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I. L’ADN ET SA RECONNAISSANCE

Les acides nucléiques, sous forme d’acide désoxyribonuclé¢ique (ADN) ou d’acide
ribonucléique (ARN), sont les supports de 1’information génétique de tous les étres vivants.

Ils constituent la base du génome de chaque individu.

A. STRUCTURE CHIMIQUE DE L’ ADN

L’ADN est une macromolécule composée d’unités nucléotidiques (Figure 1.1). Un
nucléotide monophosphate est composé d’une base azotée (adénine A, cytosine C, guanine G
ou thymine T ainsi que les bases méthylées comme la 5-méthylcytosine m’C et la 5-
hydroxyméthylcytosine hm’C impliquées dans 1’épigénome) liée a un sucre (le 2’-
désoxyribose), lui-méme 1i¢ a un groupement phosphate qui permet 1’assemblage des unités

nucléotidiques par liaisons 5°-3” phosphodiesters.

I 5 N"N - Purines

- Pyrimidines

Bases

méthylées
hmSc

)}
z
o
s T

Figure 1.1 : Structure d’un simple brin d’ADN *d(AGTCm’Chm’°C)*". Bases azotées en bleu, 2’-désoxyribose

en noir et phosphodiester en rouge.

L’existence de quatre bases nucléiques différentes permet le codage de I’information
génétique suivant une séquence particuliere a chaque individu. Les bases sont
complémentaires deux a deux selon les fonctions donneuses et accepteuses de liaisons
hydrogéne qu’elles comportent. Ces différentes fonctions définissent en effet 1’agencement et

le nombre de liaisons hydrogéne que chacune des bases est susceptible de former. L’adénine
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et la thymine peuvent ainsi former deux liaisons hydrogeéne entre elles, tandis que la cytosine

et la guanine peuvent en former trois (Figure 1.2).

Adénine ?\\ Guanine " m
O/ =
O N

Figure 1.2 : Appariement des bases adénine — thymine (gauche) et cytosine — guanine (droite) selon Watson et
Crick. Les fonctions donneuses de liaisons hydrogéne sont en vert, les fonctions accepteuses de liaisons

hydrogéne sont en rouge et les liaisons hydrogéne formées sont en bleu.

Un polynucléotide naturel apparent¢ a ’ADN est 1’acide ribonucléique (ARN).
L’ARN est composé de nucléotides de la méme manicre qu’un brin d’ADN a la différence
que ses nucléotides contiennent le ribose a la place du 2’-désoxyribose, ce qui rend ’ARN
plus instable. La thymine T y est remplacée par la base uracile U (Figure 1.3). D’autres bases
peuvent également Etre présentes dans des brins d’ARN en trés faibles proportions, comme
I’hypoxanthine (dont le nucléoside correspondant est 1’inosine I) apparentée a 1’adénine

(Figure 1.3).

NH N NH
\ <l
o Ny
e ~L.
Base uracile Base hypoxanthine

Figure 1.3 : Structure chimique des bases uracile U et hypoxanthine I, présentes en différentes proportions dans

I’ARN.

Entre autres fonctions, I’ARN est notamment généralement utilis€¢ par les cellules
comme copies de geénes codants pour la synthése de protéines lors des phénomenes de
transcription et de traduction. Lors du processus de transcription, un brin d’ARN est apparié a
un brin d’ADN par reconnaissance des bases complémentaires au cours d’un état transitoire
dans lequel I’ARN polymérase ouvre la double hélice d’ADN sur une longueur d’une
quinzaine de base pour permettre la copie de la séquence d’ADN a exprimer.

En biologie, contrairement a I’ARN, la présence d’ADN natif sous forme de simples
brins est limitée. La structure la plus connue de I’ADN, proposée pour la premicre fois par
Watson et Crick en 1953 (Figure 1.4), est celle d’une double hélice formée par hybridation de
deux brins d’ADN de séquence complémentaire.’ Les deux brins d’ADN sont antiparalléles
I’un par rapport a 1’autre suivant I’axe de la double hélice (la direction de leur axe 5° — 3 est
opposée). Les squelettes sucres — phosphodiesters se trouvent repoussés a 1’extérieur de la

double hélice tandis que les bases des deux brins s’apparient par liaisons hydrogéne a

8
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I’intérieur de celle-ci selon une organisation qui est également assistée par empilement m-w
entre bases.

Malgré les différences de tailles entre les bases purines (deux cycles aromatiques) et
pyrimidines (un cycle aromatique), la géométrie de la double hélice est maintenue par des
paires de bases de taille équivalente puisqu’une purine (adénine ou guanine) reconnait une
pyrimidine (thymine ou cytosine). Les paires de bases formées sont également organisées
selon des plans perpendiculaires a I’axe de la double hélice, donc selon des plans paralleles
entre elles, ce qui permet a des interactions d’empilement entre les cycles aromatiques des
bases de stabiliser encore davantage la structure en double hélice. L’intérieur de la double
hélice est hydrophobe tandis que 1’extérieur est hydrophile et chargé négativement en raison

de la présence des phosphodiesters.

Figure 1.4 : Représentation schématique de la structure en double hélice d’un double brin d’ADN proposée par
Watson et Crick en 1953. Les rubans bleus et rouges représentent les squelettes sucres - phosphodiesters des
deux brins d’ADN, les traits pleins noirs représentent les paires de bases et 1’axe en pointillé symbolise 1’axe de

la double hélice.

Différents parametres (séquence, hydratation, environnement) ont une influence sur la
géométrie d’une double hélice d’ADN, ce qui conduit a ’existence de plusieurs formes de
duplexes d’ADN : les formes A, B et Z sont les trois formes les plus connues (Figure 1.5),
mais de nombreuses autres formes ont été générées synthétiquement et décrites dans la

littérature.’
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Figure 1.5 : Différentes formes de duplexes d’ADN. De gauche a droite : formes A, B et Z.

La forme B, décrite par Watson et Crick, est la plus fréquemment observée des trois.
Cette structure tertiaire est une double hélice orientée vers la droite. Les données de
diffraction X indiquent que les paires de bases sont espacées de 3,4 A selon I’axe de la double
hélice. L’hélice faisant un tour complet tous les 34 A (rotation de 36° entre deux sucres
adjacents), il y a donc 10 paires de bases par tour d’hélice.

A TDextérieur de cette structure, deux sillons de taille différente, connus comme les
petit et grand sillons, sont présents entre les squelettes sucres — phosphodiesters des deux
brins car les liaisons osidiques des paires de bases ne sont pas orientées de maniére
diamétralement opposées. Le grand sillon est plus large que le petit : cette différence de taille
permet une « lecture » des bases par différentes protéines selon le sillon sans déranger
I’organisation de la double hélice. Cette structure constitue la forme canonique de I’ADN et

est la plus représentée biologiquement.

La forme A, présente pour un taux d’hydratation de I’ADN plus faible, a également été
observée par diffraction X pour la premiére fois en 1953 mais I'interprétation des données
étant plus difficile, cette structure n’a pas été la premiére explicitée.* Comme la forme B, la
forme A de I’ADN est une double hélice composée de deux brins antiparall¢les dont la
rotation est orientée vers la droite. Cependant, la forme A est plus large et plus courte que la
forme B. Avec 11 bases par tour d’hélice, la forme A est aussi plus compacte. Le grand sillon
est plus étroit et plus profond que dans la forme B tandis que le petit sillon est plus large et
plat.”

Les différences structurelles entre les formes A et B sont essentiellement dues a la
conformation différente des unités 2’-désoxyriboses dans les deux formes. En effet, alors que

les sucres ont une conformation C2’-endo dans le cas de la forme B (Figure 1.6), ils adoptent
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dans la forme A une conformation C3’-endo (Figure 1.6) qui entraine une inclinaison des
paires de bases de 19° par rapport a la normale de 1’axe de la double hélice. Cette forme
particuliére de la double hélice est induite par les polymérases impliquées dans la synthése

biologique de I’ADN et permet a I’enzyme de contrdler la fidélité de la réplication effectuée.’

. * endo-Face % A

C2'-endo C1 -exo 04 endo ~JC4 -exo C3'-endo
exo-Face \J

Figure 1.6 : Plissement du sucre. Les faces endo (au-dessus) et exo (en dessous) du cycle a 5 atomes du furanose
sont montrées de part et d’autre du plan de référence, la base du nucléotide étant au-dessus de ce plan. La
transformation des sucres est illustrée dans 1’ordre des conformations C2’-endo a C3’-endo. Les fléches

indiquent I’atome plissé et la direction du plissement. Reproduit a partir de la référence °.

Caractérisée pour la premicre fois avec la structure cristalline de 1’hexanucléotide
d(CGCGCG) en 1979, la forme Z est également une double hélice de deux brins
antiparalleles d’ADN mais dont la rotation est orientée vers la gauche contrairement aux
formes A et B déja décrites.* Cette forme a été nommée ainsi car lorsque la double hélice est
vue de coté, les bases semblent zigzaguer. La double hélice est plus étroite et plus longue que
pour les formes A et B. Cette structure particuli¢re est rencontrée pour de courts doubles brins
d’ADN de séquence alternant purines et pyrimidines.

Les phosphodiesters étant plus proches les uns des autres avec cette forme Z,
I’environnement doit permettre de minimiser la répulsion ¢lectrostatique qui a lieu
(importante concentration en sels par exemple). Un des réles biologiques de la forme Z est de
réduire les tensions de torsion dans le cas d’ADN surenroulé, c’est a dire lorsque la double
hélice est « compactée » sur elle-méme pour gagner de 1’espace dans la cellule.® Cette forme
peut aussi €tre impliquée dans la régulation de génes ainsi que dans I’édition d’ARN, mais

elle peut également étre responsable de phénoménes d’instabilité génomique.®

Les principales différences structurelles entre les trois formes peuvent étre regroupées

dans le tableau suivant (Tableau 1.1).
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Tableau 1.1 : Données structurelles des différentes formes B, A et Z de duplexes d’ADN cristallisés.””

Chapitre 1 :

9

Forme B Forme A Forme Z
Sens de I’hélice Droite Droite Gauche
Diamétre de I’hélice 20 A 23 A 18 A
Unités de répétition 1 1 2
Rotation de I’hélice par paire de bases 35,9° 32,7° -30° en moyenne*
Paires de bases par tour d’hélice 10 11 12
Inclinaison normale des paires de bases
-6° +20° 7°
vers I’axe de I’hélice
Hauteur d’hélice par paires de bases 3,4 A 2,6 A 3,8A
Pas d’hélice (longueur d’hélice par tour) 34 A 28 A 45 A
) ) Py : anti
Liaison glycosidique Anti Anti
Pu: syn
Py : C2’-endo
Plissement du sucre C2’-endo C3’-endo
Pu: C3’-endo
Grand sillon Large et profond Etroit et profond Aplati
Petit sillon Etroit et profond Large et superficiel Etroit et profond

Py : pyrimidines ; Pu: Purines. * : -9° pour les successions pyrimidines — purines, -51° pour les successions

purines — pyrimidines.

Des triplexes d’ADN peuvent également étre observés.™'® Ces triples hélices ont été

observées pour la premiere fois entre un duplexe poly(dA)-poly(U) et un simple brin de

poly(U), quatre ans seulement apres le postulat de la structure en double hélice de ’ADN par

Watson et Crick.'! Dans ce cas, les appariements de bases selon Watson et Crick (Figure 1.2)

sont insuffisants pour expliquer les interactions entre trois brins d’ADN ou d’ARN. Des

liaisons hydrogeéne supplémentaires, connues sous le nom d’appariements de Hoogsteen,

12,13

peuvent étre formées sur la face des purines exposées dans le grand sillon du duplexe sans

déranger les appariements de Watson et Crick déja formés (Figure 1.7).
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Appariement T-A-T
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Figure 1.7: Appariements des bases selon Watson et Crick (bleu) et selon Hoogsteen (gris) rencontrés dans une
triple hélice d’ADN. A gauche, appariements de Hoogsteen directs (les sucres des deux bases impliquées sont du
méme coté de I’axe de la paire de base). A droite, appariements de Hoogsteen inverses (les sucres des deux bases
impliquées ne sont pas du méme c6té de 1’axe de la paire de base). L’appariement A-A-T contient un
appariement de Hoogsteen inverse. Les fonctions donneuses de liaisons hydrogéne sont en vert, les fonctions
accepteuses de liaisons hydrogéne sont en rouge et les liaisons hydrogéne formées sont en bleu (Watson et

Crick) et en gris (Hoogsteen).

La génération de triplexes nécessite qu'un des différents brins soit homopurique quand

les deux autres seront homopyrimidiques ou inversement, qu’un des brins soit
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homopyrimidique et les deux autres homopuriques. Cela permet de générer une double hélice
via des appariements de Watson et Crick pour deux brins de nature différente, tandis que le
troisieme brin s’enroule dans le grand sillon de la double hélice formée par appariements de
Hoogsteen avec le brin homopurine de la double hélice.

Les triplexes peuvent étre intermoléculaires ou intramoléculaires. Dans ce dernier cas,
ils peuvent correspondre a une structure de I’ADN connue en tant que forme H.>>* Les
triplexes d’ADN sont a 1’heure actuelle connus pour avoir un rdle dans la régulation de
I’expression des génes, des structures intramoléculaires ayant été identifiées dans de multiples
promoteurs de génes.® Cette structure peut également étre formée suite a une double 1ésion de

P’ADN.®

Des structures impliquant quatre brins d’ADN peuvent également étre formées. Ces
quadruplexes peuvent étre, au fur et a mesure que I’on s’¢loigne de plus en plus du modele
proposé par Watson et Crick, des jonctions de Holliday (forme HJ), des G-quadruplexes

(forme G) ou des i-motifs (forme I ou C-quadruplexes).®

Les jonctions de Holliday sont des structures intermédiaires permettant 1’échange de
brins entre deux duplexes d’ADN : elles consistent en quatre doubles hélices de forme B li¢es
entre elles par des « simples brins croisants » (Figure 1.8). Ce type de structure a été proposé
en 1964 par Robin Holliday pour expliquer une recombinaison génétique observée entre deux
ADN homologues.' Par la suite, I’organisation spatiale des quatre brins d’ADN impliqués
dans ce genre d’assemblage a ¢té déterminée avec précision par des études

1516 ot est corrélée avec des résultats obtenus en solution.'” D’un point de

cristallographiques
vue biologique, les jonctions de Holliday sont utilisées dans les processus de recombinaison et
réplication de ’ADN (lors de sa synthése ou sa réparation) ainsi que pour I’intégration de

génomes viraux.’
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Al|D D

Figure 1.8 : Représentations des conformations des jonctions de Holliday.'® A gauche : association de quatre
brins d’ADN A (bleu), B (vert), C (rouge) et D (jaune) pour former une jonction avec quatre bras double brins
(haut) dans une géométrie planaire carrée (forme X étendue, bas). A droite : les mémes brins associés pour
former la structure aplatie en X de la jonction (haut), avec les paires de bras empilés co-axialement comme des

doubles-hélices liées par une symétrie d’axe 2 (bas).

Les G-quadruplexes sont formés dans les zones riches en guanines contigiies.'® Les
guanines peuvent en effet s’organiser en tétrades autour d’un cation métallique monovalent
(Figure 1.9) et deux tétrades ou plus peuvent s’empiler les unes sur les autres pour former le
G-quadruplexe. Plusieurs topologies d’empilement sont possibles a partir d’un, deux ou

quatre brins d’ADN différents (Figure 1.10).

Figure 1.9 : Tétrades de guanines autour d’un cation métallique M" (généralement potassium ou calcium).
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| | %

D E % F
Figure 1.10 : Différentes topologies d’empilement des G-quadruplexes.'® A : Structure tétramoléculaire avec la
totalité des brins parall¢les. B : Structure bimoléculaire antiparalléle avec les brins adjacents paralleles. C :
Structure unimoléculaire antiparallélle avec alternance de brins adjacents antiparalléles. D : Structure
unimoléculaire paralléle avec trois boucles inversées de double hélice. E. Structure unimoléculaire antiparalléle
avec les brins adjacents paralléles et une boucle en diagonale. F : Structure unimoléculaire mixte avec trois brins

paralléles et un brin antiparalléle. Les trois structures D, E et F ont été observées dans les répétitions

télomériques humaines.

Dans les cellules eucaryotes, les G-quadruplexes sont présents sur les télomeres, partie
non codante de I’ADN a P’extrémité des chromosomes, ce qui permet de différencier la fin
d’un chromosome d’une double rupture d’ADN pour laquelle un processus de réparation du
double brin existe.'® La structure en G-quadruplexes permet donc d’éviter qu’un processus de
réparation ou de recombinaison de I’ADN n’ait lieu a un endroit du chromosome non
approprié. D’autre part, a chaque cycle de division cellulaire, les télomeres se trouvent
raccourcis et servent en quelque sorte d’horloge biologique : lorsque le télomére devient trop
court, la cellule ne peut plus se diviser (elle entre alors en sénescence).

La télomerase, exprimée dans les cellules a division multiple comme les cellules
souches ou les globules blancs, permet de contrer ce processus de raccourcissement des
télomeéres lorsqu’elle est exprimée. Or, cette enzyme est souvent « détournée » par les cellules
cancéreuses pour acquérir leur immortalité. Il a été montré in vitro qu’'une structure en G-
quadruplexe peut inhiber I’activité enzymatique de la télomérase,'® ce qui pourrait présenter
un intérét thérapeutique si cette propriété était retrouvée in vivo chez I’humain. Les G-
quadruplexes ont également été observés dans des portions internes du génome, notamment
sur des promoteurs de génes (dont de nombreux oncogenes), et sont dans ce cas-la impliqués

dans la régulation de la transcription de ces génes.'® Ces observations permettent d’envisager
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d’utiliser les G-quadruplexes comme potentielles cibles thérapeutiques, notamment pour de

nouveaux produits anti-cancéreux.”

Les i-motifs, ou forme I de ’ADN, sont complémentaires aux G-quadruplexes.’ En
effet, extruder une structure de G-quadruplexe intramoléculaire a partir d’une double hélice
implique également la sortie d’un simple brin de séquence complémentaire dC du duplexe
initial. Comme les G-quadruplexes, les i-motifs peuvent étre formés a partir d’un, deux ou
quatre brins d’ADN, mais leur séquence est cette fois-ci riche en cytosine et I’appariement des
bases ne se fait pas en tétrade comme pour les guanines.

Dans cette structure, décrite pour la premiére fois de maniére détaillée en 1993.* les
cytosines sont appari¢es deux par deux (Figure 1.11) et organisées en deux duplexes de brins
parall¢les intercalés (d’ou le nom de i-motifs) en téte a queue (Figure 1.12). Sur les paires de
cytosines impliquées dans chacun des deux duplexes, une des deux doit étre protonée pour
permettre 1’appariement, ce qui rend 1’édifice sensible au pH du milieu dans lequel il se

trouve : les i-motifs sont d’ailleurs stables pour des pH acides a 1égérement neutres.

Figure 1.11 : Appariement de deux cytosine (dont une protonée) dans le cas d’un duplexe intercalé au sein d’un
i-motif. Les fonctions donneuses de liaisons hydrogéne sont en vert, les fonctions accepteuses de liaisons

hydrogéne sont en rouge.

Figure 1.12: Topologies de i-motifs. De gauche a droite : i-motifs & quatre, deux et un brins. Les paires de bases

C"-C sont symbolisées par les traits violets transversaux.

Comme les G-quadruplexes, les i-motifs sont présents sur les téloméres des
chromosomes et peuvent étre reconnus par certaines protéines.”” Ils ont également été
identifiés dans les centromeres et sur les promoteurs de certains genes (notamment des
oncogénes comme pour les G-quadruplexes).””* Cependant, le role biologique de ces
structures n’est pas clairement défini a I’heure actuelle bien que la localisation des i-motifs au

sein d’un génome laisse penser qu’ils puissent &tre impliqués dans la régulation des génes.
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Dans la suite du chapitre, I’ADN sera considéré comme une double hélice de forme B

sauf indications contraires.

B. LES DIFFERENTS MODES DE RECONNAISSANCE DE L’ ADN

1. Reconnaissance biologique

La reconnaissance de I’ADN au cours de différents processus biologiques est
primordiale pour la bonne transmission de 1’information génétique et le bon fonctionnement
d’une cellule. Lors de la réplication d’ADN (au cours de la multiplication cellulaire) ou la
transcription de génes pour la synthése de protéines, I’ADN est ainsi reconnu par différentes
enzymes. Un certain nombre de structures protéines — ADN ont été déterminées par
cristallographie aux rayons X ou RMN et sont décrites dans la littérature (prés de 3000 sont
reportées dans la base de données NDB).**

Les interactions mises en jeu, multiples et complexes, ne seront pas discutées en détail
ici. Il est toutefois possible de souligner que la reconnaissance de I’ADN par les protéines se
fait généralement au niveau du grand sillon de la double hélice : le site de reconnaissance de
la protéine entre ainsi en contact direct avec les bases et interagit également avec le squelette
sucre — phosphodiester de I’ADN.** Une reconnaissance de ’ADN au niveau du petit sillon
est possible bien que généralement peu favorisée par 1’étroitesse du sillon.*

Les interactions protéine — ADN sont systématiquement non covalentes et peuvent étre
des liaisons hydrogéne, des interactions électrostatiques (ponts salins) ou des interactions
hydrophobes. Les interactions avec les bases de ’ADN permettent a la reconnaissance d’étre
spécifique pour une séquence particulicre.

La reconnaissance biologique de I’ADN repose donc sur la chimie supramoléculaire
de par la nature non covalente des interactions impliquées. La force des interactions est faible
et le phénoméne de multivalence est prépondérant pour apporter de la stabilité aux complexes

protéine - ADN.
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2. Reconnaissance par des ligands synthétiques

Divers ligands synthétiques, de natures et de tailles variées, sont connus pour interagir
avec I’ADN. Il est important d’étudier la nature de ces interactions car elles permettent de
mieux comprendre les mécanismes a 1’origine de la reconnaissance de I’ADN de fagon a
pouvoir concevoir de futurs ligands synthétiques plus efficaces dans leurs applications.

Cependant, I’environnement aqueux dans lequel se trouve I’ADN peut représenter un
challenge pour sa reconnaissance par des ligands synthétiques.” En effet, I’eau est un milieu
compétitif, bien qu’elle puisse dans certains cas servir d’intermédiaire dans une liaison entre
un ligand et sa cible. De plus, par sa nature de polyanion, I’ADN peut former des liaisons
hydrogéne avec les molécules d’eau qui ’entoure et pour le reconnaitre, les ligands
synthétiques doivent contourner cette importante hydratation.

Un ligand synthétique peut interagir avec I’ADN selon différents modes de
reconnaissance. Une double hélice d’ADN peut ainsi étre reconnue de maniere non covalente

par :

intercalation au niveau des paires de bases ;

interaction dans le grand sillon ;

interaction dans le petit sillon ;

ou interaction avec le squelette phosphodiester.
La reconnaissance de certains composés pour I’ADN peut également conduire a la
formation de liaisons covalentes.

24,26-28 seuls

Les ligands reconnaissant I’ADN ayant fait 1’objet de nombreuses revues,
quelques exemples significatifs de ligands d’ADN sous sa forme de duplexe seront présentés

ici, sans étre exhaustifs.

a. Interaction covalente

Des composés se liant de manic¢re covalente a I’ADN peuvent étre responsables de
mutations génétiques, mais ont également été développés pour « réguler » les phénoménes de
réplication et / ou de transcription dans une optique médicale. Ces recherches ont notamment
conduit au développement d’agents alkylants pour les traitements anticancéreux.

La liaison covalente avec I’ADN est généralement créée au niveau des bases de
manicre a déranger 1’appariement avec la base complémentaire et engendrer des changements

conformationnels de I’ADN pour qu’il ne soit plus « lisible » par les enzymes. Selon sa
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structure, un méme composé peut interagir de manicre covalente en une ou plusieurs positions
de I’ADN (Figure 1.13) : cela conduit a la formation d’adduits dits mono-alkylés (une liaison

covalente avec I’ADN) ou « réticulés » (deux liaisons covalentes ou plus).

<+—— Mono-alkylation

<4—— Pont inter-brins

<4—— Pont intra-brins

Figure 1.13 : Représentation schématique des adduits & I’ADN possibles lors de la reconnaissance covalente de

I’ADN.

Parmi les exemples connus d’agents alkylants, on trouve des composés apparentés au
tristement célébre gaz moutarde comme la chlorméthine ou la cyclophosphamide, et des
composés dérivés comme le cisplatine ou le carboplatine (Figure 1.14). Ces agents alkylants

réagissent préférentiellement sur les guanines.

Cl, NH
Cho ™o P 3
\ Cl” 'NHs
Chlorméthine Cisplatine
Cl 0
Q0 HaN,_ O
N—F, } Pt
,~/ HN HN' O
Cl o]
Cyclophosphamide Carboplatine

Figure 1.14 : Structures chimiques de quelques agents alkylants.

b. Intercalation

Dans ce mode de reconnaissance, des composés s’ins€rent entre deux paires de bases
sans en déranger 1’appariement. Des cycles aromatiques portés par les molécules intercalantes
permettent un empilement de type n-m avec les cycles aromatiques des bases.

On distingue deux types d’intercalation : 1’intercalation classique et 1’intercalation
enfilée. La différence entre ces deux genres d’intercalation réside dans la maniére dans les
potentielles chaines latérales a la partie intercalée vont interagir dans les petit et grand sillons
de la double hélice. Un intercalant comprenant une ou plusieurs chaines latérales interagissant

dans un seul des sillons sera considéré comme un intercalant classique, tandis qu’une
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molécule s’intercalant de maniere dite enfilée aura des interactions dans les deux sillons. Ce
dernier type d’intercalant a généralement deux chaines latérales opposées par rapport au
systeme aromatique intercalant : lors de 1’intercalation, ces chaines latérales se trouvent ainsi

naturellement dans le petit sillon pour la premicre et a 1’opposé, dans le grand sillon pour la

9 30,31

seconde. Des composés bis-> et poly-intercalants existent également : ces composés
comportent plusieurs systémes aromatiques susceptibles de s’intercaler, liés entre eux par des
espaceurs.

Font partie des intercalants classiques des composés tels que : le bromure d’éthidium
utilis¢ comme marqueur de I’ADN, la quinacrine connue pour ses propriétés antimalariales,
ou encore les anthracyclines aux propriétés anti-cancéreuses comme la doxorubicine (Figure

1.15). A ces exemples peut étre ajouté celui du ditercalinium, qui est un bis-intercalant.

\ (0] OH QHO
HNJ\/\/\/\/N\/ O‘O‘

H
0\ 0 O OH O, o
7
Cl N OH

NH,
Bromure d'éthidium Quinacrine Doxorubicine

Figure 1.15 : Structures chimiques de quelques intercalants classiques.

o~

HN \l\(?xN N\_N - NH
O\_7/ O

Ditercalinium
_0

Figure 1.16 : Structure chimique d’un bis-intercalant, le ditercalinium. Les systémes aromatiques en bleu

constituent les parties intercalantes de la molécule tandis que 1’espaceur est en noir.

Des exemples significatifs d’intercalants enfilés sont la nogalomycine (produit naturel)

ou les dérivés du naphtaldiimide (Figure 1.17).

\

(0] 0 N—
Yo 0 _/_/

Nogalomycine Bis(dicarboximide)naphtaléne

Figure 1.17 : Structures chimiques d’intercalants enfilés.
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c. Interaction dans le grand sillon

Comme les protéines, des ligands synthétiques peuvent interagir dans le grand sillon
d’une double hélice d’ADN. Cependant, le nombre de ces ligands est plutot limité en
comparaison du grand nombre de ligands connus pour le petit sillon (voir d.). Cette
observation s’explique par le fait que les dimensions du grand sillon ne se préteraient pas
particuliérement a sa reconnaissance s¢lective et spécifique par de petites molécules.

Toutefois, des exemples de petites molécules interagissant dans le grand sillon de
I’ADN sont connus : c’est le cas de la spermine, molécule naturelle impliquée dans le
métabolisme cellulaire chez les eucaryotes, ainsi que du vert de méthyle’ utilisé comme
colorant pour microscopie biologique (Figure 1.18). Des calixarénes dimériques (Figure 1.19)
ont également été congus récemment pour interagir avec I’ADN et malgré 1’absence a 1’heure
actuelle de données directes obtenues par cristallisation ou RMN, cette famille de composés

reconnaitrait le grand sillon de I’ADN.*

/
Z
A\

H
HZN/\/\N/\/\/N\/\/NHZ
H
®
Spermine O O

Vert de méthyle

Figure 1.18 : Structures chimiques de petites molécules interagissant dans le grand sillon de I’ADN.
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Figure 1.19 : Structures chimiques des calixarénes dimériques capables d’interagir dans le grand sillon.*

La majorité des ligands du grand sillon appartiennent le plus souvent a la classe des
oligonucléotides générateurs de triplexes (TFO pour « Triplex Forming Oligonucleotides »,
oligonucléotides naturels ou modifiés chimiquement), ou a la classe des acides nucléiques

peptidiques (PNA pour « Peptide Nucleic Acid », Figure 1.20).*
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Log Log o

N/\/N\AN/\/N\AN/\/N

Figure 1.20 : Structure chimique générale d’un acide peptido-nucléique (PNA). B représente les bases azotées

naturelles A, C, G, T ou U ; ou des bases synthétiques.

Les TFO interagissent dans le grand sillon de la double hélice en générant une
structure de triple hélice canonique telle que décrite précédemment par appariement de
Hoogsteen avec les purines de la double hélice (voir I.A.1). La séquence de I’ADN a dans ce
cas-la une influence importante sur la bonne reconnaissance du duplexe par 1’oligonucléotide
synthétique.

L’hypothése que des PNA pourraient interagir avec un duplexe d’ADN pour former
une triple hélice a constitué le point de départ des essais de reconnaissance de I’ADN par un
PNA (Figure 1.21 A).** Toutefois, bien qu’une triple hélice conventionnelle ait été observée
dans certains cas, il s’est rapidement avéré qu’un autre mode de reconnaissance était
privilégié : il s’agit de I’invasion du triplexe qui est une forme alternative d’interaction avec le
grand sillon de ’ADN puisque celui-ci n’est que partiellement impliqué. Dans ce mode
d’interaction, la double hélice d’ADN est ouverte pour permettre a deux brins de PNA
d’interagir avec un des brins d’ADN (via appariement de Watson — Crick pour I’un des brins
de PNA et appariement de Hoogsteen pour 1’autre) tandis que le second brin d’ADN reste non
appari¢ (Figure 1.21 B). D’autres modes d’interaction PNA — ADN sont également possibles
mais n’ont pas lieu au niveau du grand sillon de la double hélice d’ADN (Figure 1.21 C et D).

A B C D

Figure 1.21 : Différents modes d’interaction d’un PNA (brins rouge et orange) avec un double brin d’ADN
(bleu). A : triplexe ; B : invasion du triplexe (mode d’interaction le plus stable) ; C : invasion du duplexe ; D :

double invasion du duplexe (si les PNA contiennent des bases non naturelles).*
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d. Interactions dans le petit sillon

De nombreuses petites molécules sont connues pour interagir dans le petit sillon dont
les dimensions semblent plus attractives pour ce type de composés. Par rapport a
I’intercalation, I’interaction dans le petit sillon implique généralement une meilleure affinité
et une plus grande spécificité de séquence.” Les interactions impliquées sont non covalentes :
interactions ¢électrostatiques et de van der Waals, interactions hydrophobes et liaisons
hydrogéne sont rencontrées. Les ligands ont généralement une structure courbée pour suivre
la courbe du petit sillon.

Parmi les composés susceptibles d’interagir dans le petit sillon de I’ADN, on trouve
des produits naturels comme la netropsine et la distamycine A ou des marqueurs d’ADN
comme le composé Hoechst 33258 ou le 4°,6-diamidino-2-phénylindole, plus connu par son

abréviation DAPI (Figure 1.22).%
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Figure 1.22 : Structures chimiques de quelques ligands du petit sillon de I’ADN.

Pour augmenter la sélectivit¢ de la reconnaissance pour une séquence de bases
particuliere, allonger le site de reconnaissance des ligands est nécessaire puisque la sélectivité
augmente avec le nombre de paires de bases reconnues. Pour concevoir de tels ligands, une
des stratégies est de lier entre eux des motifs reconnaissant le petit sillon de I’ADN avec les
espaceurs appropriés. Cette méthode, détaillée plus loin, a notamment été utilisée par le
groupe de Dervan pour construire des polyamides analogues de la distamycine capables
d’interagir avec des séquences spécifiques de bases par reconnaissance via le petit sillon de

I’ADN (Figure 1.23).%
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Figure 1.23 : Structure chimique d’un polyamide en épingle a cheveux synthétisé par le groupe de Dervan pour

la reconnaissance de I’ADN vig le petit sillon de la double hélice.™

e. Interaction avec le squelette phosphodiester

Assez peu de composés synthétiques sont connus pour reconnaitre exclusivement le
squelette phosphodiester des brins d’ADN bien que les charges portées par celui-ci soient
connues pour limiter la pénétration cellulaire des oligonucléotides synthétiques et puissent
étre facilement utilisées pour la reconnaissance.

Le premier exemple de ligand synthétique reconnaissant exclusivement le squelette
phosphodiester n’a été décrit qu’en 2006 par le groupe de Farrell :*° il s’agit d’un complexe
de platine(Il) (triplatinNC) comportant trois atomes de platine liés par des espaceurs aminés
hydrophobes (Figure 1.24). Les atomes de platine de ce composé ne peuvent pas interagir de
manicre covalente avec I’ADN comme le cisplatine car ils ne portent pas de groupements

labiles tels que le chlore.

8+
HaN. NH3 nz nz H3N~PiNH3 %?
H3N\/\/\/\N'Pt\N/\/\/\/ Ft H H
Hy H HaN NHg 2 2
TriplatinNC

Figure 1.24 : Structure chimique du premier ligand connu du squelette phosphodiester, le triplatinNC.

Cristallis¢ en présence d’un dodécamére de Dickerson-Drew (DDD,
d(CGCGAATTCGCG),), le triplatinNC ne s’intercale pas, ni n’interagit dans les sillons du
double brin de conformation B. La structure cristallographique obtenue par diffraction des
rayons X montre que le triplatinNC interagit sélectivement, via ses fonctions amines cis,
avec les atomes d’oxygenes portés par les phosphodiesters de I’ADN par liaisons hydrogéne
(complexes NH---O---NH) : ce type d’interaction a été appelé pince a phosphate (Figure
1.25).
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Figure 1.25 : Comparaison entre la fourche a arginine et la pince a phosphate.

Le composé triplatinNC peut s’organiser suivant le squelette phosphodiester d’un
méme brin d’ADN (Figure 1.26), ou en enjambant un sillon par interaction avec des

phosphodiesters des deux brins d’ADN.

Figure 1.26 : Vue du triplatinNC suivant le squelette phosphodiester d’un brin d’ADN (PDB 2DYW).*’

Par la suite, un second composé a base de platine, le triplatinNC-A (Figure 1.27), a
été cristallisé avec un mode de reconnaissance de I’ADN identique.*® La similarité du mode

de reconnaissance des deux composé€s a également été vérifiée en solution.

HsN, NHg  |6*

H3sN NH3 Hy Hp
P
Pt /\/\/\/N\PtrN\/\/\/\N' tNH3
HsN" N Pt Ha
Ha HsN NH;
TriplatinNC-A

Figure 1.27 : Structure chimique du composé triplatinNC-A.

Lorsqu’ils se complexent avec un double brin d’ADN, ces composés stabilisent les
duplexes de maniére proportionnelle a la charge globale qu’ils portent. Ils peuvent également
induire des changements conformationnels de I’ADN (transitions B — A et B — Z).*’

L’activité biologique des deux composés a été évaluée et comparée a celle de
complexes de platine interagissant de maniére covalente avec I’ADN, dont le cisplatine.**"!
De maniere tres intéressante, 1’absorption cellulaire des composés triplatinNC et triplatin
NC-A est supérieure a celle du cisplatine et augmente avec leur charge globale. Cette plus
grande absorption cellulaire permet au triplatinNC d’avoir une cytotoxicité comparable a
celle du cisplatine dans certaines lignés cellulaires.

Des ligands connus pour reconnaitre les oxoanions pourraient reconnaitre I’ADN via

ses phosphodiesters de maniére similaire a celle des composés a base de platine. Cette
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hypothése est notamment avancée pour des ligands isophtalanilides et dipicolinanilides

(Figure 1.28) qui ont démontré leur capacité a transformer un ADN plasmidique.**

‘ X OCHj3
0. o o N e} H
NH  HN NH  HN A I
R /[ j [ j\ R R/[ j [j\R CN
Isophthalanilides Dipicolinanilides

Figure 1.28 : Structures chimiques des dérivés isophthalanilides et dipicolinanilides ayant montré une capacité a
transformer un ADN plasmidique et dont I’interaction avec I’ADN se ferait au niveau du squelette

phosphodiester.**

A T’heure actuelle, aucune démonstration directe de ce type d’interaction n’a encore
¢été publiée pour ces composés. Toutefois, une transformation optimale a été obtenue avec un
ratio de 1 pour 1 entre les ligands et le nombre de phosphodiester de I’ADN, ce qui vient

corréler I’hypothese d’une interaction des petites molécules avec I’ADN.

C. AUTO-ASSEMBLAGES MATRICES PAR L’ADN

Puisque le terme d’auto-assemblage n’est pas formalis¢, des définitions aussi diverses
que ses domaines d’application sont utilisées.”” Un auto-assemblage peut étre défini comme
I’organisation réversible de composés indépendants en motifs ou structures sans intervention
extérieure. La structure finale d’un auto-assemblage peut €tre initiée par un composé€ en
particulier, jouant le réle de matrice pour organiser tous les autres composés présents.

Dans ce cadre, les proprié¢tés de reconnaissance moléculaire de I’ADN en font une
bonne matrice pour la formation de nanostructures dont la géométrie, la taille et I’organisation
sont contrdlées de maniére précise.

Selon la définition d’un auto-assemblage présenté plus haut, une double hélice d’ADN
peut elle-méme €tre considérée comme un auto-assemblage. L’organisation précise apportée
par les appariements entre bases des polynucléotides ont conduit a la création de structures bi-
ou tri-dimensionnelles a base de brins d’ADN, naturels ou modifiés de maniére covalente, et
au développement des nanotechnologies en ADN.* La reconnaissance entre oligonucléotides,
généralement modifiés de maniére covalente,* est a I’origine de nombres d’auto-assemblages
pour des applications aussi diverses que la catalyse*® ou les puces & ADN. Pour des raisons de

clarté, ces types d’auto-assemblages ne seront pas €voqués ici. Seuls seront présentés des
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exemples d’auto-assemblages impliquant un oligo- ou polynucléotide matrice et des

composés d’autre nature.

1. Auto-assemblages par reconnaissance des bases

La reconnaissance des bases de I’ADN par appariement de Watson et Crick peut
permettre d’organiser un systéme de composés initialement désordonné. Des composés
amphiphiles ont ainsi été¢ congus pour reconnaitre des bases comme la thymine ou 1’adénine
d’un brin d’ADN.

Des nanofibres ont pu étre observées suite a 1’auto-assemblage d’oligo(dA) avec des
molécules bolaamphiphiles comportant des thymidines phosphorylées sur leurs tétes polaires
(Figure 1.29).*"? L’interaction entre les molécules bolaamphiphiles et les brins d’oligo(dA)
se fait donc par reconnaissance entre les thymines des bolaamphiphiles et les adénines des

oligonucléotides matrices.
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Figure 1.29 : Structures chimiques de molécules bolaamphiphiles connues pour former des nanofibres en

présence d’oligo(dA).

53,54
1>

Le composé dTp-20-dTp a été le premier synthétis¢ et étudié, d’abord seul, puis

47,49,50

en présence de différents oligonucléotides utilisés comme matrices. Il s’est révélé

capable de former des hydrogels dans les deux cas, mais avec des caractéristiques physiques
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différentes selon qu’un oligonucléotide matriciel est présent ou non. En absence
d’oligonucléotides, 1’hydrogel formé spontanément se compose d’un réseau de nanofibres de
10 4 30 nm de diamétre et de plusieurs micrométres de long.> Sa formation repose sur des
liaisons hydrogene entre 1’eau et les désoxyriboses, des interactions hydrophobes entre les
chalnes carbonées et des empilements m-m des thymines terminales. La formation de
I’hydrogel est dépendante de la température ainsi que du pH de I’eau ou du tampon utilisé. Il a
également été observé que des microfibres peuvent €tre générées a partir des nanofibres
constituant I’hydrogel en augmentant la concentration de chlorure de sodium.™

L’ajout d’oligonucléotides matrices permet d’organiser les nanostructures existantes.
Ces oligonucléotides matrices doivent comporter des adénines pour qu’une reconnaissance
moléculaire se fasse par appariement de Watson et Crick avec les thymines des tétes polaires
du composé dTp-20-dTp. Dans un premier temps, les oligonucléotides matrices utilisés ont
¢été des oligo(dA) de longueurs variables (entre 2 et 40 bases) avec un ratio d’une adénine par
thymine, ce qui a permis de mettre en relation les différences structurales observées au sein
des hydrogels avec la longueur des oligo(dA) utilisés.*” Ainsi, pour des oligo(dA) comportant
moins de dix bases, le réseau de nanofibres demeure similaire a ce qui est observé en absence
de matrice. Par contre, pour des longueurs de 10 a 40 bases, des nanofibres en hélice, de 7 a 8
nm de diametre et de plusieurs centaines de nanomeétres de long, ont été observées. Ces
derniéres ont une longueur et un pas d’hélice proportionnels a la longueur de la matrice
utilisée. Les auto-assemblages obtenus sont formés par les composés dTp-20-dTp empilés les
uns sur les autres entre deux brins d’oligo(dA) (Figure 1.30). L hélicité des nanofibres peut
également étre induite en absence de matrice par un rayonnement UV entrainant la
photodimérisation de thymines terminales.” Toutefois, les nanofibres obtenues de cette
manicre différent des nanofibres matricées par des oligo(dA) au niveau des dimensions. Il est
intéressant de noter que le processus de photodimérisation s’est révélé étre réversible et

inhibé en présence de dAs.
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Nanofibre
Figure 1.30: Organisation des auto-assemblages en hélice formés par reconnaissance du composé

bolaamphiphile dTp-20-dTp par une matrice oligo(dA). Les thymines et adénines sont représentées

respectivement en rouge et jaune. Adapté de *7.

Par la suite, 1’auto-assemblage du composé¢ dTp-20-dTp a également été décrit en
présence d’oligonucléotides hétéropolymériques.”® Pour se faire, le composé dTp-20-dTp est
mélangé avec deux oligonucléotides matriciels comportant chacun une suite de 20 adénines
pour interagir avec les thymines des tétes polaires et une séquence pauvre en adénine (Figure
1.31). Ces séquences pauvres en adénine des deux oligonucléotides matriciels ne sont pas
complémentaires entre elles, ce qui empéche toute hybridation intermoléculaire. Lorsque les
séquences pauvres en adénines des deux oligonucléotides matrices ne sont pas hybridées avec
un oligonucléotide cible complémentaire a ces séquences, les auto-assemblages forment des
objets sphériques. Par contre, lorsque les séquences non matricielles sont hybridées par ajout
d’un troisieme oligonucléotide, les structures initiales constituées d’empilements des
bolaamphiphiles dTp-20-dTp sont allongées et des nanofibres en hélice sont observées. Ces
nanofibres ont un diameétre de 7 a 8 nm, comme pour les auto-assemblages générés avec les

oligo(dA), et des longueurs comprises entre 300 nm et 3 um.
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Figure 1.31 : Formation de nanostructures sphériques par auto-assemblage de composés dTp-20-dTp avec deux
oligonucléotides hétéropolymériques, et de nanofibres en hélice suite a 1’hybridation de 1’oligonucléotide cible

complémentaire des séquences hétéropolymériques des oligonucléotides matriciels. Adapté de *°

En termes de conception des composés bolaamphiphiles, des variations ont ensuite été
introduites au niveau de leur chaine hydrophobe. Des systémes aromatiques ont ainsi
remplacés la simple chaine carbonée du composé dTp-20-dTp dans le but de permettre des
empilements basés sur des interactions m-m au sein des auto-assemblages, ce qui pourrait
augmenter leur stabilité.

L’espaceur hydrophobe du composé¢ dTp-OPV-dTp (Figure 1.29) est ainsi un
oligo(p-phénylénevinyléne), connu pour ses propriétés de conduction électronique.*® Comme
il est généralement difficile d’obtenir des structures bien définies d’assemblages d’oligo(p-
phénylénevinyléne), 1’utilisation d’une matrice comme un brin d’ADN pourrait permettre
d’organiser le systeéme. Dans le cas du composé¢ dTp-OPV-dTp, c’est effectivement le cas
puisque que des empilements en hélice droite ont été observés en présence d’une matrice
dAj¢. En présence d’un oligo(dT) non complémentaire, seuls des agrégats amorphes ont été
observés, confirmant ainsi 1I’importance de la reconnaissance des thymines des tétes polaires
dans le processus d’auto-assemblage. Les dimensions des nanofibres observées en présence

d’oligo(dA) se sont avérées différentes en fonction du ratio de thymine par adénine utilisé : le
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diametre des hélices est ainsi de 6,4 nm pour un ratio T:A de 1:1 alors qu’il n’est que de 5,1
nm pour un ratio T:A de 2:1. Ces différences sont dues a une organisation structurelle des
auto-assemblages Iégérement différente en fonction du ratio T:A : de manicre générale, seule
une des deux thymines du composé dTp-OPV-dTp est reconnue par un brin d’oligo(dA) avec
un ratio de 2:1 alors que toutes les thymines interagissent avec un brin d’ADN pour le ratio
1:1 (deux brins de part et d’autre des composés bolaamphiphiles comme sur la Figure 1.30).
Des groupements anthracénes, connus pour leurs propriétés optiques et €électroniques,
ont également ¢été introduits sur 1’espaceur hydrophobe des composés bolaamphiphiles : les
composés dTp-AN1-dTp et dTp-AN2-dTp (Figure 1.29) ont ainsi été synthétisés et leurs
propriétés optiques comparées en présence et en absence de matrice dA,o.”'”? En effet, des
assemblages supramoléculaires de molécules aromatiques comme 1’anthracéne dans lesquels
les molécules s’empilent parallélement face a face (agrégat H, Figure 1.32 gauche) ou avec un
décalage des plans en téte a queue (agrégat J, Figure 1.32 droite) modifient les propriétés
optiques initiales des molécules : un déplacement bathochrome (vers les plus grandes
longueurs d’onde) des bandes spectrales par rapport a la molécule seule est caractéristique
d’un agrégat J tandis qu’un déplacement hypsochrome (vers les plus faibles longueurs

d’onde) indique un agrégat H.

<o <o
<o oo
Face a face parallele Décalage paralléle

Figure 1.32 : Illustration des géométries d’empilement impliquées dans 1’observation d’agrégats H et J.

Le composé¢ dTp-AN1-dTp forme ainsi des agrégats J en présence de matrice dA
(ratio A:T de 2:1) contrairement au composé dTp-AN2-dTp dont I’organisation au sein de
I’auto-assemblage ne permet pas un empilement correct en téte a queue des anthracénes pour
former 1’agrégat J.°' Bien qu’en termes de nanostructure, des nanofibres en hélice aient été
observées avec le bolaamphiphile dTp-AN1-dTp a la fois en absence et en présence de dAyy,
I’organisation moléculaire au sein des auto-assemblages demeure différente puisque les
agrégats J n’ont été observés qu’en présence de matrice. D’ailleurs, les dimensions des
nanostructures observées different selon qu’un oligonucléotide matriciel est présent ou non.
Un transfert d’énergie a également €té mis en évidence au sein de 1’auto-assemblage formé du

composé dTp-AN1-dTp et la matrice dAs.”
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D’autres composés comportant une ou deux bases naturelles de I’ADN, sous forme

nucléosidique ou non, ont également démontré leur capacité a former des auto-assemblages en

présence d’oligonucléotide complémentaire (Figure 1.33).%
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Figure 1.33 : Structures chimiques de molécules comportant des bases thymine ou uracile, et connues pour

former des auto-assemblages avec des oligo(dA).

En présence d’un oligo(dA), les composés DSB-EOT> et DSB-DAT reconnaissent
les adénines grace a leurs thymines. Les interactions n-n des groupements distyrylbenzeénes
centraux et des thymines terminales apportent de la stabilité aux auto-assemblages formés. En
présence de dAjy), des nanofibres de plusieurs centaines de nanomeétres sont observées
(diamétre d’environ 6-7 nm en fonction du composé utilis¢) ce qui n’est pas le cas pour les
composés seuls ou en présence d’oligonucléotides non matriciels comme un dTy. Il est
possible de noter que contrairement aux auto-assemblages décrits précédemment, les
nanofibres formées n’adoptent pas une structure en hélice bien qu’elles puissent étre
légerement distordues.

Contrairement aux composés précédents, les molécules U-CHOL, dT-CC16 et T-
AMID11 n’ont été construites qu’a partir d’'une seule base naturelle au lieu de deux bases
terminales rencontrées jusqu’a présent. L’auto-assemblage ne va donc pas s’organiser de la
méme fagon en présence de matrice. D’autre part, la formation de ces auto-assemblages a été

testée dans des solvants organiques comme le n-butanol et le benzeéne, ce qui nécessite

33



Chapitre 1 :
Genéralités - Bibliographie

d’échanger les ions potassiums des polynucléotides utilisés comme matrice par des surfactants
cationiques pour les solubiliser.”’

Le composé U-CHOL comporte une base uracile comme site de reconnaissance des
matrices ADN. Testé dans le n-butanol, ce composé¢ interagit avec les adénines d’un poly(dA)
comme attendu, mais également avec les cytosines d’un poly(dC), conduisant a la formation
d’un organogel de stabilit¢ comparable quel que soit le polynucléotide ajouté. Toutefois,
malgré cette interaction possible avec les cytosines, les nanostructures obtenues ne sont pas
les mémes en fonction du polynucléotide utilisé. Ainsi, les agrégats sphériques formés par le
compos¢ seul deviennent des nanofibres en présence de polynucléotides dont les
caractéristiques dépendent de la nature du polynucléotide utilisé. En présence de poly(dA), les
nanofibres forment des hélices, comparables a des doubles hélices d’ADN, qui ne sont pas
observées avec le poly(dC), car les interactions avec I’ADN ne sont alors pas suffisamment
fortes pour induire cette structure particuliere.

Les composés dT-CC16 et T-AMID11 seuls se sont révélés incapables de former des
gels stables dans des solvants organiques polaires. Il a donc été choisi de tester la formation
d’auto-assemblages avec des polynucléotides directement dans le benzene, qui est un solvant
organique apolaire, en solubilisant les polynucléotides par échange de leurs contre-ions
cationiques avec un surfactant cationique (le bromure de didodécyldiméthylammonium). Les
gels obtenus en présence de poly(dA) présentent des différences claires en terme de stabilité
et de morphologie par rapport aux gels obtenus pour les composés seuls ou en présence de
poly(dC). Alors que pour les composés seuls, une nanostructure en forme de plaques est
observée, des nanofibres sont visibles en présence de poly(dA). Ces résultats démontrent pour
la premiere fois qu’il est possible de générer des auto-assemblages matricés par des
polynucléotides dans des solvants organiques, ce qui ¢largit considérablement les champs de

leurs applications potentielles.

Des nucléolipides tels que le composé diC8PA ont également montré leur capacité a
interagir avec un polynucléotide complémentaire (Figure 1.34).® De par son caractére
amphiphile prononcé, le composé diC8PA s’organise en micelles globulaires comportant la
base adénine vers I’extérieur en milieu aqueux : la téte polaire de la molécule peut donc
interagir avec une matrice polynucléotidique a I’extérieur des micelles. Les micelles formées
sont en effet capables de reconnaitre une matrice poly(U), ce qui conduit a la formation d’un

réseau hexagonal intercalant poly(U) et cylindres micellaires de diC8PA (Figure 1.34 B).
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diC8PA

Figure 1.34 : Structure chimique du nucléolipide diC8PA (A) et représentation schématique de la nanostructure

obtenue avec la matrice poly(U) en rouge et les micelles de nucléolipides en vert (B).”’

Des composés comportant des bases modifiées peuvent s’auto-assembler avec une
matrice oligonucléotide. C’est le cas des composés Py=dU qui comportent un chromophore
pyréne lié a une base uracil via un espaceur éthynyle (Figure 1.35).” Alors qu’il était déja
connu que de telles bases modifi€es introduites dans un oligonucléotide s ’hybridaient avec un
brin naturel complémentaire, ces bases « monovalentes » se sont également révélées capables
de s’organiser par empilement le long d’'un dA;; complémentaire de mani¢re a obtenir un
auto-assemblage stable. Les propriétés optiques des auto-assemblages obtenus avec les bases
monovalentes sont similaires a celles de leur équivalent oligonucléotide modifié a I’exception
de la chiralité des auto-assemblages : alors qu’avec 1’oligonucléotide comportant les bases
modifiées, 1’auto-assemblage adopte la chiralit¢ en hélice droite de 1’oligonucléotide
matriciel, I’auto-assemblage non covalent conserve la chiralité¢ en hélice gauche des agrégats

de Py=dU non matricés.

DO
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Figure 1.35 : Structure chimique de la base modifiée Py=dU capable de s’empiler le long d’un oligo(dA).

Des auto-assemblages peuvent également étre générés par reconnaissance des bases de
la matrice ADN par des composés synthétiques ne comportant aucune base naturelle au sein
de leur structure. C’est par exemple le cas des diaminotriazines et diaminopurines qui peuvent
interagir avec les thymines grace a leur motif donneur — accepteur — donneur d’hydrogéne

similaire & celui de I’adénine (Figure 1.36).°%
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Figure 1.36 : Appariements de Watson et Crick entre une thymine et une diaminotriazine (gauche) ou une
diaminopurine (droite), composés synthétiques possédant un motif donneur — accepteur — donneur d’hydrogéne

similaire a celui de I’adénine, base naturelle complémentaire de la thymine.

Les triazines TN1 et TOPV (Figure 1.37) ont été les premieres ¢étudiées en présence
de dT4."" 11 a ét¢ démontré que les triazines TN1 interagissent spécifiquement avec les
thymines et que cette interaction est totalement réversible.®

H2N>7
N
7
N o}
V=N 'Q d o/ Ay

H,N
TN1

TN2

Figure 1.37 : Structures chimiques des diaminotriazines TN1, TN2 et TOPV dont les auto-assemblages avec

des oligo(dT) ont été étudiés.

D’autre part, I’auto-assemblage des triazines TN1 avec un dT4y adopte la chiralité de
la matrice, ce qui conduit a la formation d’une hélice droite comme pour un duplexe dA-dT de
forme B. Cependant, 1’auto-assemblage TN1-dT4 est moins stable que le duplexe dA4o-dT4o.
En terme de nanostructures, 1’auto-assemblage TN1-dT, adopte une forme de fil enroulé dont
la longueur s’échelonne entre 100 et 700 nm.®!

Comme pour la triazine TN1, la triazine TOPV adopte une conformation en hélice
droite suite a 1’interaction avec un dT40.60 La stabilit¢ de 1’auto-assemblage TOPV-dT, est
plus importante que pour le complexe TN1-dTy4y (température d’¢élongation T. plus élevée),

probablement en raison des interactions m-m plus étendues. Ces interactions supplémentaires
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entre les triazines TOPV expliqueraient pourquoi les nanostructures obtenues avec celles-ci
en présence de dT, sont plus longues (de I'ordre du micrometre) que celles des auto-
assemblages TN1-dT,..*' Des simulations de modélisation moléculaires ont par ailleurs montré
que lorsque les interactions entre ligands dans le complexe sont plus importantes, la force des
liaisons hydrogéne entre ligands et matrice diminue et les interactions d’empilement des
ligands ont une plus grande influence sur la structure de la matrice.

Dans le but d’augmenter la stabilité¢ des auto-assemblages formés entre les triazines
TN1 et les oligo(dT) matriciels, la triazine divalente TN2 a ¢été congue a partir de deux
diaminotriazines chacune substituée par un naphtaléne et liées entre elles par un espaceur
¢thyleéneglycol long et flexible, ce qui n’induit aucune pré-organisation des diaminotriazines
pour reconnaitre les thymines des matrices oligo(dT).** 11 a été effectivement démontré que
I’auto-assemblage TN2-dTs est plus stable que son équivalent TN1-dT4 (température
d’¢longation plus ¢élevée). D’autre part, contrairement aux composés bolaamphiphiles décrits
précédemment, une titration de la triazine divalente TN2 par un dT4 met en évidence une
steechiométrie de 20 pour 1. Ce ratio indique que la triazine TN2 n’interagit pas avec deux
brins d’oligonucléotides différents via ses deux triazines, mais sur deux thymines

consécutives d’un méme brin d’oligo(dT).

La diaminopurine P (Figure 1.38) a été congue avec un systéme aromatique plus
é¢tendu que celui de la triazine TN1 dans le but initial d’augmenter D’efficacité de la
reconnaissance des thymines, mais cela s’est avéré contre-productif puisque 1’auto-

assemblage P-dT4 est globalement moins stable que son équivalent TNl-dT40.64
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Figure 1.38: Structures chimiques des diaminopurines P, 2HPor-DAP et NiPor-DAP dont les auto-

assemblages avec des oligo(dT) ont été étudiés.

Cependant, une propriété intéressante de 1’auto-assemblage P-dT4 a été mise en
évidence : en effet, alors qu’a pH 7, cet auto-assemblage adopte une hélicité droite, cette
hélicité s’inverse et devient gauche a pH 3, suite a la protonation de la diaminopurine P. Si
I’inversion d’hélicité était connue pour les différentes formes d’ADN naturelles (formes A et
B d’hélicité droite, forme Z d’hélicité¢ gauche), il s’agit d’une premiere pour des auto-
assemblages matricés par ’ADN. Ainsi, bien que 1’auto-assemblage soit moins stable avec la
diaminopurine P qu’avec la triazine TN1, la potentielle inversion d’hélicité demeure une
caractéristique intéressante pour la conception de nouvelles nanostructures.

Des diaminopurines fonctionnalisées par des porphyrines comportant ou non un ion
métallique 2ZHPor-DAP et NiPor-DAP forment également des auto-assemblages en hélice en
présence d’une matrice oligo(dT) comme un dT4.°>% L auto-assemblage du composé NiPor-
DAP avec une matrice dT4 présente d’ailleurs en microscopie une nanostructure en fibres
hélicoidales de quelques micrometres de longueur. La chiralité de 1’hélice peut étre controlée

par la vitesse d’hybridation, le ratio chromophore - matrice et la force ionique de la solution
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lors de I’organisation de I’auto-assemblage. Ainsi, pour les deux composés 2HPor-DAP et
NiPorDAP, une vitesse d’annelage faible induit la formation d’une hélice droite tandis
qu’une vitesse plus importante conduit a la formation d’un auto-assemblage en hélice gauche.
Par contre, le sens des hélices auto-assemblées est peu sensible aux variations de température
et de pH (chiralité préservée jusqu’a plus de 85°C et pour des pH compris entre 3 et 12). Avec
ces propriétés structurelles, optiques et cette stabilité en température et pH, la conception de

nanomatériaux optiques chiraux peut étre envisagée a partir de ces porphyrines.
2. Auto-assemblages par interaction dans les sillons

Reconnaitre les bases de I’ADN n’est pas la seule facon de former des auto-
assemblages matricés par I’ADN. Des interactions au niveau des sillons peuvent également
engendrer des auto-assemblages, bien que la sélectivité de la reconnaissance soit a priori
moindre.

Les cyanines, utilisées comme colorants, sont connues pour étre des ligands du petit
sillon. Ces composés forment facilement des agrégats de plusieurs molécules dont les
propriétés optiques différent sensiblement des monomeres. Parmi ces molécules, les dérivés
benzothiazoles sont connus pour former des dimeres face a face dans 1’eau a des
concentrations de 1’ordre du micromolaire. Les composés DiSC»(5) ou DiSC3+(5) font partie
de cette derniére catégorie et ont démontré leur capacité a former des auto-assemblages sous
forme de diméres avec des duplexes d’ADN (Figure 1.39).°® Alors que la majorité des
composés aromatiques rencontrés dans des auto-assemblages s’organisent par empilement via
des interactions m-m, des dimeres individuels s’insérent ici dans le petit sillon du duplexe

d’ADN et s’y agrégent cote a cote de maniere coopérative (Figure 1.40).
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Figure 1.39 : Structures chimiques des cyanines DiSC,(5) et DiSC;.(5).
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Figure 1.40 : Organisation des agrégats des cyanines DiSC,(5) et DiSC;.(5) en présence d’une matrice ADN.

Le composé DiSC,(5) s’insere dans les petits sillons contenant des alternances dA-dT
ou dI-dC sous forme de dimére, alors qu’il ne s’insere que sous forme de monomere pour des
alternances dG-dC : la géométrie des petits sillons concernés explique cette différence.®” Des
agrégats H en hélice droite ont été observés avec des [poly(dA-dT)], et [poly(dI-dC)],. La
longueur de ces agrégats est contrdlée par le duplexe d’ADN : 1’agrégation cesse lorsque le
petit sillon de la matrice ADN est plein.

En présence de duplexe [poly(dI-dC)],, le composé DiSCs+(5) forme également des
agrégats de dimeres en hélice droite, bien que leur stabilité soit moindre en raison des
répulsions électrostatiques plus importantes.®® Contrairement au composé DiSC,(5), le type
d’agrégat formé n’est pas exclusivement un agrégat H mais peut également étre un agrégat J
sous certaines conditions. La formation de tel ou tel agrégat dépend fortement de paramétres
comme la longueur de la matrice ADN, la concentration du composé DiSCs;4+(5) utilisée, la

température ou encore la force ionique du milieu.

3. Auto-assemblages  par  interactions ¢lectrostatiques (squelette

phosphodiester)

Les auto-assemblages reposant sur la reconnaissance des charges du squelette
phosphodiester de la matrice ADN ne présentent aucune sélectivité pour une séquence
particuliére de la matrice.

Des mimes de capside de virus ont été congus a partir de différents peptides portant
une charge positive.”” Les trois composés utilisés comme monoméres comportent une
spermine chargée positivement (pour interagir avec I’ADN), un peptide connu pour s’agréger

selon une structure en faisceau torsadé d’hélice, et une longue chaine poly(éthyléneglycol)
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permettant la solubilit¢ dans 1’eau (Figure 1.41). Ces molécules s’assemblent pour former des
nanostructures heptamériques induites par la présence du peptide.

En présence d’'un ADN double brin linéaire ou plasmidique, un auto-assemblage
peptides-ADN se forme. Si le ratio peptides-ADN est suffisant, les charges négatives du
squelette phosphodiester sont neutralisées par les charges positives des spermines terminales
des peptides : il semble donc vraisemblable que I’interaction peptides-ADN se fasse au niveau
du squelette phosphodiester de I’ADN matrice.

Les nanostructures des auto-assemblages obtenus avec un ADN plasmidique (pbr322)
different selon les chaines PEG des ligands peptidiques. Ainsi, en absence de chaine PEG
(Sp-PEP-NH;), seule une masse amorphe est observée. Avec une chaine PEGygoo (Sp-PEP-
PEG2000), un ensemble hétérogéne de nanostructures est visible, parmi lesquelles des
complexes linéaires (en baguettes), branchés ou toroidaux. Avec la plus longue chaine
PEGso00 (Sp-PEP-PEGs¢0), des nanostructures bien plus homogeénes sont observées, a la fois
dans leurs dimensions et leurs morphologies: il s’agit de filaments dont la longueur
correspond a la longueur des ADN plasmidiques surenroulés utilisés aux incertitudes de
mesure pres. Cette tendance est similaire lorsqu’un ADN linéaire est utilisé. De nombreuses
applications biologiques de ces auto-assemblages sont envisageables, en vectorisation

notamment, mais aucun exemple n’est encore décrit dans la littérature a 1’heure actuelle.
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Figure 1.41 : Représentation schématique illustrant la formation d’auto-assemblages mimes de capsides de virus

a partir de peptides substitués par un groupement spermine et une chaine poly(éthyléneglycol) et de matrices

ADN. Adapté de .

II. METHODES D’IDENTIFICATION DE LIGANDS DE L’ADN

Un ligand, naturel ou synthétique, reconnait le plus souvent sa cible (ou son récepteur)
par des interactions non covalentes. La majorité des modes de reconnaissance de 1’ADN
explicités plus haut repose d’ailleurs sur des interactions supramoléculaires.

La conception de nouveaux ligands de ’ADN n’a pas toujours suivie une démarche
rationnalisée. Beaucoup d’entre eux ont en effet été découverts par hasard. Toutefois, notre
connaissance de I’ADN s’améliorant, plusieurs ligands ont été identifiés en utilisant des

approches dite rationnelle ou combinatoire dynamique.
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A. APPROCHE DITE RATIONNELLE

L’approche dite rationnelle est une méthode d’identification des ligands de type
« relation structure — activité » tres utilisée en chimie médicinale. Elle consiste a synthétiser
différents composés, puis a procéder a des tests de reconnaissance de ces composés en tant
que ligand (dans notre cas). A la suite de ces premiers tests, un compos¢ de téte (« lead
compound »), présentant la meilleure affinit¢ ou reconnaissance pour I’ADN, peut é&tre
identifié¢ et sa structure est ensuite optimisée en variant les différents substituants et en

évaluant I’effet de chacun sur 1’affinité ou reconnaissance pour I’ADN.

Cette approche a été utilisée par le groupe de Dervan pour concevoir un systéme
synthétique capable de distinguer des séquences données au sein d’un duplexe d’ADN par
reconnaissance au sein du petit sillon. La reconnaissance sélective de séquence de bases par
des molécules naturelles comme la netropsine et la distamycine A a constitué¢ le point de
départ de leurs nombreuses études.”’ L’insertion de dimére de distamycine A dans le petit
sillon de I’ADN est fréquente et ses dérivés synthétiques s’inseérent également facilement sous
forme de dimére dans le petit sillon. Ces observations ont conduit a la synthése de peptides en
épingles a cheveux, mimes des dimeres de polyamides linéaires observés mais dont la

spécificité pour une séquence donnée est plus importante (Figure 1.42).”'

[N _— Petit sillon de FADN
N C

Polyamide linéaire

=l

Polyamide en
épingle & cheveux

Figure 1.42 : Insertion de polyamides linéaire ou en épingle a cheveux dans le petit sillon de I’ADN. Les lettres

N et C désigne les fonctions amines et acides carboxyliques « terminales » des polyamides considérés.

La forme particuliére en épingle a cheveux de ces polyamides est obtenue en liant
deux polyamides constitués d’une succession d’acides aminés aromatiques synthétiques
(Figure 1.43) par des espaceurs comme la -alanine ou I’acide y-aminobutyrique (GABA) qui

induisent un repliement de la molécule finale sur elle-méme.
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Figure 1.43 : Structures chimiques des acides aminés synthétiques pyrole Py, 3-hydroxypyrrole Hp et imidazole

Im utilisés pour coder les séquences de bases a reconnaitre par le ligand dans le petit sillon.

Des variations structurelles au sein des différents polyamides en épingle testés ont
permis d’observer que les agencements face a face de trois acides aminés aromatiques Py, Hp
et Im utilisés déterminaient les sélectivités de séquence observées (Tableau 1.2) : ces regles

simples permettent de concevoir des composés polyamides pour cibler directement une

35,72,73
Les

séquence d’ADN donnée. interactions a I’origine des spécificités de reconnaissance

observées ont pu étre déterminées.’*”

Tableau 1.2 : Disposition face a face des acides aminés synthétiques Py, Hp et Im codant pour la

reconnaissance de paires de bases par interaction dans le petit sillon. Reconnaissance favorable +, défavorable -.

Paires face a face G-C C-G T-A A-T
Im/Py + - - -
Py/Im - + - -
Hp/Py - - + -
Py/Hp - - - +

La méthode utilisée par Dervan et son équipe constitue un exemple trés complet
d’approche rationnelle utilisée pour identifier des ligands de I’ADN. Les résultats peuvent étre
appliqués pour concevoir des ligands d’ADN reconnaissant des séquences de 1’ordre d’une

dizaine de bases (Figure 1.44).”
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Figure 1.44 : Exemples de ligands polyamides testés par I’équipe de Dervan pour reconnaitre une séquence

d’une dizaine de base.”

Cette approche «relation structure — activité » peut également étre utilisée pour

optimiser certaines caractéristiques des ligands telles que leur capacité de transfection. Par
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exemple, les structures des composés isophtalamides et dipicolinamides qui ont démontré
pour la premicere fois la capacité de transfection des petites molécules, ont été optimisé€s avec

cette méthode.*

B. APPROCHE COMBINATOIRE DYNAMIQUE

Conceptualisée dans les années 1990, la Chimie Combinatoire Dynamique s’est
révélée étre une méthode de choix pour étudier la reconnaissance de biomolécules.”” ™
Reposant sur la chimie supramoléculaire, cette approche a été particulierement fructueuse

pour identifier de nouveaux ligands de ’ADN.®

1. Principe de la Chimie Combinatoire Dynamique

La Chimie Combinatoire Dynamique repose sur la formation de liaisons réversibles
entre différents fragments pour former les différents constituants d’une bibliothéque sous
controle thermodynamique. Déterminée par les équilibres thermodynamiques, la composition
d’une bibliothéque combinatoire dynamique est sensible aux variations internes ou externes
du milieu dans lequel elle se trouve. Cette capacit¢ des bibliothéques combinatoires
dynamiques a s’adapter peut €tre utilisée pour sélectionner les especes les plus stables parmi
un mélange donné.

Ainsi, I’ajout d’une cible capable d’interagir de facon supramoléculaire avec les
différents constituants peut entrainer un changement constitutionnel au sein de la bibliotheque
(Figure 1.45). En accord avec le principe de Le Chatelier, les équilibres vont alors étre
déplacés vers la formation du ou des composés les plus stables thermodynamiquement en
présence de cible. Ces composés ne sont pas forcément les plus stables en absence de cible et
vont donc généralement étre amplifiés (leur concentration dans la bibliothéque augmente par
rapport a celle des autres constituants). En comparant les constitutions de la bibliotheque
avant et apres ajout de la cible, il est donc possible de déterminer le ou les constituants qui ont
la meilleure reconnaissance pour la cible. Contrairement a des approches plus
conventionnelles, la dimension dynamique de la méthode induit la sélection du ou des

meilleurs ligands par la cible elle-méme.
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Cible
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Figure 1.45 : Principe de la Chimie Combinatoire Dynamique. Les fragments fonctionnalisés (A) sont mélangés

A
A

Concentration relative
Concentration relative

pour générer par liaisons réversibles les constituants d’une bibliothéque combinatoire dynamique (B);
I’association sélective du meilleur ligand avec la cible ajoutée entraine 1’amplification de ce constituant dans la

bibliothéque (C), mise en évidence par I’augmentation de la concentration relative du composé sélectionné.

En plus de permettre I’identification de nouveaux ligands des biomolécules, la Chimie
Combinatoire Dynamique est €également appliquée pour concevoir des récepteurs (ou ligands)
synthétiques® ou développer de nouveaux catalyseurs.” Elle peut également étre utilisée pour
concevoir de nouveaux polymeres sensibles a certains stimuli, internes ou externes, comme
un processus de reconnaissance moléculaire.”’? Des applications en détection analytique sont

aussi possibles.”

2. Avantages, inconvénients et limites

La Chimie Combinatoire Dynamique différe des approches conventionnelles par son
caractére dynamique, présent dans la réversibilité¢ des liaisons impliquées dans la génération
des constituants des bibliothéques. C’est ce qui fait a la fois sa force et sa faiblesse.

Alors qu’une approche combinatoire usuelle « statique » nécessitent de synthétiser et
purifier toute une bibliothéque de composés avant de pouvoir tester individuellement leur
reconnaissance pour la cible, la Chimie Combinatoire Dynamique évite ces ¢&tapes

préliminaires et peut permettre un gain de temps considérable. La reconnaissance de la cible

46



Chapitre 1 :
Genéralités - Bibliographie

par un constituant au sein d’une bibliothéque combinatoire dynamique entraine en effet
I’amplification de celui-ci et les composés sélectionnés peuvent éventuellement Etre
directement isolés des bibliothéques.”

Au contraire de la chimie combinatoire classique, des constituants d’architecture
complexe, tels que des macrocycles ou des cages, peuvent étre facilement générés.”® En effet,
alors que leur formation n’est généralement pas cinétiquement favorisée, ces constituants
complexes pourront plus aisément étre sélectionnés par reconnaissance moléculaire et
amplifiés au sein des bibliothéques combinatoires dynamiques. Les architectures obtenues
dépendront de la conception des différents fragments utilisés (nombre de liaisons réversibles,
géométrie) ainsi que de la cible utilisée.

En opposition a la conception in silico de nouveaux ligands pour une molécule
donnée, tres utilisée notamment avec les protéines, il n’est pas nécessaire de connaitre la
structure précise de la cible considérée pour utiliser la Chimie Combinatoire Dynamique. 11
reste cependant nécessaire de concevoir les fragments de base des bibliothéques de facon a ce

qu’ils puissent interagir avec la cible, ou aucune amplification ne pourra étre observée.

La Chimie Combinatoire Dynamique présente également des inconvénients par
rapport a d’autres méthodes et des limites quant a son utilisation.

Un des premiers points de difficultés de la méthode est 1’analyse des bibliothéques.
Les principales méthodes utilisées sont ’HPLC et la LC-MS, mais la spectrométrie de masse

ou la RMN ont également prouvé leur potentiel.”®

Si ’amélioration de techniques d’analyses
comme ’HPLC a conduit a I’émergence de la Chimie Combinatoire Dynamique, il peut en
effet demeurer difficile d’analyser et quantifier correctement les constituants présents dans les
bibliotheques formées, notamment lorsqu’un grand nombre de composés est présent dans le
mélange. Pour cette raison, la majorit¢ des bibliothéques combinatoires dynamiques
comportent un nombre limité de constituants et se cantonnent a apporter une preuve de
concept. Toutefois, un exemple de bibliothéque contenant plus de 9000 constituants a
démontré que ’analyse par LC-MS d’une bibliothéque de cette taille était possible.”® Pour
éviter les problemes d’analyses avec les bibliothéques de grande taille, il est également
possible d’utiliser les séparations de phases pour réduire le nombre de constituants des
bibliothéques a analyser. En fonction de la méthode utilisée, il est en effet possible d’analyser
les constituants sélectionnés par la cible ou, a I’inverse, ceux qui ne sont pas sélectionnés.

97,98

Pour parvenir a une telle séparation, la préparation de bibliothéques biphasiques et
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99-101 102

I’immobilisation de cibles ou de fragments ~ sur support solide ont déja fait leurs
preuves.

Les bibliothéques combinatoires dynamiques peuvent également éEtre biaisées en
fonction des conditions dans lesquelles elles sont générées. Le constituant ayant la plus forte
interaction avec la cible peut ne pas étre amplifi€ si cette interaction n’est pas plus importante
que celles de tous les autres constituants présents (qui ne sont que des ligands faibles de la
cible) : idéalement, les constituants devraient €tre isoénergétiques dans la bibliothéque. Les
amplifications peuvent aussi €tre trop faibles pour étre détectées lorsque le constituant
amplifié par la cible est dé¢ja largement présent dans la bibliothéque en absence de cible. Ces
biais peuvent en général €tre éliminés en utilisant des conditions plus adéquates pour générer
les bibliothéques, notamment par correction de la réactivité des différents fragments en
modulant les nombres d’équivalents introduits.

De plus, la constitution des bibliothéques peut aussi €tre biaisée si un constituant n’est
pas suffisamment soluble dans le solvant utilisé, ce qui peut entrainer un piégeage
thermodynamique ou cinétique du constituant en question et un déplacement de tous les
équilibres : la bibliothéque n’est alors plus sous contréle thermodynamique.

Enfin, [D’utilisation de liaisons réversibles pour générer les constituants des
bibliothéques peut induire une instabilité de ceux-ci, vis-a-vis de la méthode d’analyse des
bibliotheéques ou lors de leur isolement par exemple. Il faut pouvoir figer les échanges au sein
des bibliothéques si besoin est. D’autre part, la liaison réversible utilisée dans les

bibliothéques ne doit pas non plus interférer avec la cible, ce qui peut limiter les choix

envisageables en fonction de la cible utilisée.

3. Les différentes liaisons réversibles employées

a. Criteres de choix et exemples des liaisons réversibles employées

dans les bibliotheques

Les liaisons réversibles employées pour générer les bibliothéques doivent répondre a
un certain nombre de critéres. En premier lieu, les réactions doivent étre réversibles sur une
échelle de temps raisonnable et compatibles avec les conditions expérimentales du processus
de sélection, incluant les fonctions portées par les fragments et la cible, le solvant et le pH.

Les conditions de la réaction réversible doivent également étre douces (température, pression,
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concentration) pour ne pas interférer avec le processus de reconnaissance de la cible par
interactions non covalentes. Comme mentionné dans le point précédent, les constituants
obtenus doivent étre solubles pour ne pas constituer un piege thermodynamique ou cinétique :
si la solubilité des fragments utilisés constitue un premier impératif, la réaction réversible
utilisée doit également garantir la solubilit¢ de tous les constituants formés dans la
bibliotheque. De méme, il doit également Etre possible de figer les équilibres d’échange pour
permettre 1’analyse et / ou I’isolement des constituants.

Plusieurs types de liaisons réversibles sont utilisables, qu’elles soient covalentes ou
non covalentes. Bien que leurs équilibres soient atteints plus lentement qu’avec des liaisons
non covalentes (liaisons hydrogeéne ou de coordination), ce sont les liaisons covalentes qui
sont les plus utilisées. En effet, les constituants obtenus sont plus robustes et il est plus facile
de figer les équilibres d’échange.

Les différentes liaisons réversibles utilisées en Chimie Combinatoire Dynamique sont
variées (Figure 1.46) et leurs propriétés respectives, qui ne seront pas détaillées pour chacune

ici, permettent de générer des bibliothéques dans des conditions trés différentes.**'"
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Figure 1.46 : Exemples de liaisons réversibles utilisées en Chimie Combinatoire Dynamique. Adapté de '*.
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Figure 1.46 (suite) : Exemples de liaisons réversibles utilisées en Chimie Combinatoire Dynamique. Adapté de
103

Parmi ces différentes liaisons réversibles, seul un nombre limité d’entre elles sont
utilisables pour générer des bibliothéques combinatoires dynamiques en présence de
biomolécules, pour des raisons de compatibilités avec la cible et des conditions dans laquelle
cette dernicre est stable. Généralement, 1’utilisation de biomolécules se fait en milieu aqueux

a un pH auquel la biomolécule est connue pour €tre stable (souvent compris entre 5 et 8).
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Les liaisons principalement utilisées sont celles basées sur 1’échange d’imines (Figure
1.46 n) et de leurs dérivées hydrazones (Figure 1.46 o), I’échange de disulfures (Figure 1.46)
et I’échange métal — ligands (Figure 1.46 y).'™ Ces quatre liaisons vont étre présentées
succinctement par la suite.

L’utilisation d’autres liaisons réversibles comme la transthiolestérification (Figure
1.46 e), les réactions de Michael et rétro-Michael (Figure 1.46 f), la métathése d’alcéne
(Figure 1.46 1) ou les échanges d’aldols (Figure 1.46 d) a également ét¢ démontrée dans des
bibliothéques combinatoires dynamiques comportant des biomolécules, mais est beaucoup
moins répandue que les précédentes.'™ Pour cette raison, leurs caractéristiques particuliéres

ne seront pas détaillées ici.

b. Liaison imine

Les conditions nécessaires a la transimination sont des conditions douces compatibles
avec l’utilisation de biomolécules. En plus de pouvoir générer les bibliothéques en milieu
organique, il est en effet également possible de les préparer en tampons aqueux au pH
compris entre 5 et 8,5 a température ambiante. La transimination est orthogonale a d’autres
liaisons réversibles, dont la liaison de coordination métallique qui peut ainsi €tre également
utilisée dans une méme bibliothéque combinatoire dynamique pour diversifier les structures
obtenues.'”

Cependant, les liaisons imines sont sensibles a I’hydrolyse : les imines ne sont ainsi
formées qu’en faible proportion dans les bibliothéques préparées en présence d’eau (ce qui est
typiquement le cas en présence de biomolécules) et sont généralement instables lors des
analyses chromatographiques lorsque les éluants contiennent de 1’eau.’®'® Cette sensibilité
vis-a-vis de I’hydrolyse constitue le principal inconvénient de I’utilisation des liaisons imines
comme liaison réversible au sein des bibliothéques combinatoires dynamiques. Cependant, il
est possible de figer les équilibres en réduisant les imines formées par un réducteur spécifique

comme le cyanoborohydrure de sodium (Figure 1.47).*

i

" + HN-R, -— R SR + H,0
1

l NaBH;CN

R
Ry7TONT2
H

Figure 1.47 : Formation et figeage des liaisons imines par amination réductrice avec le cyanoborohydrure de

sodium (NaBH;CN).
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Cette amination réductrice, non réversible, piége cinétiquement les imines.*™'"” Elle a
pour avantage de former des amines stables en milieu aqueux (donc stables vis-a-vis des
méthodes HPLC), et d’augmenter la proportion de produits d’amination grace au déplacement

808911 est ainsi

de I’équilibre vers ces produits. Cependant, elle présente ¢galement des limites.
nécessaire de s’assurer que les constituants de la bibliothéque ont la méme réactivité vis-a-vis
de DI’amination réductrice pour que la distribution des amines soit représentative de la
distribution des imines. Il faut également vérifier que la réduction directe des aldéhydes en
alcools n’influe pas sur le processus de sélection. D’autre part, la réduction entrainant des
changements en termes de géométrie et de distribution €lectronique, I’amine obtenue peut ne
pas présenter les mémes capacités de reconnaissance de la cible que I’imine qui est amplifiée
dans la bibliothéque. Bien qu’une corrélation entre amine isolée et imine amplifiée en termes
de reconnaissance de la cible donnée ait ¢ét¢ mise en évidence dans plusieurs cas, I’inverse —
,108

I’absence de corrélation — a également €té observé — et la possibilité qu’il n’y ait pas toujours

de corrélation doit étre gardée a I’esprit.

c. Liaison (acyl)hydrazone

Les liaisons hydrazones sont des liaisons réversibles apparentées aux imines qui sont
¢galement utilisées dans les bibliothéques contenant des biomolécules. Elles présentent
I’avantage d’étre plus stables par rapport a I’hydrolyse que les imines et il est généralement
inutile de les réduire pour analyser les bibliothéques ou isoler les produits amplifiés.*
Lorsque les hydrazines de départ ne portent pas de groupements €lectroattracteurs comme un
acyle en a, les hydrazones sont méme généralement trop stables pour permettre des échanges
au sein de bibliothéques combinatoires dynamiques (Figure 1.48). Cette augmentation de la
stabilité est due a I’effet a dont I’importance dépend des substituants de 1’azote de la liaison
imine : par mésomérie, ces substituants peuvent défavoriser 1’attaque de 1’eau sur le carbone
de la liaison imine et ainsi limiter I’hydrolyse. Les hétéroatomes en a de 1’azote sp” réduisent

également son caractere basique, d’ou sa moindre sensibilité a I’hydrolyse.

H
) . H 0 on
X, R < RAN/N R Q N < /\(/O\ ,
R N MT) R/\NW\R' R R
Imine Acylhydrazone Hydrazone Oxime

Figure 1.48 : Ordre de stabilité entre imine et dérivés apparentés vis-a-vis de 1’hydrolyse. Les fléches rouges et

bleues représentent les effets mésomeéres responsables des différences de stabilités observées.
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La plupart des bibliothéques combinatoires dynamiques utilisant la liaison hydrazone
est en fait basée sur des composés acylhydrazones. Généralement, hormis lorsqu’elles sont
substituées par des groupements fortement électroattracteurs,'” la formation et I’hydrolyse
des acylhydrazones sont trés lentes a pH neutre ou légérement basique tandis qu’elles sont
trés rapides a pH acide : le contréle du pH permet donc de contrdler les échanges.*® 4 priori,
les conditions nécessaires a ces échanges d’acylhydrazones ne conviennent pas toujours aux
biomolécules, le pH devant généralement étre inférieur a 4 pour que la réaction d’échange ait
lieu rapidement. Cependant, 1’ajout d’un catalyseur comme 1’aniline permet a 1’échange des

110

acylhydrazones de s’effectuer a un pH proche de 6 (Figure 1.49) " et est compatible avec des

bibliothéques combinatoires dynamiques en présence de biomolécules.''"!'?
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Figure 1.49 : Catalyse nucléophile de la formation d’acylhydrazone par ’aniline.

D’autre part, la stabilité¢ des hydrazones a pH légérement basique permet d’éviter la
réduction des liaisons pour figer les équilibres. Les hydrazones peuvent ainsi étre directement
isolées sans que le figeage des équilibres ne porte atteinte a leur structure ou conformation
comme ce peut étre le cas avec la réduction des imines.

Par contre, a structure équivalente, les hydrazones sont généralement moins solubles
que les imines correspondantes, que ce soit dans 1I’eau ou les solvants organiques, ce qui peut
constituer un inconvénient majeur a leur utilisation dans les bibliothéques combinatoires
dynamiques.®® Cette limitation de solubilité explique pourquoi les exemples de bibliothéques
combinatoires dynamiques sont moins nombreux avec les hydrazones qu’avec les imines ou

les disulfures.
d. Liaison disulfure

L’échange de disulfures est une des réactions réversibles les plus utilisées en Chimie
Combinatoire Dynamique.*™'"* Bien que des bibliothéques puissent étre générées en solvant

organique, les disulfures sont généralement formés par oxidation de thiols en milieu aqueux
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expos¢é a I’oxygene de ’air et leur échange se fait dans des conditions douces. Cet échange
suit le mécanisme d’une Sy2 dans lequel un ion thiolate joue le role de nucléophile (Figure
1.50) : il est donc nécessaire d’avoir une quantit¢é au moins catalytique de thiol dans le
mélange et de contrdler le pH entre 7 et 9 de facon a ce que ce thiol présent soit sous forme de
thiolate (le thiol n’est pas suffisamment nucléophile pour attaquer les disulfures). De ces deux
conditions découlent les moyens de figer 1’échange de disulfures : il peut étre figé par
acidification du milieu, ce qui va entrainer la protonation du thiolate « catalyseur », ou bien

par consommation de tous les thiolates présents dans le milieu par oxidation en disulfures.

N

C) S._.R - . S._R e
Ri—S R7(CS™ = R, VY878 Ri—S

Figure 1.50 : Echange de disulfure par substitution nucléophile.

L’échange des disulfures est une réaction aux conditions idéales pour une utilisation
en présence de biomolécules. De plus, contrairement aux imines, les disulfures sont
suffisamment stables pour €tre analysés et isolés directement des bibliotheéques.

Toutefois, les temps d’équilibration des bibliothéques sont généralement plus
importants que ceux des bibliothéques d’imines ou d’hydrazones, ce qui peut constituer un
inconvénient a Dutilisation de cette réaction.*® D’autre part, il n’est pas forcément aisé
d’éviter la formation de composés homotopiques, les thiols pouvant réagir entre eux et

générer des composés dimériques.

e. Liaison de coordination métal - ligand

Les liaisons de coordination métal — ligand peuvent également étre utilisées en
présence de biomolécules. La relative prédictibilité de la direction de ces liaisons a pour
avantage de conduire a la formation d’auto-assemblages dont les structures sont bien définies.
Toutefois, le processus de s€lection dans les bibliothéques combinatoires dynamiques n’est
possible qu’a condition que les échanges de ligands se fassent suffisamment rapidement.*® La
vitesse de ces échanges, tout comme la formation des complexes au sein des bibliotheéques,
dépendent de plusieurs paramétres comme la nature du métal ou encore la structure et la
charge des ligands.

Contrairement aux autres liaisons détaillées plus haut, les liaisons de coordination
métal — ligand sont de nature non covalente. Elles se trouvent donc étre généralement
particulierement labiles dans les bibliothéques combinatoires dynamiques — le métal utilisé

devant permettre les échanges réversibles entre constituants -, ce qui rend difficile I’isolement
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et la manipulation des constituants des bibliothéques.*® La fixation des équilibres est donc
généralement nécessaire et peut étre effectuée en changeant le degré d’oxydation du métal ou
en piégeant les constituants de maniere covalente ou encore, de manicre plus ponctuelle, en
cristallisant sélectivement des constituants spécifiques dans la bibliotheque. Comme pour les
imines dont la réduction en amines peut avoir des répercussions sur la reconnaissance pour la
cible, la fixation des équilibres peut ici aussi faire varier la structure des constituants isolés de

ceux amplifiés dans la bibliothéque.

4. Application a la reconnaissance d’ADN

Trés rapidement aprés son émergence, la Chimie Combinatoire Dynamique a été
appliquée a la reconnaissance d’acides nucléiques, sous forme d’ADN ou d’ARN.*

La preuve de concept de la compatibilité de cette méthode avec une cible ADN a été
apportée par les travaux de Miller et son équipe en 1997.%° Dans cette premiére approche, une
bibliothéque combinatoire dynamique de complexes métal — salicylaldimines a été générée et
mise en présence d’une cible ADN double brins immobilisée sur cellulose (Figure 1.51). La
cible sur support solide est retirée des bibliothéques avec les composé€s qui y sont retenus, ce
qui entraine une diminution de ces composé€s au sein de la bibliothéque analysée, au lieu de
I’habituelle amplification recherchée.

Addition du
récepteur immobilisé

[N M. M. M
R s | AR AR “'n

Trés rapide Trés rapide Rapide

Trés rapide M Trésrapide M. Lent

ﬂ AN AN Sélection du

| _ complexe ligand
Mélange de Equilibration de la bibliothéque de du récepteur
monomeres complexes monomére — métal - monomére

' D B

Figure 1.51: Illustration schématique de la stratégie combinatoire dynamique utilisée par Miller et ses
collaborateurs pour sélectionner des complexes métalliques ayant une affinité pour une cible immobilisée. La

constitution de la bibliothéque s’équilibre rapidement par complexation avec un métal, puis I’ajout de la cible

choisie immobilisée sur support solide conduit 4 la sélection de constituants ayant une affinité pour celle-ci.”’

Dans ce premier exemple, la cible choisie est un duplexe de poly(dT-dA) immobilisé
sur cellulose. Les bibliothéques ont été¢ générées a partir de six salicylaldimines différentes

(Figure 1.52), en présence ou non de chlorure de zinc, et incubées en présence d’ADN sur
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cellulose. Aprés ¢€lution des bibliothéques sur la cible sur cellulose, les constituants encore
présents dans les mélanges ont été¢ hydrolysés, puis les amines correspondantes ont été
« dérivées » avec un exces de chlorure de 2-naphthoyle (pour permettre leur détection UV) et
séparées par HPLC. L’analyse des différentes bibliothéques a mis en évidence que deux
composés parmi les six salicylaldimines, Sal2 et Sal4, étaient retenus sur I’ADN sur cellulose
en présence de zinc bivalent. L’analyse des mémes bibliothéques €luées sur de la cellulose
seule a par la suite mis en évidence que les complexes de zinc a base de salicylaldimines Sal4
¢taient sélectivement retenus par la cellulose : seuls les complexes de salicylaldimine Sal2 a
base de N-méthyl-2-aminoéthyl pyrrolidine sont donc sélectivement retenus sur I’ADN cible.
Apres titrations UV, il a finalement été déterminé que le complexe homodimérique de cette
salicylaldimine Sal4 avec le zinc (Figure 1.53) était le meilleur ligand parmi les combinaisons

possibles et a une constante de dissociation de 1,1 uM avec I’ADN cible.

@?N " \NWQ @?N
OH ‘ OH
OH

Sal1 Sal2 Sal3
S c K co ~
Sal4 Sal5 Sal6

Figure 1.52 : Salicylaldimines synthétisées par 1’équipe de Miller et dont 1’affinité pour un poly(dT-dA) sur

" . . .99
cellulose a été testée en absence et en présence de chlorure de zinc.

T2

Figure 1.53 : Complexe homodimérique de zinc avec la salicylaldimine Sal2 identifi¢ par Chimie Combinatoire
Dynamique comme ayant la meilleure affinité pour la cible poly(dT-dA) parmi les autres constituants des

bibliothéques.

Suite a I’observation que la complexation avec le zinc ne rend pas négligeable
I’hydrolyse des salicylaldimines utilisées dans les premieres bibliothéques et qui avaient été
synthétisées séparément par condensation du salicylaldéhyde avec les amines
correspondantes, d’autres bibliothéques combinatoires dynamiques ont été générées
directement a partir des réactifs salicylaldéhyde et amines pour former les salicylaldimines in
situ.'® En présence de la méme cible poly(dT-dA) sur cellulose, la N-méthyl-2-aminoéthyl
pyrrolidine est de nouveau sélectionnée comme étant a la base des ligands avec la plus grande

affinité pour la cible. Ce nouvel exemple de bibliothéque combinatoire dynamique démontre
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qu’'une équilibration « multi-étapes » est utilisable avec une cible immobilisée sur support
solide.

Ces deux exemples ont apportés la preuve de concept de 1’utilisation d’une cible ADN
en Chimie Combinatoire Dynamique. Cependant, la réversibilit¢ des liaisons imines et de
coordination métallique n’ont pas rendu 1’identification particuliérement facile dans ces deux
cas. D’autres bibliothéques combinatoires dynamiques dans lesquelles il était plus facile
d’identifier les constituants amplifiés ont par la suite été générées avec des cibles ADN.

L’¢équipe de Balasubramanian a ainsi utilisée la liaison disulfure pour générer des
bibliothéques combinatoires dynamiques testées en présence de différentes cibles a base
d’acides nucléiques. Une bibliothéque de disulfures polyamides dérivés de la distamicine et
proches des composés de I’équipe de Dervan (Figure 1.54) a par exemple été¢ générée en
présence d’un oligonucléotide 11-mére double brin riche en séquence A-T ou en présence
d’un G-quadruplexe.'" Les deux cibles ADN sont biotinylées pour étre retirées des

bibliothéques par immobilisation sur des billes magnétiques portant de la streptavidine.
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Figure 1.54 : Thiols polyamides utilisés par I’équipe de Balasubramanian pour générer des bibliothéques

combinatoires dynamiques en présence de cible d’ADN double brin ou G-quadruplexe.'™

Avant analyses, les échanges de disulfures sont figés par réduction du pH de 7,4 a 2.
Les cibles ADN sont ensuite retirées des bibliothéques avec les constituants qui interagissent
avec elles, les oligonucléotides sont dénaturés par chauffage pour séparer cible et
constituants ; puis les mélanges de constituants récupérés sont analysés par HPLC et
comparés avec la constitution d’une bibliothéque générée en absence de cible (Figure 1.55).
Des différences flagrantes sont visibles en fonction de la cible présente (Figure 1.56) : alors
que la cible G-quadruplexe n’induit pas ou peu d’amplification par rapport a la bibliotheque
témoin, des constituants sont clairement sélectionnés et amplifiés en présence de la cible

double brins.
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Figure 1.55 : Chromatogrammes HPLC des bibliothéques en absence de cible (vert), en présence de cible G-
quadruplexe (rouge) ou de cible double brins (bleu). Bibliothéques aprés 18 heures d’équilibration générées a
partir des thiols P1, P2 et P3 (100 uM de chaque) dans un tampon Tris (300mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM KCI)
contenant de la glutathione réduite (30 mM) et oxidée (7,5 mM), en absence de cible ou en présence de G-
quadruplexe (100 pM, rouge) ou de double brins (100 pM, bleu).'
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Figure 1.56 : Histogramme des amplifications des constituants observées dans les bibliothéques en présence de
cible (double brins en bleu, G-quadruplexes en rouge) par rapport a la bibliothéque témoin en absence de

cible.!™

La sélectivité des constituants des bibliotheques pour I’ADN double brin n’est pas
surprenante étant donné qu’une sélectivité similaire avait déja été observée pour des
composés apparentés par d’autres méthodes. Toutefois, cet exemple démontre clairement pour
la premiere fois que des ligands spécifiques d’une structure d’ADN peuvent étre identifiés par

Chimie Combinatoire Dynamique.

En plus de I’identification de nouveaux ligands de ’ADN, la Chimie Combinatoire
Dynamique peut également étre utilisée pour introduire des modifications chimiques sur la
cible ADN en vue d’augmenter sa stabilité.

Cette propriété a été démontrée pour la premicre fois par Rayner et ses collaborateurs
en 2004.""° Dans ce premier exemple, une 2’-amino-2’-déoxyuridine est introduite en position
terminale 3’ d’un hexaoligonucléotide complémentaire de lui-méme, le > -d(ACGCGU*)->

un duplexe d’ADN comportant une fonction amine de part et d’autre du double brin est ainsi

59



Chapitre 1 :
Genéralités - Bibliographie

obtenu apres hybridation. Cette cible est testée en présence de trois aldéhydes différents,
susceptibles de réagir avec les fonctions amines terminales de la cible duplexe (Figure 1.57).
Pour analyser les bibliothéques obtenues, les liaisons imines formées ont été réduites par le

cyanoborohydrure de sodium ajouté aux bibliothéques.
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Figure 1.57 : Modifications chimiques d’un oligonucléotide modifi¢ apportées par Chimie Combinatoire

Dynamique en vue de trouver le groupement apportant le plus de stabilité au duplexe formé.'"

Les bibliothéques obtenues sont comparées a une bibliothéque générée en présence
d’un oligonucléotide comportant ¢également la base uracile modifiée U* mais non
complémentaire de lui-méme, donc incapable de s’hybrider et de former un duplexe (le ° -
d(TTTCGU*)-"). Les autres conditions sont identiques entre les bibliothéques, mais des
différences dans leur constitution sont visibles : une amplification du duplexe (Oligo-C), est
observée par rapport au simple brin correspondant dans la bibliothéque témoin tandis que la
proportion des deux autres duplexes (Oligo-A); et (Oligo-B); a diminué.

La comparaison des températures de demi-fusion (T,,) des duplexes modifiés par
Chimie Combinatoire Dynamique avec celle du duplexe réactif (Oligo-NH;), met clairement
en ¢évidence le lien entre amplification dans la bibliothéque combinatoire dynamique et
stabilisation du duplexe. En effet, le duplexe (Oligo-C), amplifi¢ dans la bibliothéque
présente une température de demi-fusion supérieure de plus de 10°C par rapport a celle du
duplexe réactif (Oligo-NH3),.

Depuis ce premier exemple de stabilisation d’un double brin d’ADN par introduction

de modification chimique par Chimie Combinatoire Dynamique, cette approche a depuis été
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élargie a diverses cibles comme des ARN'' ou des oligonucléotides formant des triplexes,'"’

toujours dans le but de trouver des groupements stabilisant la structure de la cible.
5. Génération de matériaux dynamiques

Comme mentionné plus haut, la Chimie Combinatoire Dynamique peut étre une
méthode de formation des polymeéres supramoléculaires ou covalents dynamiques. Alors que
les polymeéres supramoléculaires sont assemblés par des liaisons non covalentes, les
monomeres des polymeéres covalents dynamiques s’auto-assemblent par de multiples liaisons
covalentes réversibles qui leur permettent de s’adapter a leur milieu par réorganisation
constitutionnelle (sous réserve d’étre dans les conditions de réversibilité des liaisons
covalentes).''® % Cette adaptation au milieu peut impliquer I’échange de monoméres,
modifiant la nature méme du polymeére et ses propriétés. Un bon exemple de I’effet des
stimuli externes sur les polymeres dynamiques peut étre illustré par le comportement de
polyimines a base de fluoréne (Figure 1.58) dont les propriétés optiques changent suite a la

réorganisation des monoméres induite par I’addition de zinc" au mélange.'**'**
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Figure 1.58 : Polyiminofluorénes dynamiques dont I’échange de monomeéres est induit par la concentration en

zinc". Adapté de "'

La réversibilit¢ des liaisons impliquées pour lier les différents monomeres peut
conférer aux polyméres des propriétés d’auto-réparation'>® et / ou de dégradation qui font
défaut aux polymeres non dynamiques. En fonction des différentes propriétés des polymeres,

des applications dans le domaine des matériaux peuvent €tre envisagées.

Appliqués a la reconnaissance de biomolécules, les polymeres dynamiques peuvent
aussi €tre utilisés pour concevoir des auto-assemblages multivalents dont la constitution et le
degré de polymérisation dépendront de la matrice utilisée. L’ADN étant une excellente

matrice pour organiser des auto-assemblages et permettre 1’édification de nanostructures bien
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définies (voir I.C.), une approche de Chimie Combinatoire Dynamique pourrait étre utilisée
pour concevoir des polymeres dynamiques de longueur et de structure connues.

Ainsi, si une matrice ADN est capable d’interagir avec différents monomeres, elle
pourrait controler la longueur, voire 1’organisation des polymeéres obtenus. La synthése par
amination réductrice de polyamines de longueur définie a I’aide d’une matrice dAg indique
qu’un contrle de la longueur du « polymére » est possible.'*”'?® En effet, les polyamines sont
synthétisées a partir de huit monomeres ou de quatre dimeres comportant respectivement une
ou deux thymines comme site de reconnaissance avec la matrice ADN (Figure 1.59):
I’utilisation d’une matrice permet a la polymérisation d’avoir lieu et détermine la longueur de
la polyamine obtenue. La reconnaissance par appariement des bases entre la matrice et les
monomeres est €galement importante, un défaut d’appariement ne permettant pas la

polymérisation.'?’
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Figure 1.59 : Polymérisation matricée par I’ADN de polyamines de longueur déterminées.'?”'*

Des polyméres covalents dynamiques polyacylhydrazones ont également démontré
leur adaptation a divers polyanions (polyphosphates ou acide polyaspargique) ainsi que leur

12911 est intéressant de

capacités d’interactions avec un oligonucléotide dA4y (Figure 1.60).
remarquer que dans le cas présent, les nucléobases présentes sur les polyacylhydrazones ne
semblent pas intervenir dans les interactions entre polymere et ADN, les interactions étant
principalement électrostatiques. Le polymeére avec les bases thymines s’adapte différemment a
la présence de poly(A) ou de poly(U) dans le milieu : un hydrogel stable est observé avec le

poly(A) alors qu’un précipité apparait en présence de poly(U).
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Figure 1.60 : Polyméres dynamiques polyacylhydrazones adaptant leur taille a la présence de polyanions.

La reconnaissance spécifique d’une matrice ADN par des fragments est connue pour
réaliser des ligations. Cependant, peu de ces réactions de ligation font appel a une liaison
covalente réversible pour obtenir des systémes dynamiques informatifs. L’équipe de Vasseur
et Smietana a mis au point ce type de ligation en utilisant 1’échange de boronate."”* Une
matrice oligonucléotide peut étre utilisée pour rapprocher les deux oligonucléotides entre
lesquels la ligation est souhaitée tandis que la réversibilité de la ligation permet au systeme de
s’adapter aux conditions du milieu et de sélectionner les ligands optimaux pour la matrice

ADN présente.

III. PROJET DE RECHERCHE

A. BUTET APPLICATIONS

Le but premier du projet de recherche est de sonder les interactions petites molécules —
ADN pour mieux comprendre les processus de reconnaissance de I’ADN. Contrairement aux
travaux de Dervan qui utilise des dérivés de composés connus pour interagir dans le petit
sillon de I’ADN, notre approche consisterait a utiliser la reconnaissance des phosphodiesters
par nos petites molécules comme interaction primaire avec I’ADN pour ensuite sonder les
interactions secondaires des différents substituants de nos petites molécules pour I’ADN. Les
résultats obtenus pourraient par la suite étre appliqués a la conception de nouveaux ligands de
I’ADN.

En parallele, des polymeres covalents dynamiques seront générés pour étudier
I’interaction de ces systémes multivalents avec I’ADN ainsi que leur dégradation contrdlée en
fonction du pH. Les monoméres utilisés sont congus pour interagir avec le squelette
phosphodiester de I’ADN indépendamment de la séquence d’ADN considérée.

A moyen et long termes, il est possible d’envisager la conception de nouveaux

vecteurs universels d’ADN, aussi bien a partir des petites molécules que des polymeéres
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dynamiques. Actuellement, les vecteurs viraux sont les plus efficaces en termes de transport

mais restent potentiellement toxiques, ce qui limite leur usage en thérapies géniques.""

B. STRATEGIE

Comme mentionné précédemment, notre projet de recherche utiliserait des petites
molécules capables d’interagir en premier lieu avec les phosphodiesters de I’ADN. Pour cela,
les petites molécules utilisées doivent étre congues autour d’un groupement capable de
reconnaitre les oxoanions. Ce groupement permettrait aux composés finaux de reconnaitre les
phosphodiesters de I’ADN plutét que d’interagir avec les bases ou dans les sillons. La
reconnaissance des phosphodiesters de 1’ADN permettrait aux molécules synthétiques
d’interagir avec n’importe quel type d’ADN, quelle que soit sa séquence de bases et sa
structure (simples ou doubles brins pourraient étre reconnus de la méme manicre). Des
ligands (voir des vecteurs) universels de I’ADN pourraient ainsi étre obtenus.

Deux approches, une approche rationnelle et une approche combinatoire dynamique,
sont utilisées en parallele pour sonder les interactions petites molécules — ADN. Ces deux
approches ayant chacune leurs points forts et leurs limites, différentes informations pourront
étre obtenues avec 1’une ou 1’autre approche.

L’approche dynamique est prolongée par la conception de polyméres dynamiques
covalents capables d’interagir avec I’ADN et dont la réversibilité constituerait un caractére
important pour la dégradation du polymeére dans certaines conditions, ce qui permettrait alors

de libérer I’ADN complexé.

C. CONCEPTION DES COMPOSES : CHOIX DU GUANIDINIUM COMME GROUPEMENT

DE RECONNAISSANCE

Les composés utilisés dans le projet sont congus autour du groupement de
reconnaissance des phosphodiesters, auquel différentes substitutions peuvent ensuite étre
introduites de part et d’autre, en fonction des propriétés recherchées et des besoins du projet

(Figure 1.61).
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Figure 1.61 : Conception générale des composés synthétiques utilisés dans notre projet.

Devant le nombre trés important de groupements connus pour interagir avec les
molécules phosphorylées,'*? donc susceptibles d’interagir avec les phosphodiesters de I’ADN,
un choix s’impose, qui doit prendre en compte les spécificités du projet.

Plusieurs contraintes sont en effet a prendre en compte, la premicre étant la
compatibilit¢ des groupements portés par les molécules synthétiques avec I’ADN et son
« milieu d’utilisation ». Il s’agit en I’occurrence de concevoir des composés solubles et stables
en milieux aqueux tout en demeurant capables de former des interactions supramoléculaires
avec I’ADN (un ordre de grandeur de la force des interactions possibles est donné par la
constante d’association du groupement de reconnaissance avec le phosphate).

La préparation des composés, en particulier le nombre d’étape de synthese, les
rendements, la mise en ceuvre et la « pré-validation » de la synthése (description du protocole
et des analyses, reproductibilité), est un autre critére général d’importance, applicable aux
groupements de reconnaissance des phosphodiesters comme aux substituants introduits sur
celui-ci. Le groupement de reconnaissance doit également pouvoir étre aisément
fonctionnalisé par différents substituants, notamment pour pouvoir introduire les fonctions
réactives impliquées dans les liaisons réversibles a la base des bibliothéques combinatoires
dynamiques ou les substituants aromatiques utilisés pour I’approche rationnelle.

Les méthodes utilisées peuvent également induire des contraintes particuliéres a
prendre en compte des la conception des composés. L utilisation de la Chimie Combinatoire
Dynamique génere notamment des contraintes qui different selon la liaison réversible choisie
pour préparer les bibliothéques. Pour 1’é¢tude des interactions petites molécules - ADN, la
liaison imine a ¢été choisie, malgré son instabilit¢ en milieu aqueux, en raison de sa
compatibilit¢ avec I’ADN et du grand nombre d’amines commerciales. Quant au
développement des polymeéres covalents dynamiques pour la reconnaissance d’ADN, la
liaison hydrazone a été retenue en raison du controle de son hydrolyse en fonction du pH. Le
choix de ces liaisons implique que le groupement de reconnaissance choisi soit compatible
avec les fonctions imines et acylhydrazones formées ainsi qu’avec les fonctions aldéhydes et

amines réactives avec lesquelles il ne doit pas réagir. Il doit aussi étre compatible avec une
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réduction par le cyanoborohydrure de sodium utilis¢é pour figer les équilibres des
bibliothéques d’imines. L’analyse des bibliothéques étant effectuée par LC-MS, les composés
doivent également étre compatibles avec cette méthode d’analyse.

Plusieurs groupements reconnaissant les phosphates sont susceptibles de respecter les
différents critéres du cahier des charges du projet. Parmi eux, le groupement guanidinium est
particulierement approprié : il est en effet déja connu pour sa capacité a interagir avec des
oligonucléotides,'”* est soluble et stable dans I’eau sur une gamme de pH importante et est
compatible avec I’utilisation de la Chimie Combinatoire Dynamique dans les conditions

choisies.
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INTRODUCTION — RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Les auto-assemblages supramoléculaires offrent une méthode attractive pour préparer
des (bio)matériaux fonctionnels par une approche ascendante.' La technologie de ’origami
d’ADN illustre bien la complexité structurale qui peut étre atteinte par des assemblages
spontanés d’ADN et des procédés de pliage.” D’un autre coté, les oligonucléotides peuvent
aussi servir de matrices pour générer des auto-assemblages matricés par ’ADN via des
interactions non covalentes de petites molécules avec I’ADN. Cette approche peut conduire a
des auto-assemblages biomoléculaires fonctionnels avec des propriétés catalytiques®™ ou
optiques™® uniques. De plus, I’assemblage programmé de multiples petites molécules,
identiques ou différentes, sur une seule matrice peut étre utile pour générer des systémes de
reconnaissance multivalents homotopiques ou hétérotopiques.” * Alternativement, la matrice
oligonucléotidique peut également étre utilisée pour la synthése supramoléculaire sans

19715 5u de matériaux poreux a base de silice.'

enzyme dirigée par I’ADN de polymeres

Une progression importante a récemment ¢été atteinte dans ce domaine par
I’identification de composés qui s’auto-assemblent avec des oligonucléotides simples brins en
solvants aqueux par des liaisons hydrogene avec les nucléobases. Ces composés incluent des

1721

nucléobases fonctionnalisées telles que les thymines, mais aussi des analogues de

227235 ot les complexes cyclénes qui

nucléobases artificiels tels que les diaminotriazines,
interagissent tous les deux avec les bases thymines d’oligonucléotides simples brins.”® Les
interactions secondaires comme I’empilement ont été identifiées comme étant cruciales pour
stabiliser ces auto-assemblages non covalents. Il est important de rappeler que ces interactions
d’empilement sont également essentielles, en conjonction avec les liaisons hydrogene, pour
’hybridation des oligonucléotides et la formation de la double hélice d’ADN.” Les
interactions d’empilement peuvent aussi €tre utilisées en tant que seule interaction non
covalente pour conduire 4 la formation de complexes par intercalation.*®

En plus de la reconnaissance des nucléobases et de 1’intercalation, I’interaction avec le
squelette phosphodiester polyanionique a récemment €été¢ reconnue comme un nouveau mode
de liaison possible.”*" Bien que cette approche ne donne pas accés a des auto-assemblages
hétérotopiques programmés par la séquence, elle peut €tre utile pour des applications en
délivrance de genes. En effet, de petites molécules ligands d’anions dérivées de

I’isophthalamide et la dipicolinamide ont récemment démontrés leur efficacité en tant que

vecteurs pour le transport d’ADN plasmidique dans Escherichia coli’' Dans cet unique
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exemple, il a été suggéré, mais non démontré, que les interactions de type empilement
pourraient jouer un rdle important dans la stabilisation de 1’auto-assemblage. Lorsqu’une
meilleure compréhension des effets sous-jacents conduisant a ces processus d’auto-
assemblage sera atteinte, les petites molécules capables d’interagir avec les oligonucléotides
par interactions non covalentes avec le squelette phosphodiester pourraient révéler un fort

potentiel en tant que vecteurs universels pour des applications en délivrance de genes.

Dans ce chapitre sont reportées la conception et la synthése de composés dérivés de
guanidinium dont la capacité a s’auto-assembler avec de simples brins d’ADN en milieu
aqueux a été démontrée par une combinaison d’études spectroscopiques et de spectrométrie
de masse. De plus, le rdle des interactions d’empilement est étudi¢ et leur importance dans la

stabilisation de ce type d’auto-assemblage est démontrée.

Le groupement guanidinium est bien connu pour interagir avec les oxoanions par
interactions électrostatiques et liaisons hydrogéne.’>™* Par exemple, dans le contexte de la
reconnaissance d’oligonucléotides, la reconnaissance de I’ARN TAR par la protéine TAT du
VIH se fait par des interactions guanidinium — phosphodiester.’®*’ Cependant, malgré le
nombre significatif de systémes basés sur les guanidiniums utilisés pour des applications en
vectorisation et pour la complexation d’oligonucléotides,”®* la base structurelle des auto-
assemblages entre les composés guanidiniums synthétiques et les oligonucléotides reste peu
comprise. Un guanidinium fonctionnalisé par un pyréne s’est montré capable d’interagir
efficacement avec un anion pyrophosphate dans le méthanol, formant un complexe 2:1 par
interactions guanidinium — phosphate (K;; = 1,0.10* M et Ky, = 1,2.10° M?) avec
I’assistance des interactions d’empilement des pyrénes, induisant la formation d’un
excimére.” Plus récemment, Vasseur et ses collaborateurs ont démontré, par spectrométrie de
masse MALDI-ToF, que ce composé guanidinium mono-fonctionnalis¢é par un pyréne
interagit sélectivement avec les groupements phosphodiesters d’un ADN simple brin.** De
nouveau, I’importance des interactions d’empilement est mise en évidence. Toutefois, peu de
choses sont connues a propos du comportement de cet auto-assemblage matricé par I’ADN en
solution.

Dans ce contexte, des composés guanidiniums bisfonctionnalisés portant des
substituants aromatiques de différentes surfaces — en 1’occurrence des groupements phényles,
naphtyles et pyrénes — ont ét€ congus pour étudier leur capacité d’auto-assemblage avec

I’ADN en solution et caractériser le role précis des interactions d’empilement (Figure 2.). Un
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groupement méthyle a été¢ introduit en tant qu’espaceur entre le groupement guanidinium
central et les substituants aromatiques pour apporter de la flexibilit¢é et permettre aux
aromatiques d’adopter des conformations coplanaires tout en respectant la fonction
guanidinium. De tels composés guanidiniums bisfonctionnalisés ne sont a I’heure actuelle pas
décrits dans la littérature. Pourtant, I’introduction d’un second substituant pourrait augmenter
la stabilité des auto-assemblages formés avec I’ADN en comparaison de ceux formés avec des

composés équivalents monofonctionnalisés, lorsque de tels auto-assemblages existent.

GuaBiPy ssDNA =~
aT, =

ii)

:

Figure 2.1: Représentation schématique de 1’auto-assemblage matricé par I’ADN avec des composés
guanidiniums bisfonctionnalisés (exemple avec le composé bispyréne GuaBiPy) (i) et les différents types
d’interactions intermoléculaires : pont salin (ii) et empilement n-t avec les groupements pyrénes de deux

composés GuaBiPy présentés de différentes couleurs (iii).

I. SYNTHESE DES DIFFERENTS COMPOSES

Le composé guanidinium bisphényle GuaBiPhe est synthétisé par réaction directe de
la benzylamine sur le bromure de cyanogene avec un rendement de 54% (Schéma 2.1) selon

un mode opératoire décrit dans la littérature avec un composé similaire.®
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NH,

Br—=N HaN - = N)®\N
Ho H

Br
GuaBiPhe

Schéma 2.1 : Synthése du composé GuaBiPhe. Réactifs et conditions : acétonitrile, reflux, 54%.

Cette méthode de préparation des guanidiniums a également été testée avec la 1-
pyréeneméthymamine dans le but de former le compos¢ guanidinium bispyréne GuaBiPy
(Schéma 2.2). Malheureusement, dans les différentes conditions testées, la triazine 1 a été
formée plus facilement que le produit GuaBiPy souhaité : en effet, lors des suivis réactionnels
par LC-MS, il a été observé que la triazine 1 se formait a température ambiante alors qu’il
¢tait nécessaire de chauffer pour former le guanidinium GuaBiPy (Figure 2.2). De plus,
lorsque ce produit GuaBiPy a pu étre isolé avec cette méthode de synthese, il était contaminé

par de la 1-pyréneméthylamine résiduelle dont il était difficile de se débarrasser.

0 O L (0 &
=N + HN/* B NéN + NH
gee X
" O G D
SOARERPe
H H
1

GuaBiPy

Br

Schéma 2.2 : Préparation du composé GuaBiPy via la voie « bromure de cyanogéne » et formation de la triazine
1. Différents réactifs et conditions testés : CH,Cl,, reflux ; CH,Cl,/DMF, 50°C ; Et;N, CH,Cl,, reflux ; Et;N,
sans solvant, 45°C ; Et;N, 50°C ; Et;N, DMF, 50°C.
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Figure 2.2 : Suivi LC-MS de I’apparition de la triazine 1 aprés 1 heure 30 a température ambiante (haut), puis de
la formation du composé GuaBiPy aprés une nuit a 50°C (bas), lors de la réaction de la 1-pyréneméthylamine

avec le bromure de cyanogeéne. Méthode IIT (LC-MS 1).
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Pour résoudre ces problémes, une seconde voie de synthése, passant par un
intermédiaire « bis-imidazole » 2, a ét€¢ mise en ceuvre pour synthétiser le composé¢ GuaBiPy
sans former de triazine 1 (Schéma 2.3).°*%” L’intermédiaire 2 a été obtenu par réaction directe
d’imidazole sur le bromure de cyanogene avec un rendement de 51%. La 1-
pyréeneméthylamine a ensuite substitu¢ deux fois cet intermédiaire 2 pour donner le produit

GuaBiPy avec un rendement de 24%.

NH,

) i oL e 1)

e e ol e redd
=/ </ ©

CF4C00

2 GuaBiPy

Schéma 2.3 : Synthése du composé GuaBiPy via I’intermédiaire « bis-imidazole » 2. Réactifs et conditions : 1)

imidazole, CH,Cl,, reflux, 51% ; ii) 1-pyréneméthylamine, TFA, sans solvant, 105°C, 24%.

Le produit GuaBiPy a ¢été isolé par simple filtration apres reprise du milieu
réactionnel dans du dichlorométhane. Malheureusement, une petite proportion d’impuretés
non identifiées (visibles en RMN 'H, inférieures a 5% de I’aire totale en HPLC) était
également présente avec le produit. Le produit GuaBiPy étant insoluble dans la plupart des
solvants, les méthodes de purification envisageables étaient restreintes. De nombreux essais
de purification par recristallisation ou trituration ont été effectués mais n’ont pas permis
d’¢liminer les impuretés présentes. Le produit a donc été utilisé tel quel par la suite malgré la
présence de ces impuretés résiduelles.

La méthode de synthése via I’intermédiaire « bis-imidazole » 2 a ensuite été adaptée
pour obtenir le composé guanidinium bisnaphtyle GuaBiNaph (Schéma 2.4). L’intermédiaire
2 a ¢ét¢ doublement substitu¢ par la 1-naphtylméthylamine pour obtenir le produit

GuaBiNaph souhaité avec un rendement de 31%.

2 GuaBiNaph

Schéma 2.4 : Synthése du composé GuaBiNaph via I’intermédiaire « bis-imidazole » 2. Réactifs et conditions :

1-naphtylméthylamine, TFA, sans solvant, 105°C, 31%.

A TDissue de cette double substitution, le produit GuaBiNaph était soluble dans le
dichlorométhane et un lavage avec une solution aqueuse de chlorure d’ammonium saturée a
été effectué pour éliminer I’imidazole présent dans le mélange. Le produit obtenu a ensuite été

purifi¢ par chromatographie flash sur gel de silice, puis recristallisé, la chromatographie sur
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gel s’étant révélée insuffisante pour éliminer toutes les impuretés présentes. Le produit

GuaBiNaph a ainsi ét¢ obtenu pur sans difficultés.

II. ANALYSES SPECTROSCOPIQUES

A. GENERALITES ET INTERETS DES TECHNIQUES EMPLOYEES

1. Spectroscopies UV-Visible et de fluorescence

Les méthodes de spectroscopie UV-Visible et de fluorescence reposent sur le fait que
la lumiere, en tant que rayonnement ¢lectromagnétique, peut transmettre de 1’énergie a toute
molécule qu’elle rencontre.”®® Dans le domaine de 1’UV-Visible (longueurs d’onde
comprises entre 200 et 800 nm), 1’énergie absorbée par une molécule peut induire une
transition ¢lectronique, c’est a dire le passage d’¢lectrons de valence d’un état fondamental a
un ¢état excité (Figure 2.3). Lorsqu’une telle transition électronique a lieu, le retour a 1’état
fondamental peut ensuite se faire de trois manicres : dissipation thermique, fluorescence ou
phosphorescence. Les spectroscopies UV-Vis et de fluorescence sont donc complémentaires
I’une de I’autre puisque que la premiére mesure I’absorption du rayonnement tandis que la

seconde mesure 1’émission d’énergie liée a la fluorescence.
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Figure 2.3 : Diagramme de Jablonski illustrant les transitions électroniques entre état fondamental et états

excités lors des phénoménes d’absorption, de fluorescence et de phosphorescence. Les états singulets et triplets
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sont respectivement notés S et T. Les indices 0, 1, ..., n indiquent les états fondamental et excités d’énergie
croissante. Les lignes grises représentent les états vibrationnels de chaque état électronique. Les processus
radiatifs sont indiqués par des fléches pleines tandis que les processus non-radiatifs sont indiqués par des fléches

en pointillés.

En fonction de leur structure ¢lectronique, toutes les molécules ne sont pas
susceptibles d’absorber la lumiére dans le domaine UV-Visible. En effet, 1’énergie absorbée,
dépendante de la fréquence v du rayonnement et donc de sa longueur d’onde A (Equation 2.1),

doit étre suffisante pour induire la transition électronique.

Equation 2.1
E=hv=h-
=ny = 71
Avec :
- E ¢énergie d’un photon (en J),
- h constante de Planck (~ 6,63 x 107* J.s™),
- v fréquence de I’onde (en Hz),
- cvitesse de la lumiére dans le vide (~ 3 x 10* m.s™),

- Alongueur d’onde (en m).

Une transition de type ¢ — o* nécessite une énergie trop importante pour qu’un
rayonnement dans le domaine de 1’UV soit suffisant pour que ce type de transition soit
observable. En revanche, les transitions de type m — n* ou n — m*, nécessitant moins d’énergie,
sont observables dans ce domaine du spectre électromagnétique : c’est pourquoi les composés
insaturés absorbent dans le domaine UV.

Concernant la fluorescence, elle n’est pas toujours détectée car la dissipation
thermique peut étre plus rapide. Dans le cas des composés guanidiniums bisfonctionnalisés
étudiés, ils absorbent tous en UV en raison de leurs substituants aromatiques mais la
fluorescence n’est bien visible qu’avec les substituants napthyle et pyréne. C’est pourquoi
seuls les composés GuaBiNaph et GuaBiPy ont été étudiés par spectroscopie.

Différents parameétres influent sur les propriétés d’absorption UV-Vis et / ou de
fluorescence d’un composé. Par exemple, I’absorbance mesurée en spectroscopie UV est

directement proportionnelle a la concentration de 1’échantillon selon la loi de Beer — Lambert
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(Equation 2.2). Le solvant ou le pH de la solution sont également des paramétres susceptibles

d’entrainer des variations importantes des propriétés optiques.

Equation 2.2

I
A= —log(l—) = &fC
0

Avec :
- A absorbance (sans unit¢),

- I et Ip intensité¢ de la lumicre respectivement incidente et sortante de

1’échantillon (le ratio Ii est la transmittance T, sans unit¢),
0

- g coefficient d’extinction molaire (m2.mol™),
- L longueur du trajet optique (cm),

- C concentration (mol.L™).

La fluorescence d’un composé peut également varier en fonction de son organisation.
Cette technique permet en effet d’observer la formation d’excimeéres, qui sont des dimeres
formés suite a I’excitation des molécules par la lumiére.”® De tels complexes sont susceptibles
de se former lorsque les deux molécules qui le constituent sont en étroite interaction entre
elles, comme dans le cas d’un empilement. Par exemple, le pyréne est bien connu pour former
des exciméres (Figure 2.4).”" L’étude de la fluorescence du composé GuaBiPy est donc
particuliérement intéressante pour obtenir des informations sur 1I’arrangement dans 1’espace de
ce composé, puisque que le phénomene d’empilement, s’il a lieu, sera immédiatement visible

sur le spectre d’émission de fluorescence.
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Figure 2.4 : Formation de ’excimére du pyréne dans 1’éthanol.”® Les spectres ont été normalisés sur le pic a
371,5 nm du monomeére et sont essentiellement identiques en dessous de 400 nm aprés normalisation. Le ratio

monomere sur excimeére (371,5 nm / 470 nm) est dépendant de la concentration en pyréne.

2. Dichroisme circulaire

Le phénomene de dichroisme circulaire est li¢ au fait qu’une molécule chirale absorbe
différemment la lumicre selon que cette derniere est polarisée circulairement a gauche ou a
droite.®®” Cette différence d’absorbance AA est mesurée par la spectroscopie de dichroisme

circulaire (Equation 2.3).

Equation 2.3

AA = Apcg — Apcp
Avec :
- AA différence d’absorbance,
- Apcp absorbance de la lumiere polarisée circulairement a droite,

- Apcg absorbance de la lumicre polarisée circulairement a gauche.

En tenant compte de la concentration de I’échantillon C et de la longueur du trajet
optique €, il est possible de remonter a la valeur du dichroisme circulaire molaire Ag

(Equation 2.5) avec la loi de Beer — Lambert suivant I’Equation 2.4.

Equation 2.4

AA = (epce — €pep) CF
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Soit :
Equation 2.5

Ae = epcg — Epcp
Avec :
- epcg coefficient d’extinction molaire pour la lumicre polarisée
circulairement a gauche (m?.mol™' ou L.mol".cm™),
- epcp coefficient d’extinction molaire pour la lumicre polarisée
circulairement a droite (m2mol™ ou L.mol".cm™),
- C concentration molaire (mol.L™),

- L longueur du trajet optique (cm).

Pour des raisons historiques, le dichroisme circulaire peut étre exprimé en degrés
d’ellipticité 6 qui se rapporte a la polarisation elliptique générée lorsqu’un rayon de lumicre
polarisé linéairement est partiellement absorbé. L’expression du dichroisme circulaire par une
valeur d’ellipticité est un héritage de la polarimétrie a partir de laquelle la spectroscopie de
dichroisme circulaire a été mise au point. La conversion entre le dichroisme circulaire et

Iellipticité 0 est donnée par I’Equation 2.6.

Equation 2.6

6
"~ 32,982

Avec : 9 ellipticité¢ (millidegré m° ou 1/1000 de degré).

A4A

Le dichroisme circulaire est particuliérement intéressant pour étudier la conformation
structurale de macromolécules chirales comme I’ADN™ ou les protéines” bien que cette
technique ne donne pas d’informations au niveau atomique. En effet, les spectres obtenus
permettent de discriminer entre les différents types de structures secondaires ou tertiaires des
macromolécules. Les différentes conformations A, B ou Z d’un ADN sont ainsi différenciées
par dichroisme circulaire et 1’usage de cette technique de spectroscopie peut également
apporter des informations précieuses quand des changements structuraux ont lieu lors

d’interactions avec des petites molécules.”
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La spectroscopie de dichroisme circulaire présente également des avantages pratiques
par rapport aux autres techniques, comme la diffraction X ou la RMN, susceptibles de fournir
de telles informations structurales sur I’ADN :™*

- faible quantité de produit nécessaire et faible concentration ;

- taille des composés non limitée ;

- possibilité de tester un grande nombre de conditions différentes et d’ajouter
différents agents sans perturber 1’observation du dichroisme circulaire ;

- analyse en solution ou en film (corrélation possible avec d’autres
techniques ou 1’analyse ne peut pas se faire en solution) ;

- rapide et de cott relativement abordable.

Dans notre cas, I'usage de la spectroscopie de dichroisme circulaire va permettre de
déterminer si les petites molécules synthétisées GuaBiNaph et GuaBiPy interagissent avec

I’ADN en entrainant un changement conformationnel de celui-ci.

B. AUTO-ASSEMBLAGE DU COMPOSE GuaBiPy AVEC UN OLIGOTHYMINE dT, EN

SOLUTION.

Le composé GuaBiPy a ¢été ¢tudié en premier car il est le plus proche de la sonde
guanidinium mono-fonctionnalisée dont la capacité a interagir avec un pyrophosphate® et un
simple brin d’ADN® a été démontrée. De la méme maniére, les oligothymines dT, ont été
choisies comme matrices puisque la sélectivité de I’interaction guanidinium — phosphodiester
a été démontrée sur un simple brin d’oligothymine.**

Une titration par fluorescence montre que 1I’émission de I’excimére (472 nm) est
favorisée au dépend de I’émission du monomere (395 nm) au cours de ’addition du dT4g
(Figure 2.5). Cet effet est clairement visible lorsque le ratio de I’émission de 1’excimere sur
I’émission du monomere (E/M) est tracé graphiquement (Figure 2.5). Contrairement au
compos¢ GuaBiPy seul qui montre un ratio E/M presque constant sur la gamme de
concentration utilisée, le ratio E/M augmente graduellement avec 1’addition de dT4 jusqu’a
atteindre un maximum pour une steechiométrie de 30 GuaBiPy par brin de dT4o, soit un ratio
N/P de 0,75 (ratio molaire des charges positives portées par les groupements guanidiniums, N,
sur les charges négatives formelles présentes sur le simple brin d’ADN, P). L’addition

supplémentaire de GuaBiPy conduit a une diminution trés importante du ratio E/M jusqu’a
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atteindre des valeurs similaires a celles du composé GuaBiPy seul apres I’addition de plus de

50 équivalents de GuaBiPy par brin de dT4.
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g : 350,0 0;5 . 1;0 1;5 . 2;0
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Figure 2.5 : Spectres de fluorescence de Ia titration du dTy4, par le composé GuaBiPy (gauche) et tracé du ratio
de 1'émission de I'excimére (472 nm) sur 1'émission du monomeére (395 nm) E/M (droite). Mesures effectuées a —
5°C dans le tampon Tris-EDTA (TE ; pH 7,4). Concentration en dT4, de 7,10 mM. Concentration de la solution
meére de GuaBiPy de 10 mM dans le DMSO.

Ces résultats indiquent que le dT4 agit comme une matrice et organise le composé
GuaBiPy d’une mani¢re qui favorise la formation d’excimére. La spectroscopie de
dichroisme circulaire apporte des informations supplémentaires qui soutiennent cette
conclusion. Alors que le composé GuaBiPy et le dT4 sont silencieux dans la gamme 300 —
400 nm, un signal de dichroisme circulaire induit est observé lors de I’addition de GuaBiPy a
une solution de dT49, démontrant ainsi que le composé GuaBiPy s’auto-assemble avec le dT4

et adopte un arrangement chiral (Figure 2.6 et Figure 2.7).

—dT40

GuaBiPy

dT40:GuaBiPy 1:10 molar ratio
—— dT40:GuaBiPy 1:20 molar ratio
dT40:GuaBiPy 1:30 molar ratio
—— dT40:GuaBiPy 1:40 molar ratio
dT40:GuaBiPy 1:65 molar ratio
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Circular Dichroism (mdeg)
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Figure 2.6 : Titration du dT4 par le composé GuaBiPy, suivi par spectroscopie de dichroisme circulaire.
Mesures effectuées a -5°C dans un tampon TE (pH 7,4). Concentration en dT4 de 7,10 mM. Concentration de la

solution mére de GuaBiPy de 10 mM dans le DMSO.
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Figure 2.7 : Spectres de dichroisme circulaire du composé¢ GuaBiPy pure et du mélange dT4:GuaBiPy a

différents ratios molaires.

Pris ensemble, ces résultats indiquent que jusqu’a 30 GuaBiPy peuvent s’auto-
assembler sur un brin de dT4 dans ces conditions. Puisque I’émission de 1’excimere est
promue par I’ADN simple brin, le systéme auto-assemblé implique probablement
I’empilement du composé¢ GuaBiPy le long du squelette phosphodiester du simple brin
d’ADN. Cette observation est en accord avec le résultat précédemment reporté indiquant que
les composés guanidiniums interagissent sélectivement avec les résidus phosphodiesters du
simple brin d’oligothymine.** Cette hypothése est renforcée par le fait que le ratio E/M est
bien plus faible lorsque I’expérience d’auto-assemblage est effectuée en présence de tampon
phosphate plutot qu’en présence de tampon Tris-EDTA (TE) (Figure 2.8). En effet, dans ce
cas, les ions phosphates peuvent jouer le role de compétiteur et conduire a la dissociation du
complexe si les interactions guanidinium — phosphodiester gouvernent le processus d’auto-

assemblage.
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——dT40 : GuaBiPy 1 : 30 in TE buffer
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Figure 2.8 : Spectres d’émission (& Aexe = 348 nm) d’un mélange de dT4:GuaBiPy a un ratio molaire de 1:30
dans un tampon TE (ligne noire) et dans un tampon phosphate (ligne rouge) a -5 °C lors du second cycle de

chauffage (H-C). [dT4] ~ 5.7 uM.

L’addition d’un exces de GuaBiPy semble étre nuisible a I’auto-assemblage matricé
par I’ADN. Une possible explication pour cette observation peut étre le fait qu'un second
processus d’auto-assemblage — impliquant peut-&tre ’intercalation — a lieu aprés 1’addition de
30 équivalents de GuaBiPy, ce qui conduit finalement au désassemblage de I’empilement de
GuaBiPy matricé par ’ADN par distorsion structurale de la matrice ADN. Cette hypothése
peut étre soutenue par le fait que le spectre de dichroisme circulaire indique une perte de
chiralit¢ de la structure de la matrice ADN simple brin aprés addition de plus de 30

équivalents de GuaBiPy (Figure 2.6).

C. EFFET DE LA TEMPERATURE SUR LES AUTO-ASSEMBLAGES

Des cycles de chauffage / refroidissement avec des températures variant de -5°C a
80°C ont été effectués sur les complexes GuaBiPy:dTy4y (steechiométrie de 30 pour 1) et
suivis en mesurant le ratio E/M. Ce ratio E/M est maximal a basse température et diminue lors
du chauffage (Figure 2.9). Puisque le composé GuaBiPy ne subit pas de changements d’un tel
ordre de grandeur, il est donc possible de conclure que 1’effet de matrice est plus fort a basse

température.
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Figure 2.9 : Ratio E/M du complexe GuaBiPy:dT, 30:1 et du composé GuaBiPy seul, dans le tampon TE, en

fonction de la température (CC : cycle de refroidissement ; HC : cycle de chauffage).

Le processus est essentiellement réversible bien qu’un effet de fatigue soit observé

apres quelques cycles de chauffage / refroidissement (Figure 2.10). De ces expériences, la

température de dissociation — la température a laquelle le ratio E/M est a la moiti¢é du

maximum — peut étre estimée a environ 40°C. Cette température caractérise la robustesse de

I’auto-assemblage en fonction de la température.

Une température de dissociation bien plus basse (5 — 10°C) a été déterminée quand

cette expérience a été effectuée dans un tampon phosphate au lieu du tampon TE, renfor¢ant

encore ainsi I’hypothése que les interactions guanidinium — phosphodiester gouvernent 1’auto-

assemblage (Figure 2.10).
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Figure 2.10 : Ratio E/M du complexe GuaBiPy:dT4, 30:1 et du composé GuaBiPy seul, dans les tampons TE

ou phosphate, en fonction de la température : a) premier cycle de refroidissement (CC) et second cycle de

chauffage (HC); b) troisiéme cycle de chauffage (HC) et troisiéme cycle de refroidissement (CC).

D. EFFET DE LA LONGUEUR DE LA MATRICE SIMPLE BRIN D’ADN
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La longueur de la matrice ADN simple brin a précédemment été identifiée comme
¢tant un parametre critique gouvernant la stabilit¢ d’auto-assemblages triazine -—
oligothymine.” Ce paramétre a donc été étudié sur 1’auto-assemblage de GuaBiPy avec un
dT,o et un dT)o, simples brins d’ADN plus courts que le dT4 utilisé précédemment.

La spectroscopie de dichroisme circulaire confirme, grace a 1’observation d’un signal
de dichroisme circulaire induit dans la gamme de 320 — 360 nm, qu’un complexe
supramoléculaire se forme également lors de I’addition du composé GuaBiPy dans une
solution de dTy (Figure 2.11). Par contre, aucun signal de dichroisme circulaire induit

n’apparait en présence de dT;o (non présenté).
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Figure 2.11 : Titration du dT,, par le composé¢ GuaBiPy, suivi par dichroisme circulaire. Mesures effectuées a -

5°C dans le tampon TE (pH 7.,4).

La forme des spectres de dichroisme circulaire est similaire a un ratio N/P d’environ
0,5 pour les mélanges dT4:GuaBiPy et dT,o:GuaBiPy, tandis que des différences sont
observées pour des ratios N/P supérieurs a 2 (Figure 2.12). Cela suggere 1’existence d’autres

mécanismes d’auto-assemblages a forte concentration de GuaBiPy.
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Figure 2.12 : Spectres de dichroisme circulaire (CD) des mélanges dT4,:GuaBiPy et dT,,:GuaBiPy a différents
ratios molaires N/P = 0,5 et 2,0 dans le tampon TE a -5 °C. [dT,] ~ 5.7 uM.

La titration par spectroscopie UV-Vis montre une augmentation plus faible de
I’absorbance avec le dT,y qu’avec le dT4o, suggérant une affinité plus faible (Figure 2.13). La
titration par fluorescence montre également des changements plus faibles avec le dTs
qu’avec le dT4o (Figure 2.14). Le tracé des ratios E/M indique que le dTy promeut aussi la
formation d’excimére mais avec un maximum du ratio E/M pour un N/P de 1,25 (25
GuaBiPy par simple brin d’ADN) au lieu de 0,75 (30 GuaBiPy par simple brin d’ADN) avec
le dT4o comme matrice. Avec le dTo, des changements sont visibles en fluorescence, le ratio

E/M maximum étant atteint pour un N/P d’environ 0,3 — 0,5 (soit 3 a 5 GuaBiPy par dT)).
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Figure 2.13 : Titration par spectroscopie UV-Vis, normalisée, de dT, par le composé GuaBiPy suivi a 349 nm.

La ligne en pointillés représente le ratio N/P = 2. Mesures effectuées a -5°C dans un tampon TE (pH 7,4).
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Figure 2.14 : Spectres de fluorescence de la titration par le composé GuaBiPy du dT, (a) et du dTp (b) et tracé

du ratio de 1I’émission de 1’excimére (472 nm) sur 1’émission du monomeére (395 nm) E/M (c). Mesures

effectuées a -5°C dans un tampon TE (pH 7,4). Concentration en dT4y de 7,10 mM. Concentration en dT,, de

7,41 mM. Concentration de la solution mére du composé GuaBiPy de 10 mM dans le DMSO.

Des cycles de chauffage / refroidissement entre -5°C et 80°C ont été effectués sur les

complexes dTo:GuaBiPy (N/P de 1,25) et dT;o:GuaBiPy (N/P de 0,5) et montrent de faibles

changements (température de dissociation estimée a moins de 5°C).
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Figure 2.15 : Ratio E/M des complexes dT,:GuaBiPy 1:X dans le tampon TE en fonction de la température. A)
premier cycle de refroidissement (CC) et second cycle de chauffage (HC) ; et b) troisiémes cycles de chauffage

(HC) et de refroidissement (CC). [dT,]~ 4.6 uM.

Ces résultats indiquent que le dT, agit également comme une matrice et génere un
arrangement chiral du composé¢ GuaBiPy le long du simple brin d’ADN mais que les
complexes qui en résultent sont bien moins stables qu’avec une matrice dTy.

Pour étudier les effets de la séquence et de la topologie de I’ADN, dRy; et le double
brin dR43:dRev43, contenant un mélange de purines et de pyrimidines, ont été utilisés comme
matrices. Les différentes techniques spectroscopiques confirment ¢également 1’auto-

assemblage matricé par I’ADN via des « pinces a phosphates » (Figure 2.16).
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Figure 2.16 : a) Titration spectroscopique de dR43 par le composé GuaBiPy dans le tampon TE a -5 °C. [dR43]
~ 7.1 uM. [GuaBiPy]~ 612 puM; b) titration de dR43:dR.ev43 par le composé GuaBiPy dans le tampon TE a -5
°C. [dRy43 dReya3] ~ 7.1 uM. [GuaBiPy]~ 614 uM; c) titration du composé GuaBiPy in TE buffer at -5 °C.; d)
titration UV-Vis normalisée suivie a 349 nm de xDNAdA(X), par le GuaBiPy; e) spectres de dichroisme
circulaire (CD) de dTy4g, dTg, dT1o, dR43 et dR43 dR evq3 en présence de GuaBiPy a des ratios N/P de 0.5; f) trace
du ratio de 1I’émission de I’excimeére (472 nm) / émission du monomere (396 nm) de différents mélanges

XDNAJ(X),.

E. AUTO-ASSEMBLAGE DU COMPOSE GuaBiNaph AVEC UN OLIGOTHYMINE dT, EN

SOLUTION

Une titration par fluorescence, effectu¢e dans les mémes conditions que celles utilisées
pour étudier I’auto-assemblage du composé¢ GuaBiPy matricé par un simple brin d’ADN,

montre une augmentation de I’émission de fluorescence, le maximum étant atteint apres
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I’ajout de 50 équivalents de GuaBiNaph par dT4 (Figure 2.17). Ce résultat indique que le

processus d’auto-assemblage a également lieu entre le composé¢ GuaBiNaph et le dT4 dans

ces conditions. Cependant, I’augmentation plus faible de I’émission de la fluorescence tend a

indiquer une stabilité plus faible du complexe comparé au systeme GuaBiPy:dT4.
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Figure 2.17 : Spectres de fluorescence de mélanges dT4:GuaBiNaph (gauche) et intensité de 1’émission (& Aexc

=292 nm) du dT4o dans une solution de GuaBiNaph (droite) a divers ratios molaires. Mesures effectuées a -5°C

dans le tampon TE (pH 7,4). [GuaBiNaph]= 12 uM. [GuaBiNaph] .= 10 mM in DMSO.

Une titration du dT4 par le composé¢ GuaBiNaph suivie par dichroisme circulaire

montre que 1’ajout du compos¢ GuaBiNaph entraine une perte de la chiralité du simple brin

d’ADN (Figure 2.18). Le composé GuaBiNaph perturbe donc la structure de I’ADN, mais

n’adopte pas d’arrangement chiral contrairement a ce qui a €té observé précédemment avec le

compos¢ GuaBiPy.
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Figure 2.18 : Dichroisme circulaire de mélanges dT4,:GuaBiNaph a divers ratios molaires. Mesures effectuées

a -5°C dans le tampon TE (pH 7,4). [GuaBiNaph]= 12 pM. [GuaBiNaph] .= 10 mM in DMSO.
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Des cycles de chauffage / refroidissement entre -5°C et 80°C ont été effectués avec le
complexe dT4:GuaBiNaph (N/P 0,75), mais n’ont pas montré, contrairement au
comportement du compos¢ GuaBiPy dans les mémes conditions, de différences significatives
par rapport aux changements de fluorescence induit par la température pour le composé
GuaBiNaph seul (Figure 2.19). Ce résultat indique que le composé¢ GuaBiNaph forme des

auto-assemblages plus faibles avec un dT4 que le composé GuaBiPy.
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Figure 2.19 : Ratio E/M du complexe dT4:GuaBiNaph 1:30 et du composé¢ GuaBiNaph seul, dans le tampon

TE, en fonction de la température. En haut a gauche : premier cycle de refroidissement ; en haut a droite : second

cycle de chauffage ; en bas a gauche : troisiéme cycle de chauffage ; en bas a droite : troisiéme cycle de

refroidissement. [dT4] ~ 4.6 uM.

III. ANALYSES EN SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI-TOF

La spectrométrie de masse MALDI-ToF peut étre utilisée pour détecter des auto-
assemblages non covalents et a précédemment été utilisée pour identifier des complexes entre
des composés guanidiniums et des oligonucléotides.** Dans le cas présent, un simple brin de

dT)o a été utilisé car il était plus facilement détecté par spectrométrie MALDI-ToF.
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En analysant des mélanges guanidiniums — dT;o avec un ratio de 10 pour 1, il est
possible d’observer avec nos composés jusqu’a quatre guanidiniums assemblés sur un simple

brin de dT, (Figure 2.20).
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Figure 2.20 : Détection des complexes formés entre les guanidiniums GuaBiPhe (haut), GuaBiNaph (milieu) et

GuaBiPy (bas) avec un simple brin de dT, par spectrométrie de masse MALDI-ToF.

Des expériences de compétitions ont ensuite été effectuées pour déterminer la

préférence d’affinité relative de ’ADN pour les trois différents composés. Les résultats
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montrent la tendance suivante : GuaBiPhe < GuaBiNaph < GuaBiPy (Figure 2.21). A noter
qu'un hétérocomplexe constitu¢ d’un composé¢ GuaBiPhe et d’un compos¢ GuaBiPy est

présent dans 1’expérience de compétition entre ces deux composés.
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Figure 2.21 : Expériences de compétition en présence de simple brin de dT;o, analysées par spectrométrie de
masse MALDI-ToF : GuaBiPhe vs. GuaBiNaph (haut), GuaBiPhe vs. GuaBiPy (milieu) et GuaBiNaph vs.
GuaBiPy (bas).

Une expérience de compétition ou les trois composé€s sont en compétition pour une
matrice dT;p confirme la préférence pour le composé¢ GuaBiPy (Figure 2.22).
L’ hétérocomplexe constitué d’un compos¢ GuaBiNaph et d’un composé GuaBiPy sur un
brin de dTo est également observé dans cette expérience de compétition, ce qui confirme que
les préférences de sélection observées sont bien dues aux préférences d’affinité plutdét qu’a

une discrimination due a I’ionisation.
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Figure 2.22 : Expérience de compétition avec un simple brin de dT,, analysée par spectrométriec de masse

MALDI-ToF : GuaBiPhe vs. GuaBiNaph vs. GuaBiPy.

Ces résultats montrent que les interactions d’empilement sont importantes pour
stabiliser les assemblages matricés par I’ADN de ces composés guanidiniums

bisfonctionnalisés sur de simples brins d’ADN.

CONCLUSIONS

La conception et la synthése de composés guanidiniums bisfonctionnalisés,
GuaBiPhe, GuaBiNaph et GuaBiPy a ¢ét¢ reportée ici, ainsi que leur étude par une
combinaison de techniques analytiques pour observer les auto-assemblages matricés par
I’ADN qu’ils génerent. Les résultats obtenus par les spectroscopies de fluorescence et de
dichroisme circulaire démontrent clairement que le composé¢ GuaBiPy est en effet capable de
générer des complexes supramoléculaires en présence d’oligothymines simples brins dTy et
dT4. La stabilit¢ de ces auto-assemblages est dépendante de la longueur du simple brin
d’ADN et de la température. Les effets de tampons indiquent que cette association non

covalente est gouvernée par les interactions guanidinium — phosphodiester, suggérant ainsi
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que ces guanidiniums s’empilent le long du squelette phosphodiester du simple brin d’ADN.

En effet, les analyses par spectrométrie de masse MALDI-ToF d’expériences de compétition

entre les guanidiniums bisfonctionnalisés portant des substituants aromatiques de tailles

variables démontrent 1’importance des interactions d’empilement dans ces auto-assemblages

matricés par des simples brins d’ADN.
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INTRODUCTION — RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Les thérapies géniques telles que les technologies antisens' et d’extinction de génes >
> ouvrent des perspectives thérapeutiques prometteuses pour diverses maladies comme les
cancers. Toutefois, les oligonucléotides synthétiques ne peuvent pas traverser efficacement les
membranes biologiques en raison des charges négatives qu’ils portent et de la répulsion
¢lectrostatique avec les constituants des membranes cellulaires qui en résulte. De plus, ils sont
rapidement dégradés par les nucléases endogénes, avec un temps de demi-vie de 1’ordre de
quelques minutes dans le sérum humain.*’” Bien que les vecteurs viraux soient plus efficaces,
leurs effets potentiellement inflammatoires, immunogenes et mutagenes limitent de maniére
importante leur usage et rend nécessaire le développement d’alternatives non virales.”® C’est
pourquoi développer un systéme capable de complexer, transporter et libérer des
oligonucléotides thérapeutiques dans les cellules, qui soit a la fois efficace et sir, est un point
clé en thérapie génique.’

10°13 ot dendriméres cationiques'* sont bien connus pour leur application

Les polymeres
en tant que vecteurs non viraux de genes. En effet, ils sont capables de former des complexes
stables avec les oligonucléotides grace aux multiples interactions électrostatiques formées
avec ces derniers. Malgré tout, bien que ces vecteurs artificiels puissent étre moins chers et
plus faciles a produire, la plupart des études cliniques utilisent encore des vecteurs viraux
pour la transfection en raison de la plus grande efficacité de ces derniers."” Plusieurs raisons
peuvent expliquer la moindre efficacité des vecteurs non viraux. Une premiére raison peut
étre I’association permanente des vecteurs non viraux avec les oligonucléotides, ce qui limite
la libération intracellulaire des oligonucléotides thérapeutiques. En effet, les polyplexes sont
souvent piégés dans les endosomes qui constituent un des principaux obstacles pour les
systémes non viraux de délivrance de génes.'®!” Pour cette raison, des matériaux ‘intelligents’
capables de promouvoir la libération de ’endosome via 1effet de « I’éponge & proton »,'® ou

19,20226.2733 o enzymatique®®**° du vecteur artificiel représentent

par la dégradation chimique
des solutions de grand intérét. Une autre caractéristique des polymeéres et dendriméres capable
d’expliquer leur moindre efficacité peut également étre leur haut poids moléculaire qui limite
leur élimination du corps et peut conduire a des effets toxiques,’ tandis que leur caractére
cationique et leur hydrophilicité conduisent a une association avec les protéines du plasma,

d’ou un temps de circulation dans le sang plus court.
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Puisque la pégylation constitue une stratégie bien développée pour augmenter les
stabilité, biocompatibilité et temps de circulation des biomolécules in vivo,”” plusieurs
polyméres hybrides®® combinant des moitiés polyamines cationiques et éthyléne glycols ont
récemment été préparés et testés en tant que cargos de génes.” * Par exemple, la pégylation
des polyéthylénimines (PEI) induit une réduction de la charge superficielle du polymeére ainsi
qu'une diminution de I’interaction avec les composés sanguins, ce qui réduit donc la
cytotoxicité et augmente le temps de circulation dans le sang.** Les systémes hybrides
dégradables représentent donc des matériaux prometteurs pour I’application réussie de
vecteurs artificiels de délivrance de génes dans la phase clinique.”’~>*’

Les polymeres covalents dynamiques — des polymeéres qui s’auto-assemblent a partir
de leurs monomeéres par multiples liaisons covalentes réversibles*™ — sont récemment apparus
comme une classe de matériaux dynamiques capables de s’adapter par une réorganisation

753 1ls peuvent également étre considérés comme des matériaux

constitutionnelle.
« intelligents » pour la reconnaissance de biomolécules.” En effet, Iincorporation répétée de
multiples monomeres fonctionnalisés en une seule structure peut conduire a la présentation
multivalente de plusieurs unités de reconnaissance a 1’état polymérique, alors que les
monomeres seuls ne montreront qu’une faible affinité pour la cible a cause de leur valence

37 Les polyméres covalents dynamiques peuvent donc servir de vecteurs

réduite.
multivalents « intelligents » dont la dégradation, suite a un changement physico-chimique,
entraine la libération de 1’agent thérapeutique et génere des composés de plus petite taille qui
peuvent donc étre plus facilement éliminés du corps."”

Les polyméres covalents dynamiques basés sur les poly-acylhydrazones sont
particuliérement intéressants pour ce type d’application car I’hydrolyse des acylhydrazones a
lieu dans des conditions légérement acides, a un pH comparable a celui des endosomes tardifs
(5 — 5,5). De plus, les poly-acylhydrazones sont formées par condensation de partenaires
complémentaires — bisaldéhydes et bishydrazides — qui permettent la conception de matériaux
hybrides. Dans le contexte de la transfection génique, des lipides cationiques™ et des
polymeéres conjugués qui incorporent une liaison acylhydrazone ont récemment été
reportés.*** % Toutefois, la conception de polyméres covalents dynamiques basés sur les
poly-acylhydrazones pour la complexation d’ADN n’a a I’heure actuelle pas encore été

explorée. Il est important de mentionner que les polymeres supramoléculaires, dynamiques

par nature, ont été impliqués dans des essais de transfection avec succés. '
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Dans ce chapitre est reportée la préparation de polymeéres poly-acylhydrazones
hydrides qui alternent au sein de leur chaine principale : des résidus cationiques pour interagir
avec des oligonucléotides, et des groupements polyéthylénoxides neutres. Il est également
démontré que ces matériaux sont dégradables a pH acides et complexent efficacement I’ADN

de thymus de veau et un ADN plasmidique.

Les polymeres poly-acylhydrazones hybrides sont congus pour combiner des résidus
cationiques et des groupements polyéthylénoxides neutres. Comme résidus cationiques, nous
avons choisi d’utiliser la triamine diéthyléne ou le guanidinium. Le choix de la triamine

diéthyléne a été guidé par I’observation que des clusters monodisperses®**

et des systemes
polydisperses® caractérisés par des motifs multiples contenants trois amines secondaires ont
montrés qu’ils pouvaient complexer efficacement un ADN plasmidique. De plus, la
présentation de multiples groupements diaminoéthanes comme chaines latérales sur un
polymeére induit une déstabilisation de la membrane endosomale comme dans le cas des
polyéthyléneimines (PEI). Les composés guanidiniums sont pour leur part bien connus pour
former des ponts salins avec les oxoanions. De nombreux systémes contenants des

24,33,66-89

guanidiniums, tels que des oligomeéres, polymeéres et dendrimeres ainsi que des lipides

cationiques,’®

ont ét¢ développés pour des applications en délivrance de médicaments et de
genes. Le triéthyléneglycol a été¢ choisi comme groupement neutre parce qu’il a une taille
similaire a celles des résidus cationiques. Tous les monomeéres ont été fonctionnalisés en
position terminale par des aldéhydes et / ou des hydrazides de maniére a ce que I’auto-
assemblage puisse se faire via une étape de polycondensation afin d’obtenir des polymeres
acylhydrazones hybrides dynamiques alternant des résidus cationiques et des groupements

triéthyléneglycol neutres (Figure 3.).

H
= X [e]
" N/\/N\/\N " o n ° n ° H Ny
it H H N+ — § N
HoN NH; o 3 o n
e} 0 o

El-Hyd EG-Ald Poly(EI-EG)
NH,
N)@*N + H NN{OA%\N H X, H H
H H N 3 H N N N
‘ o ‘ HoN NH, ] o] n
o cr o o] o]
Gua-Ald EG-Hyd Poly(Gua-EG)

Figure 3.1 : Polyméres hybrides dynamiques Poly(EI-EG) et Poly(Gua-EG) issu de l'auto-assemblage des
monomeres cationiques EI-Hyd et Gua-Ald avec, respectivement, les monomeéres éthyléneglycol EG-Ald et

EG-Hyd via la formation d'acylhydrazones.
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I. SYNTHESE DES MONOMERES

A. SYNTHESE DES MONOMERES BISHYDRAZIDES

1. Synthése du monomere éthyléneimine bishydrazide EI-Hyd

Dans un premier temps, nous avons envisagé de préparer le monomere éthyléneimine
bishydrazide via un couplage peptidique entre une bisamine et un bisacide carboxylique
fonctionnalisé en bout de chaine par un hydrazide préalablement protégé (Figure 3.2). L’acide

adipique a été sélectionné car la synthése du synthon 3 est décrite dans la littérature.”

o O (0] Boc
H /\/H\/\ H\ _— H + l\‘L _Boc
HoN~ ” ” NH, H2N/\/ \/\NH2 HO N
(0] (0] o Boc
El-Amide-Hyd 3

Figure 3.2 : Rétrosynthése du premier monomére EI-Amide-Hyd.

La premicre partiec de la synthése consiste a obtenir le composé 3 a partir d’acide
adipique (Schéma 3.), pour pouvoir ensuite le coupler avec la diéthyléne triamine. Le
composé 3 est obtenu en quatre étapes.” La premiére étape est la monoprotection de 1’acide
adipique sous forme d’ester benzylique en présence d’anhydride acétique et d’alcool
benzylique. Le composé 4 peut ensuite réagir avec le tert-butylcarbazate dans des conditions
de couplage classique et une étape de protection totale de 1’hydrazide par des groupements
tert-butoxycarbonyle conduit au composé¢ 6. Enfin, une derniére étape d’hydrogénation
permet de déprotéger 1’ester benzylique et d’obtenir le composé 3 avec un rendement global

de 27% sur les quatre étapes.

Q o eti 2 o i) Q Ho.
o L ol T
(o] (o] (o]
5
liv)

(o} ?oc v) o I?oc
N. .B - N, .B
HOM N oc BHOM ’\“ 0oC
o Boc (e} Boc
3 6

Schéma 3.1 : Synthése du composé 3 a partir d'acide adipique. Réactifs et conditions: i) Ac,0O, ii) DMAP,
pyridine, BnOH / CH,Cl,, TA, 36% sur i et ii ; iii) tert-butylcarbazate, EDC.HCI, CH,Cl,, réaction quantitative ;
iv) Boc,0O / DMAP, Et;N / CH,Cl,, 0°C a TA, 71% ; v) Hp, Pd/ C 10%, MeOH, TA, 94%.

Dans le but de tester la réactivité de la dié¢thyléne triamine avec un acide carboxylique,

la Boc-glycine a ¢été choisie comme acide modéle. Différentes conditions classiques de
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couplage (HBTU / DIPEA, EDC.HCI1, BOP / DIPEA, DCC / DMAP) ont été testées, mais
malheureusement, elles n’ont pas permis de mettre en évidence la faisabilité¢ du couplage sur
la diéthyléne triamine. Le constat est identique lorsque le synthon 3 a été utilisé. Les

composés 7 et 8 n’ont pu €tre ni détectés, ni isolés (Schéma 3.2).

o ?oc o Boc

H H [
...-B .. .B
HZN/\/N\/\NHZ + HOMN ’\“ oc — ¢ = HZNNN\/\NMN ’\“ oc
o Boc H o Boc
3 7
(o] H o
K N NHBoc
HzN/\/N\/\NHz + HO)‘K/NHBOC — HZN/\/ \/\Hk/

8

Schéma 3.2 : Tentatives de couplage avec la diéthyléne triamine. Différentes conditions testées: HBTU /

DIPEA ; EDC.HCI ; BOP / DIPEA ; DCC / DMAP.

La premiére stratégic de synthése ne donnant pas de résultats satisfaisants,
I’introduction des fonctions hydrazides a été envisagée via une addition de Michael entre la

diéthyléne triamine et le composé 9 (Figure 3.3).

o o Boc

H H
HZN\N)K/\N/\/N\/\N/\)'LN,NHZ — H2N/\/N\/\NH2 + NN\N/BOC
H H H H Ie) L":oc
El-Michael-Hyd 9

Figure 3.3 : Rétrosynthése du monomére EI-Michael-Hyd.

Avant de commencer la synthése de 1’accepteur de Michael 9, une réaction modele de
I’addition de Michael a été développée avec I’acrylate de tert-butyle et la diéthyléne triamine
(Schéma 3.3). Cette réaction effectuée avec 1 équivalent d’acrylate permet d’obtenir le
composé 10 avec un rendement de 19%. Lorsque 2 équivalents d’acrylate sont utilisés, une
double addition sur la diéthyléne triamine permet d’obtenir le composé 11 avec un rendement
de 10%. La diéthyléne triamine étant une polyamine susceptible de réagir via ses fonctions
amines primaires et secondaires sur I’accepteur 9, des additions de Michael multiples peuvent

avoir lieu, ce qui rend les purifications difficiles et induit des rendements faibles.

H (o}

i) HZN/\/N\/\N/\AOJ<

H

H / i

HN TN,
ii) o Y o
>LO)K/\N/\/N\/\N/\)kOJ<
H H

1

Schéma 3.3 : Addition de Michael mode¢le entre l'acrylate de fert-butyle et la diéthyléne triamine. Réactifs et
conditions: 1) acrylate de tert-butyle 1,0 équivalent, MeOH, TA, 19%; ii) acrylate de fert-butyle 2,0 équivalents,
MeOH, TA, 10%.
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L’addition de Michael étant possible avec la diéthyléne triamine, la synthése de
I’acrylamide 9 a été effectuée a partir de I’acide acrylique en deux étapes (Schéma 3.4). La
premicre ¢étape consiste a introduire la fonction hydrazide par réaction avec le tert-
butylcarbazate comme précédemment en présence d’hydrochlorate d’EDC. L’hydrazide
monoprotégée du composé 12 obtenu est ensuite totalement protégée pour donner le composé

9. Le rendement global sur ces deux étapes est de 38%.

A i) U oee ) 2
— = N —_— <,,-Boc
) YN N
o O Boc
12 9

Schéma 3.4 : Synthése de l'accepteur de Michael 9. Réactifs et conditions: i) tert-butylcarbazate, EDC.HCI,
CH,Cl,, TA, 49%; ii) Boc,0, CH,Cl,, Et;N, DMAP, 0°C a TA, 76%.

L’addition de Michael de la diéthyléne triamine sur I’accepteur 9 dans les conditions
de réactions mises au point avec 1’acrylate de fert-butyle n’a pas permis d’isoler le produit 13
souhaité¢ (Schéma 3.5). La réaction a donc été testée dans les mémes conditions avec
I’acrylamide mono-protégée 12 : le produit 14 a été détecté en LC-MS dans le mélange

réactionnel avec les autres produits d’addition, mais n’a pas été isolé.

?oc o (0] ?oc

H
Boc/N\Nk/\N/\/N\/\N/\)LN/N Boc
) H H |
i) Boc 13 Boc
H X
/\/N\/\
H,N NH
2 2 \
g Ho9 H ?
N N N
BOC/ Hk/\”/\/ \/\H/\)L” BOC

Schéma 3.5 : Addition de Michael de la diéthyléne triamine sur les composés 9 et 12. Réactifs et conditions: 1)

composé 9, MeOH, TA; ii) composé 12, MeOH, TA.

L’addition de Michael ne fonctionnant pas avec le composé 9, la voie de synthése est
modifiée pour introduire les terminaisons hydrazides apres avoir réalisé I’addition de Michael
(Schéma 3.6). Pour se faire, la diéthyléne triamine réagit sur I’acrylate de méthyle et le
compos¢ 15 obtenu est ensuite mis en présence d’hydrazine pour obtenir le produit EI-
Michael-Hyd souhaité avec un rendement global de seulement 7%. Ce faible rendement est
dt aux multiples additions de Michael qui ont toujours lieu au cours de la premicre étape,

générant de nombreux produits qu’il est par ailleurs difficile de séparer.

H 0] ii) 0] H 0]
N/\/N\/\N/\)J\O/ — H2N\Nk/\N/\/N\/\N/\)LN,NH2
H H H H

H i)
H N/\/N\/\NH — \Ok/\
2 2 H H
15 El-Michael-Hyd

Schéma 3.6 : Synthése finale du monomeére EI-Michael-Hyd. Réactifs et conditions: i) acrylate de méthyle,
MeOH, TA, 11% ; ii) monohydrate d’hydrazine, reflux, 65%.
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Cette derniere méthode de synthése, bien qu’elle permette d’obtenir le produit
souhaité, n’est pas viable pour une montée en échelle, le rendement étant trop faible et les
purifications difficiles. Une quatriéme stratégie a donc été envisagée (Figure 3.4). Il a été
choisi de procéder a la ligation de 1I’éthyléneimine centrale avec les terminaisons hydrazides
par amination réductrice. Pour faciliter a la fois la détection et la purification des produits

obtenus, 1’espaceur introduit est un groupement benzyle.

El-Hyd N., .Boc

(0] éoc
Figure 3.4 : Rétrosynthése du monomére EI-Hyd.

La premiére étape de cette syntheése consiste a faire réagir I’acide 4-formylbenzoique
avec le chlorure de thionyle et le tert-butylcarbazate pour obtenir I’aldéhyde 16 avec un
rendement de 55% (Schéma 3.8). Le composé 16 est ensuite engagé dans une réaction

996 pour obtenir le composé N-Boc-

d’amination réductrice avec la diéthyléne triamine
bishydrazide 18. La déprotection des amines par un mélange TFA/TIS/eau (95/2,5/2,5) donne

le monomere Ethylénelmine bisHydrazide (EI-Hyd) souhaité sans difficultés particuliéres.
O -OH 0, H\N,Boc H
) et i) Ho il etiv) y NNy y 18 (R =Boo)
E— R R‘NfN H H N\NfR V)
ho I El-Hyd (R = H)
16

Schéma 3.7 : Synthése du monomeére bishydrazide EI-Hyd. Réactifs et conditions : i) SOCI,, toluéne, reflux, 12
h; ii) z-butylcarbazate, Et;N, CH,Cl,, 0°C a TA, 48h; iii) diéthyléne triamine, MeOH, 0°C a TA, 48h; iv)
NaBH,;, MeOH, 0°C a TA, 24h; v) TFA/TIS/H,O (95/2,5/2,5), TA, 48h. Rendements : composé¢ 16 55%,
composé 18 26%, EI-Hyd 80%.

Il faut toutefois préciser que lors de la déprotection finale, une certaine quantité
d’amine est protonée par le TFA mais il n’est pas possible de déterminer par simple calcul la
quantité finale de sel aprés lyophilisation. Le rendement est donc déterminé par dosage RMN

'H des produits avec une solution de zert-butanol comme étalon interne.

2. Synthese du monomere éthyléneglycol bishydrazide EG-Hyd
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Les deux monomeres bishydrazides ne différent dans leur structure que par la nature
du chainon diéthyleéne triamine ou éthyléne glycol. Il est donc possible d’utiliser une voie de
synthése similaire pour le monomére EG-Hyd en remplagant la diéthyléne triamine par le
chainon éthyléne glycol lors de I’amination réductrice.

La premiére étape de la synthése est donc commune aux deux monomeres et le
composé 16 est ensuite engagé dans une réaction d’amination réductrice avec la 4,7,10-trioxa-
1,13-tridécanediamine pour obtenir le composé N-Boc-bishydrazide 19 (Schéma 3.8). La
déprotection des amines par un mélange TFA/TIS/eau (95/2,5/2,5) donne le monomeére
Ethyléne Glycol bisHydrazide (EG-Hyd) souhaité. La détermination du rendement de

déprotection finale se fait comme précédemment par dosage RMN 'H.

o OH (@] H\ .Boc
N N% “%\ 19 (R = Boc)
i) et i) iii) et iv) H N /A H V)
A —— > RN N. R
H I EG-Hyd (R = H)
16

(o)

Schéma 3.8 : Synthése du monomére éthyléne glycol bishydrazide EG-Hyd. Réactifs et conditions : i) SOCI,,
tolueéne, reflux, 12 h; ii) ¢butylcarbazate, Et;N, CH,Cl,, 0°C a TA, 48h; iii) 4,7,10-trioxa-1,13-
tridécanediamine, MeOH, 0°C a TA, 48h ; iv) NaBH,, MeOH, 0°C a TA, 24h ; v) TFA/TIS/H,O (95/2,5/2,5),
TA, 48h. Rendements : composé 16 55%, composé 19 22%, EG-Hyd 55%.

B. SYNTHESE DES MONOMERES BISALDEHYDES

1. Synthése du monomere éthyleéne glycol bisaldéhyde EG-Ald

Le monomére Ethyléne Glycol bisAldéhyde EG-Ald a été préparé par couplage de la
4,7,10-trioxa-1,13-tridécanediamine et de 1’acide 4-formylbenzoique en présence d’EDC et

d’HOB : le produit souhaité est obtenu avec un rendement de 81% (Schéma 3.9).

i o~ ~o
H2N\/\/<O\/9\/NH2 —)> /\Qﬁ(“\/\,{o\/%/nj(@/\
3 o} 3 o
EG-Ald

Schéma 3.9 : Synthése du monomeére éthyléne glycol bisaldéhyde EG-Ald. Réactifs et conditions : i) acide 4-
formylbenzoique, EDC, HOBt, Et;N, CH,Cl,, 0°C a TA, 48h, 81%.

2. Synthése du monomere guanidinium bisaldéhyde Gua-Ald
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Le monomére Guanidinium bisAldéhyde Gua-Ald est construit depuis sa terminaison
aldéhyde vers le groupement guanidinium central. Pour se faire, I’introduction du
guanidinium a tout d’abord été envisagée en faisant réagir deux équivalents d’amine sur le
bromure de cyanogéne (Schéma 3.10), de la méme maniére que ce qui avait été
précédemment effectué¢ pour le guanidinium bisphényle GuaBiPhe (c¢f. chapitre 2). Le
monomere Gua-Ald a donc été préparé en trois étapes a partir du cyanobenzaldéhyde
(Schéma 3.10). Les deux premiéres étapes consistent a protéger 1’aldéhyde avec
I’orthoformate de triméthyle, puis a réduire le nitrile avec LiAlH, pour obtenir I’amine 20.°"%
Lors de la derniere étape, I’amine 20 réagit sur le bromure de cyanogene, puis la déprotection
des aldéhydes est effectuée in situ avec un traitement a 1’acide chlorhydrique avant la

purification du produit final.

7 D) o~ ||)
O o — Q*
N7 NZ

NH, NH,
SO | O
H H
CF3COO
Gua-Ald 21

Schéma 3.10 : Synthése du monomére guanidinium bisaldéhyde (contre-ion CF;COQ) via la voie ‘bromure de
cyanogéne’. Réactifs et conditions : i) Orthoformate de triméthyle, HClo,., MeOH, 45°C, 3h30, 98% ; ii)
LiAlHy4, THF, 0°C a TA, 12h, 93% ; iii) BrCN, DIPEA, CH,Cl,, reflux, 48h ; iv) HCl 1 M jusqu’a pH 1, suivi

d’une HPLC semi-préparative, 32% (sur iii et iv).

L’amine 20 a été obtenue avec un rendement global de 91% sur les deux étapes. Par
contre, la formation du guanidinium avec I’amine 20 et le bromure de cyanogeéne, non décrite
dans la littérature, a été plus laborieuse. En effet, lors de cette étape, il a été observé que bien
que les deux réactifs (amine 20 et bromure de cyanogéne) aient €té introduits en quantité
steechiométrique pour obtenir le guanidinium disubstitué, il restait systématiquement de
I’amine 20 résiduelle dans le mélange réactionnel, en quantité plus ou moins importante.

Lors des premiers essais, le guanidinium cétal 21 a été isolé, mais n’a généralement
pas été obtenu pur aprés une purification sur colonne de gel de silice. En effet, I’amine
résiduelle 20 peut étre présente avec le cétal 21 en sortie de colonne. D’autre part, une
purification par chromatographie sur colonne de gel de silice aprés déprotection des

aldéhydes, dans les conditions testées (¢luant dichlorométhane — méthanol) n’a pas non plus

115



Chapitre 3 :
Formation de polymeéres covalents dynamiques pour la transfection

permis de séparer correctement le guanidinium bisaldéhyde Gua-Ald de 1’amine résiduelle
lorsque cette derniere était présente dans le mélange déposé sur la colonne.

Différents tests ont été effectués pour trouver une maniere de séparer correctement
I’amine résiduelle 20 de 1’acétal 21 isolé. Un traitement aqueux a d’abord été introduit en fin
d’¢étape d’addition sur le bromure de cyanogéne, mais n’a pas ¢té concluant, une partie de
I’amine 20 passant dans la phase aqueuse a pH 9 et le guanidinium acétal 21 restant dans la
phase organique a pH 14 (sous forme guanidine). Il a également été¢ envisagé de piéger la
fonction amine primaire du composé 20 en présence d’anhydride benzoique 22 afin d’obtenir
le composé 23 (Schéma 3.11). Le milieu est extrait par de 1’eau, et le composé 23, plus
aromatique que 1I’amine 20, reste dans la phase organique. Cette méthode, facile a mettre en
ceuvre, permet donc de séparer efficacement 1’amine 20 du produit Gua-Ald (obtenu apres
acidification de la phase aqueuse d’extraction pour compléter la déprotection des acétals déja

initiée lors de I’extraction et observée par RMN 'H de la phase aqueuse).

- By -
O . (0]
~ Ny p
Feadiedl Svea
H,N Br H,N
_0 ) O
20 21 20

FPol o

NH, NH,
N)®\N iii) N)®\N
0w H H e -~ o H H 0
[©)] Br
CF3C0O0 ©
Gua-Ald Encore partiellement acétylé

Schéma 3.11 : Procédure envisagée pour neutraliser I’amine 20 résiduelle dans la voie de synthése du produit
Gua-Ald via le bromure de cyanogeéne. Réactifs et conditions : i) BrCN, DIPEA, CH,Cl,, reflux, 48h ; ii)
anhydride benzoique 22, CH,Cl,, TA, 12h; iii) HCI 0,1 M, TA, suivi d’'une HPLC semi-préparative.

Rendement : 23% isolé.

Malheureusement, le produit Gua-Ald obtenu avec cette méthode n’était pas tout a
fait pur et sa purification par chromatographie sur colonne de gel de silice était a priori
rendue difficile par la grande polarité¢ du produit. Cette derniére propriété nous a conduits a
envisager I’HPLC semi-préparative comme méthode de purification avec laquelle 1’amine 20
s’est révélée facilement séparable du produit Gua-Ald.

La procédure finale a donc pu étre simplifiée : le guanidinium acétal 21 n’est pas isolé

et il n’est pas nécessaire de neutraliser I’amine 20 par I’anhydride benzoique 22. Le produit
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Gua-Ald a ainsi pu étre obtenu pur avec un rendement de 32% au cours de 1’étape d’addition

sur le bromure de cyanogene.

Toutefois, bien que cette premicre voie de syntheése ait permis d’obtenir le produit
Gua-Ald voulu, elle ne peut pas €tre envisagée dans le cadre d’'une montée en échelle, pour
obtenir suffisamment de produit dans le but de former un polymeére avec le produit EG-Hyd.
L’¢étape limitante pour cette potentielle montée en échelle se trouve étre 1’addition de I’amine
20 sur le bromure de cyanogene. D’ une part, le suivi réactionnel de cette étape est difficile et
le rendement est plutdt faible. D’autre part, la montée en échelle sera difficile a mettre en
ceuvre s’il reste nécessaire de purifier le produit par HPLC semi-préparative. Pour essayer de
contourner ces problémes, une deuxieme voie de synthése faisant appel a des thiourées et
décrite dans la littérature a été testée (Schéma 3.12).”° A partir de I’amine 20, le guanidinium
bisaldéhyde Gua-Ald est obtenu en trois étapes: i) la réaction de I’amine 20 avec
I’isothiocyanate d’éthoxycarbonyle conduit a la formation de la thiourée 24 ; ii) cette thiourée
est couplée avec un deuxiéme équivalent d’amine 20 en présence d’EDC pour obtenir la
guanidine protégée 25 ; et iii) la déprotection des acétals et du carbamate avec une solution
d’acide chlorhydrique permet enfin d’obtenir le guanidinium bisaldéhyde Gua-Ald souhaité

avec un rendement global, aprés optimisation, de 51% sur ces trois étapes.

J

s 0 )

o~ i) NN N /&
\/@)\O/ o /oﬁ\H H
i i)

NH

)\

Gua-Ald

N

Schéma 3.12 : Synthése du monomeére guanidinium bisaldéhyde Gua-Ald via la voie thiourée. Réactifs et
conditions : 1) isothiocyanate d’éthoxycarbonyle, Et;N, CH,Cl,, TA, 2h, 90% ; ii) amine 20, EDC, Et;N, DMF,
60°C, 12h, 84% ; iii) HCI 1 M, reflux, 13h30, 86%.

Quelques modifications mineures ont €té apportées pour adapter les conditions de
syntheése décrites dans la littérature aux propriétés des produits. Ainsi, de la triéthylamine a
été ajoutée au mélange réactionnel pour former la thiourée 24 sans déprotéger les fonctions
acétals : cet ajout de base n’est pas négligeable en termes de rendement puisque pour une
méme échelle de réaction, celui-ci passe de 70% a 90% avec la triéthylamine. Lors de la
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formation de la guanidine protégée 25, un chauffage a 60°C a été effectué¢ pour accélérer la
cinétique de réaction. La déprotection du carbamate qui s’effectue avec le
bromotriméthylsilane dans la publication de référence, a ¢été¢ remplacée par une déprotection
par une solution d’acide chlorhydrique, essentiellement pour des raisons de simplicité.

Avec cette nouvelle voie de synthése, les réactions sont complétes et aucune trace
d’amine 20 résiduelle n’est présente dans les produits 24 et 25 lors de leur purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice. A I'issue de la dernic¢re étape de déprotection,
une purification du produit Gua-Ald paraissait nécessaire pour enlever les sels et les
impuretés pouvant étre présents. Une méthode de purification par chromatographie flash sur
colonne de gel de silice a donc été¢ mise au point avec un ¢luant acétonitrile — eau. Tout en
assurant la migration d’un produit aussi polaire que le monomeére Gua-Ald, cet ¢éluant plutot
inhabituel permet également de ne pas protéger de nouveau les aldéhydes lors de la
purification, contrairement a un ¢éluant dichlorométhane — méthanol.

Apres optimisation, cette synthése du monomeére Gua-Ald via la voie ‘thiourée’ a
permis une monté en échelle de la centaine de milligrammes a quelques grammes sans

difficultés particulieres.

II. REACTIONS DE POLYMERISATION ET CARACTERISATION

A. REACTION MODELE

Pour vérifier la chimiosélectivité de la réaction de condensation, une réaction modéle a
été effectuée en mélangeant, dans le méthanol et a température ambiante le composé
monohydrazide éthyléneimine 26 (issu de la déprotection du monohydrazide protégé isolé
comme produit secondaire lors de 1’amination réductrice entre le composé 16 et
I’éthylénediamine, Schéma 3.7) avec un équivalent de benzaldéhyde (Schéma 3.13). Une
analyse HPLC aprés une heure montre une conversion compléte et la formation d’un seul
compos¢ dont la masse correspond a un produit de condensation, probablement

I’acylhydrazone 27 (Figure 3.5).

118



26 27

Schéma 3.13 : Ligation entre le composé monohydrazide 26 et le benzaldéhyde. Conditions et réactifs: i) 10 mM

dans MeOH, TA, 1h.
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Figure 3.5 : Chromatogrammes HPLC du benzaldéhyde (haut) et du produit de condensation obtenu aprés une
heure de réaction avec le composé modeéle 26 et identifié par spectrométric de masse (m/z = 340,0) (bas).

Méthode I (HPLC 2), suivi a 254 nm.

Une deuxieme réaction modéle a été faite avec le monomére Gua-Ald et la
benzhydrazide dans différents solvants pour déterminer le plus approprié pour effectuer la
polycondensation (Tableau 3.). Le composé¢ 28 (Schéma 3.14) est détecté dans tous les
mélanges réactionnels. Il se trouve que parmi les solvants testés, le méthanol permet de
conjuguer cinétique et solubilisation suffisante des produits. D’autres réactions mode¢les entre
le monomere EG-AId et la benzhydrazide ainsi qu’entre les monomeéres bishydrazides et le
benzaldéhyde confirment que le méthanol est le solvant le plus approprié pour effectuer les

différentes polycondensations.

5

NH, NH
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Schéma 3.14 : Ligation entre le composé bisaldéhyde Gua-Ald (a 10 mM) et la benzhydrazide (2éq.). Effet du

solvant détaillé dans le Tableau 3..
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Tableau 3.1 : Effet du solvant sur la condensation modéle entre le monomére Gua-Ald a 10 mM et 2 équivalents

de benzhydrazide.
Solvant Observations
Plus que quelques traces de Gua-Ald aprés 6 jours a température
Méthanol

Eau 1% TFA

Tampon acétate
d’ammonium pH 4
Tampon acétate de

sodium pH 4

Acétonitrile

DMF
DMSO

ambiante. Apparition d’un précipité au bout de 6 jours.
Apparition d’un précipité immédiatement, pas de monomére Gua-

Ald dans le surnageant.

Apparition d’un précipité immédiatement, disparition du monomére
Gua-Ald du surnageant aprés 7 heures de réaction et pas d’évolution

de la composition du surnageant au-dela de ce temps.

Apparition d’un précipité au cours des premiceres 24 heures, toujours
des traces du monomére Gua-Ald au bout de 10 jours.
Solution homogéne, disparition du monomére Gua-Ald au bout de

16 jours.

B. REACTION DE POLYCONDENSATION

1. Suivi par RMN 'H

La réaction de polycondensation a ensuite ét¢ effectuée en mélangeant les monomeres

bisaldéhyde et bishydrazide en quantités steechiométriques a 200 mM dans le méthanol. Des

analyses ont été réalisées aprés évaporation du solvant et dilution dans le DMSO deutéré — ce

solvant étant le meilleur choix pour toutes les combinaisons de monomeres sur une large

gamme de concentrations —, par spectroscopiec RMN 'H (Figure 3.6) et DOSY. Les données

RMN 'H montrent la disparition totale de ’aldéhyde de départ (56 = 10 ppm, CHO) et

I’apparition de signaux caractéristiques des acylhydrazones a 6 = 12 ppm (C(O)NHN) et 6 =

8,5 ppm (C(O)NHNCH).
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Figure 3.6 : Suivi RMN 'H dans le DMSO deutéré de la réaction de condensation entre les monoméres EG-Hyd
et Gua-Ald dans le méthanol & 200 mM aprés 1 heure.

La formation d’acylhydrazones ayant ¢t¢ démontrée dans ces conditions, 1’effet de la
concentration sur le résultat de la polycondensation a été testé. En effet, la concentration est
connue pour affecter I’équilibre macrocycle — polymeére pour des réactions de polymérisation
controlées thermodynamiquement : les polymeres sont favorisés a des concentrations
dépassant la concentration effective des monomeéres tandis que les macrocycles sont
prépondérants a des concentrations plus faibles.'”!'*! Le caractére flexible de nos monoméres
devrait contribuer 4 diminuer leur concentration effective. Les données RMN 'H montre un
¢largissement des signaux lorsque la concentration augmente (Figure 3.7). A faible
concentration (10 mM), le spectre RMN 'H du Poly(EI-EG) comporte de multiples signaux

d’acylhydrazones, ce qui peut indiquer la formation de différents produits.
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Figure 3.7 : Spectres RMN 'H dans le DMSO deutéré des monoméres EG-Hyd, Gua-Ald et des réactions de

polycondensation pour la formation de Poly(EI-EG) a différentes concentrations.

2. Caractérisation par DOSY

La RMN DOSY (Diffusion Order SpectroscopY) permet de déterminer le coefficient
de diffusion d’especes chimiques en solution. Le coefficient de diffusion d’une molécule
dépendant de sa masse molaire et de propriétés hydrodynamiques comme sa taille, sa forme
ou sa charge, il permet de discriminer les espéces en présence dans un mélange. Une fois le
coefficient de diffusion D d’une molécule connu, il est possible de remonter au rayon

hydrodynamique Ry, de celle-ci a I’aide de I’équation de Stockes-Einstein (Equation 3.).

Equation 3.1

_ kgT
"~ 6mnR,

Avec : - D coefficient de diffusion en m?.s™
- kg constante de Bolzmann (1,3806488.10~ J.K")
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- T température absolue en K
- 1 viscosité du solvant en Pa.s™

- Ry rayon hydrodynamique en m.

Dans notre cas, la RMN DOSY montre la formation, a faible concentration, d’espéces
relativement petites (R, = 6 — 17 A) par rapport aux monoméres (R, = 5 — 10 A), tandis que
de beaucoup plus gros objets (R, = 134 — 157 A) sont formés a plus haute concentration
(Tableau 3.2). Il est intéressant de noter que deux produits de taille différente sont observés
quand la polycondensation est réalisée a faible concentration (10 mM, exemple en Figure
3.8), ce qui confirme 1’observation de deux types d’acylhydrazones par RMN 'H. La
dépendance vis-a-vis de la concentration observée par RMN DOSY est compatible avec la

formation de macrocycles a faible concentration et de polymeéres a haute concentration.

Tableau 3.2: Caractérisation des réactions de polycondensations par RMN DOSY. Les rayons

hydrodynamiques ont été déterminés avec 1’équation de Stockes — Einstein.

Concentration Coefficient de diffusion Rayon hydrodynamique

Composés 4
(mM) D (mzs™) A)
Gua-Ald 10 2,32x 107 5
EG-Hyd 10 1,12x 107 10
EG-Ald 10 1,73x 107 6
EI-Hyd 10 1,19x 107 9
Poly(Gua-EG) 200 7x 10" 157
Poly(Gua-EG) 10 6,4—18,6x 10" 6-17
Poly(EI-EG) 200 82x 10" 134
Poly(EI-EG) 100 1,4-327x 10" 34-78
Poly(EI-EG) 10 1,03-1,87x 107" 6-11

123



Chapitre 3 :
Formation de polymeéres covalents dynamiques pour la transfection

5]
6,4%10™ > - b prznosss A s pommmmgmmmmees x
18,6 x 10 > ~4b------F-mm--- S { t R e g ----------------- o
’ 1

i i

[ l e
|

U T T T T T T T T T T T T T T T T T T l' T T T T '_F:

12 10 g 6 4 2 F2 [ppm]

Figure 3.8 : Spectre RMN DOSY (600 MHz) du polymére Poly(Gua-EG) a 10 mM dans le DMSO-d6.

De plus, une augmentation importante de la viscosit¢ du milieu réactionnel est aussi

observée visuellement, ce qui est en corrélation avec la formation de polymére.

3. Caractérisation par MALDI-ToF et LC-MS

Une analyse de spectrométrie de masse MALDI-ToF confirme la présence

d’oligomeres a chaine ouverte ainsi que de macrocycles (Figure 3.9).
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Figure 3.9 : Spectres MALDI-ToF de Poly(EI-EG) (haut) et Poly(Gua-EG) (bas) (matrice HCCA).

L’analyse LC-MS du produit Poly(Gua-EG) met en évidence deux populations de
produits : un pic étroit (tg 2,8 minutes) qui correspond a des macrocycles [1+1] et / ou [2+2],
et un large pic (tgr 3,2 minutes) qui peut correspondre aux oligomeres (Figure 3.10). Cette
interprétation est en effet renforcée par le fait qu’une dilution de 200 mM a 1 mM entraine la
disparition du pic large et 1’augmentation du pic étroit, ce qui est compatible avec une
conversion des chaines en cycles sous I’effet de la dilution (Figure 3.11). Considérés
ensemble, ces résultats indiquent que les monomeres EI-Hyd et Gua-Ald réagissent avec leur
partenaire complémentaire, respectivement EG-Ald et EG-Hyd, pour générer des polymeres
covalents dynamiques basés sur les acylhydrazones a haute concentration (typiquement
supérieure a 100 mM) tandis que les macrocycles sont les espéces dominantes formées a
faible concentration. Le réarrangement, engendré par la dilution, des chaines polymériques en
especes cycliques plus petites s’effectue en plusieurs heures (t;, > 50 h, Figure 3.12) ce qui

laisse suffisamment de temps au polymere pour s’associer avec sa cible biomoléculaire.

125



Chapitre 3 :
Formation de polymeéres covalents dynamiques pour la transfection

100+ 318 )
H 74et
“‘ Oligomeres
Macrocycles I |
[1+1] ou [2+2] | ‘
275 “ ‘
.
M " ‘
’ L]
() ~\
L
\ .
057 | |
\h\ ‘\”‘ “\
I v
I\ \ \
‘ | 240 ‘,J‘ \
| \ /J”‘\ / . S —
0 e e T e e e Time
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 0

Figure 3.10: Chromatogramme HPLC de Poly(Gua-EG) a 1 mM dans le DMSO (injection de 6 pL). Le pic
étroit a 2,75 minutes a été identifié en masse comme correspondant aux macrocycles [1+1] et / ou [2+2] tandis

que le large pic a 3,18 minutes correspondrait aux oligoméres. Méthode I (HPLC 2), suivi a 254 nm.
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Figure 3.11: Suivi HPLC au cours du temps de la formation de macrocycles [Gua+EG] (pic a 2,7 — 2,8
minutes) sous l'effet de la dilution du polymére Poly(Gua-EG) de 200 mM a 1 mM dans le DMSO. Sur ces
exemples de chromatogrammes, la disparition des espéces oligomériques (pic large a 3,2 — 3,3 minutes) est

également observée, mais non quantifiée. Méthode I (HPLC 2), suivi a 254 nm.
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Figure 3.12: Formation au cours du temps de macrocycles (aire du pic a 2,7 - 2,8 minutes) lors de la dilution du

Poly(Gua-EG) de 200 mM a 1 mM dans le DMSO.

Le degré de polymérisation d’un polymere covalent dynamique est déterminé par la
constante d’équilibre de la réaction réversible utilisée pour assembler la chaine principale,
dans le cas présent celle de la formation d’acylhydrazone. Tandis que les résultats décrits ci-
dessus indique clairement la formation de chaines ouvertes a haute concentration, les données
obtenues par spectroscopie RMN DOSY et spectrométrie de masse MALDI-ToF tendent
plutot a indiquer la formation d’oligomeéres en lieu et place de longues chaines polymériques.
Toutefois, les clusters cationiques contenant un nombre limité et plutot faible d’unités de
liaison ont récemment montré leur capacité a complexer efficacement un ADN, soulignant ici

les potentialités d’oligoméres dynamiques pour une application en transfection.*> ¢*1%2110

III. DEGRADATION DES POLYMERES EN MILIEU ACIDE

A. DEGRADATION PAR REACTION D ’ECHANGE

1. Réaction modele

Les poly-acylhydrazones sont connues pour leur échange avec les oxyamines,
conduisant & la formation d’oximes.'"' Il a ainsi été vérifié avec le composé modéle 27,
contenant une seule acylhydrazone, que la réaction avec un exceés de méthoxyamine (5
équivalents) en solution aqueuse conduit a la formation du composé oxime 29 au détriment de

I’acylhydrazone initiale (Schéma 3.15, Figure 3.13 et Figure 3.14).
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Schéma 3.15 : Dégradation du composé modéle 27 par échange avec la méthoxyamine.
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Figure 3.13 : Suivi HPLC au cours du temps de la dégradation du composé modéle 27 en présence de 5,0

équivalents de méthoxyamine a pH 5. Acylhydrazone 27 a tg 2,7 minutes. Méthode I (HPLC 2), suivi a 254 nm.
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Figure 3.14: Dégradation du composé modéle 27 en présence de 5,0 équivalents de méthoxyamine a différents

pH. Suivi HPLC de la disparition de I'acylhydrazone initiale.
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2. Dégradation du polymere Poly(Gua-EG)

Pour vérifier la nature dynamique des polyméres, la stabilité du produit Poly(Gua-
EG) a ainsi été suivie par HPLC a différents pH en présence de 5 équivalents de
méthoxyamine par acylhydrazone (estimée par rapport au nombre de fonctions aldéhydes
initiales), la méthoxyamine pouvant agir comme un terminateur de chaine (Figure 3.15). La
formation de la bisoxime GuaOx et du bishydrazide EG-Hyd suit une cinétique du pseudo
premier ordre, confirmant donc que le produit Poly(Gua-EG) est capable de subir 1’échange
de monomeres (Figure 3.17 et Figure 3.18). Les résultats obtenus mettent également en
évidence que le composé Poly(Gua-EG) est relativement stable a pH 7,0 tandis que 1’échange
avec la méthoxyamine a facilement lieu a pH acide, les temps de demi-vie (t;,) de la
formation du guanidinium bisoxime GuaOx montrant une forte dépendance au pH (t;, > 200

heures a pH 7,0 ; t;», = 54 heures a pH 5,0 ; Figure 3.17).

H H
Polv(GuaEe) oy TR

EG-Hyd

Figure 3.15: Dégradation du polymére Poly(Gua-EG) par action de la méthoxyamine.
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Figure 3.16 : Suivi HPLC de la dégradation du polymére Poly(Gua-EG) par échange avec la méthoxyamine a

pH 5. Monomére EG-Hyd a tz 2,0 minutes et composé GuaOx a tg 3,9 minutes. Méthode I (HPLC 2), suivi a
254 nm.
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Figure 3.17: Cinétique et temps de demi-vie de formation du guanidinium bisoxime GuaQOx a partir du composé

Poly(Gua-EG) en présence de 5,0 équivalents de méthoxyamine a différents pH. ! Estimation, temps de demi-

vie non atteint.
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Figure 3.18: Cinétique de formation du bishydrazide EG-Hyd a partir du composé Poly(Gua-EG) en présence

de 5,0 équivalents de méthoxyamine a différents pH.

B. DEGRADATION PAR HYDROLYSE

L’hydrolyse directe du composé modele 27 contenant une seule acylhydrazone a aussi
été testée a différents pH et suivie par HPLC (Figure 3.20). L’hydrolyse est beaucoup plus
rapide a pH 5,0 (t;2, = 50 h) qu’a pH 7,0 (t;,= 200 h), ce qui est trés intéressant pour la
conception de systemes de délivrance ‘intelligents’ qui peuvent promouvoir la sortie de

I’endosome par dégradation du cargo.
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Figure 3.19 : Suivi HPLC au cours du temps de la dégradation par hydrolyse du composé modele 27 a pH 5.
Acylhydrazone 27 a tg 2,7 minutes, benzaldéhyde a tg 3,2 minutes.
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Figure 3.20: Dégradation du composé mode¢le 27 a différents pH par hydrolyse directe.

De maniére similaire, 1’hydrolyse du composé¢ Poly(Gua-EG) dans des tampons
aqueux a ¢été suivie a différents pH. Seule la conversion polymeéres a macrocycles a été
observée, mais les résultats démontrent clairement la dépendance au pH de ce processus, la

conversion étant plus rapide a pH 4,0 qu’a pH 7,0.

Dans I’ensemble, ces résultats démontrent que ces polyméres dynamiques se

réarrangent en especes plus petites a pH acide par échange de constituants et hydrolyse.
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IV. ETUDES DE FLUORESCENCE (ESSAIS DE DEPLACEMENT DU BROMURE

D’ETHIDIUM)

La capacité¢ des polymeres dynamiques a se lier avec un double brin d’ADN a été
évaluée par un essai de déplacement du bromure d’éthidium en présence d’un double brin
d’ADN de thymus de veau dans 1’eau tamponnée a pH 7,2. La fluorescence du bromure
d’¢éthidium augmente significativement lorsque celui-ci s’intercale dans un double brin
d’ADN. Toutefois, la complexation d’un polymeére cationique peut entrainer des changements
structurels au sein du double brin d’ADN, ce qui peut diminuer son affinité¢ pour le bromure
d’¢éthidium. En conséquence, la fluorescence du bromure d’éthidium peut diminuer au fur et a
mesure de la complexation du polymeére cationique.

Une solution d’ADN de thymus de veau et de bromure d’éthidium a été dosée avec les
composés Poly(EI-EG) et Poly(Gua-EG) et I’émission de fluorescence a été suivie a 590 nm
(Figure 3.21). Les polymeres sont ajoutés a partir d’une solution mere concentrée (200 mM)
pour éviter une réorganisation constitutionnelle des polymeéres en macrocycles sous 1’effet de
la dilution. Les résultats ont ét¢ quantifiés en déterminant I’excés de charge (CE) des
polymeres cationiques par rapport a I’ADN de thymus de veau. Cet exces de charge est défini
comme le rapport du nombre nominal de charges positives des polymeéres sur le nombre de
charges négatives présentes sur I’ADN de thymus de veau. Pour le calculer, il a été considéré
que toutes les amines sont protonées et que tous les phosphodiesters portent une charge
négative. Avec ces deux hypothéses, I’exces de charges est équivalent a un ratio N/P. Les
valeurs de CEs, correspondent a I’exces de charge nécessaire pour atteindre une diminution de

50% de la fluorescence (Tableau 3.3).
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Figure 3.21: Titration par fluorescence d'une solution d' ADN de thymus de veau et de bromure d'éthidium par la
spermine, Poly(EI-EG), Gua-Ald et Poly(Gua-EG), en présence de 9,4 mM (low salt) ou de 150 mM (high
salt) de chlorure de sodium. Les expériences ont été répétées deux ou trois fois, dans 1’eau tamponnée (pH = 7,2)

ou le sérum de veau fétal. Les barres d’erreur représentent 1’écart-type.

Tableau 3.3 : Propriétés d’assemblage a I’ADN de thymus de veau pour la spermine, Poly(EI-EG), Gua-Ald et

Poly(Gua-EG) déterminées par I’essai de déplacement du bromure d’éthidium.

Composés [NaCl] (mM) Charge nominale CEs
Spermine 9.4 4+ 14,4
Poly(Gua-EG) 9,4 3+ 1,2
Poly(EI-EG) 9,4 3+ 6
Gua-Ald 9,4 1+ > 30 [
Spermine 150 4+ > 30 "]
Poly(Gua-EG) 150 3+ 1,2
Poly(EI-EG) 150 3+ >20 P!
Gua-Ald 150 1+ > 30 [

[a] Conditions : expériences effectuée dans un tampon HEPES (100 mM HEPES, 10 uM EDTA, pH 7,2) avec
9,4 ou 150 mM de NaCl. La quantité d’ADN de thymus de veau (0,1 mg) et la concentration finale en bromure

d’éthidium sont gardées constantes. [b] Valeur estimée.

La spermine a ét¢ utilisée comme témoin car c’est un ligand bien connu de ’ADN
double brin.'"? La spermine ne montre pas d’assemblage significatif avec ’ADN de thymus

de veau dans les conditions de forte salinité et seulement un assemblage modéré dans les
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conditions de faible salinité (CEsy = 14,4). Ces résultats sont en accord avec les données de la
littérature.®*

De maniére similaire, le composé Poly(EI-EG) présente également une dépendance a
la salinité typique des polyamines. Toutefois, I’ordre de grandeur des changements de
fluorescence est plus important qu’avec la spermine, une valeur de CEsy égale a 6 étant
atteinte dans les conditions de faible salinité. Cette observation confirme ainsi la nature
polymérique du composé Poly(EI-EG) et I’avantage apporté par la présentation de multiples
triamines diéthylénes au sein de la chaine principale. Il est important de noter que les PEI
atteignent généralement une complexation compléte & un ratio N/P supérieur & 4.'">

Le monomeére Gua-Ald ne présente presque pas de changements de fluorescence
quelques soient les conditions de salinité. Cependant, une rapide décroissance de la
fluorescence est observée au cours de I’addition du polymere Poly(Gua-EG) (CEsy = 1,2). 11
est également intéressant de noter qu’aucune dépendance a la salinité n’est observée dans ce
cas. Ce résultat confirme que la présence de répétitions multiples d’un groupement
guanidinium au sein de la chaine principale d’un polymeére covalent dynamique est suffisante
pour atteindre une complexation efficace de ’ADN de thymus de veau. Un essai de
déplacement du bromure d’éthidium avec une solution diluée (1 mM) de Poly(Gua-EG),
contenant essentiellement des macrocycles (visibles en HPLC), a été effectué¢ pour vérifier
qu’aucune réorganisation du polymére par dilution n’est a 1’origine de la complexation
observée : cette complexation avec ’ADN de thymus de veau étant plus faible qu’avec la
solution concentrée (CEsy supérieure a 4), il est possible de conclure que ce sont bien les
oligoméres a chaines ouvertes plutot que les espéces macrocycliques qui promeuvent la
complexation avec I’ADN par interactions multivalentes. Comparé au composé Poly(EI-EG),
le composé Poly(Gua-EG) présente une valeur de CEsg plus faible, indiquant ainsi que les
guanidiniums sont plus efficaces que les amines pour promouvoir I’interaction avec I’ADN
double brin dans ces matériaux hybrides. De petites molécules présentant des guanidiniums
ont en effet été reportées pour étre supérieures a leurs équivalents aminés en termes
d’interactions avec I’ADN.'"*

La complexation avec ’ADN de thymus de veau a aussi été testée dans le sérum de
veau fétal puisqu’il est bien connu que les protéines du plasma peuvent interagir avec les
polymeéres cationiques et déstabiliser le complexe ADN — polymere. Une diminution
significative de [’efficacit¢ d’interaction du composé¢ Poly(Gua-EG) (CEsy = 5,8) est
observée tandis que le composé Poly(EI-EG) (CEsp = 17,1) conserve 1’essentiel de son

activité. Cette observation peut s’expliquer par le fait que, contrairement au composé
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Poly(EI-EG) qui est composé d’éthylénimines de faible basicité, le composé Poly(Gua-EG)
est probablement plus protoné a pH physiologique (pKa guanidinium ~ 12,5) et pour cette

raison, plus sensible a la présence de protéines anioniques.

V. RETARD SUR GEL EN PRESENCE D’ ADN

Pour confirmer la capacité des polymeres a complexer ’ADN double brin, une
¢lectrophorese sur gel d’agarose a été réalisée : un ADN plasmidique pET-b a été utilisé et
différents ratios N/P (de 0,1 a 10) ont été testés. Les résultats mettent en évidence I’absence

de déplacement de la bande plasmidique avec la spermine, le monoméere Gua-Ald ou de

manicre plus surprenante le polymere Poly(EI-EG) (Figure 3.22).

kel
£
7
S
o

Poly(EI-EG) Spermine Gua-Ald

2 5 10 20 5 10 20 5 10 20 N/P

Figure 3.22 : Electrophorése sur gel de I’ADN plasmidique avec la spermine, Poly(EI-EG) et Gua-Ald.

Le fait que le polymere Poly(EI-EG) ne semble pas complexer le plasmide dans cette
expérience peut étre dii au pH plus haut du tampon TAE (pH = 8,2). Cela peut en effet réduire
le degré de protonation du polymere Poly(EI-EG) en comparaison de 1’expérience de
déplacement du bromure d’éthidium qui était effectuée a pH 7,2.

Cependant, la complexation est détectée par la disparition de la bande plasmidique
native avec le polymere Poly(Gua-EG) pour des ratios N/P supérieurs a 2 (Figure 3.23). En
effet, le traceur utilis¢ pour visualiser ’ADN, SYBR® Safe, est un intercalant de I’ADN
comme le bromure d’éthidium et suite a la complexation de ’ADN par le polymeére
Poly(Gua-EG), il peut ne pas pouvoir s’intercaler : la bande plasmidique reste donc invisible
sur le gel. Ainsi, I’essai de retard sur gel confirme que le polymére covalent dynamique
polyguanidinium est plus efficace pour complexer ’ADN double brin que le polymeére

polyamine.
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Figure 3.23: Electrophoréese sur gel de I'ADN plasmidique avec le polymére Poly(Gua-EG).

Considéré ensemble, ces résultats démontrent que les matériaux cationiques basés sur
les poly-acylhydrazones décrits ici sont capables de complexer efficacement ’ADN double
brin dans des tampons aqueux et le sérum biologique grace a la présentation de multiples

unités de reconnaissance le long de leur chaine principale.

CONCLUSIONS

La conception et la syntheése de deux polymeéres covalents dynamiques hybrides qui
combinent des moitiés cationiques et de courts groupements d’éthyléne glycol au sein de leur
chaine principale ont été¢ décrites. Ces matériaux sont capables de s’auto-assembler par une
réaction de polycondensation. Ce processus conduit principalement a la formation de
macrocycles a basse concentration et d’oligomeres a chaine ouverte a haute concentration,
comme I’a mis en évidence la spectroscopie RMN DOSY.

Le caractére dynamique de ces polymeéres a ét€¢ mis en évidence a travers les réactions
d’échange avec la méthoxyamine et d’hydrolyse directe. Il est intéressant de noter que
I’échange et I’hydrolyse ont lieu bien plus vite a pH 5,0 qu’a pH 7,0, ce qui est de premicre
importance pour promouvoir la sortie de 1’endosome d’un cargo suite a sa dégradation
controlée par le pH.

De plus, les essais de déplacement du bromure d’éthidium et de retard sur gel
démontrent qu’une complexation efficace de ’ADN double brin a lieu dans les tampons
aqueux comme dans le sérum biologique a des ratios N/P comparables a ceux des polymeres
PEL

En résumé, ces matériaux hybrides auto-assemblés combinent deux caractéristiques

intéressantes pour une application en tant que vecteurs ‘intelligents’ pour la délivrance de
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genes : une complexation efficace de I’ADN double brin dans les médias biologiques, et une

dégradation catalysée en milieu acide qui devrait promouvoir la sortie de I’endosome.
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Chapitre 4 :
Etudes des interactions guanidiniums — ADN par Chimie Combinatoire Dynamique

INTRODUCTION — RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

"' utilise les liaisons réversibles pour

La Chimie Combinatoire Dynamique'
déterminer les constitutions de fragments stabilisées par une cible donnée. Cette méthode
évite de longues synthéses et les nombreux essais avec chaque composé synthétis€ qu’une
approche combinatoire classique nécessite. En effet, il suffit de générer une bibliothéque de
constituants a I’aide d’une ou plusieurs liaisons réversibles et de la tester directement en
présence de cible. Si les bibliotheques sont générées dans des conditions adéquates (voir
chapitre 1), le changement constitutionnel généré par 1’interaction des constituants avec la
cible conduit a I’amplification des constituants les plus stables en présence de cible, c’est-a-
dire ceux qui ont la meilleure reconnaissance pour cette cible.

Une des difficultés majeures de la Chimie Combinatoire Dynamique consiste a trouver
une méthode d’analyse appropriée pour pouvoir séparer et quantifier correctement les
différents constituants formés au sein de la bibliotheque. Les principales méthodes
analytiques utilisées sont ’HPLC et la LC-MS bien que dans certains cas, la spectrométrie de
masse ou la RMN puissent également étre envisagées.'> Bien qu’une bibliothéque de plus
9000 constituants ait pu étre analysée par LC-MS," le nombre de constituants présents dans
une bibliothéque peut rendre difficile leur séparation et / ou leur quantification. Pour

14,15 16-18 ou de

contourner ce probléme, des bibliothéques biphasiques et I’utilisation de cibles
fragments'® immobilisés sur support solide peuvent étre une solution.

La Chimie Combinatoire Dynamique a déja été largement utilisée en présence d’acides
nucléiques.” Les premiers exemples décrits dans la littérature ont permis de discriminer les
ligands d’un complexe organométallique en fonction de leur affinit¢ pour un double brin
d’ADN immobilisé sur cellulose.'®*' Une sélectivité dans la reconnaissance d’une structure
particulieére de I’ADN, entre duplexe et quadruplexe par exemple, a aussi pu étre atteinte avec
cette méthode.””** Des modifications chimiques ont également pu étre introduites a I’aide de
liaisons réversibles sur un double brin d’ADN dans le but de le stabiliser.”> Cependant,
aucune des bibliothéques combinatoires dynamiques ciblant les acide nucléiques et décrites
dans la littérature a I’heure actuelle ne repose sur une interaction avec le squelette
phosphodiester en tant qu’origine de la reconnaissance des constituants de la bibliothéque
pour la cible.

Ce type de reconnaissance n’a ét¢ que peu étudi€¢ par comparaison avec les autres

modes d’interactions possibles avec I’ADN et peut étre li¢ a sa mise en évidence bien plus
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récente.”*?’” Pourtant, reconnaitre le squelette phosphodiester de I’ADN plutdt que les bases
pourrait permettre d’atteindre une reconnaissance universelle des brins d’ADN,
indépendamment de leur séquence. Sonder les interactions secondaires capables de stabiliser
un ligand reconnaissant un phosphodiester de I’ADN présente donc un grand intérét pour
pouvoir concevoir des ligands universels efficaces par la suite, voir des transporteurs d’ADN.
En complément de 1’approche rationnelle décrite dans le chapitre 2 et qui visait justement a
mieux connaitre les interactions gouvernant la formation d’auto-assemblages de petites
molécules ligands d’anions avec 1I’ADN, une approche combinatoire dynamique peut
permettre de compléter les observations déja effectuées. En effet, la sélection par association
s¢lective de fragments qu’elle implique peut conduire a [I’identification des fragments
stabilisant les complexes avec I’ADN. Bien qu’il demeure nécessaire de synthétiser et étudier
les composés sélectionnés par cette méthode, elle est néanmoins plus efficace qu’une
démarche rationnelle ou combinatoire « statique » pour une premicre sélection. Par rapport a
la démarche utilisée précédemment dans le chapitre 2, cette approche apporte d’autres
informations comme 1’interaction pour ’ADN de composés dont les propriétés optiques ne
permettent pas son étude spectroscopique ou encore le comportement en solution d’un
mélange de composés mis en compétition en présence d’ADN et dont les différences

d’ionisation ne permettraient pas une analyse en spectrométrie de masse.

Dans ce chapitre, des bibliothéques combinatoires dynamiques de petites molécules
organisées autour d’un groupement guanidinium, connu comme ligand d’oxoanions, ont été
générées par formation de liaisons imines entre les fragments, en absence et en présence de
cibles oligonucléotides. Cette méthodologie permet, dans le cas ou des effets de matrices sont
observées, d’¢tudier I’influence des groupements adjacents du guanidinium dans la

stabilisation des auto-assemblages constituants — ADN.

Les bibliothéques combinatoires dynamiques ont €té congues pour étre construites a
partir du monomere Gua-Ald dont la syntheése est décrite dans le chapitre précédent et de
différentes amines via des liaisons imines qui vont permettre d’obtenir des constituants
guanidinium bisubstitués en fonction des amines utilisées (Schéma 4.). La présence de cycles
aromatiques sur le compos¢ Gua-Ald va permettre sa détection et celles de ses dérivés par

spectroscopie UV.
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Schéma 4.1 : Formation générale d’imine a partir du composé Gua-Ald.

La présence de cycles aromatiques sur le composé Gua-Ald va permettre sa détection

et celles de ses dérivés par spectroscopie UV (Figure 4.).
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Figure 4.1: Spectre UV (190 — 400 nm) du composé Gua-Ald dans I'eau milli-Q.

Le choix de la liaison imine en tant que liaison réversible pour générer ces
bibliotheéques repose sur le fait que des bibliothéques combinatoires dynamiques ont déja été
générées avec cette liaison en présence d’ADN.” De plus, il est important de privilégier la
formation de systémes hétérotopiques pour sonder les interactions secondaires induites par les
groupements adjacents du guanidinium : la liaison imine répond bien a ce critére puisqu’elle
permet d’éviter la formation de diméres homotopiques contrairement a ce qui est observeé avec
la liaison disulfure (le produit Gua-Ald ne peut se lier avec lui-méme, les fonctions aldéhydes
ne pouvant pas réagir avec elles-mémes). Par ailleurs, les amines disponibles
commercialement sont nombreuses, ce qui évite des étapes de synthese supplémentaires.

Toutefois, ’ADN étant soluble dans I’eau, les bibliothéques vont étre générées en
milieu aqueux, ce qui est une difficulté pour la formation d’imines. En effet, celles-ci ne sont
généralement pas (ou peu) stables dans I’eau.***>° Pour contourner ce probléme de stabilité,

il est possible de procéder 4 une amination réductrice pour figer les équilibres.’ Au cours de
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ce type de procédure, du cyanoborohydrure de sodium, un réducteur compatible avec I’eau,
est généralement ajouté dans les bibliothéeques. En fonction des vitesses des différentes
réactions, les bibliothéques peuvent étre sous contrdle thermodynamique ou cinétique. En
effet, si la vitesse de la réduction est plus lente que celles de la formation d’imine et de la
trans-imination, la bibliothéque sera sous controle thermodynamique, le systéme pouvant
corriger ses erreurs avant le figeage des équilibres par réduction. 4 contrario, si la réduction a
lieu plus rapidement que la formation d’imine et la trans-imination, la bibliothéque sera sous
controle cinétique et les constituants seront cinétiquement piégés avant que le systéme ait pu
corriger ses erreurs. Dans le cas de ces bibliothéques sous contrdle cinétique, les bibliothéques
perdent leur caractére dynamique proprement dit, mais si la cible utilisée induit un effet de
matrice et stabilise des constituants par rapport a d’autres, des différences peuvent étre
observées et donner des indications sur I’affinité relative des différents constituants avec la
cible tout comme ce qui serait obtenu avec une bibliothéque sous controle
thermodynamique.”’ La réduction d’imines par le cyanoborohydrure de sodium étant une
technique largement utilisée dans les bibliothéques combinatoires dynamiques basées sur les
imines, la vitesse globale de I’amination réductrice a été suivie, mais nous n’avons pas suivi
les échanges d’amines dans 1’eau dans le cas de nos bibliothéques.

La reconnaissance d’anions par des petites molécules dans 1’eau peut également
s’avérer difficile, en particulier s’il n’y a pas d’effet multivalent tel que des interactions
d’empilement pour stabiliser 1’assemblage.”’>* Dans le cadre de nos bibliothéques
combinatoires dynamiques, les substituants vont donc étre de premiére importance. En effet,
leur introduction sur le constituant de départ fait varier les propriétés de celui-ci et des
interactions supplémentaires peuvent se faire entre constituants et cible ADN ou entre les
constituants eux-mémes. L’affinité des constituants pour la cible peut ainsi étre augmentée et
les auto-assemblages formés plus stables qu’avec le composant de départ.

La possibilité d’une bisfonctionnalisation des constituants au sein des bibliothéques
peut permettre d’augmenter la stabilité¢ des complexes petites molécules — ADN dans ’eau et
pourrait également permettre de générer des macrocycles ou des polymeres / oligomeres dans
les bibliotheéques par réaction du guanidinium bisaldéhyde Gua-Ald avec des diamines ou

autres composés bisfonctionnalisés.

MISE AU POINT DE L’AMINATION REDUCTRICE DANS L’EAU
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Lors de I’amination réductrice en milieu aqueux, la réduction directe des aldéhydes du

compos¢ Gua-Ald peut également avoir lieu, ce qui entraine 1’apparition de produits

secondaires (Schéma 4.2). Dans une bibliothéque générée a partir du composé Gua-Ald et

d’une seule amine, il y a en effet jusqu’a trois produits différents lorsque les réactions

d’amination réductrice et de réduction directe sont complétes. La mise au point de 1’étape

d’amination réductrice vise donc a réduire la proportion de produit directement réduit

puisqu’il ne présente pas d’intérét pour nos bibliothéques combinatoires dynamiques.

RNH,
H H —_—
\ c® i c® i c®
(¢] o
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N)(D\N/\@
H o H
S
cl OH
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R Gua-R(OH)
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R Gua Gua-R, R
NH, NH;
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H H H H
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Schéma 4.2 : Constitution générale d’une bibliothéque générée par amination réductrice entre le composé Gua-

Ald et une seule amine RNH,. Les composés Gua-R et Gua(OH) indiqués en bleu sur le schéma sont des

intermédiaires comportant encore une fonction aldéhyde qui n’a pas réagi. Les composés Gua-R,, Gua-R(OH)

et Gua(OH),, en noir, sont les composés finaux de la bibliothéque.

A. CONDITIONS DE REFERENCE ET CHOIX DE L’AMINE POUR LA MISE AU POINT DES

CONDITIONS D 'AMINATION REDUCTRICE.

Les conditions de référence pour la mise au point de I’amination réductrice ont été

définies comme étant les suivantes :

Concentration en compos¢ Gua-Ald fixée a 1 mM (concentration usuelle
pour la génération de bibliothéques combinatoires dynamiques) ;

10 équivalents d’amines (lorsque plusieurs amines seront testées dans une
méme bibliothéque, il y aura forcément un excés d’amines par rapport aux
fonctions aldéhydes ; de plus, cet exces d’amine permet de limiter les biais

possibles liés a la consommation d’un fragment dans les bibliothéques) ;
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- 10 équivalents de réducteur (cyanoborohydrure de sodium NaBH3;CN) ;

- Tampon phosphate pH 6,0 (le tampon permet de fixer le pH pour étudier
son influence sur la constitution des bibliothéques et un pH 6,0 est
compatible avec I’utilisation d’une cible ADN) ;

- Equilibration a température ambiante.

L’objectif des premieres bibliothéques étant de mettre au point I’amination réductrice,
elles ont bien évidemment €té générées en absence de cible.

Les bibliothéques ont été préparées par dilution de différentes solutions meres de
réactifs. En effet, en plus de restreindre les problémes de reproductibilité, cette méthode est
facile a mettre en ceuvre pour des petits volumes, ce qui est rendu nécessaire par les faibles

quantités disponibles des différents oligonucléotides utilisés comme cibles.

Les premiers tests d’amination réductrice ont ét¢ limités a la n-butylamine et la
benzylamine. Lors de la génération des bibliothéques avec ces deux monoamines, des
différences de réactivit¢ ont clairement été observées (Figure 4.2). Ainsi, la proportion de
produit de réduction directe est plus importante dans le cas de la n-butylamine que pour la
benzylamine. Dans les deux cas, une proportion du composé Gua-Ald est directement réduite

en alcool (produit Gua(OH),).

152



Chapitre 4 :
Etudes des interactions guanidiniums — ADN par Chimie Combinatoire Dynamique

434 214

1807 B0tes

Gua(OH)
'S

Gua-But

“ 2 Gua-Ald
Gua(OH),

373

054
4186
I N
J{L\ \‘”
. -~~~
IDD " 1 hD )

T T T T T Time
2.00 3.00

0

T T T T T T T T T T T T
0 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

1.47 214

1007 16166

Gua-Benz(OH)

‘ Gua-Ald

Gua(OH),

l 5.16

3N
054

) A \ M LJ« i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 1.00 2,00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 §.00 9.00 10.00

\ 7 @Gua-Benz,

Time

Figure 4.2 : Chromatogrammes LC-MS des bibliothéques préparées avec la n-butylamine (But, haut) ou la

benzylamine (Benz, bas) dans les conditions de référence. Méthode IV sur la LC-MS 1, suivi a 214 nm.

La benzylamine donnant de meilleurs résultats en termes de réactivité et de cinétique,
elle a été utilisée pour étudier I’influence des différents parameétres testés sur la génération des

bibliotheques.

B. INFLUENCE DU PH ET DE LA NATURE DU TAMPON

Le pH est un paramétre important pour [’amination réductrice: avec le
cyanoborohydrure comme agent de réduction, 1’amination réductrice est cinétiquement
favorisée a pH 6 — 7 tandis que la réduction directe des aldéhydes est plus rapide a pH 3 — 4.%
Il est donc particuliérement important d’étudier I’influence des variations du pH sur la
constitution des bibliothéques. Trois bibliothéques avec le composé¢ Gua-Ald et la
benzylamine ont donc été générées en présence de tampon phosphate ou acétate a différents

pH, a savoir pH 5 (tampon acétate), pH 6 (tampon phosphate) et pH 7 (tampon phosphate).
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Figure 4.3 : Chromatogrammes LC-MS aprés 48 heures (gauche) et 7 jours (droite) d’amination réductrice des

bibliothéques générées avec la benzylamine (Benz) dans les tampons acétate pH 5 (haut) et phosphate pH 6

(milieu) et pH 7 (bas). Méthode IV sur la LC-MS 1, suivi a 214 nm. Produits : ¢ Gua(OH), ; @ Gua(OH) ; ©

Gua-Benz(OH) ; A Gua-Ald ; 0 Gua-Benz et Gua-Benz,.

Pour faciliter la comparaison des bibliotheéques, la répartition des différents composés

pouvant varier, la sélectivit¢ de 1’amination réductrice par rapport a la réduction directe

(Equation 4.) a été calculée dans les trois exemples précédents (Tableau 4.).

Equation 4.1 : Formule générale de la sélectivité pour 1’amination réductrice par rapport a la réduction Sy
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Agua-r + Agua-roon) + Acua-r,

Sa/r =
/ AGua(OH) + AGua(OH)Z

Tableau 4.1 : Sélectivité Sk a temps comparable en fonction du pH du tampon phosphate utilisé pour préparer

les bibliothéques.
Tampon acétate Tampon phosphate
pHS pH 6 pH7
Sar apreés 36 heures 2,5 3,9 3,7
Sar apreés 48 heures 3,0 4,9 4,6
Sar apres 7 jours 43 7,2 6,5

Dans le cas de la bibliothéque a pH 5, la proportion de produits d’amination réductrice
est moins importante qu’a pH 6 (Sar plus faible). A pH 7, la constitution de la bibliotheque
est assez similaire a celle a pH 6. Le pH optimal pour procéder a I’amination réductrice avec

un tampon phosphate semble donc étre égal a 6.

Pour vérifier si la nature du tampon a une influence sur la constitution des
bibliotheques, une bibliothéque a ét¢ générée en présence de tampon cacodylate pH 6 et
comparée avec la bibliotheque dans le tampon phosphate pH 6. Au méme temps de réaction,
les chromatogrammes des deux bibliothéques sont similaires : la nature du tampon n’a donc
pas d’influence sur la constitution des bibliothéques et la répartition des produits aminés et

réduits.

La présence d’un tampon phosphate dans le milieu des bibliothéques, alors que leurs
constituants visent a reconnaitre les phosphodiesters des brins d’ADN, pourrait réduire, voire
anéantir, les interactions possibles entre la cible et nos composés. Pour éviter ce probléme,
une premicre possibilité aurait ét¢ de changer la nature du tampon. Malheureusement, le choix
de tampons usuels utilisables a pH 6 est relativement restreint et ces tampons contiennent le
plus souvent des composés susceptibles d’interagir avec le groupement guanidinium. Ainsi,
I’ion cacodylate, a la base du deuxiéme tampon testé, a une géométrie proche de 1’ion
phosphate (Figure 4.4) : une interaction entre le groupement guanidinium et I’ion cacodylate

serait donc possible.
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Figure 4.4 : Structure des ions cacodylate et phosphate.

Une seconde possibilité pour contourner ce probléme de compétition du tampon avec
la cible ADN consiste a ne pas utiliser de tampon. Un essai a été effectué en générant une
bibliotheque dans 1’eau milli-Q et comparé avec la bibliotheque dans le tampon phosphate a
pH 6, I’eau ayant un pH autour de cette valeur (Figure 4.5). Toutefois, dans ce cas-la, les
variations du pH ne sont plus limitées par le tampon. Pour éviter une trop importante variation
de pH, la solution mere de benzylamine utilisée pour générer la bibliothéque a été
préalablement neutralisée a pH 6. Cette neutralisation sera particulie¢rement importante par la
suite pour pouvoir comparer des bibliothéques avec des amines différentes, le pH de leur
solution mere pouvant étre tres différents. Quant au pH de la solution finale, il n’est pas connu
avec précision puisque le volume de la solution est trop faible pour permettre 1’utilisation
d’un pH-metre. Sa valeur n’a pu étre mesurée qu’a I’aide de papier pH tribandes et est

comprise entre 5 et 6.
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Figure 4.5 : Chromatogrammes LC-MS au bout de 3 jours d’amination réductrice des bibliothéques générées
avec la benzylamine (Benz) dans le tampon phosphate pH 6 (gauche) et I’eau milli-Q avec neutralisation
préalable de la benzylamine a pH 6 (droite). Méthode IV sur la LC-MS 1, suivi a 214 nm. Produits : ¢
Gua(OH); ; © Gua-Benz(OH) ; A Gua-Ald et¥x Gua-Benz,.

Pour un méme temps de réaction, en présence d’eau milli-Q, les proportions de réactif
Gua-Ald encore présent et de produit bis-aminé Gua-Benz, sont plus faibles par rapport a
celles de la bibliothéque de référence et la proportion de produit de réduction simple
Gua(OH), est plus importante. Des différences tres claires dans 1’avancement de la réaction
sont observées : I’absence de tampon semble favoriser la réduction directe par rapport a
I’amination réductrice.

La comparaison de cette bibliothéque générée dans I’eau milli-Q avec celle générée

dans un tampon acétate pH 5 conduit au méme constat, bien que le pH de la bibliotheque
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générée dans I’eau seule soit compris entre 5 et 6. L’absence de tampon entraine donc une
augmentation de la cinétique de réduction directe, ce qui induit moins de constituants aminés

dans les bibliothéques.

C. INFLUENCE DU NOMBRE D ’EQUIVALENTS D 'AMINE

Le nombre d’équivalents d’amine utilis€¢ pour générer une bibliothéque peut modifier
la sélectivité amination réductrice sur réduction directe en favorisant ou non la formation
d’imines ou iminiums dans le milieu (suite au déplacement de 1’équilibre suivant le principe
de Le Chatelier). Une bibliothéque a donc été générée en utilisant 100 équivalents de
benzylamine plutdt que les 10 équivalents des conditions de référence (Figure 4.6). Sur les
chromatogrammes, la proportion de produit bis-aminé¢ Gua-Benz, augmente fortement avec
le nombre d’équivalents d’amine : 1’amination réductrice est donc logiquement plus favorisée

avec un nombre d’équivalents élevé d’amine.
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Figure 4.6 : Chromatogrammes LC-MS au bout de 24 heures d’amination réductrice des bibliothéques générées
avec 10 équivalents (gauche) et 100 équivalents de benzylamine (droite) dans le tampon phosphate pH 6.
Méthode IV sur la LC-MS 1, suivi a 214 nm. Produits : ¢ Gua(OH); ; @ Gua(OH) ; © Gua-Benz(OH) ; A
Gua-Ald ; 0 Gua-Benz et ¢ Gua-Benz,.

Dans le cas ou une seule amine est utilisée, 1’utilisation d’un nombre d’équivalent
d’amine aussi ¢levé que 100 équivalents ne semble pas appropriée pour générer des
bibliothéques combinatoires dynamiques. En effet, la formation d’un produit majoritaire en
proportion aussi importante que celle du produit bis-aminé Gua-Benz, observée ici avec la
benzylamine pourrait rendre difficilement détectable les variations induites par I’effet de
matrice de la cible sur la formation des produits d’amination réductrice (2 moins que ce

constituant majoritaire soit fortement défavorisé en présence de cible). En présence de
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plusieurs amines en compétition, un tel nombre d’équivalent d’amines ne devrait pas poser
probléme si les réactivités des amines sont équivalentes les unes par rapport aux autres.

Des raisons d’ordre pratique s’opposent également a 1’usage d’un tel nombre
d’équivalents. Dans un premier temps, il faut pouvoir préparer une solution meére
suffisamment concentrée pour préparer les bibliothéques par dilution et en gardant la
possibilité de générer des bibliothéques avec plusieurs amines. Or, toutes les amines n’ont pas
la méme solubilité dans 1’eau : préparer une solution mere a 1 M dans 1’eau pourrait donc se
révéler ardu dans certains cas.

Dans un second temps, 1’excés d’amine peut poser probléme lors des analyses LC-MS.
En effet, I’amine seule peut étre retenue sur la colonne et visible sur le chromatogramme
comme dans le cas de la benzylamine, ce qui entraine la présence d’un pic supplémentaire
qu’il ne sera pas forcément possible d’atténuer en jouant sur la longueur d’onde a laquelle le
chromatogramme est considéré (I’exemple de la benzylamine entre dans cette catégorie).
Lorsque des bibliothéques avec plusieurs amines seront préparées, il est possible que le pic de
I’amine soit proche du pic de I’un des constituants. Dans ce cas, I’usage d’un large exces
d’amine pourrait entrainer un mauvais retour a la ligne de base entre les deux pics ou dans le
pire des cas, une superposition des pics. Méme en modifiant la méthode d’analyse, la marge

de manceuvre pourrait se révéler étroite.

D. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN GUANIDINIUM GUA-ALD

La concentration est un parameétre influant sur la vitesse de réaction, elle influe donc
sur la vitesse de génération des bibliotheques. En effet, plus la concentration est élevée, plus
la probabilité pour deux molécules de se rencontrer est importante : la probabilit¢ qu’une
réaction se produise est donc plus €levée.

La concentration est également un parametre critique pour les interactions entre
constituants de la bibliothéque et la cible. L’existence et la force de telles interactions
déterminent les constantes d’association des différents constituants avec la cible.

En considérant 1’équilibre d’un constituant A et de la cible B formant un complexe AB

(Figure 4.7), la constante d’association est définie par I’Equation 4.2.
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Figure 4.7 : Equilibre de formation d’un complexe AB a partir des réactifs A et B.
Equation 4.2

1 [AB]

Kass = Kome  TAIIB]

Si la concentration est trop faible, le complexe ne sera pas formé. Par contre, si la
concentration d’un réactif augmente et que la stoechiométrie est conservée (la concentration
du deuxiéme réactif est donc également augmentée), la concentration de complexe
augmentera a température et pression constante. Varier la concentration des constituants

d’une bibliothéque peut donc favoriser la reconnaissance de la cible et I’apparition de

changements constitutionnels.

Une bibliotheque avec la benzylamine a été générée en augmentant la concentration de

guanidinium Gua-Ald de 1 a 10 mM (Figure 4.8). Pour des raisons pratiques, la

steechiométrie de I’amine a été réduite de 10 a 5 équivalents.
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Figure 4.8 : Chromatogrammes LC-MS des bibliothéques générées avec une concentration en Gua-Ald de 1

mM (gauche) et 10 mM (droite) dans I’eau & pH 7,0. Méthode V sur la LC-MS 1, suivi a 214 nm. Produits : ¢
Gua(OH); ; © Gua-Benz(OH) et* Gua-Benz,.

L’amination réductrice est beaucoup plus rapide a 10 mM qu’a 1 mM, le réactif Gua-
Ald n’étant plus détecté au bout de 13 heures, alors qu’il est encore détecté au bout de ce
méme temps de réaction a 1 mM. Par contre, I’augmentation de la concentration initiale en
guanidinium n’influence pas la répartition entre amination réductrice et réduction directe. En
effet, bien qu’une comparaison directe des aires des constituants ne soient pas possible en

raison de la différence de concentration en guanidinium entre les deux bibliotheéques, le calcul
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de la sélectivité Sar (Equation 4.) pour chacune des bibliothéques montre que la répartition
des différents constituants est similaire en fin de réaction quelle que soit la concentration

utilisée (Tableau 4.2).

Tableau 4.2 : Sélectivités Spr en fonction de la concentration initiale en Gua-Ald.

Concentration initiale en Gua-Ald 1 mM 10 mM

SAR 2,4 2,2

L’analyse de la bibliotheque générée a plus haute concentration et avec 5 équivalents
d’amine montre donc qu’une fois 1’amination réductrice terminée, la constitution de la
bibliothéque est similaire a celle d’une bibliothéque générée a la concentration de référence
avec 10 équivalents d’amine. Cela n’exclue cependant pas une influence de la concentration

sur la constitution des bibliothéques en présence de cible.

E. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

La température est un parametre bien connu pour influencer la vitesse de réaction. En
réduisant 1’agitation thermique, la vitesse de réaction est réduite. Toutefois, la cinétique n’a
pas été suivie.

En absence de cible, I’étude de I'influence de la température a pour seul intérét de
déterminer si elle influence la sélectivité entre amination réductrice et réduction directe. Une
bibliotheque est donc générée a 4°C et comparée avec une bibliothéque équivalente générée a
température ambiante (Figure 4.9). Lors de la génération de cette bibliothéque a 4°C, aucun
précipité n’est apparu dans le mélange : aucun constituant n’est donc piégé sous forme solide

dans la bibliotheque.
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Figure 4.9 : Chromatogrammes LC-MS des bibliothéques générées avec la benzylamine (Benz) a température
ambiante (gauche) et a 4°C (droite) dans 1’eau a pH 7,0 avec une concentration en Gua-Ald de 10 mM. Méthode

V sur la LC-MS 1, suivi a 214 nm. Produits : ¢ Gua(OH), ; © Gua-Benz(OH) et ¥ Gua-Benz,.

A concentration identique, il est possible de comparer directement les aires des
différents constituants formés en fin de réaction. De faibles différences sont wvisibles,
correspondant aux erreurs et incertitudes de mesure. La sélectivité Syr a 4°C est identique a

celle observée dans les mémes conditions a température ambiante (Tableau 4.3).

Tableau 4.3 : Sélectivité Sk en fonction de la température de réaction dans les différentes conditions testées.

Conditions 4°C TA
Gua-Ald 1 mM 3,5 35
Gua-Ald 10 mM 2,2 2,4

La température n’a donc pas d’influence sur la sélectivit¢é amination sur réduction

finale des bibliothéques en absence de cible.

F. INFLUENCE D’UN PALIER D 'EQUILIBRATION AVANT REDUCTION

Dans le but de favoriser I’amination réductrice, un temps d’équilibration peut étre
introduit avant d’ajouter le cyanoborohydrure de sodium dans la bibliothéque : un tel palier
d’équilibration pourrait permettre au mélange de s’organiser et a une quantité plus importante
d’imines ou iminiums de se former.

Une bibliothéque a été générée en introduisant un palier de plusieurs heures a
température ambiante avant d’ajouter le cyanoborohydrure de sodium au mélange. Le palier

d’équilibration ne change pas la constitution finale de la bibliothéque par rapport a une
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bibliothéque similaire générée en introduisant immédiatement le réducteur apres I’ajout des
autres réactifs.

En fonction de la stabilit¢ des imines formées, il peut étre possible d’analyser
directement une bibliotheque d’imines dans un systeme eau — acétonitrile — 0,1% TFA sans
passer par I’étape de réduction.”® Toutefois, un test effectué avec le guanidinium Gua-Ald et
la benzylamine dans un milieu a pH 7 (tampon phosphate ou eau) ne nous a pas permis
d’observer autre chose que le compos¢é Gua-Ald en HPLC. La réduction par le
cyanoborohydrure de sodium est donc nécessaire dans le cas de nos bibliotheques.

Des analyses RMN 'H d’un mélange de produit Gua-Ald en présence de 10
équivalents d’amines ont été effectuées dans I’eau deutérée pour déterminer si les imines sont
formées dans I’eau avant la réduction (pD du mélange non mesuré). Au bout de 24 heures,
aucune trace d’imine n’est visible et la fonction aldéhyde du réactif Gua-Ald (6 9,93 ppm) est

toujours visible sans que I’intégration du pic n’ait par ailleurs véritablement diminué.

J '

T T T T T T T T T T T T T T
105 100 95 9.0 85 8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35
f1 (ppm)

Figure 4.10 : Comparaison des spectres RMN 'H du composé Gua-Ald dans D,O (haut) et du mélange de Gua-
Ald avec 10 équivalents de benzylamine aprés 24 heures (bas) dans D,O/H,O apreés présaturation de ’eau (pulse

50).

Pour la génération des bibliothéques, 1’ajout d’un temps d’équilibration avant la
réduction n’est donc pas nécessaire, la formation d’imines étant 1’étape cinétiquement
déterminante. Toutefois, la méme constitution finale des bibliothéques en absence de cible
n’exclut pas des différences possibles en présence de cible. Des différences ne sont pas non
plus a exclure en présence de plusieurs amines, leur réactivité pouvant différer (d’ou la

nécessité de les pondérer au maximum en jouant sur les nombres d’équivalent introduits).
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G. ETUDE DE LA REACTIVITE DES MONOAMINES

Différentes monoamines ont été testées séparément en absence de cible dans un
tampon phosphate pH 7 plutét que de I’eau a pH 7 pour éliminer toute possibilit¢ de
différences de pH entre les bibliothéques (Graphique 4.). Les différences sont bien marquées
entre les bibliothéques et I’étude de la tendance est suffisante pour les premicres
constatations. En effet, en comparant les aires obtenues pour les produits de réduction
Gua(OH) et Gua(OH); a un méme temps de réaction pour toute la série de monoamines
testée, il est facile de repérer celles en présence desquelles la réduction directe est plus

importante dans la bibliothéque (ce qui correle avec une plus faible réactivité de 1’amine vis-

a-vis de ’amination réductrice).

5000000
<
S 4000000
o
a
S 3000000
(2]
L2
2 2000000
(%)
)
©
£ 1000000
< 2 I oo e 225 sl
. N N -
& & & ¢ & & ¢ & & ¢ e
@\o & @\o RS @\o 6‘\0 *Oo \)Oo & & \@“
2 \2 NG & e P I N L X Q
\’)d % & \\\e & Y N N Q <9
Q, Y & SF N \,bc, N S C\Q
X
< N @ 3 N
& XX N
& Q
'V,b
AN

Monoamines testées

Graphique 4.1 : Aire des pics HPLC du réactif Gua-Ald et des produits formés, pour un méme temps de
réaction (4 jours), en fonction des différentes amines utilisées pour générer les bibliothéques. Sont indiqués : en
vert : aire du pic du réactif Gua-Ald ; en rouge : somme de ’aire des pics des produits réduits Gua(OH) et
Gua(OH),. Seules les aires des produits de réduction directe Gua(OH) et Gua(OH), ainsi que ’aire du réactif
Gua-Ald résiduel sont présentés car comparables entre les différentes bibliothéques (coefficient d’extinction

molaire différents pour les produits aminés, d’ou une impossibilité de comparer leur aire tant qu’ils ne sont pas

connus).
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Sur le graphique précédent, la n-butylamine se différencie particulierement des autres
monoamines testées par son absence de réactivit¢ au bout de 4 jours de réaction. Aucun
produit d’amination n’est détecté¢ dans la bibliothéque et lors des différents essais effectués
par la suite, le produit bis-aminé Gua-But, n’a jamais €été observé avec la n-butylamine
contrairement aux autres amines. L’absence de corrélation entre la réactivité et le pK, des
amines, déja connue dans la littérature,”” est observée ici. En effet, bien que la n-butylamine
ait un pK, plus élevée que celui de la benzylamine (10,60 contre 9,34 dans I’eau®’), I’amine la
plus réactive des deux est la benzylamine. Cette absence de corrélation entre pK, et réactivité
des amines peut étre due aux différences des niveaux énergétiques HOMO-LUMO de ces
deux amines.” Les différences d’hydratation pourraient également avoir une influence mais
n’étant pas quantifiées pour chaque amine, il n’est pas possible de confirmer cette hypothése.

L’¢tude de bibliothéques générées avec différentes monoamines permet donc de

constater des différences de réactivité, mais celles-ci demeurent difficiles a rationaliser.

H. CONDITIONS CHOISIES POUR LES PREMIERES BIBLIOTHEQUES ET MISE AU POINT DES
METHODES HPLC / LC-MS

Les conditions choisies pour les premieres bibliothéques correspondent aux conditions
de références utilisées, a I’exception du tampon phosphate remplacé par de 1’eau pour éviter
une compétition avec les phosphodiesters de I’ADN lorsque les bibliothéques seront générées
en présence de cible :

- Concentration en composé¢ Gua-Ald de | mM ;

- 10 équivalents d’amine ;

- 10 équivalents de cyanoborohydrure de sodium ajouté immédiatement ;
- EauapH7,0;

- Equilibration a température ambiante.

Pour I’analyse des bibliothéques, une méthode HPLC générale a été mise au point
pour optimiser au mieux la séparation des différents constituants et pouvoir facilement faire
des comparaisons. L’idée est ici d’optimiser au maximum la méthode d’analyse pour ne plus
avoir a la changer pour chaque bibliothéque avec différentes amines par la suite.

L’¢luant utilisé est un systeme eau — acétonitrile — 0,1% TFA, usuel pour les peptides
mais pas pour les oligonucléotides. Ce systéme avait déja été utilisé pour purifier le composé

Gua-Ald par HPLC semi-préparative (cf. chapitre 3) et il est également utilisé en routine sur
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les HPLC et LC-MS du laboratoire. Ce sont pour ces deux raisons que l’analyse des
bibliotheques a d’abord été essayée avec ce systeme d’¢élution. La séparation et la forme des
pics étant correctes dans ce systéme, il a été conservé pour la suite. Toutefois, il faudra veiller
a ce que ce systeme convienne pour I’analyse des bibliotheéques générées en présence d’ADN.

Des bibliothéques ont donc été préparées en absence de cible avec plusieurs amines
différentes (Figure 4.11). Le guanidinium Gua-Ald étant un composé polaire, son temps de
rétention en HPLC phase inverse est relativement faible. La fonctionnalisation par des amines
fait varier cette polarité de manicre plus ou moins importante : les différents produits obtenus
peuvent étre proches en HPLC. Pour optimiser leur séparation, le gradient a été¢ diminué et
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Figure 4.11: Chromatogrammes LC-MS des bibliothéques générées avec la butylamine (But-NH,), la
benzylamine (Benz), le 2-(2-aminoéthoxy)éthanol (EE) et la D(+)-glucosamine (Gluco) a température ambiante
dans I’eau a pH 7,0 avec une concentration en Gua-Ald de 1 mM. Méthode IV (haut) et V (bas) sur la LC-MS 1,
suivi a 214 nm. Produits : ® Gua-Gluco(OH) ; 3 Gua-EE(OH) ; ¢ Gua(OH), ; @ Gua(OH) / Gua-EE(But) ;
A Gua-(Benz)(Gluco) ; © Gua-Benz(OH) ; @ Gua-Benz et ¥ Gua-Benz,.

Des analyses en LC-MS (utilisant la méthode mise au point en HPLC) ont permis
d’identifier des constituants formés au sein des bibliothéques, notamment des constituants bis-
aminés mixtes Gua-(A)(B) (constituants bis-aminés par une amine A d’un c6té et une amine

B de I’autre).
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ESSAIS AVEC dT o ET dT4 EN SOLUTION

Une fois les conditions optimales trouvées pour effectuer I’amination réductrice avec
le composé Gua-Ald en milieu aqueux, les premiéres bibliothéques' ont été générées en
présence de cibles. Les oligonucléotides utilisés, le dTo et le dT4o, ont été choisis parce que
les seuls sites de reconnaissance connus avec le groupement guanidinium sur ce type
d’oligonucléotides sont les phosphodiesters de ’oligonucléotide.” De plus, les oligothymines

ont déja été utilisés pour matricer des auto-assemblages de petites molécules.*”

A. BIBLIOTHEQUES AVEC UNE CONCENTRATION EN COMPOSE Gua-Ald DE 1 MM

Plusieurs bibliotheques ont été générées avec la benzylamine (10 équivalents) en tant
que seule amine, en présence de dTip ou de dT4, et systématiquement comparées avec les
bibliothéques témoins correspondantes générées en absence de cible. Dans ces différentes
bibliotheéques, plusieurs parameétres ont ¢t¢ modifiés pour trouver les meilleures conditions

pour induire des amplifications claires entre les bibliothéques.

1. Difficultés de quantification des constituants des bibliotheques en présence d’ADN

Les oligonucléotides absorbant en UV, les dTo et dT4o utilisés dans les bibliothéques
sont visibles en HPLC. Dans le systéme eau — acétonitrile — 0,1% TFA utilisé en routine sur
les appareils HPLC et LC-MS, les pics de ces deux oligonucléotides sont larges et trainants
(Figure 4.12). Or, cela peut géner la quantification de certains pics de produits, en

I’occurrence le constituant bis-aminé Gua-Benz, formé avec la benzylamine.

"Le terme de bibliothéque est utilisé bien qu’une seule amine soit ajoutée et que le nombre de constituants soient
limités (trois produits seulement avec une seule amine).
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Figure 4.12 : Chromatogramme LC-MS d’une bibliothéque générée avec la benzylamine (Benz) en présence de
dT,o dans I’eau a pH 7. Méthode V sur la LC-MS 1, suivi UV sur la totalité¢ des longueurs d’ondes de 200 a 400
nm (addition des spectres UV). Produits : ¢ Gua(OH), ; © Gua-Benz(OH) et‘iﬁ( Gua-Benz,.

Les pics d’oligonucléotides dans le systéme d’¢luant eau — acétonitrile — TFA n’ayant
pas une forme correcte et équilibrée, des analyses ont été effectuées avec un systéme d’¢luant
eau — acétonitrile — acétate de triéthylammonium a pH 7, connu pour étre adapté a ’analyse
d’oligonucléotide (Figure 4.13). Malheureusement, bien que ce systéme d’¢luant permette
d’avoir des pics d’ADN fins et équilibrés, les constituants guanidiniums des bibliothéques
ont, pour un gradient d’élution similaire, des temps de rétention beaucoup trop faibles pour
permettre 1’analyse efficace des bibliothéques combinatoires dynamiques. Le systéme eau —

acétonitrile — TFA a donc été conservé pour effectuer les analyses des bibliotheéques.
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Figure 4.13 : Chromatogramme HPLC de la bibliothéque générée avec la benzylamine (Benz) en présence de
dT, dans I’eau a pH 7. Méthode : mode isocratique éluant A’’-B** 100%-0% pendant 2 minutes, puis gradient
linéaire en éluant B’” dans I’¢luant A’” de 0 a 30% en 20 minutes, puis de 30 a 100% en 4 minutes (HPLC 1).
Suivi 4 214 nm. Produits : € Gua(OH), ; © Gua-Benz(OH) et*Gua-Benzz.

Pour limiter le probléme de superposition du pic d’ADN avec ceux des constituants,
une longueur spécifique des constituants guanidiniums (Apax = 198 nm et 255 nm pour le
réactif Gua-Ald) a ¢été recherchée pour quantifier ces derniers en minimisant le signal de

I’ADN. Malheureusement, le compos¢ Gua-Ald n’ayant pas ét€ congu pour absorber au
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minimum d’absorbance de ’ADN (longueur d’onde supérieure ou égale a 300 nm), les
constituants guanidiniums n’absorbent pas dans cette gamme de longueur d’onde. Toutefois,
une analyse a 214 nm permet de limiter le signal de la cible sur les chromatogrammes des

bibliothéques et rend donc la quantification possible, a défaut d’étre extrémement précise
(Figure 4.14).

0

Figure 4.14 : Chromatogramme LC-MS de la bibliothéque générée avec la benzylamine (Benz) en présence de
dT,, dans I’eau a pH 7. Méthode V sur la LC-MS 1, suivi 4 214 nm. Produits : ¢ Gua(OH), ; © Gua-Benz(OH)
et 7.“( Gua-Benz,.

Toutes les analyses ultérieures ont donc été effectuées dans le systetme eau —
acétonitrile — TFA et pour les échantillons contenant des oligonucléotides, la longueur d’onde

a été fixée a 214 nm pour la quantification des aires des produits.

2. Influence du solvant

Deux bibliothéques ont été générées en présence de dT;yp dans I’eau a pH 7 et le
tampon phosphate pH 7 (100 mM) et comparées avec leur bibliothéques témoins respectives

générées en absence de dT o (Equation 4.3, Tableau 4.4).
Equation 4.3 : Quantification des différences d’aire pour un méme constituant entre deux bibliothéques.

Aire X(échantillon) — Aire X (témoin)

Amplification(constituant X) = Aire X (temoin)

Tableau 4.4 : Influence du tampon phosphate sur I’amplification des constituants des bibliothéques en présence

de dT, par rapport aux bibliothéques correspondantes générées en absence de dT .

Amplifications en présence de dTyy

Solvant
Gua(OH), Gua-Benz(OH) Gua-Benz,
Eau pH 7,0 +7% -16% -55%
Tampon phosphate pH 7,0 -3% -8% -9%
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Lorsque le tampon phosphate est utilisé, la présence de dT;p n’induit aucun
changement de la constitution de la bibliothéque, alors que de faibles variations sont visibles
pour les bibliothéques générées dans 1’eau a pH 7. L’absence de changement constitutionnel
en présence de tampon phosphate pourrait s’expliquer par la possible compétition des ions
phosphates du tampon avec les phosphodiesters du dT;y pour la reconnaissance des
constituants guanidiniums. Toutefois, les changements sont faibles par rapport aux variations
induites par les erreurs et incertitudes de mesures pour les produits Gua(OH), et Gua-
Benz(OH) des bibliothéques générées dans 1’eau : il reste nécessaire de démontrer 1’existence
d’un effet de matrice dans les bibliothéques en présence d’ADN.

Des essais de relargage ont été effectués avec le chlorure de sodium sur ces différentes
bibliothéques, mais n’ont pas permis d’observer de différences notables par rapport aux

chromatogrammes déja obtenus.

3. Influence de la longueur de I’oligonucléotide et de sa stoechiométrie

La longueur de I’oligonucléotide peut avoir une influence sur la stabilité¢ des auto-
assemblages formés dans les bibliothéques.*™*! En effet, des interactions secondaires telles
que des empilements peuvent stabiliser les constituants le long de la matrice. L approche
rationnelle (chapitre 2) a d’ailleurs démontré que la stabilité des auto-assemblages GuaBiPy —
ADN dépend de la longueur des matrices oligonucléotides utilisées (pour une séquence
identique). Si les bibliothéques sont générées dans les conditions appropriées de maniére a ce
que I’amplification refléte la stabilité des auto-assemblages formés, des différences pourraient
donc étre observées en fonction de la longueur de I’oligonucléotide présent.

La steechiométrie utilisée entre les fragments et la cible introduite influence les
amplifications observées dans les bibliothéques.'? Les conditions optimales doivent étre
trouvées pour permettre 1’observation d’amplifications importantes qui soient également
représentatives de D’affinit¢ des constituants pour la cible. En effet, augmenter la
concentration de cible peut permettre d’observer des amplifications plus importantes.
Toutefois, I'utilisation d’un large exces de cible peut également biaiser les bibliotheques en
faveur de constituants n’ayant pas la meilleure affinité pour la cible mais dont la formation
permet de diminuer 1’enthalpie libre totale du systéme, les quantités de fragments présents

étant alors limitées.
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Différentes bibliothéques ont donc été générées en présence de dT;o ou de dT4o avec
des stoechiométries de 1 ou 10 bases T par réactif Gua-Ald, soit 1 ou 10 phosphodiesters par

constituant guanidinium (Tableau 4.5).

Tableau 4.5 : Influence de la longueur de I’oligonucléotide et de la steechiométrie en oligonucléotide sur la

constitution des bibliothéques générées dans I’eau a pH 7,0.

Amplifications en présence de cible

Equivalents de bases T

Oligothymine Gua(OH), Gua-Benz(OH) Gua-Benz,
par réactif Gua-Ald
1 +7% -16% -55%
dTy
10 +8% -45% *
1 -29% -49% -62%
dTy
10 -56% -55% *

*Produit difficilement discernable car masqué par le pic d’ADN.

Des changements constitutionnels par rapport aux bibliothéques témoins sont visibles
dans tous les cas et les observations suivantes peuvent étre faites : plus I’oligonucléotide est
long, plus les changements sont importants tandis que la stoechiométrie a une influence plus
limitée. Toutefois, les variations observées sont relativement faibles.

De plus, alors qu’aucune précipitation n’est visible dans les bibliothéques avec cible,
tous les produits diminuent par rapport aux bibliothéques témoins, ce qui n’est pas logique.
En effet, lorsque certains produits diminuent dans une bibliothéque combinatoire dynamique,
d’autres constituants sont amplifiés, ce qui n’est pas le cas ici. Il serait possible d’expliquer
cette tendance si les produits formés, ou au moins certains d’entre eux, étaient retenus sur la
cible ADN. Malheureusement, 1’ajout de chlorure de sodium comme agent chaotrope dans les
différentes bibliothéques n’a pas permis de confirmer cette hypothése et aucun produit ne
semble retenu sur I’ADN. L’ajout d’agents compétiteurs comme des ions phosphates ou
d’autres agents chaotropes comme le chlorure de guanidinium tout comme la dénaturation par
ajout d’urée n’ont pas éte testés.

L’inhibition des réactions de réduction et d’amination réductrice en présence de cible
peut également étre une explication : bien qu’aucun pic de réactif Gua-Ald ne soit visible sur
les chromatogrammes des bibliothéques en présence d’ADN, il est possible que du produit
soit encore présent dans le mélange mais ne soit pas discernable du pic d’ADN encore visible

a214 nm.

4. Influence de la température
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La température est un parametre important pour la stabilité¢ d’un auto-assemblage avec
I’ADN.* La stabilité des doubles brins d’ADN est d’ailleurs caractérisée par une température
de demi-fusion Ty, (melting temperature) qui est la température a laquelle 50% de la totalité
des molécules d’ADN d’une séquence donnée est hybridée sous forme de double brin, les
50% restants demeurant dissociés sous forme de simple brin.

D’apres les lois de la thermodynamique, toute constante d’équilibre est dépendante de
la température (Equation 4.4). Ce constat s’applique évidemment aux constantes d’association
caractérisant des phénoménes de reconnaissance tels que ceux sur lesquels repose la

génération de bibliothéques combinatoires dynamiques.

Equation 4.4

A,.G° = —RTIn(K)
Avec :
- AG" enthalpie libre standard de réaction (J.mol™) ;
- R constante des gaz parfaits (~8,314 J.mol" . K™") ;
- T température (K) ;

- K constante d’équilibre.

En fonction des paramétres thermodynamiques de 1’équilibre, une diminution de la
température peut entrainer une augmentation de la constante d’équilibre. Par exemple, un
double brin d’ADN se dissocie en simple brins lorsque la température augmente. La plus
grande stabilité des auto-assemblages guanidiniums — ADN a faible température a également
été démontrée avec I’approche rationnelle présentée précédemment (chapitre 2).

Générer des bibliothéques a plus faible température pourrait permettre d’observer des
changements plus importants en présence de cible par une meilleure stabilisation des
assemblages formés. Des bibliothéques ont donc été préparées a 4°C et comparées aux

bibliothéques générées a température ambiante (Tableau 4.6).
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Tableau 4.6 : Amplifications observées pour les différentes bibliothéques générées a 4°C dans I’eau a pH 7,0

(équilibration de 21 heures a 4°C avant ajout du réducteur NaBH;CN).

Amplification
Oligothymine Equivalents en base Gua(OH), Gua-Benz(OH) Gua-Benz,

1 +16% -7% -29%
dTy

10 -34% -41% -46%

1 -28% -42% -72%
dTy

10 -56% -61% -78%

Peu de différences sont observées par rapport aux mémes bibliothéques générées a
température ambiante. Par exemple, les amplifications observées pour les bibliothéques en
présence de dT4 sont identiques a 4°C et a température ambiante. La tendance a la diminution
de tous les constituants dans les bibliothéques avec cible est retrouvée. De nouveau, 1’ajout
d’agents chaotropes comme le chlorure de sodium ou le chlorure de guanidinium n’ont pas
permis d’observer le décrochage de constituants retenus sur I’ADN. La diminution de la
température ne permet donc pas d’observer de variations plus importantes entre les

bibliotheéques avec et sans cible.

B. BIBLIOTHEQUES AVEC UNE CONCENTRATION EN COMPOSE Gua-Ald DE 10 MM

Les premiéres bibliothéques avec une concentration en réactif Gua-Ald de 1 mM
n’ayant pas données de résultats probants, une seconde série de bibliothéques est générée en
augmentant la concentration de réactif Gua-Ald a 10 mM. Pour ne pas préparer de nouvelles
solutions d’amines, la steechiométrie de celles-ci a été réduite a 5 équivalents par composé
Gua-Ald.

De méme que précédemment, plusieurs bibliothéques ont été générées avec la
benzylamine comme seule amine, en présence de dT;o ou de dT4 (1 équivalent en base T par

guanidinium), dans I’eau a pH 7,0. Des bibliotheques ont ét¢ générées a température ambiante

et a 4°C (Tableau 4.7).
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Tableau 4.7 : Amplification des constituants dans les bibliothéques avec cible en fonction de la longueur de

I’oligonucléotide et de la température de réaction (concentration en guanidinium Gua-Ald initiale de 10 mM).

Amplification

Oligothymine  Température Gua(OH), Gua-Benz(OH) Gua-Benz,

Ambiante -15% -9% -35%

dT;
4°C -22% -41% -13%
Ambiante -11% -12% +76%

dT4
4°C -6% -9% +69%

Avec le dT)o, la constitution des bibliothéques change assez peu par rapport a celles
des bibliotheques témoins correspondantes, quelle que soit la température a laquelle elles ont
été générées, et aucune tendance claire ne se dégage.

Avec le dT49, une amplification du produit bis-aminé Gua-Benz, est visible a 4°C
comme a température ambiante. La quantification de 1’aire du pic du produit bis-aminé¢ Gua-
Benz, n’est pas la plus précise que 1’on puisse obtenir (le pic de I’ADN demeurant visible a
214 nm et se superposant assez partiellement au pic mesuré), mais I’amplification calculée est
tout de méme représentative des phénomenes observés.

Malheureusement, lorsque les bibliothéques ont ét¢ générées avec d’autres lots de
dT4, les amplifications observées dans les premicres bibliothéques n’ont plus été obtenues
par la suite (Tableau 4.8). Les contradictions observées pour deux lots différents de dT4o ne
permettent donc pas de conclure sur les essais avec cette cible. Par ailleurs, il n’est pas exclu
que ce probléme de reproductibilité des résultats soit également rencontré avec les
bibliotheques générées en présence de dTjo, qui n’ont pas été répétées car les variations entre
bibliothéques avec cible et témoin étaient beaucoup moins importantes que celles observées

avec le dTyo.

Tableau 4.8 : Amplifications observées pour des bibliothéques générées en présence de dT4o en fonction du lot

de I’oligonucléotide (Gua-Ald 10 mM, benzylamine, eau a pH 7,0).

Amplification
Lot de dTy, Gua(OH), Gua-Benz(OH) Gua-Benz,
DP-01-011-4-F1 -11% -12% +76%
Eurogentec lot 5127733 -23% -40% +8%

Le lot de dT4 est le seul parametre qui a été changé entre les deux séries de

bibliotheéques. Les autres solutions sont identiques et le mode opératoire de la premiére série
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de bibliotheques a été¢ reproduit a la lettre. Les deux lots de dT4 incriminés ont donc été
analysés par HPLC dans le systéme eau — acétonitrile — acétate de triéthylammonium pH 7,0
(Figure 4.15). Or, leur temps de rétention respectif différe a concentration similaire. Cette
différence de temps de rétention peut s’expliquer si les deux oligonucléotides ne sont pas de
méme nature ni de méme longueur, ou si 'un des deux s’est dégradé, ou encore si des
appariements T-T**** changent la conformation d’un des dT4 (ce qui entraine un repliement
des simples brins sur eux-mémes et change la disponibilit¢ des phosphodiesters pour les

guanidiniums des bibliothéques).
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Figure 4.15 : Chromatogrammes HPLC de deux lots de dT,. En haut, le lot DP-01-011-4-F1 avec lequel des
amplifications ont été observés dans les bibliothéques ; en bas, le lot Eurogentec 5127733 avec lequel aucune
amplification n’a pu étre reproduite. Méthode : mode isocratique éluant A’’-B*’ 100%-0% pendant 2 minutes,
puis gradient linéaire en ¢luant B’” dans 1’éluant A’ de 0 a 30% en 20 minutes, puis de 30 a 100% en 4 minutes

(HPLC 1), suivi a 254 nm.

Dans le cas ou des appariements T-T auraient lieu, un chauffage préalable de ’ADN
devrait permettre de déstabiliser ces appariements T-T et de revenir a une conformation de
simple brin. L’analyse HPLC du dT4y Eurogentec lot 5127733 apres un cycle de chauffage —

refroidissement a permis d’observer que le profil HPLC de 1’oligonucléotide était modifié
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sans toutefois correspondre a celui du dT4 DP-01-011-4-F1 (Figure 4.16). D’ailleurs, une
nouvelle bibliothéque avec la benzylamine, générée en présence du dTs Eurogentec (lot
5127733) préalablement chauffé¢ a 90°C pendant 30 minutes, présente une diminution
significative du produit bis-aminé Gua-Benz, en présence de dT4o, a I’'inverse de ce qui a été

observé dans les bibliotheéques précédentes.
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Figure 4.16 : Chromatogrammes HPLC du dT,, Eurogentec lot 5127733 avant et aprés chauffage a 90°C
pendant 30 minutes. Méthode : mode isocratique éluant A’’-B’’ 100%-0% pendant 2 minutes, puis gradient
linéaire en éluant B’’ dans 1’éluant A’* de 0 a 30% en 20 minutes, puis de 30 a 100% en 4 minutes (HPLC 1) ;

suivi a 254 nm.

Aux vues des faibles amplifications obtenues et des problémes de reproductibilité
rencontrés, les résultats obtenus sont loin d’étre satisfaisants. De plus, la présence d’un pic
d’ADN visible en HPLC lors de I’utilisation d’oligonucléotides en solution rend difficile la
quantification précise des constituants. Pour résoudre ce probléme, il faudrait pouvoir retirer
la cible de la bibliotheque avant I’analyse. Pour se faire, plusieurs méthodes sont
envisageables. Il est ainsi possible de procéder a une dialyse de la bibliothéque pour séparer
I’ADN des petites molécules ou d’utiliser un ADN modifi¢ par de la biotine ou un support

solide.

175



I11.

Chapitre 4 :
Etudes des interactions guanidiniums — ADN par Chimie Combinatoire Dynamique

ESSAIS AVEC ADN/DT SUR CELLULOSE

L’utilisation d’une cible sur support solide'®'®

a paru intéressante a tester car elle est
facile a mettre en ceuvre et permet de travailler avec des volumes relativement faibles.
Différents types de supports solides peuvent étre utilisés pour immobiliser un ADN.
Ce peut étre un polymeére comme le polystyréne ou la cellulose, ou une bille magnétique.
L’important dans le cadre de nos bibliothéques combinatoires dynamiques est d’avoir un
support solide inerte vis-a-vis des constituants des bibliothéques et de I’amination réductrice :
c’est a priori le cas pour les trois supports solides cités plus hauts. Le choix du support solide
s’est fait en fonction de la disponibilit¢ commerciale des différents ADN et de leur prix ainsi
que des produits et appareillages disponibles au laboratoire. La cellulose a été utilisée car il

est facile de se procurer différents ADN immobilisés sur ce support, et aucun appareillage

particulier n’est nécessaire.

A. CONDITIONS ET METHODE DE GENERATION DES BIBLIOTHEQUES

Deux types d’ADN sur cellulose ont pu étre testés : un ADN de thymus de veau
simple brin et un oligo(dT) simple brin. Les bibliothéques générées avec les ADN sur support
solide ont systématiquement été comparées aux bibliothéques générées sans cible en solution
(tétmoins) et a celles générées en présence du support solide seul (Figure 4.17). Ces
bibliotheques avec la cellulose microcristalline seule permettent de vérifier que le support

solide n’a pas (ou peu) d’influence sur la constitution finale de la bibliotheéque.
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Bibliothéque témoin sans cible :
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Figure 4.17 : Illustration schématique de la procédure suivie pour générer et analyser les différentes

bibliothéques.

Les surnageants des bibliothéques étant analysés en LC-MS, des lavages des supports
solides ont également été¢ systématiquement effectués et analysés pour déterminer si des
constituants €taient sélectivement retenus sur la cible ou le support solide.

La concentration en réactif Gua-Ald a été fixée a 1 mM et les bibliotheques ont été
générées dans 1’eau milli-Q. Des bibliothéques ont également ét¢ générées dans un tampon
phosphate pH 6,0 pour déterminer si une compétition entre les ions du tampon et les
phosphodiesters de I’ADN avait lieu pour I’interaction avec les constituants guanidiniums.

La quantit¢ d’ADN introduite dans les bibliothéques a quant a elle été estimée a
environ 1 équivalent en phosphodiesters, donc 1 équivalent en bases. Il a donc préalablement

fallu estimer la quantité d’ADN immobilisée sur la cellulose.

Pour le simple brin d’ADN de thymus de veau sur cellulose, le fournisseur indique la
masse d’ADN par rapport a la masse totale (dans notre cas, 4 mg d’ADN par gramme de
cellulose). I suffit d’estimer la masse molaire de I’ADN pour déterminer la quantité¢ d’ADN
présente sur la cellulose, et savoir combien peser de cellulose en fonction du volume de la
bibliothéque souhaité.

Pour estimer la masse molaire d’un simple brin d’ADN, il est nécessaire de connaitre
le nombre des différentes bases. Les masses molaires des nucléotides étant connues, le calcul

dans le cas général est ensuite aisé (Equation 4.5).
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Equation 4.5

Mapny = NaMgamp + NeMaryp + NeMagup + NcMgeyp — (Nror — 1)Mpy, 0

Avec :

M pn masse molaire estimée de I’ADN (en g.mol'l) ;

Nx nombre de bases X ;

Maxmp masse molaire du nucléotide dXMP (en g.mol'l) ;

Nrot nombre total de bases ; Ntot — 1 représente le nombre de molécules
d’eau éliminées lors de la formation des liaisons phosphodiesters entre les
oligonucléotides ;

Mo masse molaire des molécules d’eau éliminées lors de la formation des

liaisons phosphodiesters entre les nucléotides (18 g.mol™).

Dans le cas d’un simple brin d’ADN de thymus de veau, le nombre de bases total

(environ 50 000 bases) et la répartition des différentes bases (41,9% de bases G-C et 58,1% de

bases A-T) sont connues : cela revient a connaitre indirectement le nombre de chacune des

bases. Dans ce cas précis, la formule générale de I’Equation 4.5 devient ’Equation 4.6.

Equation 4.6

M, +M

M; + M
_ l T l G C
MADN thymus de veau — NBases <%:1n—OTX 2 + %anBCX 2 ) + MHZO

Avec :

MADN thymus de veau Mmasse molaire estimée d’un simple brin d’ADN de thymus
de veau (en g.mol™) ;

NBases nombre total de bases (~50 000) ;

%L pourcentage molaire de bases A et T (41,9% soit 41,9/100) ;

%L pourcentage molaire de bases G et C (58,1% soit 58,1/100).

La masse molaire d’un simple brin d’ADN de thymus de veau est ainsi estimée a

environ 15 445 482 g.mol™". Comme la masse d’ADN par gramme de cellulose est connue, il

est ensuite simple d’estimer la quantit¢ d’ADN par gramme de cellulose. Dans le cas de notre

ADN de thymus de veau sur cellulose, cette derniere est donc estimée a 2,59. 10" nmol.
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Connaissant la quantit¢ d’ADN immobilisés sur la cellulose, il suffit a présent de
I’exprimer en quantité de phosphodiesters immobilisés sur la cellulose, ce qui équivaut a

’exprimer en quantité de bases par gramme de cellulose (Equation 4.7).

Equation 4.7

Np/g de cellulose = nODN(X)/g de cellulose ><NBases

Avec :
- 1p/g de cellulose quantité de phosphodiester par gramme de cellulose (mol/g) ;
- TNODN(X) / g de cellulose quantité d’oligonucléotide X par gramme de cellulose
(mol/g) ;

- Ngases nombre de bases de I’oligonucléotide X.

Pour I’ADN de thymus de veau sur cellulose, la quantité de phosphodiesters est de

12,95 umol par gramme de cellulose.

Pour 1’oligo(dT) sur cellulose, la masse molaire du simple brin d’ADN peut étre
estimée de la méme maniere que pour celle de I’ADN de thymus de veau, mais sa séquence
étant connue précisément, le calcul de la masse molaire est effectué¢ a 1’aide de calculateurs en
ligne.**® L’oligo(dT) comportant un maximum de 20 thymines par brin, la masse molaire
maximale est donc de 6022,0 g.mol™".

Par contre, contrairement a ’ADN de thymus de veau sur cellulose, le fournisseur
n’indique pas la masse d’oligo(dT) par rapport a la masse de cellulose, mais une capacité
d’hydridation CH avec des poly(A), exprimée en absorbance a 260 nm par gramme de
cellulose. Cette capacit¢ d’hybridation permet d’estimer la quantité d’oligonucléotides
complémentaires qui est retenue par hybridation sur 1’oligo(dT) par gramme de cellulose.
Malheureusement, la longueur des poly(A) utilisés pour déterminer cette capacité
d’hybridation n’est pas connue, ce qui ne permet pas de calculer cette quantité de maticre
avec précision.

Il n’est donc pas possible d’estimer la quantité d’oligo(dT) par gramme de cellulose.
Pour des raisons pratiques, une quantité identique de support solide a donc été utilisée avec

I’ADN de thymus de veau sur cellulose et 1’oligo(dT) sur cellulose. Toutefois, il est
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nécessaire de garder a I’esprit que si la quantit¢é d’ADN de thymus de veau sur cellulose est

estimée, la quantité d’oligo(dT) utilisée pour générer les bibliothéques est inconnue.

B. BIBLIOTHEQUES AVEC DES MONOAMINES

1. Bibliothéques avec une seule monoamine

Les premiéres bibliothéques ont d’abord été générées avec une seule monoamine dans
chaque bibliothéque pour étudier le comportement de chacune d’elles vis-a-vis des cibles
testées et faire varier différents parametres.

a. Premieres bibliotheques avec la benzylamine dans ’eau

Dans un premier temps, plusieurs bibliotheques ont été générées avec la benzylamine

seule (Figure 4.18). Quatre types de bibliothéques différentes ont été préparés : deux avec les

cibles oligo(dT) ou ADN de thymus de veau sur cellulose, un troisieme avec de la cellulose

microcristalline seule et le dernier en tant que témoin en solution, sans support solide.
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Figure 4.18 : Chromatogrammes LC-MS des surnageants et lavages des bibliothéques générées avec la
benzylamine (Benz) en présence d’oligo(dT) sur cellulose dans 1’eau milli-Q. A : surnageant de la bibliothéque
en présence d’oligo(dT) sur cellulose ; B : lavage de I’oligo(dT) sur cellulose ; C : surnageant de la bibliothéque
en présence d’ADN de thymus de veau sur cellulose ; D : lavage de I’ADN de thymus de veau sur cellulose ; E :
surnageant de la bibliothéque en présence de cellulose microcristalline; F: lavage de la cellulose
microcristalline ; G : bibliothéque témoin en solution. Les lavages de 1’oligo(dT) sur cellulose et de la cellulose
ont été effectués avec une solution de tampon phosphate 1 M pH 6,0. Méthode V sur la LC-MS 1, suivi a 214
nm. Produits : ¢ Gua(OH), ; © Gua-Benz(OH) et Gua-Benz,.
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Des différences flagrantes sont visibles entre les surnageants des deux bibliothéques
avec les cibles sur support solide et les bibliotheques témoins avec support solide et en
solution. En effet, les produits aminés Gua-Benz; et Gua-Benz(OH) sont moins présents que
le produit de réduction directe Gua(OH), dans les surnageants qui ont été en présence
d’ADN. L’analyse des lavages des supports solides avec ou sans cible par un tampon
phosphate montrent que les constituants aminés sont formés mais sont retenus sur les cibles
ADN. Cette rétention sélective peut étre quantifiée en calculant les sélectivités amination sur

réduction Sxr (Equation 4.) pour chaque analyse (Graphique 4.2).

5
B Surnageant oligo(dT) sur
cellulose
4 B [ avage oligo(dT)
= Surnageant ADN de thymus de
w3 veau sur cellulose
:g B [avage ADN de thymus de veau
s
3
g 2 B Surnageant cellulose
Lavage cellulose
1
Témoin en solution
0

Graphique 4.2 : Sélectivité S des surnageants et lavages des bibliothéques générées en présence d’oligo(dT)
sur cellulose et d’ADN de thymus de veau sur cellulose, avec la benzylamine dans 1’eau milli-Q. Lorsque les

bibliothéques ont été répétées deux ou trois fois, les barres d’erreurs représentent les écarts-types.

La similarité des sélectivités Sar des surnageant et lavage de la bibliotheque générée
en présence de cellulose seule avec la sélectivité Sar de la bibliothéque témoin en solution
met en évidence que le support solide seul a peu d’influence sur la constitution finale des
bibliothéques et ne retient pas plus les produits aminés Gua-Benz, et Gua-Benz(OH) que le
produit de réduction directe Gua(OH)s.

Par contre, d’importantes diminutions des sélectivités Syr sont observées dans les
surnageants des bibliotheques générées en présence de cible sur cellulose, ce qui correspond a
la diminution, voire la disparition, des produits aminés Gua-Benz, et Gua-Benz(OH) qui a
été observée sur les chromatogrammes précédents (Figure 4.18). Les valeurs plus importantes
des sélectivités Spr des lavages des supports solides de ces bibliothéques indiquent que la
proportion de produits aminés est plus importante dans le lavage que dans le surnageant

correspondant. Ces résultats mettent en évidence que les produits aminés Gua-Benz, et Gua-
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Benz(OH) sont sélectivement retenus sur les cibles ADN par rapport au produit de réduction
Gua(OH);.

L’importance de la rétention sélective dépend cependant de la nature de la cible. En
effet, des différences sont visibles entre les sélectivités Sar des surnageants des bibliothéques
en présence d’oligo(dT) et d’ADN de thymus de veau sur cellulose : la rétention sélective est
plus importante sur I’oligo(dT) sur cellulose que sur I’ADN de thymus de veau sur cellulose.
De méme, la sélectivité Sar est plus importante dans le lavage de I’oligo(dT) sur cellulose
que dans celui de ’ADN de thymus de veau sur cellulose : cette tendance corréle avec la
moindre rétention des produits aminés sur I’ADN de thymus de veau par rapport a
I’oligo(dT). Cette différence de rétention peut étre due a la quantit¢ d’ADN différente
présente dans les bibliothéques avec 1’oligo(dT) ou ’ADN de thymus de veau sur cellulose.
Les différences de séquences et de longueurs de ces deux oligonucléotides peuvent également
jouer.

D’autres modes d’interactions peuvent ¢galement coexister avec 1’interaction entre le
guanidinium et le squelette phosphodiester et expliquer les différences observées entre les
deux cibles, notamment dans les lavages. En effet, ceux-ci s’effectuent avec un tampon
phosphate qui va jouer un role de compétiteur avec les phosphodiesters de I’ADN : les
lavages contiendront donc les constituants qui interagissaient avec les phosphodiesters, mais
ils ne décrocheront pas forcément les constituants qui interagissent a un autre niveau sur
I’ADN (intercalation par exemple). Cela peut également expliquer pourquoi la sélectivité Sar
du lavage de ’ADN de thymus de veau sur cellulose est moins importante que celui du lavage

de I’oligo(dT) sur cellulose.

b. Role compétiteur du tampon phosphate

Pour confirmer si les constituants des bibliothéques interagissent au niveau des
phosphodiesters, les mémes bibliothéques ont été générées dans un tampon phosphate pH 6,0
a la place de I’eau milli-Q. Comme pour les lavages, le tampon phosphate va étre en
compétition avec les phosphodiesters des ADN pour I’interaction avec les constituants
guanidiniums. Sur les chromatogrammes HPLC (Figure 4.19), des différences par rapport
aux bibliotheques avec cible générées dans 1’eau milli-Q sont visibles, notamment la présence
plus importante du produit Gua-Benz, dans le surnageant des bibliotheques avec 1’oligo(dT)

et ’ADN de thymus de veau sur cellulose.
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Figure 4.19 : Chromatogrammes LC-MS des surnageants et lavages des bibliothéques générées avec la
benzylamine (Benz) en présence d’oligo(dT) sur cellulose dans le tampon phosphate pH 6 (100 mM). A :
surnageant de la bibliothéque en présence d’oligo(dT) sur cellulose ; B : lavage de 1’oligo(dT) sur cellulose ; C :
surnageant de la bibliothéque en présence d’ADN de thymus de veau sur cellulose ; D : lavage de I’ADN de
thymus de veau sur cellulose ; E : surnageant de la bibliothéque en présence de cellulose microcristalline ; F :
lavage de la cellulose microcristalline ; G : bibliothéque témoin en solution. Les lavages de 1’oligo(dT) sur
cellulose et de la cellulose ont été effectués avec une solution de tampon phosphate 1 M pH 6,0. Méthode V sur

la LC-MS 1, suivi 4 214 nm. Produits : ¢ Gua(OH), ; © Gua-Benz(OH) et Gua-Benz,.
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Pour faciliter la comparaison entre les différentes bibliothéques, la rétention sélective
des produits aminés par rapport aux produits de réduction sur la cible ou le support solide peut

étre calculée (Equation 4.8).

Equation 4.8 : Formule générale de la rétention sélective des produits aminés sur une cible ADN ou la cellulose.

Sa/r(lavage)
Sa/r(surnageant)

RSL/S =

La comparaison des rétentions sélectives RSy /s entre bibliothéques générées dans 1’eau
et le tampon phosphate met en évidence la moindre rétention des constituants dans les
bibliotheques générées dans le tampon phosphate pH 6,0 (Graphique 4.3). Aucune rétention
sélective n’est observée sur la cellulose (RSy/s proche de 1) : le support solide n’induit donc

pas de rétention sélective de certains constituants.

45

40 T
335
2 H Oligo(dT) sur
o 30 1
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S 25 - B ADN de thymus de
"E veau sur cellulose
g 20 ) Cellulose
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8 °
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€ 4
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4 RSL/S=1
0 -4
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Graphique 4.3 : Rétention sélective RSy 5 des produits aminés par rapport aux produits de réduction dans les
différentes bibliothéques générées avec la benzylamine dans 1’eau milli-Q ou le tampon phosphate pH 6,0.

Lorsque les bibliothéques ont été répétées deux ou trois fois, les barres d’erreurs représentent I’écart-type.

Lorsque toutes les autres conditions sont identiques, les sélectivités Sar sont plus
faibles dans les bibliotheques générées dans 1’eau milli-Q que dans celles générées dans le
tampon phosphate pH 6,0. Cette observation s’explique par le fait que 1’absence de tampon
favorise la réduction directe par rapport a ’amination réductrice, comme cela a ét¢ observé
précédemment lorsque les différents paramétres influant sur 1’amination réductrice ont été
étudiés (voir 1.). Le calcul des rétentions sélectives sur les cibles et supports solide permet de

normaliser ces différences.

185



Chapitre 4 :
Etudes des interactions guanidiniums — ADN par Chimie Combinatoire Dynamique

Les rétentions sélectives RSy /s différent entre les bibliothéques dans 1’eau et le tampon
phosphate. Si la rétention sélective RSy s de la bibliothéque en présence d’oligo(dT) dans
I’eau est 23 fois plus importante que celle de la bibliotheque témoin avec la cellulose, cette
augmentation n’est plus que de 4 fois pour les mémes bibliothéeques dans le tampon
phosphate. La rétention est donc plus faible en présence de tampon phosphate : le tampon
joue donc bien le role de compétiteur vis-a-vis des phosphodiesters pour I’interaction avec les
constituants des bibliothéques.

Comme dans 1’eau et pour les mémes raisons, la rétention est moins importante avec
I’ADN de thymus de veau qu’avec ’oligo(dT) sur cellulose dans le tampon phosphate. En
termes de rétention, 1’intérét d’utiliser un ADN de thymus de veau est donc moindre. Les
bibliothéques seront donc par la suite générée avec 1’oligo(dT) sur cellulose comme seule

cible.

c. Différences de rétention en fonction de la nature des monoamines présentes

Comme une rétention sélective des constituants aminés a été observée avec la
benzylamine, d’autres monoamines aux propriétés différentes (aromatiques, chargées, ...) ont
été testées séparément. L’idée est ici de voir si les différences qui pourront étre observées
dans les bibliothéques peuvent étre mises en relation avec les différences structurelles des
amines et apporter une explication a la rétention sélective observée.

Des monoamines apparentées mais portant des substituants différents ont d’abord été
testées et comparées a la benzylamine (Tableau 4.9). Ces amines sont la L-phénylalanine
(aromatique), la L-leucine (aliphatique), la L-arginine (chargée positivement), la L-histidine

(aromatique avec possibilité de liaison H) et I’acide L-cystéique (chargé négativement).
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Tableau 4.9: Propriétés acido-basiques des différentes monoamines testées dans les bibliothéques

combinatoires dynamiques3 7 et types de leur substituant.

Amines Structure pK, COOH pK, NH, Autre pK, pl

Benzylamine 9,34

o
o)
L-phénylalanine WOH 2,18 9,09 5,48
NH,
o
L-leucine 2,32 9,58 5,97
ijH
N o
NH,

H

L-arginine b : 2,03 9,00 12,10 10,76
o
- .
L-histidine ¢ mw 1,70 9,09 6,04 7,59
o
Acide L-cystéique 5 om 1,89 8,70 1,30
O NH,

Les rétentions sélectives RSy /s des différentes bibliothéques ont été calculées et des
tendances différentes sont observées en fonction du substituant présent sur la monoamine

(Graphique 4.4).
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Graphique 4.4 : Rétention sélective RS /s des différentes bibliothéques en fonction des monoamines testées.

Bibliothéques générées dans 1’eau milli-Q.

Les sélectivités Sy étant calculées a partir des aires des constituants, elles dépendent

des coefficients d’extinction molaires des différents produits et ne peuvent donc pas é&tre
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comparés directement entre deux monoamines, puisque les produits impliqués ne sont pas les
mémes. Toutefois, ces différences de coefficient d’extinction molaire sont atténuées lors du
calcul des rétentions sélectives RSps, rendant possible le dégagement d’une premicre
tendance.

Quelle que soit ’amine présente, la cellulose n’a pas ou peu d’influence sur la
constitution finale des bibliothéques. En effet, les sélectivités Sar du surnageant et du lavage
des bibliotheques générées en présence de cellulose sont similaires a celle de la bibliotheque
témoin en solution correspondante (non présentées). Les différences observées dans les
bibliotheques avec 1’0ligo(dT) sur cellulose sont donc toujours dues a 1’oligo(dT) et non a la
présence de cellulose.

Si les valeurs des rétentions sélectives RSy /s des bibliothéques avec 1’oligo(dT) sur
cellulose sont comparées entre elles, on remarque qu’il n’y a rétention sélective sur
I’0ligo(dT) des produits Gua-R; et Gua-R(OH) que pour la benzylamine et la L-arginine.
Pour les L-phénylalanine et L-histidine, les rétentions sélectives sont équivalentes a celles des
bibliothéques correspondantes avec la cellulose: 1’oligo(dT) ne retient donc pas
préférentiellement les produits aminés Gua-R; et Gua-R(OH) plutdét que le produit de
réduction directe Gua(OH),.

Dans le cas des L-leucine et acide L-cystéique, les valeurs des rétentions sélectives
sont inférieures a celles des témoins avec la cellulose correspondants. La situation est donc
inversée par rapport a ce qui est observée avec la benzylamine : ¢’est le produit de réduction
directe Gua(OH), qui est ici préférentiellement retenu. Cela signifie que la substitution
apportée par I’amination réductrice ne stabilise pas I’interaction avec I’ADN.

En raisonnant en termes de structures, ces résultats montrent que les groupements
cationiques favorisent la rétention sélective sur I’ADN tandis que les groupements
aliphatiques ou anioniques ne favorisent a priori pas I’interaction avec 1’oligonucléotide.

Des différences sont visibles entre la benzylamine et la L-phénylalanine alors qu’elles
portent toutes deux un substituant aromatique. En considérant la structure de ces deux amines,
il est facile de repérer que leur principale différence se situe au niveau de la fonction acide
carboxylique présente sur la L-phénylalanine puisque celle-ci est un acide aminé. Or, cet
acide carboxylique est sous forme carboxylate a un pH d’environ 6 (les acides aminés sont
sous forme zwitterionique a ce pH) : la L-phénylalanine porte donc une charge négative qui
n’est pas présente sur la benzylamine. Comme 1’exemple avec 1’acide L-cystéique montre que

les substituants anioniques défavorisent la rétention sur I’ADN, il est possible que la présence
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du carboxylate sur la L-phénylalanine annule le bénéfice apporté par le cycle phénylique
qu’elle comporte.

Pour vérifier cette hypothese, des bibliothéques ont été générées avec des acides
aminés dont la fonction carboxylate est protégée par un ester et dans la mesure du possible,
avec des amines proches structurellement des acides aminés mais sans leur fonction
carboxylate.

Ainsi, les mémes bibliothéques ont été générées avec 1’ester fert-butylique de L-
phénylalanine et la rétention sélective RSy s sur I’oligo(dT) sur cellulose est comparée a celles
observées pour la benzylamine et la L-phénylalanine (Graphique 4.5). Bien qu’il soit plus
encombré qu’'un ester méthylique, 1’ester tert-butylique de L-phénylalanine a été utilis¢ car il
¢tait déja disponible au laboratoire. Avec 1’ester fert-butylique de L-phénylalanine, la
rétention sélective RSy /s sur 1’oligo(dT) augmente de manicre significative par rapport a celle
de la bibliothéque générée avec la L-phénylalanine. Méme si elle n’est pas aussi prononcée
que celle de la benzylamine, cette tendance indique qu’il y a rétention sélective des produits
Gua-R; et Gua-R(OH) sur I’oligo(dT) dans les bibliotheques générées avec 1’ester tert-
butylique de L-phénylalanine. Ce résultat met en évidence que « masquer » la charge négative

de la L-phénylalanine permet de retrouver une rétention sur I’ADN.
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Graphique 4.5 : Rétention sélective RSy /s des différentes bibliothéques générées avec la benzylamine, la L-

phénylalanine et I’ester fert-butylique de L-phénylalanine dans 1’eau milli-Q.

Des bibliotheques ont également été préparées avec 1’ester méthylique de L-leucine
pour étre comparées avec la L-leucine. La comparaison des rétentions sélectives RSy s met en
évidence que la tendance observée précédemment se confirme également avec des amines

aliphatiques (Graphique 4.6). Toutefois, I’effet semble moins important qu’avec les amines
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aromatiques. Il est possible que les groupements aliphatiques apportent moins de stabilité aux
assemblages constituants — ADN que des groupements aromatiques, mais cette hypothése
devra étre vérifiée par des expériences de compétition. Il est également possible que la nature

des groupements esters soit a 1’origine des différences observées.
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Graphique 4.6 : Rétention sélective RSy 5 des différentes bibliothéques générées avec la L-leucine et 1’ester

méthylique de L-leucine dans 1’eau milli-Q.

Lors de la premiere comparaison des amines, la L-arginine était sortie du lot
puisqu’elle était le seul acide aminé a étre sélectivement retenue sur I’ADN. Des
bibliothéques ont été préparées avec 1’agmatine et I’ester méthylique de L-arginine pour voir
si ’absence ou le masquage de la charge négative amplifie la rétention des produits aminés
Gua-R; et Gua-R(OH) sur I’ADN (Graphique 4.7). Avec ’agmatine, les produits aminés
sont retenus si fortement sur I’ADN qu’ils ne sont pas détectés dans le surnageant (d’ou une
estimation grossiere de la valeur de la rétention sélective RS 5). Avec I’ester méthylique de
L-arginine, la rétention sélective RSy, sur 1’oligo(dT) est plus importante qu’avec la L-
arginine : pour une méme quantité de produit de réduction directe Gua(OH), (les aires de ce
produit sont similaires dans les deux lavages), une proportion plus importante de produits
aminés Gua-R; et Gua-R(OH) est donc récupérée dans le lavage de 1’oligo(dT) avec I’ester
méthylique. La tendance déduite des différentes s€lectivités Sar semble donc aller dans le

sens d’une amplification de la rétention sur ’ADN en absence de charge négative.
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Graphique 4.7 : Rétention sélective RSy 5 des bibliothéques générées avec 1’agmatine, la L-arginine et I’ester

méthylique de L-arginine dans I’eau milli-Q.

Considérés ensemble, ces résultats montrent que la nature des amines utilisées dans les
bibliothéques joue un rdéle important dans une potentielle stabilisation de 1’auto-assemblage
constituants — ADN, observée par la rétention sélective de certains constituants sur 1’oligo(dT)
sur cellulose dans plusieurs des bibliothéques générées. Les groupements favorisant la
rétention sélective des constituants sur ’ADN sont les groupements cationiques et
aromatiques. A I’inverse, la présence de charges négatives défavorise fortement la rétention
sur ’ADN et peut entrainer la perte du bénéfice acquis avec un groupement stabilisateur.

Cette tendance reste cependant a confirmer par des mises en compétitions.

2. Compétition avec plusieurs monoamines

Générer des bibliothéques contenant le réactif Gua-Ald et plusieurs monoamines va
permettre de déterminer, parmi les amines présentes, quelles sont celles qui favorisent la
stabilisation des constituants avec la cible oligonucléotide. Cependant, il peut étre nécessaire
de corriger la réactivit¢ des amines pour que tous les constituants puissent étre formés.
Lorsque la différence de réactivité est trop importante, la formation d’un ou plusieurs produits
peut en effet étre favorisée par rapport a d’autres. Cette formation privilégiée peut biaiser les
bibliotheéques et rendre caduque les résultats obtenus.

Par exemple, lors de la génération d’une bibliothéque avec le réactif Gua-Ald et un

nombre équimolaire de benzylamine et de L-leucine (10 équivalents de chaque amine), le
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compos¢ bis-aminé¢ Gua-Leu; formé avec la L-leucine n’est pas détecté alors que dans une
bibliotheque avec la L-leucine comme seule amine, il était bien présent. Une correction des
réactivités de la benzylamine et de la L-leucine sera donc nécessaire dans une bibliotheque les

contenant.
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Figure 4.20 : Chromatogrammes LC-MS des bibliothéques générées avec 10 équivalents de benzylamine (haut),
10 équivalents de L-leucine (milieu) et un mélange de 10 équivalents de benzylamine et de 10 équivalent de L-
leucine (bas) dans 1’eau milli-Q. Méthode V sur la LC-MS 1, suivi a 214 nm. Produits : ¢ Gua(OH), ; @ Gua-
Leu(OH) ; © Gua-Benz(OH) ; A Gua-Leu, et Gua-Benz,.

La correction de la réactivité des amines se fait en jouant sur le nombre d’équivalents
d’amine introduit dans la bibliothéque. Diminuer la steechiométrie d’une amine permet de
pondérer sa réactivité et, a contrario, ’augmenter doit favoriser la formation d’une quantité
plus importante de constituants dérivés de 1’amine. Cette correction n’est pas nécessaire

lorsque les amines ont une réactivité similaire, mais ce n’est pas toujours le cas dans nos
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bibliotheques. En effet, des différences marquées vis-a-vis de I’amination réductrice ont déja
¢été observées entre les différentes monoamines en absence de cible (voir précédemment 1.G).

Comme il n’est pas possible de comparer les aires des constituants fonctionnalisés par
les différentes amines entre eux, la réactivité des amines avec le réactif Gua-Ald peut étre
estimée en comparant la proportion de produit de réduction directe Gua(OH), obtenue dans
les différentes bibliothéques générées en absence de cible dans des conditions identiques. Plus
I’aire du produit Gua(OH); est importante, moins 1’amine est réactive dans les conditions
utilisées. Dans un premier temps, la comparaison des aires du produit de réduction Gua(OH);
observées dans les différentes bibliothéques avec une seule amine peut ainsi aider a estimer le
nombre d’équivalents d’amines a utiliser dans les bibliothéques avec mise en compétition
pour que les amines présentes dans le mélange aient une réactivité similaire. Cependant, il
demeure important de vérifier que les bibliothéques générées ne sont pas biaisées. L’absence
d’un produit aminé dans une bibliothéque témoin avec plusieurs amines alors que ce méme
produit était présent dans la bibliothéque avec une seule amine devra attirer 1’attention.

Avec nos cibles sur support solide, ce sont les sélectivités Syr qui ont été comparées
entre bibliothéques pour savoir dans quel sens avait évolué la constitution finale de la
bibliothéque en présence de cible. En présence de plusieurs amines dans une méme
bibliotheque, cette sélectivité perd son intérét. En effet, dans le cas d’une bibliotheque
préparée avec deux amines aux effets contraires sur la rétention des constituants sur la cible,
la sélectivité Sa/r serait équivalente a celle d’une bibliothéque ou la constitution finale n’a pas
changée : la sélectivité Spr ne refléte donc pas toujours les changements survenus dans les
bibliotheéques en présence de cible.

Des bibliothéques ont été générées avec deux amines au lieu d’une pour confirmer les
observations faites précédemment avec les bibliothéques avec une seule amine et, si possible,
discriminer les amines en fonction de la force de rétention sélective de leur constituants sur la
cible ADN. Une nouvelle sélectivité Sajax a été définie pour comparer les bibliothéques
générées (Equation 4.9). Comme pour la sélectivité Spr, cette sélectivité Sajaz n’est pas
comparable pour deux bibliothéques ne comportant pas les mémes amines, mais va permettre
des comparaisons entre surnageants, lavages et témoins en solution (Tableau 4.10). Il faut
également noter que les produits mixtes Gua-(A1)(A2) ne sont pas pris en compte pour le

calcul de cette sélectivité.
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Equation 4.9 : Formule générale de la sélectivité amine 1 / amine 2 Spj/ao.

S _ Aire[GR(OH) amine 1] + Aire[GR; amine 1] 1
AY/42 ™ pire [GR(OH) amine 2] + Aire[GR, amine 2] Saz/a1

Tableau 4.10 : Sélectivité Saj/a, des différentes bibliothéques générées avec deux monoamines différentes. Les

amines 1 et 2 sont indiquées par les abréviations Al et A2 respectivement.

Cible et / ou support solide Oligo(dT) sur cellulose Cellulose Aucun
Phase Surnageant Lavage Surnageant Lavage Témoin
Al = Benzylamine 10 eq + A2 = taurine 10,2 eq 0,12 3,85 0,92 1,52 1,21
Al = L-arginine 10 eq + A2 = L-leucine 10 eq 0,06 3,06 0,74 1,35 1,03
Al = L-arginine 9,5 eq + A2 = L-phénylalanine 14,1 eq 0,06 1,75 0,47 0,75 0,59

Similairement a la rétention sélective des produits aminés par rapport aux produits de
réduction RSy /s, une rétention sélective des produits de I’amine 1 par rapport aux produits de
I’amine 2 RSa /a2 peut étre exprimée a partir des sélectivités Saj/az des surnageants et lavages
des bibliothéques en présence de cible ou de support solide (Equation 4.10) et permettre des

comparaisons plus aisées.

Equation 4.10 : Formule générale de la rétention sélective des constituants générés a partir d’une amine 1 par

rapport a ceux générés a partir d’'une amine 2 dans les bibliothéques en présence de cible ou de support solide.

Sa1/a2(lavage)
Sa1/42(surnageant)

RSAl/AZ =

Cette rétention sélective peut permettre de déterminer quelle amine est a 1’origine des
constituants les plus retenus sur la cible et a été calculée pour les différentes bibliothéques

préparées avec deux amines différentes (Graphique 4.8).
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Graphique 4.8 : Rétention sélective des amines RSaj/a, des différentes bibliothéques en fonction de leur

composition en amines.

La cellulose n’a pas d’impact sur la répartition finale des constituants en fonction des
amines, la sélectivité Saj/a2 étant similaire dans le surnageant de la cellulose, le lavage de la
cellulose et la bibliothéque témoin en solution. Cette observation n’est pas surprenante
puisque la cellulose ne retenait pas sélectivement de constituants dans les bibliothéques
générées avec une seule monoamine, mais elle permet de confirmer que la cellulose n’a pas
d’influence sur la répartition des différents constituants des bibliotheéques.

Des différences de rétention sélective plus ou moins marquées en fonction des
mélanges étudiés sont par contre observées entre les bibliothéques avec la cible et les
bibliothéques correspondantes contenant uniquement la cellulose.

Ainsi, les constituants dérivés de la benzylamine sont sélectivement retenus sur
I’0ligo(dT) par rapport aux dérivés de la taurine. De méme, les dérivés de la L-arginine sont
préférentiellement retenus sur I’ADN plutdét que les dérivés de la L-leucine et la L-
phénylalanine. Vu les tendances des rétentions sélectives entre produits aminés et produits de
réduction RSy/s qui ont été observées précédemment avec les bibliothéques préparées avec
une seule amine, ces résultats n’ont rien de trés surprenant mais confirment les observations
précédentes. Il est clair que les groupements cationiques favorisent la rétention sélective des
constituants sur la cible ADN contrairement aux groupements anioniques qui sont fortement

déstabilisants pour une interaction constituants — ADN.
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Des bibliotheques ont été générées avec I’agmatine et la taurine, mais des produits
peuvent étre superposés sur le chromatogramme LC-MS, la méthode HPLC utilisée ne
permettant pas une séparation efficace.

Un cinquieme mélange d’amines composé de benzylamine (Benz, 10 équivalents) et
d’agmatine (Agm, 14 équivalents) a également ét¢ utilisé mais les bibliothéques obtenues sont
biaisées, le produit Gua-Agm, obtenu avec 1’agmatine n’est pas présent dans la bibliotheque
témoin contrairement au produit bis-amin¢ avec la benzylamine. Une rétention sélective des
produits aminés avait ét¢ observée dans les bibliothéques préparées avec chaque amine
séparément et il n’était pas possible de conclure quant a une rétention sélective sur I’ADN des
constituants dérivés de 1’une ou I’autre amine. Une diminution du nombre d’équivalents de
benzylamine introduits dans les bibliothéques ne permet d’observer que des traces de produit
bis-aminé¢ Gua-Agm; dans les bibliothéques témoins, bien que la quantité¢ de produits générés
a partir de la benzylamine diminue de maniére significative (produit bis-aminé Gua-Benz;
peu intense avec 3 équivalents de benzylamine). La rétention sélective du produit monoaminé
Gua-Agm(OH) par rapport aux produits aminés Gua-Benz(OH) et Gua-Benz, observée
dans ces différentes conditions ne peut donc étre considérée comme indiscutable vue la
persistance des biais présents dans les bibliothéques. Des essais avec une quantité plus
importante d’agmatine doivent étre réalisés pour €éliminer ces biais.

La rétention sélective des différents constituants des bibliothéques sur 1’oligo(dT) sur
cellulose dépend de leur structure chimique. En rationalisant les différents résultats de mise en
compétition, la tendance d’un groupement ou substituant, a stabiliser 1’auto-assemblage
constituants — ADN suit I’ordre suivant : groupement cationique > aromatique > aliphatique
>> anionique.

La rationalisation de la stabilisation d’un auto-assemblage petite molécule —
oligonucléotide n’ayant jamais été effectuée et la méthode utilisée pour parvenir a ces
résultats n’ayant pas été testée avec un autre modéle connu, il est cependant nécessaire de
valider la méthode utilisée en confirmant les résultats obtenus avec une méthode déja validée
comme la spectrométric de masse MALDI-ToF. Toutefois, ces premiers résultats sont
intéressants pour mieux comprendre les interactions petites molécules — phosphodiesters de

I’ADN et completent les résultats du chapitre 2.

C. BIBLIOTHEQUES AVEC DES DIAMINES
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Le composé Gua-Ald étant un guanidinium bisaldéhyde, il est susceptible de réagir
avec des diamines pour former des macrocycles ou des oligoméres / polyméres.!’ Les
conditions utilisées jusqu’a présent pour générer les bibliothéques sont a priori peu favorables
a la formation de tels objets, sauf si un effet de matrice suffisamment important est induit par
la cible. Connaissant la disposition d’un oligonucléotide, il pourrait étre possible de favoriser
la formation d’oligo-guanidinium le long du squelette phosphodiester de la cible, sous réserve
que la taille des « monomeres » leur permettent de s’organiser le long du brin d’ADN et d’étre
liés entre eux par réaction avec une diamine jouant le rdle d’espaceur. Concernant de
potentiels constituants macrocycliques, leur formation ne semble pas favorable en raison de
I’exces de diamines utilisé lors de la génération des bibliotheéques. De plus, la chaine carbonée
des diamines n’interagit a priori pas avec les bases de I’ADN, ne permettant pas une pré-
organisation des fragments de la bibliothéque autour de la matrice ADN.

Des bibliotheques ont donc été générées avec différentes diamines dans les mémes
conditions que pour les monoamines. Une premiére vision d’ensemble peut €tre obtenue en
comparant la tendance suivie par les rétentions sélectives RSy s (Equation 4.8) des différentes
bibliotheques (Graphique 4.9). 1l est intéressant de remarquer ici que quelle que soit la
diamine considérée, les produits aminés sont préférentiellement retenus sur I’ADN plutdt que
le produit de réduction directe Gua(OH),. Toutefois, les produits d’amination susceptibles
d’étre formés sont plus nombreux que dans le cas des monoamines puisqu’il faut y rajouter
tous les produits linéaires issus de la « poly-amination » et les macrocycles. La situation est
donc plus complexe et la comparaison des sélectivités Spr n’est pas suffisante pour conclure

sur de possibles changements constitutionnels au sein des bibliothéques.
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Graphique 4.9 : Rétention sélective RSy /5 des différentes bibliothéques en fonction de la diamine présente.

Bibliothéques générées dans 1’eau milli-Q avec 10 équivalents de diamine.

Pour les diamines dont la chaine carbonée (pouvant comporter des hétéroatomes)
comprend trois atomes ou plus, les constitutions des bibliothéques sont assez similaires et
I’exemple avec le 1,5-diaminopentane refléte la tendance générale (Figure 4.21). Dans le cas
général, le produit bis-aminé Gua-R; est systématiquement retenu sur 1’oligo(dT). Bien que
ce soit peu visible a la seule vue des chromatogrammes, ce produit est également amplifi¢ en

présence de cible.
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Figure 4.21 : Chromatogrammes LC-MS des surnageants et lavages des bibliothéques générées avec le 1,5-
diaminopentane en présence d’oligo(dT) sur cellulose dans 1’eau milli-Q. A : surnageant de la bibliothéque en
présence d’oligo(dT) sur cellulose ; B : lavage de 1’oligo(dT) sur cellulose ; C : surnageant de la bibliothéque en
présence de cellulose microcristalline ; D : lavage de la cellulose microcristalline ; E : bibliothéque témoin en
solution. Les lavages de 1’oligo(dT) sur cellulose et de la cellulose ont été effectués avec une solution de tampon
phosphate 1 M pH 6,0. Méthode VIII sur la LC-MS 2, suivi a 214 nm. Produits : @ [1+1] ; A Gua-R, ; © Gua-
R(OH) et ¢ Gua(OH),.
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L’amplification du produit Gua-R; en présence de 1’oligo(dT) a été quantifiée pour les
différentes diamines en comparant les aires du produit dans le lavage de 1’oligo(dT) sur
cellulose et la bibliothéque témoin en solution (Equation 4.3, Tableau 4.11). Pour toutes les
diamines dont la chaine carbonée (hétéroatomes inclus) est de trois atomes ou plus, le produit
Gua-R; est toujours amplifié¢ mais il est difficile de rationaliser les différents degrés
d’amplification observés en fonction de la longueur de chaine des diamines. Egalement
visibles sur les chromatogrammes, les macrocycles [1+1] ne sont pas amplifiés. Les
macrocycles [2+2] ne sont quant a eux pas détectés dans les bibliothéques (ou alors,

seulement a 1’état de traces).

Tableau 4.11 : Amplification du produit Gua-R, dans le lavage de 1’oligo(dT) sur cellulose par rapport au
témoin en solution. Le produit Gua-R; n’est pas détecté dans le surnageant de la bibliothéque avec 1’oligo(dT)

sur cellulose sauf avec 1’éthylénediamine ou il est présent a 1’état de traces (amplification -98%)).

Amplification de Gua-R, dans le
Diamine testée lavage de I’oligo(dT) par rapport

au témoin en solution

Ethylénediamine -2%

1,3-diaminopropane +421%
1,4-diaminobutane +166%
1,5-diaminopentane +127%
2,2°-oxydiéthylamine +832%
2,2’-(éthylénedioxy)bis(éthylamine) +579%
4,9-dioxa-1,12-dodécanediamine +94%
4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine +165%

La constitution des bibliothéques avec 1’éthylénediamine, diamine testée la plus
courte, ne suit pas la tendance générale comme le met en évidence 1’absence d’amplification
du produit Gua-R; en présence d’oligo(dT) (Tableau 4.11), bien que les produits aminés
soient sélectivement retenus sur la cible. Les chromatogrammes LC-MS des bibliothéques
préparées avec cette diamine mettent en évidence la présence dans le lavage de 1’oligo(dT) sur
cellulose d’un produit absent dans tous les autres surnageants et lavages, identifi€¢ comme le
produit linéaire Gua;R; (Figure 4.22). La formation de ce produit linéaire Gua;R;
uniquement en présence d’oligo(dT) et sa rétention sélective sur I’oligo(dT) démontrent que

la cible oligo(dT) sert ici de matrice pour former le produit linéaire.
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Figure 4.22: Chromatogrammes LC-MS des surnageants et lavages des bibliothéques générées avec

I’é¢thylénediamine en présence et absence d’oligo(dT) sur cellulose dans 1’eau milli-Q. A : surnageant de la

bibliothéque en présence d’oligo(dT) sur cellulose ; B : lavage de 1’oligo(dT) sur cellulose ; C : surnageant de la

bibliothéque en présence de cellulose microcristalline; D : lavage de la cellulose microcristalline; E :

bibliothéque témoin en solution. Les lavages de 1’oligo(dT) sur cellulose et de la cellulose ont été effectués avec
une solution de tampon phosphate 1 M pH 6,0. Méthode VIII sur la LC-MS 2, suivi a 214 nm. Produits : @
[1+1] ; A Gua-R; ;O Gua-R(OH) ; ¢ Gua(OH),et B Gua,R;.
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L’absence de produits linéaires plus longs peut étre due au fait que la taille et la
structure des différents fragments ne sont pas optimales pour une organisation le long de
I’ADN. Cependant, I’observation d’un effet de matrice en présence de cible est un bon début
et la génération d’oligo- ou poly-guanidiniums matricée par un brin d’ADN dans les

conditions utilisées ne parait pas impossible.
D. BIBLIOTHEQUES EN PRESENCE DE TRIAZINES

Les diaminotriazines sont connues pour interagir avec les bases thymines des
oligonucléotides. Elles sont en effet complémentaires en termes de donneurs et d’accepteurs
de liaisons H (Figure 4.23) et ont déja été utilisées pour préparer des auto-assemblages de

triazines avec un simple brin de dTn.39

R
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Figure 4.23 : Assemblage par liaisons hydrogéne d’une base thymine avec une diaminotrizine.

Des diaminotriazines fonctionnalisées par des fonctions amines ou aldéhydes a
I’extrémité des groupements latéraux R ont été synthétisées au laboratoire pour générer des
bibliothéques combinatoires dynamiques en présence ou en absence de dT, (Figure 4.24). En
utilisant une cible oligo(dT) sur cellulose, les constituants de ces bibliothéques sont
susceptibles de reconnaitre les phosphodiesters avec le fragment guanidinium et les thymines

avec les triazines.

OO 0O O
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| |
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Figure 4.24 : Structure des diaminotriazines fonctionnalisées par des fonctions amines (& gauche, n compris

entre 2 et 5) ou aldéhydes (a droite), respectivement notées TN" et TO.

1. Bibliothéques avec les triazines diamines TN"
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Les triazines TN" ont été utilisées pour générer des bibliothéques en présence de
guanidinium bis-aldéhyde Gua-Ald a la place des amines commerciales. Les triazines étant
bivalentes comme le guanidinium Gua-Ald, des oligomeéres linéaires ou des macrocycles
peuvent théoriquement étre formés dans les bibliothéques. Toutefois, la longueur des chaines
carbonées latérales des triazines est importante car elle sert « d’espaceur » entre la triazine et
le guanidinium et détermine si un macrocycle peut se former autour de I’ADN.

Les triazines reconnaissant les bases de la cible oligo(dT) sur cellulose, elles n’ont pas
été introduites en exc€s par rapport au guanidinium Gua-Ald comme les amines
commerciales précédentes, mais avec une steechiométrie estimée a une triazine par base (le
ratio Gua-Ald:TN" est donc de 1:1). Cette steechiométrie doit permettre aux composés
triazines et guanidinium de s’organiser de part et d’autre d’un simple brin d’oligo(dT) et de
cycliser autour si la longueur des chaines latérales des triazines le permet. Si un trop grand
exces de triazines est utilisé par rapport au nombre estimé de bases, les bibliotheques risquent
d’étre biaisées en présence de cible : en effet, des macrocycles pourraient se former, mais sans
qu’une organisation préalable autour de I’ADN ait été nécessaire.

Des bibliothéques ont été préparées avec chaque triazine séparément. La seule cible
testée est 1’oligo(dT) sur cellulose. Une bibliotheque avec de la cellulose seule et une
bibliothéque témoin en solution sont systématiquement générées pour comparaison. La
tendance est similaire quelle que soit la triazine TN" testée, illustrée par I’exemple avec la

triazine TN® (Figure 4.25).
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Figure 4.25 : Chromatogrammes LC-MS des surnageants et lavages des bibliothéques générées avec la triazine

TN® (1 équivalent par Gua-Ald) en présence et absence d’oligo(dT) sur cellulose dans I’eau milli-Q. A :
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surnageant de la bibliothéque en présence d’oligo(dT) sur cellulose; B: premier lavage par un tampon
phosphate 1 M pH 6,0 de ’oligo(dT) sur cellulose ; C: second lavage de 1’oligo(dT) sur cellulose par une
solution de guanidine 6 M ; D : troisiéme lavage de 1’oligo(dT) sur cellulose par une solution d’urée 8 M ; E :
surnageant de la bibliothéque en présence de cellulose microcristalline ; F : premier lavage de la cellulose
microcristalline par un tampon phosphate 1 M pH 6,0 (les chromatogrammes des second et troisiéme lavages de
la cellulose, effectués dans les mémes conditions que les lavages de 1’oligo(dT) sur cellulose, sont omis car ils
sont similaires a celui du premier lavage présenté ici); G : bibliothéque témoin en solution ; H : solution de
triazine TN® seule. Les lavages de ’oligo(dT) sur cellulose et de la cellulose ont été effectués avec une solution
de tampon phosphate 1 M pH 6,0. Méthode VIII sur la LC-MS 2, suivi a 214 nm. Produits : ¢ Gua(OH), ; 3
TN?; O Gua-TN*(OH) et @ [1+1].

Pour toutes les triazines testées, les macrocycles [1+1] sont formés dans les
bibliothéques témoins en solution. Ils sont également présents dans le surnageant et le lavage
des bibliotheques avec la cellulose seule. Par contre, ces mémes macrocycles [1+1] sont
systématiquement absents dans le surnageant des bibliothéques avec 1’oligo(dT) sur cellulose
et sont largement minoritaires dans les lavages de 1’oligo(dT) sur cellulose, quelle que soit la
solution utilisée pour le lavage (tampon phosphate 1 M pH 6, solution de guanidine 6 M ou
solution d’urée 8 M).

Les autres produits retenus sur 1’oligo(dT) étant récupérés dans des proportions plus
importantes que les macrocycles [1+1] dans les lavages, ces observations mettent en évidence
que la formation de ces macrocycles [1+1] est défavorisée en présence d’oligo(dT) sur
cellulose. Une longueur de chaine insuffisante en position latérale sur les triazines peut
expliquer ce résultat : deux composés guanidinium et triazine reconnaissent respectivement un
phosphodiester et une base thymine proche, mais les fonctions aldéhydes et amines terminales

sont trop ¢loignées I’une de 1’autre pour réagir et fermer le macrocycle autour de I’ADN.

2. Bibliothéques avec la triazine bisaldéhyde TO

La triazine TO a été utilisée pour générer des bibliothéques avec le composé Gua-Ald
et des diamines. Le niveau de complexité des objets virtuellement formés au sein des
bibliothéques augmente de maniére importante. Ainsi, former un macrocycle comportant
guanidinium et triazine autour d’un simple brin de dT est théoriquement possible, mais
nécessite de rassembler quatre fragments, ce qui peut s’avérer difficile si les bibliotheques
combinatoires dynamiques ne sont pas congues de manicre optimale. Bien qu’ils ne reposent
pas sur la liaison imine, des exemples de macrocycles de cette taille agencés par Chimie

Combinatoire Dynamique sont connus.** >
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Comme précédemment, les bibliothéques ont été préparées dans 1’eau milli-Q et la
cible utilisée est I’oligo(dT) sur cellulose. Le ratio Gua-Ald:TO est de 1:1, ce qui équivaut a
un guanidinium et une triazine par base d’oligo(dT). Les diamines n’étant pas impliquées
dans la reconnaissance, elles peuvent étre introduites en exces et la quantité de 10 équivalents
de diamines par rapport au composé Gua-Ald est conservée. Avec cet exces d’amines, aucun
macrocycle [2+2] n’était détecté¢ dans les bibliothéques préparées avec le guanidinium et les
différentes diamines seules. Les conditions ne sont pas les plus favorables pour la formation
de ces macrocycles mais comme la réduction directe a également lieu dans les bibliothéques,
il est difficile de réduire le nombre d’équivalents de diamines utilisé sans avoir d’impact sur
I’amination réductrice.

Chaque diamine a été testée séparément dans les bibliothéques préparées avec le
guanidinium Gua-Ald et la triazine bis-aldéhyde TO. La tendance dans les bibliothéques
générées avec chacune des diamines est similaire et peut étre illustrée avec I’exemple de la

2,2’-oxydiéthylamine (Figure 4.26).

206



Chapitre 4 :
Etudes des interactions guanidiniums — ADN par Chimie Combinatoire Dynamique

A <o PDA Multi 1 214nm,4nm|
071 93 © | ¢
4 8 : & (3] g © '12
J ‘ 8] @9 T Q o
1 2 ‘ o2 es N _—
0+ Jl\_LJL_...LL.‘k - S e ISP
1 T T T T I T T T T I T T T T l T T T T I T T | T I T T T T
0 5 10 15 20 25 30
min
B 1004 o 2 . PDA Multi 1 214nm.4nm
3 : o A o
E @ w © 0
- 8 oM
B o~ (V) - N
] b v v ~
1| I | ,5 T | =
RIER) 0 U 1 S ——
T T T T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I T T T
0 5 10 15 20 25 30
min
C 3
1] 29 B < [EF3 PDA Multi T 274nm,4nm)
200+ o~ @ =)
1] = ~w (o)
1 T 2w o
] AR =S R
100 ~ 59&". Vo
] ‘ . l Jl 'U‘:" @ "
0_- o \ . ~ . JU U L e
1 T T T T | T T T T I T T T T I T T T T | T T T T I T T T
0 10 15 20 25 30
min
D =
{18 g0 2o AZE _3-0 PDA Multi 1 274nm 4nm
1| = ) X o 9o
il S V) B
R | S —
T T T T I T T T T | T T T T I T T T T I T T T T | T T T T
0 5 10 15 20 25 30
min
E =
2504 | =@ KO o B3 PDA Multi T 274nm.4nm|
™~ © ) [=X=20
1 % =32 9
‘m\ ": ~ ©
=\ - ~
| a\|/ €
-~ \|/ N
| l R
AW . - —
0+ (- k — !
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
0 S5 10 15 20 25 30
min

Figure 4.26 : Chromatogrammes LC-MS des surnageants et lavages des bibliothéques générées avec le
guanidinium Gua-Ald, la triazine bisaldéhyde TO et la 2,2’-oxydiéthylamine en présence et absence d’oligo(dT)
sur cellulose dans I’eau milli-Q. A : surnageant de la bibliothéque en présence d’oligo(dT) sur cellulose ; B :
lavage de I’oligo(dT) sur cellulose ; C : surnageant de la bibliothéque en présence de cellulose microcristalline ;
D : lavage de la cellulose microcristalline ; E : bibliothéque témoin en solution. Les lavages de 1’oligo(dT) sur
cellulose et de la cellulose ont été effectués avec une solution de tampon phosphate 1 M pH 6,0. Méthode IX sur
la LC-MS 2, suivi a 214 nm. Produits : @ [1Gua+1R] ; © Gua-R(OH) ; ¢ Gua(OH), ; A [1ITO+1R] ;B TO-
R(OH) et @ TO(OH),.
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Malheureusement, aucun macrocycle [2+2] n’est formé dans les bibliotheques en
présence de cible (pas de détection dans le surnageant ou le lavage) comme dans les
bibliotheques témoins. L.’oligo(dT) ne favorise donc pas la formation de ces macrocycles dans
les conditions utilisées.

Une analyse plus approfondie de la constitution des bibliothéques témoins en solution
met en évidence la présence des constituants issus de la réduction directe Gua(OH), et
TO(OH); ainsi que les macrocycles [1Gua+1R]. Les produits d’amination linéaires Gua-
R(OH) sont également rencontrés mais 1’absence systématique de constituants Gua-R; est
assez surprenante puisque ces compose€s €taient formés dans les bibliothéques préparées avec
le guanidinium Gua-Ald et les différentes diamines. De plus, ils étaient généralement
amplifiés en présence d’oligo(dT) alors qu’ils ne sont méme pas visibles dans le cas présent.
De méme, aucun constituant TO-R; n’est présent dans ces bibliothéques témoins alors que le
macrocycle [ITO+1R] et le produit linéaire TO-R(OH) sont présents.

Les mémes bibliotheques ont été préparées a 4°C, mais des observations identiques
sont faites : pour toutes les diamines testées, aucun macrocycle [1Gua+1TO+2R] n’est formé
et aucune trace de produits bis-aminés Gua-R; et TO-R; n’est visible quelle que soit la
bibliotheque considérée.

Les produits bis-aminés Gua-R; et TO-R, étant complétement absents des
bibliothéques témoins en solution, il est logique que la formation de macrocycles
[1Gua+1TO+2R] ne soit pas observée. En augmentant le nombre d’équivalents de diamines,
la réaction d’amination réductrice sera plus favorisée, méme si ce ne sont pas les conditions

optimales pour la formation des macrocycles.

IV.  CONFIRMATION DE LA METHODE AVEC LA SPECTROMETRIE DE MASSE
(MALDI-ToF)

La spectrométrie de masse MALDI-ToF permet sous certaines conditions d’observer
des complexes non-covalents (comme dans le chapitre 2). En isolant les composés
sé¢lectivement retenus sur la cible oligo(dT) sur cellulose et en effectuant des analyses par
MALDI-ToF, il devrait étre possible de valider la méthode de préparation des bibliothéques
combinatoires dynamiques.

Les composés bis-aminés Gua-R; avec la benzylamine (Benz), I’agmatine (Agm) et le

1,4-diaminobutane (C4) ainsi que le guanidinium bisréduit Gua(OH), ont donc été
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synthétisés et isolés par HPLC semi-préparative. Le guanidinium bisréduit Gua(OH), n’était
pas retenu sur I’ADN et peut donc servir de controle négatif. Le compos¢ mono-aminé¢ Gua-
Agm(OH) formé lors de la synthése du composé bis-aminé¢ Gua-Agm, avec I’agmatine a
également été isolé pour comparaison.

De premiéres analyses ont été effectuées avec les différents composés seuls en
présence de dTjo, avec une steechiométrie d’un guanidinium par base (Figure 4.27). Des
adduits sont visibles avec les composés bis-aminés Gua-Benz,, Gua-Agm,; et Gua-C4, mais

pas avec le composé issu de la réduction directe Gua(OH),.
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Figure 4.27: Détection des complexes formés entre un simple brin de dT;y et les guanidiums isolés des
bibliothéques combinatoires dynamiques par spectrométric de masse MALDI-ToF (ratio molaire 1:10). A :
composé bisréduit Gua(OH), (pas de complexes visibles) ; B : composé bis-aminé avec la benzylamine Gua-
Benz, ; C : composé bis-aminé avec I’agmatine Gua-Agm, ; D : composé monoaminé avec I’agmatine Gua-
Agm(OH) ; E : composé bis-aminé avec le 1,4-diaminobutane Gua-C4,. Les adduits dT;y — guanidinium sont

indiqués sur les spectres de masse.

Une expérience de mise en compétition a ensuite été effectuée avec les composés bis-
aminés de la benzylamine Gua-Benz, et I’agmatine Gua-Agm, (Figure 4.28). Cette mise en
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compétition met en évidence une préférence du dTo pour le composé aromatique Gua-Benz;
puisque la majorité des adduits observés avec le dTp comporte ce composé (un seul adduit est

observé avec le compos¢ Gua-Agm;).

S x104 3456.9
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Figure 4.28 : Expérience de compétition entre les composés bis-aminés Gua-Benz, et Gua-Agm, en présence
de simple brin de dTo, analysée par spectrométric de masse MALDI-ToF. Adduits entre le dT;o et Gua-Benz,

indiqués en rouge et adduit entre le dT o et Gua-Agm, indiqués en bleu.

Ces derniers résultats ne sont pas en accord avec la tendance observée lors des mises
en compétitions des différentes amines dans les bibliothéques combinatoire dynamiques. En
effet, bien que biaisées, les bibliothéques a base de benzylamine et d’agmatine tendaient a
indiquer une rétention plus importante des constituants a base d’agmatine. De plus, les
bibliotheques générées avec la L-arginine et la L-phénylalanine démontrent clairement la
rétention préférentielle des constituants cationiques par rapport aux aromatiques. Il est
possible que les différences observées entre les bibliothéques combinatoires dynamiques et les
analyses de spectrométrie de masse soient dues au fait que lors des analyses de spectrométrie
de masse, le mélange analysé est sous forme gazeuse et les interactions présentes ne sont pas
forcément celles prédominantes en solution, observées avec les bibliothéques combinatoires

dynamiques.

CONCLUSIONS

Les bibliothéques combinatoires dynamiques générées avec le composé Gua-Ald et
différentes monoamines en présence d’oligo(dT) sur cellulose ont mis en évidence des
différences de rétention des constituants des bibliothéques en fonction des substituants portés.

Ces différences de rétention, confirmées par des mises en compétition avec deux amines au
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sein des bibliotheques, peuvent étre classées selon la tendance suivante, du plus retenu ou
moins retenu sur 1’oligo(dT) sur cellulose : groupement cationique > aromatique > aliphatique
>> anionique.

L’effet compétiteur des ions phosphates vis-a-vis de la reconnaissance des constituants
guanidiniums par les phosphodiesters de I’ADN a également été¢ mis en €évidence, confirmant
une fois de plus I’interaction des guanidiniums avec les phosphodiesters.

Des bibliothéques combinatoires dynamiques générées avec différentes diamines ont
mis en évidence, dans les conditions utilisées, 1’amplification, en présence d’oligo(dT) sur
cellulose, de constituants linéaires dont la nature dépend de la longueur de la diamine, mais
pas de macrocycles.

Des bibliotheques générées avec des triazines bis-amines ou bis-aldéhyde n’ont pas
permis d’observer la formation de macrocycles avec les guanidiniums en présence
d’oligo(dT) sur cellulose, probablement en raison de la conception des différents fragments ne
leur permettant pas de s’organiser autour de la matrice de maniére a cycliser. La conception
des composés semblent donc a revoir pour arriver a cet objectif.

Les informations structurales obtenues a partir des bibliothéques générées avec les
mono- et diamines démontrent I’importance des interactions secondaires dans le processus de
reconnaissance et d’auto-assemblage avec ’ADN. Ces données viennent compléter les
informations obtenues par 1’approche rationnelle (chapitre 2) et pourront permettre a 1’avenir

de concevoir plus aisément de nouveaux ligands de I’ADN.
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Conclusion générale

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit visent a mieux connaitre les
interactions au sein d’auto-assemblages petites molécules — ADN dans le but de faciliter la
conception de futurs ligands ou vecteurs de I’ADN. Pour se faire, des composés guanidiniums
bisfonctionnalisés ont ét€¢ congus pour interagir avec le squelette phosphodiester de la matrice
ADN et sonder les interactions secondaires induites par les différents substituants introduits.
Deux approches différentes, rationnelle et combinatoire dynamique, ont été¢ utilisées pour
étudier les interactions au sein des auto-assemblages formés. Parallélement, des polymeres
covalents dynamiques basés sur les liaisons acylhydrazones ont été congus pour interagir avec
I’ADN : le caractere dynamique de ces polymeéres est en effet une propriété intéressante pour
la conception de vecteurs « intelligents » dont la dégradation peut étre contrélée pour libérer

I’ ADN transporté.

L’approche rationnelle a consisté a synthétiser trois guanidiniums bisfonctionnalisés
avec des groupements aromatiques de taille variable et a les étudier par spectroscopie et
spectrométrie de masse, en présence d’ADN. Les résultats obtenus par les spectroscopies de
fluorescence et de dichroisme circulaire démontrent clairement que le composé bispyréne
GuaBiPy est capable de générer des complexes supramoléculaires en présence
d’oligonucléotides. La stabilit¢ de ces auto-assemblages est dépendante de la longueur de
I’ADN et de la température.

Les effets de tampons indiquent que cette association non-covalente est gouvernée par
les interactions guanidinium — phosphodiester, suggérant ainsi que ces guanidiniums
s’empilent le long du squelette phosphodiester de I’ADN. Les analyses par spectrométrie de
masse MALDI-ToF d’expériences de compétition entre les guanidiniums bisfonctionnalisés
démontrent I’importance des interactions d’empilement dans les auto-assemblages matricés

par I’ADN.

L’approche combinatoire dynamique permet de sélectionner in situ les ligands dont les
complexes avec une cible ADN sont les plus stabilisés sans passer par les étapes de synthese
nécessaires avec 1’approche rationnelle ou une approche combinatoire « statique ».

Dans le cadre de cette approche combinatoire dynamique, un guanidinium comportant
deux terminaisons aldéhydes a ¢été synthétisé et utilis€ pour générer des bibliothéques
combinatoires dynamiques basées sur la liaison imine avec différentes amines en présence
d’oligo(dT) sur cellulose. Pour des raisons de stabilité des constituants, les bibliothéques ont

¢été figées par amination réductrice.
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Des différences de rétention des constituants des bibliothéques ont €té mises en
évidence en fonction des substituants introduits par les différentes monoamines testées.
L’importance de la rétention, du constituant le plus retenu au moins retenu sur 1’oligo(dT) sur
cellulose, suit la tendance : substituant cationique > aromatique > aliphatique >> anionique.

L’effet compétiteur des ions phosphates vis-a-vis de la reconnaissance des constituants
guanidinium par les phosphodiesters de I’ADN a également ét¢ mis en évidence avec cette
approche, confirmant une fois de plus Dinteraction des guanidiniums avec les
phosphodiesters.

Des bibliothéques combinatoires dynamiques générées avec différentes diamines ont
mis en évidence, dans les conditions utilisées, 1’amplification, en présence d’oligo(dT) sur
cellulose, de constituants linéaires dont la nature dépend de la longueur de la diamine.

Les informations structurales obtenues démontrent I’importance des interactions
secondaires dans le processus de reconnaissance et d’auto-assemblage avec I’ADN. Ces

données viennent compléter les informations obtenues par 1’approche rationnelle.

Parallelement a ces études des interactions guanidiniums bisfonctionnalisés — ADN,
des polymeres covalents dynamiques poly-acylhydrazones combinant des moitiés cationiques
et de courts groupements d’éthyléne glycol au sein de leur chaine principale ont été congus et
synthétisés. Ces matériaux sont capables de s’auto-assembler par une réaction de
polycondensation. L’auto-assemblage des différents monomeres conduit principalement a la
formation de macrocycles a basse concentration et d’oligoméres a chaine ouverte a haute
concentration.

La dégradation catalysée par 1’acide de ces polymeéres a ét€¢ mise en évidence dans des
solutions tampons aqueuses au pH compris entre 5,0 et 7,0. De plus, une complexation
efficace de ’ADN double brin est observée dans les tampons aqueux comme dans le sérum
biologique a des ratios N/P comparables a ceux des polymeres PEI.

Ces matériaux hybrides auto-assemblés combinent donc deux caractéristiques
intéressantes pour une application en tant que vecteurs « intelligents » pour la délivrance de
genes : une complexation efficace de I’ADN double brin dans les médias biologiques, et une
dégradation catalysée en milieu acide qui pourrait promouvoir la sortie de 1’endosome de

I’ ADN transporté.

Les études des auto-assemblages guanidiniums — ADN constituent donc un premier

pas vers une meilleure connaissance des interactions secondaires stabilisant des petites
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molécules reconnaissant le squelette phosphodiester de I’ADN. Les informations collectées
pourront ainsi permettre de développer de nouveaux ligands ou transporteurs universels de
I’ADN.

Les polymeéres covalents dynamiques permettent une reconnaissance multivalente de
I’ADN, ce qui peut permettre une meilleure stabilisation des complexes par rapport aux auto-
assemblages avec les petites molécules seules. La capacité de complexation de I’ADN et la
dégradation en milieu acide des polymeres auto-assemblés concus ici en font de bons

candidats pour la conception de nouveaux transporteurs d’ADN « intelligents ».
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I.

Experimental part

GENERAL METHODS AND MATERIAL

Materials

All reagents and solvents were purchased from commercial sources (Sigma-Aldrich, Alpha
Aesar or Fisher Scientific) and used as received. Dry solvents were purchased in anhydrous
quality from Fisher Scientific (Acros). For dichloromethane, amylene was the stabiliser.
Oligonucleotides were either synthesized (see the oligonucleotide synthesis part below) or
purchased from Eurogentec as RP-Cartridge purification or HPLC-RP purification (Ultrapure
Gold, >95% purity) in dried format. Oligo(dT)-cellulose and DNA-cellulose single-stranded
from calf thymus DNA were purchased from Sigma-Aldrich. Triazines TN" and TO were
kindly provided by Dr. Arnaud Gilles and Dr. Sébastien Ulrich.

TLC and column chromatography

TLC were performed on silica gel 60 Fs4 plates purchased from Merck with detection under
UV light (254 nm) and / or staining with either a ninhydrine solution in ethanol or a 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) solution, followed by heating. Flash column chromatography
were performed on silica gel 60 (40 — 63 um) purchased from Merck.

NMR analysis
NMR spectra were recorded on Brucker 400 or 250 MHz instruments at the ENSCM, or on a

Bruker Avance III instrument (600 MHz) at the Laboratoire de Mesures Physiques, IBMM-
Université de Montpellier 2. All spectra were referenced with respect to the residual solvent
peak for the deuterated solvent.! Data are reported as follows: chemical shift (8, in ppm),
multiplicity (s for singlet, d for doublet, t for triplet, q for quartet, quint for quintuplet, m for

multiplet), coupling constant (J in Hertz) and integration.

Mass Spectrometry analysis

Electrospray mass spectrometry. ESI mass spectrometry analyses were carried out on a
Waters Micromass ZQ mass spectrometer (positive mode). High resolution mass spectrometry
analyses were carried out at the Laboratoire de Mesures Physiques, IBMM — Université
Montpellier 2, and were obtained on a Waters Micromass QTof mass spectrometer (positive
mode). For synthesized oligonucleotides, ESI mass spectrometry analyses (negative mode)

were carried out at the Plateau de Spectrométrie de Masse, ICGM — Université Joseph Fourier
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(Grenoble) and obtained on an Esquire 3000 (Bruker): the multiply charged data produced by
the mass spectrometer on the m/z scale were converted to the molecular weight.

MALDI-ToF mass spectrometry. MALDI mass spectra were performed on an Ultraflex III
ToF/ToF instrument (Bruker Daltonics, Wissembourg, France) at the Laboratoire de Mesures

Physiques, IBMM — Universit¢ Montpellier 2.

FT-IR spectroscopy

All IR spectra were measured on a Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR spectrometer equipped
with an universal ATR sampling accessory. Wavenumbers ¥ are indicated in cm™ and band

intensities are reported in brackets as weak (w), medium (m) or strong (s).

HPLC
Analytical RP-HPLC analyses were performed on Waters instruments 515 HPLC pump
connected to Waters 2487 dual A absorbance detector [HPLC 1] or on Waters 2695 HPLC
separation module connected to Waters 996 photodiode array detector [HPLC 2]. For
analytical analysis, both were equipped with a Nucleosil C18 column (Macherey-Nagel, 300
A, 5um, 125 mm x 3 mm). Unless specified otherwise, analyses were performed with the
following linear gradients of eluent B (acetonitrile/water/TFA 90%/9.9%/0.1%) in eluent A
(water/TFA 99.9%/0.1%).

Method I: 5% B — 100% B in 5 minutes, flow 1 mL/min.

Method II: 5% B — 100% B in 20 minutes, flow 1 mL/min.
Semi-preparative HPLC were performed on HPLC 1 with a Macherey-Nagel VP Nucleodur
C18 column (HTech 7 pum, 250 mm x 21 mm). Method details are indicated when
appropriate.

Retention time (tg) are given in minutes.

LC-MS

LC-MS analysis were performed either on Waters instruments 2695 HPLC separation module
equipped with a Nucleosil C18 column (Macherey-Nagel, 300 A, 5 um 125 mm x 3 mm),
connected to Waters 996 photodiode array detector and Waters micromass ZQ mass
spectrometer [LC-MS 1] or on Shimadzu LCMS-2020 equipped with a Kinetex C18 column
(Phenomenex, 100 A, 2.6 pm, 75 mm x 3 mm) [LC-MS 2].
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For LC-MS 1, eluent A is water/TFA 99.9%/0.1% and eluent B is acetonitrile/water/TFA
90%7/9.9%/0.1%. Flow is 1 mL/min and column is heated at 30°C. LC methods follow linear
gradient of eluent B in eluent A indicated below:

Method III: 5 % B — 100% B in 5 minutes.

Method IV: 5% B — 100% B in 20 minutes, flow 1 mL/min.

Method V: 5% B — 30% B in 40 minutes, then 30% B — 100% B in 5 minutes.

Method VI: 5% B — 50% B in 40 minutes, then 50% B — 100% B in 5 minutes.
For LC-MS 2, cluent A’ is water/TFA 99.9%/0.1% and eluent B’ is acetonitrile/TFA
99.9%/0.1%. Flow is 1 mL/min and column is heated at 40°C. LC methods follow linear
gradient of eluent B’ in eluent A’ indicated below:

Method VII: 5 % B’ — 100% B’ in 5 minutes.

Method VIII: 5% B’ — 30% B’ in 45 minutes, then 30% B’ — 100% B’ in 5 minutes.

Method IX: 5% B> — 50% B’ in 45 minutes, then 50% B’ — 100% B’ in 5 minutes.

UV-Vis, circular dichroism and fluorescence

UV-Vis spectroscopy for compound characterization. UV-Vis absorption was recorded using
a HP 8453 UV-Vis spectrophotometer. Fluorescence (ethidium bromide assays).
Fluorescence analyses were carried out on a AF-2500 HITACHI fluorescence
spectrophotometer. Studies of guanidinium — DNA interactions (related to chapter 2). UV-Vis
absorption, circular dichroism, and fluorescence measurements were recorded using a
ChirascanPlus CD Spectrophotometer from Applied Photophysics (UK). The measurements
were carried out using 2 mm Suprasil quartz cells from Hellma Analytics. Fluorescence
measurements were carried out at different temperatures by using a 10 mm quartz cells (1
mL) from Lightpath Optical. The variable temperature spectroscopic experiments were
performed using a TC125 Temperature Controller from Quantum Northwestern running on
the ChirascanPlus Spectrophotometer. The temperatures were varied from -5°C to 80°C at rate

of 0.5°C/min.

Oligonucleotide synthesis

Oligonucleotides were synthesized using -cyanoethylphosphoramidite chemistry on an ABI
3400 DNA synthesizer at 1 umol scale. Purity was checked with HPLC 1 in the following
conditions (method Oligo): linear gradient of eluent B” (acetonitrile/water 95%/5%) in eluent
A” (50 mM triethylammonium acetate pH 7 buffer/acetonitrile 95%/5%) from 100% A” to
30% B” in 20 minutes, flow 1 mL/min, UV monitoring at 260 and 280 nm.
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Oligonucleotide sequences

dTio: 5’-TTT TTT TTT T-3°

dTo: 5>-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TT-3°

dT4: >-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT T-3°

dR43: 5’-CGT CAC GTA AAT CGG TTA ACA AAT GGC TTT CGA AGC TAG CTT C-3°

dR43.dRev43:
5’-CGT CAC GTA AAT CGG TTA ACA AAT GGC TTT CGA AGC TAG CTT C-3°
3’-GCA GTG CAT TTA GCC AAT TGT TTA CCG AAA GCT TCG ATC GAA G-5°

I1. SYNTHESES AND CHARACTERIZATION

A. GUANIDINIUM COMPOUNDS

1. Guanidiniums for the rational approach

Bis-N.N-benzylguanidinium bromide (GuaBiPhe)

o, The synthetic procedure was adapted from a previous report.”
@AHXHAQ A solution of cyanogen bromide (103 mg, 0.96 mmol) in anhydrous
o acetonitrile (1 mL) was added dropwise to a solution of benzylamine (0.21
mL, 1.92 mmol) in anhydrous acetonitrile (2.5 mL) cooled at 0°C. The reaction mixture was
then refluxed for 14 hours. The suspension was then filtrated and the white solid was washed
with acetonitrile and diethyl ether. The filtrate was concentrated in vacuo and the resulting oil
was crystallized in dichloromethane at -20°C. The solid was filtered, washed with the
minimum volume of dichloromethane and dried in vacuo, yielding GuaBiPhe as white
crystals (165 mg, 54% yield). '"H NMR (CD;OD, 400 MHz): § 7.39-7.27 (m, 5H, CHao),
4.46 0(s, 2H, CH,NH); *C NMR (CD;OD, 63 MHz): § 157.4, 137.6, 129.8, 128.8, 127.7,
45.9; HR-ESI-MS(+): m/z calcd for C;sH sN3' ([M]"): 240.1501, found: 240.1500; IR (ATR):
7 =3323 (w), 3157 (m), 3025 (w), 2876 (w), 1644 (m), 1623 (s), 1595 (m), 1496 (m), 1469
(m), 1441 (m), 1358 (m), 1325 (w), 1245 (w), 1206 (w), 1136 (w), 1103 (w), 1057 (w), 1029
(W), 989 (w), 1029 (w), 989 (w), 961 (w), 903 (w), 875 (w), 750 (m), 740 (m), 720 (m), 702
(s), 673 (m), 621 (w).
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Di(1H-imidazol-1-yl)methanamine (2)

NH
Ni\N N

(NN

This compound was prepared as previously described and the characterization
were conformed to the literature data.” To a solution of imidazole (5.52 g, 84.9
mmol) in dry dichloromethane (408 mL) under argon was added a 3M solution of cyanogen
bromide in dichloromethane (9.44 mL, 28.3 mmol). The reaction mixture was refluxed for 35
minutes and the formation of a white precipitate was observed. The suspension was then
filtrated. The filtrate was concentrated in vacuo to 10% of its initial volume and crystallized at
-20°C. The resulting suspension was filtrated, washed with cold dichloromethane and dried in
vacuo, yielding compound 2 as white crystals (3.32 g, 73% yield). "H NMR (DMSO-d6, 400
MHz): 6 10.19 (s, 1H, NH), 8.08 (d, J = 20.8 Hz, 2H, CNCHCHN), 7.56 (d, J = 29.3 Hz, 2H,
CNCHCHN), 7.11 (s, 2H, NCHN); *C NMR (DMSO-d6, 100 MHz): & 140.9, 137.4, 129.6,
118.9.

Bis-N,N-(naphtalen-1-ylmethyl)euanidinium chloride (GuaBiNaph)

O EHZ ‘ The procedure was adapted from a previous report.’
O H @” O A mixture of di(1H-imidazol-1-yl)methanamine (2) (203 mg, 1.26
Cl

mmol), 1- naphtylmethylamine (0.36 mL, 2.52 mmol) and TFA (74.5 uL, 0.98

mmol) in a screwed-cap tube was stirred at 105°C for 4 hours. Once cooled to room
temperature, the obtained yellow-brownish oil was dissolved in dichloromethane (20 mL).
The organic solution was washed with saturated ammonium chloride solution (20 mL). The
aqueous phase was extracted with dichloromethane (3 x 10 mL). The organic phases were
combined and washed with a saturated aqueous ammonium chloride solution, dried over
sodium sulfate and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography
on silica gel (dichloromethane/methanol 100:0 — 90:10, v/v). Further recrystallization in
chloroform/acetonitrile yielded the desired GuaBiNaph as a white solid (145 mg, 31% yield).
LC-MS (LC-MS 1): tg 4.30 minutes (method III), extracted m/z calcd for Cy3HpoN; "
(IM+H]"): 340.18, found: 340.62; '"H NMR (CD;0D, 400 MHz): § 7.99-7.87 (m, 6H, CHsro)),
7.59-7.44 (m, 8H, CHw), 4.95 (s, 4H, CH,NH); >C NMR (CD;0D, 63 MHz): & 157.7,
135.4, 132.7, 132.4, 130.0, 130.0, 127.8, 127.2, 126.5, 126.4, 123.9, 44.6; HR-ESI-MS(+):
m/z caled for Co3HyoN3" ([M]Y): 340.1814, found: 340.1815; IR (ATR): ¥ = 3290 (m), 3146
(m), 3055 (m), 3014 (m), 1679 (m), 1660 (s), 1639 (s), 1623 (s), 1600 (s), 1513 (m), 1451
(W), 1399 (w), 1362 (w), 1324 (w), 1264 (w), 1216 (w), 1166 (w), 1110 (m), 1030 (w), 1005
(W), 883 (w), 853 (w), 786 (s), 765 (s), 731 (m), 645 (m).
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1-pyrenemethylamine

O‘ N I-pyrenemethylamine was prepared from 1-pyrenemethylammonium chloride

, " as follows:* I-pyrenemethylammonium chloride (500 mg, 1.86 mmol) was
suspended in an aqueous 10% sodium hydroxide solution (10 mL). Extraction with
dichloromethane (10 mL), drying over sodium sulfate and concentration in vacuo afforded the
desired compound as a pale yellow solid (431 mg, 99% yield). '"H NMR (CDCls, 400 MHz):
8.12-8.08 (m, 3H, CHaro)), 8.00-7.92 (m, SH, CH(ar)), 7.90 (d, J = 7.8 Hz, 1H, CH410)), 4.36
(s, 2H, CH,NH).

Bis-N,N-(pyren-1-ylmethyl)guanidinium trifluoroacetate (GuaBiPy)

e, The procedure was adapted from a previous report.” A mixture of
%‘O ukﬁo O“O di(1H-imidazol-1-yl)methanamine (2) (87.8 mg, 0.54 mmol), 1-

CFsc00 pyrenemethylamine (3) (241.5 mg, 1.13 mmol) and TFA (32.7
uL, 0.42 mmol) in a screwed-cap tube was stirred at 105°C for 4 hours. Once cooled to room
temperature, the solidified orange - brown oil was re-suspended in dichloromethane. The solid
was filtrated, further washed with dichloromethane and diethyl ether, and dried in vacuo to
obtain GuaBiPy as a powder (19.7 mg, 24% yield). LC-MS (LC-MS 1): tg 5.34 minutes
(method III), 97.8% peak area at 254 nm; extracted m/z calcd for C3sHeN; " ([M]+): 488.21,
found: 488.67; '"H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & 8.34-8.06 (m, 20H, CH uro) and NH/NH; "),
7.90 (broad s, 2H, NH/NH,"), 5.25 (d, J = 4.7 Hz, 4H, CH,NH); *C NMR (DMSO-d6, 63
MHz): § 156.1, 130.8, 130.5, 130.3, 130.2, 128.0, 127.9, 127.5, 127.4, 126.5, 125.6, 125.5
(20), 124.8, 124.1, 123.8, 122.8, 43.0; HR-ESI-MS(+): m/z caled for C3sHysN3™ ([M+H]"):
488.2127, found: 488.2130; IR (ATR): ¥ = 3310 (m), 3129 (m), 3041 (m), 1663 (s), 1632 (s),
1489 (w), 1459 (w), 1433 (w), 1416 (w), 1392 (w), 1370 (w), 1341 (w), 1298 (w), 1207 (s),
1172 (s), 1132 (s), 958 (w), 888 (W), 834 (s), 801 (m), 752 (w), 724 (m), 702 (m), 678 (W),
656 (W).

2. Guanidinium for polymers and dynamic combinatorial libraries

4-(dimethoxymethyl)benzylamine (20)

e

0 The procedure was adapted from a previous report.” To a solution of 4-
HZN\/©)\O cyanobenzaldehyde (3.79 g, 28.9 mmol) in dry methanol (50 mL) under argon
were added trimethylorthoformate (19 mL, 173.4 mmol) and concentrated aqueous

hydrochloric acid (260 pL, 8.67 mmol). The reaction solution was heated at 45°C for 3h30.
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The solvent was then removed under reduced pressure and the residue was diluted with ethyl
acetate (50 mL), washed with saturated sodium bicarbonate solution (2 < 50 mL), and brine (2
x 50 mL), dried over anhydrous sodium sulfate, and concentrated in vacuo. The resulting
colourless oil (yield 98%) was used in the next step without further purification.
Characterizations were in agreement with published data for 4-
(dimethoxymethyl)benzonitrile.” R¢ 0.50 (petroleum ether/ethyl acetate 8:2, v/v); 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) & 7.56 (d, 2H, J = 8.1 Hz, CHa)), 7.48 (d, 2H, J = 8.1 Hz, CHar)), 5.34
(s, IH, CH(OCHs),), 3.22 (s, 6H, CHj3).

The following procedure was adapted from a previous report.’ A solution of the previously
obtained 4-(dimethoxymethyl)benzonitrile (505 mg, 2.8 mmol) in anhydrous THF (3.5 mL)
was then added dropwise to a stirred suspension of lithium aluminium hydride (215 mg, 5.6
mmol) in anhydrous THF (3.4 mL) under argon at 0°C. The reaction mixture was stirred at
room temperature overnight. The mixture was then cooled at 0°C and basified by addition of
an aqueous 1 M sodium hydroxide solution (2 mL). The mixture was filtrated on celite and
rinsed with ethyl acetate (30 mL). The organic filtrate was washed with a saturated sodium
bicarbonate solution (20 mL) and brine (20 mL), dried over anhydrous sodium sulfate, and
concentrated in vacuo to obtain 4 as a yellow oil (93% yield) which was directly used in the
next step without further purification. Characterizations were in agreement with published
data for compound 20.° "H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.41 (d, 2H, J = 8.1 Hz, CH o)), 7.31
(d, 2H, J = 8.1 Hz, CH(a)), 5.38 (s, 1H, CH(OCHs),), 3.87 (s, 2H, PhCH,N), 3.32 (s, 6H,
CH;).

1-ethyloxycarbonyl-3-[4-(dimethoxymethyl)benzyl]thiourea (24)

I i To a solution of ethoxycarbonyl isothiocyanate (50 uL, 0.42 mmol)
NTONTOTS
/CH/EjA S and triethylamine (70 pL, 0.50 mmol) in dry dichloromethane (1 mL)

(0]

-

was added under argon a solution of 20 (83 mg, 0.46 mmol) in dry
dichloromethane (1.5 mL). The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 hours,
and then concentrated in vacuo. The crude material was purified by flash chromatography
(petroleum ether/ethyl acetate 8:2, v/v) to provide 24 (yield 90%) as a white solid. R¢ 0.36
(petroleum ether/ethyl acetate 8:2, v/v); '"H NMR (250 MHz, CDCl; neutralized by K,COs) &
9.98 (s broad, 1H, NH), 8.60 (s broad, 1H, NH), 7.43 (d, 2H, J = 7.5 Hz, CH(a0)), 7.33 (d, 2H,
J=7.5Hz, CHar), 5.38 (s, 1H, CH(OCHs),), 4.85 (d, 2H, J = 5.0 Hz, PhCH,N), 4.18 (q, 2H,
J=17.5Hz, OCH,CHj3), 3.30 (s, 6H, OCHs), 1.27 (t, 3H, ] = 7.5 Hz, OCH,CH3); *C NMR (63
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MHz, CDCl; neutralized by K,COs) 6 179.5, 152.9, 137.8, 136.6, 127.7, 127.3, 102.7, 62.8,
52.7,49.2, 14.2.

1,3-bis[4-dimethoxymethyl)benzyl]-2-ethoxycarbonyl guanidine (25)

J To a solution of 24 (51 mg, 0.16 mmol) in anhydrous DMF (1
(e}
)N‘\)% mL) were added triethylamine (230 pL, 1.6 mmol) and N-(3-
/Opﬁﬂ Hmo\ dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (38
o (0]

~  mg, 0.19 mmol). The reaction mixture was stirred for 30 minutes
at room temperature and then a solution of 20 (30 mg, 0.16 mmol) in anhydrous DMF (900
uL) was added. The reaction mixture was heated at 60°C overnight. The solvent was then
removed under reduced pressure and the crude material was purified by flash chromatography
(petroleum ether/ethyl acetate 5:5, v/v) to provide 25 (yield 84%) as a colourless oil. Rf 0.36
(petroleum ether/ethyl acetate 5:5, v/v); '"H NMR (250 MHz, CDCl; neutralized by K,COs) &
7.37 (d, 4H, J = 7.7 Hz, CH(aro)), 7.18 (s broad, 4H, CH o)), 5.34 (s, 2H, CH(OCH3),), 4.43 (s
broad, 4H, PhnCH,;NH), 4.11 (q, 2H, J = 7.1 Hz, OCH,CH3), 3.29 (s, 12H, OCHs), 1.29 (t, 3H,
J =7.1 Hz, OCH,CH;); °C NMR (100 MHz, CDCl; neutralized by K,CO3) & 164.6, 160.3,
137.9 (2C), 127.4, 127.1, 102.9, 60.9, 52.8, 45.1, 14.7; HR-ESI-MS(+): m/z calcd for
C24H34N306" ([M+H]"): 460.2448, found: 460.2450.

1,3-bis-(4-formylbenzyl)guanidinium chloride (Gua-Ald)

N, Protected guanidine 6 (1.12 g, 2.44 mmol) was suspended in 1 M
(@AHXHA@ aqueous hydrochloric acid solution (12 mL) and the solution was heated
o o 0 at reflux for 13.5 hours. The reaction mixture was concentrated in
vacuo and the crude material was purified by flash chromatography (acetonitrile/water 98:2
— 97:3, v/v) to provide, after freeze-drying, Gua-Ald as a white solid (yield 86%). R¢ 0.66
(acetonitrile/water 8:2, v/v); HPLC (HPLC 2): tg 2.84 min (method I); '"H NMR (600 MHz,
DMSO0-d6) 3 10.0 (s, 2H, CHO), 7.89 (d, 4H, J = 12.0 Hz, CHaro)), 7.50 (d, 4H, J = 12.0 Hz,
CHr), 4.61 (s, 4H, PhCH,N); °C NMR (100 MHz, DMSO-d6) & 192.8, 156.3, 144.4,
135.4, 129.7, 127.6, 43.8; HR-ESI-MS(+): m/z calcd for C;7H;sN30," ([M]): 296.1399,
found: 296.1397; UV molar extinction coefficients g9 = 42226 L.mol'l.cm'l, €55 = 28631

L.mol'.cm™.

B. SYNTHESIS OF HYDRAZIDE AND SECOND BISALDEHYDE COMPOUNDS (DR.
CAMILLE BOUILLON)
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Tert-butyl 2-(4-formylbenzoyl)hydrazine-1-carboxylate (16)

ot o Toa solution of 4-formyl benzoic acid (100 mg, 0.67 mmol) in dry toluene (3 mL)
N7 ocC
under argon was added thionyl chloride (145 pL, 2.01 mmol). The reaction
- solution was stirred at reflux overnight under argon. The solvent was removed
O

under reduced pressure in dry conditions to afford the crude 4-formyl benzoyl chloride as a
yellow solid. Then tert-butyl carbazate (88 mg, 0.67 mmol) and triethylamine (139 pL, 1.00
mmol) were added to a stirred solution of the crude acyl chloride in dry dichloromethane (3
mL) cooled at 0°C. The reaction solution was then warmed to room temperature and stirred
for 48 hours. After removal of solvent, the residue was diluted with ethyl acetate (15 mL),
washed with saturated sodium bicarbonate solution (15 mL), and brine (15 mL), dried over
anhydrous sodium sulfate, and concentrated in vacuo. The resulting crude material was
purified by flash chromatography (petroleum ether/ethyl acetate 7:3 — 5:5, v/v) to provide 16
(yield 55%) as a white solid. R 0.31 (petroleum ether/ethyl acetate 6:4, v/v); HPLC (HPLC
2): tg 3.16 min (method I); "H NMR (400 MHz, CDCls) & 10.04 (s, 1H, CHO), 8.93 (s broad,
1H, NH), 7.94 (d, 2H, J = 8.0 Hz, CH(aro)), 7.87 (d, 2H, J = 8.0 Hz, CHa10)), 6.96 (s broad, 1H,
NH), 1.48 (s, 9H, C(CHz)3); *C NMR (100 MHz, CDCl5) & 191.5, 165.8, 156.2, 138.6, 136.8,
129.9, 128.2, 82.6, 28.3; ESI-MS: m/z caled for C;3H7N,O4" ([M+H]+): 265.12, found:
265.24; HR-ESI-MS(+): m/z calcd for CsHoN,O," ([M-Boc+H]+): 165.0664, found:
165.0665.

tert-butyl 2-14-[((2-((2-[((4-{2-(tertbutoxycarbonyl)hydrazine} benzoyl)methyl)amino] ethyl)

amino) ethyl)amino)methyl]benzoyl}hydrazine-1-carboxylate (18)

) ' P —y ) To a solution of diethylene triamine (41 pL, 0.38
B°°\mfNjo(©A AQWO(N\Q’B“ mmol) in dry methanol (2 mL) under argon was
added at 0°C 16 (200 mg, 0.76 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature
for 48 hours. Then sodium borohydride (43 mg, 1.14 mmol) was added to the solution cooled
at 0°C. The reaction was warmed to room temperature and stirred for 24 hours. After removal
of solvent, the obtained residue was purified by flash chromatography (iso-
propanol/water/ammonium hydroxide 7:0.1:0.1 — 7:0.25:0.25, v/v/v) to provide 2 (yield
26%) as an oil. R¢ 0.39 (iso-propanol/water/ammonium hydroxide 7:0.5:0.5, v/v/v); HPLC
(HPLC 2): tg 3.02 min (method I); '"H NMR (400 MHz, CD;OD) & 7.82 (d, 4H, J = 8.0 Hz,
CHaro)), 7.46 (d, 4H, J = 8.0 Hz, CHaro)), 3.82 (s, 4H, PhCH,N), 2.72 (s, 8H, NHCH,CH,),
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1.50 (s, 18H, C(CHs3)3); ESI-MS(+): m/z calcd for C30H4¢N7O¢" ([M+H]+): 600.35, found:
600.65.

4-4((2-[(2-(((4-[(hydrazine)carbonyl]benzyl)amino)ethyl)amino]ethyl)amino)methyl} -
benzhydrazide (EI-Hyd)

] H/\/H\/\H ) Compound 2 (25 mg, 0.42 mmol) was dissolved in a
HzN/“mo/gﬁ AQWO(”\NHZ solution of TFA/water/TIS (95:2.5:2.5, v/v/v) (10 mL)
and stirred for 48 hours at room temperature. After removal of 90% of the solvent, diethyl
ether was added to the residual solution. The precipitate residue was triturated with diethyl
ether and filtered. The material was then lyophilized twice to afford the trifluoroacetate salt
EI-Hyd as a sticky solid in 80% yield. The yield is calculated by a '"H NMR titration method
using z-butanol as an internal reference. '"H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & 7.92 (d, 4H, J =
8.3 Hz, CHro)), 7.64 (d, 4H, J = 8.3 Hz, CHar)), 4.29 (s, 4H, PhCH,N), 3.29-3.27 (m, 8H,
NHCH,CH,); *C NMR (150 MHz, DMSO-d6) & 165.3, 158.8 (TFA), 135.9, 132.1, 130.0,
127.7, 116.0 (TFA), 49.8, 43.2 (2C); HR-ESI-MS(+): m/z caled for Cy0H30N;0," ([IM+H]"):
400.2461, found: 400.2456.

tert-butyl  2-{4-[((13-[((4-{2-(tertbutoxycarbonyl)hydrazine ! benzoyl)methyl)amino]-4,7,10-

trioxatridecyl)amino)methyl]benzoyl} hydrazine-1-carboxylate (19)

. Y@ﬂuwo%”mn _ Tf) a | so'lution of 4,7,10—triox2f-1,13-

N T T N tridecanediamine (200 mg, 0.91 mmol) in dry
methanol (5 mL) under argon was added at 0°C 16 (480.10 mg, 1.82 mmol). The reaction
solution was stirred at room temperature for 48 hours. Then sodium borohydride (103.3 mg,
2.73 mmol) was added to the solution cooled at 0°C. The reaction was warmed to room
temperature and stirred for 24 hours. After removal of solvent, the residue was purified by
flash chromatography (iso-propanol/water/ammonium hydroxide 7:0.1:0.1 — 7:0.2:0.2, v/v/v)
to provide 19 as an oil in 22% yield. Ry 0.27 (iso-propanol/water/ammonium hydroxide
7:0.2:0.2, v/v/v); HPLC (HPLC 2): tg 2.64 min (method I); '"H NMR (400 MHz, CDCl3) &
7.65 (d, 4H, J = 8.0 Hz, CH(ar0)), 7.24 (d, 4H, J = 8.0 Hz, CH(ar0)), 3.74 (s, 4H, PhCH,N), 3.58-
3.56 (m, 4H, NHCH,CH,CH>), 3.54-3.51 (m, 8H, OCH,CH,0), 2.71 (t, 4H, J = 6.0 Hz,
NHCH,), 1.79 (quint, 4H, J= 6.0 Hz, NHCH,CH,CH>), 1.46 (s, 18H, C(CH3)3); ESI-MS(+):
m/z caled for C36Hs7N¢Oo ™ ([M+H]"): 717.42, found: 717.40.
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4-{((13-[(4-((hydrazine)carbonyl)phenyl)amino]-4,7,10-trioxatridecyl)amino)methyl}
benzhydrazide (EG-Hyd)

Hpﬁu%o%HmH 'Compoun‘d 19 (145.6 mg, 0.20 mmol) was dissolved
HaN" I I "NHe - in a solution of TFA/water/TIS (95:2.5:2.5, v/v/v) (8
mL) and stirred for 24 hours at room temperature. After removal of 90% of the solvent,
diethyl ether was added to the residue. The precipitate was triturated with diethyl ether and
filtered. The crude material was then lyophilized twice to afford the trifluoroacetate salt EG-
Hyd as a sticky solid in 55% yield. The yield is calculated by a 'H NMR titration method
using #-butanol as an internal reference. HPLC (HPLC 2): tg 2.93 min (method II); '"H NMR
(600 MHz, DMSO-d6) 6 7.92 (d, 4H, J = 8.1 Hz, CHa)), 7.62 (d, 4H, J = 8.1 Hz, CH(ar)),
4.24 (s, 4H, PhCH,N), 3.48-3.45 (m, 12H, NHCH,CH,CH,OCH,CH,0), 3.00 (t, 4H, J = 6.0
Hz, NHCH,), 1.88 (quint, 4H, J = 6.0 Hz, NHCH,CH,CH,); *C NMR (150 MHz, DMSO-d6)
0 165.3, 158.7 (TFA), 136.2, 131.9, 130.0, 127.7, 116.0 (TFA), 69.7, 69.5, 67.3, 49.6, 44.6,
25.8; HR-ESI-MS(+): m/z caled for CoH4NeOs™ ([M+H]"): 517.3138, found: 517.3135.

N-{13-[2-(4-formylphenyl)acetamido]-4,7,10-trioxatridecyl} -4-(formyl)benzamide (EG-Ald)

o/me " YGAO To a solution of 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine (500
N (0} N
T \/\,< \/i/ T

mg, 2.27 mmol) and triethylamine (315 pL, 2.27 mmol) in

dry dichloromethane (10 mL) under argon was added 4-formyl benzoic acid (681.45 mg, 4.54
mmol) and 1-hydroxybenzotriazole hydrate (920 mg, 6.81 mmol). Then the solution was
cooled at 0°C and N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (1.3 g,
6.81 mmol) was added. The reaction was warmed to room temperature and stirred for 48
hours. After removal of solvent, the obtained residue was diluted with ethyl acetate (20 mL),
washed with saturated sodium bicarbonate solution (20 mL) and brine (15 mL), dried over
anhydrous sodium sulfate, and concentrated in vacuo. The crude material was purified by
flash chromatography (ethyl acetate/methanol 95:5, v/v) to provide EG-Ald (yield 81%) as a
white solid. R¢ 0.37 (ethyl acetate/methanol 95:5, v/v); HPLC (HPLC 2): tg 3.65 min (method
I); '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 10.06 (s, 2H, CHO), 8.66 (t, 2H, J = 4.0 Hz, NH), 8.01-
7.96 (m, 8H, CHaw), 3.54-3.48 (m, 8H, OCH,CH,0), 3.45 (t, 4H, J = 8.0 Hz,
NHCH,CH,CH>), 3.35-3.30 (m, 4H, NHCH,), 1.76 (quint, 4H, J = 8.0 Hz, NHCH,CH,CH>);
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) & 193.0, 165.4, 139.7, 137.7, 129.5, 127.9, 69.8, 69.6, 68.3,
36.9, 29.3; HR-ESI-MS(+): m/z calcd for CosH33N20;7" ([M+H]"): 485.2288, found: 485.2292.
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C. GENERAL PROCEDURE FOR THE SYNTHESES OF OLIGONUCLEOTIDE dT;y AND

Oligonucleotides were obtained from automated synthesis on a T-CPG resin at a 1 pmol scale
(final detritylation was performed by the synthesizer). After synthesis, cyanoethyl protection
groups were removed with a mixture triethylamine — acetonitrile 1/1 v/v at room temperature
for 15 hours.” Cleavage for the CPG solid support was then performed in aqueous 28%
ammonium hydroxide solution for 14 hours at 55°C. Oligonucleotides were finally purified

by precipitation in ethanol. Yields were determined by UV spectroscopy at 260 nm.

dTyo

HPLC: tg = 14.7 minutes (method Oligo).

UV quantification: 708 nmol, 71% yield (gxs0 = 81 600 L.mol".cm™).
ESI-MS(-): m/z calced for [dTo-H] ([M-HJ): 2979.0, found: 2977.6

dT4o

HPLC: tg = 15.4 minutes (method Oligo).

UV quantification: 587 nmol, 59% yield (g260 = 324 600 L.mol™".cm™).
ESI-MS(-): m/z calcd for [dT4o-H] ([M-H]): 12104.9, found: 12104.5.

I11. SPECTROSCOPIC STUDIES FOR THE RATIONAL APPROACH (COLLABORATION

WITH DR. JENIFER RUBIO-MAGNIETO AND DR. MATHIEU SURIN)

For these spectroscopic experiments, oligonucleotides were exclusively purchased from

Eurogentec as HPLC-RP purification (Ultrapure Gold, >95% purity) in dried format.

Preparation of the oligonucleotides

The buffer was prepared by using tris(hydroxymethyl)aminomethane ((HOCH;);CNH,),
EDTA (Aldrich, HPLC grade) in MilliQ water. The purity of the oligonucleotide sequences
was checked with MALDI-ToF. The oligonucleotides were dissolved in a volume of Tris-
EDTA (TE) buffer at a concentration of 100 uM. The solution obtained was centrifuged
during 2 minutes at 2000 rpm. 20 pL of this solution were used in order to prepare different

aliquots. A solution of 280 uL. of MQ water was added to each aliquot in order to obtain a
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final volume of 300 pL (1.33 mM Tris buffer and 67 uM EDTA) and the final diluted solution

was mixed using a vortex.

Preparation of the DNA-Guanidinium solutions

The concentration of the aliquot of DNA in TE buffer solution (1.33 mM Tris buffer and 67

uM EDTA) was determined by UV-Vis at 25 °C using the specific extinction coefficients
(e260) Of each DNA, which are 81600 L.mol".cm™, 162600 L.mol™".cm™, and 324600 L.mol"
"em™, 412900 L.mol'.cm™” and 675815 L.mol’.cm™ for ssDNAJ(T)i, ssDNAd(T)a,
sSDNAd(T)40, ssDNAdA(R)43 and dsDNAA(R)43, respectively (see part I for a description of the
structure of these DNA oligonucleotides). The guanidinium compounds were dissolved in
DMSO with a 10 mM concentration (stock solution). The stock solution of guanidinium was
added to the DNA solution and the molar ratio between guanidinium compounds and DNA
was adjusted to the DNA concentration. Both compounds were stirred using the vortex at

vigorous speed during 2 minutes.

Analyses

UV-Vis and circular dichroism. The spectra were recorded between 240 and 500 nm, with a
bandwidth of 1 nm and time per point 1 s.
Fluorescence. The excitation wavelength was set at 348 nm. The spectra were recorded
between 355 and 650 nm, with a bandwidth of 10 nm and time per point 0.5 s. The buffered
water solvent reference spectra were used as baselines and were automatically subtracted
from the CD spectra of the samples.
Variable temperature spectroscopic analyses. The temperature within the quartz cells was
determined using a temperature probe. The rate for decreasing the temperature from 80°C to -
5°C was of 0.5°C/min in order to allow equilibration. For the heating/cooling cycles, the
temperatures were varied from -5°C to 80°C using the following conditions:

- First Heating Cycle (H-C): from -5°C to 80°C at a rate of 10°C/min.

- 10 minutes of stabilization at 80°C.

- First Cooling Cycle (C-C): from 80°C to -5°C at a rate of 0.5°C/min.

- Second Heating Cycle (H-C): from -5°C to 80°C at a rate of 0.5°C/min.

- Second Cooling Cycle (C-C): from 80°C to -5°C at a rate of 0.5°C/min.

- After about 14 hours, the solution was stirred.

- Third Heating Cycle (H-C): from -5°C to 80°C at a rate of 0.5°C/min.

- Third Cooling Cycle (C-C): from 80°C to -5°C at a rate of 0.5°C/min.
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IVv. SMALL MOLECULES-DNA COMPLEXES DETECTION BY MALDI-TOF MASS

SPECTROMETRY (ANALYSES PERFORMED BY DR. SONIA CANTEL)

Oligonucleotides used for MALDI-ToF mass spectrometry analyses were exclusively

purchased from Eurogentec as RP-Cartridge purification in dried format.

Sample preparation

Stock solutions of guanidinium were prepared in DMSO at a concentration of 10 mM
(GuaBiPy) or 100 mM (GuaBiPhe, GuaBiNaph, Gua(OH);, Gua-Benz,, Gua-Agm; and
Gua-C4;). A dT;o (Eurogentec, RP-Cartridge purification) stock solution was prepared by
dilution with MilliQ water to a concentration of 10 mM. Samples were then prepared by
dilution of stock solutions to final concentrations of 1 mM in guanidinium and 0.1 mM in
dTip in a mixture of MilliQ water and DMSO (final proportion of DMSO: 1% with
GuaBiPhe, Gua(OH),;, Gua-Benz,, Gua-Agm; and Gua-C4,; 40% with GuaBiNaph and
80% with GuaBiPy).

Samples with GuaBiPhe, GuaBiNaph and GuaBiPy were further diluted 4 times in MilliQ
water prior to analyses. According to the dried droplet procedure, 0.5 pul of a solution of the 4-
NA matrix in ethanol (0,1 M) was deposited on the MALDI target (AnchorChip™, Bruker),

then mixed with the sample in equal amount. Sample spots were dried at room temperature.

Mass spectrometric analysis conditions for the detection of small molecules — DNA

complexes with guanidiniums GuaBiPhe, GuaBiNaph and GuabiPy.

MALDI mass spectra were performed on an Ultraflex III ToF/ToF instrument (Bruker
Daltonics, Wissembourg, France) equiped with LIFT capability at the Laboratoire de Mesures
Physiques, IBMM — Université Montpellier 2. A pulsed Nd:YAG laser at a wavelength of 355
nm was operated at a frequency of 100 Hz. MS analyses were conducted in positive reflectron
ion mode with a pulse ion extraction delay of 30 ns. An acceleration voltage of 25.0 kV (IS1)
was applied for a final acceleration of 21.95 kV (IS2). Mass spectra were acquired from at
least 150 laser shots, over a mass range from m/z 500 to 5000. A deflection at 2000 Da could
be applied. The laser fluence was adjusted for each studied sample above the threshold for
generation of molecular ions. Data were acquired with the Flex Control software and

processed with the Flex Analysis software. External calibration was systematically performed
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with commercial peptide mixture (Calibration peptide standard II) in a linear correction

calibration.

V. POLYMERS FORMATION, DEGRADATION AND COMPLEXATION WITH DNA

A. SINGLE ACYLHYDRAZONE MODEL REACTION (STUDIED BY DR. CAMILLE

BOUILLON)

Syntheses of monohydrazide 26 and model compound 27

. P “— The monohydrazide 26 was obtained after deprotection with
HZN'HE(QA " TFA/water/TIS (95:2.5:2.5, v/v/v) of the protected hydrazide
isolated as a side product during the synthesis of compound 18. '"H NMR (400 MHz, CD;OD)
0 7.97 (d, 2H, J = 8.0 Hz, CH(ar)), 7.70 (d, 2H, J = 8.0 Hz, CHar0)), 4.39 (s, 2H, PhCH,N),
3.57 (s broad, 4H, NHCH,CH,NH,), 3.47-3.40 (m, 4H, NHCH,CH,NH).

. ' N s The model compound 27 was obtained by ligation in methanol
(jAN’NjofijA of monohydrazide 26 (10 mM) with an equimolar quantity of
benzaldehyde (10 mM) at room temperature. LC-MS (LC-MS

1): tg = 2,70 minutes (method IIT), extracted m/z calcd for C;gH2¢NsO" ([M+H]"): 340.21,

found: 340.00.

Degradation of model compound 27 by exchange reaction

The stability of the model compound 27 in presence of methoxyamine was monitored by
reverse-phase HPLC (HPLC 2) using method I at different pH (pH=4 100mM acetate bufter,
pH=5 100mM acetate buffer, pH=6 100mM phosphate buffer, and pH=7 100mM phosphate
buffer). Model compound 27 was diluted in the buffer to provide 1 mM concentration, and
methoxyamine was added to the solution to provide 5 mM concentration. The solutions were
kept at room temperature and analyzed by HPLC at different time points (6 uL injected). The
disappearance of the acylhydrazone compound was monitored at 254 nm and quantified by

peak area measurement. Data were fitted with exponential curves.

Degradation of model compound 27 by hydrolysis
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The direct hydrolysis experiment was carried out similarly in the absence of methoxyamine at
pH 3 (100 mM phosphate buffer), 5 (100 mM acetate buffer) and 7 (100 mM phosphate
buffer).

B. FORMATION AND DEGRADATION OF POLYMERS (STUDIED BY DR. CAMILLE

BOUILLON)

Polycondensation (formation of polymers Poly(EI-EG) and Poly(Gua-EG))

Bishydrazide and bisaldehyde monomers are mixed in stoichiometric amounts at a final

concentration of 200 mM in methanol.

Exchange reaction of polymer Poly(Gua-EG) with methoxyamine

The stability of Poly(Gua-EG) in presence of methoxyamine was monitored by reverse-phase
HPLC (HPLC 2) using method II at different pH (pH = 4 100mM acetate buffer, pH = 5
100mM acetate buffer, pH = 6 100mM phosphate buffer, and pH = 7 100mM phosphate
buffer). Poly(Gua-EG) was diluted in the buffer to a final concentration of 1 mM, and
methoxyamine was added to the solution (final concentration 5 mM). The solution was kept at
room temperature and analyzed by HPLC at different time points (6 pL injected). The
formations of the bisoxime guanidinum GuaOx and bishydrazide EG-Hyd were monitored at

254 nm and quantified by peak area measurement. Data were fitted with exponential curves.

Hydrolysis of polymer Poly(Gua-EG)

The direct hydrolysis experiment was carried out similarly in the absence of methoxyamine at

pH4,5,6and 7.

C. ETHIDIUM BROMIDE DISPLACEMENT ASSAY (DR. SEBASTIEN ULRICH)

Samples were prepared in 3 mL quartz cuvette. Excitation wavelength was set at 546 nm and
emission was measured at 590 mm. The low salt buffer contained 100 mM of HEPES, 10 uM
EDTA and 9.4 mM of NaCl. The high salt buffer contained 100 mM of HEPES, 10 uM
EDTA and 150 mM of NaCl. Ethidium bromide was dissolved in the buffer to provide 42 uM
concentration. After standing 1 min, the fluorescence was measured. Calf-thymus DNA

(ctDNA) (Sigma-Aldrich) was added to a final concentration of 50 uM. Poly(Gua-EG) or
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Poly(EI-EG), spermine and Gua-Ald solutions (100-200 mM depending on the compound)
were added in microliter portions. The fluorescence measurement was recorded after shaking
the solution a few seconds as it was found to be sufficient to reach a stable value. The total
added polymer or compound solution did not exceed 5% of the total volume, therefore,

corrections were not made for sample dilution.

D. GEL RETARDATION ASSAY (DR. YANNICK BESSIN)

100 ng of 5.7 kilobase pair expression vector, pET-15b (Novagen) were mixed with
appropriate amounts of polyamine to achieve the desired N/P ratio and diluted in TAE buffer
(Tris — acetate — EDTA pH 8.2) to obtain a final volume of 10 puL. 2 uL of Blue 6X loading
dye (Fisher Scientific) was added, after which 12 pL. was run on a 0.7% agarose gel (50V).
DNA was visualized with SYBER Safe (Life Technologies). The reference for the gel is
GeneRuler 1 kb DNA ladder (250 to 10000 bp) from Fischer Scientific.

VI. DYNAMIC COMBINATORIAL LIBRARIES GENERATION

Concentrated solutions of components

All libraries were prepared by dilution of stock solutions of each component in the
appropriate solvent. The stock solutions were at least 10 times more concentrated than the
final concentration of the component in the library.

Gua-Ald stock solution was prepared in DMSO at a concentration of 100 mM.

Amines stock solutions were prepared by dilution of amine in MilliQ water, neutralization at
pH 7 by addition of hydrochloric acid or sodium hydroxide and completion by MilliQ water
to obtain a 100 mM solution.

Triazines TN" stock solutions were prepared at a concentration of 50 mM in a mixture
water/DMSO 50/50. Triazine TO stock solution was prepared at a concentration of 100 mM
in DMSO.

Oligonucleotide were either synthesized or purchased from Eurogentec as RP-Cartridge
purification in dried format. Stock solutions were prepared in MilliQ water at a concentration

of 10 mM for dT;o and 2.5 mM for dT4 (100 mM in T bases for both dT,, stock solutions).
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A. GENERAL METHODS FOR LIBRARIES GENERATION WITH GUANIDINIUM Gua-Ald

AND COMMERCIAL AMINES/DIAMINES

1. With dT,, in solution

In an LC-MS vial were successively diluted in water pH 7 or 100 mM phosphate buffer pH 7:
the 100 mM stock solution(s) of the chosen amine(s) (10 eq.) and the 100 mM stock solution
of guanidinium Gua-Ald in DMSO (final concentration of 1 mM). When relevant, stock
solution of oligonucleotide in MilliQ water (1 or 10 eq. in nucleotide) was added at this point.
After mixing with vortex, an aqueous 100 mM sodium cyanoborohydride solution (10 pL, 10
eq.) was added to the library which was then mixed again with vortex and abandoned to room
temperature the necessary time for reductive amination to be completed (no more constituants
with aldehyde visible in LC-MS, ~10 days).

The libraries compositions were determined by LC-MS (method V on LC-MS 1 or method
VIII on LC-MS 2).

2. With DNA on solid support

Assay with oligo(dT)-cellulose or calf thymus ssDNA-cellulose:
Oligo(dT)-cellulose (23.0 mg) or calf thymus ssDNA-cellulose (23.2 mg, ~1 eq. in T bases)

was weighted in a microtube. To the solid were successively added MilliQ water or a 100 mM
phosphate buffer at pH 6 (volume needed to reach a final volume of 300 uL), a 100 mM stock
solution of guanidinium Gua-Ald in DMSO (3 pL, final concentration of 1 mM) and the 100
mM solution(s) of the chosen monoamine(s) (3 x n uL, n eq., function of the nature and
number of amines present in the library, Table E.1). After mixing with vortex and light
centrifugation, the library was heated at 60°C for 10 minutes in a dry-bath, then allowed to
slowly cool back to room temperature.

After a slight centrifugation, an aqueous 100 mM sodium cyanoborohydride solution (30 pL,
10 eq.) was added to the library which was then mixed again with vortex and abandoned to
room temperature the necessary time for reductive amination to be completed (no more
constituants with aldehyde visible in LC-MS in the corresponding control in solution, ~10

days).
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The library was centrifuged and the supernatant was taken with a syringe and directly filtrated
through a PVDF 0.45 pm syringe-filter in an LC-MS vial. The composition of the supernatant
was then determined by LC-MS (method V on LC-MS 1 or method VIII on LC-MS 2).
Washing of the solid support

To the solid support was added a phosphate buffer 1 M solution (330 pL). After mixing with
vortex, the mixture was heated at 60°C for 10 minutes and then immediately centrifuged. The
washing solution was taken with a syringe and directly filtrated through a PVDF 0.45 pm
syringe-filter in a LC-MS vial for analysis (method V on LC-MS 1 or method VIII on LC-MS
2).

Control with micro-crystallized cellulose

Same procedure than for the assay with oligo(dT)-cellulose with replacement of the
oligo(dT)-cellulose by the cellulose (23.0 mg). Washing procedure of solid support is the

same.

Control in solution

In a microtube were successively added MilliQ water (volume needed to reach a final volume
of 300 pL), a 100 mM stock solution of guanidinium Gua-Ald in DMSO (3 uL, final
concentration of 1 mM) and the 100 mM stock solution(s) of the chosen monoamine(s) (3n
uL, n eq., function of the nature and number of amines present in the library, Table E.I).
After mixing with vortex and light centrifugation, the library was heated at 60°C for 10
minutes in a dry-bath, then allowed to slowly cool back to room temperature.

After a slight centrifugation, an aqueous 100 mM sodium cyanoborohydride solution (30 pL,
10 eq.) was added to the library which was then mixed again with vortex and abandoned to
room temperature the necessary time for reductive amination to be completed (no more
constituants with aldehyde visible in LC-MS, ~10 days).

The library was then directly transferred in a LC-MS vial and its composition determined by

LC-MS (method V on LC-MS 1 or method VIII on LC-MS 2).
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Table E.1 : Number of equivalents n used in the libraries as a function of the number and nature of amines

present in the library.

Total number of amines Nature of the amines and n*

in the library

1 10 eq. for every amine

L-arginine 10 eq. + L-leucine 10 eq.
L-phenylalanine tert-butyl ester 8 eq. + L-leucine methyl ester 8.8 eq.
2 Benzylamine 10 eq. + taurine 10.2 eq.
L-arginine 9.5 eq. + L-phenylalanine 14.1 eq.

Agmatine 14.1 eq. + benzylamine 3 or 5 or 7 or 10 eq.

* n is the number of equivalent in comparison to the quantity of Gua-Ald.

B. GENERAL METHODS FOR LIBRARY GENERATION WITH GUANIDINIUM GUA-ALD

AND TRIAZINES TN"

Assay with oligo(dT)-cellulose or calf thymus ssDNA-cellulose

Oligo(dT)-cellulose (23.0 mg) was weighted in a microtube. To the solid were successively
added MilliQ water (volume needed to reach a final volume of 300 pL), a 100 mM stock
solution of guanidinium Gua-Ald in DMSO (3 uL, final concentration of 1 mM) and the 50
mM solution of the chosen triazine TN" (6 uL, 1 eq.). After mixing with vortex and light
centrifugation, the library was heated at 60°C for 10 minutes in a dry-bath, then allowed to
slowly cool back to room temperature.

After a slight centrifugation, an aqueous 100 mM sodium cyanoborohydride solution (30 pL,
10 eq.) was added to the library which was then mixed again with vortex and abandoned to
room temperature the necessary time for reductive amination to be completed (no more
constituants with aldehyde visible in LC-MS in the corresponding control in solution, ~10
days).

The library was centrifuged and the supernatant was taken with a syringe and directly filtrated
through a PVDF 0.45 um syringe-filter in a LC-MS vial. The composition of the supernatant
was then determined by LC-MS (method V on LC-MS 1 or method VIII on LC-MS 2).
Washing of the solid support

To the solid support was added a phosphate buffer 1 M solution (330 pL). After mixing with
vortex, the mixture was heated at 60°C for 10 minutes and then immediately centrifuged. The

washing solution was taken with a syringe and directly filtrated through a PVDF 0.45 pm
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syringe-filter in a LC-MS vial for analysis (method V on LC-MS 1 or method VIII on LC-MS
2).

Control with micro-crystallized cellulose

Same procedure than for the assay with oligo(dT)-cellulose with replacement of the
oligo(dT)-cellulose by the cellulose (23.0 mg). Washing procedure of solid support is the

same.

Control in solution

In a microtube were successively added MilliQ water (volume needed to reach a final volume
of 300 pL), a 100 mM stock solution of guanidinium Gua-Ald in DMSO (3 uL, final
concentration of 1 mM) and the 50 mM stock solution of the chosen triazine TN" (6 uL, 1
eq.). After mixing with vortex and light centrifugation, the library was heated at 60°C for 10
minutes in a dry-bath, then allowed to slowly cool back to room temperature.

After a slight centrifugation, an aqueous 100 mM sodium cyanoborohydride solution (30 pL,
10 eq.) was added to the library which was then mixed again with vortex and abandoned to
room temperature the necessary time for reductive amination to be completed (no more
constituants with aldehyde visible in LC-MS, ~10 days).

The library was then directly transferred in a LC-MS vial and its composition determined by

LC-MS (method V on LC-MS 1 or method VIII on LC-MS 2).

C. GENERAL METHOD FOR LIBRARY GENERATION WITH GUANIDINIUM GUA-ALD,

BISALDEHYDE TRIAZINE TO AND COMMERCIAL DIAMINES

Assay with oligo(dT)-cellulose

Oligo(dT)-cellulose (23.0 mg) was weighted in a microtube. To the solid were successively
added MilliQ water (volume needed to reach a final volume of 300 pL), a 100 mM stock
solution of guanidinium Gua-Ald in DMSO (3 uL, final concentration of 1 mM), a 100 mM
stock solution of triazine TO in DMSO (3 pL, 1 eq.) and the 100 mM solution of the chosen
monoamine (30 uL, 10 eq.). After mixing with vortex and light centrifugation, the library was
heated at 60°C for 10 minutes in a dry-bath, then allowed to slowly cool back to room

temperature.
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After a slight centrifugation, an aqueous 100 mM sodium cyanoborohydride solution (30 pL,
10 eq.) was added to the library which was then mixed again with vortex and abandoned to
room temperature the necessary time for reductive amination to be completed (no more
constituants with aldehyde visible in LC-MS in the corresponding control in solution, ~10
days).

The library was centrifuged and the supernatant was taken with a syringe and directly filtrated
through a PVDF 0.45 um syringe-filter in a LC-MS vial. The composition of the supernatant
was then determined by LC-MS (method IX on LC-MS 2).

Washing of the solid support

To the solid support was added a phosphate buffer 1 M solution (330 pL). After mixing with
vortex, the mixture was heated at 60°C for 10 minutes and then immediately centrifuged. The
washing solution was taken with a syringe and directly filtrated through a PVDF 0.45 pm
syringe-filter in a LC-MS vial for analysis (method IX on LC-MS 2).

Control with micro-crystallized cellulose

Same procedure than for the assay with oligo(dT)-cellulose with replacement of the
oligo(dT)-cellulose by the cellulose (23.0 mg). Washing procedure of solid support is the

same.

Control in solution

In a microtube were successively added MilliQ water (volume needed to reach a final volume
of 300 pL), a 100 mM stock solution of guanidinium Gua-Ald in DMSO (3 uL, final
concentration of 1 mM), a 100 mM stock solution of triazine TO in DMSO (3 uL, 1 eq.) and
the 100 mM stock solution of the chosen diamine (30 pL, 10 eq.). After mixing with vortex
and light centrifugation, the library was heated at 60°C for 10 minutes in a dry-bath, then
allowed to slowly cool back to room temperature.

After a slight centrifugation, an aqueous 100 mM sodium cyanoborohydride solution (30 pL,
10 eq.) was added to the library which was then mixed again with vortex and abandoned to
room temperature the necessary time for reductive amination to be completed (no more
constituants with aldehyde visible in LC-MS, ~10 days).

The library was then directly transferred in an LC-MS vial and its composition determined by

LC-MS (method IX on LC-MS 2).
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D. ISOLATION OF LIBRARIES'CONSTITUENTS FOR MALDI-TOF ANALYSES IN

PRESENCE OF DT},

Isolation of bisaminated product with benzylamine Gua-Benz,

SH, Guanidinium Gua-Ald (25.2 mg; 0.08 mmol) was dissolved in
KQANXHAQH methanol (7.6 mL). Benzylamine (17 pL, 0.16 mmol) was added
NH CF4C00° HN and the solution was stirred at room temperature for 2 hours.
é gj Sodium borohydride (6.2 mg, 0.16 mmol) was then added in the
solution. After overnight stirring at room temperature, the reaction mixture was quenched by
addition of aqueous 1 M hydrochloric acid (4 mL) and concentrated in vacuo. Residue was
purified by semi-preparative HPLC (HPLC 1, Macherey-Nagel column VP Nucleodur C18
HTech 7um 250 mm x 21 mM, linear gradient 5% B — 35% B in 30 minutes, flow 20
mL/min) and lyophilized to provide the product Gua-Benz; as a white powder (35.0 mg, 78%
yield). LC-MS (LC-MS 2): tg = 2.41 minutes (method VII), extracted m/z calcd for C31H3Ns"
(IM]): 478.30, found: 478.25; HR-ESI-MS(+): m/z calcd for C3;H3sNs' ([M]"): 478.2971,
found: 478.2957.

Isolation of bisaminated product with 1,4-diaminobutane Gua-C4,
B, To a solution of 1,4-diaminobutane (16uL, 0.16 mmol) in
(@ANXHA@ methanol (4 mL) were added a solution of guanidinium
NH crcoo” AN Gua-Ald (26.4 mg, 0.08 mmol) in methanol (4 mL) and
o J)/ LLNHZ sodium borohydride (16 mg, 0.42 mmol). After overnight
stirring at room temperature, the mixture was quenched by addition of aqueous 1 M
hydrochloric acid (4 mL) and concentrated in vacuo. The white-yellowish residue was
purified by semi-preparative HPLC (HPLC 1 Macherey-Nagel column VP Nucleodur C18
HTech 7 pm 250 mm x 21 mM, isochratic mode at 5% B for 10 minutes followed by linear
gradient 5% B — 15% B in 20 minutes, flow 20 mL/min) and lyophilized to provide the
product Gua-C4, as a white powder (12.2 mg, 20% yield). LC-MS (LC-MS 2): tg = 1.49
minutes (method VII), extracted m/z calcd for C,sHssN;" (IM]"): 440.35, found: 440.25; HR-

ESI-MS(+): m/z caled for CosH4N;" ([M])): 440.3502, found: 440.3499.
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Isolation of bisreduced guanidinium Gua(OH), and aminated products Gua-Agm(OH) and

Gua-Agm, with agmatine

® ®
NH; NH,
N)LN N)LN
) H H ® ) H H
NH, o NH, NH, o
HoN H/\/\/NH 3 CF3CO0 HN\/\/\H)LNH2 HZN)LH/\/\/NH 2 CF4C00 OH
Gua-Agm, Gua-Agm(OH)
®
NH,
N)LN
H H
OH CF,c00° OH
Gua(OH),

Agmatine sulphate salt (69.1 mg, 0.30 mmol) was dissolved in aqueous 1 M pH 6 phosphate
buffer (2 mL). To this solution were successively added a solution of guanidinium Gua-Ald
(10.5 mg, 0.03 mmol) in aqueous 1 M pH phosphate buffer (1.2 mL), and sodium
cyanoborohydride (21.0 mg, 0.33 mmol). After stirring for 45 hours at room temperature,
products were separated by semi-preparative HPLC (HPLC 1, Macherey-Nagel column VP
Nucleodur C18 HTech 7 pm 250 mm x 21 mM, linear gradient 5% B — 20% B in 30
minutes, flow 20 mL/min) and lyophilized to provide products Gua-Agm; (13.5 mg), Gua-
Agm(OH) (9.9 mg) and Gua(OH); (7.3 mg) as white powders. Gua-Agm,: LC-MS (LC-MS
2): tg = 1.83 minutes (method VII), extracted m/z calcd for Co7HasNy™ ([M-2H]"): 524.39,
found: 524.25; HR-ESI-MS(+): m/z calcd for Co7HaeN " ([M-2H]+): 524.3938, found:
524.3943; Gua-Agm(OH): LC-MS (LC-MS 2): tg = 1.78 minutes (method VII), extracted
m/z caled for CypH3N,O" ([M-H]"): 412.28, found: 412.20; HR-ESI-MS(+): m/z calcd for
Cy»HuN;0" ([M-H]"): 412.2825, found: 412.2825; Gua(OH),: LC-MS (LC-MS 2): tg = 1.98
minutes (method VII), extracted m/z caled for C17H,,N30," ([M-H]"): 300.17, found: 300.15;
HR-ESI-MS(+): m/z caled for C;7H»N;0," ([M]1): 300.1712, found: 300.1711.

REFERENCES

(1) Gottlieb, H. E.; Kotlyar, V.; Nudelman, A. J. Org. Chem. 1997, 62, 7512-7515.
(2) Lovick, H. M.; Michael, F. E. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 1016-1019.
(3) Jadhav, V. D.; Schmidtchen, F. P. J. Org. Chem. 2008, 73, 1077-1087.

246



Experimental part

(4) Sawoo, S.; Dutta, P.; Chakraborty, A.; Mukhopadhyay, R.; Bouloussa, O.; Sarkar, A.
Chem. Commun. 2008, 5957-5959.

(5) Casi, G.; Huguenin-Dezot, N.; Zuberbiihler, K.; Scheuermann, J.; Neri, D. J. Am. Chem.
Soc. 2012, 134, 5887-5892.

(6) Simpson, M. G.; Pittelkow, M.; Watson, S. P.; Sanders, J. K. M. Org. Biomol. Chem.
2010, 8, 1181-1187.

(7) Capaldi, D. C.; Gaus, H.; Krotz, A. H.; Arnold, J.; Carty, R. L.; Moore, M. N.; Scozzari,
A. N.; Lowery, K.; Cole, D. L.; Ravikumar, V. T. Org. Process Res. Dev. 2003, 7, 832—
838.

247









Résumé

Le présent travail de recherche vise a mieux connaitre les interactions au sein d’auto-assemblages petites
molécules — ADN dans le but de faciliter la conception de futurs ligands ou vecteurs de I’ADN. Pour se faire, des
composés guanidiniums, sélectionnés pour leur capacité d’interaction avec les oxoanions — incluant les
phosphodiesters de ’ADN — ont été bisfonctionnalisés pour sonder 1’importance des interactions secondaires
dans les auto-assemblages petites molécules - ADN. Deux approches différentes, rationnelle et combinatoire
dynamique, ont été utilisées pour étudier les interactions au sein des auto-assemblages formés le long du
squelette phosphodiester.

Avec ’approche rationnelle, des guanidiniums bisfonctionnalisés avec des groupements aromatiques de taille
variable ont démontré leur capacité a s’auto-assembler avec I’ADN en solution aqueuse via la reconnaissance du
squelette phosphodiester. Les expériences de compétition montrent I’importance des interactions d’empilement
n-1 dans la stabilisation de ces auto-assemblages.

Dans le cadre de 1’approche combinatoire dynamique, un guanidinium comportant deux terminaisons aldéhyde a
été utilisé pour générer, par amination réductrice, des bibliothéques combinatoires dynamiques basées sur la
liaison imine. La génération de bibliothéques avec différentes amines en absence et en présence d’oligo(dT) sur
cellulose met en évidence des effets de matrice caractérisés par des changements constitutionnels. Les résultats
montrent ainsi que les constituants aux groupements cationiques et aromatiques sont sélectivement retenus
contrairement aux constituants portant des substituants anioniques.

Les informations structurales obtenues par ces deux approches pourront a 1’avenir étre utilisées pour la
conception de nouveaux ligands de I’ADN.

Parallélement a ces études des interactions petites molécules — ADN, des polymeéres covalents dynamiques poly-
acylhydrazones combinant des moitiés cationiques et de courts groupements d’éthyléne glycol au sein de leur
chaine principale ont été congus. Ces matériaux, capables de s’auto-assembler sous forme d’oligoméres par
polycondensation & haute concentration, complexent efficacement I’ADN double brin dans les médias
biologiques et sont dégradables en milieu acide. L’association de ces deux caractéristiques les rend donc
intéressants pour une application en tant que vecteurs « intelligents » pour la délivrance de génes.

Mots clés
Auto-assemblage, oligonucléotides, reconnaissance moléculaire, guanidiniums bisfonctionnalisés, Chimie
Combinatoire Dynamique, polyméres covalents dynamiques.

Summary

The present research work aims to learn more about the interactions inside small-molecules — DNA self-
assemblies in order to facilitate the conception of future DNA ligands or vectors. To achieve this goal,
guanidinium compounds, selected for their recognized ability to interact with oxoanions — DNA phosphodiesters
— were bisfunctionnalized to probe the importance of secondary interactions in the small-molecules — DNA self-
assemblies. Two different approaches, rational and dynamic combinatorial, were used to study the interactions
inside the self-assemblies formed along the phosphodiester backbone.

With the rational approach, guanidiniums bisfunctionnalized with aromatic groups of varying size demonstrated
the ability to self-assemble with DNA in aqueous solution via phosphodiester recognition. The competition
experiments show the importance of the -7 stacking interactions in the stabilisation of these self-assemblies.
Within the framework of the dynamic combinatorial approach, a guanidinium bearing two aldehyde terminations
was used to generate, by reductive amination, dynamic combinatorial libraries based on the imine bond. The
generation of libraries with different amines in absence and in presence of oligo(dT) on cellulose shows
templating effects that are characterized by constitutional changes. The results thus show that constituents with
cationic or aromatic groups are selectively retained on DNA while those featuring anionic groups are not.

The structural information gained by these two approaches could be used in the future to design new DNA
ligands.

In parallel to these studies of the small-molecules — DNA interactions, dynamic covalent polymers combining
cationic moieties and short ethylene glycol groups in their principal chain have been designed. These materials
are able to self-assemble as oligomeres by polycondensation performed at high concentration and effectively
complex double-stranded DNA in biological media and are degradable in acidic conditions. The association of
these two characteristics make them interesting for an application as “smart” vectors for gene delivery.

Key words
Self-assembly, oligonucleotides, molecular recognition, bisfunctionnalized guanidiniums, Dynamic

Combinatorial Chemistry, dynamic covalent polymers.




