléculaire du chromophore substitué¢ de thicarbocyanine s’assemblant avec I’ATP b)
Stratégie d’autoassemblage moléculaire thermo-controlée ¢) Observation au microscope électronique a transmission
des nanofils supramoléculaires assemblés (gauche : assemblage formé aprés mélange a température ambiante, droite :
réassemblage des fils aprés refroidissement du mélange chromophore/ATP initialement chauffé a 55°C d) Suivi
spectroscopique du réassemblage supramoléculaire par refroidissement progressif du mélange chromophore/ATP

initialement chauffé a 55°C . Figures adaptées de la référence 1%

L’ATP a également des propriétés chélatantes de par les charges négatives localisées sur les oxygeénes des
groupements phosphates 1%, Ainsi, divers travaux ont titré profit de ses propriétés de complexation avec des
acides de Lewis. En 2013, I’équipe de Wu ¢étudie la complexation supramoléculaire dans 1’eau entre un
polythiophéne et I’ATP par synergie des interactions 7 et électrostatiques 1%, Cette complexation provoque un
n-stacking des polythiophenes causant leur quenching de fluorescence (Figure 3.17.a). Lorsque les ions cuivre
sont ajoutés au complexe, ces derniers sont chélatés par I’ATP brisant ainsi son interaction avec le
polythiophéne cationique et provoquant une augmentation de 1’intensité de fluorescence du polymere. Dans le
méme esprit, en 2013, I’équipe de Yam étudie les propriétés de fluorescence d’un assemblage formé entre un
complexe platiné de terpyridine et I’ATP décrit ci-avant (Figure 3.15.b) 1% Lorsque 1’assemblage
supramoléculaire est en présence de concentrations croissantes d’ions Mg?*, I’intensité de fluorescence du

complexe assemblé diminue progressivement dii a la complexation de I’ATP avec le magnésium brisant ainsi

76



son interaction avec le complexe de platine (Figure 3.17.b). A ’inverse, lorsque ’EDTA est ajouté au milieu,
I’intensité de fluorescence du complexe platiné de terpyridine augmente et 1’assemblage supramoléculaire se
reforme. En effet, ’EDTA a une forte affinité de complexation avec les ions Mg?* et son ajout permet de
décoordiner ’ATP qui, a son tour, peut s’assembler a nouveau avec le complexe. Ce travail constitue un
exemple de complexations compétitives pour former des assemblages supramoléculaires dynamiques a base
d’ATP.
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Figure 3.17 -a) Controle de I’intensité de fluorescence d’un co-assemblage supramoléculaire dérive de
polythiopéne/ATP par complexation (Excitation : 490 nm)!® b) Controle de I’intensité de fluorescence d’un
assemblage supramoléculaire de complexe platiné de terpyridine templaté par I’ATP par complexation compétitive

d’ions Mg?* avec ’ATP et ’EDTA 1%
4) Positionnement du travail de thése

On a vu qu’il existe un grand nombre de systemes supramoléculaires auto-assemblés a base d’ATP,
dynamiques et capables de répondre a différents stimuli, notamment 1’activité enzymatique (via I’hydrolyse de
I’ATP), la température ou la présence/l’ajout d’ions métalliques (via la chelation). De maniere notable, alors
que la lumiére constitue un stimulus particulierement intéressant pour le contréle spatio-temporel a distance,
sa biocompatibilté et sa modularité (longueur d’onde, puissance), a notre connaissance aucun édifice
supramoléculaire a base d’ATP photostimulable n’a été décrit jusque-la. Avec ’objectif de relever ce défi,
nous proposons dans cette these d’étudier I’interaction entre I’ATP et un intercalant d’ADN photosensible :
I’AzoDiGua. Il s’agit d’un azobenzene fonctionnalisé avec deux extrémités guanidinium ayant une forte

affinité avec les phosphates nucléotidiques 1°. Ainsi, nous pensons que faire interagir cet intercalant d’ADN
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avec I’ ATP pourrait permettre la réalisation d’un assemblage supramoléculaire dynamique et photostimulable.
De plus, au-dela des propriétés de chélation et d’hydrolyse enzymatique de I’ATP, 1’AzoDiGua posseéde des
propriétés d’agrégation induite par fluorescence (via la présence du groupement azobenzene) et, de par sa
structure amphiphile bolaforme, pourrait étre engagé dans des systémes host-guest. Nous anticipons ainsi qu’un
auto-assemblage ATP/AzoDiGua permettrait de réaliser des structures dynamiques auto-assemblées inédites,
fluorescentes et capables de répondre a des stimuli multiples, comme la lumiére, 1’ajout d’ions métalliques,
I’activité enzymatique ou I’inclusion hote-invité par la présesence de cyclodextrines. A notre connaissance,
aucun assemblage supramoléculaire photostimulable, fluorescent et dynamique impliquant I’ATP n’a été

étudié dans la littérature.

De plus, tres peu de dérivés de guanidinium ont été explorés par la communauté scientifique quant a leur
capacité de s’assembler avec la molécule d’ATP. A notre connaissance, seuls trois dérivés synthétiques de
guanidinium capables d’induire un assemblage supramoléculaire avec I’ATP ont été publiés (Figure 3.18) 110

ULU2113 Ces systémes sont rapidement présentés ci-apres.
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Figure 3.18- Seuls dérivés synthétiques de guanidinium publiés a ce jour comme étant capables de s’autoassembler

avec laATP111,112,113

En 2012, les auteurs ont synthétisé un tétraphényléthéne du guanidinium (Figure 3.19.a) ayant la capacité
d’induire un co-assemblage supramoléculaire avec I’ATP & I’échelle nanométrique (Figure 3.19.b)!'2. Ce
chromophore a des propriétés de fluorescence induite par agrégation. Ainsi, en s’assemblant avec I’ATP par
synergie des interactions 7 et €lectrostatiques, ce dernier est capable de fluorescer en présence d’ATP (Figure
3.19.c). Cette reconnaissance est sélective de I’ATP comparé a ’ADP et I’AMP pour lesquels la fluorescence

induite par agrégation est tres limitée (Figure 3.19.c).
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Figure 3.19-a)Structure moléculaire du tétraphényléthéne de guanidinium?*2 b)Co-assemblage supramoléculaire entre
I’ ATP et le tétraphényléthéne du guanidinium c) Spectre de fluorescence du tétraphényléthéne de guanidinium en
présence d’ATP, ADP et AMP (Excitation : 365 nm) 12

En 2014, cette méme équipe synthétise un peryléne de guanidnium (Figure 3.20.a) ayant également la capacité
d’induire un co-assemblage supramoléculaire avec I’ATP 1. Ce chromophore fluorescent posséde des
propriétés de quenching induit par agrégation. Ainsi, en I’absence d’ATP, le pérylene est sous la forme d’un
monomere non agrégé en solution et est fluorescent dans le bleu (520 nm). En présence d’ATP, le dérivé de
péryléne de guanidinium s’autoassemble avec I’ATP et s’agrége par synergie des interactions 7 et
¢lectrostatiques avec 1’adénosine aromatique et les phosphates de I’ATP. Ainsi, I’agrégation des perylénes
provoque le quenching de fluorescence de ce dernier (Figure 3.20.b et c.) Cette reconnaissance est également
sélective de ’ATP comparé a I’ADP et I’AMP pour lesquels le quenching de fluorescence est beaucoup plus

faible (Figure 3.20.c).
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Figure 3.20-a) Structure moléculaire du dérivé de péryléne de guanidinium ! b) Stratégie de quenching de
fluorescence du péryléne par co-assemblage supramoléculaire avec I’ ATP*'! ¢) Quenching de fluorescence du péryléne
(PBG) en présence d’ATP, ADP et AMP 1!

En 2016, I’équipe de Taida s’intéresse a la modulation de 1’activité enzymatique de la trpysine (Trp) par
autoassemblage supramoléculaire de I’ATP avec un polymere fonctionnalis¢ par des groupements
guanidinium et acide boronique (Figure 3.21.a) '3, La trypsine peut étre désactivée par interaction avec le
polymeére qui adhére a la surface de I’enzyme provoquant la formation d’agglomeérats de trypsine et inhibant
I’activité enzymatique (Figure 3.21.b). Lorsque les agglomérats sont en présence d’ATP, le polymere n’adhére

plus a la surface de I’enzyme de par son interaction préférentielle avec 1’adénosine et les phosphates. Les
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groupements guanidinium interagissent par interaction électrostatique avec les phosphates de I’ATP et I’acide

boronique se lie de manicre covalente avec les deux groupements hydroxyle du ribose de I’ATP (Figure 3.21.a).
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Figure 3.21-a) Structure moléculaire du polymére GunBA, fonctionnalisé par un groupement guanidinium pouvant se
lier de maniere non covalente avec les phosphates de I’ATP et acide boronique pouvant se lier de maniére covalente
avec les hydroxyles du ribose de I’ATP!? b) Illustration de la stratégie de modulation de I’activité enzymatique de la

Trypsine par co-assemblage entre GumBA, et ’ATP 1%

Certains travaux scientifiques se sont intéressés au relargage photostimulé d’ATP par une approche
covalente!!*, Cette méthode, dite de photocage, consiste a lier ’ATP de maniére covalente a une molécule
organique pouvant se dissocier par irradiation lumineuse. Cette molécule organique est souvent lipophile afin
de pouvoir traverser la membrane. Ainsi, I’ATP li¢ a la cage peut traverser la membrane et par irradiation
lumineuse, la liaison covalente entre I’ATP et la cage se brise permettant de libérer le nucléotide (Figure
3.22.a). Cette méthodologie de photostimulation repose entiérement sur une approche covalente. A notre
connaissance, aucune approche non covalente combinant un azobenzéne, intercalant d’ADN, et de I’ATP, n’a
été exploré dans la littérature. En 2021, seul un travail proposant la formation d’un complexe trimoléculaire
entre un dérivé d’azobenzene de zinc, une y-cyclodextrine et de I’ATP a été étudiée pour la détection d’ATP.
Ce complexe moléculaire, fonctionnant par reconnaissance moléculaire, permet de se lier par coordination aux
phosphates de I’ATP. Néanmoins, aucune étude photodynamique n’a été menée sur ce complexe moléculaire
(Figure 3.22.b)'* et aucun assemblage supramoléculaire étendu a base d’azobenzéne et d’ATP stimulable n’a

été étudié jusqu’ici.
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Figure 3.22-a) Stratégie de relargage d’ATP photocagé **b) Complexe supramoléculaire entre un dérivé d’azobenzéne

de zinc, I’ATP et une y-NH; cyclodextrin pour la détection d”’ATP 11°

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a la diversité des assemblages supramoléculaires stimulables a
base d’ATP développés par la communauté scientifique. Au cours de cette these, nous avons ainsi étudié€ les
propriétés d’assemblage de I’ATP avec une nouvelle brique: un intercalant d’ADN photosensible,
I’AzoDiGua. Apres avoir caractérisé la nature de 1’assemblage, nous avons ensuite étudié sa réponse a une
variété de stimuli permettant de controler dynamiquement I’assemblage ATP/AzoDiGua en tirant profit des
propriétés de ’ATP (substrat enzymatique, ligand chélate) et de I’AzoDiGua (molécule photoswitchable et
amphiphile).
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CHAPITRE B.2-Assemblage supramoléculaire
ATP/AzoDiGua : synthese et caracterisation des
proprietes

Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser a un nouveau systéme auto-assemblé combinant un azobenzéne
intercalant d’ADN, 1’AzoDiGua, ayant des propriétés de fluorescence induite par agrégation, et I’ATP, un
nucléotide d’importance biologique majeure. Ces deux molécules s’auto-assemblent spontanément en solution
pour former des agrégats supramoléculaires micrométriques et fluorescents, dans des conditions douces (pH

physiologique, dans I’eau solvant et a température ambiante), par synergie des interactions électrostatiques et

T.
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1) Assemblage supramoléculaire ATP/AzoDiGua

a) Preésentation

Les deux molécules étudiées dans ce chapitre sont I’AzoDiGua et ’ATP (Figure 4.1). L’AzoDiGua est un
azobenzene composé de deux groupements guanidinium cationiques hydrophiles aux extrémités de chaque
bras organique. L’ AzoDiGua s’apparente donc a une molécule amphiphile de type bolaforme et est aisément
soluble dans I’eau. Cette molécule a été synthétisée par notre laboratoire et a la propriété de s’intercaler dans
I’ADN de maniére photodépendante®. L’ ATP est un nucléotide composé d’une base adénine, d’un ribose et

de trois groupements phosphate dont 1’état de charge dépend du pH considéré.

AzoDiGua ATP

HoN OHOH
Figure 4.1- Structures moléculaires de I’AzoDiGua et de I’ATP a pH = 7.4.

b) Autoassemblage supramoléculaire ATP/AzoDiGua

a) Stratégie générale

Dans ce chapitre B.2, nous montrons que 1’AzoDiGua et I’ATP ont la capacité de s’autoassembler en solution
sous la forme d’agrégats supramoléculaires étendus, fluorescents et multi-stimuli répondants. L’étude des
différents stimuli sera détaillée dans le chapitre B.3. Pour ce faire, ces deux molécules ont été mélangées dans
I’eau, a pH physiologique (pH = 7.4) a température ambiante et s’autoassemblent spontanément sous forme
d’agrégats micrométriques en quelques minutes sous 1’action de différentes interactions intermoléculaires. Ces
agrégats s’averent étre stimulables et ont la capacité de se désassembler sous 1’action de différents stimuli nous

ayant ainsi permis de contréler certaines de leurs propriétés (Figure 4.2).

AzoDiGua ATP

~N v

Eau

pH =7.4 Stimulus

Température
ambiante
10 min

Assemblage ON Assemblage OFF

Figure 4.2-Représentation schématique de la stratégie générale d’assemblage dynamique entre I’AzoDiGua et I’ATP
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B) Préparation des agrégats supramoléculaires ATP/AzoDiGua

Dans une solution aqueuse a pH physiologique tamponnée ([Tris HC1]=50 mM, pH=7.4), ’ATP (1 mM) et
1I’AzoDiGua (1 mM) sont mélangés, en proportions équimolaires, a température ambiante. La concentration de
I’ATP a ¢été choisie pour étre proche des concentrations intracellulaires et ainsi avoir une approche
biocompatible. Aprés homogénéisation du mélange, ce dernier devient instantanément trouble (Figure 4.3.a).
Ce mélange a été observé au microscope optique une dizaine de minutes aprés avoir mélangé 1’ AzoDiGua et
I’ATP. Des agrégats supramoléculaires micrométriques en solution sont formés (Figure 4.3.b). Ces derniers
sont soumis a une agitation moléculaire et tendent a s’agréger entre eux (Vidéo 1 en annexe). Ils n’ont pas de
forme ou structure spécifique mais I’aspect trouble de la solution est caractéristique de leur formation. Les

agrégats atteignent une taille moyenne de 25 um apres une dizaine de minutes de mélange.

AzoDiGua ATP/AzoDiGua
b)

Figure 4.3- a) Photographies d’une solution d’ATP (gauche), d’AzoDiGua (milieu) et d’'un mélange équimolaire
ATP/AzoDiGua aprés 10 min d’incubation a température ambiante (droite). b) Observation au microscope optique par
transmission de la suspension d’agrégats supramoléculaires d’ATP/AzoDiGua aprés 10 min de mélange entre I’ATP et

I’AzoDiGua. Conditions : [ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] = 1 mM ; température ambiante. Toutes les solutions sont
réalisées dans un tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4). La barre d’échelle représente 20 pum.
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Une étude temporelle a été menée afin de suivre la croissance du co-assemblage entre I’ATP et I’AzoDiGua
(Figure 4.4). Les premiers agrégats sont formés dans les premieres minutes de mélange et s’agrégent

progressivement entre eux (Vidéo 1 en annexe).

Figure 4.4- Observation au microscope optique par transmission du mélange ATP/AzoDiGua aprés 5 minutes, 10

minutes, 15 minutes, 30 minutes, 40 minutes et 1h d’incubation. Conditions : [ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] = 1 mM,;
température ambiante. Toutes les solutions sont réalisées dans un tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4). La
barre d’échelle représente 20 pum.

Des agrégats présentant des similarités morphologiques ont été décrits récemment en 2020%®. Ces agrégats
micrométriques étaient obtenus par autoassemblage supramoléculaire entre I’ATP et un polymeére poly-
arginine de 100 monomeéres présentant des groupements guanidinium (Figure 4.5.b). Ceci montre 1’intérét
d’utiliser des groupements guanidinium pour former des co-assemblages avec I’ATP. Par contre, basés
uniquement sur des interactions électrostatiques, ces structures ne présentaient pas de propriétés de réponse a
un stimulus ni de fluorescence. Dans cette these, nous explorons pour la premiere fois 1’utilisation d’un
partenaire de I’ATP a base de guanidinium et d’un motif azobenzéne, afin d’obtenir des propriétés de

photoréponse et de fluorescence.
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Figure 4.5- a) Observation au microscope optique par transmission des agrégats supramoléculaires d’ATP et
d’AzoDiGua étudiés dans cette thése. Conditions : [ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] = 1 mM; 10 min de mélange a
température ambiante. Toutes les solutions sont réalisées dans un tampon aqueux [Tris-HCI] =50 mM (pH = 7.4). La
barre d’échelle représente 20 um. b) Résultas récents de la littérature présentant des agrégats supramoléculaires d’ATP

et de poly-arginine (n=100) (Echelle : 10 pm)*2¢,

C) Role des interactions intermoléculaires & et électrostatiques

a) Titration de ’AzoDiGua par PATP

Afin d’¢lucider les interactions intermoléculaires a 1’origine de la reconnaissance moléculaire entre I’ATP et
I’ AzoDiGua,, une titration de 1’AzoDiGua par I’ATP par spectroscopie UV-visible a été menée. L’ AzoDiGua
trans est composée de deux bandes d’absorption (Figure 4.6.a). La premiere bande principale se situe a 360 nm
et correspond a une transition électronique n-n*. La deuxiéme se situe dans I’UV lointain a 245 nm.
L’AzoDiGua trans posséde un coefficient d’extinction molaire eazp = 2.10* M™*.cm™. Lorsque I’ AzoDiGua est
en présence d’ATP, un effet hypochrome et bathochrome est observé pour, respectivement, la bande a 360 nm
et a 245 nm de I’AzoDiGua. En effet, lorsque le rapport r = [ATP]/[AzoDiGua] augmente progressivement,
I’intensité de la bande a 360 nm diminue alors que I’ATP n’absorbe pas a cette longueur d’onde (Figures 4.6.b,
4.7.a, 4.7.c). De méme, I’intensité de la bande a 245 nm augmente, di a I’augmentation croissante de la
concentration en ATP, et un léger effet bathochrome est observé (Figures 4.7.b, 4.7.d). Ces effets
spectroscopiques, hypochrome et bathochrome, prouvent qu’une interaction entre I’ATP et I’AzoDiGua
s’¢établit. L effet spectroscopique est localisé sur des transitions électroniques impliquant des orbitales 7 ce qui
justifie une interaction m-m favorable entre la partie aromatique de 1’adénosine de I’ATP et les cycles

aromatiques de I’AzoDiGua a ’origine de I’autoassemblage supramoléculaire entre I’ATP et I’AzoDiGua.
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Figure 4.6- a) Spectre d’absorbance d’une solution aqueuse d’AzoDiGua b) Titration de I’ AzoDiGua en présence de

différents ratios r = [ATP]/[AzoDiGua]. Conditions : [AzoDiGua] = 25 uM. Toutes les solutions sont réalisées dans un
tampon aqueux [Tris-HCI] =50 mM (pH = 7.4).
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Figure 4.7-a) Titration de I’AzoDiGua en présence de différents ratios r = [ATP]/[AzoDiGua] dans la région 300-

500 nm. b) Titration de 1’AzoDiGua pour différents ratios r dans la région 215-315 nm. c¢) Evolution de 1’absorbance a

360 nm en fonction du ratio r] pour la bande d’absorption a 360 nm. d) Evolution de la longueur d’onde au maximum

d’absorbance en fonction du ratio r. Conditions : [AzoDiGua] = 25 uM. Toutes les solutions sont réalisées dans un
tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM(pH = 7.4).
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Le spectre d’absorbance de la suspension ATP/AzoDiGua aprés 10 minutes d’incubation dans les conditions
d’auto-assemblage ([ATP] = [AzoDiGua] = 1 mM) présente une bande d’absorption principale a 360 nm
correspondant a I’AzoDiGua (Figure 4.8). Cette bande est de plus faible intensité que I’ AzoDiGua libre comme
étudiée précédemment. L.’assemblage posseéde également une deuxiéme bande a 261 nm de longueur d’onde
au maximum d’absorbance légérement supérieure a la bande de 1’AzoDiGua libre située vers 245 nm ce qui

est cohérent avec la titration a basse concentration d’AzoDiGua menée précédemment.
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Figure 4.8- Spectre d’absorbance du co-assemblage supramoléculaire ATP/AzoDiGua. Conditions : [ATP] =1 mM ;
[AzoDiGua] = 1 mM; 10 min de mélange a température ambiante. Toutes les solutions sont réalisées dans un tampon
aqueux [Tris-HCI] =50 mM (pH =7.4).

B) Influence du pH et du squelette phosphate

L’influence des groupements phosphate a été étudiée en substituant I’ATP par I’ADP (adénosine diphosphate)
et ’AMP (adénosine monophosphate). L’adénosine diphosphate est composée de deux groupements phosphate

tandis que 1’adénosine monophosphate est composée de deux groupements phosphate (Figure 4.9).
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Figure 4.9- Structures moléculaires de I’adénosine diphosphate (ADP) et de I’adénosine monophosphate (AMP)
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De la méme manicre que pour I’ATP, I’AzoDiGua (1 mM) a été mis en présence d’ADP (1 mM) et d’AMP
(1 mM) dans I’eau, a température ambiante et a pH physiologique ([Tris HC1]=50 mM, pH=7.4). Le mélange
ADP/AzoDiGua (Figure 4.10.b) conduit & une solution moins trouble que celle de I’ATP (Figure 4.10.a). De
plus, I’observation au microscope optique a révélé que la présence d’agrégats qui sont plus petits et beaucoup
moins agrégés (Figure 4.10.b) que ceux obtenus avec I’ATP (Figure 4.10.a). Le mélange AMP/AzoDiGua ne
conduit pas a une solution trouble et aucun assemblage n’est observé au microscope optique (Figure 4.10.c).
Ces résultats montrent I’importance du nombre de phosphate par brique en interaction avec 1’AzoDiGua pour

former des assemblages supramoléculaires étendus.

a) b)

Figure 4.10- Photographie (insert) et observation au microscope optique par transmission (image principale) du
mélange a) ATP/AzoDiGua b) ADP/AzoDiGua c) AMP/AzoDiGua. Conditions : [ATP] ou [ADP] ou [AMP] =
1 mM ; [AzoDiGua] = 1 mM; 10 min de mélange a température ambiante. Toutes les solutions sont réalisées dans un
tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4).

Le pH permet également de controler 1’état d’ionisation des phosphates de I’ATP. Ainsi, a pH acide (pH= 2.0),
’ATP est sous forme ATP? (de charge -2) tandis qu’a pH physiologique (pH= 7.4), ’ATP est sous forme
ATP* (de charge -4) (Figure 3.1). Lorsque I’ATP et 1’AzoDiGua sont mis en contact a pH=2.0, aucun
assemblage supramoléculaire n’est observé au microscope optique et la solution d’agrégats ATP/AzoDiGua
n’est pas trouble Figure 4.11). Cette observation met en évidence le r6le de la charge du squelette phosphate
de ’ATP dans le co-assemblage ATP/AzoDiGua et ainsi I’importance des interactions électrostatiques

attractives entre les guanidinium de 1’AzoDiGua et les phosphates de I’ATP.
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Figure 4.11- a) Photographie d’une solution d’AzoDiGua en présence d’ATP a pH = 2.0 b) Observation au
microscope optique de la méme solution. Conditions : [ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] = 1 mM; 10 min de mélange a

température ambiante.

L’effet du pH ainsi que du squelette de phosphate met en évidence le role important des interactions

¢lectrostatiques entre I’AzoDiGua (de charge +2) et de I’ATP (de charge -4).
I') Effet du rapport de charge entre ’ATP et I’AzoDiGua

L’ATP est sous forme ATP* a pH physiologique et I’ AzoDiGua est sous forme AzoDiGua?*. Ainsi, I’influence
du rapport molaire de charge qu’on note Q, quotient molaire entre les charges apportées par I’ATP et celles
par I’AzoDiGua, sur la formation du co-assemblage a été étudiée. Les observations ont été réalisées aprés
10 minutes de mélange entre I’ATP et I’AzoDiGua. Les rapports Q = 2 (condition de la thése, mélange
équimolaire) et Q = 1 donnent sensiblement des agrégats supramoléculaires de taille comparable (d’une dizaine
de micrometres). Aucune différence majeure n’a été observée (Figure 4.12.a et b). Néanmoins, pour un rapport
Q = 0.5, c¢’est-a-dire pour un exces de charges positives di a I’AzoDiGua, les agrégats formés sont beaucoup

plus petits (de I’ordre de 5 pm) (Figure 4.12.¢).
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Figure 4.12-Observation au microscope optique des agrégats ATP/AzoDiGua pour différents rapports molaires de
charge Q entre I’ATP et I’AzoDiGua a) [AzoDiGua]=1 mM, [ATP]=1 mM, Q=2 b) [AzoDiGua]= 1 mM, [ATP]=0.5
mM, Q=1 c) [AzoDiGua]=1 mM, [ATP]=0.25 mM, Q=0.5 ([Tris HCI]=50 mM, pH=7.4, Echelle : 20 um)

d) Propriétés d’agrégation de I’AzoDiGua

Dans cette partie, nous avons étudié la possibilité de I’AzoDiGua de s’agréger avec lui-méme, notamment par
interaction m. Pour ce faire, les possibles propriétés d’agrégation de 1’AzoDiGua ont été étudiées par
spectroscopie UV-visible d’absorption et de fluorescence. L’AzoDiGua, portant une charge négative
délocalisée sur chaque extrémité guanidinium, est soluble dans I’eau. Lorsque 1’AzoDiGua est dissout dans
1’éthanol, moins polaire que 1’eau, le spectre de I’ AzoDiGua se voit modifié (Figure 4.13.a). Tout d’abord, un
effet hypsochrome de la transition n-n* centrée a 360 nm est observé. Cette derniére est décalée de 5 nm et est
observée a 355 nm dans 1’éthanol De plus, un petit épaulement de la bande d’absorption est observé vers 365
nm. De méme, 1’absorbance est plus faible dans la région 410-510 nm dans le solvant éthanol que dans 1’eau
solvant. Ce changement spectral met en évidence la tendance de I’AzoDiGua a s’agréger lorsqu’il est solubilisé
en milieu moins polaire. Afin de mettre en évidence la possibilité de ’AzoDiGua de former des agrégats
moléculaires en solution aqueuse (de type H ou J) (Figure 4.13.c)!"118 une étude en concentration a été menée
(Figure 4.13.b). Etant donné la répulsion électrostatique entre les guanidinium, la probabilité de former des H-
agrégats comparé au J-agrégats est faible. De maniere générale, lorsque des agrégats de cette nature se forment
en solution, des effets bathochromes ou hypochromes sont observés lorsque la concentration du chromophore
augmente. La bande d’absorption de la transition n-n* reste inchangée lorsque la concentration en AzoDiGua
augmente progressivement ce qui est probablement di au fait que I’ AzoDiGua ne s’agrége pas avec lui-méme

sous la forme de J ou H-agrégats, méme a 1 mM (Figure 4.13.b).
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Figure 4.13-a) Spectre d’absorbance de 1’AzoDiGua (25 pM) dans différents solvants non tamponnés de polarité
différente (Eau et Ethanol) b) Spectre d’absorbance de I’AzoDiGua a différentes concentrations en milieu tamponné a

pH = 7.4 ([Tris HCI] = 50 mM) c) Représentation schématique de H-agrégats ou J-agrégats d’azobenzénes''’.

2) Fluorescence de I’assemblage supramoléculaire ATP/AzoDiGua

L’AzoDiGua possede des propriétés de fluorescence induite par agrégation lorsqu’il s’autoassemble avec
d’autres molécules organiques et se retrouve agrégé par interaction « au sein d’un assemblage. Cette étude sera
menee ci-apres pour I’assemblage ATP/AzoDiGua. L’AzoDiGua n’est pas fluorescent en solution en milieu
dilué (Figure 4.14). Néanmoins, lorsque la concentration de ce dernier augmente, une faible bande d’émission
de fluorescence vers 650 nm est mesurée lorsque cette molécule est excitée a 400 nm. Nous avons ainsi etudié

ci-apres si I’auto-assemblage ATP/AzoDiGua permettait d’exalter ce phénomeéne de fluorescence induite par

agrégation.
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Figure 4.14 — Spectre d’émission de fluorescence de I’AzoDiGua a pH = 7.4 a différentes concentrations ([ Tris

HCI]=50 mM, Excitation : 400 nm)

a) Emission de fluorescence du co-assemblage ATP/AzoDiGua
Le mélange équimolaire de I’AzoDiGua et de I’ATP (1 mM) a pH physiologique (pH=7.4 [Tris HCI] =50 mM)
dans I’eau et a température ambiante a conduit a un co-assemblage supramoléculaire ATP/AzoDiGua sous la
forme d’agrégats micrométriques en suspension. Afin de caractériser les propriétés fluorescentes de ces
agrégats, un spectre d’émission et d’excitation de fluorescence est acquis apres 10 minutes d’assemblage en
solution (Figure 4.15). Le spectre d’excitation de la suspension d’ATP/AzoDiGua a révélé une gamme
d’excitation entre 400 et 500 nm pour une émission & 650 nm (Figure 4.15.b). Lorsque les agrégats
d’ATP/AzoDiGua sont excités a 400 nm, la solution contenant les agrégats d’ATP/AzoDiGua présente une
large émission de fluorescence de 500 a 750 nm avec un maximum d’émission a 650 nm (Figure 4.15.a). Ceci
est d’autant plus remarquable que chaque brique de ces assemblages, I’ ATP seul ou I’AzoDiGua seul, ne sont

pas ou tres peu fluorescents.
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Figure 4.15- Spectres d’émission (a, excitation 400 nm) et d’excitation (b, émission 650 nm) de fluorescence de I’ATP
seul (1 mM), de I’AzoDiGua seul (1 mM) et des agrégats ATP/AzoDiGua obtenus par auto-assemblage de I’ATP (1
mM) et de I’AzoDiGua (1 mM) pendant 10 min a température ambiante. Toutes les solutions sont réalisées dans un

tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4).

Hormis I’intensité, on remarque que les caractéristiques en absorption et émission sont trés proches de celles
de I’AzoDiGua seul alors que I’ATP, seul, n’a pratiquement aucune propriété fluorescence (Figure 4.16). La
fluorescence du co-assemblage provient donc de la molécule d’AzoDiGua et son intensité est exaltée lorsque
celle-ci s’auto-organise au sein des agrégats supramoléculaires ATP/AzoDiGua par interactions

électrostatiques et m-stacking
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Figure 4.16- Zoom des spectres d’émission (excitation 400 nm) de I’AzoDiGua et de I’ATP montré en figure 4.15.

Les propriétés de fluorescence du co-assemblage ATP/AzoDiGua nous ont permis d’observer les agrégats
supramoléculaires en suspension au microscope par fluorescence par excitation (Figure 4.17). L’intensité de

fluorescence détectee est localisee sur les agrégats en suspension prouvant que cette derniére non seulement
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émerge du co-assemblage ATP/AzoDiGua mais provient trés majoritairement des agrégats micrométriques en

suspension.

Figure 4.17- Images en microscopie a transmission (a gauche) et en fluorescence (a droite) (Excitation : 475/40 nm,

Emission : 500-800 nm) des mémes agrégats obtenus dans un mélange équimolaire ATP/AzoDiGua. Conditions :

[ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] = 1 mM; 10 min de mélange & température ambiante. Toutes les solutions sont réalisées

dans un tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4). La barre d’échelle représente 20 um.

Une étude de la fluorescence en fonction du temps a été effectuée. Pour ce faire, I’émission de fluorescence a

650 nm d’une solution d’agrégats ATP/AzoDiGua excitée a 400 nm a été suivie en fonction du temps (Figure

4.18.a). Nous avons observe que la fluorescence du co-assemblage ATP/AzoDiGua diminue Iégerement et

progressivement dans le temps sur une échelle de 30 minutes. Ceci est probablement di au fait que lorsque la

solution est excitée a 400 nm, une partie des azobenzénes se photoisomérise conduisant a un désassemblage

des agrégats (I’¢tude du photocontrdle de la fluorescence et du désassemblage des agrégats ATP/AzoDiGua

est étudiée en détail dans le chapitre suivant B.3). Ainsi, en excitant la solution a 450 nm, la fluorescence

diminue également dans le temps mais plus faiblement qu’a 400 nm (Figure 4.18.b).
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Figure 4.18-Evolution de I’intensité de fluorescence a 650 nm des agrégats ATP/AzoDiGua en fonctions du temps

pour une excitation a a) 400 nm b) 450 nm. Conditions : [ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] = 1 mM; 10 min de mélange a

température ambiante. Toutes les solutions sont réalisées dans un tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4).
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Afin de s’assurer que la fluorescence provient de la formation d’agrégats supramoléculaires en solution, une
titration de I’AzoDiGua par I’ATP en milieu dilué et en 1’absence de formation d’agrégats micrométriques a
été effectuée (Figure 4.19) Lorsque le ratio r = [ATP]/[AzoDiGua] augmente, la fluorescence de I’AzoDiGua
reste inchangée et aucune exaltation de fluorescence induite par agrégation de I’AzoDiGua n’est observée en
présence d’une quantité croissante d’ATP. A ces concentrations, aucun agrégat micrométrique n’est détectable
au microscope optique et aucune turbidit¢ de la solution n’est observée. Cette mesure prouve que la

fluorescence émerge bien de la présence des agrégats en solution d’ATP et d’AzoDiGua.
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Figure 4.19- Spectre d’émission de fluorescence (excitation 400 nm) de I’AzoDiGua en présence d’un ratio r =
[ATP]/[AzoDiGua] croissant pour une concentration faible d’AzoDiGua (50 uM) pour laquelle on ne détecte pas

d’agrégats micrométriques. Les solutions sont réalisées dans un tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4).

b) Sélectivité entre les dérivés de phosphate

L’AzoDiGua s’autoassemble avec I’ATP et ne possede pas les mémes propriétés d’assemblage avec I’ADP et
I’AMP comme étudié¢ précédemment. Ainsi, ’émission de fluorescence de 1’AzoDiGua a été étudiée en
présence comparée d’ATP, ADP et AMP. Le mélange ATP/AzoDiGua est beaucoup plus fluorescent que le
mélange ADP/AzoDiGua. Le mélange AMP/AzoDiGua ne présente pas de fluorescence induite par agrégation
de ’AzoDiGua. Ceci est cohérent avec les observations expérimentales au microscope optique (Figure 4.10).
L’ATP, beaucoup plus chargée que ses homologues di et monophosphates, a tendance a davantage interagir
avec I’AzoDiGua et former des agrégats supramoléculaires en solution. Cette reconnaissance moléculaire

permet de sélectivement distinguer les dérivés tri, di et mono a des concentrations milli molaires.
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Figure 4.20- Spectre d’émission de fluorescence (excitation : 400 nm) de 1’AzoDiGua seul ou en présence d’ATP,
d’ADP ou d’AMP. Conditions : [ATP], [ADP] ou [AMP] =1 mM ; [AzoDiGua] =1 mM ; 10 min de mélange a

température ambiante. Toutes les solutions sont réalisées dans un tampon aqueux [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4).

3) Conclusion

Dans ce premier chapitre, nous avons mis en évidence un nouveau type d’auto-assemblage combinant I’ ATP,
molécule d’importance biologique, et I’ AzoDiGua, un intercalant d’ADN contenant un motif d’azobenzéne et
des groupements guanidinium. Nous avons ainsi montré que les molécules d’AzoDiGua et d’ATP ont la
capacité de s’auto-assembler spontanément en solution, a pH physiologique, dans 1’eau et a température
ambiante par action concertée des interactions ¢lectrostatiques et m. L’auto-assemblage prend la forme
d’agrégats supramoléculaires micrométriques se formant en quelques minutes seulement et soumis a une
agitation moléculaire en solution. La formation de ces agrégats se traduit par un accroissement de la turbidité

de la suspension.

Le co-assemblage ATP/AzoDiGua est fluorescent lorsqu’il est excit¢ dans la zone d’absorbance de
I’AzoDiGua (400 nm). L’assemblage présente une large fluorescence dans le visible avec un maximum vers
650 nm. Nous avons montré que cette fluorescence provient trés probablement de I’effet de I’auto-organisation
de I’AzoDiGua au sein du co-assemblage ATP/AzoDiGua via I’effet de fluorescence induite par 1’agrégation

des azobenézes.

Dans le chapitre suivant, nous allons étudier le caractere dynamique de ces auto-assemblages, en exploitant les
proriétés de 1’AzoDiGua et de ’ATP, et en les soumettant a divers stimuli physique, chimique et biologique.
Nous établirons comment contrler de maniere réversible 1’auto-assemblage entre I’ATP et 1’AzoDiGua
(relargage d’ATP) et les propriétés (fluorescence, turbidité) dynamiques multi-stimulables qui peuvent en

résulter.
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CHAPITRE B.3- Assemblage supramoléculaire
ATP/AzoDiGua : un coassemblage multi-
stimulable et dynamique

Nous avons vu au chapitre précédent que I’association d’un intercalant d’ADN photosensible, 1’AzoDiGua, a
la molécule d’intérét biologique I’ATP, conduisait a un auto-assemblage spontané dans 1’eau et a pH neutre
sous forme d’agrégats microscopiques fluorescents. Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser a 1’étude du
caractére dynamique de ces co-assemblages en tirant profit des différentes propriétés de 1’AzoDiGua et de
I’ATP. L’objectif est de pouvoir développer un systéme supramoléculaire stimulable dont les propriétés
d’assemblage et de fluorescence peuvent étre controlées de manic¢re dynamique par différents stimuli. Pour ce
faire, nous avons développé une stratégie visant a exploiter d’une part les propriétés de photoisomérisation et
d’amphiphilie de I’AzoDiGua pour fabriquer un systéme photoswitchable et répondant a la présence de cavités
hydrophobes. D’autre part, nous avons tiré profit du pouvoir chélatant de I’ATP et sa réponse a certaines
enzymes pour développer un systeme répondant a la présence de métaux ou encore d’enzymes. L’objectif a été
d’étudier le caractére dynamique de ce nouvel assemblage ATP/Azobenzene et sa réponse a différents stimuli

tirant profit de la faiblesse des interactions €lectrostatiques et  entre I’ATP et I’ AzoDiGua.

Pour ce faire, les assemblages supramoléculaires ont tout d’abord été formés dans des conditions fixes :
mélange équimolaire d’ATP et d’AzoDiGua (1 mM) pendant 10 min dans une solution aqueuse avec un buffer
([Tris HCI]=50 mM) fixant le pH a 7.4. Toutes les expériences ont été réalisées a température ambiante. Les
structures auto-assemblées ATP/AzoDiGua ont ensuite été exposées a différents stimuli et leurs réponses sont
étudiées dans ce chapitre. Le tableau ci-dessous présente les stimuli qui ont été étudiés en tirant profit des

propriétés spécifiques de chacune des briques ATP et AzoDiGua.

Molécule Propriétés Stimulus
AzoDiGua
o Molécule photoisomérisable o Lumiere
N,
FL,J“J%HZ o Molécule amphiphile o Cavité hydrophobe
VWA
HI\?D F/Q \\‘—/_N
’ ¥NIH
HoN
ATP
NH, o Ligand chélatant o Métaux
o o o /Nf\" .
©0—P—0—P—0—b-0— 4 N N) o Substrat enzymatique o Enzyme
o6 ©0 ©b X_Z
OHOH
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1) Coassemblage ATP/AzoDiGua photoswitchable

a) L’AzoDiGua : une molécule photoisomérisable

L’AzoDiGua est un azobenzeéne capable de s’isomériser de sa conformation trans a sa conformation cis par

irradiation dans I’UV. Il peut ensuite retourner a I’état trans par irradiation dans le bleu (Figure 5.1).

NH
L © v NN
NH. ! \“ J H (]
e 2 N NFe~ N A
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o PO — >
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N W8
HoN N .
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Figure 5.1- Représentation schématique de la photoisomérisation reversible de I’AzoDiGua

Une étude photophysique a été menée de maniére a mieux comprendre la dynamique temporelle de

photoisomérisation de I’AzoDiGua (Figure 5.2).
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Figure 5.2-a) Spectre d’absorbance de I’ AzoDiGua Trans et Cis b) Spectre d’absorbance de I’AzoDiGua trans avant
(violet) et aprés différents temps d’irradiation UV (365 nm, 24 mW.cm) ¢) Spectre d’absorbance de I’AzoDiGua trans
avant irradiation (violet) apres irradiation UV (365 nm, 24 mW.cm ) pendant 5 min (jaune) et suivie d’irradiations
bleu (435 nm, 112 mW.cm?) pendant différents temps d’exposition (rouge, vert, noir). Conditions : [AzoDiGua] = 50
MM and [Tris HCI] =50 mM (pH = 7.4)
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L’ AzoDiGua trans posséde une bande d’absorption a 360 nm correspondant a une transition n-n*. Lorsque la
conformation trans est irradiée par de la lumiére UV a 365 nm (24 mW.cm2) pendant une minute, 1’AzoDiGua
trans s’isomérise en AzoDiGua Cis caractérisé par deux bandes d’absorption : une a 315 nm correspondant a
une transition m-n* et une autre a 440 nm correspondant a une transition n-n* (Figure 5.2.a). Lorsque
I’AzoDiGua trans est irradié par de la lumiére UV (365 nm, 24 mW.cm), la bande a 360 nm (n-7*) voit son
intensité diminuer pour donner naissance aux deux nouvelles bandes a 315 nm (n-n*) et 440 nm (n-n*) de
1’ AzoDiGua cis de plus faible intensité en moins d’une minute. L’état photostationnaire riche en Cis est ainsi
atteint apres 30 secondes d’irradiation UV (Figure 5.2.b). Apr¢s irradiation dans le bleu a (435 nm, 112 mW.cm-
%), D’état photostationnaire est atteint trés rapidement aprés 10 secondes (Figure 5.2.c). Cet état
photostationnaire, riche en trans, ne correspond pas exactement au spectre de 1’AzoDiGua trans et est constitué
d’un mélange de trans et cis, riche en cis. En utilisant eazp trans =2.10* M™.cm™ déterminé préalablement, nous
pouvons estimer que 1’état photostationnaire atteint aprés 1’irradiation bleue est composée d’environ 57%
d’AzoDiGua Trans et 43% d’AzoDiGua Cis. Les compositions des états photostationnaires de 1’AzoDiGua

apres irradiations UV et bleu sont regroupées dans le tableau ci-dessous :

Conditions AzoDiGua Trans (%) AzoDiGua Cis (%)
Solution d’AzoDiGua fraichement 100% 0%
préparée
Apreés irradiation UV 11% 89%
Aprés irradiation bleu 57% 43%

Tableau 1- Composition de 1’état photostationnaire du mélange AzoDiGua Trans / AzoDiGua Cis dans différentes
conditions (solution fraiche, apres irradiation UV et apreés irradiation bleue).

La conversion de I’AzoDiGua cis en AzoDiGua trans peut également se produire par retour thermique. Cette
conversion thermique est extrémement lente et ne se produit pas apres 2 heures en 1’absence d’irradiation

(Figure 5.3). Ainsi, I’AzoDiGua Cis est stable a température ambiante en 1’absence d’irradiation.
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Figure 5.3- Spectre d’absorbance de 1’AzoDiGua cis a différents temps a température ambiante et isolé de toute
irradiation lumineuse (JAzoDiGua]=50 y M, [Tris HCI]=50 mM).
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b) Etude photodynamique du coassemblage supramoléculaire ATP/AzoDiGua

Les propriétés de photoisomérisation de 1’AzoDiGua ont permis de contrdler de maniére réversible le

coassemblage entre ’ATP et I’AzoDiGua en solution.
a) Photocontrole de I’assemblage supramoléculaire entre ’ATP et I’AzoDiGua

L’irradiation par de la lumiére UV (365 nm, 24 mW.cm™) du mélange trouble ATP/AzoDiGua pendant 3
minutes, caractéristique de la présence des agrégats supramoléculaires, conduit a une disparition de la turbidité
de la solution (Figure 5.4.a). La solution devient jaune orangée et correspond a la couleur d’une solution
d’AzoDiGua cis (Figure 5.4.b). Lorsque la solution est ensuite irradiée par de la lumiere bleue (435 nm, 112

mW.cm) pendant 3 minutes, la solution redevient turbide (Figure 5.4.a).

a)

uv

ATP /Trans AZD ATP/Cis AZD ATP/Trans AZD Trans AZD Cis AZD

Figure 5.4-a) Photographies du mélange ATP/Trans AzoDiGua (AZD) (gauche), aprés 3 minutes d’irradiation UV
(milieu) suivi de 3 minutes d’irradiation bleu (droite). b) Photographie d’une solution de Trans AZD (gauche) et de Cis
AZD (droite) (Excitation UV : 365 nm (24 mW.cm2) Excitation bleue : 435 nm (112 mW.cm?).

Les suspensiton soumises a différens stimuli lumineux ont ensuite été observées par microscopie optique a
transmission (Figure 5.5). Lorsque les agrégats ATP/AzoDiGua sont irradiés avec de la lumiére UV pendant 3
minutes (395/25 nm, 26 mW.cm?) | correspondant a la région d’absorbance de 1’AzoDiGua trans, le
coassemblage ATP/AzoDiGua se dissocie, les agrégats diminuent en nombre et taille jusqu’a completement
disparaitre (Video 2, annexe). Le désassemblage des agrégats ATP/AzoDiGua sous irradiation UV est tres
rapide et se produit en moins d’une minute d’irradiation. Lorsque cette solution est irradiée avec de la lumicre
bleue (480/30 nm, 40 mW.cm™), pendant 3 minutes, I’ATP et 1’ AzoDiGua se réassemblent en solution pour
former des agrégats supramoléculaires (Video 3, annexe). Ces agrégats, obtenus apres irradiation bleu, sont
moins nombreux que dans 1’état initial, ce qui peut s’expliquer par le fait que 1’AzoDiGua atteint un état
photostationnaire correspondant a un mélange de trans et cis lors de la photoconversion cis a trans, comme
¢étudié lors de I’étude de spectroscopie UV-visible. Ceci explique également la couleur légérement moins
trouble de la solution ATP/AzoDiGua obtenue apres irradiation dans le bleu (Figure 5.4.a). L’ AzoDiGua cis

ne s’assemble pas avec I’ATP ce qui est probablement di a une contrainte geomeétrique et stérique des cycles
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aromatiques ainsi qu’a un changement de polarité . En effet, la non planéité de la conformation cis limite le 7

stacking et 1’auto-organisation de type intercalation.

Nous nous sommes ensuite intéressés a la réversibilité de 1’assemblage photocontrolé entre 1’AzoDiGua et
I’ATP. Pour ce faire, le mélange ATP/AzoDiGua a été successivement irradié pendant 3 minutes par de la
lumiére UV (395/25 nm, 26 mW.cm™) et bleu (480/30 nm, 40 mW.cm). Un enchainement de 5 cycles
d’irradiations consécutives UV et bleu a permis de mettre en évidence que le photocontrdle était réversible
(Figure 5.5.c). En effet, les agrégats ATP/AzoDiGua se dissocient et se réassemblent sous 1’action successive

de la lumiére UV et de la lumiére bleue.
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Figure 5.5- a) Stratégie de photocontrdle de I’assemblage entre I’ ATP et I’AzoDiGua b) Observation au microscope
optique a transmission du mélange ATP/AzoDiGua avant (a gauche) et apres irradiation UV (au milieu) suivie d’une
irradiation bleue (a droite) ¢) Enchainement de 5 cycles d’irradiation UV/bleu (Excitation UV : 395/25 nm , 26
mW.cm, Excitation bleue : 480/30 nm, 40 mW.cm , Temps d’irradiation : 3 minutes). La barre d’échelle représente
20 pm.
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Apres photoisomérisation de 1’AzoDiGua cis en trans, les agrégats se forment et continuent de s’agréger en

solution apres ’irradiation dans le bleu (Figure 5.6).

a) b)

Figure 5.6- Observation au microscope optique des agrégats ATP/AzoDiGua apres irradiation UV (395/25 nm , 26
mW.cm-2) pendant 3 min et irradiation bleu (480/30 nm, 40 mW.cm ) pendant 3 min puis laissés incubés a

température ambiante pendant a) 5 min, b) 10 min et ¢) 30 min. La barre d’échelle représente 20 pm.
B) Photocontrole de la fluorescence de ’assemblage ATP/AzoDiGua

Le coassemblage ATP/AzoDiGua étant fluorescent, nous nous sommes intéressés au photocontréle réversible
de la fluorescence induite par agrégation de I’AzoDiGua trans. Par irradiation du mélange par de la lumiére
UV (395/25 nm , 26 mW.cm™@) pendant 5 minutes, la fluorescence des agrégats (Excitation : 400 nm,
Emission : 650 nm) diminue progressivement. Lorsque le mélange ATP/AzoDiGua est irradié par de la lumiére
UV, I’AzoDiGua se photoisomérise et n’est pas plus capable de s’assembler avec I’ATP. Ceci provoque la
suppression du phénoméne de fluorescence induite par agrégation de I’AzoDiGua et le systéme voit ainsi sa
fluorescence diminuer. Par irradiation du systéme avec de la lumiére bleue (480/30 nm, 40 mW.cm) pendant
5 minutes, la fluorescence des agrégats (Excitation : 400 nm, Emission : 650 nm) augmente. L’AzoDiGua cis
se photoisomérise et les agrégats ATP/AzoDiGua se reforment progressivement expliquant 1’augmentation de
I’intensité de fluorescence. L’intensité de fluorescence apres irradiation bleue est plus faible que I’intensité de
fluorescence initiale di a 1’état photostationnaire atteint qui contient un meélange de cis et trans, riche en trans
(Figure 5.7.a et Tableau 1). Ceci nous a permis de développer un switch de fluorescence grace a 1’assemblage
réversible de I’AzoDiGua et I’ATP en solution et a température ambiante par irradiation successive UV et
bleue (Figure 5.7.b). Il constitue 1’'un des rares exemples ou le phénoméne de fluorescence induite par
agrégation permet de conserver le caracteére photoswitchable de 1’azobenzeéne. A noter que 1I’AzoDiGua trans
a une intensité de fluorescence plus élevée a 650 nm que 1’AzoDiGua cis. En effet, cette différence peut
s’interpréter par une différence d’agrégation en solution. L’ AzoDiGua trans est moins polaire que I’AzoDiGua
cis et donc plus hydrophobe. Sa capacité d’agrégation en solution aqueuse est donc plus importante que celle
de I’AzoDiGua cis. Ceci est donc a corréler avec le fait que 1’agrégation en solution des molécules d’ AzoDiGua
trans ne s’opére pas de la méme maniére pour les molécules d’AzoDiGua cis expliquant la différence

d’émission de fluorescence entre les deux conformeres (Figure 5.7.c).
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Figure 5.7-a) Spectre d’émission de fluorescence du co-assemblage ATP/AzoDiGua avant et apres irradiation UV
(395/25 nm , 26 mW.cm?) pendant 5 minutes suivi d’une irradiation bleue (480/30 nm, 40 mW.cm? ) pendant 5
minutes. b) Intensité de fluorescence a 650 nm selon des cycles successifs alternant irradiation UV (395/25 nm , 26
mW.cm) et bleue (480/30 nm, 40 mW.cm) pendant 5 minutes. c) Spectre d’émission de fluorescence de
1’AzoDiGua trans (avant irradiation UV pendant 5 minutes) et AzoDiGua cis (obtenu apreés irradiation UV pendant 5
minutes de I’AzoDiGua trans) (1 mM, UV : 365 nm, 24 mW.cm?, Bleu : 435 nm, 112 mW.cm) . L’excitation de

fluorescence est a 400 nm pour tous les spectres.

v) Effet photomécanique par irradiation bleue de I’assemblage ATP/AzoDiGua

Un effet photomécanique a été observé lorsque les agrégats d’ ATP/AzoDiGua sont irradiés par de la lumiére
bleue sans irradiation UV préalable. Les agrégats tendent a se compacter entre eux lorsque le milieu est irradié
par de la lumiere bleue (Figure 5.8). Cette photocompaction tend a réduire 1’étendue spatiale des agrégats

ATP/AzoDiGua et se produit dés les premiéres secondes d’irradiation (Figure 5.8 et Vidéo 4 en annexe).
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Figure 5.8-a) Observation au microscope optique de la suspension ATP/AzoDiGua en solution avant (gauche) et apres
(droite) irradiation bleue (480/30 nm, 40 mW.cm?) pendant 1 minute b) Observation au microscope optique de la
frontiere (représentée en pointillés rouges) entre une zone irradiée (& gauche) et une zone non irradiée (a droite) par de

la lumiére bleue. La barre d’échelle représente 20 um.

2) Co-assemblage ATP/AzoDiGua répondant a la présence de métaux

a) Stratégie de désassemblage stimulé par des métaux

L’ATP est un ligand organique multidente capable de chélater divers ions métalliques, et notamment les cations
divalents (magnésium 11, calcium II, cuivre 11,.)*728 Pour ce faire, nous avons tenté d’exploiter 1’affinité de
I’ATP pour les ions métalliques afin de développer des systémes dynamiques en présence de métaux capables

de moduler la fluorescence de I’assemblage ATP/AzoDiGua (Figure 5.9).
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Figure 5.9- Stratégie de modulation de la fluorescence de 1’assemblage ATP/AzoDiGua par complexation de I’ATP

par un ion métallique M?* qui induit le désassemblage et la perte de fluorescence.

b) Etude dynamique du désassemblage ATP/AzoDiGua induit par le cuivre Cu?*

o) Etude qualitative macroscopique et microscopique

Une série de métaux monovalents et divalents a été ajoutée a une solution d’agrégats supramoléculaires
ATP/AzoDiGua en suspension afin d’explorer leur éventuelle capacité a induire un désassemblage par
complexation de I’ATP. Les métaux divalents (Mg?*, Ca®*, Cu®") induisent un changement d’aspect optique
instantané de la solution d’ATP/AzoDiGua lorsqu’ils sont ajoutés en exces et que la solution est bien
homogénéisée. Celle-ci passe d’une couleur trouble a la couleur caractéristique de 1’ AzoDiGua trans montrant
que les agrégats sont désassemblés en solution. Les métaux monovalents, quant a eux, n’induisent pas de
changement d’aspect optique montrant que les agrégats restent en solution et ne sont pas désassemblés (Figure
5.10). Cette observation de sélectivité par la valence des ions est expliquée par la faible constante d’association

de I’ATP avec les ions Na* et K* comparativement aux ions Mg?*, Ca?* et Cu®* 11°

ATP/AzoDiGua Mnr+. Mg?* Ca* Cu®* Na* K*

Figure 5.10-Photographie d’une solution d’ATP/AzoDiGua avant (gauche) et apres (droite) ajout de différents métaux
(MgSOQy4, CaCl,, Cu(NOs)2, NaCl, KCI) a une concentration de 2 mM ([AzoDiGua]=[ATP]=1 mM, [Tris HCI]=50 mM)

L’étude a été poursuivie plus spécifiquement avec les ions Cu?* car ces derniers sont paramagnétiques et une
étude par résonance paramagnétique électronique (RPE) a pu étre menée par la suite pour mieux comprendre
la dynamique de réponse des agrégats d’ATP/AzoDiGua en présence d’un centre métallique. L observation au
microscope optique des agrégats ATP/AzoDiGua avant et aprés ajout de Cu?* (2 mM) a permis de confirmer
1’observation macroscopique. Aprés ajout des ions Cu?* a une solution d’ ATP/AzoDiGua et homogénéisation
de la solution, les agrégats d’ATP/AzoDiGua sont instantanément dissociés une minute apres ajout des ions
Cu?* et ne sont plus observables au microscope optique. La solution perd alors instantanément son aspect
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trouble signifiant que I’ATP et I’AzoDiGua ne sont donc plus associés en solution. Les ions Cu?" induisent
donc un désassemblage du coassemblage ATP/AzoDiGua. Afin de mieux comprendre, le mécanisme a

I’échelle moléculaire, une étude par RPE a été menée sur ce systéme.

+Cu?*

Figure 5.11-Observation au microscope optique des agrégats ATP/AzoDiGua avant (gauche) et 1 minute apres (droite)
ajout d’ions Cu?* ([Cu(NQOs).] = 2 mM) au sein du mélange ATP/AzoDiGua. La barre d’échelle représente 20 pm.

B) Etude dynamique par résonance paramagnétique électronique RPE des agrégats

ATP/AzoDiGua en présence des ions Cu?*

Une étude par RPE a permis de mieux explorer la réponse des agrégats d’ATP/AzoDiGua en présence d’ions
Cu?*. Pour ce faire, des spectres RPE a 110K ont été acquis dans les conditions expérimentales de

désassemblage des agrégats d’ATP/AzoDiGua.

L’AzoDiGua et I’ATP ne présentent pas de signal RPE n’ayant pas de paramagnétisme. Les spectres RPE de
Cu?* et du mélange Cu?*/AzoDiGua sont similaires et présentent les mémes pics. Ceci prouve que I’ion Cu?*
et I’AzoDiGua n’intéragissent pas en solution. A I’inverse, les spectres RPE de Cu?* et du mélange Cu?*/ATP
ne présentent pas les mémes caractéristiques. Un épaulement du spectre RPE de Cu?* vers 3100 G ainsi qu’un
shift de 3310 G a 3280 G est observé en présence d’ATP. De plus, la structure hyperfine des ions Cu?" entre
2400 et 3000 G est également modifiée en présence d’ATP (Figure 5.12). Ces modifications du spectre RPE
de Cu?* en présence d’ ATP prouvent que les ions Cu?" interagissent avec I’ ATP en solution par complexation
modifiant la sphere de coordination des ions cuivre. Il est a noter que la structure hyperfine des centres
paramagnétiques est mal identifiée due a la forte concentration des solutions conduisant a un élargissement des

spectres par interaction magnétique entre les complexes de cuivre 120,
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Figure 5.12-a) Spectres RPE des ions cuivre Cu?* seuls, de I’ATP seul, et du mélange Cu?*/ATP. b) Spectres RPE des
ions cuivre Cu?* seuls, de I’AzoDiGua seul, et du mélange Cu?*/AzoDiGua. Conditions : [ATP] = 1 mM ; [AzoDiGua]
=1 mM ; [Cu(NOs] = 2 mM. Toutes les solutions sont réalisées dans le buffer [Tris HCI] =50 mM (pH = 7.4).

Mesures réaliséesa T =110 K

Nous nous sommes ensuite intéressés a étudier la dynamique de complexation de I’ATP par les ions Cu?* en
présence des agrégats ATP/AzoDiGua. Pour ce faire, un spectre RPE des agrégats ATP/AzoDiGua a été
enregistré avant et aprés ajout des ions Cu?*. Le mélange ATP/AzoDiGua ne présente pas de signal RPE n’étant
pas paramagnétique. Lorsque les ions Cu?* sont ajoutés au mélange, un signal paramagnétique est détecté
présentant les mémes traits caractéristiques que le spectre RPE du mélange Cu?*/ATP. Ceci prouve que lorsque
les ions Cu?* sont ajoutés a la solution contenant le co-assemblage ATP/AzoDiGua, ils se complexent a I’ATP
et provoquent le désassemblage des structures ATP/AzoDiGua (Figure 5.13.a). De méme, le spectre RPE du
mélange ATP/AzoDiGua aprés ajout de Cu?* et ATP/Cu aprés ajout d’AzoDiGua présentent les mémes
caractéristiques prouvant que le cuivre se complexe avec I’ATP en présence d’AzoDiGua et empéche ainsi le
coassemblage entre I’ATP et I’AzoDiGua en solution (Figure 5.13.b). Les calculs menés par nos collaborateurs

ont mené & un facteur de Landé g = 2,08 pour le complexe Cu''/ATP en absence et en présence d’ AzoDiGua.
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Figure 5.13-a) Spectre RPE du mélange ATP/Cu?*, du mélange ATP/AzoDiGua avant et aprés ajout des ions Cu?* b)
Spectre RPE du mélange ATP/Cu?* aprés ajout d’AzoDiGua. Conditions : [ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] =1 mM ;
[Cu(NOs] = 2 mM. Toutes les solutions sont réalisées dans le buffer [Tris HCI] = 50 mM (pH = 7.4).

Lorsque les ions Cu?* interagissent avec le ligand ATP lié a I’AzoDiGua, un nouveau pic apparait a 2500 G
(Figure 5.14), marqué d’une *. Ce pic n’est pas présent sur le spectre du complexe Cu?*/ATP en I’absence
d’AzoDiGua. Ce nouveau pic correspond trés probablement a une nouvelle espece de cuivre présent en solution
(complexe bimétallique ou a un degré d’oxydation différent de II) en présence d’AzoDiGua modifiant la
structure géométrique voire électronique du cuivre!?. Ainsi, en ajoutant les ions Cu?* aux agrégats
ATP/AzoDiGua, I’ATP se complexe aux ions Cu?*. Cette complexation brise I’interaction entre I’ AzoDiGua
et I’ATP entrainant une dissociation des agrégats. La complexation de I’ATP avec les ions Cu?* en présence de

I’ AzoDiGua conduit a une nouvelle espéce de cuivre caractérisé par la naissance d’un nouveau pic sur le signal
RPE (Figure 5.14).
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Figure 5.14- Zoom des spectres RPE normalisés Cu?* /ATP, ATP/Cu?* aprés ajout d’AzoDiGua et ATP/AzoDiGua
apres ajout de Cu?*. L’étoile * représente le nouveau pic apparaissant. Conditions : [ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] = 1
mM ; [Cu(NO3] = 2 mM. Toutes les solutions sont réalisées dans le buffer [Tris HCI] = 50 mM (pH = 7.4). Mesures

réaliséesa T =110 K
7) Modulation de la fluorescence du co-assemblage ATP/AzoDiGua par les ions Cu?*

Le controle de ’assemblage entre I’ATP et I’ AzoDiGua par le Cu?* a permis de moduler la fluorescence du
coassemblage ATP/AzoDiGua. Par ajout croissant d’ions Cu®" au sein du mélange ATP/AzoDiGua, la
fluorescence des agrégats ATP/AzoDiGua au maximum d’émission (650 nm) diminue progressivement. Ceci
s’explique par la complexation progressive de I’ATP par les ions Cu?* (Figure 5.15.a). Lorsque la concentration
en Cu?* est deux fois supérieure a celle de I’ATP, la fluorescence diminue grandement instantanément jusqu’a
atteindre au bout de 10 minutes la fluorescence de I’AzoDiGua libre (Figure 5.15.b). Ceci prouve qu’une
grande partie de I’ ATP assemblée avec I’AzoDiGua est complexée aprés ajout des ions Cu®* et empéche ainsi

le phénomene de fluorescence induite par agrégation de I’AzoDiGua.
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Figure 5.15-a) Variation temporelle de I’intensité de fluorescence a 650 nm (excitation 400 nm) du mélange
ATP/AzoDiGua aprés ’ajout d’une quantité croissante de Cu?*. b) Intensité de fluorescence a 650 nm (excitation 400
nm) du mélange ATP/AzoDiGua en fonction du ratio [Cu*]/[ATP] 10 minutes aprés I’ajout de Cu?* ([ATP]=1 mM,
[Tris HCI]=50 mM, pH=7.4).

Une observation au microscope optique de la solution avant et aprés ajout d’ions Cu?* pour différents
ratios [Cu?*]/[ATP] a permis de corréler les observations faites en fluorescence. Une observation au
microscope optique a été faite 1 minute aprés ajout d’ions Cu®* pour différentes quantités (Figure 5.16.a-d).
Plus la quantité d’ions Cu?" est élevée, plus les agrégats sont dissociés jusqu’a étre complétements
désassemblés lorsque la concentration en Cu?* est deux fois supérieure a celle de I’ATP pour laquelle aucun
coassemblage n’est observable au microscope optique. Une observation a également été faite 30 minutes apres
ajout d’ions Cu?* pour différentes quantités. Les agrégats restant en solution et pour lesquels I’ATP n’a pas été
complexé par les ions Cu?* tendent a s agréger entre eux dans le temps (Figure e-g). A 1’inverse, aucun agrégat
d’ATP/AzoDiGua n’est observé aprés 30 minutes lorsque la concentration en ions Cu?* est deux fois supérieure

a celle de I’ATP. Ceci prouve que les interactions ATP/AzoDiGua ont été totalement brisées par complexation
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de ’ATP avec les ions Cu?* et qu’aucun agrégat n’est présent en solution lorsque la concentration en ions Cu?*

est deux fois supérieure a celle de I’ATP.

[Cu?]=0,25 mM [Cu?]=0,5 mM [Cu*]=1mM [Cu*]=2mM

1 min

30 min

A e e e e e e e e e e

Figure 5.16- Observation au microscope optique a transmission du mélange ATP/AzoDiGua 1 minute (haut) et 30

minutes (bas) aprés I’ajout de différentes concentrations de Cu?*. La barre d’échelle représente 20 pm.

Il est également possible de reformer les agrégats ATP/AzoDiGua par ajout supplémentaire d’un exces d’ATP.
Ainsi, les molécules d’AzoDiGua libres en solution interagissent avec I’ATP pour reformer les agrégats en
solution. La solution devient alors trouble, caractérisitique de la formation du coassemblage ATP/AzoDiGua
(Figure 5.17).

Assemblage ATP/AzoDiGua Chélation de I'ATP par Réassemblage ATP/AzoDiGua
les ions Cu?*

Figure 5.17- Observation au microscope optique des agrégats ATP/AzoDiGua avant (gauche) et apres 1’ajout successif

de 2 mM Cu?* (milieu) et de 3 mM d’ATP (droite). La barre d’échelle représente 20 um.
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3) Coassemblage ATP/AzoDiGua répondant a la présence d’une enzyme

a) Clivage enzymatique des agrégats ATP/AzoDiGua

L’ATP est un substrat enzymatique capable de s’hydrolyser en présence d’enzymes spécifiques telles que
I’alkaline phosphatase (ALP) %. Cette enzyme est capable de cliver I’ATP en adénosine et trois groupements
phosphate. Ainsi, hous nous sommes intéresses a la réponse des agrégats supramoléculaires ATP/AzoDiGua
en présence de I’ALP (Figure 5.18.a). Lorsque I’enzyme est ajoutée a un mélange ATP/AzoDiGua , ce dernier
perd sa turbidité aprés une dizaine de minutes pour atteindre la couleur caractéristique de I’AzoDiGua (Figure
5.18.h).

a)

Enzyme ALP
%

%
Yy

Assembly ON Assembly OFF

b)

Figure 5.18-a) Stratégie de désassemblage des agrégats ATP/AzoDiGua par 1’enzyme alkaline phosphatase (ALP). b)
Photographies d’une solution du mélange ATP/AzoDiGua avant (gauche) et 10 minutes aprées (droite) avoir ajouté 10

U/uL d’enzyme ALP (5 pL d’ALP).

Une solution d’agrégats ATP/AzoDiGua avant et apres ajout de I’enzyme est observée au microscope optique
(Figure 5.19). Une dizaine de minutes aprés ajout de I’enzyme ALP a une solution contenant les agrégats d’
ATP/AzoDiGua, ces derniers ne sont plus observables au microscope optique et sont totalement dissociés. Ceci
prouve que I’enzyme hydrolyse I’ ATP qui n’est ainsi plus capable de s’assembler avec 1’AzoDiGua sous forme

d’agrégats supramoléculaires.
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+ALP

Figure 5.19-Observation au microscope optique du mélange ATP/AzoDiGua avant (gauche) et 10 min apres (droite)
ajout de 10 U/uL d’enzyme ALP (5 UL d’ALP). La barre d’échelle représente 20 pm.

Lorsque 1I’ALP, préalablement chauffée a 90°C et dénaturée, est ajoutée au mélange ATP/AzoDiGua, les
agrégats ne se désassemblent pas. Ceci prouve que le désassemblage est bien di a I’activité enzymatique de
I’ALP qui hydrolyse ’ATP en adénosine et groupements phosphate et permet de détruire I’interaction entre
I’ATP et I’AzoDiGua (Figure 5.20).

Figure 5.20- Observation au microscope optique des agrégats ATP/AzoDiGua avant (gauche) et apres (droite) avoir
ajouté 10 U/pL de I’enzyme ALP préalablement dénaturée a 90°C (5 puL d’ALP) .

b) Modulation de la fluorescence des agrégats ATP/AzoDiGua

L’effet de I’ALP sur la fluorescence du coassemblage ATP/AzoDiGua a été étudié. Lorsque I’ALP est ajoutée
au mélange ATP/AzoDiGua, la fluorescence des agrégats diminue progressivement. Aprés une dizaine de
minutes, la fluorescence du coassemblage ATP/AzoDiGua atteint la méme valeur de fluorescence que
I’AzoDiGua libre. Ceci prouve que 1’AzoDiGua est libre en solution et n’est plus assemblé avec I’ATP, a
I’origine de la fluorescence induite par agrégation (Figure 5.21). Ainsi, I’ALP est capable, en une dizaine de
minutes, de désassembler les agrégats d’ATP et d’AzoDiGua en solution a température ambiante et par

conséquent contrdler la fluorescence induite par agrégation de 1’AzoDiGua.
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Figure 5.21- a) Représentation schématique de I’hydrolyse de I’ATP en présence de ’enzyme ALP. b) Evolution de
I’intensité de fluorescence a 650 nm (excitation 400 nm) de I’AzoDiGua seul, du coassemblage ATP/AzoDiGua en

absence ou en présence de 10 U/uL d’ALP (5 uL d’ALP).

Afin de comparer cette cinétique de dégradation enzymatique a d’autres systémes modeles, 1’hydrolyse
enzymatique du DDAO phosphate (9H-(1,3-Dichloro-9,9-dimethylacridin-2-one-7-yl) phosphate) par I’ALP a
été étudiée. L’hydrolyse du DDAO phosphate (Figure 5.22.a) clive la liaison O-P pour former la molécule de
DDAO (7-hydroxy-9H-(1,3-dichloro-9,9-dimethylacridin-2-one) (Figure 5.22.b) qui est fluorescente. Ainsi,
nous avons utilisé la molécule de DDAO phosphate pour mimer le clivage des groupements phosphate de
I’ATP et comparer sa cinétique d’hydrolyse a celle de I’ATP assemblée avec I’AzoDiGua. Aprées ajout d’ALP,
la fluorescence augmente jusqu’a devenir stable au bout de 6 minutes (Figure 5.22.b). Cette fluorescence
correspond a celle de la molécule de DDAO obtenue apres hydrolyse totale du groupement phosphate. La
cinétique de dégradation enzymatique des agrégats ATP/AzoDiGua est ainsi comparable a la dégradation d’une

molécule seule non assemblée avec une autre molécule.
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Figure 5.22-a) Structure moléculaire des molécules de DDAO et DDAO phosphate b) Intensité de fluorescence en
fonction du temps du DDAO phosphate en présence d’ALP ( 5 pL, 10 U/uL) dans le DMF ([DDAO]=50 uM,

(Excitation : 590 nm, Emission : 690 nm).
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4) Conclusions et introduction a la réponse a la complexation héte-invité

Dans ce chapitre, nous avons étudi¢ I’effet de différents stimuli, chimique, physique et biologique, sur
I’assemblage supra-moléculaire en solution entre I’ATP et I’AzoDiGua afin de développer un co-assemblage

mutli-stimuli répondant.

Nous avons tout d’abord montré que la lumiére était capable de controler réversiblement I’auto-assemblage
supramoléculaire entre I’ATP et I’AzoDiGua par photoisomérisation de I’azobenzéne. Lorsque 1’AzoDiGua
trans s’isomérise sous 1’action de la lumiére UV en AzoDiGua Cis, les interactions entre le dérivé d’azobenzéne
et I’ATP ne sont plus favorables (changement de géométrie, perte de planéité et augmentation de la polarité de
I’AzoDiGua) et les agrégats ATP/AzoDiGua se désassemblent. Lorsque le milieu est réirradié avec de la
lumiére bleue, I’AzoDiGua cis se photoisomérise en AzoDiGua trans et les agrégats se reforment. Cet auto-
assemblage supramoléculaire réversible en solution de I’ATP et ’AzoDiGua nous a permis de contrdler
réversiblement la fluorescence par la lumiére. A notre connaissance, il s’agit du premier auto-assemblage
supramoléculaire photostimulable et réversible impliquant des molécules d’ATP non modifiées de maniére
covalente. Puis, nous avons exploité les propriétés chélatantes de I’ATP afin de contréler le désassemblage
dynamique des structures supramoléculaires ATP/AzoDiGua par 1’ajout d’ions métalliques. De maniere tres
intéressante, ce systéme est sélectif vis-a-vis de la valence, les cations divalents provoquant le désassemblage
et les monovalents restant sans effet. Nous avons vu que lorsque des ions cuivre en exces sont ajoutés au milieu
réactionnel, les agrégats se dissocient et la fluorescence induite par agrégation est rompue. Des études par
résonance paramagnétique électronique nous ont permis de montrer que c’est bien la complexation du cuivre
avec les molécules d’ATP qui provoque le désassemblage des structures AzoDiGua/ATP et la diminution de
fluorescence. Par ajout d’un excés d’ATP, les agrégats ATP/AzoDiGua peuvent ensuite se reformer. Les
structures supramoléculaires AzoDiGua/ATP apparaissent donc non seulement comme trés dynamiques et
pouvant étre controlées par 1’ajoit d’ions métalliques mais aussi, grace a leurs propriétés de fluorescence dans
I’état assemblé seulement, permettent de concevoir un principe intéressant de détection d’ions métalliques par
fluorescence qui est également sensible a la valence. Enfin, nous avons utilis¢ I’ATP comme un substrat
enzymatique pour désassembler les agrégats ATP/AzoDiGua par une enzyme phosphatase qui se traduit
également par un contréle enzymatique de la fluorescence. Ainsi, les assemblages ATP/AzoDiGua constituent
un systeme nouveau dynamique et multi-stimuli-répondants dont la fluorescence induite par agrégation a pu
étre contr6lée par la lumiére, la chélation ou encore une enzyme. Tous ces résultats montrent non seulement la
variété des propriétés dynamiques obtenues avec ce systeme particulier, mais mettent également en lumiére
I’intérét d’utiliser un intercalant photosensible comme brique de co-assemblage de molécules biologiques
d’intérét, ici I’ ATP, pour controler dynamiquement ces dernieres (notamment par la lumiére) sans avoir besoin

de les modifier de maniére covalente.
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Un dernier stimulus a été étudié et a consisté a exploiter les propriétés de complexation héte-invité de
I’AzoDiGua. Pour ce faire, nous avons développé un systéme host-guest combinant I’AzoDiGua et une cavité
organique, appelée cyclodextrine. Nous avons utilisé ce complexe d’inclusion pour piloter les propriétés
d’intercalation de 1’AzoDiGua mais €galement ses propriétés d’assemblage avec I’ATP. Ces résultats sont

présentes dans la partie C de ce manuscrit.
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Conclusion de la partie B

Au cours de ce travail, nous avons exploité un tout nouveau concept initié par notre équipe visant a combiner
des intercalants d’ADN avec des dérivés d’ADN afin de développer des assemblages dynamiques et
stimulables. Nous nous sommes intéressés d’une part a un intercalant d’ADN photosensible, I’AzoDiGua,
possédant des propriétés de photo-isomérisation réversible et de fluorescence induite par agrégation et d’autre

part, a un nucléotide, I’ATP, possédant un réle crucial dans de nombreux procédés biologiques.

Nous avons montré que I’ATP et I’AzoDiGua étaient capables de s’autoassembler en solution sous la forme
d’agrégats supramoléculaires micrométriques. Ces agrégats sont en suspension en solution, s’agrégent
progressivement a 1’échelle de la minute et provoquent une turbidité instantanée de la solution. Cette
reconnaissance spontanée provient des interactions électrostatiques attractives entre les groupements
guanidinium de I’AzoDiGua et les groupements phosphate de I’ATP ainsi que les interactions 7 entre la partie
aromatique de 1’AzoDiGua et de I’ATP. Les agrégats ATP/AzoDiGua présentent une large émission de
fluorescence entre 500 et 800 nm, alors que leurs briques individuelles (ATP seul et AzoDiGua seul) ne sont
pas fluorescentes. Cette propriété provient de la fluorescente induite par I’agrégation de 1’AzoDiGua au sein
du co-assemblage. Ainsi, ce systéme présente la caractéristique d’étre fluorescent uniquement dans son état

auto-assemblé.

Nous avons ensuite caractérisé la réponse de ce co-assemblage a différents stimuli en solution tirant profit des
propriétés physico-chimiques intrinséques de I’ATP et de 1’AzoDiGua. Grace aux propriétés de photo-
isomérisation réversible de 1’AzoDiGua, nous avons été capable de contréler réversiblement par la lumiére
I’assemblage en solution entre ’ATP et I’AzoDiGua ainsi que la fluorescence des agrégats ATP/AzoDiGua.
Puis, en exploitant les propriétés de chélation de I’ATP, nous avons pu mettre en évidence la capacité des ions
Cu?* & induire un désassemblage des agrégats ATP/AzoDiGua et ainsi de contréler par le ratio [Cu?*] :[ATP]
la fluorescence du co-assemblage ATP/AzoDiGua en solution. Enfin, nous avons exploré la capacité d’utiliser
une enzyme comme un stimulus. L’alkaline phosphatase s’est ainsi avérée capable d’induire un désassemblage
des agrégats ATP/AzoDiGua par hydrolyse de I’ATP et de contréler la fluorescence induite par agrégation de
I’AzoDiGua a l’origine des propriétés de fluorescence du co-assemblage ATP/AzoDiGua. Ce systéeme
constitue un des rares systemes auto-assemblés a base d’ATP fluorescents et multi-stimulables. Cette stratégie

pourrait étre étendue a d’autres types de nucléotides ou d’intercalants d’ADN photosensibles.

Article en préparation : “ATP/Azobenzene-guanidinium self-assembly into fluorescent and multi stimuli-

responsive supramolecular aggregates”, O.Abodja, N.Touati, M.Morel, S.Rudiuk, D.Baigl*
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PARTIE C

Intercalant d’ADN photosensible/cyclodextrine : des
pseudo-rotaxanes photodynamiques au controdle de
propriétés variées d’intercalants d’ADN

Dans la partie précédente, nous avons vu comment un intercalant photosensible de I’ADN, appelé¢ AzoDiGua,
en présence d’un nouveau partenaire d’intérét biologique, I’ATP, permettait de construire des structures auto-
assemblées dynamiques, répondant a de nombreux stimuli, notamment la lumiére. Dans cette partie, nous
souhaitons explorer un nouveau principe d’actuation de I’AzoDiGua afin d’augmenter les possibilités de
contrdle dynamique de cette molécule intéressante pour contrdler aussi bien 1’hybridation de ’ADN
(intercalation photosensible) que la construction d’auto-assemblages supramoléculaires comme vus dans la
partie précédente. Notre stratégie a consisté a se baser sur les principes de la chimie hote-invité, en mettant en
interaction 1’AzoDiGua avec une a-cyclodextrine. Nous montrons que ceci conduit a la formation d’un nouveau
pseudo-rotaxane photodynamique consituté de 1’AzoDiGua inclus dans la cavité de 1’a-cyclodextrine. Ce
complexe d’inclusion a été utilisé pour contrdler a 1’échelle supramoléculaire les propriétés d’intercalation
dans I’ADN et les propriétés de fusion et d’hybridation de I’ADN ainsi que la fluorescence et le contrdle du
coassemblage avec I’ATP. Tous ces résultats montrent 1’obtention de nouvelles propriétés dynamiques

stimulés par I’inclusion de 1’AzoDiGua dans une cyclodextrine.
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CHAPITRE C.1- Complexes d’inclusion
Azobenzene/Cyclodextrine photosensibles et en
interaction avec ’ADN

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques ayant la forme d’une petite cavité hydrophobe a la
surface hydrophile. Ainsi, ces molécules amphiphiles ont été largement utilisées pour developper des
complexes hoéte-invité a reconnaissance moléculaire spécifique. Les systéemes a base de pseudo-rotaxanes
formés entre une cyclodextrine et un dérivé d’azobenzeéne ont été étudiés afin de développer des systémes
fonctionnels photostimulables. Aprés avoir présenté la chimie des cyclodextrines, nous nous intéresserons aux
travaux effectués sur des systéemes supramoléculaires photosensibles a base de cyclodextrines encapsulant un
azobenzeéne. Enfin, nous exposerons les travaux effectués pour contrdler certaines propriétés de I’ADN par des

systemes formés de cyclodextrines et exposerons la stratégie et les objectifs du travail de these.
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1) Systemes supramoléculaires a base de cyclodextrines

a) Présentation

Les cyclodextrines (CD) sont des oligosaccharides cycliques et chiraux. Il s’agit de polymeres cycliques dont
I’unité de base est le D-glucopyranose (glucose) chacune liée par une liaison glycosidique a-1,4. Ces polymeres
sont des substances synthétiques qui ont été découvertes par le chimiste Antoine Villiers et qui peuvent étre
synthétisées par dégradation enzymatique de 1’amidon. Elles ont vu leurs premiéres applications dans les
années 1980 dans I’industrie pharmaceutique et alimentaire. Les CD sont classées en trois grandes catégories
différant par le nombre de cycles de glucose dont elles sont constituées et le diamétre du macrocycle : les a-
CD (6 unités), les p-CD (7 unités) et les y-CD (8 unités) (Figure 6.1) 122123,

Figure 6.1-a) Structure moléculaire d’une cyclodextrine B2 .b) Classes et taille des catégories de cyclodextrines
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b) Systémes hote-invité

a) Propriétés structurales des cyclodextrines

Les cyclodextrines, de par leur structure spécifique, ont été largement utilisées comme molécules hétes afin de
développer des systemes host-guest ayant des applications dans des domaines allant de la biologie aux
matériaux. La structure macrocyclique des cyclodextrines est stabilisée par des liaisons hydrogéne
intramoléculaires entre les groupements hydroxyle en position C2 et C3 d’unités de glucose adjacentes. Ces
molécules sont chirales, de par la présence de 5 carbones asymétriques sur le D-glucopyranose permettant de
faire de la reconnaissance moléculaire chirale'?*. De méme, les cyclodextrines sont des molécules amphiphiles.
En effet, elles sont constituées d’une cavité hydrophobe, essentiellement organique, et d’une surface hydrophile
formée par les groupements hydroxyle du glucose. Ce caractére amphiphile a permis aux chimistes d’utiliser
cette cavité comme une molécule hote pour former des complexes d’inclusion hote-invité avec une large

gamme de molécules hydrophobes 1%,
B) Complexes d’inclusion cyclodextrine/molécule hydrophobe

La formation d’un complexe d’inclusion entre une molécule invitée hydrophobe D et la cyclodextrine hote CD
résulte d’un équilibre d’association et de dissociation caractérisée par une constante d’équilibre

thermodynamique K qui sera d’autant plus élevée que I’inclusion est favorable thermodynamiquement et une
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steechiométrie CD : D bien précise La steechiométrie 1 :1 est la configuration la plus fréquente mais d’autres,

telles que 2 :1, 2 :2 ou 1 :2 peuvent étre mises en évidence (Figure 6.2.a).

CD+D=CD-D
. [CD-D]
"1 [CD][D]

A 1’échelle microscopique, la premiere force motrice de la formation du complexe est d’origine entropique et
provient de I’effet hydrophobe. Lorsque le complexe n’est pas formé, I’invité hydrophobe est trés mal solvaté
par les molécules d’eau et I’interaction entre la cavité de la cyclodextrine et I’eau solvant est trés peu favorable.
Ainsi, lorsque la molécule invitée rentre dans la cyclodextrine, les molécules d’eau présentes au sein de la
cavité hydrophobe sont expulsées de cette derniere afin de permettre la complexation de la molécule apolaire
(Figure 6.2.c). Le réseau de liaisons hydrogene autour de la molécule invitée est rompue et les molécules
adoptent une configuration maximisant leur entropie finale. Ainsi, d’un point de vue énergétique, la différence
d’énergie AE=Ecp .o~ (Ecp + Ep) est négative ce qui est énergétiquement favorable!?®. La deuxiéme force
motrice de la formation du complexe est les interactions de Van der Waals. En effet, la cyclodextrine a un
moment dipolaire orienté du disque secondaire au disque primaire. Lorsque la molécule invitée hydrophobe
entre dans la cavité, elle s’oriente de fagon a ce que son moment dipolaire soit de direction opposée a celui de
la cyclodextrine (Figure 6.2.b) 126, Une large gamme de molécules invitées ont été explorées (hydrocarbures,
alcools, aromatiques, azobenzénes, ..) dont les constantes d’association varient de 102 & 10° et dépendent du

milieu réactionnel 127,
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Figure 6.2-a) Représentation schématique d’un complexe hote-invité avec différentes stoechiométries'?. b) Moment
dipolaire de la cyclodextrine CD et d’une molécule invitée 1281%° .c) Représentation schématique de 1’effet hydrophobe
lors de la complexation du p-xyléne avec une cyclodextrine (les ronds bleus représentent les molécules d’eau

solvant)!?2125
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Les complexes d’inclusion formés par les cyclodextrines trouvent leurs applications dans le domaine de la
chimie pharmaceutique ou encore en chimie analytique. Les cyclodextrines peuvent étre utilisées pour séparer
des constituants d’un mélange lors d’une séparation par chromatographie. La colonne est enrichie en
cyclodextrines ayant une affinité pour un des constituants du mélange ce qui permet de les séparer lors de
’élution par complexation sélective (Figure 6.3.a) 1%, De méme, les cyclodextrines sont également trés
utilisées dans le transport de substances actives hydrophobes. La cavité hydrophobe complexe ainsi la molécule

et la transporte en milieu aqueux pour la libérer dans les cellules adéquates (Figure 6.3.b) 129130131

a) b)

Sample Analyte Elution
introduction enrichment  (gecomplexation)
(complexation)

CcD Drug 1:1 drug-CD complex

Figure 6.3-a) Séparation de constituants d’un mélange par chromatographie sur colonne composée de cyclodextrines!?®
.b) Encapsulation de substances biologiques hydrophobes par des cyclodextrines pour le transport en milieu

cellulaire®3.

2) Systémes host-guest photosensibles

Les cyclodextrines constituent d’excellentes plateformes pour fabriquer des systémes photosensibles dont les

propriétés (optiques, mécaniques, biologiques) peuvent étre dynamiquement contrélées par la lumiére.

a) Systeme hote-invité Azobenzene/Cyclodextrine

Les azobenzénes ont été largement explorés pour leur capacité a former des complexes d’inclusion avec des
cyclodextrings32133134135,136 1 oyir capacité a s’isomériser rapidement sous ’action d’un rayonnement a permis
de développer des systémes host-guest photocontrdlés. L’azobenzéne trans, apolaire et moins contrait
stériquement, a une constante thermodynamique d’association avec I’a-CD Ka beaucoup plus élevée (Ka=2000
M) que I’azobenzéne de conformation cis, davantage polaire et plus contraint stériquement (K.=35 M™).
Ainsi, I’équilibre d’inclusion est davantage favorisé pour 1’azobenzéne trans que le cis ce qui a permis aux

scientifiques de développer des systémes intelligents permettant de réguler leurs fonctions grace a la lumiere.
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Figure 6.4-a) Principe de photoisomérisation de I’azobenzéne **%. b) Schéma de I’inclusion photocontrolée de
’azobenzéne dans une a-cyclodextrine!®137, ¢) Dimensions moléculaires d’un dérivé d’azobenzéne comparées a celles

d’une a-cyclodextrine 1%,
b) Machines moléculaires Azobenzéne/Cyclodextrine photosensibles

Une série de machines moléculaires photostimulables combinant des azobenzénes et des cyclodextrines a ainsi
été développée pour contrbler certaines propriétés telles que le mouvement mécanique, le relargage de

molécules biologiques ou encore 1’émission de lumiére par fluorescence.
o) Propriétés mécaniques

Le photocontrdle de la conformation des azobenzénes a permis aux chimistes de développer des machines
moléculaires capables d’effectuer un mouvement mécanique sous 1’action de la lumiére. Le mouvement de
contraction et décontraction des filaments de myosine et d’actine a inspiré de nombreux travaux de recherche
cherchant @ mimer leur mouvement mécanique afin de fabriquer des muscles artificiels capables d’agir
réversiblement sous I’action de la lumiére **°. Pour ce faire, certains chimistes ont développé des rotaxanes de
type [c2]-daisy chain capable de bouger sous 1’action de différents stimuli (pH, lumiére, oxydoréduction, etc)
d’une forme contractée a une forme étendue (Figure 6.5.a). Par exemple, en 2017, 1’équipe de Giuseppone
développe une[c2]-daisy chain polymérique dont le mouvement mécanique est controlé par le pH (Figure
6.5.0)'%. Les scientifiques ont été aussi intéressés par le développement de rotaxanes [c2]-daisy chain
mécaniquement controlés par la lumiére*. Ainsi I’équipe d’Harada développe un rotaxane de type [c2]-daisy

chain a base d’a-cyclodextrines et de dérivés d’azobenzéne (Figure 6.5.c et d) 0. Dans ce travail, les auteurs
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ont pu contrdler I’arrangement supramoléculaire de 1’azobenzéne et de la cyclodextrine le long de 1’axe du
rotaxane par photoisomérisation de 1’azobenzéne mimant le mouvement d’un muscle. Lorsque 1’azobenzéne
trans se photoisomérise en cis, ce dernier ne se complexe plus a la cyclodextrine provoquant un déplacement
de la cavité de ’a-CD le long de 1’axe moléculaire et la contraction de la structure. Le rotaxane retrouve son

état étiré lors de la photisomérisation 1’azobenzene cis en trans.

) . . b) o I
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Figure 6.5-a) Représentation schématique de la forme contractée et étendue de monomeéres de [c2] daisy chain **° .b)
Exemple de [c2] daisy chain dont le mouvement est contrdlé par le pH 3. ¢) Structure supramoléculaire et
photoisomérisation d’une [c2] daisy chain a base d’a-CD et d’un dérivé d’azobenzéne *4° .d) Contraction et étirement

photochimique d’un hydrogel d’une [¢2] daisy chain a base d’a-CD et d’un dérivé d’azobenzéne*
P) Propriétés biologiques

Certains travaux scientifiques se sont intéressés a la synthése de polyrotaxanes hydrogels photosensibles pour
le relargage contrélé de molécules biologiques. Une diversité de systemes photocontrolés de cette nature
formés par inclusion de polymeres d’azobenzene dans la cavité hydrophobe de cyclodextrines a été étudiée
141192 'En 2015, 1’équipe de Wu développe un polyrotaxane hydrogels capable de s’assembler en présence d’un
dérivé polymérique d’azobenzéne trans s’incluant au sein de p-cyclodextrines*. Les auteurs ont été capables
d’effectuer une transition réversible sol-gel en photoisomérisant le dérivé d’azobenzéne trans en cis. Le dérivé
cis et la B-CD, ne se complexant pas, ne forment pas de gel et restent en solution sous forme libres (Figure
6.6.a). Cet hydrogel photosensible a été utilisé pour le relargage de 1’albumine, protéine principale du plasma
sanguin. Pour ce faire, I’hydrogel a été chargé en protéines d’albumine qui s’incluent entre les chaines de
polymeéres. Lorsque 1’azobenzéne trans se photoisomérise en cis, I’hydrogel se dissocie libérant instantanément

la protéine (Figure 6.6.b).
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Figure 6.6-a) Représentation schématique de la transition photoréversible sol-gel d’un hydrogel polyrotaxane formé
par un polymeére de dérivé d’azobenzéne et d’une B-cyclodextrine fonctionnalisée!**. b) Relargage photocontr6lé de la

protéine albumine par photoisomérisation du dérivé d’azobenzéne au sein de I’hydrogel'* .
v) Propriétés optiques

Les cyclodextrines ont également été utilisées comme des cavités capables de contrbler réversiblement la
phosphorescence ou fluorescence de certains composés chimiques par irradiation lumineuse afin de développer
des petits interrupteurs moléculaires de lumiére 4. La premiére stratégie a été de s’appuyer sur la
reconnaissance moléculaire compétitive d’une cyclodextrine entre deux molécules invitées. Ainsi, en 2011,
I’équipe de Tian réussit a controler de manicre réversible la phosphorescence a température ambiante d’un
dérivé bromé de naphtaléne . Pour ce faire, les auteurs forment un complexe d’inclusion entre un dérivé
d’azobenzene trans et une f-cyclodextrine dont la constante d’association est bien plus grande que celle entre
le dérivé bromé de naphtaléne et la B-cyclodextrine (Figure 6.7.a). Ainsi, par irradiation UV, 1’azobenzéne cis
se forme permettant au dérivé de naphtaléne de se complexer avec la B-cyclodextrine, la forme cis ayant peu
d’affinité avec la cavité hydrophobe. En irradiant par de la lumiére bleue, I’effet inverse se produit. Ainsi, les
auteurs ont été capables de contrdler la phosphorescence induite par la complexation entre le dérivé de
naphtaléne et la cyclodextrine grace a I’irradiation lumineuse (Figure 6.7.a). La formation du pseudo-rotaxane
entre le dérivé bromé de naphtaléne et la B-cyclodextrine provoque une phosphorescence a température
ambiante que les auteurs ont été capables de contrdler réversiblement par la photoisomérisation du dérivé
d’azobenzéne. Les cyclodextrines ont de méme été utilisées comme briques de construction d’édifices
supramoléculaires dont la fluorescence a pu étre controlée photochimiquement. En 2020, I’équipe de Zhang
développe un hydrogel formé par un polymére de cyclodextrine fonctionnalisé par une unité
tétraphenyléthyléne et un polymére d’azobenzéne également fonctionnalisé par la méme unité ¢, Lorsque
I’hydrogel se forme par inclusion de 1’azobenzéne dans la cavité hydrophobe de la cyclodextrine, les unités de

tétraphényléthyléne s’agrégent par interaction 7 provoquant une émission de fluorescence induite par
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agregation. Ainsi lorsque 1’azobenzéne se photoisomérise, le pseudo-rotaxane se dissocie privant le
tétraphényléthéne de s’agréger et de fluorescer (Figure 6.7.b). Ainsi, les auteurs ont ainsi eté capables de

fabriquer un petit interrupteur moléculaire formé par un hydrogel fluorescent photostimulable.
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Figure 6.7-a) Photocontrdle de la phosphorescence a température ambiante d’un dérivé de naphtaléne par formation

sélective d’un pseudo-rotaxane *°. b) Fluorescence photocontrolée d’un hydrogel de cyclodextrine/azobenzéne par

agrégation photoinduite d’un dérivé de tétraphényléthéne 14°.

3) Cyclodextrines et ADN
a) Compaction d’ADN

L’interaction entre des cyclodextrines fonctionnalisées par des groupements cationiques et I’ADN a été
largement étudiée pour contrdler des propriétés de compaction de I’ADN ou encore d’autoassemblage
supramoléculaire 147:148.149.150151,152153.154 | 5 compaction et décompaction de I’ADN a largement été étudiée
avec des surfactants polycationiques *°. Ainsi, certains auteurs ont utilisé la propriété de complexation des
cyclodextrines pour controler I’état de compaction de I’ADN 6% [ ’agent de compaction doit avoir une
concentration micellaire critique bien supérieure a la concentration critique d’association avec I’ADN. Par
exemple, en 2008, I’équipe de Lindmann compacte I’ADN avec un tensioactif cationique CTAB (Figure
6.8.a)'*8. En ajoutant une p-cyclodextrine, un complexe d’inclusion se forme entre le surfactant et la cavité
hydrophobe permettant de décomptacter I’ADN. Certains auteurs se sont également intéressés a la propriéte de
compaction de I’ADN par des assemblages de cyclodextrines. En 2018, 1’équipe de Sollogoub et Bouteiller,

en collaboration avec notre equipe, fonctionnalise une B-cyclodextrine avec de 1’adamantane et des
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ammoniums empéchant la dimérisation des cyclodextrines mais permettant une polymérisation
supramoléculaire (Figure 6.8.b)1°8. Les auteurs ont ainsi montré que ce polymére supramoléculaire cationique

de cyclodextrines était capable de compacter I’ADN.
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Figure 6.8- a) Décompaction contrdlée par complexation du surfactant CTAB par une B-cyclodextrine. Adapté de la

référence’*®, b) Compaction de I’ADN par un polymére de cyclodextrines fonctionnalisées 1%

b) Positionnement du travail de thése : vers I’intercalation et I’assemblage d’ADN controlés par

des cyclodextrines

Si la compaction ou décompaction d’ADN assistée par des cyclodextrines a été étudiée, a notre connaissance,
les propriétés d’assemblage d’ADN ou dérivés d’ADN basées sur I’intercalation et dynamiquement controlées

par des cyclodextrines, n’ont pas été explorées.
a) Stratégie

Les pseudo-rotaxanes formés de cyclodextrines et de molécules amphiphiles bolaformes fonctionnalisées par
deux pseudo-stoppers ont été explorés dans certains travaux scientifiques %, Récemment en 2021, I’équipe de
recherche de Sollogoub a développé un pseudo-rotaxane controlable par le pH formé d’une a-cyclodextrine
fonctionnalisée par des groupements amine et d’une chaine carbonée linéaire possédant a chaque extrémité un
groupe ammonium chargé positivement (Figure 6.10)*%°. A pH basique, les groupements amine & la surface
de I’a-cyclodextrine sont neutres. Ainsi, la molécule linéaire peut s’inclure dans la cavité de I’a-cyclodextrine
pour former un pseudo-rotaxane. Lorsque le pH du milieu devient acide, les groupements amine a la surface
de I’a-cyclodextrine sont chargés positivement. Ainsi, par répulsion électrostatique entre les ammoniums de
I’a-cyclodextrine et ceux de la molécule invitée, cette derniere n’est plus capable de s’inclure dans la cavité de

I’a-cyclodextrine et le pseudo-rotaxane se dissocie.
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Figure 6.9- Formation et dissociation d’un pseudo-rotaxane controllable par le pH,

Dans cette partie du travail de these, nous nous sommes ainsi intéressés a la caractérisation d’un nouveau type
de pseudo-rotaxane formé par 1’AzoDiGua, intercalant d’ADN photosensible et bolaforme présenté dans la
partie précedente, et une a-cyclodextrine. Nous avons pu ainsi mettre en évidence sa structure, ses propriétés

physico-chimiques et sa photoswitchabilité.
B) Objectifs

Ce nouveau pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-CD a été utilisé pour contrdler dynamiquement les propriétés
d’assemblage d’ADN et de dérivés d’ADN basées sur ’intercalation. L’objectif est ainsi d’utiliser la

cyclodextrine comme un stimulus moléculaire d’assemblage d’ADN ou dérivés d’ADN.

Dans un premier temps, 1’objectif de 1’étude a été d’utiliser ce pseudo-rotaxane pour contrdler les propriétés
d’hybridation/fusion de I’ADN double-brin a température constante en tirant profit des propriétés
d’intercalation de I’AzoDiGua. Cet objectif a été préalablement atteint par photocontréle reversible de la
température de fusion de I’ADN en titrant profit des propriétés de photoisomérisation de I’ AzoDiGua ®3. Dans
ce travail, nous exploitons les propriétés d’amphiphilie de I’AzoDiGua par formation d’un complexe host-
guest avec 1’a-cyclodextrine. Ceci constitue une étape-clé et une stratégie utile pour stimuler des procédés
biologiques et nanotechnologiques basées sur 1’assemblage ou désassemblage de I’ADN double-brin de
maniére isotherme!®®. Dans un second temps, nous avons utilisé la cyclodextrine comme un stimulus externe

permettant de controler les systémes auto-assemblés AzoDiGua/ATP étudiées dans la partie B de ce manuscrit.

Ces assemblages d’ADN ou dérivés d’ADN dynamiquement contrdlées par une cyclodextrine, agissant comme
un stimulus externe, constituent, a notre connaissance, un nouveau concept d’actuation et est détaillé dans les

chapitres qui suivent.
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CHAPITRE C.2 - Complexe d’inclusion de type
pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-Cyclodextrine
photosensible : Synthese et caractérisation

Dans ce chapitre, nous allons décrire la caractérisation d’un nouveau complexe d’inclusion, de type pseudo-
rotaxane, formé par 1’AzoDiGua, intercalant d’ADN photosensible, et une a-cyclodextrine. Differentes
caractérisations structurales et thermodynamiques ont permis de montrer que I’AzoDiGua trans s’inclut dans
la cavité hydrophobe de la cyclodextrine tandis que la forme cis est exclue de la cavité. Le complexe d’inclusion
s’est également avéré étre fluorescent di au blocage de la conformation de 1’ AzoDiGua au sein de la cavité.
De méme, le pseudo-rotaxane présente une chiralité di au transfert de chiralité de la cyclodextrine vers
I’ AzoDiGua. Ainsi, certaines propriétés du pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-cyclodextrine, telles que le transfert
de chiralité et la fluorescence, ont pu étre photocontrolées par photoisomérisation de 1’AzoDiGua permettant

de former et dissocier réversiblement le complexe d’inclusion.
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1) Etude de I’interaction entre I’AzoDiGua et I’a-cyclodextrine

a) Caractérisation thermodynamique par ITC

Afin de sonder une éventuelle interaction entre 1’AzoDiGua et I’a-cyclodextrine (a-CD), une étude
calorimétrique par ITC (Isothermal titration calorimetry) a été menée dans le but de déterminer la
stoechiométrie, la constante de dissociation ainsi que 1’enthalpie de liaison entre les deux molécules62:163164.165
Pour ce faire, I’AzoDiGua a été titré par 1’a-CD et la chaleur dégagée a été mesurée au cours du temps (Figure
7.1.a). Le thermogramme est ensuite traité afin de tracer I’aire de chaque pic de chaleur en fonction du ratio
molaire [CD] : [AzoDiGua] (Figure 7.1.b). Ce graphique permet ensuite d’avoir accés a 1’enthalpie de liaison
AH, la stoechiométrie n et la constante de dissociation Kq pour le complexe d’inclusion a-CD/AzoDiGua que
nous avons comparées au complexe f-CD/AzoDiGua (Figure 7.1.c et d). Ces valeurs sont regroupées dans le

Tableau 2 ci-dessous

_ a-CD
AzoDiGua OH
+ HO o 0
NH, \%/Toﬁgﬁ
HN OH
~ %”“2 ) —or
O
H,N HO b SH
>¥NH OOH OH
H2N @O OH OH
Ka (M) n AH (kJ.mol?)
a-CD/AzoDiGua 5,682.10° 0,930 -25,09
B-CD/AzoDiGua 1,424.10* 0,826 -8,004

Tableau 2- Calcul des constantes de dissociation Kq, de la stoéchiométrie n et de I’enthalpie de liaison AH des
complexes a-CD/AzoDiGua et f-CD/AzoDiGua

L’interaction entre 1’a-CD et I’AzoDiGua est plus favorable que celle entre la B-CD et I’AzoDiGua. En effet,
les chaleurs de dilution sont davantage importantes et plus élevées pour 1I’a-CD (de ’ordre de -2500 pJ pour
’0-CD et -750 uJ pour la B-CD, Figure 7.1.a et c). Cette observation est confirmée par 1’enthalpie de liaison
qui est trois fois plus élevée pour I’a-CD que pour la B-CD. L’affinité de I’ AzoDiGua plus prononcée pour I’a-
CD que pour la B-CD peut ainsi étre expliquee par des effets enthalpiques. Les réseaux de liaisons hydrogéne
des molécules d’eau a I’intérieur de la cavité de la B-CD sont plus nombreux que pour ’a-CD, la caviteé de
cette derniére étant plus petite. Ainsi, le colt enthalpique pour briser ce réseau de liaisons hydrogéne afin
d’exclure les molécules d’eau de la cavité, lorsque I’AzoDiGua s’inclut, sera plus élevée pour la f-CD que
pour 1I’a-CD, expliquant ainsi une meilleure interaction avec cette derniere. La constante de dissociation Kg du

complexe 0-CD/AzoDiGua est de ’ordre de 5.10° M, soit une constante d’association Kz=2.5.10* M qui est
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’ordre de grandeur des constantes d’association usuelles des azobenzénes'®'. La constante de dissociation Kg
du complexe B-CD/AzoDiGua est de 1’ordre de 1.10 soit une constante d’association de 10* M et est
légérement inférieure a celle de ’a-CD.  La stoéchiométrie du complexe CD-AzoDiGua est de 1 : 1 signifiant

qu’une cyclodextrine encapsule une molécule d’AzoDiGua.
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Figure 7.1-a) Thermogramme de la titration de I’ AzoDiGua par I’a-CD. b) Aire des pics de chaleur en fonction du
rapport molaire [a-CD] :[AzoDiGua]. ¢) Thermogramme de la titration de 1’AzoDiGua par la B-CD. d) Aire des pics de
chaleur en fonction du rapport molaire [3-CD] : [AzoDiGua]. Conditions : [AzoDiGua] =1 mM ; [CD]=10 mM.
Solutions réalisées dans le buffer [Tris HCI] = 50 mM (pH = 7.4).

Etant donné I’affinité plus affirmée pour I’a-CD que la B-CD, les études de ce chapitre et du chapitre suivant

ont éte réalisees sur le complexe d’inclusion a-CD/AzoDiGua.

b) Caractérisation spectroscopique par spectroscopie d’absorption UV-visible

L’interaction entre 1’a-CD et ’AzoDiGua a été étudiée par spectroscopie d’absorption UV-visible (Figure
7.2.a). Pour ce faire, I’AzoDiGua a été titrée par 1’a-CD en augmentant progressivement le rapport r=[a-CD] :
[AzoDiGua]. Lorsque r augmente, un effet bathochrome est observé sur la transition m-n* a 360 nm de
I’AzoDiGua. Cet effet bathochrome peut étre interprétée par le changement d’environnement de 1’ AzoDiGua
par ajout progressif d’a-CD en solution 6. En effet, la polarité du milieu environnant I’AzoDiGua diminue

progressivement car les molécules d’AzoDiGua s’incluent graduellement dans la cavité hydrophobe qui est
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moins polaire que I’eau solvant. Ce changement de polarité est ainsi a I’origine de 1’effet bathochrome observé
pour la transition n-n* de I’ AzoDiGua. Un point isobestique est également observé a 400 nm correspondant a
la coexistence de plusieurs espéces en solution (cyclodextrines libres, molécules d’AzoDiGua libres et
complexes d’inclusion a-CD/AzoDiGua). L’épaulement de la bande de I’AzoDiGua libre baisse graduellement
en intensité au fur et a mesure que le rapport r augmente. La titration par spectroscopie UV-visible d’absorption
a permis d’estimer la constante d’association Ka entre I’AzoDiGua et I’a-CD grace a I’équation de Benesi-

Hidebrand ci-aprés 1 :

1 1 y 1 N 1
A—ho Kax (Ao —Ao) [@CD] Ay — Ao

Dans cette titration, la transition n-n* de 1’AzoDiGua a 360 nm est suivie :

o ko= longueur d’onde initiale du maximum d’absorbance de I’AzoDiGua
o A= longueur d’onde finale du maximum d’absorbance de I’ AzoDiGua

o A = longueur d’onde du spectre d’absorbance de 1’AzoDiGua pour la concentration [a-CD]

correspondante

O

[a-CD] = concentration de I’a-CD

o Ka= constante d’association du complexe AzoDiGua/a-CD

Ainsi, en notant AA=A-Ao, le tracé de la courbe 1/AX en fonction de 1/[a-CD] permet d’accéder a la constante
d’association Ka du complexe d’inclusion (Figure 7.2.b). La régression linéaire a permis d’estimer Ko=4,1.10*
M-1. De maniére intéressante, cette valeur est du méme ordre de grandeur que celle mesurée par calorimétrie
(Figure 7.1) qui est estimée a K,=2.10* M.
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Figure 7.2-a) Spectre d’absorbance de 1’ AzoDiGua pour différents ratios r = [a-CD]./[AzoDiGua]. b) Tracé de 1/A\ en
fonction de 1/[a-CD] et détermination de la constante d’association K grace a I’équation Benesi-Hidebrand. Le point
isobestique est marqué d’un astérisque *. Conditions : [AzoDiGua] = 50 uM ; Solutions réalisées dans le buffer
[Tris HCI] = 50 mM (pH = 7.4).

c) Caractérisation structurale par RMN

Afin de caractériser la structure du complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD, la résonance magnétique nucléaire
RMN H 1D et 2D nous a permis d’obtenir des informations sur 1’inclusion de I’ AzoDiGua au sein de la cavité
de’a-CD. Lanumération suivante pour les protons aromatiques est adoptée. Le détail complet de 1’assignation

des signaux pour chaque proton est donné en annexes.

e
NH,

C /—/ 4NH2
NH Has

>—

H,N

Schéma 7.1- Numérotation des protons des cycles aromatiques de 1’AzoDiGua
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a) Analyse par RMN 'H 1D

Le détail de I’assignement des spectres est donné en annexes 1,2 et 3. Les concentrations sont de 5 mM pour
I’AzoDiGua et pour I’a-CD de manic¢re a totalement déplacer I’équilibre dans le sens de formation du

complexe. Ainsi, a cette concentration, le complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD est formé en solution.

Le spectre RMN H de 1’AzoDiGua présente deux doublets & 7,73 et 7,05 ppm correspondant respectivement
aux protons aromatiques en ortho Hs et Hs et meta Hi et H> de ’oxygéne de chaque cycle aromatique
équivalent di a la symétrie de la molécule (Spectre en annexe 1). Lorsque 1’AzoDiGua est en présence d’o-
CD, deux doublets dans la région des aromatiques apparaissent a 8,23 et 7,63 ppm. lls correspondent tous les
deux a un shift de 0,5 ppm par rapport aux signaux des aromatiques de 1’AzoDiGua libre. Ainsi, ces deux
doublets correspondent aux protons du cycle aromatique en ortho et méta et ont le méme environnement de
perturbation. Ceci prouve qu’ils sont inclus dans la cyclodextrine et se voient déblindés dd a un environnement
moins électronégatif dans la cavité hydrophobe. Deux doublets sont également présents a 7,24 et 7,17 ppm qui
correspondent tres probablement aux protons aromatiques du deuxieme cycle aromatique Hg, Hio, Hi1 et Hio
(Spectre en annexe 3). Ainsi, lorsque 1I’AzoDiGua interagit avec la cyclodextrine, la symétrie de 1’azobenzéne
est brisée et les deux cycles aromatiques ne sont plus équivalents. Selon ces observations expérimentales, nous
pouvons proposer qu’un des cycles aromatiques s’inclue totalement dans la cavité de la cyclodextrine tandis
que I’autre ne s’inclut pas totalement expliquant 1’apparition de nouveaux signaux di a une perte de symétrie.
Afin de gagner plus en détails sur I’inclusion de 1’AzoDiGua dans 1I’a-CD, nous avons effectué de la RMN

2D.
B) Analyse par RMN 'H ROESY et DOSY 2D
B.1) Analyse par RMN 'H ROESY 2D

La RMN H ROESY 2D nous a permis de sonder une éventuelle corrélation entre les protons de I’a-CD et
1’AzoDiGua. La corrélation est basée sur 1’effet OverHauser nucléaire entre deux spins qui interagissent
spatialement (a travers des interactions intermoléculaires) et non scalairement (a travers des liaisons
covalentes). Les protons aromatiques Hz et Hs a 8,23 ppm et Hy et H2 & 7,63 ppm correlent avec la région des
protons de la cyclodextrine (Figure 7.2). Une corrélation avec les protons H3 et H5 de I’a-CD a 3,53 ppm et
3,90 ppm peut étre détectée (En Annexe 2 est représentée la numérotation des protons de 1I’a-CD). Néanmoins,
seuls les protons aromatiques du doublet a 7,24 ppm correlent avec les protons de la cyclodextrine. Les protons
aromatiques du doublet a 7,17 ppm ne correlent pas avec ceux de la cyclodextrine. Ceci signifie probablement
que seule la moitié du deuxiéme cycle aromatique est inclus dans la cavité de la cyclodextrine. Ainsi, les
protons Hio et Hiz sont inclus et correlent avec ceux de la cyclodextrine (7,24 ppm) et les protons Hg et Hig
sont trés probablement hors de la cavité de la cyclodextrine et ne corrélent pas totalement avec les protons de

I’a-CD. Ainsi, ces observations RMN permettent de conclure que I’AzoDiGua s’inclue de fagon non
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symétrique dans la cavité de la cyclodextrine. En Figure 3 est représentée la structure suggérée du complexe
d’inclusion au sein de laquelle un des cycles aromatiques de I’AzoDiGua est entierement inclus dans la cavité

de I’a-cyclodextrine tandis que 1’autre est probablement inclus a moitié.
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Figure 7.2-a) Spectre *H RMN 2D ROESY (D0, 300 MHz) du mélange AzoDiGua/o-CD ([AzoDiGua]=5 mM, [a-
CD]=5 mM) b) Zoom des signaux entourés en rouge sur le spectre de la figure 7.3.a montrant la corrélation entre les

protons de 1’AzoDiGua et 1’a-CD (les lignes noires indiquent les corrélations internucléaires).
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Schéma 7.3- Structure proposée pour le complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD et représentation des corrélations
internucléaires entre les protons H3 et HS de I’a-CD et les protons aromatiques H1,H2,H3 et H4 de
I’AzoDiGua

B.2) Analyse par RMN 'H DOSY 2D

Afin de confirmer I’inclusion de I’AzoDiGua au sein de la cavité de I’a-CD, une étude par diffusion par RMN
'H 2D DOSY a été effectuée afin de comparer les coefficients de diffusion de I’AzoDiGua et de I’AzoDiGua
en présence d’a-CD. Sur I’annexe 4 et 5 sont représentés les spectres DOSY de 1I’AzoDiGua pur et d’un
melange équimolaire AzoDiGua/a-CD. Les protons aromatiques de 1’AzoDiGua en présence d’a-CD ont un
coefficient de diffusion inférieur a celui de I’ AzoDiGua libre. En effet, les protons aromatiques de 1’AzoDiGua
pur & A 7,05 et 7,73 ppm ont un coefficient de diffusion supérieur (Dazp=2.10"° m?.s%) aux protons aromatiques
a 7,63 et 8,23 ppm de ’AzoDiGua en présence d’a-CD (Dazpia-cp=0.9.10° m?.s1). Cette comparaison des
coefficients de diffusion par la RMN 2D DOSY *H prouve que 1’AzoDiGua est inclus dans la cavité. En effet,
lorsque 1I’AzoDiGua forme un pseudo-rotaxane avec 1’a-CD, ses mouvements moléculaires sont plus contraints
que lorsqu’il est libre. Ainsi, le coefficient de diffusion mesuré pour I’AzoDiGua en présence de I’a-CD est

plus faible que I’ AzoDiGua libre prouvant que ce dernier s’inclut dans I’a-CD 167168,

2) Etude photodynamique du complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD

Dans cette partie, une étude de la dynamique photochimique du pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-CD a été menée.

L’objectif est de caractériser le photocontréle du complexe d’inclusion qui se base sur la photoisomérisation
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de I’AzoDiGua trans en cis. Ainsi, le premier objectif a été de montrer que 1’AzoDiGua cis ne s’inclue pas
dans la cavité hydrophobe de 1’a-CD pour ensuite pouvoir contrdler réversiblement certaines propriétés du

complexe d’inclusion (chiralité et fluorescence).

a) Caractérisation par dichroisme circulaire et spectroscopie UV-visible : transfert de chiralité

photocontrolé

L’a-CD est chirale mais n’est pas active en dichroisme circulaire. Lorsqu’une molécule achirale entre dans la
cavité de I’a-CD, celle-ci est perturbée par un environnement chiral et un transfert de chiralité de 1’hote vers
I’invité peut se produire par des interactions dip0le-dipdle si le complexe d’inclusion a une constante
d’association assez forte. Cette interaction permet ainsi d’avoir un dichroisme circulaire induit (ICD) d( a un
transfert de chiralit¢é de ’a-CD vers la molécule invitée. Néanmoins, pour que I’ICD se produise, il est
nécessaire que la molécule invitée soit un chromophore. C’est a la longueur d’onde de la transition électronique
d’absorption du chromophore qu’aura lieu le transfert de chiralité lorsque la molécule invitée entre dans la
cavité chirale de I’a-CD. Le signal de dichroisme circulaire induit dans la région d’absorbance du chromophore
est le signe de la complexation hote-invité 169170.171.172173.174 1 » A 76DiGua trans est un chromophore achiral
possédant une transition w-n* a 360 nm. Ainsi, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a sonder
un possible transfert de chiralité de I’a-CD vers I’ AzoDiGua. Puis, dans un deuxiéme temps, nous avons étudié

le photocontrdle du complexe d’inclusion a-CD/AzoDiGua.

Etant donné que la constante de dissociation du complexe AzoDiGua/a-CD est de 5.10° M d’aprés les données
de calorimétrie et de spectroscopie UV-visible, nous nous sommes placés au-dela de la limite de dissociation,
a 500 uM, de maniére a bien former le complexe d’inclusion en solution. Lorsque I’AzoDiGua est en présence
de ’a-CD, un signal de dichroisme circulaire induit apparait dans la zone d’absorbance de I’AzoDiGua
correspondant a la transition n-7* a 360 nm. Un premier effet Cotton négatif (vers 445 nm) puis un second
effet Cotton positif (vers 360 nm) sont identifiés. L’intensité du signal de dichroisme circulaire induit positif
est beaucoup plus intense que celle du signal de dichroisme circulaire induit négatif car il se situe dans la zone
d’absorbance de I’AzoDiGua (Figure 7.4).
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Figure 7.4- En haut : Spectre de dichroisme circulaire de I’AzoDiGua Trans, de I’alpha CD, du Tris-HCI et du
mélange AzoDiGua Trans/alpha CD dans le buffer Tris-HCI. En bas : Spectre d’absorbance de 1’AzoDiGua Trans et
du mélange AzoDiGua Trans / alpha CD. Conditions : [AzoDiGua]=500 uM ; [alpha CD]=500 uM ; Solutions
réalisées dans le buffer [Tris-HCI] = 50 mM (pH = 7.4).

Apreés irradiation du complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD avec de la lumiére UV, le signal de dichroisme
circulaire induit a 360 et 445 nm disparait pour donner un signal silencieux. Le signal obtenu apres irradiation
UV correspond exactement au signal de dichroisme circulaire de 1’AzoDiGua Cis qui n’est pas actif en
dichroisme circulaire. Ainsi, en irradiant le complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD avec de la lumiére UV,
1I’AzoDiGua trans se photoisomérise en AzoDiGua cis. Le mélange AzoDiGua cis /a-CD résultant n’est pas
actif en dichroisme circulaire ce qui prouve qu’aucun transfert de chiralité de I’a-CD vers I’AzoDiGua cis ne
se produit. Ainsi, I’AzoDiGua Cis ne s’inclue pas dans la cavité hydrophobe de 1I’a-CD. Lorsque le mélange
obtenu AzoDiGua cis /a-CD est irradié par de la lumiére bleue, le signal de dichroisme ciruclaire positif a 360
nm et négatif & 445 nm est détecté. L’ AzoDiGua cis se photoisomérise en AzoDiGua trans et ce dernier s’inclue
de nouveau dans la cavité hydrophobe de I’a-CD permettant de recouvrer un transfert chiralité de I’a-CD vers
1’AzoDiGua. Le spectre d’absorbance de I’AzoDiGua Cis ainsi que celui du complexe d’inclusion AzoDiGua
trans/a-CD apres irradiation UV se superposent. Ceci prouve que I’AzoDiGua cis est sous forme libre en
présence d’a-CD et ne s’inclue pas dans la cavité de cette derniére. Lorsque le mélange AzoDiGua cis/a-CD

est irradié par de la lumiére bleu, la photoisomérisation de 1’AzoDiGua cis en AzoDiGua trans provoque la
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formation du complexe d’inclusion. Le spectre d’absorbance obtenu correspond au spectre initial du mélange
AzoDiGua trans/a-CD prouvant que le complexe d’inclusion se reforme. Ce systéme permet d’avoir un
photocontrole réversible de la chiralité du pseudo-rotaxane en exploitant le transfert de chiralité de 1’a-CD vers
I’AzoDiGua trans (Figure 7.5). Les spectres d’absorbance en milieu dilué du pseudo-rotaxane a-

CD/AzoDiGua avant et apres irradiation sont présentés en annexe 6.
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Figure 7.5- Spectre de dichroisme circulaire (haut) et d’abosrbance (bas) de I’AzoDiGua cis seul, et du mélange
AzoDiGua Trans/alpha CD apres irradiations successives UV (365 nm, power) pendant 5 min et bleue (435 nm)
pendant 5 min. Conditions : [AzoDiGua] = 500 uM ; [alpha CD] = 500 uM ; Solutions réalisées dans le buffer [Tris-
HCI] =50 mM (pH = 7.4).

Le signal de dichroisme circulaire de I’AzoDiGua trans a 500 uM présente un signal bruité dans sa zone
d’absorbance a 360 nm. Lorsque la concentration de 1’AzoDiGua trans est réduite & 100 uM, ce signal bruité
n’est plus détectable. L’ AzoDiGua cis ne présente, quant a lui, aucun signal bruité dans sa zone d’absorbance
a 500 uM. L’apparition de ce signal bruité pour I’AzoDiGua trans a haute concentration est tres probablement
lié a sa capacité d’agrégation en solution aqueuse par interaction m entre les cycles aromatiques comparé a

I’ AzoDiGua cis qui n’a pas cette prorpiété en solution (Figure 7.6).
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Figure 7.6- Spectre de dichroisme circulaire de 1’ AzoDiGua Trans a deux concentrations différentes (100 uM, 500
UM) et de I’AzoDiGua Cis (500 uM) ([Tris HCI]=50 mM)

Pour un mélange équimolaire AzoDiGua/alpha CD, plus la concentration de 1’hdte et de I’invité augmente,
plus le transfert de chiralité de I’alpha CD vers I’ AzoDiGua est détecté par dichroisme circulaire (Figure 7.7.a).
Ceci s’explique par un fort déplacement d’équilibre dans le sens de formation du complexe d’inclusion. De
méme, lorsque une quantité croissante d’alpha CD est ajoutée progressivement dans une solution d’AzoDiGua,
I’intensité du signal de dichroisme circulaire a 445 nm (premier effet cotton négatif) et a 360 nm (second effet
cotton positif) augmente progressivement (Figure 7.7.b). Ceci s’explique par le fait que ’AzoDiGua se
complexe progressivement avec I’alpha CD permettant un transfert de chiralité de 1’hote vers I’invité et prouve

que le dichroisme circulaire induit émerge de la présence de 1’alpha CD complexant I’ AzoDiGua.

a) b)

CD signal (u.a)

CD signal (u.a)

Longueur d’onde (hm) Longueur d'onde (nm)

Figure 7.7- a) Spectre de dichroisme circulaire d’un mélange équimolaire AzoDiGua/alpha CD de différentes
concentrations (50 uM, 100 pM, 500 pM). b) Spectre de dichroisme circulaire d’un mélange AzoDiGua/alpha CD pour
différents rapports r = [alpha CD]/[AzoDiGua] ([AzoDiGua]=500 puM). Solutions réalisées dans le buffer [Tris HCI] =

50 mM (pH = 7.4).
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b) Caractérisation par spectroscopie de fluorescence : fluorescence photocontrélée

Les propriétes de fluorescence du pseudo-rotaxane AzoDiGua/a CD ont également été investiguees. L’a-CD
n’est pas fluorescente tandis que 1’AzoDiGua présente une 1égere intensité de fluorescence a 650 nm (Figure
7.8.a). Lorsque I'a CD et ’AzoDiGua sont mélangés en quantités équimolaires a 500 uM, un complexe
d’inclusion type pseudo-rotaxane se forme comme étudié par dichroisme circulaire. Le complexe d’inclusion
formé entre I’a-CD et I’AzoDiGua présente une émission de fluorescence a 650 nm supérieure a celle de
I’AzoDiGua (Figure 7.8.a). Cette exaltation d’émission de fluorescence émerge des propriétés de I’AzoDiGua
qui s’inclue dans la cavité hydrophobe. En effet, lorsque 1’AzoDiGua rentre dans la cavité¢ de I’a-CD, sa
conformation est bloquée (rotation et vibration) et ce blocage est a 1’origine de I’intensité de fluorescence
détectée lorsque le complexe héte-invité AzoDiGua/a-CD se forme en solution. Ainsi, en excitant la molécule
d’AzoDiGua dans sa zone d’absorbance a 400 nm, il est capable de fluorescer lorsqu’il est inclus dans la cavité

de I’a-CD (Figure 7.8.a).

En exploitant le fait que I’AzoDiGua Cis ne s’inclue pas dans la cavité de 1’a-CD, la fluorescence du complexe
d’inclusion AzoDiGua/a-CD a pu étre contrblée de maniére réversible par la photoisomérisation de
I’AzoDiGua trans en AzoDiGua cis (Figure 7.8.b et c¢). Ainsi, lorsque le complexe d’inclusion fluorescent
AzoDiGua trans/a-CD est irradié par de la lumiére UV pendant 5 minutes, 1’AzoDiGua trans se
photoisomérise en AzoDiGua cis. Ce dernier, ne s’incluant pas dans la cavité hydrophobe de la cyclodextrine,
provoque une baisse de I’intensité de fluorescence due a la dissociation du complexe d’inclusion. L’intensité
de fluorescence du mélange AzoDiGua cis/a-CD, obtenu par irradiation UV du complexe d’inclusion
AzoDiGua trans/a-CD, n’est pas exactement similaire a celle de I’AzoDiGua cis en solution aqueuse et est
légérement supérieure (Figure 7.8.b et d). Ceci s’explique probablement par le fait que 1’AzoDiGua cis se
trouve dans un milieu riche en a-cyclodextrines. En effet, ces derniéres modifient 1égérement la polarité du
milieu environnant et par conséquent 1’intensité de fluorescence de 1’AzoDiGua cis. Ce photocontréle du
complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD nous a permis de contrdler réversiblement la fluorescence du pseudo-
rotaxane par irradiation successive UV et bleue permettant de fabriquer un switch moléculaire ON/OFF (Figure
7.8.¢). Lorsque le complexe d’inclusion est irradié par de la lumiére UV, I’AzoDiGua trans se photoisomérise
en AzoDiGua cis provoquant une dissociation du complexe d’inclusion et une baisse de I’intensité de
fluorescence. Lorsque le mélange obtenu est réirradié par de la lumiére bleue, I’AzoDiGua cis se
photoisomérise en AzoDiGua trans provoquant une reformation du complexe d’inclusion et une augmentation
de I’intensité de fluorescence. Il est a noter que I’intensité de fluorescence apres irradiation bleue est plus faible
que I'intensité de fluorescence initiale. Ceci est di a 1’état photostationnaire atteint qui contient un mélange de

cis et trans, riche en trans qui n’est pas de méme composition que le mélange initial (Tableau 1, Chapitre B.3).
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Figure 7.8- a) Spectre d’émission de fluorescence de 1’AzoDiGua, de I’alpha CD et du complexe alpha CD/AzoDiGua
b) Spectre d’émission de fluorescence du complexe alpha CD/AzoDiGua aprés irradiation UV (365 nm, 24 mW.cm ).
C) Variation de I’intensité de fluorescence du complexe d’inclusion alpha CD/AzoDiGua a 650 nm apres des cycles
successifs d’irradiation UV (365 nm, 24 mW.cm 2) et bleue (435 nm, 112 mW.cm 2) pendant 5 minutes. d) Variation
de I’intensité de fluorescence de I’AzoDiGua a 650 nm apres des cycles successifs d’irradiation UV (365 nm, 24
mW.cm 2)) et bleue (435 nm, 112 mW.cm 2 ) pendant 5 minutes. Toutes les solutions sont réalisées dans le buffer
[Tris HCI] = 50 mM (pH = 7.4) ([AzoDiGua]=[alpha CD]=500 uM) et toutes les excitations de fluorescence sont

effectuées a 400 nm.

Pour un mélange équimolaire AzoDiGua/a-CD, plus la concentration augmente, plus I’intensité de
fluorescence du pseudo-rotaxane est élevée (Figure 7.9). Cette évolution croissante de 1’intensité de

fluorescence avec la concentration du complexe d’inclusion prouve que le pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-CD

est bien fluorescent.
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Figure 7.9-Spectre d’émission de fluorescence (Excitation : 400 nm) du complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD en
pour un mélange équimolaire AzoDiGua/a-CD a différentes concentrations. Solutions réalisées réalisées dans le buffer
[Tris HCI] =50 mM (pH = 7.4)

De méme, en ajoutant des quantités croissantes d’alpha cyclodextrine en présence d’AzoDiGua (500 uM),
I’intensité de fluorescence de I’AzoDiGua augmente progressivement (Figure 7.10). Cette exaltation de
fluorescence de I’AzoDiGua émerge de la complexation progressive de 1’azobenzeéne au sein de la cavité de

I’a-CD.
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Figure 7.10- a) Spectre d’émission de fluorescence de I’ AzoDiGua (500 uM) en présence d’un ratio croissant
r=[a- CD] :[AzoDiGua] dans le buffer [Tris HCI]=50 mM. Le spectre de fluorescence de 1’alpha CD a été réalisé pour
une concentration de 500 uM. b) Variation de I’intensité de fluorescence de 1’AzoDiGua a 650 nm en fonction du ratio

r=[a- CD] :[AzoDiGua]. Les spectres ont été réalisés avec une excitation de 400 nm.
3) Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons caractéris¢ un nouveau complexe d’inclusion, de type pseudo-rotaxane,

combinant I’ AzoDiGua, intercalant d’ADN photosensible, et une a-Cyclodextrine.
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Ce complexe d’inclusion posséde une constante de dissociation de 5.10° M et une steechiométrie 1 :1. Des
¢tudes par RMN 2D ont montré que I’AzoDiGua s’incluait de fagon non symétrique au sein de la cavité de I’a-
Cyclodextrine. Des études par dichroisme circulaire et spectroscopie UV-visible ont permis de mettre en
évidence que la forme cis de I’AzoDiGua ne s’inclue pas dans la cavité et que le complexe d’inclusion était
chiral par transfert de chiralité de la cyclodextrine vers le dérivé d’azobenzéne. Enfin, la formation du complexe
d’inclusion AzoDiGua/a-Cyclodextrine a conduit a une augmentation de I’intensit¢ de fluorescence de
I’AzoDiGua nous ayant permis de conclure que le pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-Cyclodextrine était

fluorescent.

De maniére trés intéressante, nous avons enfin montré que ce complexe d’inclusion était photosensible et que
ses propriétés de chiralité et de fluorescence pouvaient étre réversiblement photocontr6lées via la
photoisomérisation de 1’AzoDiGua. Ceci nous a ainsi permis de développer un switch supramoléculaire
ON/OFF photocontr6lé combinant I’ AzoDiGua et I’a-Cyclodextrine et conduisant a un contréle de propriétés

notables, comme la fluorescence ou la chiralité (Figure 7.11).

Bleu \ @ HNIO
H2N§<

NH,
Complexe d’inclusion aCD AzoDiGua Cis
AzoDiGua Trans/aCD
Complexation Dissociation
Chiral et fluorescent Achiral et non fluorescent

Figure 7.11- Photocontr6le du complexe d’inclusion type pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-Cyclodextrine et des
propriétés associées (fluorescence, chiralité induite) par photoisomérisation trans-cis réversible de 1’ AzoDiGua,

démontré dans ce chapitre.

Ce complexe d’inclusion photosensible a ensuite été utilisé pour deux applications différentes. La premiere
consiste a controler de manicre isotherme I’assemblage de brins d’ADN en exploitant la propriété
d’intercalation de I’AzoDiGua. La deuxiéme a pour but de contrdler 1’assemblage supramoléculaire entre
I’ATP et I’AzoDiGua, décrit aux chapitres B.2 et B.3, et d’utiliser I’a-Cyclodextrine comme un stimulus hote-
invité pour désassembler dynamiquement les agrégats supramoléculaires et briser 1’émission de fluorescence
induite par agrégation de I’AzoDiGua. Le contréle dynamique de ces propriétés est décrit dans le chapitre

suivant.
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CHAPITRE C.3- Complexe d’inclusion
AzoDiGua/a-Cyclodextrine : vers des propriéetes
dynamiques d’assemblage et fusion de ’ADN

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que I’intercalant ADN photosensible, I’ AzoDiGua, formait un
complexe d’inclusion dynamique avec 1’a-Cyclodextrine. Dans chapitre, nous allons exploiter ce phénomeéne
pour contréler de maniere dynamique les propriétés d’interaction de I’AzoDiGua avec I’ADN (intercalation)
ou I’ATP (auto-assemblages vus aux chapitres B2 et B3). La premiére propriété ciblée a donc été sa propriéte
d’intercalation. Nous avons ainsi été capable de contrdler I’assemblage par appariement des bases de brins
d’ADN ainsi que sa température de fusion Trm par formation du pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-Cyclodextrine.
La deuxiéme propriété ciblée est la capacité de 1’AzoDiGua de former des assemblages supramoléculaires
fluorescents avec I’ATP, détaillées dans les chapitres B2 et B3. Nous avons ainsi été capables de contrdler les
propriétés d’assemblage des agrégats supramoléculaires ATP/AzoDiGua dont la fluorescence induite par

agrégation de 1’AzoDiGua répond a la complexation hote-invité de 1’a-cyclodextrine.
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1) Intercalation dynamique de 1’AzoDiGua au sein de ’ADN contrélée par la complexation
AzoDiGua/a-Cyclodextrine

a) Stratégie générale

L’AzoDiGua est un intercalant d’ADN. Il est donc capable de s’inclure entre les bases de I’ ADN par interaction
7 et électrostatiques. Ceci se traduit par une stabilisation du double-brin d’ADN en augmentant sa température
de fusion (ou « melting » en anglais), qu’on notera ici Tm. Ainsi, dans ce travail, nous nous sommes intéresses
a la possibilité de désintercaler I’AzoDiGua en présence d’une a-cyclodextrine afin de contrdler I’hybridation
des bases d’ADN par ’interaction hote-invité a température constante (Figure 8.1). La stratégie consiste a

manipuler deux équilibres chimiques distincts :

(1) AzoDiGua + ADN = AzoDiGua/ADN : intercalation
(2) AzoDiGua + a-CD = AzoDiGua/a-CD : complexe d’inclusion

Ainsi, nous nous sommes intéressés a la possibilité de déplacer 1’équilibre (2) dans le sens de formation du
complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD et ainsi rompre 1’équilibre (1) d’intercalation de I’AzoDiGua dans

I’ADN (Figure 8.1.b)
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Figure 8.1-a) Structure moléculaire et schématique de ’intercalant d’ADN AzoDiGua et 1’a-Cyclodextrine. b)
Représentation schématique de la stratégie de désassemblage de I’ADN par la complexation hote-invité AzoDiGua/a-

Cyclodextrine a température constante.
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b) Présentation du systeme ADN Hairpin étudié

L’étude a été réalisée sur un systtme ADN que 1’on appellera Hairpin. Le systeme ADN Hairpin a été

préalablement développé par notre laboratoire. Il est constitué d’un brin d’ADN primaire compos¢ :

o d’une chaine de thymines flexibles non appariées

o d’un double brin possédant 5 paires de base appariées et dont le pourcentage en bases GC (Guanine et
Cytosine) peut étre controlé

o De deux bras de séquences de bases non appariées

Deux oligonucléotides, respectivement fonctionnalisés par un groupement A accepteur (Cyanine 3c) et un
groupement B donneur (Cyanine 5¢) et complémentaires des deux bras de I’ADN primaire, viennent s’ hybrider
par appariement des bases sur chaque bras de la plateforme (Figure 8.2.a). Ceci constitue le systtme ADN

Hairpin qui est étudié dans ce chapitre.
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Figure 8.2-a) Construction de la plateforme du systtme ADN Hairpin par hybridation. b) Structure moléculaire des

accepteur A et donneur B.

La détermination de la température de fusion Tm de I’ADN est effectuée grace a une mesure FRET (Forster
Resonance Energy Transfer). Lorsque les groupements A et B sont proches 1’un de 1’autre et bien positionnés
dans I’espace, un transfert d’énergie FRET du donneur vers 1’accepteur est possible (Figure 8.3.a). Ainsi,
lorsque le donneur est excité a sa longueur d’onde d’excitation, ce dernier transfert son énergie a 1’état excité
al’accepteur qui est capable d’émettre de la lumicre par fluorescence a sa longueur d’onde d’émission. Lorsque

la température du milieu augmente et atteint la température Tm du double-brin de la tige du hairpin,
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I’appariement des 5 paires de bases est brisé ce qui éloigne les molécules A et B et rend le transfert d’énergie
FRET beaucoup moins efficace (Figure 8.3.a). Nous avons donc utilisé cette stratégie pour mesurer la
température de fusion Ty dans différentes conditions. Pour ce faire, 1’efficacité FRET Erret €St mesurée en

fonction de la température du milieu T. L’efficacité du transfert d’énergic FRET est calculée par la grandeur

suivante Erret :

EFRET =
la+ls

Avec :

o la: intensité de fluorescence de 1’accepteur A a sa longueur d’onde d’émission

o Ig: intensité de fluorescence du donneur B a sa longueur d’onde d’émission
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Figure 8.3-a) Représentation schématique d’un transfert d’énergie FRET (Forster Resonance Energy Transfer) entre
un donneur et un accepteur™. b) Représentation schématique du melting d’ADN et du contrdle de Iefficacité FRET

Errer par appariement des bases du systeme ADN Hairpin étudié.
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c) Etude de I’effet de la complexation AzoDiGua/a-Cyclodextrine sur le melting d’ADN
o) Intercalation de ’ADN par I’AzoDiGua

L’AzoDiGua est capable de stabiliser le double brin d’ADN étant capable de s’intercaler entre les bases d’ADN
64 Les parties aromatiques de 1’AzoDiGua se positionnent entre les bases G-C par interaction m tandis que les
extrémités guanidinium se placent a I’extérieur de la double hélice par interaction électrostatiques avec les
phosphates. Une étude systématique sur cet ADN Hairpin a été préalablement réalisée par notre laboratoire
pour élucider les effets de concentration en AzoDiGua, les effets de force ionique et les effets de séquences
des brins d’ADN appariés sur la différence ATm correspondant a la différence de température de fusion ATm
de I’ADN apres et avant intercalation de I’AzoDiGua. Les conditions choisies pour I’étude de I’effet de la
formation du complexe AzoDiGua/a-Cyclodextrine sur la fusion d’ADN ont été choisies telles que
I’intercalation de 1’AzoDiGua stabilise grandement I’ADN et conduit a un ATr, élevé afin de pouvoir étudier
I’effet de la présence de 1’a-cyclodextrine sur le désassemblage de I’ADN sur une grande gamme de

température.

Dans les conditions choisies, I’ADN Hairpin a une température de fusion Tmw= 16 °C. Lorsque 1’AzoDiGua
s’intercale dans I’ADN, la température de fusion Tm augmente et atteint Tm = 45 °C conduisant a un ATm =
29 °C (Figure 8.4).

0,9 -
e ADN
e ADN/AzoDiGua
0,7 -
. .
® [ )
.. + AzoDiGua ’.
|—
E 0’5 - : - - -’.
L Tm=1 .°C Tn%45°C
[ ]
0,3 - ‘ ’:
0’1 | | | | | | | | | |

0 10 20 30 40 50
Temperature (°C)

Figure 8.4- Efficacité FRET Errer en fonction de la température. Le systéme est excité a la longueur d’onde Aexc= 520
nm et les intensités de fluorescence sont mesurées aux longueurs d’onde d’émission Aem™ = 550 Nm et Aen® = 682 nm.
Le chauffage se fait avec une rampe de 1°C /5 s. Conditions : [Plateforme d’ADN hairpin] = 1 uM ; [AzoDiGua] = 50
UM ; [NaCl] = 75 mM, 5 paires de base contenant 100% GC). Toutes les solutions sont réalisées dans le buffer [Tris-
HCI] = 10 mM et [NaCl] = 75 mM.
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B) Effet de I’a-Cyclodextrine sur le melting d’ADN

Afin d’¢tudier I’effet de la présence d’une a-Cyclodextrine sur 1’intercalation de 1’AzoDiGua, nous avons

d’abord étudié I’effet de I’a-Cyclodextrine sur la fusion de I’ ADN seul. Pour ce faire, la température de fusion

Tm de ’ADN hairpin a été mesurée en présence de concentrations croissantes d’a-CD (Figure 8.5.a). L’a-CD

n’a pas d’influence significative sur la fusion de I’ADN. En effet, la température de fusion Tm de I’ADN varie

trés peu en présence de 1’a-Cyclodextrine (Figure 8.5.b). Une légeére stabilisation de 2°C est observée pour une

concentration en en a-CD de 50 et 1250 uM mais aucune tendance monotone ne peut étre dégagée. L effet de

I’a-CD sur le melting de I’ADN hairpin peut donc étre négligée par rapport a I’effet de I’AzoDiGua.
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Figure 8.5-a) Courbes de fusion de I’ADN hairpin en présence de concentrations croissantes en a-CD ([a-CD]=0 ;

50 ; 250 ; 500 ; 1250 ; 2500 ; 5000 uM).) b) Evolution de la température de melting T de I’ADN hairpin en fonction

de la concentration en a-CD. Conditions : [Plateforme d’ADN hairpin]= 1 pM. Toutes les solutions sont réalisées dans

le buffer [Tris-HCI] = 10 mM et [NaCl] = 75 mM.
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Nous avons ensuite ¢tudié I’éventuelle capacité de I’a-CD d’intéragir avec I’ AzoDiGua intercalée dans I’ADN
pour contréler la température de fusion de I’ADN Hairpin et ainsi son hybridation. L’ajout progressif d’a-CD
au sein de I’ADN hairpin intercalée par I’AzoDiGua conduit a une diminution graduelle de la température
de fusion Tm de I’ADN. La Figure 8.c représente la différence ATmcp)= Tm(ADN/AzoDiGua/a-CD); -
Tm(ADN/AzoDiGua)r=o en fonction du rapport r = [a-CD]/[AzoDiGua] pour une concentration constante en
AzoDiGua. La différence ATm(cp) correspond a la différence entre la température de fusion de I’ADN pour le
rapport r = [a-CD]/[AzoDiGua] et la température de fusion de I’ADN lorsque ce rapport r = 0, ¢’est-a-dire
qu’en présence d’AzoDiGua. En augmentant la concentration en a-CD, ATmcp) augmente progressivement
jusqu’a atteindre une valeur limite de 25 °C (Figure 8.6.c). Ainsi, la température de fusion Tmde I’ADN peut
étre régulée sur un intervalle de 25°C par ajout progressif d’une a-CD. A notre connaissance, un tel contréle
de Tm par simple ajout de cyclodextrine n’avait jamais été décrit. Ceci permet ainsi de contréler I’assemblage
de I’ADN de maniére isotherme en présence d’une a-CD qui provoque la désintercalation de 1’AzoDiGua de
I’ADN par formation du pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-CD caractérisée au chapitre C.2 (Figure 8.6.b).
L’AzoDiGua complexé n’est donc plus capable de s’intercaler dans ’ADN et conduit a une baisse de sa

température de fusion et a son désassemblage a température constante.

Cette ¢tude constitue une approche jamais explorée dans la littérature visant a contrdler I’assemblage de ’ADN
par compétition entre 1’intercalation et la complexation d’un intercalant d’ADN bolaforme. Une approche
photochimique a été publiée par notre laboratoire exploitant la différence de température de fusion entre le
trans et le cis AzoDiGua. Dans ce chapitre, nous avons mis au point une nouvelle stratégie visant a exploiter
les propriétés amphiphiles de 1’AzoDiGua pour controler la fusion et I’hybridation d’ADN a température

constante et ce, par simple ajout contr6lé d’a-Cyclodextrine.
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Figure 8.6 — a) Courbes de melting de I’ADN hairpin en fonction du rapport r = [a-CD]/[AzoDiGua]. b) Variation de
ATmcp)en fonction du rapport r ol ATmco)= Tm(ADN/AzoDiGua/a-CD), -Tm(ADN/AzoDiGua) représente la différence
entre la température de fusion de I’ADN pour le rapport r et la température de melting de I’ ADN lorsque r = 0, ¢’est-a-
dire en présence uniquement d’AzoDiGua. ) Variation de la température de melting de I’ADN hairpin T (ADN) en
fonction du rapport r. Conditions : [Plateforme d’ADN hairpin]= 1 uM ; [AzoDiGua] = 50 uM. Toutes les solutions
sont réalisées dans le buffer [Tris-HCI] = 10 mM et [NaCl] = 75 mM.

2) Etude de D’autoassemblage supramoléculaire ATP/AzoDiGua dynamique en présence
d’interactions host-guest

a) Stratégie génerale

Comme ¢étudié dans les chapitres B.2 et B.3, I’AzoDiGua est capable de former des agrégats fluorescents et
stimulables avec I’ATP. Dans cette partie, nous allons nous intéresser a 1’utilisation d’une a-cyclodextrine
comme un stimulus de désassemblage des agrégats ATP/AzoDiGua. Dans le méme esprit que les propriétés
d’intercalation de I’AzoDiGua, nous avons ¢étudié la capacité de 1’a-cyclodextrine a rompre 1’interaction
ATP/AzoDiGua et ainsi induire le désassemblage des agrégats supramoléculaires ATP/AzoDiGua en

exploitant le fait que ce dernier forme un complexe d’inclusion avec I’a-CD (Figure 8.7). Cette stratégie
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permettrait ainsi de moduler les propriétés d’assemblages et de fluorescence induite par agrégation de
I’AzoDiGua. Pour cette étude, les assemblages ATP/AzoDiGua ont été préparées dans les conditions
habituelles ([ATP] =1 mM ; [AzoDiGua] =1 mM ; solutions dans le buffer [Tris-HCI] = 50 mM ; incubation
pendant 10 min a température ambiante).
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Figure 8.7- a) Structures moléculaire et schématique de I’ATP, AzoDiGua et a-Cyclodextrine. b) Représentation
schématique du désassemblage des agrégats d’ATP/AzoDiGua par complexation hote-invité de 1’ AzoDiGua par 1’a-

CD provoquant la rupture d’interaction de I’ATP avec I’ AzoDiGua.
b) Effet de I’a-Cyclodextrine sur I’assemblage ATP/AzoDiGua

a) Assemblage ATP/AzoDiGua et effet de I’ajout d’une a-cyclodextrine

Lorsqu’une a-Cyclodextrine est ajoutée dans une solution contenant les agrégats supramoléculaires en
suspension, la solution perd sa turbidité (Figure 8.8). Cette disparition de turbidité, caractéristique du co-

assemblage ATP/AzoDiGua, signifie que les agrégats sont dissociés apres 1’ajout de 1’a-Cyclodextrine. Ainsi,
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lorsque 1’a-Cyclodextrine est ajoutée au mélange ATP/AzoDiGua, cette derniére forme un complexe
d’inclusion avec 1’AzoDiGua. Ainsi, I’ATP n’est plus capable d’interagir avec 1’AzoDiGua par interaction
¢lectrostatique et w pour former les agrégats conduisant a une perte de turbidité de la solution. Ces hypothéses

ont été confirmées par microscopie optique, dichroisme circulaire et spectroscopie de fluorescence.

Figure 8.8- Photographies d’une solution contenant un mélange ATP/AzoDiGua avant (gauche) et aprés ajout d’une

solution de 2 mM d’a-cyclodextrine (droite).

Une observation au microscope optique a transmission a permis de mettre en évidence 1’effet de 1’a-CD sur
I’assemblage supramoléculaire ATP/AzoDiGua. Lorsqu’une solution d’a-CD est ajoutée a une solution
d’agrégats ATP/AzoDiGua en suspension, de fagon a avoir un rapport [a-CD]/[AzoDiGua] = 2, plus aucun
agrégat n’est observé au microscope optique en moins d’une minute aprés homogénéisation de la solution
(Figure 8.9.b). Lorsque I’a-CD est ajoutée a la solution contenant les agrégats ATP/AzoDiGua de fagon a avoir
un rapport [a-CD]/[AzoDiGua] = 1, certaines zones sont encore riches en agrégats et ces derniers ne sont pas
totalement dissociés (Figure 8.9.c). Il est donc important d’avoir un léger excés d’a-CD pour déplacer

I’équilibre dans le sens de formation du complexe d’inclusion afin de rompre I’interaction ATP/AzoDiGua.

a) c)

Figure 8.9-Observation au microscope optique des agrégats ATP/AzoDiGua a) avant et 1 min apres 1’addition d’a-

cyclodextrine & un ratio r =[a-CD]/[AzoDiGua] b) r=2 ou c) r = 1. La barre d’échelle représente 20 pm.
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Ainsi, lorsqu’une solution d’alpha CD est ajoutée a une solution d’agrégats ATP/AzoDiGua, de maniére a avoir
un rapport [alpha CD] : [AzoDiGua] égal a 1, le co-assemblage ATP/AzoDiGua n’est pas totalement dissocié
(Figure 8.10.b). Lorsqu’un exces d’alpha CD est réajoutée a cette méme solution de maniere a atteindre un

rapport [alpha CD]/[AzoDiGua] égal a 2, les agrégats résiduels (Figure 8.10.b) sont totalement désassemblés
(Figure 8.10.c).

a)

Figure 8.10- Observation au microscope optique d’une solution d’agrégats ATP/AzoDiGua a) avant puis 10 secondes
apres ajout ; au sein de la méme solution d’agrégats ATP/AzoDiGua ; d’une solution d’alpha CD avec un ratio r =
[alpha CD]/[AzoDiGua] b) r= 1 ¢) r = 2 La barre d’échelle représente 20 um.

Nous nous sommes intéressés a 1’effet de la dilution par ajout de la solution d’a-cyclodextrine. Lorsqu’une
solution purement aqueuse de méme volume que celui de la solution d’a-CD, est ajoutée a la solution
d’agrégats ATP/AzoDiGua, aucun désassemblage n’est observé (Figure 8.11.b). Cette observation met en
évidence que la dilution de 1/10 de la solution contenant I’ATP et I’AzoDiGua n’affecte pas les agrégats
ATP/AzoDiGua et que le désassemblage est bien dii a I’activité de I’a-CD. 5 minutes aprés 1’ajout du volume
de controle d’eau, les agrégats d’ATP/AzoDiGua continuent de s’agréger en solution ce qui montre que la

légere dilution n’affecte pas le co-assemblage supramoléculaire entre I’ATP et I’AzoDiGua (Figure 8.11.c).

b)

Figure 8.11- Observation au microscope optique des agrégats ATP/AzoDiGua a) avant b) 5 secondes c¢) 5 minutes ;

apres ajout de 10 pL d’eau. La barre d’échelle représente 20 um.
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B) Etude de la dynamique de désassemblage par dichroisme circulaire

Afin de mieux comprendre I’influence de 1’ajout de 1’a-CD sur le co-assemblage ATP/AzoDiGua, une analyse
par dichroisme circulaire a été opérée étant donné que le complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD est chiral (cf
chapitre C.1).

Le mélange ATP/AzoDiGua contenant les agrégats supramoléculaires conduit a un signal de dichroisme
circulaire et possede un effet Cotton a 310 et 410 nm dans la zone d’absorbance de I’AzoDiGua (Figure 8.12.a).
Le signal est de tres grande intensité et sature a 200 u.a. Lorsque la concentration en ATP et AzoDiGua est
divisée par 10, aucun signal de dichroisme circulaire n’est détecté. Ceci prouve que le signal de dichroisme
circulaire est bien d a la présence des agrégats supramoléculaires ATP/AzoDiGua. Deux explications peuvent
rendre compte du signal de dichroisme circulaire des agrégats ATP/AzoDiGua : la diffusion et la chiralité.
Premierement, ce signal peut étre expliqué par la diffusion de la lumiére. En effet, la lumiére traversant la
solution peut étre diffusée par les agrégats d’ATP/AzoDiGua micrométriques en suspension présents sur le
trajet de la lumiére. Cette diffusion pourrait rendre compte du signal de dichroisme circulaire de grande
intensité. Dans un second temps, le signal de dichroisme circulaire des agrégats ATP/AzoDiGua peut étre
expliqué par I’environnement chiral autour de I’AzoDiGua. En effet, la molécule d’ATP est chirale et
lorsqu’elle se co-assemble avec 1I’AzoDiGua, I’environnement de ce dernier devient chiral. Ainsi, un signal de
dichroisme circulaire dans la zone d’absorbance de 1’AzoDiGua est détecté avec un effet Cotton positif et
négatif respectivement a 310 et 410 nm. Le signal saturé n’est pas présent lorsque le mélange équimolaire
AzoDiGua/ATP est dans des conditions diluées pour lesquels les agrégats ne se forment pas (Figure 8.12.c).

Ceci prouve gue le signal est bien di a la présence des agrégats moléculaires en suspension.

Lorsque I’alpha CD est ajoutée au mélange ATP/AzoDiGua contenant les agrégats, le signal dii au co-
assemblage ATP/AzoDiGua disparait et un nouveau signal de dichroisme circulaire est détecté correspondant
au transfert de chiralité¢ de 1’alpha CD vers I’AzoDiGua s’incluant dans la cavité (Figure 8.12.b). Afin de
prouver que I’AzoDiGua se complexe a I’alpha CD, nous avons comparé ce nouveau signal a différents signaux

de référence.
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Figure 8.12- a) Spectre de dichroisme circulaire du mélange ATP/AzoDiGua avant ajout et aprées ajout d’alpha CD. b)
Zoom du spectre de dichroisme circulaire du mélange ATP/AzoDiGua avant et aprés ajout d’alpha CD. c) Spectre de
dichroisme circulaire d’un mélange équimolaire ATP/AzoDiGua de 100 uM et 1 mM. (Pour les spectres a et b,
[AzoDiGua] = 1 mM, [ATP] = 1 mM, [Tris HCI] = 50 mM, [alpha CD] = 2 mM)

Le signal du mélange ATP/AzoDiGua apres ajout de I’alpha CD correspond exactement au signal
AzoDiGua/alpha CD dans la région 300-500 nm correspondant a la zone d’absorbance de I’ AzoDiGua (Figure
8.13). Ainsi, lorsque I’alpha CD est ajoutée au mélange ATP/AzoDiGua contenant les agrégats, un transfert de
chiralité s’opére de I’alpha CD vers I’ AzoDiGua prouvant que le complexe AzoDiGua/alpha CD se forme. La
région 215-300 nm correspond, quant a elle, a la zone d’absorbance de I’ATP. Le signal correspondant au
mélange ATP/alpha CD n’est pas présent dans celui du mélange ATP/AzoDiGua apres ajout de 1’alpha CD
tandis que le signal de I’ATP libre y est particllement retrouvé. Ces observations prouvent que I’ATP est
probablement libre en solution lorsque 1’alpha CD est ajoutée dans la solution d’agrégats tandis que
I’ AzoDiGua se complexe avec 1’alpha CD brisant son interaction avec I’ATP. Ainsi, cette étude par dichroisme
circulaire a permis de confirmer que lorsque 1’alpha CD est ajoutée a une solution contenant les agrégats
ATP/AzoDiGua, un complexe AzoDiGua/alpha CD est formé conduisant a la rupture d’interaction entre I’ATP

et I’AzoDiGua et ainsi a une dissociation des agrégats.

168



30 - ATP/alpha CD

—ATP

20 -
—AzoDiGua/alpha CD
® 10 - . S '
3 —ATP/AzoDiGua apres ajout d'alpha CD
©
c
20
%]
O
3 0
2
-10 -
=20 -

Longueur d'onde (nm)

Figure 8.13- Spectre de dichroisme circulaire de I’ATP, du mélange ATP/alpha CD, du mélange AzoDiGua/alpha CD,
du co-assemblage ATP/AzoDiGua aprés ajout de 1’alpha CD ([AzoDiGua] = 1 mM, [ATP] =1 mM, [Tris HC1] = 50
mM, [alpha CD] = 2 mM)

y) Effet sur la fluorescence des agrégats ATP/AzoDiGua

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’effet de 1’a-CD sur la fluorescence des agrégats ATP/AzoDiGua. En
ajoutant I’a-CD a la solution d’agrégats, I’AzoDiGua s’inclut dans la cavité de I’a-CD et n’interagit plus avec
I’ATP. Cette rupture d’interaction conduit a une baisse significative de I’émission de fluorescence induite par
agrégation de 1’AzoDiGua (Figure 8.14). Comme étudi€¢ au chapitre précédent, le complexe d’inclusion
AzoDiGua/a-CD est également fluorescent a haute concentration. Néanmoins, la fluorescence du complexe
d’inclusion est beaucoup plus faible que celles des agrégats ATP/AzoDiGua. Ainsi, en utilisant I’a-CD comme
un stimulus de désassemblage des agrégats ATP/AzoDiGua, nous avons été capables de controler la
fluorescence du milieu réactionnel. Cette différence de fluorescence provient probablement de la nature
différente de I’interaction entre d’une part I’AzoDiGua et I’ATP et d’autre part I’AzoDiGua et I’a-CD. Dans
le cas de I’assemblage ATP/AzoDiGua, la fluorescence provient de 1’agrégation de I’AzoDiGua au sein de
I’assemblage avec I’ATP. Dans le cas du complexe hote-invité AzoDiGua/a-CD, la fluorescence provient

probablement du blocage de conformation de I’AzoDiGua au sein de la cavité.
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Figure 8.14- Spectre d’émission de fluorescence des agrégats ATP/AzoDiGua avant et 30 secondes aprés ajout d’une
solution d’alpha CD (Excitation : 400 nm, [ATP] = 1 mM, [AzoDiGua] = 1 mM, [Tris HCI] = 50 mM, [alpha CD] =2
mM)

3) Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a ’utilisation du complexe d’inclusion AzoDiGua/a-CD pour
controler de maniere dynamique des propriétés spécifiques de 1’AzoDiGua, d’une part sa capacité
d’intercalation dans I’ADN et de modulation de la température de fusion, d’autre part sa propriété a former des

auto-assemblages supramoléculaires dynamiques en présence de la molécule d’intérét biologique ATP.

La premiere stratégie a été d’exploiter les propriétés d’intercalation de I’AzoDiGua. L’ AzoDiGua est capable
de s’intercaler dans des brins d’ADN appariés et ainsi stabiliser le double brin en augmentant la température
de fusion Tm de ce dernier. En ajoutant une a-CD, une compétition entre la complexation hote-invité et
I’intercalation opere. L’ AzoDiGua s’inclut dans la cavité de I’a-CD et se désintercale de I’ ADN. Ceci entraine
la diminution de la température de fusion Tm et permet ainsi de contréler de manié¢re isotherme 1’assemblage
de I’ADN par la complexation intercalant/a-CD. Cette stratégie novatrice pourrait avoir des applications dans
la libération controlée de molécules biologiques encapsulées dans la double hélice d’ADN, ou bien de controler
des édifices ¢élaborés basés sur I’appariement spécifique de I’ADN, comme les origamis d’ADN par exemple.
Les perspectives de ce travail seraient d’étudier ’aspect « séquence-dépendant » de la désintercalation de

1’AzoDiGua par 1I’a-CD en changeant le pourcentage de bases GC ou bien la longueur du double brin d’ADN.
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La deuxiéme approche a été d’exploiter les propriétés d’assemblage de I’AzoDiGua. L’ AzoDiGua est capable
de former des assemblages supramoléculaires fluorescents avec I’ATP. En ajoutant une o-CD au systeme,
I’interaction ATP/AzoDiGua se brise et 1’AzoDiGua s’inclut dans la cavité hydrophobe de 1’a-CD. Ceci
conduit a un désassemblage des agrégats supramoléculaires ATP/AzoDiGua et a une perte de 1’émission de

fluorescence induite par agrégation de 1’AzoDiGua.

Ces stratégies consistent en un concept nouveau d’assemblages supramoléculaires dynamiques utilisant des

cyclodextrines comme stimuli de complexation hote-invité d’intercalants d’ADN bolaformes amphiphiles.
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Conclusion de la partie C

Au cours de ce travail de these, nous avons caractérisé un nouveau complexe hote-invité de type pseudo-
rotaxane formé entre une a-cyclodextrine et un intercalant d’ADN photosensible, I’AzoDiGua. Des études
structurales et thermodynamiques par spectroscopie UV-visible, RMN, dichroisme circulaire et ITC ont permis
de montrer que I’AzoDiGua s’incluait dans la cavité hydrophobe de 1’a-cyclodextrine pour former un pseudo-
rotaxane présentant des propriétés de chiralité. Des études par spectroscopie de fluorescence ont permis de
mettre en évidence que le pseudo-rotaxane était fluorescent de par la conformation particuliére de I’ AzoDiGua
au sein de la cavité. Enfin, une étude photodynamique par spectroscopie UV-visible, de fluorescence et
dichroisme circulaire a permis de confirmer que la conformation cis de I’AzoDiGua ne s’incluait pas dans I’a-
cyclodextrine contrairement a la conformation trans permettant un photocontréle original de la fluorescence et

de la chiralité du pseudo-rotaxane.

Nous avons ensuite utilisé ce pseudo-rotaxane pour controler les propriétés d’intercalation de 1’AzoDiGua et
ainsi ses propriétés d’assemblage avec I’ADN double-brin ou des dérivés d’ADN. Dans un premier temps,
nous avons exploité la complexation hote-invité de 1’AzoDiGua avec 1’a-cyclodextrine pour controler
dynamiquement et de manicre isotherme I’hybridation d’un double brin d’ADN. Ce concept inédit a permis de
montrer que 1’a-cyclodextrine agissait comme un stimulus capable de modifier la température de fusion de
I’ADN en désintercalant 1’AzoDiGua de la double-hélice et ainsi de désapparier ’ADN a température
constante. Cette stratégie pourrait avoir des applications en ingénierie moléculaire de I’ADN ou le contrdle de
I’hybridation d’ADN par différents stimuli est d’un grand intérét pour piloter des processus biologiques ou
supramoléculaires basés sur I’assemblage et le désassemblage de I’ADN, notamment dans le domaine des

nanotechnologies structurales a ADN (origamis d’ADN, par exemple).

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a utiliser 1’a-cyclodextrine comme un stimulus de
désassemblage des agrégats ATP/AzoDiGua supramoléculaires étudiés dans la partie B. Nous avons pu
montrer, par microscopie optique, spectroscopie de fluorescence et de dichroisme circulaire, que [’a-
cyclodextrine était capable d’induire une brisure d’interaction entre I’ATP et I’AzoDiGua par formation du
pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-cyclodextrine en solution. Cette complexation a conduit a la dissociation des
agrégats d’ATP/AzoDiGua en solution, une perte de la turbidité¢ de la solution contenant les agrégats et
¢galement une baisse de la fluorescence induite par agrégation de I’AzoDiGua. Cette stratégie pourrait avoir
des applications biologiques en relargage d’ATP engagé dans des complexes supramoléculaires avec d’autres

molécules capables de former des complexes d’inclusion avec des a-cyclodextrines biocompatibles.

Article en préparation : “Photoswtichable DNA intercalator/a-cyclodextrin pseudo-rotaxane for dynamic

DNA assembly at constant temperature ”, O.Abodja, A.Walrant, S.Rudiuk, M.Morel, D.Baigl*
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PARTIE D

Influence des interactions intermoléculaires de
I’AzoDiGua sur les propriétés photochimiques de
la proflavine

Dans cette partie, constituée d’un seul chapitre, nous allons nous intéresser a I’utilisation des deux assemblages
supramoléculaires développés dans cette thése (agrégats ATP/AzoDiGua et complexe d’inclusion
AzoDiGua/a-CD pour) pour tenter de controler les propriétés photochimiques d’un fluorophore intercalant
d’ADN : la proflavine. Dans une premiére partie, nous étudierons les propriétés de quenching de fluorescence
de la proflavine par I’AzoDiGua. Dans une seconde partie, nous explorerons la capacité des propriétés d’auto-
assemblage de 1’AzoDiGua avec I’ATP ou de complexation hote-invité avec une a-cyclodextrine a controler

de maniére dynamique la fluorescence de la proflavine.

173




Plan :

1)

2)

3)

Photochimie supramoléculaire et présentation du Projet....ceeeecieceeeeeceieeteeceecnrenceeceecnsonens 175
a) Les interactions intermoléculaires au service des propriétés photochimiques........................ 175
b) Présentation de la stratégie dutravail.................oooiiii i 176
a) La proflavine : un intercalant d’ADN fluorescent..............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeane 176

B) Objectifet stratégie dutravail ........... ... 177
Quenching de fluorescence de la proflavine par PAzoDiGuA........cceveiieiieiiiiiiniiecneenrencnans 178
a) Laproflavine : une molécule fluorophore. ..., 178
b) L’AzoDiGua :une molécule QUENCNEN...........oiiii e, 179
o) Quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua...............ccooviiiiiiiiiinn.n.. 180

) Mécanisme de quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua...................... 181
B.1) Relation de Stern-VoOIMer. ... ... e 181

B.2) Application au quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua............ 182

v) Photocontrdle du quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua................... 182

Controle des propriétés de quenching de I’AzoDiGua par les interactions intermoléculaires....184
a) Par le coassemblage AZODIGUAIATP. ... 184
b) Par la complexation héte-invité AzoDiGua/a-cyclodextring..............ccoiviviiiiiiiiiiinanen.. 186

174



1) Photochimie supramoléculaire et présentation du projet

a) Les interactions intermoléculaires au service des propriétés photochimiques

Certains travaux de recherche s’intéressent a 1’utilisation des interactions intermoléculaires pour moduler les
propriétés photochimiques de fluorophores ’®. La propriété que de nombreux travaux ont explorée est la
fluorescence. Une stratégie récemment développée consiste a exploiter la complexation hote-invité (Figure
9.1.a). Lorsqu’un fluorophore est complexé au sein d’une cavité, ses propriétés de fluorescence ne sont pas les
mémes que lorsqu’il est libre. Ainsi en ajoutant une molécule analyte capable de se complexer avec la cavité,
le fluorophore est libéré permettant d’avoir de nouvelles propriétés de fluorescence. Cette modulation de
fluorescence par les interactions intermoléculaires hote-invité a également été étendue aux assemblages
supramoléculaires (Figure 9.1.b). Certains fluorophores peuvent en effet s’assembler en solution, par exemple
sous forme de dimeéres. Ainsi, en ajoutant un analyte ayant une interaction avec le fluorophore, I’assemblage

est brisé permettant de moduler I’émission de fluorescence du fluorophore.

a) b)
Indicator Displacement Assay (IDA)
receptor—indicator receptor—analyte Modified
complex complex — emission
}k" ;’\5\ 4 ‘
released indicator Self-assembled,

integrated DimerDye

Figure 9.1-a) Modulation de fluorescence d’un chromophore par la complexation hote-invité dynamique en présence

d’un analyte 2’ b) Modulation de fluorescence d’un chromophore par I’autoassemblage supramoléculaire dynamique en

présence d’un analyte 7

Ces deux stratégies, basée d’une part sur la complexation hote-invité et d’autre part sur 1’autoassemblage, ont
été appliquées a de nombreux systéemes moléculaires. En 2014, I’équipe de Peng développe un systéme de
détection fluorescente du paraquat (Figure 9.2.a)'"8. Pour ce faire, les auteurs ont utilisé un cucurbit[8]uril au
sein duquel s’encapsulent deux molécules de bleu de méthylene. Cette inclusion quenche la fluorescence du
bleu de méthyléne. En présence de la molécule de paraquat, le bleu de méthyléne est libéré de la cavité du
cucurbit[8]uril afin que le paraquat s’inclue dans cette derniére. Le bleu de méthyléne libre est donc capable
d’émettre de la lumiére par fluorescence constituant un moyen de détection de la molécule de paraquat. En
2018, I’équipe de Hof utilise la méme stratégie pour suivre une réaction de méthylation d’un substrat catalysée
par une enzyme (Figure 9.2.b) 1. Pour ce faire, les auteurs ont développé un calixaréne capable de se dimériser
en solution sous la forme d’un assemblage dimérique non fluorescent. Lorsque le substrat se méthyle en
présence de 1’enzyme, le produit issu de cette réaction s’inclue au sein du calixaréne. Cette inclusion brise le

dimere et permet au calixaréne de fluorescer.
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Figure 9.2-Stratégie de contréle des propriétés photochimiques d’un chromophore a) par la complexation héte-invité

178 b) par I’assemblage supramoléculaire 177

b) Objectif du travail

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a contrdler les propriétés photochimiques d’un
intercalant d’ADN fluorescent : la proflavine.

o) La proflavine : un intercalant d’ADN fluorescent

La proflavine est un dérivé d’acridine ayant des applications en chémothérapie, photobiologie ou conversion

de ’énergie solaire 1%, Il s’agit d’une molécule capable d’interagir avec d’autres molécules par interactions T,

électrostatique et hydrogéne de par sa structure moléculaire en solution aqueuse (Figure 9.3).

H

I +
NS NH,
= e

Figure 9.3-Structure moléculaire de la proflavine a pH=7

HoN
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La proflavine est un intercalant d’ADN fluorescent. Ce dérivé d’acridine a la capacité de s’intercaler entre les
bases de la double hélice de I’ADN voire également de G-gquadruplexes!®!182183.184 ot son émission de

fluorescence est quenchée par intercalation (Figure 9.4) *7°.

a) b) ¢)
15F 4F 15F
3k “c
510t 5 1.0
; 4 HN NH, . § 3
3 Proflavine(PF) g 2 PF+DNA 8
<05t ~ 805
S PF+DNA
]
&
0 0.0

300 400 500 300 400 500 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figure 9.4-a) Spectre d’absorbance de la proflavine b) Spectre d’absorbance et représentation schématique de la
proflavine s’intercalant dans I’ADN c) Spectre d’émission de fluorescence de la proflavine en présence d’ ADN.

Adaptée de la référence 17°.

B) Objectif et stratégie du travail

Dans ce travail de thése, nous avons utilisé I’ AzoDiGua comme une molécule quencher de la fluorescence de
la proflavine. Nous nous sommes ensuite intéressés a contréler dynamiquement les propriétés de quenching de
I’ AzoDiGua par les interactions intermoléculaires qu’il peut établir avec deux molécules, étudiées dans cette
thése : P’ATP et I’a-Cyclodextrine. En effet, I’AzoDiGua est capable de s’auto-assembler sous forme
d’agrégats supramoléculaires avec la molécule d’ATP en solution (Cf chapitres B.2 et B.3). Ainsi, en faisant
interagir I’ATP avec le complexe AzoDiGua/Proflavine, nous avons tenté d’étudier la possibilité d’inhiber le
quenching de fluorescence de la proflavine par assemblage avec I’ATP afin de controler dynamiquement les
propriétés photochimiques de la proflavine. La méme stratégie a été étudiée avec 1I’a-Cyclodextrine. En effet,
I’AzoDiGua est capable de former un complexe hote-invité type pseudo-rotaxane avec 1’a-Cyclodextrine
comme montré dans la partie C. Ainsi, en ajoutant ce sucre au complexe AzoDiGua/Proflavine, nous avons
également tenté¢ d’étudier la possibilit¢ d’inhiber le quenching de fluorescence de la proflavine par
complexation hote-invité afin de contrbler dynamiquement les propriétés photochimiques de la proflavine
(Figure 9.5).

177



Interaction

Proflavine/AzoDiGua
H

HpN h; NH,
LT .
HN—4
— — NH,
NS
. o~ N
H.N 7 / N 4
$—NH
H,N
Quenching

Figure 9.5- Stratégie générale de contréle du quenching de fluorescence de la proflavine par les interactions

intermoléculaires de 1’ AzoDiGua par formation d’un pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-CD (Stratégie n°1) ou d’agrégats

a-CD

Pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-CD

Y

Aucune interaction
Proflavine/AzoDiGua

Fluorescence

Agrégats supramoléculaires ATP/AzoDiGua

supramoléculaires ATP/AzoDiGua (Stratégie n°2).

2) Quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua

a) La proflavine : une molécule fluorophore

La proflavine posséde deux bandes d’absorption. La premiére est située a 250 nm correspondant a une

transition 7-n* et la deuxieme est située a 445 nm correspondant a une transition n-n*. Lorsque la molécule est

excitée dans sa zone d’absorbance correspondant a la transition n-7*, une émission de fluorescence est détectée

avec un maximum d’émission vers 520 nm (Figure 9.6).
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Figure 9.6- Spectre d’absorbance (rouge) et d’émission (excitation 420 nm) de fluorescence (vert) de la
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proflavine ([Proflavine] =5 uM and [Tris HCI] = 50 mM, pH =7.4)
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b) L’AzoDiGua : une molécule quencher

o) Quenching de fluorescence de la proflavine par ’AzoDiGua

L’AzoDiGua Trans est capable de quencher la fluorescence de la proflavine a haute concentration (Figure 9.7).
Pour une concentration constante en proflavine (fluorophore), plus la concentration en AzoDiGua (quencher)
augmente, plus I’intensité de fluorescence de la proflavine diminue. Le quenching de fluorescence est marqué
pour des rapports r = [AzoDiGua]/[Proflavine] élevé. En effet, I’intensité de fluorescence de la proflavine est
divisée par deux en présence d’AzoDiGua lorsque r=20 et est quasi-nulle par rapport a I’intensité initiale

lorsque r = 100.

900 1

600

300

Intensité de fluorescence (u.a)

0 T

450 550 650
Longueur d'onde (nm)

Figure 9.7- Spectre d’émission de fluorescence de la proflavine (5 uM) en présence de concentrations croissantes
d’AzoDiGua (0, 5, 25, 50, 100, 250, 500 uM) (Excitation : 420 nm, [Tris HCI]=50 mM, pH=7.4)

B) Mécanisme de quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua

B.1) Relation de Stern-VVolmer

Afin de mieux comprendre les propriétés de quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua,

I’équation de Stern-Volmer, ci-aprés, a éte utilisée :

F

70 =1+ Ksv[Q]=1+ Koto[Q] : Relation de Stern-Volmer

Avec Fo I’intensité de fluorescence du fluorophore sans quencher, F 1’intensité de fluorophore en présence d’une
concentration [Q] de quencher, [Q] la concentration du quencher, Ksy la constante de Stern-Volmer, Kq, la constante de

quenching et 1o le temps de vie du fluorophore a 1’état excité sans quencher.

Il existe principalement deux types de mécanisme de quenching : le quenching dynamique et le quenching

statique'®®. Le quenching statique correspond a la formation d’un complexe non fluorescent entre le
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fluorophore et le quencher a 1’état fondamental. Le quenching dynamique correspond, quant a lui, a
I’interaction entre le quencher et le fluorophore a I’état excité. Le quenching dynamique dépend
essentiellement de la diffusion moléculaire. Ainsi, en augmentant la température, le coefficient de diffusion et
la constante de quenching dynamique augmentent. A I’inverse, la constante de quenching statique diminue

avec la température car le complexe quencher-fluorophore devient instable a haute température.
B.2) Application au quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua

La linéarité de la relation de Stern-Volmer n’est pas vérifiée dans le cas du quenching de fluorescence de la
proflavine par I’AzoDiGua (Figure 9.8.a). L’évolution du rapport des intensités de fluorescence en fonction de
la concentration du quencher Q varie de maniére exponentielle. Cette évolution signifie que le mécanisme de
quenching est une combinaison entre un mécanisme statique et dynamique*8®®’, Deux régimes mécanistiques

peuvent étre ainsi mis en évidence.

Tout d’abord, pour des faibles concentrations en AzoDiGua, la variation du rapport d’intensité de fluorescence
Fo/F varie linéairement avec la concentration [Q] de quencher (Figure 9.8.b). La relation de Stern VVolmer a
permis, pour ce régime linéaire, de déterminer la constante de Stern-Volmer Ksy=8,14.10° M et la constante
de quenching Ko=8,14.10* M1.s? en prenant 10=1.10% 518 [ ’ordre de grandeur de la constante de quenching
Ko correspond bien a un mécanisme de quenching statique (>10%° M1.s%) 185179 a4 cours duquel la proflavine
et ’AzoDiGua forment un complexe non fluorescent a 1’état fondamental qui aprés excitation retourne a son
état fondamental sans émission de lumiére. Puis, pour des plus hautes concentrations en AzoDiGua, le régime
n’est plus linéaire et la loi de Stern-Volmer converge vers une loi exponentielle. Ce second régime correspond

probablement & un mécanisme de quenching dynamique °.

a) b)
20 1 2 1 y = 0,0081x + 0,957 i
R?=0,999 & 16 R? = 0,9825
15 - . : B
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Figure 9.8-a) Evolution du rapport d’intensité de fluorescence de la proflavine Fo/F en fonction de la concentration en
AzoDiGua quencher [Q]. b) Evolution linéaire de la relation de Stern-Volmer pour [Q] comprise entre 0 et 100 uM.
([Proflavine] =5 pM dans le tampon [Tris-HCI] = 50 mM, T = 25 °C).
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v) Photocontrole du quenching de fluorescence de la proflavine par I’AzoDiGua

Le photocontrole du quenching de la proflavine par la photoisomérisation de I’AzoDiGua a ét¢ étudiée. Pour
ce faire, nous avons d’abord ¢étudié la possibilité de I’AzoDiGua Trans de se photoisomériser en AzoDiGua
Cis en présence de proflavine (Figure 9.9). Lorsqu’un mélange équimolaire proflavine-AzoDiGua est irradié
par de la lumiere UV pendant 5 minutes, la bande d’absorption large a 360 nm du mélange Proflavine-
AzoDiGua, correspondant a la transition n-n* de 1’AzoDiGua Trans, disparait au profit d’une nouvelle bande
d’absorption a 315 nm correspondant a la transition m-n* de 1’AzoDiGua Cis. Cette caractéristique
spectroscopique prouve que, sous irradiation UV, I’AzoDiGua Trans est capable de se photoisomériser en

AzoDiGua Cis en préesence de la molécule de proflavine.

a) b)
1,000 = —Proflavine 1,000 - —Proflavine-AzoDiGua
—Proflavine aprés UV
J AzoDiGua
0,800 0,800 + —AzoDiGua aprés UV
5 —Proflavine-AzoDiGua 9 Proflavine-AzoDiGua aprés UV
go,soo S 0,600
3 5
o @
80,400 2 0,400
<
0,200 A 0,200 A
0,000 += — r ' 0,000 . -
210 310 410 210 310 410
Longueurd’onde (nm) Longueurd'onde (nm)

Figure 9.9- a) Spectre d’absorbance de la proflavine, de 1I’AzoDiGua et du mélange équimolaire proflavine-AzoDiGua.
b) Spectre d’absorbance de la proflavine, de I’AzoDiGua et du mélange proflavine-AzoDiGua aprés irradiation UV
([Proflavine] =5 uM ; [AzoDiGua] = 5 uM ; solutions réalisées dans le tampon [Tris HCI] = 50 mM, Excitation UV :
365 nm, 24 mW.cm?)

L’AzoDiGua Trans (500 pM) est capable de quencher la fluorescence de la proflavine (5 uM) (Figure 9.10.a)
comme étudié ci-avant. Lorsque le mélange AzoDiGua Trans-proflavine est irradié par de la lumiére UV
pendant une dizaine de minutes, I’AzoDiGua Trans se photoisomérise en AzoDiGua Cis. Apres irradiation
UV, la fluorescence de la proflavine augmente légérement mais reste toujours quenchée (Figure 9.10.b). Ceci
prouve que I’AzoDiGua Cis est également capable de quencher la fluorescence de la proflavine. Ainsi, aucun
photocontrdle de la fluorescence du dérivé d’acridine n’est possible car les deux conformations Trans et Cis
sont capables de quencher la fluorescence de la proflavine. Néanmoins, il est a noter que 1’AzoDiGua Trans

quenche davantage que son conformére Cis la fluorescence de la proflavine.
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Figure 9.10-a) Spectre d’émission de fluorescence (Excitation : 420 nm) de la proflavine, de I’AzoDiGua Trans, du
mélange proflavine-AzoDiGua Trans. b) Spectre d’émission de fluorescence (Excitation : 420 nm) du mélange
proflavine-AzoDiGua Trans avant et apres irradiation UV ([AzoDiGua] = 500 uM ; [Proflavine] = 5 uM ; solutions
réalisées dans [Tris HCI] = 50 mM ; Excitation UV : 365 nm, 24 mW.cm™)

3) Controle des propriétés de quenching de I’AzoDiGua par les interactions intermoléculaires

Afin de contrdler les propriétés photochimiques de la proflavine, nous avons tenté d’exploiter les propriétés
d’assemblage de I’AzoDiGua. Ce dérivé d’azobenzene est capable de former un assemblage supramoléculaire
avec ’ATP et un complexe d’inclusion, type pseudo-rotaxane, avec I’a-CD. Ainsi, grace a la formation de ces
édifices, nous avons tenté de contrler dynamiquement les propriétés de quenching de la proflavine par
I’AzoDiGua.

a) Par le coassemblage AzoDiGua/ATP

Afin de contrdler la fluorescence de la proflavine par I’assemblage ATP/AzoDiGua, nous nous sommes dans
un premier temps assuré que les agrégats supramoléculaires d’ATP/AzoDiGua se forment en présence de
proflavine. La proflavine n’impacte pas la capacité de co-assemblage entre I’ATP et I’AzoDiGua en solution
(Figure 9.11). En effet, I’observation au microscope optique du mélange ATP/AzoDiGua en présence de
proflavine a permis de mettre en évidence la formation des agrégats micrométriques ATP/AzoDiGua en une

dizaine de minutes. Ainsi, la proflavine n’impacte pas les capacités d’assemblage de I’AzoDiGua avec I’ATP.
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Figure 9.11- Observation au microscope optique du mélange ATP/AzoDiGua en présence de proflavine aprés 10
minutes ([AzoDiGua] =1 mM ; [ATP] =1 mM ; [Proflavine] = 10 uM ; solutions réalisées dans [Tris HCI] =50 mM ;

la barre d’échelle représente 20 pm)

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a la capacité de contréler le quenching de fluorescence
de la proflavine par I’AzoDiGua par assemblage avec I’ATP. Pour ce faire, la fluorescence de la proflavine a
été suivie au cours du temps en présence du mélange ATP/AzoDiGua (Figure 9.12). En présence de I’excés
d’ATP, la fluorescence de la proflavine diminue 1égérement tandis qu’en présence de 1’excés d’AzoDiGua, la
fluorescence de la proflavine est totalement quenchée comme étudiée ci-avant. Le quenching de fluorescence
de la proflavine par ’ATP et par I’AzoDiGua est stable au cours du temps. En présence des agrégats
ATP/AzoDiGua, la fluorescence de la proflavine est toujours quenchée et est stable au cours du temps. De
maniére intéressante, [I’intensité de fluorescence mesurée est inférieure a celle du mélange
AzoDiGua/Proflavine. Elle provient ainsi a la fois du quenching par ’ATP et par 1’AzoDiGua,
majoritairement, qui s’assemblent en solution. Ainsi, le coassemblage ATP/AzoDiGua ne permet pas
d’empécher I’interaction AzoDiGua/proflavine car 1’AzoDiGua est toujours capable de quencher la
fluorescence de la proflavine tout en s’assemblant avec I’ATP en solution sous forme d’agrégats
supramoléculaires. De plus, il en résulte un effet coopératif entre I’ATP et 1’AzoDiGua qui agissent
collectivement et synergiquement pour quencher la fluorescence de la proflavine par formation des agrégats
ATP/AzoDiGua.
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Figure 9.12- Evolution au cours du temps de I’intensité de fluorescence a 520 nm (Excitation 470 nm) normalisée de la
proflavine, du mélange proflavine/AzoDiGua, proflavine/ATP et proflavine/ATP/AzoDiGua ([Proflavine] = 10 uM ;
[AzoDiGua] =1 mM ; [ATP] = 1 mM ; solutions réalisées dans [Tris HCI] = 50 mM (pH=7.4).

b) Par la complexation hote-invité AzoDiGua/a-Cyclodextrine

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a une autre stratégie de controle des propriétés de quenching
de la proflavine par I’AzoDiGua autre que ’autoassemblage en solution étudiée ci-avant. Cette stratégie
consiste a exploiter la capacité de I’AzoDiGua a former un pseudo-rotaxane avec une a-CD. Ainsi, en ajoutant
une a-CD au complexe Proflavine-AzoDiGua, nous avons tenté de contréler le quenching de fluorescence de

la Proflavine par complexation héte-invité.

L’acridine existe sous deux formes : la forme protonée (AcH™) et la forme basique (Ac). La proflavine a un
pKa de 8,2. Ainsi, a pH=7.4, la proflavine est sous forme protonée (Figure 9.13). En 2015, I’équipe de Pal
s’intéresse a la complexation de I’acridine au sein de la cavité d’une cyclodextrine et a I’intercalation de ce
dernier dans un double brin d’ADN®. Les auteurs ont montré, en controlant le pH et par conséquent la
structure moléculaire du fluorophore, que I’acridine sous sa forme protonée AcH" s’intercale dans I’ADN et
ne se complexe pas avec la cyclodextrine tandis que la forme basique Ac se complexe avec la cyclodextrine
mais ne s’intercale pas dans I’ADN. Ceci s’explique par des arguments purement €lectrostatiques. En effet,
lorsque le pH diminue (4.5), I’acridine se protone et préfere s’intercaler dans I’ADN par attraction
¢lectrostatique. A I’inverse, lorsque le pH augmente (8.0), I’acridine n’est pas protonée et préfére se complexer

a la cyclodextrine par effet hydrophobe.
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Figure 9.13-a) Structure moléculaire protonée et basique de I’acridine en solution aqueuse® b) Structure moléculaire

de la proflavine a pH=7.4 en solution aqueuse*®!

Les molécules d’AzoDiGua et de proflavine sont toutes les deux chargées positivement. Néanmoins, la charge
positive est délocalisée sur le cycle aromatique pour la proflavine et sur les extrémités guanidinium pour
I’AzoDiGua. Ainsi, en ajoutant une a-CD au complexe AzoDiGua-Proflavine, nous avons étudié la possibilite
de détruire ce complexe par formation du pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-CD et ainsi empécher I’ AzoDiGua de

quencher la fluorescence de la proflavine.

La fluorescence de la proflavine diminue trés 1égérement en présence d’un exces d’a-CD ce qui prouve que
cette derniére n’a pas d’influence sur le quenching de fluorescence de la proflavine (Figure 9.14.a). Lorsque la
proflavine est en présence d’un mélange équimolaire en excés d’AzoDiGua et d’a-CD , l’intensité de
fluorescence du dérivé d’acridine est deux fois plus intense que celle du mélange AzoDiGua-Proflavine mais
n’atteint pas I’intensité de fluorescence initiale de la Proflavine (Figure 9.14.b). Cette observation refléte une
baisse de ’efficacité de quenching de I’AzoDiGua en présence d’a-CD. A 500 uM, le complexe d’inclusion
AzoDiGua/a-CD est formé en solution, comme étudié par dichroisme circulaire (Figure 7.4, Chapitre C.1).
Ainsi, en ajoutant I’ a-CD au complexe Proflavine-AzoDiGua, I’ AzoDiGua se complexe a I’a-CD pour former
un pseudo-rotaxane. Cette complexation permet d’isoler I’ AzoDiGua de la proflavine et ainsi de probablement
détruire le complexe Proflavine-AzoDiGua a I’origine du quenching de fluorescence de la proflavine. Cette
brisure d’interaction Proflavine-AzoDiGua permet a cette derniére de fluorescer d’ou I’augmentation de
I’intensité de fluorescence. Néanmoins, 1’intégralité¢ de la fluorescence de la proflavine n’est pas retrouvée.
Ceci peut s’expliquer par deux arguments hypothétiques. Tout d’abord, il est probable qu'une faible fraction
du complexe AzoDiGua-Proflavine se dissocie par ajout de I’a-CD et qu’ainsi une faible proportion de
molécules d’AzoDiGua se retrouve complexée a 1’alpha CD. Deuxiémement, il est également probable que
I’ AzoDiGua complexé a I’a-CD soit toujours capable de quencher la fluorescence de la proflavine de par la
disposition de la molécule d’AzoDiGua au sein de la cavité étudiée par RMN au chapitre C.1. Il est a noter que
la proflavine peut également se complexer a I’a-CD et qu’une compétition de complexation entre I’AzoDiGua
et la proflavine s’effectue en solution. Néanmoins, 1’a-CD ne quenche pas la fluorescence de la proflavine
(Figure 9.14). Ainsi, en tirant profit de cette propriété, méme si la proflavine se complexe a I’a-CD a la place
de 1’AzoDiGua, I’interaction Proflavine-AzoDiGua sera également brisée permettant a la proflavine de

fluorescer.
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Figure 9.14-a) Spectre d’émission de fluorescence de la Proflavine, du mélange Proflavine/AzoDiGua,

Proflavine/a-CD, Proflavine/AzoDiGua/a-CD et AzoDiGua/ a-CD. b) Zoom sur les spectres d’émission de

fluorescence du mélange Proflavine-AzoDiGua et Proflavine-AzoDiGua- a-CD. ([Proflavine] =5 uM ; [AzoDiGua] =

500 uM ; [alpha CD] = 500 uM ; solutions réalisées dans [Tris-HCI] = 50 mM, Excitation : 420 nm)
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Conclusion de la partie D

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés aux propriétés de quenching de fluorescence de
I’AzoDiGua. L’ AzoDiGua Trans est capable de quencher la fluorescence de la proflavine selon un mécanisme
a la fois statique et dynamique selon la régression Stern-Volmer. Une étude photochimique a permis de mettre
en évidence que I’AzoDiGua Cis est également capable de quencher la fluorescence de la proflavine mais de
maniére moins efficace que I’AzoDiGua Trans, ce qui empéche d’avoir un photocontréle de la fluorescence
de la proflavine. Nous nous sommes ensuite intéressés a la capacité de contréler dynamiquement les propriétés
de quenching de I’AzoDiGua par les interactions intermoléculaires. Dans un premier temps, nous avons tenté
d’exploiter la capacité de I’AzoDiGua a former des agrégats en solution en présence d’ATP. Ainsi, nous avons
pu montrer que la formation du co-assemblage ATP/AzoDiGua en solution ne permet pas de briser I’ interaction
AzoDiGua-Proflavine mais quenche la fluorescence de la proflavine par synergie de ’action de I’ATP et de
I’AzoDiGua. Dans un second temps, nous avons ¢tudié I'influence de la formation du pseudo-rotaxane
AzoDiGua/a-cyclodextrine sur les propriétés de quenching de 1’AzoDiGua. Nous avons montré que 1’ajout
d’a-cyclodextrine au complexe Proflavine-AzoDiGua vient en partie en compétition avec les interactions
AzoDiGua-Proflavine conduisant a une légére augmentation de I’intensité de fluorescence de la proflavine

reflétant une baisse de I’efficacité de quenching de 1’AzoDiGua.

Afin de compléter cette étude, une étude thermodynamique et structurale (constante d’association, inclusion
du dérivé d’acridine au sein de la cavité) de I’interaction possible entre la proflavine et I’a-cyclodextrine doit
étre menée et doit étre comparée a celle qui a été menée avec I’AzoDiGua. Cette stratégie de contrdle de la
fluorescence par les interactions intermoléculaires (auto-assemblage et complexe hote-invité) pourrait
¢galement étre étendue a d’autres types de fluorophores pour fabriquer des systemes stimulables ayant de

potentielles applications en détection.
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Conclusion générale de la these

Cette these s’est articulée autour de trois projets.

Nous avons tout d’abord étendu un concept initié par notre laboratoire visant a combiner des intercalants
d’ADN avec des dérivés d’ADN au-dela de la double hélice afin de développer des coassemblages fonctionnels
et stimulables. Nous avons ainsi pu montrer que 1’AzoDiGua, intercalant d’ADN photosensible, et I’ATP,
nucléotide d’importance énergétique, sont capables de s’assembler spontanément en solution dans des
conditions biocompatibles sous la forme d’agrégats supramoléculaires micrométriques. Ces co-assemblages se
sont avérés étre fluorescents induit par I’agrégation de 1’AzoDiGua. Nous avons ensuite caractérisé leur
réponse dynamique & différents stimuli tirant profit des propriétés chimiques et physiques de I’AzoDiGua et
I’ATP. Ces agrégats se sont ainsi avérés étre sensibles a la lumiére (photo-isomérisation de I’AzoDiGua), a
I’ajout d’1ons métalliques (chélation de I’ATP), I’activité enzymatique (hydrolyse enzymatique de I’ATP) et a
des cyclodextrines (complexe hote-invité AzoDiGua/cyclodextrine). Au-dela des propriétés obtenues avec ces
nouveaux assemblages dynamiques particuliers, nous montrons avec cette partie 1’intérét plus général, et le
potentiel, d’associer un intercalant d’ADN photosensible avec une brique de co-assemblage d’intérét
biologique. L’intérét de cette approche est de pouvoir obtenir des assemblages dynamiques impliquant la brique

biologique-cible sans avoir besoin de modifier celle-ci de maniére covalente.

Dans une seconde partie, nous avons exploité les propriétés d’intercalation de I’AzoDiGua et cherché un
nouveau principe de controle dynamique de ce phénomene afin de contréler de maniere originale 1’hybridation
et la fusion d’ADN. Pour ce faire, nous avons caractérisé la structure et les propriétés physico-chimiques
(fluorescence, chiralité¢, photoswitchabilit¢) d’un pseudo-rotaxane formé de 1’AzoDiGua et d’une a-
cyclodextrine. Ce pseudo-rotaxane a ensuite été utilisé pour contrdler 1’assemblage de I’ADN a température
constante. Cette stratégie d’assemblage par hybridation/melting d’ADN utilisant une cyclodextrine comme
stimulus est un concept inédit exploitant les propriétés de complexation hote-invité d’intercalant d’ADN
bolaformes amphiphiles. Nous pensons que cette stratégie pourrait étre appliquée au relargage de biomolécules

ou encore au design de structures d’ADN complexes dynamiques.

Dans une derniére partie, nous avons mis en évidence la capacité de 1’AzoDiGua Trans et Cis a quencher la
fluorescence de la proflavine. Nous avons ensuite tenté de contrdler dynamiquement les propriétés
photochimiques de la proflavine par les propriétés d’assemblage de 1’AzoDiGua sous la forme d’agrégats

ATP/AzoDiGua et d’un complexe hote-invité AzoDiGua/a-cyclodextrine.
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Publications et conférences

Ce travail de these a conduit a deux publications en préparation et deux présentations de mes travaux de these

en conférence.

2 articles en préparation :

“Photoswtichable DNA intercalator/a-cyclodextrin pseudo-rotaxane for dynamic DNA assembly at

constant temperature ”, O.Abodja, N.Touati, M.Morel, S.Rudiuk, D.Baigl*

“ATP/Azobenzene-guanidinium self-assembly into fluorescent and multi stimuli- responsive

supramolecular aggregates”, O.Abodja, A.Walrant, S.Rudiuk, M.Morel, D.Baigl*

2 présentations en conférence :

Conférence internationale ICNI 2022 (International Conference on Non-covalent Interactions)-
Université de Strasbourg, Strasbourg, 18-22 juillet 2022
Poster et communication orale flash : “ATP/AzoDiGua self-assembly into fluorescent stimuli-

responsive supramolecular aggregates”

Workshop PSL Soft and Living Matter days 2023 - Université PSL, Paris, 3-6 juillet 2023
Poster: “Photoswitchable DNA intercalator/alpha-cyclodextrin pseudo-rotaxane for dynamic DNA

assembly at constant temperature”
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PARTIE EXPERIMENTALE
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MATERIELS

Produits chimiques utilisés

L’AzoDiGua a été synthétisée selon une procédure publiée par notre laboratoire ®*. Les différents autres
produits utilisés ont été achetés sur Sigma Aldrich. De la Milli-Q water (Millipore, 18.2 MQ.cm) a été utilisée

pour toutes les expériences.

Instruments utilisés

Microscope optigue a transmission et de fluorescence

Les observations au microscope optique a transmission et par fluorescence ont été réalisées sur un Axio
Observer Z1, Zeiss équipé d’une caméra EMCCD (Evolve 512, Photometrics) et de différents filtres optiques

dont les détails sont donnés dans la méthode.

Spectrophotométre d’absorption UV-visible et de fluorescence

Les mesures d’absorbance ont été réalisées sur un spectrometre de laboratoire Eppendorf BioSpectrometer
dans une cuve de 10 mm d’épaisseur. Les spectres de fluorescence d’excitation et d’émission des chapitres
B.2, B.3, C.2, C.3 et D.2 ont été acquis sur un lecteur de plaques Tecan Spark fluorimeter. Les spectres de

d’émission de fluorescence du chapitre D ont été acquis sur un spectrométre JASCO FP8550.

Photocontrdle

Les mesures d’irradiation ont été réalisées grace a une cool LED équipée d’une fibre optique (precisExcite)

possédant une excitation UV (365 nm, Puissance : 24 mW.cm) et bleue (435 nm, 112 mW.cm).

Spectrométre RMN

Les spectres RMN 1D et 2D H ont été réalisés dans 1’oxyde de deutérium D,0 grace a un spectrométre RMN
bruker de 300 MHz acquis sur le logiciel Topsin. Les spectres RMN 1D et 2D obtenus ont été traités sur le

logiciel Mestrenova.

Spectrométre RPE

Les spectres RPE ont été réalisés a basse température T=110K dans 1’azote liquide. Les détails d’acquisition

pour chaque spectre sont donnés ci-dessous :
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MM)/Cu(NQs)2 (2 mM)

Component Frequence Puissance Modulation d’amplitude | Nombre de
(GH2) (mW) (G) scans

ATP (1 mM) 9,2611 10 6 3
AzoDiGua (1 mM) 9,2687 10 6 3
Cu(NOs)2 (2 mM) 9,2641 10 6 3
AzoDiGua (1 mM)/ ATP (1 mM) 9,2687 10 6 2
Cu(NOs); (2 mM)/ATP (1 mM) 9,2613 10 6 2
Cu(NOs)2 (2 mM)/AzoDiGua (1 mM) 09,2682 10 6 2
ATP (1 mM)/AzoDiGua (1 9,2641 10 6 3

Spectromeétre de dichroisme circulaire

Les spectres de dichroisme circulaire ont été réalisés sur un spectrometre JASCO J815 a température ambiante

T=25°C avec une vitesse de balayage de 200 nm/min dans une cuvette en quartz d’épaisseur 1 mm contenant

la solution étudiée.

Titration calorimétrigue isotherme

Les thermogrammes ont été effectués a température ambiante T=25°C grace a un calorimétre Ta instruments

NanolTC. Les traitements post-mesures ont été réalises sur le logiciel NanoAnalyze.

Machine QPCR (quantitative polymerase chain reaction)

Les courbes de melting de ’ADN ont été réalisées sur une qPCR QuantStudio5.
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METHODES ET PROTOCOLES

CHAPITRE B.2

o Préparation et observation au microscope optique et de fluorescence d’une solution
d’agrégats ATP/AzoDiGua

Une solution aqueuse fraiche d’ATP (50 mM), d’AzoDiGua (5 mM) et de Tris HCI (100 mM) ont été
préparées. 2 uL de solution d’ATP (1 mM), 20 uL de la solution d’AzoDiGua (1 mM) et 50 uL de la solution
de Tris HCI (50 mM) ont été dilués dans 28 pL d’eau & température ambiante T=25°C pour atteindre un
volume total de 100 pL. La solution est ensuite immédiatement observée au microscope optique de
transmission et de fluorescence grace a une plaque de puits en plastique. Les observations par microscopie de
fluorescence ont été réalisées en utilisant un filtre optique d’excitation et d’émission bien précises (Exc : 475/40
nm, Emission : 500-800 nm). Les agrégats s’agreégent progressivement a 1’échelle de la minute et les différentes
mesures et caractérisation ont été faites une dizaine de minutes aprés le mélange de I’AzoDiGua et I’ATP pour
des concentrations fixées (1 mM pour chaque molécule) et un pH fixe ([Tris HCI]=50 mM, pH=7.4).

o Acquisition des spectres de fluorescence d’excitation et d’émission des agrégats
ATP/AzoDiGua

Les spectres d’excitation (Emission : 650 nm) et d’émission (Excitation : 400 nm) ont été réalisés sur 100 pL
d’une solution fraichement préparée d’ATP et AzoDiGua et acquis une dizaine de minutes apres le mélange
entre I’ATP et I’AzoDiGua. Pour ce faire, une solution fraiche d’ATP/AzoDiGua a été préparée. Aprés une
dizaine de minutes, I’ensemble de la solution est versé dans un puits d’une microplaque de mesure et les

spectres de fluorescence sont immédiatement acquis.

CHAPITRE B.3

o Photocontréle de I’assemblage et du désassemblage de ’ATP et de ’AzoDiGua

La photoréponse des agrégats ATP/AzoDiGua a été étudiée et observée au microscope optique a transmission.
Pour ce faire, une solution fraiche d’agrégats ATP/AzoDiGua a été préparée et versée dans un puits d’une
microplaque. Aprés une dizaine de minutes, la solution est irradiée par de la lumiere UV gréce un filtre optique

du microscope (Filtre Sirius EBFP2, Longueur d’onde : 395/25 nm , Puissance : 26 mW.cm?) pendant 3
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minutes. La méme solution est ensuite réirradiée par de la lumiere bleue grace a un filtre optique du microscope
(Filtre GFP Chroma 39002, Longueur d’onde : 480/30 nm , Puissance : 40 mW.cm) pendant 3 minutes. Un

spectre de fluorescence de chaque solution est ensuite directement acquis selon la procédure ci-dessus.
o Photocontréle

La photoréponse (turbidité des solutions) des agrégats ATP/AzoDiGua a été étudiée avec une cool LED
équipée d’une fibre optique (precisExcite). Pour ce faire, les agrégats d’ATP/AzoDiGua ont été fraichement
préparés. Aprés une dizaine de minutes d’assemblage en solution, la solution contenant le mélange
ATP/AzoDiGua est irradiée alternativement par de la lumiere UV (Excitation : 365 nm, Puissance : 24 mW.cm"
2) et bleue (Excitation : 435 nm, Puissance : 112 mW.cm) pendant 3 minutes en focalisant le faisceau de la
fibre optique sur la surface de la solution. Les photographies des différents tubes de turbidité différentes ont
été effectuées aussitot I’irradiation terminée. La photoréponse de 1’ AzoDiGua (spectre UV-visible d’absorption
et d’émission de fluorescence de I’ AzoDiGua cis et trans) a été étudiée de la méme maniere avec des solutions

d’AzoDiGua fraichement préparées.

o Etude de la chélation de PATP par les ions Cu?" par microscopie optique,

spectroscopie de fluorescence et spectroscopie RPE

Une solution d’agrégats d’ATP/AzoDiGua de 100 pL est fraichement préparée selon la procédure décrite ci-
avant. 4 uL d’une solution aqueuse de nitrate de cuivre Cu(NOs3)., fraichement préparée (50 mM) et passée
sous ultrasonication pendant 10 minutes, est ajoutée au mélange ATP/AzoDiGua de maniére a avoir un rapport
[Cu?*]/[ATP]=2 (en négligeant I’effet de la faible dilution). Le mélange est homogénéisé en pipetant
successivement la solution 3 fois. Les mesures de fluorescence, les spectres RPE ainsi que les observations au

microscope optique ont été effectuées aussitot 1’ajout de cuivre réalisé avec les mémes solutions.
o Etude de I’hydrolyse enzymatique des agrégats ATP/AzoDiGua

L’enzyme Alkaline phosphatase (10 U/uL) a été utilisée sans modification. 100 pL d’une solution d’agrégats
ATP/AzoDiGua a été fraichement préparée. Apres une dizaine de minutes, 5 pL de la solution d’enzyme livrée
ont été prélevés et ajouté a 100 pL de la solution d’agrégats ATP/AzoDiGua. Les mesures de fluorescence

ainsi que les observations au microscope optique ont été effectuées aussitot I’ajout de I’enzyme réalisé.
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CHAPITRE C.2

o Synthése du complexe d’inclusion type pseudo-rotaxane AzoDiGua/a-CD

Le complexe d’inclusion est formé dans I’ecau tamponnée au Tris HCI (50 mM) a température ambiante
T=25°C. Pour ce faire, une solution fraiche d’AzoDiGua et d’alpha cyclodextrine sont préparées. Les

différentes solutions de concentration désirée ont été préparées par dilution de ces deux solutions meres.

o Tracé des thermogrammes par titration calorimétrique isotherme (ITC)

L’¢étude thermodynamique et calorimétrique du complexe d’inclusion a été réalisée par titration isotherme
calorimétrique (ITC). La mesure a été effectuée a température ambiante T=25°C. La cellule de mesure a été
préalablement lavée a I’eau et au tampon Tris HCI puis remplie par une solution d’AzoDiGua (1 mM) pour un
volume V=1 mL. La seringue d’injection est remplie par une solution d’alpha (ou beta) cyclodextrine (10 mM)
pour un volume V=250 pL. Les deux solutions sont tamponées au Tris HCI (50 mM). Apres équilibration
thermique du calorimétre, des injections de 10 pL sont effectuées avec un intervalle de mesure de 5 minutes

pour un total de 25 injections sous agitation mécanique (400 rpm).

o Transfert de chiralité photocontrdélé par dichroisme circulaire et fluorescence

photocontrolée

Un mélange d’AzoDiGua (500 uM) et d’alpha-cyclodextrine (500 uM) dans un tampon Tris HCI (50 mM) est
fraichement préparé et versé dans une cuvette en quartz de 1 mm d’épaisseur. Cette derniére est irradiée par de
la lumiére UV (Exc : 365 nm) puis par de la lumiere bleue (Exc : 435 nm) grace a la fibre optique de la cool
LED pendant 5 minutes. La cuve est immédiatement placée dans le spectromeétre de dichroisme circulaire afin

d’acquérir un spectre apres irradiation UV et bleue.

La fluorescence photocontrolée a été étudiee de la méme maniere. Un mélange d’AzoDiGua (500 uM) et
d’alpha-cyclodextrine (500 pM) dans un tampon Tris HCI (50 mM) est fraichement préparé pour un volume
total de 100 pL et est versé dans un puits d’une microplaque de mesure. Apres irradiation UV et bleue pendant
5 minutes (Cool LED, Excitation UV : 365 nm, Excitation bleu: 435 nm), la microplaque est insérée
rapidement dans le lecteur de plaques et un spectre d’émission de fluorescence est acquis. Cette mesure est

répétée pour trois cycles.
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CHAPITRE C.3

o Etude du désassemblage des agrégats ATP/AzoDiGua par I’alpha-cyclodextrine

Une solution d’agrégats ATP/AzoDiGua de 100 pL a été fraichement préparée selon la procédure décrite ci-
avant. 10 pL d’une solution aqueuse d’alpha cyclodextrine fraichement préparée (20 mM) et passée sous
ultrasonication pendant 5 minutes, est ajoutée au mélange ATP/AzoDiGua de maniére & avoir un rapport
[alpha-cyclodextrine]/[AzoDiGua]=2 (en négligeant 1’effet de la faible dilution). Le mélange est homogénisé
en pipetant successivement la solution 3 fois. Les spectres de fluorescence, de dichroisme circulaire ainsi que
les observations au microscope optique ont été effectuées aussitot 1’ajout d’alpha-cyclodextrine dans la solution
d’ATP/AzoDiGua réalisé.

o Tracé des courbes de melting de ’ADN par FRET

Les courbes de melting de I’ADN ont été réalisées par mesure FRET. L’intensité de fluorescence de I’accepteur
et du donneur est mesurée respectivement a 550 et 682 nm pour une longueur d’onde d’excitation de 520 nm.
Les solutions ci-apres sont fraichement préparées dans un bain de glace. Un volume de 20 uL de solution est
préparé avec la composition suivante : [Tris HCI]=10 mM, [AzoDiGua]=50 uM, [NaCl]=75 mM, [Plateforme
d’ADN]=1 uM, [alpha CD]=0; 50 ; 250 ; 500 ; 1250 ; 2500 ; 5000 uM. Les intensités de fluorescence sont
mesurées a chaque température de 4 a 97°C avec un chauffage de 1°C/5 s. La séquence hairpin (présentée au
chapitre B.3) contient 5 paires de base de 100% de paires Guanine-Cytosine.

CHAPITRE D

o Spectres de fluorescence de la proflavine

Les spectres de fluorescence de la proflavine en présence d’AzoDiGua ou d’a-Cyclodextrine ont été réalisés a
température ambiante et dans 1’eau tamponnée au Tris HCI (50 mM, pH=7.4). L’excitation de fluorescence est

de 420 nm et les largeurs d’émission et d’excitation du spectromeétre sont de 2,5 nm.
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Chapitre annexe : Interaction C-di-nucléotides/ Intercalant
d’ADN

Dans ce chapitre, nous avons exploré I’interaction entre 1’AzoDiGua, intercalant d’ADN et des di-nucléotides

cycliques (C-di-nucléotides) pour former des assemblages supramoléculaires complexes. Apres un bref état de
I’art sur les C-di-nucléotides comme briques de construction d’édifices complexes, nous présenterons les

quelques résultats obtenus.

1) Des C-di-nucléotides aux assemblages supramoléculaires

a) Les C-di-nucléotides

Les C-di-nucléotides sont une classe de molécules signaux permettant de réguler la formation de biofilms
bactériens a ’origine d’infections séveéres!®:192:193194 |5 sont constitués de deux nucléotides monophosphates
liés par une liaison phosphodiester pour former un composé cyclique. Ces molécules sont au nombre de quatre :
2,3’-CGAMP, CGAMP, C-di-GMP et C-di-AMP (avec A=adénosine, G= Guanosine, C= Cyclique).
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Q Nﬁ o~ "0 Né\N HO P 0 HN =N
N\ 3 \ N /
N " \EC))* N W N © o0 °
. HoN
NH QOH o~ NN 2 71/%/ ﬂ o NN
/ - N N /
HaN o FL’\\O OH ~~ (o) ,PQO OH
OH HO
2’,3’-CGAMP CGAMP
HoN
/—NH
N
HO ’O 0 — ©
HzN \P, ?
! \O/\UN _N \\ f
Sy 06 Y Q P\O/\C/k
pZ OH
o*ﬁ“’g)\/o‘,é-m 0-p %N ,SA
N= 0 HG O 1 NH,
C-di-GMP C-di-AMP

Figure 10.1- Structures moléculaires des 4 molécules C-di-nucléotides
b) Assemblages a base de C-di-nucléotides et objectif du travail

La capacité des C-di-nucléotides a former des assemblages supramoléculaires étendus a été trés peu explorée
dans la littérature. Les C-di-GMP, riches en guanine, ont été étudiés pour leur capacité a induire la formation
de G-quadruplexes en présence de certaines molécules planes et aromatiques®>196:197.19%819 £y 2011, I’équipe
de Sintim montre que I’interaction entre la C-di-GMP et le thiazole orange aromatique induit la formation d’un

G-quadruplexe!'®®. Le dérivé aromatique devient fluorescent lorsqu’il s’assemble avec la C-di-GMP constituant
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un systeme de détection par fluorescence de la molécule de thiazole orange (Figure 10.2.a). Les C-di-AMP ont,
quant a eux, été trés peu explorées. En 2014, I’équipe de Sintim développe un complexe supramoléculaire
combinant la C-di-AMP et la coralyne®®. La C-di-AMP est ainsi capable d’isoler la coralyne des ions
halogénures, par complexation, qui sont capables de quencher la fluorescence de la coralyne permettant la
détection de C-di-AMP (Figure 10.2.b)

a)
c-di-GMP alone o /OK‘QIB: c-di-GMP + Thiazole orange (TO)
OH {P— N NH,
o

o
o o %, ==
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- 00 — e
:," 240 \ 260 ‘/280 30077 320 340
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Fluorescence intensity

Fluorescence quenched by
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wavelength (nm)

Figure 10.2- a) Formation de G-quadruplexes en présence de C-di-GMP et de thiazole orange !* b) Formation d’un
complexe supramoléculaire en présence de C-di-AMP et de coralyne 2%

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la possible formation d’assemblages entre 1’AzoDiGua,

intercalant d’ADN et des C-di-nucléotides.
2) Résultats et discussion

L’AzoDiGua est capable de s’autoassembler en solution avec la C-di-AMP, la C-di-GMP et la CGAMP. Les
objets formés sont de taille micrométrique et se forment instantanément et spontanément a température
ambiante et pH physiologique. Tout comme les agrégats ATP/AzoDiGua, I’assemblage s’agrége
progressivement a 1’échelle de la minute. De maniere assez surprenante, la 2°-3’-CGAMP ne s’assemble pas
avec I’AzoDiGua contrairement a son homologue CGAMP. Ainsi, la position du phosphate formant le cycle

entre les deux nucléobases ainsi que la symétrie de la molécule semblent jouer un réle (Figure 10.3).
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W Vo
- _.?L‘ “we

C-di-AMP C-di-GMP

Figure 10.3- Observation au microscope optique du mélange AzoDiGua/C-di-nucléotide au bout de 10 minutes de
mélange ([AzoDiGua]=1 mM, [C-di-nucléotide]=1 mM, [Tris HCI]=50 mM, Echelle : 20 pm).

Les assemblages formés avec la C-di-AMP, C-di-GMP et CGAMP sont fluorescents (Figure 10.4).
L’assemblage AzoDiGua/CGAMP est beaucoup moins fluorescent que celui formé par les C-di-GMP et C-di-
AMP. Le mélange AzoDiGua/2’-3-CGAMP ne donne quant a lui aucun signal de fluorescence. La fluorescence
émerge probablement de 1’agrégation de 1’AzoDiGua au sein de 1’assemblage avec les C-di-nucléotides. La
symétrie des C-di-nucléotides semble également jouer un réle dans la fluorescence induite par agrégation de
I’AzoDiGua. En effet, la C-di-GMP et C-di-AMP, symétriques, induisent une fluorescence de I’AzoDiGua de
plus grande intensité que celle de la CGAMP.
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Figure 10.4- Spectre d’émission de fluorescence du mélange AzoDiGua/C-di-nucléotide (Excitation : 400 nm,
[AzoDiGua]=1 mM, [C-di-nucléotide]=1 mM, [Tris HCI]=50 mM)

204



Annexe 1 : Spectre RMN 'H 1D de I’AzoDiGua ([AzoDiGua]=5 mM, D,0, 300
MHz)

[ 3 2 b3
| |
r e
|.r | |’/ |
| |
| I [ |
| / |
[ || |
|
| | f |
) J | |
A J
|
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I 1 1 T
8 2 S 2
= 4 o 3
T I 1 1 L T T T 1
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
f1 (ppm)
+

N O
es
HN  — e Hs

“—NH

H,N

'H RMN (300 MHz, D20) : 4,81 (D20), 7,73 (doublet, 2H, Hz-Ha) , 7,05 (doublet, 2H, Hi-H2) , 4,19 (triplet,
2H, Hs-Hg), 3,54 (triplet, 2H, H7-Hsg)

205



Annexe 2 : Spectre RMN 'H 1D de 1’a-CD ([a-CD] =5 mM, D,0, 300 MHz)
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Figure S1-Représentation des protons de I’ a-CD
L’assignement des pics de I’a-CD a été effectué grace a la littérature?®?.

IH RMN (300 MHz, D,0) : 4,98 (H1) 3,90 (H3) 3,83 (H5) 3,76 (H6) 3,53 (H2) 3,48 (H4)
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Annexe 3 : Spectre RMN *H 1D du mélange AzoDiGua/a-CD ([AzoDiGua]=5
mM, [a-CD]=5 mM, D0, 300 MHz)
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'H RMN (300 MHz, D20) : 8,23 (doublet, 2H, Hs-Ha) , 7,63 (doublet, 2H, Hi-H.) , 7,24-7,17 (deux doublets,
2H et 2H, Ho-H12)
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Annexe 4 : Spectre DOSY 2D 'H de I’AzoDiGua ([AzoDiGua]=5 mM, D,0, 300
MHz
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Annexe 5: Spectre DOSY 2D 'H du mélange équimolaire AzoDiGua/a-CD
(([AzoDiGua]=5 mM, [0-CD]=5 mM, D,0, 300 MHz)
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Annexe 6 : Photocontrle du complexe AzoDiGua/a-CD par spectroscopie UV-
visible d’absorption

a)
1
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Q
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Figure S2-a) Spectre d’absorbance UV-visible de I’AzoDiGua avant et aprés irradiation UV, du mélange
AzoDiGua/alpha CD avant et apres irradiation UV b) Spectre d’absorbance UV-visible du mélange
AzoDiGua/ alpha CD avant et aprés irradiation successive UV et bleue ([AzoDiGua]=50 uM, [alpha CD]=50
UM, [Tris HCI]=50 mM, Excitation UV : 365 nm, Excitation bleue : 435 nm, Temps d’irradiation : 1 minute)
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Annexe 7 : Films

Unité de temps : secondes

Barre d’échelle : 20 um

Lien wvers les films: https://drive.google.com/drive/folders/IEm-Wnaw-YYncSTvMd-BJ7aGY A-
416VV7L?2usp=share link

Film n°1 : Observation en fonction du temps de 1’agrégation en solution de I’ATP et I’AzoDiGua ([ATP]=1
mM, [AzoDiGua]=1 mM, T=20°C, [Tris HCI]=50 mM, pH=7.4)

Film n°2 : Observation des agrégats ATP/AzoDiGua sous irradiation UV ([ATP]=1 mM, [AzoDiGua]=1 mM,
T=20°C, [Tris HCI]=50 mM, pH=7.4, Longueur d’onde : 395/25 nm , Puissance : 26 mW.cm?)

Film n°3 : Observation des agrégats ATP/AzoDiGua sous irradiation bleue aprés avoir irradié cette méme
solution avec de la lumiere UV (film n°2)([ATP]=1 mM, [AzoDiGua]=1 mM, T=20°C, [Tris HCI]=50 mM,
pH=7.4, Longueur d’onde : 480/30 nm , Puissance : 40 mW.cm)

Film n°4 : Observation des agrégats ATP/AzoDiGua sous irradiation bleue ([ATP]=1 mM, [AzoDiGua]=1
mM, T=20°C, [Tris HCI]=50 mM, pH=7.4, Longueur d’onde : 480/30 nm , Puissance : 40 mW.cm?)
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Titre : Intercalant d’ADN photosensible : une nouvelle brique d’autoassemblage supramoléculaire pour des
systemes fonctionnels stimulables et dynamiques

Résumé :

Développer des systémes stimuli-répondants a base d’ADN ou dérivés d’ADN est d’un grand intérét pour pouvoir
controler certaines de leurs fonctions. Au cours de cette thése, nous avons ainsi développé un nouveau concept permettant
de fabriquer des systémes a base d’ADN ou dérivés d’ADN stimulables basé sur 1’utilisation d’intercalants d’ADN
photosensibles capable d’interagir avec la double hélice. L’intercalant d’ADN étudié¢ dans ce travail de thése est
I’AzoDiGua. Il s’agit d’un azobenzéne fonctionnalisé avec deux unités guanidinium ayant une géométrie bolaforme et
possédant des propriétés d’intercalation et de fluorescence induite par agrégation. Dans une premiére étude, nous avons
développé des agrégats supramoléculaires formés par co-assemblage entre I’ AzoDiGua et le nucléotide ATP en solution
dans des conditions biocompatibles. Ces agrégats se sont avérés étre fluorescents et stimulables sous I’action de différents
stimuli tels que la lumiere (photoisomérisation), les métaux (chélation), une enzyme (hydrolyse) ou encore une
cyclodextrine (complexation héte-invité). Dans une seconde étude, nous avons développé un systéme capable de
contrdler ’appariement des bases d’ADN a température constante par I’intercalation. Pour ce faire, nous avons construit
un pseudo-rotaxane photoswitchable formé par I’inclusion de I’AzoDiGua au sein de la cavité hydrophobe d’une a-
cyclodextrine. Ce pseudo-rotaxane a ensuite été utilisé pour contrdler dynamiquement I’intercalation de I’ AzoDiGua au
sein de I’ADN et ainsi I’hybridation/melting d’ADN a température constante.

Mots clés : Interactions intermoléculaires, autoassemblage, complexe héte-invité, intercalation, fluorescence, systémes stimulables,
ATP, cyclodextrines, azobenzene, hybridation d’ADN, physico-chimie

Technigues : Spectroscopie de fluorescence, dichroisme circulaire, RMN, RPE, microscopie optique, spectroscopie d’absorption
UV-visible, calorimétrie ITC, courbes FRET de fusion d’ADN

Title: Photosensitive DNA intercalator: a new brick of supramolecular self-assembly for dynamic and stimuli-
responsive functional system

Summary:

Developing stimuli-responsive systems based on DNA or DNA derivatives is of great interest to control some biological
processes. During this work, we developed a new concept enabling to build dynamic DNA or DNA derivatives
supramolecular systems based on the use of photosensitive DNA intercalators. For this purpose, we synthesized an
azobenzene molecule, AzoDiGua, functionalized with two guanidnium properties with a bolaform geometry and having
intercalation and aggregation-induced fluorescence properties. Firstly, we developed supramolecular aggregates formed
by the coassembly of AzoDiGua and ATP nucleotide in solution and biocompatible conditions. These species were found
to be fluorescent and responsive to a variety of stimuli such as light (photoisomerization), metals (chelation), an enzyme
(hydrolysis) and a cyclodextrin (host-guest complexation). Secondly, we developed a new pseudo-rotaxane formed by
the inclusion of AzoDiGua within the hydrophobic cavity of an a-cyclodextrin. This pseudo-rotaxane was then used as
a trigger to dynamically control the intercalation of AzoDiGua and thus the hybridization/melting of double-stranded
DNA at constant temperature.

Key words: Intermolecular interactions, self-assembly, host-guest complex, intercalation, fluorescence, stimuli-responsive systems,
ATP, cyclodextrins, azobenzene derivatives, DNA melting, physical chemistry

Skills: Fluorescence spectroscopy, circular dichroism, NMR, EPR, optical microscopy, UV-vis absorption spectroscopy, ITC
calorimetry, FRET DNA melting curves
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