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INTRODUCTTION



De nombreuses molécules & activités biologiques sont connues pour
- interagir avec les acides nucléiques. Parmi celles-ci, on peut distinguer deux
grands groupes :

- d'une part, les molécules qui se complexent & 1'extérieur de la
macromolécule, comme la nétropsine et 1la distamycine (3 activité

antibiotique), par le jeu d'interactions ioniques, hydrophobes, liaisons
hydrogéne ("H")....

- d'autre part, les composés capables de s'insérer & 1'intérieur de

la macromolécule, entre les paires de bases, comme 1'actinomycine, 1la
daunomycine.... (utilisées en chimiothérapie anticancéreuse) et pour
lesquelles le mode d'action par '"intercalation'" a été proposé - c'est &

cette catégorie de substances que nous nous sommes intéressés.

1. HISTORIQUE :

\

La recherche de nouveaux agents antimicrobiens a montré que
certains composés & structure aromatique, généralement hétérocyclique,
possédaient une forte activité. 11 s'agit par exemple de la quinacrine (dérivé

« de l'acridine) qui fut longtemps utiliségzcomme antimalarique (pendant 1la
seconde guerre mondiale notamment) et de son homologue en série quinoléine
la chloroquine (encore utilisée de nos jours) (1). Des dérivés de 1la
phénanthridine comme le bromure d'éthidium présentent des activités
antitripanosomales (2). D'autres dérivés de 1'acridine comme la proflavine ont

été utilisés comme inhibiteurs de croissance chez les bactéries (elle est
également mutagéne) (3).



H
|_CH~CH
X H H=CH)-NZ 't
H,N N7 NH,

H
T Y cH N
CH,~CH
H H—{CH,)-N7 " * }
\N/c 273 +\CH1—CH3
| A
~
cl r|4+
H

La découverte du code génétique (4) et 1'établissement de 1la
structure de 1'ADN par J.D. WATSON et F.H. C.CRICK (5) ont conduit de nombreux
auteurs & étudier les interactions de cette macromolécule avec des dérivés
biologiquement actifs, & structure aromatique plane (6). A.R. PEACOCKE et
J.N.H. SKERRET (7) ont montré que la proflavine se complexe fortement a 1'ADN.

L.S. LERMAN fut le premier & proposer l'intercalation comme mode principal de
son interaction (8).

§

DNA

o9®
CHN N7 NH,

Dans ce schéma la molécule active vient s'insérer entre deux
plateaux de paires de bases consécutifs. Nous avons représenté dans la
Figure 1 le schéma d'intercalation proposé pour le bromure d'éthidium.



Figure 1 : Schéma d'intercalation du bromure d'éthidium

La connaissance de ce phénoméne a permis le développement de

nouvelles classes d'agents thérapeutiques dont la cible privilégiée est 1'ADN
(Figure 2). \

I1. EXEMPLES DE STRUCTURES ET LEURS ACTIVITES

Les intercalants peuvent agir de plusieurs fagons au niveau de
1'ADN : '

- Dans certains cas, l'interaction se limite a8 la formation d'un
complexe réversible avec 1'ADN. La complexation met en jeu
essentiellement des interactions d'empilement auxquelles s'ajoutent en
général des contributions de type ionique ou liaisons "H'" entre le
squelette ribo-phosphate et un élément de structure du composé actif.

ex : La quinacrine, la daunomycine, le bromure d'éthidium (9).
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Figure 2 : Exemples d'agents intercalants possédant une activité
thérapeutique.
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- Dans d'autres cas, 1'activation métabolique de 1la molécule, avant
son intercalation, la transforme en une espéce réactive devenue capable
de se fixer de maniére covalente sur certains sites des bases
nucléotidiques.

ex : La mitomycine, la daunomycine et les dérivés de 1l'ellipticine (10)
utilisés en chimiothérapie anticancéreuse, mais aussi des cancérogénes

comme 1'acétylaminofluoréne (11) et le N-oxyde de nitro-4 quinoléine
(12).

- Pour d'autres composés comme le psoraléne (utilisé contre le
psoriasis), on peut observer, aprés intercalatioq}et sous l'action du
rayonnement UV, des réactions de photo-addition entre les doubles liaisons
de la molécule intercalée et celles des bases nucléotidiques
(principalement la thymine). On peut former ainsi des pontages intra-brin
voire inter-brinSdans la macromolécule (13).

~

Si le mécanisme physicochimique d'interaction de ces molécules

avec 1'ADN est relativement connu, on manque par contre d'informations sur les

relations entre la nature du complexe formé et l'activité biologique. Pour

qu'une molécule soit active deux phénoménes indépendants sont nécessaires :

¢!

(Bg,_)ﬁf‘&fr. 1°- La gapacité de la molécule & se compléxer avec 1'ADN,

2°- La reconnaissance du complexe formé par des fonctions cellulaires.

Le mécanisme d'action des intercalants est mal connu. Pour un

petit nombre de structures, on a pu montrer que leur interaction avec 1'ADN
inhibe (ou ralentit) l'activité de 1'ARN polymérase et par voie de conséquence
empéche le déroulement normal de la synthése protéique (14).

111.

ETUDE DU PHENOMENE :

* Lorsqu'une molécule aromatique s'intercale dans 1'ADN, elle induit

des modifications structurales importantes. Les plateaux des paires de



bases nucléotidiques doivent s'écarter pour permettre 1'insertion de
1'intercalant ce qui conduit 3 une augmentation de la longueur de 1la
macromolécule. Ceci se traduit par une modification de son coefficient de

sédimentation et de sa viscosité en solution qui peuvent €tre mesurés
(15).

* 'On observe &galement une détorsion de la structure hélicoidale due
au mouvement du squelette ribo-phosphate qui accompagne 1'écartement des
plateaux des bases. On peut évaluer quantitativement le phénoméne en
utilisant un ADN circulaire '"super-enroulé'" de structure bien établie

1'intercalation produit dans un premier temps une détorsion de 1la
macromolécule qui conduit au relachement puis & la torsion dans 1'autre

sens si la concentration en intercalant est augmentée (15).

I
|

Ces trois structures, en solution, présentent des propriétés de

viscosité différentes qui permettent de suivre 1'évolution du phénoméne.

* L'intercalation stabilise 1la structure en double hélice de 1'ADN

et provoque ainsi une augmentation considérable de sa température de
fusion (15).

* Des méthodes spectroscopiques sont également utilisées. Ce sont

par exemple la spectrophotométrie UV, la spectroscopie de fluorescence et
la RMN'H. (15).



* On peut obtenir des informations plus précises sur le plan
structural en utilisant des oligo-nucléotides. Les complexes peuvent

1

alors €tre étudiés par la RMN H, le dichroisme circulaire, la diffraction

des rayons X (15).

* L'intercalation peut €tre analysée de maniére quantitative en

déterminant la (ou les) constante(s) d'affinité(s) pour 1'ADN. Ces
calculs peuvent s'appuyer sur diverses techniques comme les

_spectroscopies UV et de fluorescence (15) ou les mesures par dialyse a
1'équilibre (15)....

* L'affinité pour 1'ADN présentée par les intercalants les plus

puissants a été largement mise 3 profit par de nombreux auteurs :

- Pour tenter d'augmenter 1'activité thérapeutique : des
diméres d'intercalants ont été synthétisés (16) ; leur affinité
pour 1'ADN est considérablement augmentée. Les travaux les plus
récents font état de triméres d'acridine (17,18) présentant des
constantes d'affinité pour 1'ADN du méme ordre de grandeur que
celkfs des protéines de régulation (18).
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- Les intercalants peuvent également servir de vecteurs pour
amener une structure particuliére ou une activité spécifique au
voisinage de sa cible : 1'ADN. C'est le cas par exemple de modéles
reproduisant les effets de la bléomycine (19) ou des composés
porteurs de fonctions photoactivables capables de réagir avec
) Ve 1'ADN et des macromolécules voisines comme les protéines de 1la

P S Y
)

chromatine (20).

- Une approche originale a également été utilisée pour étudier

0 - | le phénoméne de reconnaissance de séquences oligohucléotidiques

complémentaires (21). Un intercalant comme l'acridine est fixé
(par 1'intermédiaire d'un chaine polyméthylénique) sur la fonction
/f 3'0H terminale d'une E§§radésoxythymidine. Ceci conduit 3
renforcer considérablement les interactions avec la séquence
/// complémentaire de type poly.rA.

|

Bien que 1'intercalation soit un phénoméne largement étudié et
utilisé, nous ne disposons que d'informations globales quant & l'origine et la
stabilité des complexes formés. Les études menées avec des macromolécules ou
des oliggnucléotides, ne permettent pas d'examiner spécifiquement 1les
interactions d'empilement noyau-noyau mises en jeu. Leur &tude est compliquée
par la présence du squelette ribo-phosphate qui met en jeu des liaisons
ioniques ou de type hydrogéne avec la majorité des intercalants.

Les exigences de stabilité conformationnelle de 1'ADN limitent les
conditions des &tudes : impossibilité de faire appel & des effets de

température, de solvant, de pH pour préciser la force et la nature des
interactions.....

De nombreuses questions restent posées concernant la contribution,

le role des interactions d'empilement noyau-noyau dans l'intercalation/z’:

Quels sont les €léments de structure de 1'intercalant qui favorisent
1'interaction ?

Quellef est la nature et la force des interactionS?

—

Existe-t-il une spécificité envers certaines bases nucléotidiques ?
(] : 3 . .
L'orientation des chromophores influe-t-elle sur la complexation ?
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Pour étudier spécifiquement 1les interactions Intercalant-Base
nucléotidique, et tenter de répondre 3 ces questions, nous avons utilisé une
approche basée sur la synthése et 1'étude de molécules modéles de type
Base-(CHz)n-Intercalant. De telles molécules sont capables de se replier sous
1'action d'interactions attractives intramoléculaires. La position de
1'équilibre formes ouvertes Fi formes repliées constitue une mesure directe
de l'interaction :

]Bace!/\/\/\{lﬁ‘{;cala t = | Base
_— Al L}gtertalant

La forme repliée peut-étre mise en évidence par diverses
techniques spectroscopiques (UV, fluorescence, RMN1H....).

Une telle approche "intramoléculaire' évite les écueils usuels de
la démarche "intermoléculaire" ol la formation d'agrégats entre molécules

identiques ou différentes, limite considérablement 1'interprétation des
résultats.

Le choix de la chalne reliant les deux molécules aromatiques est
crucial : elle ne doit pas intervenir dans 1le processus d'interaction. Ceci
exclut 1la pr§§ence d'hétéroatomes et conduit & retenir une chaine
hydrocarbonée. Sa longueur doit permettre 1'empilement de deux noyaux
aromatiques. La chaine triméthylénique constitue le pont le plus court
utilisable. Pour des raisons d'entropie, elle favorise mieux 1l'interaction que
ne le font des chaines plus 1longues. Par contre, elle restreint
considérablement les géométries possibles du complexe.

Par ailleurs, le site de fixation de la chaine doit €tre tel que
les propriétés des molécules & étudier ne soient pas perturbées. En général,
on choisit pour la base nucléotidique 1'atome d'azote engagé dans la liaison
N-glycosidique et pour 1'intercalant, si possible, une position alkylée.
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* Dans une premiére série d'études, J. BOLTE et C. DEMUYNCK (22)

avaient utilisée cette approche pour é€tudier le noyau aminoquinoléine de
la chloroquine.

i W e (CH,)— BASE
—CH He _(CH,)—
H H—fCH)-NZ % —'3 N7
\N/c 27y +\CH1—-CH, N
B ®
P/
cl N: Cl N -
b {
H

- Les systémes synthétisés adoptent une conformation totalement
repliée & 20°C dans 1'eau. Ces modéles s'ouvrent progressivement
quand la température augmente,

- En milieu organique, seule la conformation ouverte est
présente,

* Des études préliminaires ont ensuite été réalisées en remplagant

le noyau quinoléine par le noyau acridine (23) dans le but d'évaluer

1'influence d'un cycle aromatique supplémentaire sur la nature et la
puissance dF 1'interaction.

H Y cn—ch
H CH — ”~ ' ]
H\ /c "( z): T\CH,-CH, H\N/(CHz)a_BASE
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Les effets sont spectaculaires :

- Le systéme Ade-C3-Acr est totalement replié dans 1'eau méme a
80°C.

- On observe jusqu'a 50 % de repliement dans 1'éthanol pur,

Dans ces systemes, la chaine de jonction est courte (n=3) et
limite considérablement le nombre de géométries adoptées par la conformation
repliée.

11 nous a donc semblé intéressant de poursuivre ces travaux en
utilisant des chaines plus longues (n=5,6) afin de donner plus de souplesse au
systéme et reproduire ainsi les conformations du complexe d'intercalation.

Nous avons synthétisé une série de modéles dans lesquels la base
est la thymine, 1'adénine et la guanine (Chapitre 1).

L'étude des interactions intramoléculaires mises en jeu fait
1'objet du Chapitre 2.

Une\ particularité de ces systémes réside dans le fait que la
surface du noyau acridine est comparable & celle occupée par un couple de
bases complémentaires. Nous avons donc envisagé d'utiliser de tels systémes

pour étudier les interactions entre 1'intercalant et un couple de bases
complémentaires.

[Base ? +  (Base Compl] — { Base ) ]Base COTEEL
C; 6cr1d1ne ! - (;( Acridine /

Si les modéles Base-C _-Acr adoptent une conformation repliée dans

' > - . .
1'eau, on congoit que ces systemes puissent se comporter comme des matrices
susceptibles de complexer 1la base complémentaire. La mise en jeu

LI : .
d'interactions d'empilement dans cette complexation, en rapprochant les bases

complémentaires, rend plus favorable la formation des liaisons de type
hydrogéne.
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Des études préliminaires des modéles Base-Cn-Acr en présence de
leur base complémentaire n'ont révélé aucune spécificité d'interaction par

rapport a 1'acridine utilisée comme témoin.

* Nous nous sommes donc tournés vers un intercalant jugé plus
favorable : 1la proflavine. En effet, 1la gqéométrie du complexe
d'intercalation a pu &tre établie & partir des données
cristallographiques (24) et de la spectroscopie de RMN 'H (25).

Proflavine intercalée : géométrie proposée.

En  examinant cette structure, on voit qu'une chaine
triméthylénique joignant 1'azote "glycosidique' de la base nucléotidique

1'azote exocyclique de 1'intercalant autorise une géométrie comparable
la précéaente.

(114

[ 1]

Modéle Ade-C3-Pf : géométrie permise

Les modéles Ade-C3-Pf et Thy—C3-Pf ont été synthétisés et étudiés
par J. FAHY dans notre laboratoire (26). 1ls se comportent de maniére

comparable aux précédents et adoptent une conformation repliée a 25°C,
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Nous avons complété ces résultats par la synthése du modéle Cyt-C3-Pf et
par une étude fine par RMN1H. Nous avons établi les géométries des
complexes formés et étudie les interactions d'empilement
proflavine-couple de bases (Chapitre 3).

* Les différentes molécules modéles préparées sont de type
hétérodiméres Base-(CHz)n'Intercalant et peuvent €tre considérées comme
une nouvelle classe d'intercalants. 11 est donc intéressant d'étudier

leur complexation avec 1'ADN (Chapitre 4).

* On peut en outre supposer que de tels systémes puissent présenter

une affinité spécifique pour des ADN modifiés comportant des sites
apuriniques. (ADN dont le squelette ribo-phosphate est intact, mais dont

la liaison N-glycosidique avec des purines a été rompue sous 1'influence
d'agents extérieurs....).

H— —H R
1+ @y, [E=21E
L= ) =it
1 —H e ]>

ACRIDINE
I —H 1

Ce phénoméne peut &tre examiné en &tudiant les effets de divers
hétérodiméres sur  1'activité des systémes enzymatiques (AP
endonucl%p%ses) spécifiques d'ADN apuriniques (27). Des études ont été
réalisées en série acridine avec certains modéles & longue chaine (n=5 et
6). 11 est clair que les dérivés synthétisés n'ont pas été optimisés pour
interagir avec 1'ADN (natif ou apurinique). Notamment, la présence d'une
chaine hydrocarbonée est peu favorable.
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Pour améliorer les interactions avec 1'ADN, nous avons remplacé la
chaine polyméthylénique par une jonction comportant plusieurs atomes
d'azote. En série bis-intercalants, ce type de jonction est connu pour
améliorer considérablement 1'affinité pour 1'ADN (28). Nous avons donc
synthétisé et étudié 1'hétérodimére Ade-Z-Acr (Chapitre 5).

NH,

e
N S Z=(CH

7/

H
. W
oheh
e
cl NZ
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CHAPITRE 1

SYNTHESTE
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Dans ce chapitre, nous décrivons la synthése des composés retenus

pour notre étude.

Les composés modéles :

0
CH,

HN
OJ\N l H, NJ\
H\ /(CH ), H /(cH

L™ L™
Cl (of N7

NH,
ssePs
H,N N7 N~ CHz~cp - CH:

|
H



Les composés de référence :

i NH
N CH, :
A, ﬁ
0™ ™N o”l\N
(cH,) |
| CH
L, (CH.),
CH,
NH, 0
. N
N7~ ' N\‘ HN | \>
k\N N> HN" SN
| .
(?Hz)z ((I:Hz)z
\  CH, CH,

HQ ACH:—CH,

! I SN ‘ OCH, ' N
Cl N HN N N~
'!‘
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A. CHOIX DES SCHEMAS DE SYNTHESE

Pour accéder aux modéles de type Base-Cn-Acr, on peut envisager deux
voies de synthése : soit au départ de l'acridine, soit au départ de la base
nucléotidique. La substitution des deux chromophores dans la position désirée

nécessite leur fonctionnalisation préalable.

I. FONCTIONNALISATION DES BASES NUCLEOTIDIQUES

Dans 1'ADN, les bases pyrimidiques ‘et puriques sont substituées

respectivement en positions 1 et 9 par le desoxyribose. .

-

2

O
CH’ )j )Iﬁ\. wZ | &\.
QR G G €
1 3

H

\

C'est sur cette position que sera fixée la chaine carbonée liant

1'intercalant & la base nucléotidique.

* Dans le cas de la thymine, la fonctionnalisation sélective
semble difficile. En effet, 1'atome d'hydrogéne porté par 1'atome d'azote en
position 3 est le plus acide. 11 est donc arraché le premier dans des
conditions basiques (pKa=9,9). -

v .
Yoz

o) o} o) (
CH _H@ CH, ® o CH, ' pKal = 9,9 P Ra

©N “H
)\ O)\N ‘ ‘|"|G 0)\
| : '
H

0=z

| pKa2

n
@

_1
7\

e
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La N-alkylation préférentielle en position 1 a pourtant éteé
décrite et réalisée dans certains cas avec de bons rendements (29-32). Un
faible pourcentage de 0O-alkylation a cependant été observé. Une méthode plus
sélective consiste a protéger les fonctions hydroxyles par 1le radical
triméthylsilyle (32). La substitution se fait alors sur la position 1 qui est

= la moins encombrée. Les groupements silyles sont éliminés par hydrolyse.

C)SiMeJ

N)\/l(cu, L RX )‘j,
Me,SiOkN 200 J\

\

* En ce qui concerne 1'adénine, le proton en position 9 peut €tre

arraché facilement en milieu basique.

NH, . NH,

/" | l\ >—‘::Z\ k > | _pKa = 9,8

/€ka
\

La charge 'négative portée par 1l'azote en position 9 peut
cependant se délocaliser et conduire aux formes mésoméres suivantes (33,34) :

NH,

NH, ) o
z N N7 N
N‘:NIN\> <N\/|[N/>
©

NH, NH,
2 — U0
v N
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L'ordre de stabilité des formes alkylées de ces anions a pu étre
établi : N-9 > N-7 » N-3 > N-1. Ces résultats s'appuient sur des études
d'équilibres des tautoméres (35), des réactions de réarrangement (36) et des
calculs d'orbitales moléculaires (37).

L'alkylation de 1'anion adénylate par un dérivé halogéné dans un
solvant comme la diméthylformamide. (DMF) conduit & 1'obtention du produit
substitué en position 9 de fagon majoritaire (29, 30, 32). Cette sélectivité
peut s'expliquer par 1l'encombrement plus important de la position 7 par
rapport & la position 9.

* Dans le cas de la cytosine, le comportement en milieu basique
est le suivant :

. NH, NH, NH, A

- H e :

~ N~ N A
4Lj*t] W 4L:ljﬂ A W/A;J ele e

JaKOL pKa = 12,3

Dans ces conditions, 1'alkylation sélective de la position 1
semble difficile. On peut diminuer 1'alkylation en position 3 en encombrant ce
site par acétylation de la fonction amine primaire portée par le carbone 4. La
principale réaction parasite observée est la 0-alkylation. Cette méthode a été
employée par N.J. LEONARD et D.T. BROWNE (29). La sélectivité de la réaction
est augmentée lorsque l'on protége la fonction hydroxyle et la fonction Egide
par les groupes triméthylsilyles (29).

Plus récemment, K.K. OGILVIE a montré qu'il était possible

d'alkyler sélectivement la position 1 de la cytosine par simple silylation,
sans acétylation préalable (38).

* L'alkylation sélective en position 9 dé la guanine est délicate.

amine

En milieu basique, elle peut perdre successivement deux protons. Les ‘BKakf* K;q
’ /

correspondants sont de 9,6 et 12,4.
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0 (o) (o]
N -H’ e -H’ e N
WSS Ty &, a0
HzNJ\\N u +H H,N \N u +H H.N \N g

* |Les nombreuses formes mésoméres d'un tel systéme rendent
possible 1'alkylation sur la partie pyrimidique de la guanine. Pour alkyler le
cycle imidazole, il est donc nécessaire de protéger la fonction amine primaire
en position 2 (par un acétamide ou un benzamide par exemple). Cette méthode a
surtout été développée pour la synthése de nucléosides et d'oligonucléotides
(39). Cependant, la réaction n'est pas sélective et on obtient un mélange de
dérivés alkylés en positions 7 et 9. Les pourcentages de substitution en
position 7 peuvent €tre importants (jusqu'a 40 %).

Une méthode trés sélective consiste & réaliser 1'alkylation sur
un dérivé précurseur du noyau quanine (29, 39, 40). Cette voie a été
développée par J. DAVOLL et D.D. EVANS (40) et N.J. LEONARD (29). Nous 1l'avons
adaptée a la synthése de nos modéles.

o]

Nt o
— —_— —p
H,NJ*N ¢ H,N’KN H HNS SN N
, R

b Al 4

Cette méthode présente 1'inconvénient d'€tre longue et
fastidieuse et de ne permettre 1'introduction du substituant "R" que par une
réaction d'amination du précurseur.

Les développements les plus récents dans le domaine de 1la
synthése de guanines substituées font appel au blocage ou non de 1'amine
primaire portée par le carbone 2, suivie d'une protection par les groupes
triméthylsilyles (le blocage en position 2 améliore également la solubilité

dans 1'agent silylant). L'alkylation se fait ensuite par action d'un dérivé
halogéné (41, 42).
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On obtient un mélange de dérivés alkylés en positions 7 et 9,
qui sont ensuite séparés.

Une autre possibilité est d'utiliser une purine précurseur de la
guanine : 1'amino-2 chloro-6 purine qui peut €tre alkylée sélectivement en

position 9, puis transformée en guanine substituée par hydrolyse en milieu

basique (42).
o @
N45I: 1HMDS HN I
H,N 2, RX _ HzNJ\\N

\ 3.0H"

T

-2

L'inconvénient majeur de cette méthode est le coiit élevé du
dérivé précurseur.

I1. FONCTIONNALISATION DE L'ACRIDINE

Pour respecter la position de substitution de la quinacrine, le

point d'attache de la chaine se fera en position 9 par 1'intermédiaire d'un
groupement amino.
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Le produit de départ est la dichloro-6,9 méthoxy-2 acridine qui est
un produit commercial. Elle peut €tre directement substituée en position 9 par
attaque nucléophile d'une amine primaire (43). On peut également préparer le
dérivé phénoxylé en position 9 par action du phénol en présence de soude. Ce

dérivé est plus généralement employé lorsque 1'amine primaire est sous forme
de sel (44, 45).

Ci
Z | X OCH,
CIX N7 RNH, H\N/R
l PhO® N2®

111. SYNTHESES ENVISAGEES

\

Les contraintes liées aux fonctionnalisations des deux chromophores
nous suggérent les deux voies de synthése suivantes :

VOIE 1 :

L'acridine phénoxylée en position 9 est substituée par un

aminoalcool, puis'sera transformée en halogénure de type Acr-Cn-X.

|BASEI

Acr-OPh—'blAcr-NH-Cn-X —_ Acr-NH-—Cn-BASE

G —

Cet halogénure est ensuite utilisé pour alkyler 1'adénine et 1la

thymine dans la position souhaitée. 11 n'est cependant pas utilisable dans le
cas de la guanine.

finr,

' p./"/.’/'..‘ !
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VOIE 2 :

La base nucléotidique est alkylée par une a,w -halogénoamine pour

conduire au dérivé Base-Cn-NH
donner €&

2

Le dériveé Base-Cn-NHZ, par attaque nucléophile sur la position 9 de
1'acridine phénoxylée conduira aux modéles Base-Cn-Acr. Cette voie peut étre
utilisée pour la préparation des modéles en série adénine, thymine et guanine.
Dans le cas de la guanine, le précurseur sera une chloropyrimidine substituée
par un diamino alcane : Pyr-Cn-NHz. Une suite de réactions conduira-a- la

. . ? 4
formation du cycle imidazole de la guanine, V{er'wqe 'R

HZN-Cn-NH2

[Pyr] - Q1 > [Pyr] - € -NH, —> [Gua] - € - NH,

B. SYNTHESE DES MODELES EN SERIE ADENINE (Ade-Cn-Acr 20 et 23)
ET THYMINE (Thy—Cn-Acr 14 ET 17) - SYNTHESE DES COMPOSES DE

REFERENCE Acr-C; 7, Ade-C, 8 et Thy-C; 9 :

\
1. PREMIERE VOIE DE SYNTHESE :

La dichloro-6,9 méthoxy-2 acridine 1 est transformée en chloro-6
méthoxy-2 phénoxy-9 acridine 2 par action du phénol en présence de soude. La
réaction a lieu & 100°C pendant 1 heure et le produit est purifié par
cristallisation dans 1'acétone (le rendement est de 50 %). Le groupement
phénoxy du dérivé 2 peut ensuite &tre substitué par un aminoalcool de fype
HN-C -OH (n=5 et 6). La réaction se passe & chaud dans le diméthylsulfoxyde
en présence d'un excés d'aminoalcool. On obtient ainsi les dérivés Acr-Cn-OH 3
et 4 qui ont été purifiés par cristallisation dans 1'éthanol. 1ls sont
identifiés par 1leurs spectres de RMN1H qui contiennent les signaux
caractéristiques de 1'acridine dans la région des protons aromatiques entre
8,55 et 7,50 ppm ainsi que ceux apportés par la chaine de 1'aminoalcool dans
la région des protons aliphatiques. On remarquera tout particuliérement le
signal échangeable vers 4,50 ppm attribué au proton de la fonction hydroxyle.



- 28 -

\

/ NaOH

Cl N
1

HN-(cH,)-cH

H\ ACH,)—cH, H\ AACH,)»—OH & 3.",'.'
ci N’
7 3 n=$5
4n=6

Par action de 1'amino-1 propane sur le dérivé 2, nous avons préparé
le composé de référence Acr-C3 7 avec un rendement de 48 %,

Par action de 1'acide bromhydrique en présence d'acide sulfurique on
transforme les alcools Acr-Cn-OH 3 et 4 en dérivés bromés correspondants
Acr-C -Br 5 et 6. Ces produits se sont révélés instables et impossibles &
obtenir rigoureusement purs. Nous les avons utilisés directement pour alkyler
la thymine et 1'adénine.

1. Série adénine :

\

L'atome de brome des dérivés Acr-C -Br 5 et 6 peut étre substitué
par le sel de sodium de l'adénine. Ce dernier a été obtenu par action de
1'hydrure de sodium sur 1l'adénine dans la diméthylformamide & température
ambiante. Ces conditions sont classiquement utilisées pour alkyler 1'adénine
en position 9 (1, 18, 19). L'adénylate de sodium formé réagit ensuite avec les
composés Acr-Cc-Br 5 et Acr-C,-Br 6 dans la diméthylformamide a 70°C pendant 8
heures. La réaction est incompléte et les produits secondaires sont nombreux.
Les divers essais de purification (cristallisation, chromatographiefsur plaque
préparative ou sur colonne) ne nous ont pas permis d'isoler les produits de
condensation Ade-Cs-Acr 20 et Ade-C6-Acr 23 analytiquement purs. lls ont été
caractérisés par leurs spectres de RMN1H dans le diméthylsulfoxyde deutérié
qui montrent la présence des protons H-2 et H-8 de 1'adénine vers 8 ppm. On
trouve également le massif des protons de 1'acridine entre 7,25 et 7,30 ppm.
En spectrométrie de masse, nous observons les pics de 1'ion moléculaire pour

le dérivé Ade-Co-Acr 20 (M'=461) et pour le dérivé Ade-C -Acr 23 (M'=475),
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En raison : 1/ de 1'instabilité des dérivés bromés ‘intermédiaires
Acr-Cn-Br 5 et 6, 2/ des problémes rencontrés au cours des é&tapes de
purification des produits 20 et 23, 3/ de la nécessité d'obtenir ces produits
analytiquement purs pour les études physicochimiques et biologiques, nous
avons été contraints d'abandonner cette voie de synthése.

2. Série thymine :

s

Pour alkyler sélectivement la thymine en position 1, nous avons
utilisé la protection par les groupements triméthylsilyles réalisée dans
1'hexaméthy1di§ilazane a reflux. T

La thymine silylée a été utilisée comme agent nucléophile pour
déplacer le brome dans les composés Acr-Ce-Br 5 et Acr-C,-Br 6 (diméthyl
sulfoxyde & 80°C). Les groupements silylés sont hydrolysés en ajoutant un peu
d'eau en fin de réaction.

Malgré divers essais de condensation, la réaction s'est toujours
avérée incompléte et de nombreux produits secondaires sont formés.

1.DMSO
2.H,0
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Au cours des étapes de purification, nous avons rencontré les mémes
problémes qu'en série adénine. Nous avons cependant isolé des échantillons de
produits suffisamment purs pour en établir la structure.

- Les spectres de RMN1H enregistrés dans le diméthylsulfoxyde deutérié
montrent les signaux des protons de la thymine (11,10 ppm pour le proton
échangeable en position 3 ; 7,5 ppm pour le proton en position 6 et 1,70 ppm
pour le méthyle en position 5). Nous trouvons également les signaux
correspondant & la partie '"acridinique'" de la molécule, le proton H-8 se
présente sous la forme d'un doublet caractéristique a 8,25 ppm. Les signaux
des autres protons aromatiques sont groupés entre 7,8 et 7,25 ppm.

Les difficultés rencontrées pour obtenir des échantillons

S-Acr 14 et Thy-C6
3 abandonner cette voie de synthése comme précédemment en série adénine.

analytiquement purs des dérivés Thy-C -Acr 17 nous ont amenés

3. Préparation des composés de référence Ade-C, 8 et Thy-C

39

Selon la méthode décrite par N.J. LEONARD (30), la substitution par
la base activée se fait sur le bromo-1 propane dans la diméthylformamide
anhydre. Les rendements sont de 1l'ordre de 80 % et les données

spectroscopiques des produits 8 et 9 sont en accord avec celles de la
littérature,

+ Br—(CH,)— CH, —>
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11. DEUXIEME VOIE DE SYNTHESE

Cette voie met en jeu un intermédiaire-clé dans lequel la base
nucléotidique est fonctionnalisée par une chaine aminoalkyle. Ce dérivé de
type Base-Cn-NH2 est obtenu par alkylation de la base par un halogénure
d'alkyle portant un groupe phalimide précurseur de la fonction amine primaire
(Br-Cn-Pht 10 et 117).

o)
18r—CH,)—N
: o]
BASE T . > BASE—(CH,)-NH,

~
Dans 1'étape suivante, le dérivé Base-Cn-—NH2 est condensé avec 1la

phénoxy-9 acridine 2 pour conduire aux modéles de type Base-Cn-Acr.

BASE—(CH,)—NH, ] | @

Y 1. Synthése des dérivésBr-C -Pht 10 et 11 :

Le dérivé Br-C,-Pht 10 est décrit dans la littérature (30) et nous
avons utilisé la méme méthode qui consiste & réaliser la condensation du
phtalimide avec les a,w-dibromo alcanes Br-Cn-Br (n=5 et 6) dans 1la
diméthylformamide en présence de carbonate de potassium. Le dibromo alcane est
utilisé en excés (cinq fois stoechiométrique) par rapport au phtalimide, pour
éviter la formation de diméres.

Les produits Br-Cn-Pht sont purifiés par cristallisation dans un
mélange d'éther éthylique et d'éther de pétrole. Les rendements en produit pur

sont de 79 % pour le dérivé Br-Cs-Pht 10 et 70 % pour le dérivé Br-C6_pht 1.
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2. Alkylation des bases par le dérivéuwa-bromoalkyflhtalimide
(Br-C_-Pht) : (/

a. Série thymine :

Nous avons utilisé la voie de synthése décrite par J. BOLTE

(48) pour préparer le composé Thy—C3-NH2. Les fonctions hydroxyle de la
thymine sont protégées par silylation dans 1'hexaméthyldisilazane. La thymine
silylée est ensuite condensée avec les dérivés bromoalkyl phtalimide Br-Cn-Pht
10 et 11 dans la diméthylformamide anhydre chauffée & 80°C pendant 18 heures.
Aprés évaporation & sec et cristallisation dans un mélange éthanol-eau (4/1),
on obtient les dérivés Thy-Cs-Pht 12 et Thy-Cé-Pht 15 avec des rendements de
71 % et 57 % respectivement. '
Les produits sont caractérisés par leur spectre de RMN1H dans le
diméthylsulfoxyde. On trouve les signaux correspondant aux quatre protons
aromatiques du noyau phtalimide (singulet & 7,8 ppm) ainsi que les protons de
la thymine (7,50 ppm pour le proton en position 6 et 1,75 ppm pour le méthyle
en position 5). En spectrométrie de masse, nous observons les signaux
correspondant aux ions moléculaires pour le dérivé Thy-C.-Pht 12 (M'=341) et

5
pour le dérivé Thy-C -Pht 15 (M'=355),

6

b. Série Adénine :

" Le dérivé Ade-Cb—Pht 21 a été préparé par N.J. LEONARD et

R.F. LAMBERT (30). Nous avons employé la méthode décrite qui consiste 3

alkyler 1'adénine par les dérivés Br-C_-Pht 10 et 11 en présence de carbonate
de potassium dans la diméthylformamide anhydre.

Aprés évaporation & sec, les dérivés Ade-Cs-Pht 18 et

Ade-C,-Pht 21 ont &té purifiés par cristallisation dans 1'éthanol absolu en

présence de noir animal . Les rendements en produit pur sont de 37 % et 40 %
respectivement.
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L'analyse des spectres de RMN1H de ces deux dérivés révéle la
présence des signaux correspondant aux protons de 1l'adénine et du groupement
phtalimide. Dans le cas du dérivé Ade-Cs-Pht 18, le spectre a été enregistré
dans 1'acide trifluoroacétique deutérié., Les signaux des protons en position 2
et 8 de l'adénine résonnent sous la forme de deux singulets a 9,40 et
8,80 ppm. Les protons aromatiques du groupement phtalimide sont sous forme
d'un singulet & 7,90 ppm. Les données spectroscopiques du dérivé Ade-C,-Pht 21
sont en accord avec celles de la littérature.

3. Libération de la fonction amine primaire :

\

L'ouverture du phtalimide peut se faire de deux fagons : soit par
1'hydrate d'hydrazine (49) soit par hydrolyse en milieu acide (49). L'hydrate
d'hydrazine pouvant donner lieu & des réactions secondaires avec la thymine
(50, 51), nous avons utilisé des conditions d'hydrolyse acide pour 1'ensemble
des dérivés Base-Cn-Pht (mélange eau - acide acétique glacial - acide
chlorhydrique concentré 1/1/1, chauffé & reflux durant 48 heures). On purifie
les produits Base-Cn-NH2 par cristallisations successives dans l'éthapol
absolu. Les rendements en produits purs sont de 70 % et 74 % pour les dérivés
Thy-Cc-NH, 13 et Thy-C¢-NH, 16 ; ils sont de 87 % et 80 % pour les dérivés
Ade—Cs-NH2 19 et Ade-Cé-NH2 22 respectivement .

o]

()]
BASE—(CHz);m He BASE—({cH,)-NH,

o)
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Les produits sont caractérisés par leurs spectres de RMN1H qui

montrent la disparition des signaux aromatiques du groupement phtalimide.

4. Condensation avec la chloro-6 méthoxy-2 phénoxy-9 acridine 2 :

a. Série thymine :

Les dérivés Thy-Cs-NH2 13 et Thy-C,-NH, 16 sous forme de
chlorhydrate sont trés polaires et peu solubles méme dans des solvants comme
le diméthylsulfoxyde. La réaction de condensation avec la phénoxy-9 acridine 2
se passe a 70°C, en présence de diazabicyclooctane (DABCO). La réaction est
trés lente et incompléte. Aprés 18 heures, il reste encore des produits de
départ mais la réaction n'évolue plus vers la formation du produit de
condensation. Les produits secondaires formés sont nombreux. Par précipitation
du brut réactionnel dans un grand volume d'eau ammoniaquée, on obtient un
mélange de produits dans lequel liiProduiEEQe condensation Thy-Cs-Acr 14 et OW
Thy-C,-Acr 17 sont majoritaires. Les rendements en produit brut sont
respectivement de 92 % et 83 %. L'obtention d'échantillons analytiquement purs
a nécessité plusieurs chromatographies successives sur colonnes de silice avec
comme éluants des mélanges d'éthanol et de méthanol. Les échantillons purifiés

sont ensuite cristallisés dans 1'éthanol absolu.

\

1

Les spectres de RMN'H, enregistrés & 270MHz dans 1le
diméthylsulfoxyde deutérié, montrent un signal échangeable & 11,10 ppm

attribué au proton porté par 1'azote en position 3 de la thymine. On retrouve
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les signaux correspondant aux protons aromatiques de 1l'acridine entre 8,25 et
7,25 ppm. L'ensemble des protons de la chaine polyméthylénique résonne entre
1,25 et 3,70 ppm. En spectrométrie de masse, nous pouvons observer les pics
correspondant aux ions moléculaires pour le dérivé Thy—Cs-Acr 14 (M*=452) et
pour le dérivé Thy-Cb-Acr 17 (M¥=466).

b. Série adénine :

Diverses conditions de condensation des dérivés Ade-—Cn-NH2
19 et 22 (sous forme de chlorhydrate) avec la phénoxy-9 acridine 2 ont été
étudiées. Nous avons opéré dans des solvants tels que le diméthylsulfoxyde, la
diméthylformamide ou le phénol en présence ou non de base ajoutée comme la
triéthylamine ou 1le diazabicyclooctane. Les meilleurs résultats ont été
obtenus en employant la diméthyl formamide en absence de base. La réaction est
conduite @ 110°C sous atmosphére d'azote. Aprés 10 heures, elle n'est pas
totale mais des produits secondaires commencent & se former. On obtient ainsi
un mélange dans lequel 1le produit de  condensation est majoritaire. Les

rendements & ce stade sont de 68 % pour le dérivé Ade-C.-Acr 20 et de 85 %
pour le dérivé Ade-C -Acr 23.

5

Le dérivé Ade—Cs-Acr 20 s'est avéré trés hygroscopique. La
purification des produits 20 et 23 a nécessité plusieurs chromatographies
successives sur\colonne de silice ; la polarité des produits nous a amenés a
utiliser comme solvants d'élution 1'éthanol et le méthanol contenant 1 %
d'ammoniaque. La pureté des échantillons a été vérifiée par chromatographie
sur couche mince et par chromatographie liquide haute performance. Elle a été
confirmée par 1'analyse élémentaire. '
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Dans 1'analyse des spectres de RMN'H enregistrés a 270MHz

dans le diméthylsulfoxyde deutérié, nous trouvons les signaux correspondant a

1'adénine et a 1l'acridine. Les deux protons de 1'adénine sont confondus a

8 ppm. Le proton en position 8 de 1l'acridine présente un doublet & 8,3 ppm.

.Les autres protons aromatiques de 1l'acridine sont entre 7,8 et 7,3 ppm. Les

protons échangeables de 1'amine primaire en position 6 de 1'adénine forment un

signal large 3 7,1 ppm. Les signaux des protons de la chaine polyméthylénique
sont observés entre 4,0 et 1,2 ppm. |

La spectrométrie de masse indique la présence des pics

correspondant aux ions moléculaires : M'=461 pour le dérivé Ade-C.-Acr 20 et

5
M*=475 pour le dérivé Ade-C -Acr 23.

6

C. SYNTHESE DES MODELES EN SERIE GUANINE :

L'impossibilité d'alkyler sélectivement la quanine en position 9
nous a amenés a choisir la voie de synthése passant par une pyrimidine
précurseur : 1'amino-2 nitro-5 chloro-6 pyrimidinone-4 (3H) 27.

\
o

217

Une suite de réactions effectuées sur cette pyrimidine nous permet

d'accéder au noyau de la guanine substituée sélectivement en position 9.

o

0
NO, NO
HN HN b
Cl N
H, N HNT SN~ NH

:u—z\/z
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La substitution du chlore sur la pyrimidine 27 peut se faire de
plusieurs maniéres :

- Soit & partir de la fonction amine primaire d'un dérivé du type

Acr-Cn-NH2

H Sl N,

O\
/ V'.‘-
N

Nous avons réalisé diverses tentatives en utilisant cette voie que

nous avons abandonnée pour les raisons suivantes :

- les dérivés Acr-Cn-NHz sont difficiles & purifier.
- ils sont instables dans les conditions de réaction et conduisent
notamment & des réactions de dimérisation (52).

\

- Soit en utilisant une diamine du type H N-C_-NH,. Cette voie nous
améne a préparer les dérivés Gua-CS-NH2 32 et Gua-Cé-NH2 33 qui
seront ensuite condensés avec la chloro-6 méthoxy-2 phénoxy-9

acridine 2 pour conduire aux modéles Gua-C.-Acr 34 et Gua-C -Acr 3S.

2

5 6

1. SYNTHESE DE LA PYRIMIDINE 27 PRECURSEUR DE LA GUANINE

Le composé a déja é€té décrit par J. DAVOLL et D.D. EVANS (40). 11
peut étre synthétisé & partir de 1'amino-2 dichloro-4,6 pyrimidine 25 qui est
un produit commercial. Etant donnés son prix et les quantités importantes dont
nous avons eu besoin, nous avons été amenés & réaliser la synthése compléte
selon le schéma ci-dessous décrit par J. BOLTE et al. (48).
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La 1ére étape est une modification de la synthése de W. TRAUBE (53)
mise au point par H. REMBOLD et H.J. SCHRAMM (54). La guanidine est mise en
réaction avec le malonate d'éthyle dans 1'éthanol en présence d'éthanolate de

sodium pour fournir la dihydroxy pyrimidine 24 avec un rendement de 92 %.

La 2éme étape est une chloration du composé 24. Nous avons suivi la
méthode préconisée par J. BOLTE et al. (48) qui consiste a utiliser
1'oxychlorure de phosphore & reflux en présence de N,N-diméthylaniline
(rendement de 60 % aprés cristallisation).

La 3&me étape est une hydrolyse de la dichloropyrimidine 25 par la
soude 1N chauffée & reflux pendant quatre heures. Le produit d'hydrolyse” 26
est obtenu aprés acidification du mélange réactionnel partl'acide acétique. Le
rendement est de 89 %. 11 a été caractérisé par son spectre IR qui montre
1'apparition d'une bande intense & 1670 cm'1 attribuée 3 la fonction C=0.

La 4eme étape est la nitration du dérivé 26 décrite par J. DAVOLL et
D.D. EVANS (40). On emploie le mélange sulfonitrique comme agent nitrant. La
réaction se passe sous atmosphére d'azote en maintenant la température au
voisinage de 10°C. Le dérivé nitré est obtenu avec un rendement de 84 %.
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IT. REACTIONS D'AMINATION DU PRECURSEUR 27

Dans cette réaction, une amine primaire aliphatique est utilisée
comme agent nucléophile. L'atome de chlore en position 6, activé par le
groupement nitro situé en ortho, est facilement substitué.

1. Synthése du dérivé Pyr-C, 30 :

Ce composé a été décrit par N.J. LEONARD (29) ; nous avons repris
ses conditions et traité le dérivé 27 par la n-propylamine utilisée comme
solvant. Le produit est isolé avec un rendement de 67 % aprés réaction a 25°C
pendant 18 heures.

e ' ) ' .
HN)iNoz H,N—(CH,), —CH, ' HN)j[Noz , 1\ i , \}
HzN"*N cl H ,N/KN 'I‘H S
z ¥ (CH))-cH,

Le spectre de RMN1H dans 1'acide trifonfoacétique deutérié montre
les signaux attendus pour la chaine propyle & 3,80 ppm et 1,85 ppm pour les
groupements méthyléniques et a 1,0 ppm pour le groupement méthyle. Le spectre
d'absorption UV enregistré dans 1'éthanol présente des maxima & 330 et 237 nm.

2. Dérivés Pyr-Cs-NH2 28 et Pyr-CE-NH2 29

Le réactif d'amination du précurseur 27 est un diamino alcane du
type HoN-C -NH, (n=5, 6). Pour éviter la formation de diméres, Pyr-(CH,) -Pyr,
il convient d'opérer en milieu suffisamment dilué et en présence d'un excés de
diamine (environ 7 fois). La réaction s'effectue & température ambiante dans
la diméthylformamide en présence de triéthylamine. Aprés 18 heures, le brut
réactionnel est &vaporé sous pression réduite et les produits PYF'CS‘NHZ 28 et

PY'”-C6-NH2 29 sont purifiés par cristallisation dans 1'eau avec des rendements
de 79 et 69 % respectivement.
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L'analyse du  spectre de RMN1H effectué  dans 1'acide

trifluoroacétique deutérié montre la présence des signaux des protons
méthyléniques de la chaine entre 1,7 et 3,7 ppm. Les spectres d'absorption UV
enregistrés dans 1'éthanol présentent des maxima & 290 et 335 nm. Par
spectrométrie de masse, nous avons pu observer les pics correspondant aux ions
moléculaires : M'=256 pour le dérivé Pyr-CS-NH2 28 et Mt=270 pour le dérivé
Pyr-C(-NH, 29.

XY

EBU

LiLtLe

111. FORMATION DU CYCLE IMIDAZOLE

\
Nous avons utilisé la méthode décrite par N.J. LEONARD (29) pour
préparer le dérivé Gua-C3 31.
Le groupement nitro est réduit par le couple zinc - acide formique &
température ambiante, sous atmosphére inerte. L'évolution de la réaction est
suivie par chromatographie sur couche mince. 11 se forme dans le milieu un

formiate d'amine ou un formamide que nous n'avons pas isolé ni caractérisé.

o . o . o
N NO, Za/HCOOH H ' NH, . Hu)i::cuo
HCO.H '
"\ 2
H:NJ\N \H _ H.N’k\u NH . : H,NJ*u ,
: R , R ou R
(o]

ou HNlljl::H'
H,N,K N &cuo
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Aprés avoir é&liminé le zinc par filtration, 1la cyclisation
s'effectue par chauffage a 170°C sous pression pendant 3 heures. Nous avons
obtenu le dérivé Gua-C5 31 & partir du composé nitré Pyr-C4 1§g avec un
rendement de 50 %. On le caractérise par son spectre de RMN'H dans le
diméthylsulfoxyde deutérié. On constate 1'apparition d'un proton aromatique
donnant un signal & 8,75 ppm attribué au proton en posifion 8 de la guanine
prouvant que la fermeture du cycle imidazole a été réalisée. Le spectre

. d'absorption UV présente un maximum & 253,5 nm. Par spectrométrie de masse, on

observe le pic correspondant & 1'ion moléculaire M*t=193.

0
'KUI 1. HCO;H/Zn HN N\>
N’l\ 2470 ’kn | |

( H) H,N T
2 CH
CH, . (éH’)z
30 . 3 ?
Le trgitement des dérivés Pyr-Cg-NH, 28 et Pyr-C,-NH, 29 montre que

la cyclisation s'accompagne d'une réaction de formylation de 1'amine primaire
de la chaine : pour le composé 28 par exemple, le spectre de RMN'H contient le
singulet & 7,6 ppm caractéristique du H-8 de la guanine et deux signaux
échangeables & 8,0 et 7,7 ppm provenant du groupement formamide et de la
fonction amine primaire de la guanine. De plus, par spectrométrie de maése,
le pic de 1'ion moléculaire de Gua—Cs-NH2 32 (Mt=236) est accompagné d'un pic
provenant de 1'ion moléculaire augmenté de 28 unités attribué au formamide
correspondant. On observe également un signal & 8,6 ppm pour le proton non
échangeable du formamide.

Pour obtenir le dérivé Gua-Cs-NH2 32, nous avons traité ce brut

réactionnel dans des conditions d'hydrolyse acide : méthanol - acide
chlorhydrique (9/1).
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(o
HN)j[woa 1.HCO,H/Zn HN)iN\> _
A H,N’kn NH 2.170°C H,N’KN N //2\\
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28 N=5 . 32N=5 7
29 N:=6 33 N:=6

Nous avons préparé le dérive Gua-Cé-NH2 33 de la meme maniére. La
pureté des produits 32 et 33, analysés par chromatograhie liquide haute
performance sur phase inverse est estimée a 95 %. Ces composés sont difficiles

3 purifier totalement et ils ont été utilisés sans traitement supplémentaire.

\ :
1V. PREPARATION DES MODELES Gua-C.-Acr 34 et Gua-Cé-Acr 35

5

Les dérivés Gua—Cs-NH2 32 et Gua-C -NH 33 sont transformés en dérivés

Gua—Cn—Acr 34 et 35 par wune réaction6 de2 condensation avec 1la phénoxy-9
- acridine 2 dans la diméthylformamide. La solubilité et la réactivité des
intermédiaires Gua-Cn-NH2 32 et 33 est faible. Aprés 14 heures 3 80°C, il
reste toujours des composés de départ et des produits secondaires commencent 3
se former. La réaction est arrétée 3 ce stade et le solvant est évaporé sous
pression réduite. _

L'obtention des produits analytiquement purs a nécessité plusieurs
chromatographies successives sur colonnes de silice en utilisant comme éluant

1'acétate d'éthyle, 1'éthanol absolu et le méthanol.



Les produits ont été identifiés par RMN1H (diméthylsulfoxyde
deutérié). On y retrouve les contributions de la guanine (par son proton en
position 8 qui résonne & 7,5 ppm, confondu avec le proton en position 1 de
1'acridine) et de l'acridine (par son massif de protons aromatiques entre 8,25
et 7,20 ppm). Les groupements méthyléniques directement fixés sur la guanine
et sur 1'acridine résonnent sous forme de multiplets & 3,80 et 3,60 ppm

respectivement.

La pureté des produits Gua-Cs-Acr 34 et Gua-Cé-Acr 35 a été

contrdlée par chromatographie sur couche mince, chromatographie liquidz haute
performance (phase inverse RP18) et par analyse €lémentaire.

D. SYNTHESE DU MODELE Ade-Z-Acr 38

La molécule que nous nous proposons de synthétiser présente la
structure suivante :

. H L

\N/
| N O OCH, Z = —(CH,)~NH—(CH,)};yNH—(CH,)-
Ci NZ
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Dans ce systéme les deux noyaux aromatiques sont liés par une chaine
de type polyamine. De nombreux travaux sont apparus récemment dans la litté-
rature pour synthétiser et procéder & 1'allongement de polyamines comparables

. (55-65). Nous avons opté pour le schéma de synthése indiqué ci-dessous qui
consiste a alkyler dans un premier temps 1'adénine par un dérivé dihalogéné.
On peut ensuite introduire la chaine aminée et fixer le noyau acridine. Ce
schéma est assez comparable & la stratégie utilisée par B.P. ROQUES pour 1la
LIQ - synthése de certains bijhntercalants non symétriques (66).

NH, NH, NH,
N
N~ \ 1 N~ I \> 2 N~ I N\>
Ly — KW —— (L
N | | N '
H (cH;) —Br z
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1. SYNTHESE DU DERIVE Ade-Cz-Br 36

L'étape 1 est une alkylation de 1'adénine par le dibromo-1,2 éthane
dans la diméthylformamide en présence de carbonate de potassium. Ces
conditions dérivent de celles décrites par N.J. LEONARD (29) pour la
préparation de 1'homologue supérieur Ade-C3-Br 3 partir de 1l'adénylate de
sodium et du dibromo-1,3 propane. La réaction a lieu & température ambiante et
dure 48 heures. On obtient le dérivé Ade-CZ-Br 36 avec un rendement de 77 %.

Dans le spectre de RMN1H enregistré dans le diméthylsulfoxyde
deutérié, nous trouvons deux signaux dans la région des protons aromatiques a
8,15 et 8,10 ppm attribués aux protons en positions 2 et 8 de 1l'adénine. Nous
observons également un signal échangeable & 7,75 ppm pour la fonction amine
primaire en position 6 de l'édénine. Les protons des groupements méthyléniques
résonnent sous la forme de deux triplets & 4,50 et 3,90 ppm.

Le spectre de masse présente également les deux pics carac-
téristiques des dérivés bromés qui sont & (M+1)%=243 et (M-1)*=241 (1iés 3 1a

présence des deux isotopes du brome : Br81 et Br79). -
NH,
\ NH, N
N/ N ! CO'K' Nk/ l \>
k | \> Br—(CH,) Br ——— N
) (cH.) — B
36

11. SYNTHESE DU DERIVE Ade—Z-NHz_ 37

L'atome de brome du dérivé Ade-CZ-Br 36 peut étre substitué par une

fonction amine primaire de la bis-(amino-3 propyl) amine. Pour éviter 1la
formation de diméres du type Ade-Z-NH-Cz-Ade, nous avons travaillé avec un

trés gros excés de triamine (30 fois) en milieu dilué. La réaction a &té mende
au reflux du méthanol pendant 24 heures.
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L'isolement du produit s'est avéré délicat, notamment en raison de
1'excés de triamine. Le point d'ébullition élevé de celle-ci (151° sous 50 mm
de mercure) rend difficile 1'évaporation sous pression réduite. Divers essais
de précipitation et d'extraction liquide - liquide ont échoué ; la seule
méthode efficace est la chromatographie liquide haute performance préparative
(sur phase inverse : RP8) : la triamine en excés est éliminée avec de 1'eau
puis le produit de condensation 37 est &€lué par le méthanol. On le cristallise
sous forme de chlorhydrate.

.

NH, NH,
N%IN MeOH N2 NN
Y + (HN-[cH,) ) -NH — t\
k\N T> 2 ( 2)3)2 k\N I N>
(cH,) —Br ;
| oo
® 37 NH, Qé;'ﬂ{>
. Sy ,__

Le spectre de RMN‘I

mal résolu. On distingue cependant un signal & 8,10 ppm correspondant aux
protons en position 2 et 8 de 1'adénine. La fonction amine primaire en
position 6 de 1'adénine résonne sous la forme d'un signal échangeable & 7,10
ppm. Les protons du groupement méthylénique adjacent & 1'adénine présentent un
signal & 4,20 ppm. Les autres protons aliphatiques forment un massif complexe
entre 3,2 et 1,00 ppm partiellement masqué par les pics provenant de l'eau et
du diméthylsulfoxyde résiduels. Le spectre de masse (ionisation chimique par

le méthane) présente un pic & (M+1)*=293 correspondant & 1'ion moléculaire du
produit Ade-Z-NH

H dans le diméthyl sulfoxyde deutérié est assez

2

I11. SYNTHESE DU MODELE Ade-Z-Acr 38

Nous avons effectué la condensation du dérivé Ade-Z-NH2 37 avec la
phénoxy-9 acridine 2 dans 1le phénol. Nous avons opéré & 50°C, car au cours

' S f-& I . . . ve e, .
d'essais préliminaires, nous avions constaté une instabilité du produit de
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condensation a plus haute température. Aprés 5 heures de réaction, 1'analyse
sur couche mince de silice montre qu'il reste toujours du composé de départ
mais que des nombreux produits secondaires commencent & apparaitre. La
réaction est arrétée et la solution obtenue est directement chromatographiée
sur colonne de silice. La grande polarité des produits a nécessité 1'emploi
d'un mélange éluant méthanol-ammoniaque (98/2). La derniére é&tape de
purification est une cristallisation dans 1'éthanol absolu acidifié par
1'acide chlorhydrique concentré. Le rendement en produit Ade-Z-Acr 38 obtenu
sous forme heptachlorhydrate est de 36 %.

\

Le spectre de RMN1H dans le diméthyl sulfoxyde deutérié correspond a
la somme des spectres des deux produits condensés. On retrouve notamment les
signaux caractéristiques des protons en position 2 et 8 de 1'adénine confondus
a 8,10 ppm. Le proton en position 8 de 1'acridine résonne sous la forme d'un
doublet & 8,30 ppm et les autres protons aromatiques forment un massif
complexe entre 7,80 et 7,10 ppm.

Par spectrométrie de masse (ion{sation chimique par le méthane),
nous avons pu observer le pic de 1'ion moléculaire M*=534.

La pureté du produit a été contrdlé par chromatographie sur couche
‘mince, chromatographie liquide haute performance et par 1'analyse élémentaire.
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E. SYNTHESE DU MODELE Cyt-C3-Pf ﬁﬁ'ET DU COMPOSE DE REFERENCE

Cyt-C; 45

1. SYNTHESE DU MODELE Cyt-C.-Pf 44

3

Nous avons repris le mode opératoire mis au point par A. WARDANI
dans le laboratoire (dans le cadre d'un programme de synthése de dérivés
monofonctionnels de la proflavine). 11 s'agit d'une protection sélective d'une
des fonctions amines primaires de la proflavine par mono-acylation et
activation de 1'autre fonction par formation du tosylamide. Cet intermédiaire

peut ensuite E€tre aisément alkylé. Le schéma de synthése retenu est le
suivant :

B — O H
HN ‘ N/‘ NH, HN N7 N~

- |
\ 1 Ac
0 I
Ts +— = N,H
&z N~ N N
}Lv N H A
Ts

|
Ac

|
Ac (?Hz 3
Br
NH, NH,
SOy o eWs
z —_— i
H"? N fi]/CHz\CHz/CHz H,N N#Z N/CHz\CHz/CHz
Ac Ts é
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L'acétylation sélective a été réalisée en traitant la proflavine
avec une quantité stoechiométrique d'anhydride acétique. On utilise 1'acide
propionique maintenu & -18°C comme solvant. Aprés 48 heures, on constate un
taux de transformation de 95 % et on isole la proflavine monoacétylée 40 avec
un rendement de 83 %

Par action du chlorure de tosyle dans la pyridine en présence de
triéthylamine, on forme le dérivé tosylé Ac-Pf-Ts 41 avec un rendement de
85 %. Cet intermédiaire a été alkylé par le dibromo-1,3 propane en opérant
dans la diméthylformamide en présence de carbonate de potassium. On obtient
ainsi le dérivé 42 avec un rendement de 70 %

A Dans 1'étape suivante, le dérivé halogéné 42 est utilisé pour
alkyler la cytosine. Comme nous l'avons signalé au début de ce chapitre
(p. 23), 1'alkylation directe de la cytosine en milieu basique conduit a un

mélange de produits (alkylés sur les positions 1 ou 3 ou sur 1'oxygéne porté

NH, NH, NH, ‘;;EE’
_ﬂ; /*t] eN/$T] W N )
O ) = L) e

o -

parle carbone 2).

pK,= 12,3

\

Pour obtenir une alkylation sélective en position 1 nous avons
travaillé avec la cytosine protégée par des groupements silyles (38). Le
composé 42 est mis en réaction dans le sulfolane & 80°C avec un excés de
cytosine silylée. La condensation dure 48 heures et nous obtenons le dérivé 43
avec un rendement de 61 %.

Dans 1'analyse de son spectre de RMN1H (diméthylsulfoxyde deutérié),
nous retrouvons les signaux caractéristiques des demi-molécules de départ. La
cytosine est identifiée par la présence d'un doublet & 5,55 ppm correspondant
& 1'un de ses deux protons en position 5 ou 6 (1'autre étant masqué par le
massif aromatique & 8,50 - 7,20 ppm des protons de la proflavine et du
groupement tosyle) ainsi que par 1'apparition d'un signal échangeable a 6,95
ppm apporté par sa fonction amine primaire.

Dans la derniére étape, les groupements tosylamides et acétamides
sont hydrolysés. Pour ceci nous avons utilisé la méthode largement employée



- 50 -

pour les tosylamides aliphatiques (9, 56) par chauffage dans 1'acide
sulfurique concentré a gp:C. La réaction est ext:éyement propre et
quantitative. L'analyse en couche mince de silice montre que la totalité du
produit de départ a été consommée aprés 15 minutes et qu'il s'est formé un
produit intermédiaire que nous n'avons pas isolé mais qui est sans doute le
produit de détosylation. Aprés 3 heures, le produit intermédiaire a été
3-Pf 44. Le produit a été identifié
par 1'analyse de son spectre de RMN'H qui montre la disparition de tous les

complétement transformé en dérivé Cyt-C

signaux correspondant aux groupes protecteurs acétyle et tosyle. En
spectrométrie de masse (ionisation chimique par 1'ammoniac), nous observons le
pic de 1'ion moléculaire (M+=361): La pureté du modele Cyt—C3-Pf 44 a été
controlée par chromatographie sur couche mince et chromatographie liquide
haute performance sur phase inverse,

11. SYNTHESE DU COMPOSE DE REFERENCE Cyt-C 45

3

Ce composé a été synthétisé selon‘ la méthode décrite dans la
littérature par N.J. LEONARD et D.T. BROWNE (29). 11 s'agit d'un alkylation de
la N-acétyl cytosine par le bromo-1 propane dans le diméthylsulfoxyde en
presence de cagbonate de potassium. La desacétylation se fait par la mise en
solution du brut réactionnel dans du méthanol saturé en ammoniac. Cette
réaction dure environ huit heures. Deux produits sont majoritaires : il s'agit
du dérivé de N-alkylation et du produit de 0-alkylation. 1ls sont séparés par
cristallisationS successives dans 1'éthanol. Les données spectroscopfques du

produit isolé Cyt-C3 45 sont en accord avec celles de la littérature.

NHAc NH,

I\/ | 1_Br_(CH,)i-—C:‘i, N/‘
0" N 2_MeOH /NH, o‘l\u
" e,
CH,
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CHAPITRE 2

ETUDE DES MODELES EN SERIE QUINACRINE :

\ INTERACTIONS INTERCALANT-BASE



g
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Nous avons préparé une série de modéles Base-Cn—Acr susceptibles
de reproduire les interactions d'empilement observées lors de 1'intercalation
de la quinacrine dans 1'ADN. Ces interactions avec les acides nucléiques ont
été mises en évidence essentiellement par spectroscopies UV et de fluorescence
(67). Des études par RMNH ont également été menées sur la quinacrine
intercalée dans 1'ADN (68) et sur des complexes entre 1l'amino-9 acridine et
des olig?nucléotides auto-complémentaires (69-71).

Dans le cas des modéles préparés, l'existence de ces interactions
devrait provoquer un repliement des molécules et la formation de complexes

"noyau-noyau' intramoléculaires (stacking).

Base”—_‘\\\

Intercalant -(CHZ)n - |Base | €— (CH

.
Ilntercalant}—/

Ces complexes sont de méme nature que ceux formés au cours de

Z)n

l'intercalation.\ Nous les avons donc &tudiés par les mémes techniques
;bectroscopies d'absorption UV, de RMN et de fluorescence.

A. SPECTROPHOTOMETRIE UV :

1. PRINCIPE DE LA METHODE

Lorsque la quinacrine est complexée avec 1'ADN, on note des
changements importants dans son spectre d'absorption UV (figure 3).
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Ra2, .

Figure 3 : Effet de 1'ADN de thymus de veau sur le spectre d'absorption de la

quinacrine 89 M (-, sans ADN ; - -, ADN 57uM ; - - -, ADN
210 yM ; ---- ADN 1,6 mM).
On constate une diminution de 1'intensité d'absorption : c'est

1'effet hypochrome, accompagné d'un déplacement des maxima d'absorption vers

les grandes longueurs d'onde : effet bathochrome.

L'ef?et hypochrome se produit lorsque des chromophores aromatiques
sont empilés les uns sur les autres. La structure ordonnée en double hélice de
1'ADN, constituée d'un empilement de nucléotides appariés, est responsable de
1'effet hypochrome observé par rapport aux mononucléosides et par rapport a

"1'ADN monobrin.

L'explication théorique de l'effet hypochrome est complexe. Selon
1. TINOCO (72) et W. RHODES (73), les chromophores en interactions ne
présentent pas de recouvrement des orbitales ni d'échanges électroniques. Seul
le moment de transition électronique d'un chromophore subit 1'influence du
champ électrique créé par les électrons du chromophore voisin.

La décroissance de 1'absorption lors de 1'empilement des bases est

décrite par le pourcentage d'effet hypochrome, %H, défini par la relation :

o= (1 -1 polzmére)j(]00

f monomeéres

ou f est la force d'oscillateur de la transition considérée (74).
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M

€ ()\)

f=4,32 .10 da

Pratiquement, on obtient f entre deux longueurs d'onde en mesurant
- 1l'aire sous la courbe €= f (1/1) entre ces deux longueurs d'onde.

Tous les auteurs qui ont étudié 1'effet hypochrome des acides
nucléiques s'accordent pour dire que la grandeur %H refléte le degré
d'empilement des bases. Elle est é&galement utilisée comme une mesure
caractéristique de la structuration du polynucléotide.

D'autres mesures effectuées dans 1'eau sur des dinucléosides
monophosphates (75) ou leurs analogues (dans lesquels deux bases
nucléotidiques sont reliées entre elles par des chaines triméthyléniques) ont
montré 1'existence d'un effet hypochrome attribué 3 1'interaction base-base
résultant de 1'existence d'une forme repliée (29). Les grandeurs %H ont été
utilisées pour évaluer le degré de repliement de ces systémes et pour les
comparer les uns aux autres.

Au laboratoire, 1'étude de bichromophores dans lesquels 1'adénine
et le psoraléne sont associés par une chaine polyméthylénique (Ade—Cn-BPso,
Figure 4) a montré que la valeur de %H diminue quand la longueur de la chaine
augmente. Ce phénoméne a été attribué 3 l'accroigsement des degrés de liberté

dans la molécule, provoquant une diminution de la proportion en complexe
intramoléculaire (76).

\

N
OIS 0 R
~y N o,
N o” "o n=6 %H = 11,5

n-346

Figure 4 : Modéles Ade-Cn-BPso : valeurs de %H mesurées dans un mélange

eau-méthanol 95:5 entre 400 et 230 nm.
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Des résultats comparables ont été décrits par K. GOLANKIEWICZ qui
s'est intéressé & la photodimérisation de modéles du type Thy-C _-Thy. Dans
cette série également, 1l'effet hypochrome diminue lorsqu'on allonge la chaine

_ (Figure 5). Ce phénoméne a été interprété en termes de diminution du taux de

complexation par accroissement des degrés de liberté (77).

(o}
H,C | NH
N/LO
<':H n=2 %H=7,4
(| 2Jn n=4 %H=5,8
ﬁjo n=5 %H=1,0
NH
H,C

Figure 5 : Influence de la longueur de la chaine sur la valeur %H mesurée dans
1'eau pour les modéles Thy-Cn-Thy d'aprés K. GOLANKIEWICZ (77).

\

Les théories relatives 3 1'effet hypochrome font état de la
variation de la grandeur %H en fonction des positions relatives des deux
chromophores impliqués (15, 74, 78).

A notre connaissance, le seul travail expérimental réalisé dans 1le
but d'étudier 1'influence de la géométrie du complexe sur la valeur de %H est
rapporté par N.J. LEONARD et al. (47).

Dans les composés synthétisés, deux molécules d'adénine sont
reliées 1'une é. 1'autre par une chaine triméthylénique (Ade—C3-Ade). En
faisant varier les sites de fixation de la chaine sur les bases, on obtient
des systemes dans lesquels les orientations relatives des deux chromophores

dans la conformation repliée sont différentes (Figure 6).
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Jenction %H = 21,2
Cg=C'g
N
27 Jonction % = 19,2
N '
G&Y s
NT 2

Figure 6 : Effet de la géométrie du dimére Ade-C3-Ade sur la valeur de %H
d'aprés N.J. LEONARD (47).

Dans le cas o0 les deux chromophores sont identiques, on ne
constate pas d'effet notable de 1'orientation sur la valeur de %H.

D'une maniére générale, les auteurs s'accordent pour considérer

1'effet hypochrome comme  une mesure semi-quantitative du degré d'empilement de
deux chromophore%.

IT1. ETUDE DES MODELES :

Les modéles Thy—Cn-Acr 14 et 17, Ade-Cn-Acr 20 et 23 et Gua—Cn-Acr
34 et 35 ont été étudiés dans 1'eau tamponnée 3 pH 5,5 & une concentration de
8.10'5M : le noyau acridine est protoné alors que la base nucléotidique est
inchangée. Le spectre d'absorption de 1'acridine comporte deux régions
distinctes : 1l'une entre 500 et 300 nm, l'autre entre 300 et 250 nm. Nous
avons enregistré les spectres entre 500 et 300 nm car dans cette gamme de
longueur d'onde, la base nucléotidique n'absorbe pas. Le seul composé de

référence 3 considérer est donc 1'acridine : Acr-C3 7 (Figure 7).
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Figure 7 : Spectrés d'absorption des modéles Base-Cn—Acr enregistrés entr? 500
et 300 nm. Comparaison avec la référence Acr—C3 7 (tampon aceétate
_g
pH=5,5 ; 5 % d'éthanol ; 22°C ; ¢=8.10 "M).

Lorsque 1'on compare les spectres d'absorption des modéles

Base-Cn-Acr avec celui de la référence Acr-C, & la méme concentration, on

constate une trés forte diminution de l'intéisité d'absorption accompagnée
d'un décalage du spectre vers les grandes longueurs d'ondes (Figure 7). Ce
phénoméne est comparable & celui observé pour la quinacrine intercalée dans
1'ADN (Figure 3).

// i Ces effets, visibles‘§33: tous les systémes examinés, traduisent
1'existence d'interactions noyau-noyau. Nous avons par ailleurs vérifié que
dans la gamme de concentration étudiée 1/ les produits suivent la loi de
BEER-LAMBERT 2/ un mélange équimoléculaire des composés de référence Acr-C3 7

et Base-C3 8, 9, 31 présente une absorption égale & la somme des absorptions
des deux composants.



- 59 -

La perturbation des spectres d'absorption traduit donc bien une

interaction noyau-noyau intramoléculaire. Pour obtenir une mesure quantitative

de cette perturbation nous avons calculé la valeur de 1'effet hypochrome %H de
- la maniére suivante :

H=(1 - f modéle)

f Acr-C3

)
%

x 100

Les valeurs calculées pour tous les modéles Base-Cn-Acr considéreés

sont reportées dans le Tableau 1.

Modéle %H Modéle %H Modéle %H @
Ade-C3—Acr 20 Thy-C3-Acr 14
Ade-Cs-Acr 13 Thy-C5~Acr 8. Gua—CS-Acr 14
Ade—Cé-Acr 7 Thy-C6-Acr ) Gua-Cb—Acr 13
N
Tableau 1 : Valeurs de %H calculées pour les modéles entre 500 et 360 nm a
partir de données indiquées dans la Figure 7.
En premier examen, ce tableau de valeurs appelle plusieurs
remarques :
1°/ La valeur calculée est significative pour tous les modéles. Ce

phénoméne rend compte de 1'existence d'interactions d'empilement
importantes. (Ces valeurs sont 3 comparer a celles données dans la

littérature pour des dinuléosides, qui sont comprises entre 0 et
9 %).
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2°/ Pour une méme longueur de chaine, les valeurs mesurées pour la
thymine sont plus faibles que celles mesurées pour les purines
(Ade, Gua). Cette différence est en accord avec ce qui a été
observé pour les analogues des dinucléosides (29) ainsi que pour
des modéles, en d'autres séries, étudiés au laboratoire (22, 23,
76). Dans la plupart des cas, cette diminution de %H a eété

interprétée comme reflétant un degré de repliement plus faible.

3¢/ On note également une trés forte influence de la longueur de 1la
chaine polyméthylénique reliant les deux chromophores, notamment
une diminution importante de la valeur de %H quand la longueur
augmente (trés spectaculaire en série adénine). Une diminution de
%H avec le nombre des groupements méthyléniques de la chaine avait
déja été observée sur d'autres modéles (voir p.55) mais 3 notre

connaissance, des variations aussi importantes n'ont jamais été
décrites.

Toutefois, ces valeurs ne peuvent pas é&tre interprétées ni
comparées directement en termes de degré de repliement des systémes, dans la
mesure ol les chromophores impliqués et/ou les géométries des complexes sont
différents. Pour ce faire, il serait nécessaire de connaitre la valeur de
1'effet hypochrome %H correspondant aux systémes totalement repliés. Pour

approcher cette, valeur, une. étude de 1'influence de la température sur
1'équilibre conformationnel des modéles a été réalisée.

I1IL. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Nous avons examiné les composés Ade-C _-Acr 20 et 23, Thy-Ce-Acr 17
et Gua~Cn-Acr 34 et 35.

* Dans tous les cas, on constate une augmentation de 1'effet

hypochrome %H quand la température diminue et passe de 75°C & 2,5°C. Ceci
correspond & 1'effet attendu : 1'abaissement de la température ''géle"

progressivement le systéme en conformation repliée, ce qui conduit & un
accroissement de la valelr de %H.
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* Les effets les plus spectaculaires sont observés en série
*

adénine : pour le modéle a chailne courte Ade—C3—Acr , la valeur de %H est

élevée (20 %) et reste constante sur toute la gamme de température

utilisée. Par contre, pour les homologues & chaine plus longue,

Ade—C5

50°C, température & partir de laquelle %H atteint une valeur maximale

-Acr 20 et Ade-C -Acr 23, on observe une variation linéaire de 75 a

%Hmax de 13 % et 7 % respectivement (Figure 8). 'Ce phénoméne est

comparable & celui observé avec d'autres intercalants étudiés au
laboratoire (22, 23, 76).

25 ¢

C Rde-C3-RAcr
20 [
1s | Rde-CS-Acr

~N
T
}

10
5 } *\*\*‘¥\*L*L$Gg$_§
N Rde-C6-RAcr
@ i 1 1 1 i ] 1 1 €1 1
% 50 100
\ TEMPERATURE °C

Figure 8 : Effets de la température sur la valeur de %H mesurée pour les
modéles Ade-Cn—Acr (n=3,5,6).

Dans la gamme de température pour laquelle %Hmax n'évolue pas
(entre 2,5 et 40°C), le systéme est considéré comme replié & 100 %. Ceci nous
améne 3 émettre 1'hypothése selon laquelle la valeur de %Hmax mesurée pour les
modéles Ade-C -Acr est trés variable selon 1la longueur de la chaine

polyméthylénique (c'est 3 dire selon la géométrie des formes repliées comme
nous le verrons plus loin).

* Ce dérivé a été préparé et étudié antérieurement par J. BOLTE et al. (23).
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* Des résultats comparables sont observés en série guanine
(Figure 9). La faible solubilité des produits ne nous a pas permis de
travailler 3 basse température. Dans la gamme degtempératurefcouverteg(de
20 3@ 75°C), on observe un comportement analogue a celui des modeles
Ade-Cn—Acr. Les interactions semblent cependant plus faibles, notamment
le systeme Gua—C6-Acr 35 n'atteint pas 1la valeur %Hmax lorsque 1la

température est abaissée de 75 & 20°C.

15

% H o L K"\x\
.
- ¥ Gua-C6-Acr
- o Gua-C5-fAcr
S 1 1 1 1 | 1 1 A 1
\ @ 5@ 100

TEMPERATURE °C

Figure 9 : Effets de la température sur la valeur de %H mesurée pour les

modéles Gua—Cs-Acr 34 et Gua-Cé-Acr 35.

En série thymine, seul le modéle Thy-C-Acr 17 a été étudié. 11 se
comporte d'une maniére analogue aux autres séries. Lorsque 1la
température est abaissée de 75°C 3 2,5°C, la valeur de %Hma =8 %

X
est atteinte a partir de 30°C environ (Figure 10).
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Figure 10 : Effets de la température sur la valeur de %H mesurée pour le
modéle Th}—Cs-Acr 14.

L'obtention de %Hma nous permet de mener une analyse plus fine et

X
d'évaluer le degré de repliement des systémes (en décrivant 1'équilibre d'une

facon simplifiée, qui implique deux états limites formes ouvertes — formes
repliées). On peut ainsi estimer la constante de cet équilibre K et le degré

de repliement des systémes (%R) par les équations suivantes :

« = (forme ouverte) _ %H

x 100

o
ct
o .
ol
n
po =g | N

(forpe repliée) %Hipax~ o Hax

Les valeurs %R déterminées pour les modéles Ade-C_-Acr sont

rassemblées dans le Tableau 2. Un tel traitement nous permet d'obtenir wun
ordre de grandeur de 1'état de complexation du systéme.

- e " o o = i A T e o e —— = " T — = > 8 - —————— T " - - T " = = 5 = e €5 S RS S

Modéles Température en °C 20 40 60 75
Motter w20+ o100 : a0 s w0 o100
: Ade-Cs-Acr %Hmax=13 ; 100 : 100 90 85
: Ade-Cé—Acr %Hmax=7 : 100 i 95 ; 75 ; 55

Tableau 2 : Degré de complexation %R des modéles Ade-C_-pcr (n=3,5,6) 3

différentes températures. F}C
-
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La connaissance de la constante d'équilibre K & différentes
températures permet de calculer les variations d'enthalpie et d'entropie

d'activation du systéme. On utilise alors la relation :
AG = -RT 1In K = A H-T AS
Ein tragant les courbes de VAN'T HOFF : 1n K = f(1/T), nous pouvons

déterminer les valeurs de AH° et AS° (pour exemple, voir la courbe obtenue

pour le modéle Ade-Cb—Acr 23, dans la Figure 11).

2.5_ Ade-C6-Acr
.81
.51

.l
8.54
2.¢ ' )

0. 8328 8. 08030 8. 0832
in
Figure 11 : Variation de 1n K en fonction de 1/T pour le modéle Ade-C,-Acr 23.

\
Nous avons rassemblé dans le Tableau 3 les caractéristiques des
droites de VAN'T HOFF (déterminées par la méthode des moindres carrés) et les

parametres thermodynamiques estimés pour les modéles Ade-C.-Acr 20 et

5
Ade-C,-Acr 23.
Modéle : Coefficient : Déviation : A HO : AS® : AG®
:de correlation: standard : KJ. mol™V J.mol-1. : KJ.mol ™
degré"1
: Ade-Co-Acr : 0,996 : 0,06 : -52 . -138 :  -10,9
: Ade—C6—Acr : 0,999 : 0,03 : -52,7 : =150 : -7,9
Tableau 3 : Paramétres thermodynamiques de 1'équilibre “formes
ouvertes = formes repliées" déterminées pour les modéles

Ade-Cc2acr 20 et Ade-C zAcr 23.

| Ade‘-cg‘ﬂff A e~ CG-&M
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Les valeurs de AH° et AS° mesurées pour le composé Ade—Cs—Acr 20
1

(AH°=-52 KJ mol  ; AS°=-138 J.mo1”] degré_1) et le dérivé Ade-C,-Acr 23
Aue (AH2=—52,7 KJ.mol™! ; 45°=-150,5 J.mol”] degré_1) sont voisines de celles
déterminées pour un dinucléotide de 1'adénine (ApA) : AH°=-29 KJ.mol-1 ;

_45°=-92 3.mo1”" degré_1 (79) et pour un modéle Ade-C-Ade étudié au
laboratoire (AH°=-36 KJ.mol™' ; 45°=-90 J.mol™! degré™') (22).

D'autres 1intercalants étudiés au laboratoire présentent des

comportements voisins :

- En série quinoléine (22) pour 1les modéles Ade—C3-Qui et
Gua-C,-Qui, on mesure AH°=-37,5KJ.mol”! et 45°=-100 J.mol™'
degré‘1.

- En série psoraléne (76), le composé modéle Ade-C3—8Pso a pour
paramétres thermodynamiques : A H°=-37,5 KJ mol_1 et A5°=-100

J.mol”] degré-1.

Cette étude par spectroscopie UV a permis de mettre en évidence
des conformations repliées pour tous les sysfémes examinés, et donc la
puissance des intéractions mises en jeu.

Notons également les différences d'hypochromicité observées en
série adénine selon la longueur de la chaine pour un méme degré de repliement.
Nous reviendrons sur cette observation dans les études par RMN.

IV. INFLUENCE DU SOLVANT

Pour préciser la nature des interactions mises en jeu dans la
forme repliée, nous avons mesuré les effets d'un solvant organique comme
1'éthanol sur la valeur de %H. Ce type de solvant est connu pour ses
propriétés "dénaturantes" vis-3-vis des acides nucléiques. Nous avons étudié
les modéles Thy-C.-Acr 14, Ade-Cc-Acr 20, Gua-Cg-Acr 34. Nous avons mesuré la

valeur de %H dans des mélanges eau-éthanol 3§ teneur de plus en plus forte en

éthanol. Ces résultats sont représentés dans 1la Figure 12.
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Figure 12 : Variation de.l'effet hypochrome %H en fonction de la composition
du sdlvant eau-éthanol (8.10_5M s 25°C).

Pour chaque modéle, nous observons une décroissance rapide de
1'effet hypochrome lorsque la teneur en éthanol augmente. Dans 1'éthanol pur,
1'effet hypochrome est faible (0,5 & 3 % selon les modéles). Dans ce solvant,
les interactions d'empilement ont donc pratiquement disparu. Le modéle est
essentiellement dans une conformation ouverte. Ce comportement est en faveur
de la nature hydrophobe des interactions mises en jeu dans 1la complexation
intercalant-base hucléotidique. .

Le méme phénoméne avait &té constaté pour d'autres séries
d'intercalants étudiés au laboratoire comme 1'amino-4 quinoléine (22), et le
psoraléne (76,80).
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B. ETUDE PAR RMN

- L PRINCIPE DE LA METHODE

Lorsque 1'on compare par RMN les protons de cycles aromatiques
présentant des interactions d'empilement avec ceux des chromophores libres, on
constate un décalage des déplacements chimiques vers les champs forts. Ce
phénoméne est 1ié & 1'anisotropie diamagnétique du cycle aromatique qui
provoque un blindage des protons d'une autre molécule se trouvant @ proximité.

Cette propriété est particuliérement intéressante pour étudier la
géométrie de molécules susceptibles de présenter des interactions verticales.
Elle a été mise 3 profit pour mettre en évidence les conformations repliées de
dinucléosides comme ApC et CpA (81). Des études en solution de dinucléotides
autocomplémentaires ont permis de "mimer' 1'intercalation de molécules & noyau
acridine comme la proflavine (71) ou 1'amino-9 acridine (70). Les études par
RMN & haut champ permettent &galement de mettre en évidence 1'intercalation
dans 1'ADN (68). |

Dans notre cas, cette technique est tout & fait adaptée pour
étudier les conformations repliées adoptées par les modéles.

La coﬁparaison des déplacements chimiques des modéles Base-C_-Acr
avec les déplacements chimiques des ''demi-molécules' de référence Base-C3 et
Acr-C; 7 permet de déceler les interactions d'empilement. La grandeur utilisée
pour rendre compte de cette complexation esta = ( 6référence -6 modéle).

Cette valeur "A6§" n'a un sens que dans des conditions ou les
demi-molécules de référence et les composés modéles sont libres de toute
interaction noyau-noyau intermoléculaire. On peut parvenir & ces conditions en
menant une &tude de 1'évolution des déplacements chimiques des produits en
fonction de la dilution. La valeur 8, 3 dilution infinie peut-8tre obtenue
graphiquement par extrapolation des courbes expérimentales & =f(c). On définit
alors 46 = & référence - 8, modéle.

Remarquons que la valeur 8, Peut permettre dans certains cas de
déterminer la constante d'auto-association du produit considéré en utilisant
la méthode décrite par J.L. DIMICOLL et C. HELENE (82).
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I1. EFFETS DE LA DILUTION

les spectres de RMN1H de tous les dérivés modéles et des composés
_de référence ont été étudiés & des concentrations variant entre 3.10-3 M et
5.1.0_4 M. En série adénine et thymine, ce travail, complété par la prise de
spectres & différentes températures a été réalisé par J. BARBET dans le
laboratoire du Pr. B.P. ROQUES (Paris V1) sur un spectrométre BRUKER WH 270.
Nous avons étudié les modéles en série guanine au laboratoire a 1l'aide d'un

spectrométre BRUKER AM 400.

1/ Composés de référence :

a. Bases alkylées : Thy-C, 8, Ade-C, 9 et Gua-C, 31.

3 3 3

Pour ces trois composés, les effets de la dilution sont
nuls. Le comportement rend compte d'une auto-association faible. (Les bases
nucléotidiques présentent des constantes d'auto-association inférieures a

10 M7 (835. Les valeurs 8, déterminées sont réportées dans le Tableau 4
(p 73).

b\ Acr-C. 7 :

On observe un effet important de la dilution qui conduit &
un déblindage pour tous les protons du systéme (Figure 13). (Ce comportement
est attendu lorsque les agrégats se dissocient). Les valeurs 60 obtenues pour
les"différents protons aromatiques sont réunies dans le Tableau 4 (p. 73). Les
«Vvaleurs expérimentales sont dans le Tableau 5 (p. 189 ).

La faible solubilité du produit (8.10°% M) ne permet pas
de calculer préci;ément la constante d'auto-association. On peut cependant
l'estimer & 400 M"l par analogie avec un composé de structure voisine : la

méthoxy-2 chloro-6|(diméthylamino-3 propyl)amino|-9 acridine (84)".

o e e e e o o o e o o v o e e e o e o . o e e i (B o 2 5 D D G A

* La constante d'auto-association de la quinacrine elle-méme est environ
500 M™' (85).



- 69 -

Acr-C3 ARcr—C3

ppm
z/fii

. 8 B'— 8.8—

P

— =

T H5

O i } H3

B wﬁ:@

o i H4 R . o

= _ _ ur
?.B T I B S ?'B Lo b

0.4 0.5 1.0 2.9 8.5 1.0

CONCENTRATION %1000

Figure 13 : Variation des déplacements chimiques des protons du composé Acr-C3

7 en fonction de la concentration.

2/ Modéles en série thymine (n=5 et 6) :

Les effets de la concentration sont trés importants. On constate
comme attendu un trés net déblindage des protons de 1'acridine avec la
dilution. Les effets sur le proton H-6 de la thymine et sur le groupement
méthyle (non représenté) sont beaucoup plus discrets mais évoluent de maniére
opposée* (Figure 14). )

Les valeurs & déterminées pour chaque proton aromatique des
modéles Thy-C_-Acr sont rassemblées dans le Tableau 4 (p.73 ). Les valeurs
expérimentales sont réunies dans les Tableaux 6 et 7 (p. 189 et 190).

* Cet effet n'a pas été observé sur les modéles Thy-C3-Acr et Ade-Cg-Acr
précédemment étudiés (23).



Thy-C5-Acr Thy—-C5—RAcr

\Hs
- %\k\\é\@ﬂs

i

SR H3 Ha4
i H? H1
L He6T
5 | 1 ] 1
Q. 1 1 1 ¢ 141 1 [ 7. L1 I | It
o 2.0 %]
(%%} 1.8 2.0 0.0 1.8 2.0
p
—
xI
Q Thy—-C6—Rcr Thy-C6—RAcr
-
& ?*\\\¥\\\\+‘ i
H8
. 8.8 8.9
::::3:===%; HS .
M H3 H4
i H7 - H1
. H 6T
5 s
\
?.B llllllljlllj ?'@ lllllllllll
0.0 1.0 2.0 8.0 1.9 2.9

CONCENTRATION %1000

Figure 14 : Variation des déplacements chimiques des protons des composés

Thy-Cg-Acr 14 et Thy-C.-Acr 17 en fonction de la concentration.

3/ Modéles en série adénine(n=5 et 6):

Les effets de la dilution sont tras marqués. Nous constatons un
important déblindage pour les protons de l'acridine avec la dilution. Les

protons H-2 et H-8 de 1'adénine au contraire subissent un trés net effet de
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blindage (Figure 15). Les effets sont de plus grande amplitude sur 1'adénine

-~ * bd . >”
pour le composé a chaine plus longue . Les valeurs 8, déterminées pour chaque

proton sont rassemblées dans le Tableau 4 (p 73). Les valeurs expérimentales
sont reportées dans les Tableaux 8 et 9 (pA3o on:H.)

-
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Figure 15 : Variation des déplacements chimiques des protons des composés

Ade-Cg-Acr 20 et Ade-C,-Acr 23 en fonction de la concentration.
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* Cet effet n'a pas été observé sur les modéles Thy-C.-Acr et Ade-C.-Acr
précédemment étudiés. (23) ’
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4/ Modéles en série guanine :

La faible solubilité des produits ne nous a pas permis de
-travailler dans une gamme de concentration étendue. Les perturbation sont peu
importantes mais on constate pour tous les protons un effet de déblindage
signifigatif avec la dilution (Figure 16). A partir de la concentration égale
a 3.10"

les valeurs de déplacement chimique observés & cette concentration

M, on n'observe plus aucun effet. On peut raisonnablement penser que

correspondent aux valeurs 8, Les valeurs de §, pour tous les protons sont

rassemblées dans le Tableau 4 (p. 73).
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Figure 16 : Variation des déplacements chimiques des protons du composé

Gua-Cs-Acr 34 en fonction de la concentration.
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Composés Ml © M3 0 Hed f M5 i M7 W8 f H-2A ¢ W-BA T H-6T : CHT % H-86

ot Ade-C, 8,30 : 8,22 :
Thy-Cy 7,51 : 1,90 :
Gua-C, : . : 7,74 %
Acr-C, 7,69 7,671 7,781 7,825 7,51: 8,39 : :
Ade-C-Acr 7,29+ 7,66 g 7,76 g 7,85 % 7,46 : 8,24 : 7,50 % 7,92 %
Ade-C -Acr 7,40 : 7,67 E 7,78 g 7,83 é 7,86 : 8,23 : 7,74 : 17,92 E :
Thy-Co-Acr . 7,65 : 7,66 5 7,79 g 7,86 E 7,52 : 8,37 ; 7,16 g 1,60
Thy-C-Acr 7,66 ¢ 7,66 % 7,77 % 7,84 % 7,49 : 8,36 7,29 g 1,65
Gua-Cq-Acr 7,33 : 7,61 E 7,73 % 7,8 : 7,44 : 8,25 7,55
Gua-C-Acr 7,88 : 7,72 E 7,71 % 7,79 E 7,42 : 8,23 7,49

Tableau 4 : Valeurs des déplacements chimiques (en ppm) 3 dilution infinie
(60) obtenues par extrapolation des courbes &=f(c) pour les
modéles Ade—Cn—Acr, Thy-Cn—Acr et leurs composés de référence
Acr-C3, Ade—C3, Thy—C3 (020 pD=5,5 ; 270 MHz) et pour les modéles
Gua-C_-Acr et leur composé de

@Waoo MHz).

Au cours de cette étude, il n'a pas été possible de calculer 1la

\ s . 5
constante d'auto-association (Kassoc) des composés modéles Base—Cn-Acr selon

la méthode de J.L. DIMICOLI et C. HELENE (82).

Les équations ont été établies pour des composés interagissant par

empilement exclusivement et formant des diméres ou des n-méres sans effet
coopératif.

En série guanine, la gamme de concentration est trop faible pour
permettre tout calcul.

En série adénine et thymine, le phénoméne d'auto-association est

complexe et met en jeu plusieurs types d'agrégats :
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Les diméres de type "acridine-acridine'" rendent compte de 1l'effet
de déblindage observé quand on dilue le milieu. Cependant, les

effets de blindage observés sur les protons des bases nucléiques

- nous suggerent 1'existence d'autres types de complexes qui
pourraient se former au niveau de 1'équilibre 'formes
¥ ouvertes ;f:formes repliées'.

l Iaul ]

La forme (A) rend compte des phénoménes observés avec les systémes
a chaines courte. On peut concevoir que la forme (B) devienne
favorisée si on dispose de chaines longues capables de mettre en

jeu elles aussi des interactions de type hydrophobe.

I11. INTERACTIONS INTRAMOLECULAIRES

Connaissant les déplacements chimiques ' extrapolés & dilution
infinie (60) pour les modéles Base-Cn-Acr et leurs composés de référence, nous

pouvons calculer les effets de blindage A50=‘50 référence - 8 modéle, liés au
processus d'interaction intramoléculaire.
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Les valeurs de 60 calculées sont rassemblées dans le Tableau 10.

Composé DMl i M3 i Hed O HS i W7 i HB . H2A: HeBA + Ho6T tHy T E H-86
AdeC,-Acr % 0,48 % 0,00 g 0,04 % -0,02 g -0,01 % 0,22 % 0,75 % 0,21 E

Ade-C-Acr E 0,40 % 0,01 g 0,02 g -0,03 % 0,05 : 0,15 : 0,80 % 0,30 g

Ade-C-Acr % 0,29 % 0,00 g 0,00 : -0,01 % 0,05 : 0,16 : 0,56 % 0,30 % : .

ThyC g-Acr % 0,07 E 0,00 E -0,01 : -0,05 % 20,02 : 0,07 : % % 0,38 E 0,44 E
Thy-Co-Acr % 0,04 % 0.01 : -0,01 : -0,04 : -0,01 : 0,02 : : . 0,35 : 0,30 g
Thy-C-Aer g 0,03 % 0,01 % 0,01 : 0,02 ¢ 0,02 - 0,03 : : i 0,22+ 0,25 g :
Gua-Cy-Aer E 0,36 % 0,06 E 0.05: 0,02: 0,07 : 0,14 . : : % % 0,19 E
Gua-C,-Acr E 0,25 g -0,05 g 0.07 1 0,03+ 0,09 : 0,16 . ; ; E E 0,25 E

Tableau 10 : Valeurs ag = gréférence -6, modéle calculées pour les cifférents

protons des modéles Base-Cn-Acr.

Un premier examen de ce tableau montre que pour tous les modeles,
les effets de blindage (Aéopositif) sont trés importants,ce qui démontre sans

ambigiiité 1'existence d'interactions intramoléculaires, et confirme les

conclusions de 1'étude par spectrophotométrie UV.

* En série adénine et pour les trois longueurs de chaine, on reléve

des valeurs de A&; importantes pour les deux protons de 1'adénine H-2 et
H-8 (jusqu'a 0,8 ppm). De la méme maniére, on constate des perturbations
importantes sur certains protons de 1'acridine (jusqu'a 0,48 ppm pour
H-1 et H-8 essentiellement). Il est également intéressant de remarquer
que lorsque la longueur de la chaine passe de 3 & 6 chailnons, les
protons les plus perturbés n'évoluent pas tous dans le méme sens. Ce

comportement est & mettre en relation avec les effets de géométrie qui
seront discutés plus loin.
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* En série Thymine, les effets les plus marqués sont mesurés sur le

noyau de la thymine c'est & dire sur son proton H-6 et sur le groupement
méthyle en position 5 (jusqu'd 0,44 ppm). L'influence sur 1l'acridine est
peu marquée, ceci n'a rien\géﬁonnant, compte tenu de la faiblesse du
courant de cycle de la thymine. Les valeurs de blindage les plus fortes
sont mesurées sur les protons H-1 et H-8. Elles ne sont cependant pas

significatives pour les modéles & longue chalne.

* En série guanine, les effets de blindage sont importants, surtout

pour le proton H-8 de la guanine et sur les protons H-1 et H-8 de
/// l'acridine. Les valeurs sont dd méme ordre de grandeur que celles

mesurées en série adénine. e

1/ Effet de la température :

\

Comme nous 1'avons vu précédemment, pour mesurer les interactions
intramoléculaires avec précision, il faut s'affranchir du probléme des
agrégats. Dans un premier temps, nous avons donc tenté d'évaluer la
contribution des agrégats dans 1'évolution des déplacements chimiques du
produit de référence Acr-C; 7 (qui a sans doute la constante
d'auto-association la plus forte). Pour cela, une étude a été réalisée a deux
concentrations différentes : 2.1073 M et 5.100% M en faisant varier la
température de 25 & 92°C. Pour les deux concentrations, les déplacementé
chimiques évoluent de la méme maniére : déblindage quand la température
augmente.

A 92°C, on atteint dans les deux cas la valeur 60 extrapolée 3

dilution infinie & 25°C (figure 17). Ceci implique que trés vraisemblablement,
les agrégats sont complétement dissociés.
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Figure 17 : Evolution des déplacements chimiques des protons du dérive Acr-Cg

- -3
en fonction de la température (A) ¢=5.10 4 M (B) ¢=2.10 ~ M.

Pour évaluer les effets de la température sur le repliement des
composés Base—CnJAcr, nous avons donc enregistré les spectris des modeles et
des composés de référence 3 la concentration égale 3 5.10° M, a 92°C. Les
différences de déplacements chimiques entre la référence et le modéle a cette
température sont reportées dans le Tableau 11 et comparées avec les effets

mesurés & 25°C (& partir des valeurs de déplacements chimiques extrapolées.é
dilution infinie).

En premier examen du tableau 11 (p. 78 ), nous voyons que les effets de

blindage restent trés importants pour tous les systémes considérés.

- En série adénine, pour le modéle Ade-Cy-Acr, les effets mesurés a

25 et 3@ 92°C sur le modéle Ade-C3-Acr sont invariants. Ils sont

plus faibles & 92°C pour les deux modéles & longue chaine.

En série thymine, on constate une faible diminution de la valeur
de blindage pour le modéle Thy-C3-Acr. Pour les systémes a8 5 et 6
chainons, la diminution est plus importante.



Composé  :Temps °C: H-1 : H-3 : H-4 : H-5 : H-7 : HB : H-2A: H-BA: pgT : CH,T
: 25(a) : 6,07 : 0,00 :-0,01 : -0,05 :-0,02: 0,07 : : : 0,38 : 0,44 :
Thy-Ca-Acr B : B : H H B : : : : :
s 92(b) :0,08 :0,00 : 0,00 :-0,001 :-0,01: 0,07 : : + 0,33 : 0,35 :
:25(a) : 0,04 : 0,01 :-0,00 :-0,04 :<-0,001: 0,02 : : i 0,35 : 0,30 :
Thy-C5-Acr : : : : : : H : : : : :
: 92(b) : 0,02 :-0,00 :-0,03 : -0,04 : -0,01: 0,01 : : : 0,25 : 0,19 :
:25(a) :0,03 :0,0 : 0,0 :-0,02 : 0,02: 0,03: : : 0,22: 0,25 :
Thy—Cb-Acr : : : : : : : : : : : :
¢ 92(b) :-0,00 :-0,00 : -0,03 : 0,001 : -0,01 : 0,00 : : . 0,16 ¢ 0,12 :
. 25(a) : 0,48 : 0,00 : 0,04 : -0,02 :-0,01: 0,22 : 0,75 : 0,21
Ade-Ca-Acr : : : : : : : H H
: 92(b) : 0,44 : 0,04 : 0,07 : 0,05 : 0,07 : 0,29 : 0,64 : 0,28
: 25(a) : 0,40 : 0,00 : 0,02 :-0,03 : 0,05: 0,15 : 0,80 : 0,30
Ade-Cs-Acr : : : : : : : : :
: 92(b) : 0,25 : 0,01 :-0,04 :-0,00 : 0,04 : 0,16 : 0,51 : 0,26
: 25(a) :0,29 : 0,00 : 0,00 :-0,00 : 0,05: 0,16 : 0,56 : 0,30
Ade_c6_;‘cr - . . - . . -

:92(b) : 0,14 :0,00 : 0,00 : 0,00 : 0,05: 0,12 : 0,26 : 0,19

-~

Tableau 11 : Différences de déplacement chimique as mesurées a 25°C et a 92°C
pour les modéles Ade-Cn—Acr (n=3,5,6) et Thy-C_-Acr (n=3,5,6).
x (a) as,= So référence —aomodéle =As°(va1eur extrapolée 3
dilution infinie),

(b) as = & référence - g modéle (055.10_4M).

- -

Si on admet qu'd la température de 92°C, les agrégats ont été
dissociés, les valeurs as calculées 3 cette température ne peuvent €tre que le
reflet des interactions d'empilement intramoléculaires. 11 devient alors
possible de mener une analyse plus fine du phénoméne, du moins pour les
modéles de type Ade—Cn-Acr pour lesquels on dispose du maximum de données.

On peut, & l'aide d'un calcul simple, estimer le pourcentage de
forme repliée (%R) -& 92°C (en admettant un repliement total & 25°C) :

%R = 88 892°C 44
As, A 25°C
avec A8 = & référence -6 modéle (les deux composés étant étudiés a la

méme concentration).

et 48 ,= 6, référence -4 modéle ( s, étant la valeur de déplacement
chimique extrapolée & dilution infinie).
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Nous avons appliqué ce calcul aux différents protons concernés
(H-8, H-2A et H-8A en série adénine et H-6T, CH3

une valeur moyenne pour chacun des modéles. Les valeurs de %R obtenues sont

T en série thymine) et établi

rassemblées dans le Tableau 12.

. Pour comparer ces résultats avec ceux de la spectrophotométrie UV,
nods avons utilisé les valeurs %R obtenues 3 partir des courbes %H = f(T) que
nous avons extrapolées a 92°C. Ces valeurs sont également rassemblées dans le

Tableau 12.

Ade-C,-Acr : Ade-C_-Acr : Ade-C,-Acr : Thy-Co-Acr:s

3 5 6 5 B
- &Y
: %R (Données WV) : 100 : 75 : 50 : 70 :
: %R (Données RMN'H): 100 : 70 ’ 50 . 65

D e - > - > - - —— - ——— — — — S ——— — ——— T - — — — - " > > T — —— - > W - — -

Tableau 12 : Pourcentages de formes repliées (%R) a 92°C, calculés pour les

modéles Ade-Cn—Acr (n=3,5,6) et Thy-C

des spectroscopies UV et de RMN1H.

5-Acr, 3 partir des données

On constate une remarquable convergence entre les résultats
obtenus 3 1'aide de ces deux techniques spectroscopiques. Ceci confirme

notamment que les modéles considérés sont totalement repliés & 25°C.

2/ Géométrie des systémes repliés :

Connaissant les valeurs de blindage As, induites par l'empilement
de deux chromophores (& 25°C), nous pouvons proposer une géométrie pour le

complexe intra-moléculaire formé. Nous disposons pour cela de deux outils :

- Les courbes d'iso-écran ont été calculées pour les bases
nucléotidiques et 1'acridine par B. PULLMANN et 6.
GLESSNER-PRETTRE (86). Elles indiquent les effets de blindage (as)
que ces deux noyaux peuvent induire sur les protons d'un

chromophore empilé (et donc situé dans un plan paralléle distant
X, de 3,44).
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- Les modéles moléculaires compacts CPK donnent des renseignements

sur les conformations permises par la chalne carboneée.

a. Série adénine :

C'est le cas le plus favorable. L'adénine et 1'acridine
possédent un courant de cycle important et induisent des effets de blindage
trés marqués comme le révélent les courbes d'iso-écran (reproduites dans 1a
Figure 18).

Pour le composeé Ade-C3-Acr : la chalne est trés courte et les
modéles moléculaires montrent que les conformations permises sont peu

nombreuses. La géométrie indiquée dans la Figure 18 rend compte des

déplacements chimiques observés.,

5 _
plus longue autorise un plus grand nombre de conformations : elle permet

d'obtenir des systémes dans lesquels les deux noyaux se recouvrent davantage
(surface de superposition plus grande). L3 encore, les géométries indiquées

(Figure 18) sont le résultat du meilleur ajustement des valeurs expérimentales
et théoriques.

Pour les modéles Ade-C.-Acr 20 et Ade—Cé-Acr 23, la chaine

\On remarquera dans les structures proposées que le groupement
amino de 1'adénine et 1'azote hétérocyclique de 1'acridine (protoné dans ces
conditions) sont superposés et que 1'allongement de la chaine polyméthylénique
entraine une rotation progressive des deux chromophores 1'un par rapport a
1'autre. Si on fait passer une premiére droite par 1'atome de carbone C-8 de
1'adénine et le centre de la liaison N-1, C-2 et une autre droite par les
centres des liaisons C-2, C-3 et C-6, C-7 de 1'acridine, on peut également
définir les changements d'orientation des chromophores par la valeur de

1'angle formé par 1'intersection de ces deux droites. On peut illustrer cela
de la maniére suivante :
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En d'autres termes, 1'allongement de la chalne de trois a cing
chainons s'accompagne d'une rotation d'une vingtaine de degrés de l'axe de
1'adénine vers celui de 1l'acridine. Quand on ajoute un autre chalnon, la

rotation se poursuit dans le méme sens d'un angle comparable.

Figure 18 : Structures proposées pour les modeéles Ade—Cn—Acr (n=3,5,6) par
ajustement des Asomesurés expérimentalement avec les wvaleurs
théoriques données par les courbes d'isoécran de B. PULLMAN et G.
GIESSNER-PRETTRE (86).
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Rappelons & ce propos le résultat de 1'étude par
spectrophotométrie UV : les effets hypochromes correspondant a des systémes

totalement repliés sont trés différents selon la longueur de la chaine.

pour n = %H = 20
pour n = %H = 13
pour n = %H = 7.

11 semble donc que pour 1l'ensemble des modéles, la grandeur de

1'effet hypochrome (%H) soit directement, et de fagon spectaculaire, fonction

de l'orientation relative des deux chromophores. Ce résultat est en accord

avec la théorie de 1'effet hypochrome. C'est & notre connaissance la premiére

fois qu'un tel effet est mis en évidence*.

b. Série Guanine :

La encore, les deux chromophores possédent des courants de
cycle importants mais le noyau de la gquanine ne heut gtre ‘"ajusté" que par
1'examen d'un seul site : le proton H-8. 11 s'ensuit que la détermination de
la géométrie est moins précise que pour la série adénine. En outre, 1'état de
ce systéme est moins bien connu. Les &tudes par spectrophotométrie UV ont
montré que le modéle Gua—Cs-Acr est replié & 100 %, ce qui ne peut étre
affirmé pour le modéle Gua-Cé-Acr (les valeurs %H mesurées a 25°C sont
respectivement 14 et 13 %). Néanmoins, les trois protons les plus perturbés
H-1 et H-8 de 1'acridine, H-8 de la guanine nous permettent de proposer les
géométries indiquées dans la Figure 19.

* Dans leur €tude de purinophanes (cyclophanes mettant en jeu des purines),

Y. SAKATA et al. (87) ont également observé des valeurs de %H trés différentes
quand deux purines sont en interaction. Cependant, dans tous les cas décrits,

11 s'agit de systémes contraints ol des facteurs complémentaires tels que
tension, écartement inter-noyaux...interviennent.
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Figure 19 :

N
N
\ o o

n=6 n=6

Structures proposées pour les modéles Gua-C -Acr (n=5,6) par
ajustement desAﬁ)mesurés expérimentalement avec les valeurs

théoriques données par les courbes d'iso-écran de B. PULLMAN et G.
GEISSNER-PRETTRE (86).

c. Série Thymine :

C'est le cas le plus défavorable, la thymine n'induisant

aucun effet significatif sur les protons de 1'acridine en raison de la
faiblesse de son courant de cycle. Les effets de 1'acridine sur les protons de
la thymine sont importants, mais ne permettent pas de proposer une géométrie
précise pour les conformations repliées des modéles Thy—Cn-Acr.
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Nous avons par ailleurs mené une étude du modéle Thy-Cs-Acr
dans 020 en utilisant la technique de NOE par différence. Nous avons essayé de
mettre en évidence un effet de proximité entre les protons de la thymine et un
ou plusieurs protons de 1'acridine. Nous avons irradié successivement les
prbtons du groupement méthoxy porté par le C-2 de l'acridine, le proton H-8 de
1'acridine et 1le groupement méthyle de 1la thymine. Dans aucun cas, nous

n'avons pu observer de perturbation significative sur les protons du

chromophore voisin.

3/ Etude a3 1'état solide :

Nous avons tenté d'examiner 1la conformation adoptée par les
systémes Base-C_-Acr a l'état solide. D'une fagon générale, et comme nous
1'avons signalé au cours de la synthése, ces molécules cristallisent
difficilement et sont recueillies sous forme de poudres. Seul le composé
Thy-Cs-Acr 'a pu &€tre cristallisé dans 1le méthanol. On obtient des
microcristaux a@ structure en ''chevrons" dans laquelle le modéle adopte une

conformation ouverte (Figure 20) (88) (travail réalisé & Bordeaux par
C. COURSEILLE). \

Figure 20 : Structure cristallographique du modéle Thy-C.-Acr. Solvant

5
méthanol (88).
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C. ETUDES PAR FLUORESCENCE :

La quinacrine a longtemps été utilisée comme sonde fluorescente
dans 1'investigation topographique des chromosomes et 1'étude des cariotypes :
selon 1'état et la nature des chromosomes, on peut distinguer des zones de
fluorescence bien délimitées et ce, de maniére reproductible (89-95).

Pour tenter d'expliquer ce phénoméne, de nombreuses études de
fluorescence ont été menées avec des polynucléotides de synthése du type poly
(dA-dT), poly (dG6-dC) ainsi qu'avec des acides nucléiques d'origine animale ou
bactérienne de compositions connues. Les premiéres constatations ont été que
les couples de bases dA-dT exaltaient la fluorescence émise par'la quinacrine
intercalée, alors que les couples dG-dC et 1'ADN, au contraire 1'inhibitaient?
phénoméne de '"quenching'" (67, 96-100).

Certains auteurs ont pensé qu'il était nécessaire d'avoir une
séquence d'au moins quatre couples dA-dT pour observer 1l'exaltation de la
fluorescence alors que la proximité d'un seul couple dG-dC suffisait a
éteindre la fluorescence (49,94), (la probabilité plus faible d'observer
quatre couples dA-dT consécutifs expliquant 1'extinction dans 1'ADN).

D'autres auteurs ont utilisé 1l'iodure de sodium pour inhiber la
fluorescence de la quinacrine intercalée. 1ls ont pu montrer que le noyau de
l'acridine est moins accessible lorsqu'il est complexé avec les séquences de
type dA-dT qu'avec les séquences dG-dC (99,100).

Pour tenter de simplifier le phénoméne, des études ont été menées
avec des nucléotides monophosphates comme 1'AMP et 1le GMP. Ces deux
nucléosides, mis en solution avec la 9-amino acridine provoquent wune
diminution de 1'intensité de sa fluorescence (101-103). Des travaux plus
récents font état.d'une hétérogénéité des sites de fixation possibles de la
quinacrine. La complexation serait dominée par les séquences pyr-pur et
pur-pyr (104), celles-ci interagissant plus fortement avec le noyau acridine
que les séquences pur-pur et pyr-pyr. De méme, les séquences dG-dC,
responsables de 1l'extinction de 1la fluorescence de la quinacrine, se
complexeraient trois fois plus fortement avec 1'intercalant que les séquences
dA-dT responsables de 1'exaltation de fluorescence (105). Remarquons toutefois
que ces résultats sont en désaccord avec ce qui est généralement admis dans la
littérature c'est a dire qu'il n'y a aucune spécificité d'interaction de la
quinacrine vis-3-vis des bases nucléotidiques.
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Toutes ces méthodes n'ont jamais permis d'étudier spécifiquement
la fluorescence du noyau acridine en interaction avec le noyau d'une seule
base nucléotidique.

Les modeles de type Base—Cn-Acr que nous avons synthétisés sont

_tout & fait adaptés pour résoudre ce genre de probléme. 1Ils présentent
l'évantage de ne mettre en interaction que deux chromophores : 1la base
nucléotidique et 1'intercalant. L'étude par fluorescence de ces structures
dans leur conformation repliée pourrait contribuer 3 la compréhension du
phénoméne observé quand la quinacrine est intercalée dans les oligo et

poly-nucléotide.

ETUDES DES MODELES

Dans cette étude préliminaire, nous avons examiné les spectres
d'émission de fluorescence de 1'acridine pour les composés modéles Base-C _-Acr
et leur référence Acr—C3 7. Nous avons utilisé les mémes solvants que pour la
spectrophotométrie UV (solvant non dégazé). La concentration du composé de

référence est de l'ordre de 8.10"5 M. Celle des modéles varie de 2,4 3

6,3.107° M.

Par \Billeurs, nous avons vérifié qu'd ces concentrations la
Base-C, en rapport équimolaire n'a pas d'influence sur le spectre d'émission
de fluorescence de la référence Acr-C3 7. Les spectres d'émission obtenus pour
les modéles Thy—C6-Acr 17, Ade-C6-Acr 23 et Gua-C
la figure 21.

6-Acr 35 sont rassemblés dans

Dans ces conditions, nous voyons que la fluorescence de 1'acridine
est fortement exaltée dans les modéles Ade-C6uAcr 23 et Thy;cb—Acr 17 alors
qu'elle diminue de fagon spectaculaire dans le modéle Gua-C,-Acr 35. Nous
avons déterminé de maniére quantitative ces effets en calculant les rendements
quantiques de fluorescence de tous les modéles et de leur référence. Les
valeurs sont rassemblées dans le Tableau 13.
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Composé : ¢F 10_2 I modéle :Poly nucléotide:bF QAc+polynucl:

Amax=490nm ¢F Acr-C3 :¢F QAc libre

-Thy—CS—Acr : 9 : :

Thy-Cé—Acr : 6 : 2 :Poly dA-dT (67): 5 (a)

Ade—CS-Acr : 12 : 4 : (94): 6 (b)

Ade-C6-Acr : 10,5 : 3,5

Gua—Cs—Acr : 0,7 : 0,25 :Poly d6-dC (67): 0,2 (a)

Gua-Cb—Acr : 1 : 0,33 : :

Acr—C3 : 3 : : ADN thymus : 0,7 (b)

de veau (69) :
Tableau 13 : Rendements quantiques de fluorescence 0F des modéles Base-Cn—Acr
(Aéxc=36017,5nm). Comparaison avec les résultats donnés par la
littérature pour la quinacrine (QAc) en présence de

polynuléotides. (Les rapports r=phosphate/QAc sont : (a) r=5 ;
(b) r=87).

Gua CG Acr\/,"' ‘t‘ AcrC
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Figure 38 : Spectres d'émission de fluorescence mesurés pour les modéles

p %S Ade-Cé-Acr, Gua-Cé-Acr et leur composé de référence Acr-C3 (HZO
PH=5,5 ; 5 % EtOH ; xexc=360i7,5nm.
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En premiére approche, ces valeurs sont tout 3 fait cohérentes avec
les résultats de la littérature. L'adénine et 1la thymine provoquent une
exaltation significative de la fluorescence alors que la guanine induit une
extinction de celle-ci. La proximité d'une seule base nucléotidique semble

.donc suffisante pour modifier les propriétés de fluorescence de 1'acridine.

Ces premiéres mesures demandent & @&tre confirmées. Elles
justifient cependant pleinement la conduite d'études plus approfondies avec

des méthodes plus sophistiquées.
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Au cours de cette étude spectroscopique des modéles

Base-Cn-Acr, nous avons pu montrer que :

- Les méthodes spectroscopiques UV et de RMN sont tout a
fait complémentaires pour analyser dans le détail le comportement
des bichromophores et connaitre les populations en conformation
repliée et leurs géométries préférentielles.

Ce phénoméne observé dans les modéles (empilement des
noyaux) est bien de méme nature que celui qui se passe dans 1'ADN
quand la drogue est intercalée (comme en témoigne la similitude
des spectres UV).

- Les interactions mises en jeu dans les systémes repliés
sont trés puissants (notamment pour les modéles Ade-Cn-Acr,
totalement repliés a 80°C quand n=3).

- Les interactions diminuent quand la longueur de la
chaine augmente.

- Les interactions disparaissent en milieu organique comme

en témoigne 1l'absence d'effet hypochrome (%H) dans 1'éthanol.

Nous avons également obtenu des informations importantes sur
le plan spectroscopique :

- Pour les modéles de type Ade-C_-Acr (n=3, 5, 6),
1'orientation relative des deux chromophores empilés exerce une
influence considérable sur la valeur de 1'effet hypochrome (%H).

- L'intensité de la fluorescence émise par le noyau de
1'acridine est directement 1liée 3 1a nature de la base
nucléotidique impliquée dans le complexe (exaltation par 1'adénine

et la thymine, extinction par la guanine).
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CHAPITRE 3

ETUDE DES MODELES EN SERIE PROFLAVINE

INTERACTIONS INTERCALANT-COUPLE DE BASES
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Cette étude a été réalisée & 1'aide des systémes modéles
Base-C3-Pf capables de reproduire les interactions d'empilement mises en jeu

dans le complexe d'intercalation de la proflavine (Figure 22).

-

NH, o NH,

QL pe N £
g .'4> oo | oy |
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2
H ' ' H

Figure 22 : Modéles Base-C3-Pf synthétisés et leurs "demi-molécules' de

référence Pf—Cz, Ade-C3, Thy-C3, Cyt-C3.
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Dans un premier temps, nous avons étudié 1'équilibre

conformationnel "formes ouvertes —> formes repliées" des modéles

Base—C3-Pf.

Les modéles en série adénine et thymine ont été synthétisés et

- €tudiés par spectrophotométrie UV par J. FAHY dans le laboratoire (26). Ces
mesures avaient été complétées par une étude préliminaire par RMN1H a3 80 MHz.
Les effets hypochromes (%H) mesurés dans 1'eau entre 520 et 320 nm sont de
12 % pour le modéle Ade- C3 ~-Pf et 7 % pour le modéle Thy- C3-Pf Ces effets ne
varient pas quelle que soit la température (entre O et 80°C) montrant ainsi
que les interactions d'empilement sont puissantes et que les modéles Ade—C3-Pf
et Thy-C3-Pf adoptent une conformation repliée a3 100 % dans 1'eau. Pour mieux
connaitre les interactions intramoléculaires mises en Jjeu dans ces
conformations, nous avons mené une étude compléte des modéles Base-C3-Pf et
des composés de référence & 400 MHz. Nous avons étendu cette étude aux

systémes Cyt-C3-Pf et Cyt-C3 que nous avons prépareés.

A. AUTO-ASSOCIATION :

Nous avons étudié les différents systémes dans une gamme de
concentration comprise entre 10-3 et 10_5 M. Par extrapolation des courbes
§ =f(c), nous avons déterminé 1les déplacements chimiques & dilution
infinie 60. Nous avons appliqué la méthode de J.L. DIMICOLI et C. HELENE (813

pour accéder 3@ la valeur des constantes d'auto-association.

1. COMPOSES DE REFERENCE :

1/ Cxt—C3 :

Comme nous 1l'avons observé précédemment pour les autres bases
alkylées, les effets de la dilution sont nuls. Bien que l'anisotropie
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diamagnétique de 1la cytosine soit faible, il est fort probable que la
constante d'auto-association soit négligeable. Les valeurs de & déterminées

pour les deux protons de la cytosine sont reportées dans le Tableau 14 p.100.

2/ Pf-C2 :

Les effets de la dilution (entre 1,4.10"3 M et 3,55.‘10_5 M) sont
spectaculaires. Tous les protons sont déblindés (Figure 23 ). Les valeurs
expérimentales sont réunies dans le Tableau 15 p.191 . Les valeurs ¢

obtenues par extrapolation de la courbe 6=Ff(c) sont reportées dans le
Tableau 14 p..100.

- :g "f.%
- £-C2 5380
8.0 Pf-Ce 8.0 P LH.LEV
£
Q. : H1
Q -
. 8.0} M9 7.0
=
I - HS
) " L
a H7? H4
L - L
a i i
S.B~1111||1|1||141H5 5.8..1111141::'111
8.8 8.5 1.8 1.5 .2 8.5 1.8 1.5

CONCENTRATION %1000

Figure 23 : Variation des déplacements chimiques (pﬁm) des protons du composé
Pf-C, en fonction de la dilution (D,0, pD=5,5 ; 400 MHz) .

Nous avons applioqué la méthode de J.L. DIMICOL1 et C. HELENE (82)
pour calculer la constante d'auto-association Kassoc' Cette méthode s'applique
au cas général d'un composé B capable de s'auto-associer par interaction
d'empilement pour former des diméres : B + B :::;BZ. Si on note o la
concentration totale en dérivé B et ¢ la concentration en B libre, on peut

décrire la complexation & 1'aide des deux é&quations suivantes :

assoc z'AG )

\{ A8 fc = 2K (as8B
/\ (M/co)% = (2K / 86 Bz)15 (46 B,- 46 )

assoc
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//// ol Kassoc est la constante d'auto-association, Asreprésente la différence

entre le déplacement chimique mesuré 3 dilution infinie (60) et celui observé

/// (6) & une concentration donnée (c), a8 B, représente la valeur du blindage dans
le dimére (BZ)'

En tragant les droites traduisant 1'évolution de la grandeur

’(Ac/c)k en fonction de As , nous pouvons accéder & la valeur de la constante

/////’ d'auto-association,&KaSSOE}\et aux valeurs de blindage induit 888, (Figure 24)

A partir des valeurs calculées pour chaque proton, nous avons

7

déterminé la valeur moyenne Kassoc= 1100 M’1 pour le composé Pf—Cz. Cette

valeur est beaucoup plus importante que celle déterminée pour le composé de

référence Acr-C3 7 en série chloro-6 méthoxy-2 acridine (Kassoc = 400 M—1).

Elle est comparable & celles mesurées pour les intercalants les plus puissants
' R _ -1,

tels que 1'ellipticine (Kassoc = 1000 M "} (106).

100 PF-C2 100 Pr-c2

Figure 24 : Paramétres de l'auto:association du dérivé Pf-C2 obtenus & partir
des courbes (A&/c)i=f(As) : As est la différence entre le
déplacement chimique & dilution infinie ( %) et le déplacemeﬁt
chimique (8) & une concentration donnée (c). La droite intercepte
1'axe des x & la valeur as B2 qui est le blindage induit dans 1le
dimére. La constante d'autofﬁssociation K. ssoc est déterminée a
partir de la pente (2K/as 82)1.
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11 MODELES Base-C_.-Pf

1/ Modéle Thy-C.-Pf :

Les effets de 1la dilution sont trés importants sur les
déplacements chimiques des protons de la proflavine. Les protons de la thymine
par contre ne sont pratiquement pas influencés (Figure 25). Ceci est en faveur
d'agrégats de type dimérique dans lesquels on n'observe qu'un empilement entre
les noyaux proflavine. Les valeurs expérimentales sont réunies dans le
Tableau 16 p. 192 Les valeurs 8§, obtenues par extrapolation de la courbe
§ =f(c) sont reportées dans le Tableau 14 p 100,

8 g Thy—C3-Pf 9 . Thy-C3-Pf
£ M H1 M\e\e_
o - 3 Ho
Q‘ ad - -
. 7.0 Pr—— H7 B.0
s !‘Hs._\'\*_ Ha
= M5 -
z . SO e
o - H2
LJ L
Q -

S.B it ul S Baasames B.B.1|||1||111111111

@.2 8.2 9.4 P.00.10.20.30.4

CONCENTRARTION % 120

Figure 25 : Variation des déplacements chimiques (ppm) des protons du modéle
Thy-C3-Pf en fonction de la dilution (DZO pD=5,5 ; 400 MHz).

Le traitement de ces systémes par la méthode décrite précédemment

fait apparaitre une constante d'auto-association Kassoc = 750 I"I'1 (Figure 26).
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Figure 26 : Paramitres de 1'auto-ass§c1at1on du deérive Thy-C3-Pf obtenus a
partir des courbes (as/c)*=f(as). .

2/  Modéle Cyt-C.-Pf :

Comme nous 1'avons observé sur le modéle Thy—C3-Pf, les protons
les plus perturbés par la dilution sont ceux de la proflavine qui subissent un
important effet de déblindage. Les variations pour les protons de la cytosine
sont faibles . L'un d'eux est trés 1é&gérement déblindé , 1'autre est
faiblement blindé (Figure 27). Les valeurs expérimentales sont réunies dans le
Tableau 17 p. 19 2 . Les valeurs extrapolées & dilution infinie (as) figurent
dans le Tableau 14 p. 100.

~C3— Cyt-C3-Pf

8.0 Cyt-C3—-Pf 9.8 Cyt-C3 P
Q i " " | He ?Dw%\\‘~{L____1}__
o i HY
K 7.0 E?**b-—-*F_____*_ H7 8.01
—_ M
T i H1
© :\.\‘\“\* :
| 6.8} % H4 7.0 ~—
& - =4 & He \HZ
al - i M5

5.8-1111|1|111111| s.a-l.l.‘{,llllnA;J

8.0 8.1 8.2 0.3 .0 8.1 ©.2 0.3

CONCENTRATION %1000
Figure 27 : Variation des déplacements chimiques (ppm) des protons du modéle

Cyt-C5-Pf en fonction de la dilution (D,0 pD=5,5 ; 400 MHz).
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En procédant comme pour le modéle Thy-C3—Pf, nous avons déterminé

. . -1
d'auto- = .
la constante d'auto-association Kassoc 680 M

3/ Modéle Ade-C.-Pf :

Pour ce composé, on observe en diluant un net effet de déblindage
pour les protons de la proflavine. Les protons de 1'adénine sont moins
perturbés (Figure 28). Pour ce modéle, toutes les mesures ont été réalisées a
trés haute dilution (entre 2,9.10-4 M et 9,75.10'6

expérimentales sont reproduites dans le Tableau 18 p.193. Nous avons obtenu

M). Les données

les valeurs extrapolées & dilution infinie (iﬁg rassemblées dans le
Tableau 14 p. 100 Cependant, dans ces conditions de dilution, les effets
mesurés sont trop faibles pour permettre de calculer avec précision la
constante d'auto-association. Nous pouvons 1'évaluer & environ 600 M-1 a
partir des données obtenues pour le proton H-9 qui est le plus affecté et

fournit la valeur la plus significative.

. Ade-C3-Pf g o, Rde—C3-Pf
o [ H1 A H9
Q. 4

-+ + H8A

. 2.0 !**““‘—*F—-——-——* H7 8.0
—~ - H5 Bt + +
T i [ H2a
= ' -
_ 6.0 7.0
& I H4 Zn.n_
fan) 8 . i © —g H2

S.B-llllllllllllll s.a-lllllllllllll

2.8 8.1 8.2 9.3 2.0 8.1 8.2 8.3

CONCENTRATION %1000

Figure 28 : Variation des déplacements chimiques (ppm) des protons du modéle
Ade-C3-pf en fonction de la dilution (Dzo pD=5,5 ; 400 MHz).
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®
LILLE

pour les modéles Base-C3-Pf et les composés de référence Pf—Cz, Cyt-C3 (DZO pD=5,5 ; 400 MHz) et Ade-C
(DZO pD=5,5 ; 270 MHz).

H-9 H-8 H-1 H-7 : H-2 : H-5 : H-4 : H-2A : H-8A : H-6T : CHT @ H-C : H-C

Ade-C, : 8,30 : 8,22

Thy-Cy : 7,53 : 1,90

Cyt-C . 7,63 6,0

Pf-C, 8,72 : 17,91 7,85 : 7,07 : 7,02 : 6,88 : 6,66 :

Ade-C,-Pf 8,63 7,90 : 7,62 : 7,10 : 6,69 : 6,83 : 5,94 : 7,63 : 8,16

Thy-C,-Pf 8,72 : 7,90 : 7,79 : 7,08 : 6,93 : 6,85 : 6,57 : . 7,40 : 1,58

Cyt-C,-PF 8,71 7,88 : 7,81 : 7,11 : 6,98 : 6,84 : 6,55 : . 7,57 5,80
Tableau 14 : Valeurs des déplacements chimiques & dilution infinie (64) en ppm, obtenues par extrapolation des courbes & =f(C)

Thy-C

3 3
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Remargue

Les valeurs obtenues pour les constantes d'auto-association de ces
trois modéles sont trés comparables et prés de deux fois plus faibles que
selle observée pour le composé de référence Pf-Cz. Ces résultats sont
compatibles avec 1'hypothése formulée précédemment ou la dimérisation fait
intervenir exclusivement des contacts proflavine-proflavine (entre systémes
repliés). L'encombrement stérique apporté par la base empilée peut rendre

compte de 1'auto-association plus faible.

B. INTERACTIONS INTRAMOLECULAIRES :

Dans 1'étude précédente, nous avons déterminé les déplacements
chimiques extrapolés & dilution infinie pour 1les modéles et leurs
"demi-molécules' de référence. Ceci nous permet de calculer A8 =6 référence
- ﬁ, modéle qui rend compte du processus d'interaction intramoléculaire (une
valeur de AGO positive correspond & un effet de blindage des protons du
modéle). Ces effets peuvent €tre illustrés par la comparaison des spectres des
modéles avec ceux des "demi-molécules™" de référence correspondantes (spectres

qui sont mesurés 3 la méme concentration) (voir la Figure 29).

Nous avons rassemblé dans 1le Tableau 19 les valeurs AS o

déterminées pour les modéles Base—Cn-Pf.

SN
Lo i
2ot
&.53Ltfz)
\;\;‘\._‘//4'
-9 © HB ¢ M1 : M7 @ W2 : M5 : Hed : W2 : H-BA: H-6T : CHJT : H5C @ H-6C
Pf-Ci-Ade : 0,09 : 0,01 : 0,23 :-0,03: 0,33 : 0,05: 0,72 : 0,67 : 0,06 :
PF-Cy-Thy : 0,00 : 0,01 0,06 : -0,01: 0,09: 0,03: 0,09 : : £ 0,13 10,32 : :
PF-Cy-Cyt : 0,01 : 0,03: 0,04:-0,00: 0,01: 0,09 : 0,06 : : : : : 0,06 : 0,20

Tableau 19 : Valeurs 480 (ppm) calculées pour les modéles Base-Cn-Pf & partir

des valeurs de Ai) regroupées dans le Tableau 14 p.100 .
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Ade-C3-Pf
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Figure 29 : Spectres du modéle Ade-C3—Pf et ges composés de référence Pf-C2
et Ade-C, (DZO pD=5,5 ; C=2,5.10"" M ; 400 MHz).

- Les effets de blindage mesurés sont considérables (jusqu'a 0,7 ppm
pour les protons H-4 et H-2A du modéle Ade-C3-Pf). 11s démontrent
1'existence de conformations repliées.

- Les valeurs mesurées sur la proflavine sont plus importantes pour
le modeéle Ade-C3-Pf que pour les deux autres modéles. Ceci s'explique par
le courant de cycle de 1'adénine, comparable & celui de la proflavine et

beaucoup plus puissant que celui des bases pyrimidiques.

Comme 'précédemment (p. 79), en nous appuyant sur les courbes
d'isoécran établies par B. PULLMANN et G. GIESSNER-PRETTRE (86) pour 1la
proflavine et les bases nucléotidiques, nous pouvons proposer des
géométries pour les complexes intramoléculaires formés. L'examen de
modéles moléculaires compacts CpK nous donne également des renseignements

sur les conformations permises par la chaine triméthylénique.
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* Dans le cas du modéle Ade-C3-Pf, nous disposons des cing 'sondes’
que sont les protons H-1, H-2, H-4 de la proflavine et H-2, H-8 de 1'adénine.
Nous avons reproduit dans le Figure 30 la géométrie qui rend le mieux compte
des déplacements chimiques expérimentaux et qui est en accord avec les

conformations permises par la chalne triméthylénique.

Figure 30 : Géométrie adoptée par le modéle Ade-C3-Pf dans sa conformation
repliée.

- On remarque que la concordance entre les valeurs théoriques et les
valeurs expérimentales constitue une indication complémentaire du
repliement & 100 % du modéle. Ceci confirme les résultats de 1'étude par
spectrophotométrie UV,

- En examinant la géométrie proposée pour la conformation repliée,
nous remarquons que le noyau imidazole de 1'adénine est rejeté vers

"l'extérieur” : il ne recouvre pas parfaitement le noyau de 1la
proflavine. Par contre, la partie pyrimidique de 1'adénine est disposée
de telle maniére que les deux sites impliqués dans les liaisons hydrogéne
avec la base complémentaire sont situés vers 1'intérieur. Cette géométrie

est trés proche de celle proposée pour la proflavine intercalée (p. 14 ),

* Pour le modéle Thy—C3-Pf, 1'analyse est moins nette. Le faible

courant de cycle de la thymine n'induit pas de modifications notables sur les
déplacements chimiques des protons de la proflavine. Seules sont vraiment
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significatives les valeurs de blindage observées pour les protons de 1la
thymine. Ces deux '"sondes' ne permettent pas de proposer une géométrie précise

du recouvrement des noyaux de la thymine et de la proflavine. Néanmoins, si
~1'on admet un repliement de 100 % tel que 1'indiquent les résultats de 1la

¥ spectrophotométrie UV (26), on ne peut rendre compte des valeurs de Ago

mesurées que si le proton H-6 et le groupement méthyle de la thymine sont

décalés vers l'extérieur par rapport & la proflavine. Dans ces conditions, les
sites impliqués dans les liaisons hydrogéne avec la base complémentaire sont

orientés vers le centre du noyau de la proflavine (Figure 31).

«  Figure 371 : Géométrie possible pour le modéle Thy-C4-Pf dans sa conformation
repliée.

* Dans le cas du modéle Cyt-C.-Pf, les effets de blindage mesurés

rendent compte de 1l'existence d'interaéiions d'empilement. Les valeurs sont
faibles et ne sont pas utilisables pour déterminer la géométrie du complexe.
Cependant, comme nous 1'avons observé en série thymine, pour rendre compte dés
valeurs observées, on ne peut envisager qu'un recouvrement des noyaux qui
rejette les protons de 1la cytosine vers 1'extérieur par rapport & 1la
proflavine. Dans ces conditions, les sites responsables de 1'appariement par
liaison hydrogéne sont orientés vers le centre du noyau de la proflavine

(Figure 32).
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BU
-LE/

Figure 32 : Géométrie possible pour le modéle Cyt-C5-Pf dans sa conformatiOﬁ
repliée.

Cette étude par RMN1H confirme les résultats de 1'étude par
spectrophotométrie UV : les bichromophores adoptent une conformation repliée.
Dans le cas du modéle en série adénine, nous avons pu établir la géométrie de
la conformation repliée. Cette géométrie est trés voisine de celle postulée
initialement (p.14) et donc de celle proposée pour la proflavine intercalée
dans 1'ADN. Pour les modéles en série thymine et cytosine, les données sont

également en accord avec cette géométrie..
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C. INTERACTION DE LA PROFLAVINE AVEC LE COUPLE DE BASES
COMPLEMENTAIRES :

Pour étudier les interactions mises en jeu entre la proflavine et
un couple de bases complémentaires, il nous a semblé intéressant d'utiliser
les modéles Base-Cn—Pf (dans leur conformation repliée) comme matrices

susceptibles de complexer sélectivement la base complémentaire.

BASE 2 L1a1sons H

BASE 1 — [ BASE 2]1BASE 1 Interactions
<§ PROFLAVINE | | PROFLAVINE d'empilement

Dans le complexe ‘''ternaire" formé, 1le modéle et la base

complémentaire peuvent mettre en jeu des liaisons hydrogéne et surtout
présenter des interactions d'empilement décelables par la spectroscopie de

RMNTHY

La méthode consistera & tenter de mettre en évidence des

interactions entre le modéle Base-C3-Pf et la base complémentaire et étudier

par comparaison le comportement de la référence Pf-C2 en présence de cette
méme base.
*

Une étude préliminaire par spectrophotométrie UV avait été réalisée par
J. FAHY dans le laboratoire qui avait examindles spectres d'absorption UV des
modéles Ade—C3—Pf, Thy—C3—Pf et du composé de référence Pf—C2 en présence de
quantités croissantes en dérivé Base—C3. Des excés importants (jusqu'a 5000

fois) ont été nécessaires pour obsqerver des modifications ce qui n'avait plus
v/ .
aucun sens.

OEsevver
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BASE 1 _ Aease 1 27| sase 2
+|BASE 2

PROFLAVINE - PROFLAVINE U
- (A 7| <‘,

PROFLAVINE | +[BASE 2 | T—>

/

-

PROFLAVINE

Pour étudier ces équilibres nous pouvons procéder de deux maniéres :

1°- Soit mesurer les effets de concentrations variables du modéle sur
les déplacements chimiques des protons de la base complémentaire maintenue a

concentration fixe. Cette solution a été éliminée. En effet, la faible

solubilité des modéles ne permet pas de travailler avec de gros excés par
rapport a la base complémentaire. De plus, la proflavine ayant une forte

tendance a former des agrégats, nous introduisons alors une source d'erreurs
difficile a contréler.

2°- Soit opérer 3 concentration fixe du modéle et mesurer les effets
de concentrations variables de la base complémentaire sur les déplacements
chimiques des protons du modéle. Les systémes les plus favorables pour cette
étude sont les modéles dg/—gx e (EZELC3—Pf. Dans ces conditions, la base
complémentaire est une (éé:igg capable d'induire des effets de blindage

décelables sur la proflavine au cours de sa complexation.

1. INTERACTIONS ENTRE LE MODELE Thy-C3—Pf ET LA BASE
COMPLEMENTAIRE Ade-C *

3

Nous avons étudié le modéle Thy-C.-Pf en présence de la base

3
complémentaire Ade-C,. Parallélement, le composé de référence Pf-C, a été
3 P 2

. - ' - . .
examiné dans les mémes conditions.

* Pour cette étude, nous avons utilisé 1'adénine propylée en position 9 :

Ade—C3.
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Afin de minimiser 1la quantité d'agrégats (qui modifient
considérablement la valeur des déplacements chimiques), les é&tudes ont éteé
réalisées & une concentration égale 3 2,5.10-5 M pour le modéle et le composé
de référence. Nous avons reporté dans le Tableau 20 les valeurs des constantes
d'auto-association et les pourcentages en agrégats (diméres) estimés a cette

concentration.

Composés : Pf—C2 Thy-C3—Pf
K (M_1) : 1100 : 750
assoc ) :

% diﬁéres : 2,7 : 1,9

Tableau 20 : Valeurs des constantes d'auto-association, pourcentages de
diméres estimés a la concentration 2,5.10-5 M pour le modele

Thy—Cé-Pf et le composé de référence Pf—C2 (DZO pD=5,5 ; 25°C).

Nous avons donc mesuré avec précision les valeurs des déplacements
chimiques des protons de la proflavine et de la thymine des systémes Thy-C3-Pf
et Pf—C2 maintenus 3 la concentration de 2,5.10'5 M (020 pD=5,5 ; 25°C) et
mesuré leurs variations en présence de quantités croissantes du dérivé Ade—C3
(de 9.107% M 3 7,75.1073 M) pour le modile Thy-C
référence PF-C, (de 1,5.107° M3 1,5.107% m). ?2;1553

A titre d'exemple, nous avons représenté dans la Figure 32Vle
spectre du modéle Thy-C3-Pf en présence d'un excés du composé Ade-C
(200 fois) et en absence de ce méme composé.

3_Pf et pour le composé de

3
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Figure 32 : Effets d'un excés du dérivé Ade-C3 (200 fois) sur les déplacemenfs
chimiques du modéle Thy-C3-Pf.
A. Thy-C,-Pf seul (¢c=2,5.10"

3
B. Thy-C3-Pf + Ade-C3.

5 M)

Les données expérimentales sont représentées sous la forme de
courbes & = f(B) dans la figure 33{ou & est le déplacement chimique observé
en présence du dériveé Ade-C3 et B est la concentration du dérivé Ade-C

3
ajouté,



Hz % 1000
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Thy-C3-Pf+Ade-C3

3.
Pf-C2+Ade—-C3 H8
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Figure 33 : Effets des variations de concentration du dérivé Ade-C3 (B) sur

les déplacements chimiques (6) (exprimés en Hertz) des protons du
modéle Thy-C3-Pf et sur ceux des composés desréférence Pf—C2
maintenus & concentration constante (c=2,5.10°° M ; pD=5,5 ;
400 MHz). '

Comme nous pouvons le remarquer @ la fois sur le spectre et sur les
courbes :

1°- Les perturbations observées sur le composé de référence Pf—C2 sont
uniquement des effets de blindage pour tous les protons. On peut noter

une dissymétrie dans ces effets qui sont de plus grande amplitude pour
les protons H-1, H-4 et H-5.

2°- Dans le cas du modéle Thy-C3—Pf, tous les protons de la proflavine
subissent un net effet de blindage. Par contre, le proton H-6 et le

groupement méthyle (non représenté) de la thymine subissent un léger
effet de déblindage.
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3°- Aux faibles concentrations du composé Ade-C,, les effets sont plus

3’
marqués sur les protons du modéle que sur ceux du composé de référence.

- Ces premiéres observations montrent que la base ajoutée Ade-C3
interagit a la fois avec le composé de référence Pf-C, et le modéle Thy—C3-Pf.
Pour préciser et analyser de maniére quantitative les interactions mises en
jeu, nous avons traité les données expérimentales selon 1'équation de J.L.
DIMICOLI et C. HELENE (82) qui permet de calculer notamment les constantes
d'association. Cette méthode s'applique au cas général de deux molécules A et
B pouvant se complexer en présentant des interactions d'empilement. Le composé
B est en large excés par rapport & A et les dérivés A et B ne s'auto-associent
pas :

A + B=KoaB

La constante d'association K est déterminée 3 partir de 1'équation :
AG/BO = -K (48 - ASAB).
- On note 46 = - & ol § est le déplacement chimique d'un proton
du\composé A libre et GB celui du méme proton en présence d'un
large excés du composé B.
- Bo représente la concentration totale du composé B ajouté.
- 08AB est 1'effet de blindage attendu lorsque la complexation

entre les composés A et B est totale.

Dans notre cas, le dérivé noté A est le modéle ou le composé de
référence, B est la base ajoutée. Expérimentalement, nous déterminons la
valeur A8 pour des concentrations connues (Bo) du dérive Ade-C3. Les valeurs

/~ &> mesurées pour 1le modéle Thy-Co-Pf et 1le composé de référence sont

rassemblées dans les Tableaux 21 et 22 p. 193 et 194.
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Nous avons tracé les droites représentant 1'évolution de & /Bo en
fonction de A8 (Figure 34) & partir desquelles on tire deux renseignements
importants :

- .1/ La valeur de la constante d'association K.
2/ La valeur des déplacements chimiques dans le complexe.
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Figure 34 : Evolution de AG/Bo en fonction de A8 pour le modéle Thy—C3-Pf et

pour le composé de référence Pf-C,.
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1/ Constante d'association K :

La différence de comportement entre les deux composés est
spectaculaire. La pente de chacune des droites correspondant & chacun des
protons fournit une valeur pour la constante d'association K. Les valeurs
déterminées pour chaque proton sont rassemblées dans le Tableau 23 p.194 .

1

On obtient ainsi une valeur moyenne de 300 M ' pour le modéle

Thy-C3-Pf et de 80 M'1 pour le composé Pf—CZ. L'association de la base Ade-C3
est donc quatre fois plus forte avec le modéle Thy-C.-Pf qu'avec le composé de
référence Pf-C,.

Un tel résultat ne peut s'expliquer que par un effet coopératif de

la thymine dans la complexation du modele Thy—C3—Pf avec la base Ade—C3.

2/ Etude des complexes formés :

L'extrapolation des droites A6 /B = f(as) pour chacun des protons,
jusqu'd 1l'axe des abcisses fournit les valeurs A& AB pour les systémes
totalement complexé;{

a. Complexe Pf—Cz/Ade—C3 :

Les valeurs extrapolées pour les protons dqlﬁfmposé Pf-C2 engagé
dans le complexe sont représentées dans la Figure 35¥ A titre comparatif,
nous avons indiqué les effets de blindage mesurés pour les protons du systéme
Ade-C3-Pf sous 1'effet de 1'interaction intramoléculaire.
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Figure 35 : Effets de blindage extrapolés A8 AB (Hz) induits sur le composé de
référence Pf—C2 complexé avec la base Ade-C3. Comparaison avec les
valeurs mesurées pour le composé Ade-C3-Pf dans sa conformation
repliée (DZO pD=5,5 ; 400 MHz).

* On constate que ces valeurs, extrapolées dans un cas, mesurées
dans 1'autre, sont du méme ordre de grandeur, ce qui atteste la validité
du traitement effectué.

* Les effets sont plus marqués du c6té ‘'droit" de la proflavine
alkylée, ce qui semble indiquer une géométrie préférentielle dans le
complexe. On peut imaginer une interaction de type hydrophobe entre les
chaines éthyle et propyle fixées sur les deux chromophores Ade-C3 et
Pf—C2 qui conduit & une orientation privilégiée.

b. Complexe Thy-C.-Pf/Ade-C

3 :

- On note des effets de blindage importants sur les protons de
la proflavine, accompagnés d'un déblindage marqué pour les protons de la
thymine (Figure 36).

rﬁ" 5
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Figure 36 : Effets de blindage extrapolés ASAB (en Hertz) induits sur le
modéle Thy-C3-Pf complexé avec la base Ade—C3.

- Les protons de 1la partie "gauche" de 1la proflavine
(H-5,H-7, H-8) sont les plus perturbés, ce qui est en faveur d'une interaction
plus favorable de la base Ade—C3 avec la surface de la proflavine demeurée
accessible.

\

- On observe également des effets marqués pour les protons H-1,
H-2 et H-4. Ces effets peuvent s'expliquer lorsque 1'on compare la surface de
la proflavine avec celle du couple de bases adénine-thymine.

Pour permettre un recouvrement maximum de la proflavine par

le couple de bases, il est nécessaire de décaler le noyau de la thymine vers

"1'extérieur' et 1'adénine vers "l'intérieur" (Fiqure 37).

* Valeurs déterminées en appliquant la méme méthode de calcul que pour les

autres protons, en utilisant la valeur absolue de Aé .
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Figure 37 : Effets de 1'interaction du dérivé Ade-C3 avec le modéle Thy-C3-Pf.

Ce mouvement écarte le proton H-6 et le groupement méthyle qui se
trouvent ainsi moins perturbés par 1'effet diamagnétique de 1la proflavine.
Cela se traduit globalement par un effet de déblindage par rapport & la forme
non compléxée.

Ces effets sont en accord avec une complexation selective de la
base ajoutée Ade-C3 sur la partie "gauche" de la proflavine.

\
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I1. ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE LE MODELE Cyt—C3-Pf ET LA

BASE COMPLEMENTAIRE Gua-c3**

Nous avons opéré comme précédemment. Nous avons mesuré les
déplacements chimiques des protons de la proflavine et de la cytosine dans les
systémes Cyt—C3-Pf et Pf-C2 maintenus @ la concentration de 2,5.10_5M* dans
1'eau & 25°C. Nous avons étudié leurs variations en présence de quantités
5 (de 1,910 1 3 9,3.107
Cyt-C3-Pf et pour le composé de référence Pf-C

croissantes du dérivé Gua-C M) pour le modéle

, (de 1,55.107° M 3
4,3.‘10'4 M) . La faible solubilité du dérivé Gua-C3 n'a pas permis d'opérer
avec de plus grands excés de base complémentaire.

Les effets mesurés sont faibles mais évoluent de la méme maniére

qu'en série adénine.

1°- Les protons du composé de référence Pf—C2 subissent uniquement un
effet de blindage. On note une dissymétrie dans les valeurs mesurées qui
sont plus importantes pour les protons H-1, H-4, H-5 et H-9.

\
2°- Les protons de la proflavine dans le modeéle Cyt—C3-Pf subissent un
important effet de blindage. Les deux protons de la cytosine, par contre,
présentent un effet de déblindage de plus faible amplitude.

* La valeur de la constante d'auto-association (Kassoc) du modéle Cyt-C3-Pf
est 680 M'1, celle du composé de référence Pf-C2 1100 M—1. Dans ces

conditions, les pourcentages de dimére ‘'proflavine-proflanine’ peuvent

étre estimés a 2,7 % et 1,7 % respectivement.

**  Nous avons utilisé pour cette étude la base nucléotidique propylée en

position 9.



- 118 -

. 3°- Les effets sont plus marqués sur les protons du modéle que sur
ceux du composé de référence., Les premiére observations montrent que la
base ajoutée Gua-C3 interagit & la fois avec le modéle Cyt-C3-Pf et le
composé de référence Pf-Cz. Nous avons tenté d'analyser le phénoméne de
maniére quantitative en utilisant 1'équation de J.L. DIMICOLI et C.
HELENE (82).

Nous avons déterminé les valeurs AS qui sont les différences entre
des déplacements chimiques des protons du composé Cyt-C3-Pf (ou Pf-CZ) en
absence et en présence du dérivé Gua-—C3 (GB). Ces résultats sont regroupés
dans les Tableaux 24 et 25 p. 195.

En raison de la faible solubilité du composé Gua-Cg, la gamme de
concentration étudiée est trop étroite. 11 s'en suit que les valeurs de A$

sont trop faibles pour permettre de calculer les constantes d'association.

Nous pouvons cependant exploiter quelqﬁes unes de ces valeurs en
les comparant avec celles obtenues précédemment pour le 'couple" Thy-C3-Pf +

Ade-C,.
3 \

1/ Complexe Pf-CZ/Gua-C3

P9

Nous avons rassemblé dans la Figure 38 les valeurs de blindage
mesurées pour le composé de référence Pf-C, en présence d'un méme excés (60

fois) des dérivés Gua-C3 et Ade—C3.
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Figure 38 : Effets de blindage (AGB) induits par un excds (60 fois) des
dérivés Gua—C3 (A) et Ade-C3 (B) sur les protons du composé Pf—C2
(c=2,5.10"° M ; pD=5,5 ; 400 MHz).

\

On constate une parfaite analogie des effets induits par les deux

bases nucléotidiques alkylées : Ade—C3 et Gua—C3.
- Les effets de blindage mesurés sont du méme ordre de grandeur.
Compte-tenu du fait que le courant de cycle de 1'adénine est plus fort
que celui de la guanine, il est raisonnable de penser que la constante

d'association pour le dérivé Gua-C, est du méme ordre de grandeur voire

3
un peu plus élevée.

- La dissymétrie des valeurs mesurées pour les différents protons
suggére également une orientation préférentielle par 1'intermédiaire des

chalnes éthyle et propyle fixées aux dérivés Pf—C2 et Gua-C3.
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2/ Complexe Cyt-C.,-Pf/Gua-C

3

Comme précédemment, nous avons comparé les deux systémes pour un
méme excés du dérivé Base-C; (Figure 39).

Figure 39 : Effets de blindage (AGB) induits par un excés (60 fois) des
dérivés Gua-Cy (A) et Ade-C, (B) sur les protons des modéles

Cyt-C3-Pf et Thy-C3-Pf respectivement.

La encore, les effets mesurés sont comparables :

- On cogktate a la fois un blindage des protons de la proflavine et
un déblindage des protons des bases pyrimidiques. Les effets de la base
Ade-C3 sont plus marqués que ceux de la base Gua-C3, ce qui est en accord
avec la différence de leurs courants de cycle. Les effets sur la
pyrimidine par contre sont tout & fait comparables. 11 semble que la
complexation avec le dérivé Gua-C, induise également un déplacement de la

cytosine vers "l'extérieur',

- Dans les deux cas, les perturbations les plus marquées s'observent
pour la partie ''gauche" de la proflavine (non recouverte par la
pyrimidine).
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Les modéles Base-C3-Pf utilisés semblent se comporter comme des
matrices qui peuvent complexer la base complémentaire.

1/ Pour le couple "adenine-thymine", nous avons montré 1'existence
d'un effet coopératif de la thymine lors de la complexation du composé Ade-C
avec le modéle Thy-C.-PF.

3

* La constante d'association mesurée est prés de quatre fois
supérieure & celle observée pour le composé de référence Pf—Cz.
* La base ajoutée se complexe de fagon sélective sur la partie
""gauche' de la proflavine.

2/ Pour le couple '"guanine-cytosine" qui peut mettre en jeu trois
liaisons hydrogéne, (contre deux dans le systéme précédent), on constate, du
moins sur le plan\ qualitatif, un comportement tout & fait similaire. Une
comparaison plus précise (valeur de K et de As AB) s'est avérée impossible
pour des raisons expérimentales (solubilité du dérivé Gua-C3, auto-association
du noyau proflavineJ

Bien que 1'appariement par liaisons hydrogéne ne puisse pas étre
mis en évidence par cette méthode, il est raisonnable de penser qu'il puisse
intervenir dans le processus.

A notre connaissance, 1'appariement par liaisons hydrogéne de deux
bases complémentaires (3 1'état monomére) n'a jamais été mis en évidence dans
1'eau. Des calculs de solvatation par analyses spectrale et calorimétrique ont
cependant montré que 1'auto-association par liaison hydrogéne de 1'adénine
dans 1'eau est thermodynamiquement permise (107).
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CHAPITRE 4

INTERACTION DES MODELES AVEC L'ADN
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La série de modéles Base-Cn-lntercalant que nous avons préparée
est de type hétérodimére et peut constituer une nouvelle classe d'inter-
calants. 11 nous a donc semblé intéressant d'étudier leur interaction avec
1"ADN' et en particulier de déterminer leur constante d'affinité pour 1la
macromolécule (K) ainsi que le nombre de sites impliqués dans la complexation
(n).

Nous avons utilisé la technique mise au point et utilisée dans le
laboratoire du Pr. B.P. ROQUES (Paris V1) (66). Cette méthode consiste 3
déterminer 1'affinité d'un composé pour 1'ADN par compétition avec un
intercalant dont les paramétres d'intercalation sont bien connus : le bromure
d'éthidium (K = 2,2.10° M1 ; n<2) (108).

LILLE

\ Bromure d'éthidium (Bet)

Nous avons procédé de la maniére suivante :

Le composé intercalant & étudier est mis en solution avec de 1'ADN
de thymus de veau. On ajoute ensuite des quantités croissantes de bromure
d'éthidium qui déplace progressivement le dérivé intercalé. Ce phénoméne peut .
étre analysé quantitativement. En effet, lorsque: le Bet s'intercale,
1'intensité de son spectre d'émission de fluorescence est considérablement
exaltée (jusqu'a 17 fois) et la valeur mesurée rend compte directement de 1la
quantité de Bet intercalé et donc de compétiteur déplacé.

Le cas général de plusieurs ligands (i) en compétition pour les
mémes sites d'interaction est décrit par 1'équation établie par J.D. Mc GHEE
et P.H. VON HIPPEL (109).

)0

(-2, n ry

l"i ~= Bo Ki (rfi -Ei I"i)

-1
(1 -% gni - ri)"
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On note Ki la constante d'affinité du composé 1 pour la
macromolécule.

n; le nombre de paires de bases couvertes.

B est la concentration molaire de 1'ADN exprimée en paires de
bases.

ry représente le rapport de la concentration en composé i lié sur
la concentration en ADN.

rfi est le rapport de la concentration totale en composé i sur la
concentration en ADN.

Dans le cas qui nous intéresse, nous nous limitons a deux ligands
en compétition (les paramétres d'interaction de 1'un d'eux étant parfaitement

connus).
En proposant différentes valeurs pour le couple (n, K), la courbe

r=f(rf) calculée a 1'aide de 1'équation citée plus haut peut €tre ajustée aux
points expérimentaux\ ‘

Nous avons examiné les molécules suivantes :

- En série acridine : le composé de référence Acr-C3 et les modéles
Ade-Cn-Acr (n=3, 5, 6), Thy—Cn-Acr (n= 3, 5, 6), Gua—Cn-Acr
(n= 5, 6) et Ade-Z-Acr.

- En série proflavine : Le composé de référence Pf-C2 et les modéles

Ade-C.-Pf ‘et Thy-C.-Pf.

3 3

Les valeurs obtenues pour les paramétres K et n des composés
considérés sont rassemblées dans le Tableau 26.

Pour exemple, nous avons reproduit dans la Figure 40 la courbe

calculée r=f(rf) et les points expérimentaux pour le dérivé Ade-C.-Acr.

5
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Figure 40 :

Détermination des valeurs de K et n pour le dérivé Ade-Cc-Acr par
ajustement de 1la courbe calculée r=f(cf) et des points
5 o : c=2.10"° M : Tampon Tris, HCl
(2,5.1073 M) pH=6,9 ; NaCl 1.10"" M ; EDTA 2.107% M ; 5 % EtOH).

expérimentaux (B=1,7.10"
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Composé : Kx 1074 M n
Acr—C3* : 6 : 1,8
Thy—C3—Acr : 2 : 2
Thy—CS-Acr : 4 : 2,5
Thy—C6—Acr : 6,5 : 2
Ade-C3—Acr : 0,45 : 2,5
Ade-Cs-Acr : 3,4 : 1,9 N
Ade—Cé—Acr : 6,8 : 1,2
Gua-Cs—Acr : 2 : 2,5
Gua—C6-Acr : 8 : 0,5
Ade-Z-Acr : 60 c2
Pf—C2 : 11 : 1,9
Thy—C3-Pf : 7 : 2
Ade—C3—Pf : 2 : 1,5

Tableau 26 : Paramétres de 1l'interaction avec 1'ADN des dérivés Base—Cn-Acr,
Ade-Z-Acr, Base-Cn-Pf et de leurs composés de référence Acr-C3 et
PF-C, (tampon Tris, HCl (2,5.107> M) pH=6,9 ; NaCl 1.107" M ;
EDTA 2.107% M ; 5 % EtoH).
* Dans des conditions analogues, la constante d'affinité de la quinacrine
estimée par une méthode spectroscopique est K=‘I,3.‘10_5 m! (85).
*k Une étude par RMN1H a montré que ce composé ne présente aucune

interaction intramoléculaire.
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L'examen de ce Tableau appelle plusieurs commentaires :

1/ Constante d'affinité K :

a. Comparaison des systémes en séries acridine et proflavine :

Pour une méme longueur de chaine et pour une méme base
nucléotidique, l'association de la proflavine avec 1'ADN est toujours plus
forte que celle de l'acridine. Ce résultat va dans le méme sens que les
observations faites précédemment. Le noyau de la proflavine semble avoir
tendance @ donner des interactions d'empilement plus puissantes que le noyau
de la quinacrine. On a vu que la constante d'auto-association du composé Pf—C2
est trois fois plus élevée que celle du dérivé Acr-C3.

b. Effets de la longueur de la chaine : N

Pour une méme base nucléotidique, 1'allongement de la chaine
conduit & une augmentation de la constante d'affinité. 11 est intéressant de
constater & ce niveau, que pour les systémes & chaine longue (n=6), et quelle
que soit 1la nature de 1la base, on observe des constantes d'affinité
comparables entre elles et du méme ordre de grandeur que celle du composé de °
référence Acr-C3. Ceci se congoit fort bien si 1'interaction des composés
diméres avec 1'ADN est régie par la suite d'équilibres :
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Précédemment, nous avons montré que lorsque la chaine passe de n=3

a n=5 et 6, les interactions intramoléculaires Intercalant-Base sont plus
faibles.

- . En d'autres termes,  1'allongement de 1la chaine favorise

1'ouverture du systéme. Ceci peut rendre son intercalation plus aisée.

c. Effets de la nature de la base :

Pour les longueurs de chaine n=3 et n=5, 1'interaction des
modéles en série thymine est meilleure que celle des modéles contenant une
base purique. Ceci est en accord avec une ouverture plus facile des modéles
"Pyrimidine-Cn-Intercalant" ou avec une intercalation partielle de ces

modéles.

H ] [ —
al | BU}
LitLzy
=
i I L
Sl —
o S I I

d. Effets de la nature de la chaine :

Lorsque 1la chaine hydrocarbonée est remplacée par une
jonction plus longue mais comportant des hétéroatomes, on n'observe plus
d'interactions d'empilement intramoléculaires et 1'affinité pour 1'ADN est
considérablement augmentée. Ce phénoméne peut &€tre attribué aux interactions
de type ionique mises en jeu entre les hétéroatomes (protonés a pH
physiologique) et les groupements phosphates de la macromolécule (28).
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2/ Nombre de sites couverts :

Pour pratiquement tous les composés étudiés, le nombre de sites
couverts lors de l'intercalation est voisin de deux. Ce comportement vérifie
le principe du 'site exclus" (110) qui veut qu'un dérivé de type
mono-intercalant ne puisse pas s'insérer entre deux plateaux de paires de
bases consécutifs.

Ce principe est cependant violé par les modéles Ade-Cé-Acr et
Gua-C -Acr . Ce phénoméne a déja été mis en évidence pour des composés de type
bis-intercalant. dont 1la chaine trop courte (n=6) ne permet que 1la
mono-intercalation. Les chromophores non intercalés pouvant cependant

s'associer les uns avec les autres le long de 1'ADN et favoriser 1'occupation

de tous les sites possibles (66, 111).

11 est possible que les modéles Pur-Cn-Acr présentent le méme
schéma d'interaction. 11 faut cependant remarquer que 1'auto-association des
purines est beaucoup moins puissante que celle de molécules de type
intercalant.

Ces résultats corroborent 1les observations faites dans les
chapitres  précédents (études des interactions intra-moléculaires).
L'intercalation des molécules de type Base-Cn-Intercalant dans 1'ADN est
fortement influencée par le degré de repliement de ces systémes. Leur affinité
pour 1'ADN est d'autant plus grande que les interactions intramoléculaires
sont plus faibles.
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CHAPITRE 5

ETUDE DE L'INFLUENCE DES MODELES EN SERIE QUINACRINE
SUR L'ACTIVITE DES ENDONUCLEASES A ET B

\ DE MICROCOCCUS LUTEUS
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Dans le chapitre précédent, nous avons montré que les composés
modéles Base-Cn-Acr sont capables de s'intercaler dans 1'ADN. Nous avons
étendu cette étude aux ADN modifiés comportant des sites apuriniques.

) Nous avons étudié les effets des modéles Thy-C -Acr et Ade-C_-Acr
(n=5, 6) sur l'activité hydrolytique des endonucléases A et B spécifiques des
sites apuriniques et apyrimidiques de 1'ADN. Ces deux enzymes, extraits de
Micrococcus Luteus ont été purifiés et sont étudiés dans le laboratoire du Pr.
J. LAVAL (27).

Rappel : Les ADN apuriniques sont des ADN qui ont perdu une base purique
aprés rupture d'une liaison N-glycosidique. Les modéles Base-Cn-Acr que
nous avons synthétis@s sont susceptibles de présenter des interactions
spécifiques avec ce type de structure (Figure 41).
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Figure 41 : Schéma d'interaction des modéles Base-Cn-Acr avec 1'ADN
apurinique.
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PRINCIPE :

De 1'ADN de phage TS’ marqué au tritium sur la thymine, est traité
d l'aide de méthane sulfonate de méthyle. La méthylation des purines (en
position 7) induit une fragilité au niveau de la liaison N-glycosidique. Le
réactif en excés est éliminé et les bases modifiées sont excisées par simple
chauffage (& 50°C pendant 6 heures environ). Cet ADN modifié est ensuite
soumis & l'activité des endonucléases A et B. Ces enzymes sont capables de
reconnaitre les sites apuriniques et d'hydrolyser la liaison phosphodiester
adjécente (coté 5'). Si la fréquence de tels sites est grande (ce qui est le
cas aprés action d'agents méthylants), le nombre de coupures induites conduira
a une fragmentation de 1'ADN. La réaction est stoppée en ajoutant de 1'ADN non
radioactif de thymus de veau. On ajoute ensuite de 1l'acide perchlorique au
milieu. Seuls les fragments composés de moins de 12 nucléotides seront
solubles en milieu acide. Les autres sont éliminés par centrifugation. La
mesure de 1l'évolution de la radioactivité acido-soluble au cours du temps
constitue ainsi une mesure directe de l'activité enzymatique (Figure 42).

2U

\LILLE

\ Enzyma A ¢ Ada-C5-Acr

C=27181¢-6)M

Temps en min

Figure 42 : Evolution de la radioactivité du surnageant (en cpm) d'ADN marqué
traité par les endonucléases A et B (27).
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La réaction hydrolytique évolue linéairement pendant les cing
premiéres minutes avant d'atteindre un maximum. L'activité des composés
étudiés est évaluée en examinant la partie linéaire de cette courbe.

Nous avons donc testé les activités hydrolytiques des AP
endonucléases A et B sur 1'ADN apurinique marqué, préalablement incubé en
présence de concentrations variables des dérivés Thy-Cn—Acr et Ade-Cn-Acr
(n=5, 6) (de 5.1077 M & 6.10°% m).

11 est nécessaire d'opérer & forte concentration (6.10"M)en
dérivé Base-Cn-Acr pour observer une faible diminution de 1'activite
enzymatique (Figure 43). Ces substances ne peuvent donc pas €tre considérées
comme inhibiteurs des systémes AP endonucléases. e T

&

cp‘m.10-3

> -+ 4 Temps en min
10 20

Figure 43 : Effets du modéle Ade-C6—Acr sur 1'activité phosphodiestérasique de
1'AP endonucléases B.

Cette absence d'effet peut €tre liée & la trop faible affinité des
modéles pour 1'ADN mais aussi & leur structure non optimisée pour ce type
d'interactions (chaine courte hydrocarbonée, interactions intramoléculaires
puisantes).

Le modéle Ade-Z-Acr est en cours d'étude. Ce composé posséde une
plus forte affinité pour 1'ADN et dispose d'une chaine de jonction suffi-

samment longue et souple pour permettre au systéme d'interagir avec 1'ADN
apurinique.
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CONCLUSTION
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- . L'objectif de notre travail était d'étudier les interactions
moléculaires entre des intercalants typiques, tels que la quinacrine et la
proflavine, et les bases nucléotidiques. Pour ce faire, nous avons choisig de

_préparer des hétérodiméres de type Base-Cn-Intercalant.

1. L'approche intramoléculaire adoptée nous a permis de mettre en
évidence la puissance et 1l'origine hydrophobe des interactions d'empilement
noyau-noyau.

Nous avons pu montrer que les interactions entre les intercalants
et les diverses bases nucléotidiques sont suffisamment puissantes pour que les
modéles synthétisés adoptent tous une conformation repliée dans l'eau, alors

qu'ils s'ouvrent en solvant organique.

2. Par 1'artifice de la chaine de jonction entre 1'intercalant et une
base nucléotidique, on msntre la cohésion du systéme ''ternaire' Intercalant -
couple de base complémentaires. ,

On comprend donc 1'effet de stabilisation de la double hélice de
1'ADN apportée par 1'intercalation (qui conduit en général & une élévation de
la température de "fusion' de la macromolécule).

On comprend également que des hétérocycles, dont la surface est

comparable & celle du couple de base, aient tendance & se complexer & 1'ADN.

3. Enfin, il semble que des hétérodiméres de type Base—C3-Proflavine
constituent des outils moléculaires pour étudier des effets de complexation et
de reconnaissance de la base complémentaire de ces modéles. On peut également
étudier et comparer les interactions de la base complémentaire avec une base

non complémentaire ou une base modifiée (souvent source de mutations).
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4. On peut envisager de réaliser des réactions du type biomimétique.

On peut par exemple examiner la photodégradation de dérivés de la gquanine,
catalysée par un composé photodynamique tel que la proflavine.

T Dans le systéme Cyt-C3-Pf, la cytosine constitue le site de

reconnaissance et de fixation de la guanosine. Le noyau proflavine, est a la

fois le site récepteur et le "photocatalyseur'.

5. Outre leur intérét au niveau de la '"modélisation", les systémes
synthétisés sont également des agents intercalants. Nous avons mis en évidence
la possibilité de '"moduler' 1'affinité d'un intercalant pour 1'ADN, en jouant
sur la nature et 1la longueur de la chaine qui le relie & la base
nucléotidique. Avec le bichromophore, contenant 1'adénine et 1l'acridine, on
multiplie la constante d'association respectivement par 12 et par 120 en
remplagant la chalne  triméthylénique  successivement par un  pont

hexaméthylénique ou une chalne comportant des hétéroatomes.
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EXPERIMENTALE
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A. INDICATIONS GENERALES

La purification des produits a été effectuée par chromatographie sur
gel dé silice KIESELGEL 60 ; 0,063-0,200 mm MERCK et sur phase inverse ;
LICHROPREP RP8 0,05-0,02 mm MERCK 3 1l'aide d'un appareil de chromatographie
liquide @ hautes performances (CLHP) CHROMATOSPAC PREP JOBIN YVON.

Leur pureté a été vérifiée par chromatographie sur couche mince
(CCM ; Gel de silice F254 MERCK) et par chromatographie liquide a hautes
performances (CLHP ; colonne de phase inverse RP 18 MERCK ; appareil WATERS).

Les points de fusion (F) ont été pris a 1'aide d'un appareil TOTTOLI
et sont donnés sans correction.

Les spectres de RMN ont é€té enregistrés sur les spectrométres BRUKER
WP 60, WP 80, WH 270 & transformée de FOURIER, VARIAN XL 200 et PERKIN-ELMER
90 MHz onde continue. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm par
rapport & 1'hexaméthyldisiloxane pris comme référence interne. Les spectres
sont décrits avec des abréviations : s = singulet, d = doublet, t = triplet,
q = quadruplet, m = multiplet.
\

Les spectres de masse (SM) ont été réalisés sur un spectrométre
RIBER MAG 10-10.

Les spectres d'absorption infra-rouge (IR) ont été enregistrés sur
des spectrophotométres BECKMAN IR 18 et PERKIN-ELMER 237.

Les spectres d'absorption électronique (UV) ont été relevés sur un
spectrophotométre BECKMAN ACTA M 5270.

Les analyses €lémentaires ont été effectuées par le Service Central
de Microanalyse du CNRS.
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B. SYNTHESE DES MODELES ET DE LEURS REFERENCES

CHLORO-6 METHOXY-2 PHENOXY-9 ACRIDINE 2

A une solution de soude en pastilles (1,6 g ; 41 mmol) dans du
phénol fraichement distillé (30 g ; 320 mmol), on ajoute de 1la dichloro-6,9
méthoxy-2 acridine 1 (5,6 g ; 20 mmol). On chauffe 1le mélange 3 100°C avec
agitation et sous atmosphére d'azote pendant 1h30. Le mélange réactionnel est
alors refroidi et versé dans une solution de soude 2N (200 cm3). On laisse
agiter une nuit et on filtre le précipité formé. Aprés lavage 3 1'eau et
séchage, suivis d'une cristallisation dans 1'acétone, on obtient le produit
désiré avec un rendement de 50 % (3,36 q).

F = 154°C,

IR (Nujol) : 1630, 1585, 1550, 1420, 1350, 1265, 1230, 1205, 1170, 1060,
1025, 920, 830, 795, 755 cm™ . '

RMN (90 MHz, CDC13) ¢ ppm = 8,15 et 7,80 (34, 2m, Acrcgﬂ et Phczﬂ -
Co) 5 7,45-6,75 (84, m, AcrC,H - C,H - CjH = CH - CH et PhCH - CH -
Csﬂ) i 3,75 (3H, s, AcrOCﬂ3).

UV (Ethanol) : A _  (€) : 262 (110 000) ; 400 (6600) nm.
SM (impact &lectronique) M = 335,79 ; m/e : 335 (100, M%), 320 (39,
M*-CH3), 285 (51, M+-(OCH3+C1), 258 (32, M*-ph).

CHLORO-6 METHOXY-2 | (HYDROXY-5 PENTYL)

AMINO|-9 ACRIDINE : Acr-CS-OH 3

Un mélange du dérivé 2 (11,7 g ; 35 mmol) et d'amino-5 pentanol i
(11,17 ¢ ; 108 mmol) dans le DMSO (250 cm3) est chauffé & 110°C avec

IIIII...--------II---E:;————————————————————___________________________ﬁW
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agitation et sous atmosphére d'azote pendant 12 h. Le mélange réactionnel est
alors refroidi @ température ambiante et versé dans 1'eau froide (1000 cm3).
On laisse la solution pendant une nuit 3 4°C et on filtre le précipité jaune
formé. Aprés lavage 3 l'eau et séchage, on obtient le composé 3 avec un
rendement brut de 75 % (9 g). Le produit est ensuite purifié par

c:istallisations successives dans 1'é&thanol.
F = 154-156°C.

IR (Nujol) : 3320, 1625, 1600, 1560, 1520, 1500, 1350, 1255, 1235, 1165,
1070, 1030, 950, 920, 825, 780, 765 cm—1.

RMN (90 MHz, DMSO d6) ¢ ppm = 8,55 (1H, d, Acheﬂ) ; 8,10-7,50 (SH, m,
AcrCqH - C3H - C4H = CH - CH) 5 7,05 (1H, s, AcrNH) ; 4,55 (1H, s,
OH) ; 4,15 (3H, s, AcrOCﬂ3) ; 3,95 (2H, m, AcrNHCﬂ2 ou HOCﬂz) i 3,55
(2H, m, AcrNHCH, ou HOCH,) ; 1,80 (6H, m, (CH,) ).

Analyse : C, H,.0,N,Cl

197217272
Calec. % : C: 66,17 H: 6,13 N: 8,12 Cl : 10,28
Tr.. % 65,7 6,2 8,1 ' 10,3

UV (Ethanol) : (e) : 267 (58200) ; 278 (51400) ; 410 (8600) nm.

max

\
oM (impact électronique) M = 344,85 ; m/e : 344 (100, M*), 271 (24, M*.

+
(CH2)40H), 257 (12, M -(CHZ)SOH).

CHLORO-6 METHOXY-2 | (HYDROXY-6 HEXYL)

AMINO [-9 ACRIDINE : Acr-Cb—OH 4

On utilise le méme protocole que pour le dérivé Acr—CS—OH 3 (p. ).
Le rendement brut est de 80 %. Le produit est purifié par cristallisations

successives dans 1'éthanol.

F = 148-149°C,
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IR (Nujol) : 3315, 1630, 1605, 1560, 1520, 1500, 1365, 1345, 1255, 1230,
1075, 1030, 925, 860, 825, 815, 790, 755 cm™'.

RMN (90 MHz, DMSO d() 6 ppm = 8,50 (1H, d, AcrCgH) ; 8,10-7,45 (SH, m,
AcrCH - C3H - CH - CH - CH) 5 7,15 (1H, s, AcrNH) ; 4,50 (H, s,
OH) ; 4,15 (3H, s, AcrOCH3) ; 3,95 (2H, t, AcrNHCH, ou HOCH,) ; 3,55 (2H,
t," AcrNHCH, ou HOCH,) ; 2,10-1,50 (8H, m, (CH,),).

Analyse : C,.H,,0,N,C1

2072322
Calc. %: C: 66,93 H: 6,46 N: 7,80
Tr. % 67,0 6,5 7,7

U (Ethanol) : A (e) : 269 (55500) ; 280 (48700) ; 412 (7300) nm.

SM (impact éléctronique) M = 358,87 ; m/e : 358 (100, M*), 285 (14, M*-
+

(CHy) 0H), 271 (44, M- (CH,)OH).

CHLORO-6 METHOXY-2 |(BROMO-5 PENTYL)
AMINO [-9 ACRIDINE : Acr—CS—Br 5:

\
On dissout le dérivé hydroxylé Acr-Cs-OH 3 (3,5 g ; 102 mmol) dans

un mélange d'acide bromhydrique a 47 % dans 1'eau (200 cm3) et d'acide
sulfurique concentré (50 cm3). On chauffe pendant 7 h & 70°C avec agitation et
sous atmosphére d'azote. On refroidit 3 température ambiante et on verse par
petites quantités en agitant, dans une solution de potasse SN (1000 cm3)
maintenue & 4°C dans un bain de glace. 11 se forme un précipité jaune orangé
qui est filtré, lavé 3 1l'eau et séché. Ce dérivé s'est avéré trop instable
pour &tre obtenu analytiquement pur. On 1le purifie avant utilisation par

dissolution dans le chloroforme puis précipitation avec de 1'éther de pétrole
(1,8 g ; 45 %).

F = 110°C (déc.).
IR (Nujol) : 3500, 3000, 1620, 1590, 1250, 1090, 755 cm_1.

U (Ethanol) = A (e) & 267 (46000) ; 280 (40400) ; 410 (5900) nm.

B
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CHLORO-6 METHOXY-2 [(BROMO-6 HEXYL)

AMINO [-9 ACRIDINE : Acr—C6—Br 6 :

On utilise le méme protocole que pour le dériveé Acr-Cc-Br 5 (p. ).
Le rendement brut est de 45 %. Le produit est utilisé sans autre purification

dans 1'étape suivante.
F : 90°C (déc.).

IR (Nujol) : 3500, 3000, 1625, 1590, 1560, 1500, 1270, 1245, 1090, 840,

760 cm-1.

RMN (90 MHz, DMSO d) sppm = 8,55 (1H, d, AcrCgH) ; 8,10-7,45 (5H, m,
AcrCiH = CoH = C,H - CH = CH) 5 7,25 (TH, s large, AcrNH) ; 4,15 (3H,
s, AcrOCH,) ; 3,95-3,65 (4H, m, (CH,),) i 1,6-2,2 (8H, m, (CH,),).

uv (Ethanol) : X max (e) : 268 (53500) ; 280 (46200) ; 412 (7700) nm.

SM (impact électronique) M = 421,25 ; m/e : 422 (44, (M+1)+Br81)

(34, (M-1)* Br'7), 271 (35, AcrCH. ).
\

. 420
2

CHLORO-6 METHOXY-2 PROPYLAMINO-9 ACRIDINE :

Acr—C3 7:

Une solution du composé 2 (3,05 g ; 9 mmol) dans 1'amino-1 propane
(60 cm3) est agité pendant 5 jours & température ambiante, sous atmosphére
d'azote. On évapore a sec, on dissout le résidu obtenu dans du dichlorométhane
(75 cm3) et on lave avec une solution de soude (0,1 N ; 3x75 cm3). La phése
organique est ensuite séchée avec du chlorure de calcium, filtrée et évaporée
a sec. Le produit désiré est purifié par cristallisation dans 1'éther
éthylique. Le rendement est de 48 % (1,32 gq).
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F = 106-108°C.

IR (Nujol) : 3230, 1630, 1560, 1255, 1235, 1030, 930, 760 em T,

RMN (BO.MHZ, DMSO d6) sppm = 8,30 (1H, d, AchBﬂ) . 7,85-7,20 (6H, m,
Achsﬂ'- C7ﬂ - C1ﬂ - C3ﬂ - C4ﬂ et Acr Nﬂ) ; 3,90 (3H, s, ACFOCﬂ3) ;1,70
(2H, m, Cﬂz) ; 0,90 (3H, m, Cﬂ3).

Analyse : C, H,,N,C10 .

17172
Cale. % ¢ C: 67,88 H: 5,69 N: 9,31
Tr. % 67,5 5,8 8,9

W (eau pH=5,5 ;5 % Ethanol) : A nax (e) : 442,5 (8900) ; 420 (9450) ;
340 (4150) nm.

SM (impact électronique) M = 300,79 ; m/e = 300 (100, M%), 285 (19,

+ + +
M -CH3), 271 (23, M —C2H5), 242 (12, M —C3H8N).

PROPYL-1 THYMINE : Thy-C, 8

3
\

Sous atmosphére d'azote sec, une suspension de thymine (5,0 g ;
40 mmol) dans 1'hexaméthyldisilazane (HMDS ; 70 cm3) est chauffé a reflux en
présence d'une quantité céfalytique de sulfate d'ammonium (0,1 g). Aprés 18 h,
le HMDS est évaporé sous pression réduite laissant un résidu huileux
blanchdtre auquel on ajoute de la DMF anhydre (25 cm3) et du bromo-1 propane
(25 cm3). Le mélange est agité sous atmosphére d'azote sec a 60°C pendant
7 jours. Le mélange réactionnel est ensuite porté quelques minutes a 90°C en
présence d'eau (20 cm3).' On évapore a sec sous pression réduite et on
cristallise le solide obtenu dans le benzéne aprés traitement de la solution

avec du noir animal. Le rendement est de 80 % (5,3 g ; 32 mmol).
F = 135-136°C ; Litt. (29) F = 134-136°C.

IR (KBr) : 1695, 1645, 1330, 1240, 1145, 865, 760, 680 cm ..
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RMN (60 MHz, CDC13) : §ppm = 9,60 (1H, signal large, ThyN3ﬂ) : 7,0 (1H,
d, Thbeﬂ) 7 3,65 (2H, t, ThyCﬂZ) s 1,90 (3H, d, ThyCﬂ3) ; 1,20 a 2,10
(2H, m, Cﬂz) ; 0,90 (3H, t, Cﬂ3).

Analyse : C,H.,N,O

8127272
Calc. % C: 57,13 H: 7,19 N : 16,66
Tr. %0 57,3 7,2 16,5

UV (Ethanol) : A ax (e) : 271,5 (9500) nm.
SM (impact électronique) ; M = 168,20 ; m/e : 168 (55, M*y, 139 (15,
ThyCH2+), 126 (57, ThyH+), 96 (100), 83 (17), 55 (24).

PROPYL-9 ADENINE : Ade-C 9 :

3._.

Ce composé a été synthétisé a partir de 1'adénine et du bromo-1

propane selon le mode opératoire décrit par N.J. LEONARD et D.T. BROWNE (29).
\
F = 174,5-175°C ; Litt. (29) F = 175°C.

IR (KBr) : 3280, 3100, 1670, 1600, 1415, 1310, 1245, 1210, 1070, 1015,

900, 800, 765, 660 cm™ .

RMN (60 MHz, CDC13) : & ppm = 8,35 (1H, s, Adeczﬁ ou AdeCeﬁ) ; 7,80 (1H,
s, Adeceﬂ ou AdeCzﬂ) ; 6,25 (2H, signal large, AdeNﬂz) ; 4,15 (2H, t, Ade
CH,) 5 1,90 (2H, m, CH,) 5 1,0 (3H, t, CHy).

Analyse : C8H11N5

Calc. ¥ : C: 54,22 H: 6,26 N : 39,52
Tr. % 54,3 6,2 39,1

UV (Ethanol) : Xmax (e) : 260,5 (14100) nm.
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SM (impact é&lectronique) ; M = 177,21 ; m/e : 177 (87, M%), 148,

AdeCH2+). 135 (100, Ade’), 108 (43), 81 (16), 67 (10).

N-(BROMO-5 PENTYL)-PHTALIMIDE :

Pht-C.-Br 10

Un mélange de phtalimide (15,0 g ; 10 mmol), de 1,5-dibromopentane
(70 cm3 ; 5 fols stoechiométrique) et de carbonate de potassium (30 g ;
210 mmol) dans 1la DMF anhydre (250 cm3) est agité vigoureusement sous
atmosphére d'azote pendant 3 jours 3 température ambiante. Lorsque la réaction
est terminée, on filtre puis on évapore la DMF sous pression réduite. On
obtient une huile blanchatre que 1'on dissout dans un mélange éther de
pétrole-éther éthylique (60/40). Aprés une nuit 3 -10°C, les cristaux blancs
formés sont filtrés, lavés avec de 1'éther de pétrole froid et cristallisés
une nouvelle fois. Le produit est recueilli sous forme d'aiguilles blanches
avec un rendement de 79 % (21,7 g).

F = 59-61°C.

\
IR (Nujol) : 1770, 1725, 1710, 1610, 1600, 1595, 1265, 1245, 1210, 1040,

1025, 940, 880, 715 cm™!.

RMN (60 MHz, TFA d) &ppm = 7,80 (4H, m, PhtH) ; 3,65 (2H, t, PhtNCH,) ;

3,40 (2H, t, BrCﬂZ) ; 1,65 (6H, m, (Cﬂ2)3).
Analyse : C13H14N028r

Calc. % : C: 52,72 H: 4,76 N: 4,73
Tr. % 52,9 4,7 4,7

U (Ethanol) : A _ () : 295 (2400) ; 242 (12200) ; 233 (19200) ; 221
(39400) nm.

SM (impact électronique) M = 296,17 ; m/e : 297 (7, (M+1)+Br81), 295 (7,
(-1)*Br’%), 216 (14, M*'-Br), 188 (2, M+-(CH2)ZBr), 160 (100, M*-
(CHZ)ABr).
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N-(BROMO-6 HEXYL)-PHTALIMIDE :
Pht-C,-Br 11

On utilise le méme protocole que pour le dérivé Pht-Cs-Br 10. Le
rendement est de 70 % (p.152).

F = 58-60°C.

IR (Nujol) : 1770, 1720, 1610, 1600, 1595 cm-1.

RMN (60 MHz, TFA d) &8ppm = 7,85 (4H, m, Pht H) ; 3,65 (2H, t, PhtNCﬂz) :
3,40 (2H, t, BrCH,) ; 1,45 (8H, m, (CH,),).

SM (impact électronique) M = 310,19 ; m/e : 311 (29, (M+‘I)+Br81
(22, (M-1)*Br""), 230 (9, M*-Br), 160 (100, M*~(CH,) Br).

), 309

N-(PHTALIMIDO-5 PENTYL)-1 THYMINE :
Thy—CS—Pht 12
\

Sous atmosphére d'azote, une suspension de thymine (3,0 g ; 24 mmol)
dans 1'hexamethyldisilazane (HMDS, 30 cm3) est chauffée 3 reflux en présence
d'une quantité catalytique de sulfate d'ammonium (0,1 g). Bien que toute la
thymine soit dissoute aprés 2 h, la réaction de silylation est poursuivie
pendant 18 h. Le HMDS est alors évaporé sous pression réduite laissant un
résidu huileux blanchatre auquel on ajoute de la DMF anhydre (30 cm3) et le
dériveé Pht—Cs-Br 10 (8,15 g ; 28 mmol). Le mélange est agité & 80°C sous
atmosphére d'azote pendant 18 h ; la solution brune obtenue est évaporée sous
pression réduite. 11 se forme un résidu huileux que 1l'on dissout & chaud dans
un mélange éthanol-eau (80/20). La solution est filtrée et on laisse
cristalliser a 4°C pendant une nuit. Aprés filtration, lavage a 1'alcool et a
1'éther, le rendement en produit brut est de 71 % (5,80 g). Des
cristallisations successives dans 1'éthanol absolu conduisent au produit

désiré sous forme de cristaux blancs.
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F : 138-140°C.

IR (Nujol) : 3160, 1765, 1710, 1660, 1390, 1345, 1215, 1040, 965, 925,

895, 845, 760 cm .

RMN (60 MHz, DMSO d6) sppm = 7,85 (4H, s, Phtﬂ) ; 7,50 (1H, s, Thycéﬂ) ;
3,50 (4H, m, ThyCﬂ2~et PhtNCﬂZ) ; 1,80 (3H, s, ThyCﬂ3) : 1,50 (6H, m,

(CHy) 3)

Analyse : C18H19N304

Calc. % : C: 63,33 H: 5,61 N: 12,31
Tr. % 62,9 5,7 12,0

U (Méthanol) : & _ (e) : 275 (15600) ; 220 (77200) ; 205 (86700) nm.
SM (impact électronique) M = 341,37 ; m/e : 341 (95, M%), 216 (8,
Pht(CH,) "), 160 (100, Pht(CH,)™).

CHLORHYDRATE DE N-(AMINO-5 PENTYL)-1 THYMINE :

Thy-C.-NH, 13

5 72

\

On dissout le dérivé Thy-Cs-Pht 12 (5,42 g ; 18 mmol) dans un
mélange eau - acide acétique glacial - acide chlorhydrique concentré (1/1/1,
100 cm3). On chauffe a reflux pendant 36 h puis on concentre le solvant par
évaporation sous pression réduite. L'acide benzoique qui précipite est filtré.
Le filtrat est évaporé a sec sous pression réduite. lLe résidu huileux formé
est dissous & chaud dans un faible volume d'alcool absolu. La solution est
placée une nuit 3@ 4°C. On obtient le produit désiré sous forme de cristaux

blancs avec un rendement de 69 % (3,07 g).

F = 228-230°C.

IR (Nujol) : 3175, 2760, 2075, 1695, 1585, 1415, 1335, 1050, 865 cm-1.
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RMN (60 MHz, DMSO d6) s ppm = 8,95 (3H, s large, NH
ThyC(H) 3,65 (2H, t, ThyCH,) 5 2,75 (2H, t, CH

3 ) ; 7,55 (1H, s,

+
+ -
NHSTY 51,75 (34, s,

ThyCﬂ3) ; 1,35 (6H, m, (Cﬁ2)3).
Analyse :C10H16N302, HC1
Calec. % : C: 48,68 H: 6,94 N: 17,03

Tr. % 48,6 7,2 16,7

UV (Eau pH=7) : lmax (e) : 261 (14300) ; 205 (21300) nm.
SM (impact électronique) M = 246,72 ; m/e : 211 (44, M*-HC1), 181 (100,
Thy(CH2)4+), 167 (44, Thy(CH2)3*), 153 (26, Thy(CH2)2+), 126 (89, ThyH").

CHLORO-6 METHOXY-2 |( (THYMINYL-1)-5 PENTYL)
AMINO |-9 ACRIDINE : Thy-Cs—Acr 14

Le dériveé Thy-Cs-NHZ, HC1 13 (1,20 g ; 4,9 mmol).est dissous dans un
mélange de DABCO (2,75 g ; 25 mmol) et de DMSO (35 cm3) par agitation sous
atmosphére d'azote pendant 15 mn 3 température ambiante. On ajoute ensuite le
dérivé 2 (1,77 g ; 5,3 mmal) et on chauffe la solution & 70°C sous atmosphére
d'azote pendant 18 h. Par chromatographie sur couche mince, on voit que la
réaction n'est pas terminée mais qu'elle n'évolue plus vers la formation du
produit désiré. Le mélange réactionnel est alors refroidi et versé par petites

quantités, dans de 1'ammoniaque agité vigoureusement (pH=13 ; 100 cm3).

Le précipité formé est filtré, lavé & 1'eau puis séché. Le rendement
brut de la réaction est de 92 % (2,12 g). La purification du produit nécessite
des chromatographies successives sur colonnes de silice (éluants : éthanol et
méthanol), suivies d'une cristallisation dans 1'éthanol absolu. Le produit est

recueilli sous forme de poudre jaune orangée.

F = 221-223°C.
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IR (Nujol) : 3440, 3160, 1695, 1650, 1525, 1255, 1235, 1135, 1075, 1035,

925, 860, 820, 770, 755, 720 cm™'.

RMN (270 MHz, DMSO d,) &ppm = 11,10 (H, s, ThyN;H) ; 8,25 (1, d,
AcrCgH) ; 7,80 (2H, m, AcrC,H - CcH) 5 7,55 (MH, s, ThyCH) ; 7,25 (TH,
d, Ach7ﬁ) ; 6,80 (1H, s large, AcrNH) ; 3,85 (3H, s, AcrOCﬂ3) i 3,65
(2H, m, ThyCﬂZ) + 3,50 (2H, t, AcrNHCﬂZ) ; 1,65 (5H, m, ThyCH, et Cﬂz) ;

1,50 (2H, m, Cﬂz) ; 1,25 (2H, m, Cﬂz).

3

Analyse : C, H,.N,0.C1

24257473
Calc. % : C: 63,64 H: 5,56 N: 12,37
Tr. % 63,5 5,6 12,2

UV (Eau pH=5,5, 5 % Ethanol) : A max (e) : 442,5 (8200) ; 420 (8750) ;
342,5 (4400) nm.

SM (impact électronique) M = 452,95 : m/e : 453 (8, M%), 417 (23, m*-C1),
327 (11, M'-ThyH), 313 (6, Acr(CH,),*), 285 (21, Acr(CH,),"), 271 (51,
AchH2+), 257 (11, Acr®), 126 (5, ThyH").

\
N-(PHTALIMIDO-6 HEXYL)-1 THYMINE :

Thy-C,-Pht 15

On utilise le méme protocole que pour le dérivé Thy-Cs-Pht 12
(p.153). Le produit est purifié par cristallisations successives dans
1'isopropanol et traitement avec du noir animal. Le rendement en produit
cristallisé est de 57 %.

F = 165-167°C.

IR (Nujol) : 3160, 1765, 1710, 1660, 1390, 1345, 1215, 1040, 965, 925,

895, 845, 760 cm™ .

RMN (60 MHz, DMSO d6) 6§ ppm = 7,85 (4H, s, PhtH) ; 7,55 (1H, s large,
ThyCeH) ; 3,55 (4H, m, ThyCH, et PhtNCH,) ; 1,75 (3H, s, ThyCH3) 5 1,40

(8H, m, (Cﬂz)d)’.
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Analyse :C, . H,.N.O

1921374
Calc. % : C: 64,27 H: 5,96 N: 11,82
Tr. % : 64,1 6,1 11,9

UV (Ethanol) : a max (e) : 273 (11000) ; 241 (14800) ; 234 (19600) ; 221
(49200) nm.

SM (impact électronique) M = 355,39 ; m/e : 355 (34, M+), 230 (7,
Pht(CH2)6+, 216 (2, Pht(CH2)5+), 195 (27, Thy(CHZ)s*), 181 (14,
Thy(CH,) %), 160 (100, PhtCH,*)

2

HYDRATE DE N-(AMINO-6 HEXYL)-1 THYMINE :

g-NH,, HCL 16

On utilise le méme protocole que pour le dérivé Thy-C.-NH,, HC1 13

S 2

(p.154). Le rendement en produit cristallisé est de 74 %.

F = 235°C.

IR (Nujol) : 3115, 1765, 1255, 1210, 1100, 950, 910, 800, 730 cm-1.

RMN (60 MHz, TFA d) & ppm = 7,45 (1H, s large, Thycbﬁ) 7 3,95 (2H, t,
ThyCHy) ;3,40 (2H, t, NH3'CH,) 5 2,05 (3H, s, ThyCHy) ; 1,60 (84, m,

(CHy) -

Analyse : C..H, N_O,, HCl

117187372
Calc. % : C: 50,48 H: 7,72 N: 16,05 Cl : 13,54
Tr. % 50,4 7,8 15,7 13,5

W (Eau pH=7) : A max (e) : 271 (8500), 203 (9300) nm.

SM (impact électronique) M = 260,74 : m/e : 225 (23 : MT-HCL).
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CHLORO-6 METHOXY-2 [((THYMINYL-1)-6 HEXYL)
AMINO [-9 ACRIDINE : Thy-C.-Acr 17

On utilise le méme protocole que pour le dérivé Thy-CS—Acr 14
(p.155). Le rendement brut est de 83 %. La purification s'opére de la méme

maniére.
F = 209-211°C.

IR (Nujol) : 3370, 1675, 1635, 1605, 1560, 1520, 1500, 1335, 1255, 1235,

1122, 1075, 1040, 940, 920, 820, 800, 760, 725 cm .

RMN (270 MHz, DMSO db) Sppm = 11,10 (1H, s, ThyN3ﬂ) ; 8,25 (1H, d,
AcrCeH) 5 7,75 (2H, m, AcrCH - CH) 5 7,55 (WM, s, ThyC6H) ; 7,40 (1H,
s, Ach1ﬂ) 7 7,35 (1MH, d, Ach3ﬂ) i 7,25 (1H, d, Ach7ﬂ) : 6,95 (1H, s
large, AcrNH) ; 3,85 (3H, s, AcrOCﬂa) ; 3,65 (2H, m, ThyCﬂZ) + 3,50 (2H,

m, AcrNHCﬂz) ; 1,65 (5H, m, ThyCH, et Cﬂz) ; 1,45 (2H, m, Cﬂz) ;1,25

(4H, m, (CH,),). ’
Analyse : C25H27N403C1
Calc. % C: 64,30 H: 5,83 N: 12,00
Tr. % 64,4 5,8 12,0
\
UV (Eau pH=5,5 ; 5 % Ethanol) : A ax (e) 445 (8250) ; 422,5 (8800) ; 340
(4020) nm.

SM (impact électronique) M = 466,97 ; m/e : 466 (0,2 ; M%), 431 (0,2 ;
M*-C1), 327 (0,1 ; M'-ThyH) ; 285 (0,1 : Acr(cuz)z*), 271 (0,6 ;

AchH2+).

N-(PHTALIMIDO-5 PENTYL)-9 ADENINE :
Ade-C.-Pht 18
Une suspension d'adénine (3,00 g ; 22 mmol), de carbonate de

potassium anhydre (6,00 g ; 43 mmol) et de Pht-Cs-Br 10 (9,20 g ; 31 mmol),
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dans la DMF (60 cm3) est agitée vigoureusement sous atmosphére d'azote, a
température ambiante. Aprés 48 h, le mélange est filtré et le solide résiduel
lavé trois fois avec 10 cm3 de DMF. Les fractions organiques sont réunies et
évaporées 3 sec sous pression réduite. Le résidu huileux jaune pdle est
trituré dans de 1'éther éthylique pour éliminer la DMF résiduelle. On obtient
alors un solide jaune pale. Le rendement brut est de 41 % (3,12 g). On purifie
le produit par cristallisations successives dans 1'éthanol absolu aprés

traitement avec du noir animal. Le rendement est de 37 % en produit pur
(2,81 g).

F = 203-205°C.

IR (Nujol) : 3250, 3100, 1770, 1720, 1660, 1415, 1395, 1355, 1240, 1210,

1050, 1035, 795, 710 cm™'.

RMN (60 MHz, TFA d) & ppm = 9,40 et 8,80 (2H, 25, AdeC,H et CGH) ; 7,90
(44, s, PhtH) ; 4,85 (24, m, AdeCH,) ; 3,90 (2H, m, PhNCH,) ; 1,80 (6H,

Analyse : c18H18N602
Cale. % : C: 61,7 H: 5,18 N: 23,99
Tr. % 61,8 5,2 24,0

UV (Méthanol) : Amax\(e) : 283 (2700) ; 263 (14200) ; 242 (15500) ; 234
(17900) ; 219 (56600) ; 216 (53000) nm.

SM (impact &lectronique) M = 350,38 ; m/e : 350 (27,5 ; M'), 204 (3, Ade
(CH2)6+), 190 (100, Ade(cnz)s*), 176 (19, Ade(CH2)4+), 135 (30, AdeH').

BIS CHLORHYDRATE DE N-(AMINO-5 PENTYL)-9 ADENINE :

Ade-C —NH, 2HC1 19

On dissout le composé Ade-C.-Pht 18 (7,0 g ; 20 mmol) dans un

mélange d'acide acétique glacial, d'eau et d'acide chlorhydrique concentré
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(1/1/1 ; 70 cm3). On chauffe la solution pendant 10 h a 100°C sous atmosphére
d'azote puis on refroidit et on concentre & mi-volume sous pression réduite.
L'acide phtalique qui précipite est filtré. On évapore ensuite le filtrat a
sec et on cristallise le solide blanc dans de 1'alcool absolu. Le produit est

recueilli sous forme de cristaux blancs et le rendement est de 87 % (4,45 g).
F = 240-258°C (Déc).

IR (Nujol) : 3250, 3100, 2640, 2030, 1690, 1630, 1600, 1520, 1415, 1220
cm'1.

RMN (60 MHz, TFA d) & ppm = 9,55 et 8,80 (2H, 2s, Adeczﬂ - Ceﬂ) ;4,65
(2H, m, AdeCH,) ; 3,25 (2H, m, HN'CH,) ; 1,85 (6H, m, (CH,)J).

3
Analyse : C10H16N6’ 2HC1
Cale. % : C : 40,96 H: 6,19 N: 28,66 Cl : 24,18
Tr. % 40,8 5,7 28,2 24,0

W (Eau pH=7) : A () : 261 (14300) ; 205 (21300) nm.
SM (impact électronique) M = 293,20 ; m/e : 220 (43, M*-2HC1), 204 (13,
Ade(CH2)5+), 190 (43, Ade(cuz)4*). 176 (25, Ade(CH2)3+), 135 (80, AdeH').

CHLORO-6 METHOXY-2 |((ADENYL-9)-5 PENTYL)

AMINO|-9 ACRIDINE : Ade—CS-Acr 20

Une solution du dériveé Ade—Cs-NHz, 2HC1 19 (2,0 g ; 7 mmol) et du
composé 2 (1,9 g ; 5,6 mmol) dans la DMF (25 cm3) est chauffée a 110°C pendant
10 h sous atmosphére d'azote. Le mélange réactionnel est ensuite refroidi et
versé lentement sous agitation dans 1'ammoniaque (pH=13 ; 300 cm3). Le
précipité jaune brun qui se forme est filtré et séché sous vide puis conservé
en atmosphére séche car il est trés hygroscopique. Le rendement brut est de
68 % (1,79 gqg). C'est un mélange complexe de produits. L'obtention
d'échantillons de pureté analytique nécessite des chromatographies successives

sur colonnes de silice (éluant : éthanol - ammoniaque 99/1).
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F = 164-168°C.

IR (Nujol) : 3400, 3250, 3150, 1665, 1625, 1560, 1520, 1300, 1255, 1230,

1160, 1145, 1060, 1035, 920 cm™'.

RMN "(270 Mz, DMSO d,) & ppm = 8,30 (1H, d, AcrCgH) ; 8,05 (2H, s, AdeC.H
- CgH) 5 7,80 3 7,30 (5H, m, AcrC.H - CH - C,H - C.H = C-H) 5 7,15 (2H,
s, AdeNH,) ; 4,05 (2H, t, AdeCH,) ; 3,85 (3H, s, AcrOCH;) ; 3,75 (2H, t,
AcrNHCH,) 5 1,75 (4H, m, (CH,),) ; 1,25 (2H, m, CH,).

Analyse : C, H,,N,0Cl, H,0

242477 2
Calc. % : C: 60,05 H: 5,46 N: 20,43 ct : 7,39
Tr. % : 60,5 5,9 20,0 7,5

UW (Eau pH=5,5 ; 5 % Ethanol) : xmax (e) : 445 (7650) ; 422,5 (8150) ;
342,5 (4230) nm.

SM (impact électronique) M = 461,96 ; m/e : 461 (16, M%), 426 (31,
Acr(CHZ)Z*), 271 (47, Acrcnz*), 244 (43, AcrH%), 135 (8, AdeH’).

\
N-(PHTALIMIDO-6 HEXYL)-9 ADENINE :

Ade-C -Pht 21

On utilise le méme protocole que pour le dérivé Ade-Cs—Pht 18
(p.158). Le rendement en produit cristallisé est de 40 %.

F = 171-173°C ; Litt. (30) F = 177-180°C.

IR (Nujol) : 3290, 1770, 1720, 1600, 1310, 1250, 1220, 1055, 1010, 800,

730 cm™ 1.
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RMN (80 MHz, DMSO d6) s ppm = 8,05 (2H, s, AdeCzﬂfceﬂ) ; 7,80 (4H, s,
PhtH) ; 7,10 (2H, s large, AdeNﬂZ) ; 4,05 (2H, t, AdeN Cﬂz) ; 3,50 (2H,
t, PhtNCﬂz) ; 2,00-1,00 (8H, m, (Cﬂ2)4).

9

Analyse :C, H,.N O

19720672
Calc. % C: 62,62 H: 5,53 N: 23,06
Tr. % : 62,4 5,5 22,7

SM (impact électronique) M = 364,40 ; m/e : 364 (32, M*ty, 204 (100,

Ade(CH2)5+), 190 (71, Ade(CH2)4+), 135 (33, Adet’).

BIS—-CHLORHYDRATE DE N-(AMINO-6 HEXYL)-9 ADENINE :

Ade-C NH, , 2HCL 22

On utilise le méme protocole que pour le-dérivévAde-Cs-NHz, 2HC1 19
(p.159). Le rendement en produit cristallisé est de 80 %.

F = 224-226°C (chlorhydrate) : Litt. (30) F = 164-165°C (base libre).

IR (Nujol) : 1710, 1640, 1600, 1510, 1230, 1070, 750, 720 cm-1.

RMN (80 MHz, DMSO dé) 8§ ppm = 9,05 (3H, signal large, CHzNﬂ3+) ; 8,50 et

8,45 (2H, 2s, Adeczﬂ Caﬁ) ; 7,95 (2H, s large, AdeNﬂz) ; 4,20 (2H, t,
. + L)

AdeNCH,) ; 2,65 (2H, m, CH, NH;*) ; 2,00-1,00 (8H, m, (CH,),).

SM (impact électronique) M = 307,22 ; m/e : 234 (64, M¥-2HC1), 218 (29,

Ade(CH,) %), 190 (44, Ade(CH,),*), 162 (80, Ade(CH,),"), 148 (84,

Ade(CH2)+), 135 (24, AdeH").
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CHLORO-6 METHOXY-2 |( (ADENYL-9)-6 HEXYL)

AMINO|-9 ACRIDINE : Ade—C6—Acr : 23

Un mélange du dérivé Ade-C NH2 2HC1 19 (2 g ; 6,8 mmol) et du
composé 2 (1,9 g ; 5,6 mmol) dans 1la DMF (25 cm ) est chauffé sous agitation
et atmosphére d'azote pendant 12 h & 110°C. Le mélange réactionnel est ensuite

refroidi et versé lentement dans de 1'ammoniaque, sous agitation (300 cm3

pH=13). 11 se forme un précipité jaune brun que l'on filtre et séche. Le
rendement en produit brut est de 85 % (2,3 g): La purification du produit'
nécessite plusieurs chromatographies sur colonnes de silice (élution

méthanol - ammoniaque, 99/1). Le rendement en produit analytiquement pur est

trés faible.
F = 177-178°C.

IR (Nujol) : 3300, 3100, 1735, 1635, 1600, 1555, 1525, 1410, 1365, 1300,
1255, 1230, 1165, 1070, 1040, 922, 825, 795, 760, 720 cm-1.

RMN (270 MHz, DMSO d6) §ppm = 8,35 (1H, d, Achaﬂ), 8,00 (2H, s, AdeC_H

pul
- Caﬂ) ; 7,25-7,75 (5H, m, Ach.‘ﬂ - C3l_-|_ - C4ﬂ - Csﬂ- C7ﬂ) ; 7,10 (2H, s

large, AdeNﬂz) ; 6,80 (1H, s large, AcrNH) ; 4,00 (2H, t, AdeCﬂz) 7 3,80
(3H, s, AcrOCH) i 3,65 (2H, m, AcrNHCH,) ; 1,65 (4H, m, (CH,),) i 1,25
(4H, m, (CHZ)Z)

Analyse : C25H26N70C1 HZO

Calc. % C: 63,09 H: 5,50 N : 20,60

Tr. % : - 62,8 5,6 20,1

UV (Eau pH=5,5 ; 5 % Ethanol) : lmax (e) : 445 (8340) ; 422,5 (8820) ;
342,5 (4080) nm.

SM (impact électronique) M = 475,99 : m/e : 475 (18, M%), 440 (43,
Mt-c1), 285 (41, Acr(cuz)z*), 271 (100, AcrCH.%), 244 (47, AcrH'), 162

)
2 ’
(11, Ade(CH 148 (15, Adecnz*), 135 (13, AdeH").

+
2)2 )1
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AMINO-2 DIHYDROXY-4,6 PYRIDINE 24

Sous azote et avec une forte agitation, on dissout du sodium (23 g ;
1000 mmol) dans de 1'éthanol anhydre (600 cm3). On ajoute par petites
quantités-le'chlorhydrate de guanidine (48,5 g ; 500 mmol) et on chauffe a
reflux pendant 15 mn. On verse goutte & goutte du malonate de méthyle
(58 cm3 ; 56 g ; 500 mmol) et on chauffe a reflux pendant 1 h. 11 se forme un

3 d'eau. On

précipité blanc que 1l'on filtre et que 1'on dissout dans 750 cm
neutralise ensuite par de 1'acide acétique jusqu'd pH=6 environ. Apres
filtration, lavage 3 1l'eau, 3 l'alcool puis a 1'éther, on obtient le produit

désiré sous la forme d'une poudre blanche avec un rendement de 92 % (62 g).

F > 300°C ; Litt. (29) F > 300°C.

IR (Nujol) : 3340, 3150, 1700 cm ..

UV (Eau pH=T7) : A ax (e) : 260 (17800) nm.
SM (impact électronique) M = 127,10 ; m/e : 127 (100, MYy, 99 (40,

Mt-co) ; 86 (37, M*;CZHO) . 69 (30, M+-C2H4N0).

AMINO-2 DICHLORO-4,6 PYRIMIDINE 25

Sous azote et en refroidissant a 1'aide d'un bain de glace, on
ajoute lentement la dihydropyrimidine 24 (23 g ; 180 mmol) & un mélange de
N,N-diméthylaniline (83 cm3) et d'oxychlorure de phosphore (POCl3 ; 156 cm3).
On chauffe 10 mn au reflux de P0C13 puis on refroidit et on verse lentement
sur de la glace pilée (900 g). On filtre, lave 3 l'eau et séche le solide
marron clair formé. Le rendement brut est de 55 % (16,2 g). Le produit est
purifié par cristallisation dans le benzéne aprés traitement avec du noir
animal. 11 se présente alors sous la forme de petites plaquettes blanc nacré.
Le rendement est de 43 % (12,7 g).
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F = 220-224°C ; Litt. (29) F = 210-214°C.

IR (Nujol) : 3180, 3110, 1665, 1560, 1520 cm—1.

UV (Eau pH=7) : A ax (e) : 298 (5620) ; 235 (18000) nm.
SM (impact électronique) M = 163,99 ; m/e : 165 (26, (Me1)Y), 130 (35,
M*-cI).

AMINO-2 CHLORO-6 PYRIMIDINONE-4 (3H) 26 :

On dissout la dichloropyrimidine 25 (10 g ; 60 mmol) dans une solu-
tion de soude (1IN ; 120 cm3). Le mélange est chauffé a reflux pendant 4 h,
puis refroidi et neutralisé jusqu'a pH=6 par de 1'acide acétique. On filtre le
précipité blanc formé et on le lave 3 l'eau, & 1l'alcool et a 1'éther. Le
rendement est de 89 % (7,9 q).

F = 250-252°C ; Litt. (29) F = 252¢°C.

IR (Nujol) : 3270, 3130, 1690, 1670, 1610 cm™'.

UV (Eau pH=7) : 'xmax (e) : 285 (9300) ; 230 (7600) nm.

SM (impact électronique) M = 145,55 : m/e : 145 (100, M%), 117 (43,
M*-C0), 110 (14, M'-C1), 68 (90, M*-CNO,).

AMINO-2 NITRO-5 CHLORO-6
PYRIMIDINONE-4 (3H) 27 :

A de 1'acide sulfurique concentré (17,5 cm3) refroidi dans un bain

de glace, on ajoute de l'acide nitrique fumant (17,5 cm3), On laisse agiter
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jusqu'ad ce que la température de la solution soit inférieure 3 5°C. On ajoute
alors le dérivée 26 (3,25 g ; 25 mmol). L'addition se fait lentement en
veillant & ce que la température du mélange réactionnel ne dépasse pas 10°C.
La suspension jaune résultant est alors agitée sous atmosphére d'azote pendant
3 h a 10°C (maximum). A 1la fin de cette période, la dissolution est compléte.
On arréte la réaction en versant le mélange réactionnel sur de la glace pilée
(130 g). Aprés une nuit 3 4°C, on filtre le précipité jaune qui s'est formé et
on le lave abondamment & 1'eau. Aprés séchage, on obtient le produit sous
forme d'une poudre jaune avec un rendement de 84 % (4,00 g). 11 sera utilisé

sans autre purification.
F = 278°C ; Litt (29) F = 275-276°C.

IR (Nujol) : 3595, 3510, 3240, 3200, 3125, 3050, 1695, 1675, 1615, 1530,
1490, 1405, 1325, 1235, 1040, 925, 850 cm™ .

U (Eau pH=7) : a__  (e) : 205 (5800) ; 230 (13800) ; 335 (8500) nm.
SM (impact électronique) M = 190,54 ; m/e : 190 (100, M%), 160 (43,

+ +
M -CHZO). 69 (36, C2H3N3 ).

\
AMINO-2 NITRO-5 (AMINO-5 PENTYL AMINO)-6

PYRIMIDINONE-4 (3H) : Pyr-C.-NH, 28

Dans un mélange de DMF anhydre (80 cm3), de triéthylamine (25 cm3)
et de 1,5-diaminopentane (8,0 g ; 78 mmol), on ajoute la nitropyrimidine 27
finement broyée (2,0 g ; 10,6 mmol). On agite sous atmosphére d'azote pendant
18 h 3 température ambiante puis on évapore 3 sec sous pression réduite. Le
résidu jaune huileux est alors dissout & chaud dans de l'eau (70 cm3). La
solution est placée une nuit & 4°C. On filtre le précipité jaune formé qui,
aprés séchage, fournit une poudre jaune. Le rendement brut est de 79 %

(2,14 g). Le produit est purifié par cristallisation dans 1'eau.

F = 218-225°C (déc.).
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IR (Nujol) : 3455, 3390, 3300, 1675, 1640, 1620, 1570, 1530, 1250, 950,

795, 780 cm™ .

RMN (60 MHz, TFA d) &ppm = 3,75 (24, m, PyrCH,) ; 3,35 (2H, m,
NH3*CH,) 5 1,75 (6H, m, (CH,),).

3
Analyse : C9H16N603
Cale. % : C : 40,75 H: 6,50 N: 31,68
Tr. % 40,8 6,4 32,0

UV (Eau pH=7) : xmax (e) : 210 (15300) ; 290 (3480) ; 335 (9200) nm.

SM (impact électronique) M = 256,27 ; m/e : 256 (1, M%), 240 (1, M*-NHZ).

AMINO-2 NITRO-5 (AMINO-6 HEXYL AMINO)-6

PYRIMIDINONE-4 (3H) : Pyr-C -NH 29

6 2

On utilise le. méme protocole que pour le dérivé Pyr-CS-NH2 28
(p.166). Le rendement brut est de 69 %.

\
F = 213-215°C.

IR (Nujol) : 3490, 3320, 3185, 1685, 1630, 1560, 1525, 1325, 1280, 1245,

795, 780 cm™ !,

RMN (60 MHz, TFA d) éppm = 3,75 (2H, m, Perﬂz) 7 3,30 (2H, m,

+ .
NH3 Cﬂz) ; 1,65 (8H, m, (Cﬁz)4).
Analyse : C10H18N603’ HZO
Calec. % : C: 41,66 H: 6,99 N: 29,15
Tr. % : 41,9 6,8 29,4
UV (Eau pH=7) : A (e) : 215 (21300) ; 290 (6750) ; 335 (11400) nm.

max
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SM (ionisation chimique), ammoniac, M = 270,29 ; M/e : 270 (4, M").

AMINO-2 NITRO-5 (PROPYL AMINO)-6

PYRIMIDINONE-4 (3H) : Pyr—-C3 30 :

Sous agitation et atmosphére d'azote, on ajoute par petites
quantités la nitropyrimidine gZ_I(S g ; 2,8 mmol) & de la N-propylamine
(100 cm3) maintenue & 4°C. Lorsque 1'addition est terminée, on laisse la
température remonter jusqu'@ température ambiante et on continue d'agiter
pendant 18 h. On évapore & sec sous pression réduite. Le solide jaune pale
résiduel est lavé abondamment & 1l'eau puis séché. Le rendement brut est de
57 % (3,4 g). On peut améliorer ce rendement en acidifiant les phases aqueuses
de lavage jusqu'a pH=5 avec de l'acide acétique. On récupére 0,6 g d'un
échantillon de pureté analogue au précédent. Le rendement brut global est
alors de 67 %.

F > 300°C ; Litt. (29) F = 325°C.
IR (Nujol) : 3460, 3330, 3200, 1520, 1340 em ).

RMN (90 MHz, TFA d) : éppm = 3,80 (24, m, PyrCH,) ; 1,85 (24, m,
CH,CH3) 5 1,00 (3H, t, CHJ).

UV (Ethanol) : X (e) : 330 (14200)

max ; 280 (5320) ; 237 (16800) ; 215
(22800) nm.

SM (impact électronique) M = 213,2 ; m/e : 213 (70, M%), 198 (16,

+ + +
M -CH3). 184 (49, M -CZHS), 171 (79, M -C3H7).
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PROPYL-9 GUANINE : Gua-C 3

3

Dans. de l'acide formique desoxygéné par barbotage d'azote sec
(250 cm3), on dissout le dérivé Pyr-C3 30 (3 g ; 14,1 mmol) sous atmosphére
d'azote. On ajoute du zinc en poudre (15 g ; 230 mmol) et on laisse agiter
pendant 2 h & température ambiante. Aprés filtration sous atmosphére d'azote,
on réduit le volume a 5 cm3 par évaporation sous pression réduite. Cette
solution est alors placée dans une bombe en verre et chauffée a 170°C pendant
3 h. La solution d'acide formique une fois évaporée laisse un résidu huileux
brun orangé. Celui-ci est traité par le bicarbonate de soude en solution
saturée (10 cm3). 11 se forme un précipité que 1'on filtre et lave a l'eau, a
1'éthanol et & 1'éther. Le rendement en produit brut est de 56 % (1,52 g). La
purification se fait par passage sur colonne de chromatographie liquide haute
performance : silice RP8 phase inverse, élution par un mélange méthanol - eau
(4/1). Aprés une cristallisation dans 1'éthanol, on obtient le produit désiré

sous forme d'aiquilles blanches.

F > 300°C ; Litt. (290 F > 300°C.

IR (Nujol) : 3380, 3280, 3140, 1690, 1635, 1600, 1175, 715 cm ..

RMN (60 MHz, DMSO db)\G ppm = 10,45 (H, s large, GuaNﬂ) ; 8,75 (1H, s,
Guacsﬂ) ; 6,35 (ZH, s large, Gua Nﬂz) ; 4,30 (2H, t, GuaCﬂZ) ; 1,90 (2H,

q, CEZCH3) ; 1,10 (3H, t, CH2C53).

Analyse : C18H11N50

Calc. ¥ : C: 49,73 H: 5,74 N : 36,25
Tr. % 49,4 5,7 36,4

UV (Ethanol) : A max (e) : 283,5 (12400) ; 270 (9360) ; 266 (3200) ; 218
(8240) nm.

SM (impact électronique) M = 193,20 ; m/e : 193 (100, M%), 151 (40,

GuaH™) ; 134 (14, C_.HN,0%), 109 (44, C H.N_O%), 81 (5, C N20+).

sHoN4 4H3N3 3"
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N-(AMINO-5 PENTYL)-9 GUANINE :

Gua-Ce-NH, 32

Dans de 1'acide formique desoxygéné par barbotage d'azote sec
(100 cm3), on dissout le dérivé Pyr—Cs-NH2 28 (1 g ; 3,9 mmol). Sous
atmosphére d'azote, on ajoute du zinc en poudre (10 g ; 150 mmol) et on laisse
agiter pendant 3 h 3 température ambiante. On filtre sous atmosphére d'azote
et le filtrat est concentré jusqu'a 5 cm3 par évaporation sous pression
réduite puis transféré dans une bombe en verre que l'on chauffe a 170°C
pendant 3 h. On obtient une solution jaune orangée que l'on évapore a sec sous
pression réduite. Le résidu huileux formé est dissout dans un mélange de
méthanol (10 cm3) et d'acide chlorhydrique concentré (1 cm3). On chauffe cette
solution & reflux du méthanol pendant 3 h puis on 1'évapore a sec. On obtient
un solide brun3tre qui contient le produit sous forme de chlorhydrate ainsi
que des traces d'acide chlorhydrique. On élimine ce dernier en mettant le brut
réactionnel en suspension dans de la diéthylamine (30 cm3). On agite pendant
30 mn puis on évapore a sec. Le solide est alors lavé au chloroforme. Le
rendement brut est de 92 % (0,85 g). Le produit sera utilisé sans autre
purification dans 1'étape suivante : sa pureté est estimée a 90 % par
chromatographie liquide\haute performance. Des échantillons de plus grande
pureté peuvent €tre obtenus par chromatographie liquide haute performance sur
phase inverse silice RP8. an élue le produit avec une solution tampon acétate
d'ammonium pH=4,6 contenant 10 % de méthanol, le tampon est éliminé par

lyophilisation.
F = 227-230°C.
IR (Nujol) : 3200, 1710, 1625, 1300, 1180, 1010, 915, 775 cm'1.

RMN (80 MHz, TFA d) & ppm = 8,45 (1H, s, Guacaﬂ) : 3,95 (2H, m, GuaCﬂz) ;

2,85 (2H, m, CH.NH.*) ; 2,00-1,00 (6H, m, (Qﬂz ).

T3 )3

W (Eau pH=5,5) : A nax (e) : 270 (7460) ; 253,5 (9830) ; 225 (2950)
212 (10800) nm.

SM (impact electronique) M = 236,27 ; m/e : 236 (31, M%), 206 (90,
+_ +
M CH4N), 151 (100, GuaH™), 109 (60, C4H3N30+),
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N-(AMINO-6 HEXYL)-9 GUANINE :

Gua-C6-NH2 33

On utilise le méme protocole que pour le dériveé Gua—Cs-NH2 32
(p. 170). Le rendement brut est de 80 %.

F = 198-201°C.
IR (Nujol) : 3230, 1690, 1625, 1565, 1340, 1280, 950, 780, 730, 715 cm-1.

RMN (80 MHz, TFA d) & ppm = 8,50 (1H, s, Guaceﬂ) i 3,95 (2H, m, GuaCﬂz) ;
+ .

2,85 (2H, m, CHNHS*) ; 2,0-1,0 (8H, m, (CH,),).

UV (Eau pH=5,5) Alnax (e) : 270 (6400) ; 253,5 (8240)

(8650) nm.

; 225 (2380) ; 212

SM (impact électronique) M = 250,33 ; m/e : 250 (33, M+), 234 (9,
M*-NHZ), 220 (41, M+-CH4N), 206 (45, M+-C2H6N), 178 (87, GuaCH,¥), 165

2
(100, GuaH*).

\
CHLORO-6 METHOXY-2 [( (GUANYL-9)-5 PENTYL)

AMINO |-9 ACRIDINE : Gua—Cs-Acr 34

Sous atmosphére d'azote, on ajoute le dérivé Gua-Cs—NH2 32 (0,75 g ;
3,3 mmol) & de la DMF séche (40 cm3). On chauffe 3 80°C et on laisse agiter
pendant 30 mn pour solubiliser. On ajoute ensuite le dérivé 2 (0,88 g ;
3,3 mmol). Aprés 14 h, on laisse refroidir jusqu'd la température ambiante et
on filtre le précipité qui s'est formé. Aprés lavage avec de 1'éther
€thylique, on obtient 0,4 g de poudre jaune qui s'avére &tre un mélange
complexe du produit 34, des composés de départ et de produits de dégradation.
Le filtrat est évaporé 3 sec sous pression réduite. Le résidu brun huileux,

trituré avec de 1'éther éthylique, fournit 0,65 g d'un solide brun orangé de
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composition analogue a la fraction précédente. Le rendement brut global est de
66 % (1,05 g). Le produit désiré est obtenu par chromatographies successives
sur colonnes de silice en utilisant comme éluants : 1'acétate d'éthyle et
1'éthanol absolu. Une cristallisation dans un mélange é&thanol absolu - acétate
d'éthyle (4/1) fournit le produit sous forme de poudre jaune.

F = 258-258,5°C.

IR (KBr) : 3470, 3200, 1715, 1680, 1630, 1565, 1460, 1225, 1180, 1020,

920, 835, 760 cm™!.

RMN (270 MHz, DMSO d,) &ppm = 8,25 (1H, d, AcrCgH) ; 7,75 (1M, s,
Achsﬂ) i 7,75 (14, d, Ach4ﬂ) : 7,50 (2H, s, Acrc1ﬂ et GuaCsﬂ) i 7,30
(4, d, AcrCH) ; 7,20 (1H, d, AcrC,H) ; 6,75 (1H, s large, AcrNH) ; 6,60
(2H, s, GuaNﬂZ) ; 3,85 (3H, s, AcrOCﬁ3) + 3,80 (2H, m, GuaCﬂz) i 3,60
(2H, m, AcrNHCﬂz) ; 1,60 (4H, m, (CEZ)Z) ; 1,20 (4H, m, Cﬂz).

Analyse : C, H,, N,0.Cl

24 247772
Calc. % C: 60,3 H: 5,06 N : 20,51
Tr. % 60,3 4,9 19,8

W (Eau pH=5,5 ; 5 % Ethanol) : A ax (e) : 445 (7750) ; 422,5 (8120) ;
342,5 (4070) nm.

\

SM (impact électronique) M = 477,96 ; m/e : 477 (0,5 ; M"), 442 (1,
M+-C1). 285 (2, Acr(CH2)2+), 271 (6, AcrCH +), 243 (100, Acr+), 165 (14,
GuaCH,").

(FAB, Glycérol) M = 477,96, m/e = 478 (40, (MeH)™).

2

CHLORO-6 METHOXY-2 |( (GUANYL-9)-6 HEXYL)

AMINO |-9 ACRIDINE : Gua—C6-ACR 35

Sous atmosphére d'azote, on ajoute le dérivé Gua-C,-NH, 33 (1,63 g ;

6 2
6,5 mmol) a de la DMF anhydre (120 cm3). On chauffe & 80°C sous agitation
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jusqu'a ce que le produit soit solubilisé. On refroidit jusqu'a température
ambiante et on ajoute du tamis moléculaire (4 A, 1g) qu'on laisse agir sous
agitation et atmosphére d'azote pendant 1 h de fagon a éliminer 1'eau apportée
par la Gua—C6~NH2 trés hygroscopique. On filtre et on chauffe a 80°C. A 1la
solution brun orangé, on ajoute le dérivé 2 (2,18 g ; 6,5 mmol). On agite
pendant 5 h. Le mélange réactionnel est évaporé a3 sec sous pression réduite.
Aprés trituration du résidu huileux avec de 1'éther éthylique, on obtient un
solide brun jaune qui s'avére étre un mélange complexe de produits parmi
lesquels on retrouve les produits de départ. Le rendement en produit brut est
de 80 % (2,5 g). Le produit est obtenu par chromatographies successives sur
colonnes de silice (Eluants : acétate d'éthyle - éthanol absolu) suivies d'une

cristallisation dans un mélange méthanol - acétate d'éthyle (4/1).
F = 249-250°C.

IR (KBr) : 3490, 1675, 1635, 1595, 1470, 1350, 1240, 1175, 1080, 930,

840, 760 e T,

RMN (270 MHz, DMSO db) Sppm = 8,25 (1H, d, Acrceﬂ) i 7,75 (1H, s,
Acrcsﬂ) s 7,75 (1H, d, Ach4ﬂ) 7 7,50 (2H, s, Ach1ﬂ et GuaCaﬂ) ;7,30
(14, d, Ach3ﬂ) ; 7,20 (%H, d, Ach7ﬂ) ; 6,75 (1H, s large, AcrNH) ; 6,60
(2H, s, GuaNﬂz) : 3,85 (3H, s, AcrOCﬂ3) : 3,80 (2H, m, GuaNQQﬂz) 7 3,60
(2H, m, AcrNHCH,) ; 1,60 (4H, m, (CH,),) ; 1,20 (4H, m, (CH,),).

Analyse : C,.H, N,0,CL, % CH,OH

2526772 3
Calc. % : C: 60,29 H: 5,56 N: 19,30
Tr. % 60,3 5,2 19,2

UV (Eau pH=5,5 ; 5 % Ethanol) : xmax (e) : 445 (7900) ; 422,5 (8300) ;
342,5 (3860) nm. ’

SM (impact électronique) M = 491,99 ; m/e : 491 (2, MY), 285 (3,
Acr(CH2)2+), 271 (19, Acrcuz*), 243 (60, Acrt), 165 (13, GuaCH,*).

, 2
(FAB, Glycérol) M =491,99 ; m/e : 492 (25, (M«H)Y).
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(BROMO-2 ETHYL)-9 ADENINE : Ade-C.,-Br 36 :

2

A une solution d'adénine (2,5 g ; 18,52 mmol) et de dibromo-1,2
éthane (15 g ; 79,8 mmol) dans la DMF séche (100 cm3), on ajoute du carbonate
de potassium (6 g ; 43,4 mmol). On laisse la suspension sous agitation et sous
atmosphére d'azote pendant 48 heures 3 température ambiante. Aprés filtration
et évaporation, on recueille un solide jaune orangé contenant le produit 36
accompagné de produits minéraux. Ces derniers sont éliminés par lavage a
1'eau. Aprés séchage, on obtient le produit pur sous forme de poudre jaune
~pale avec un rendement de 77 % (3,46 q).

F = 195-200°C (décomp.).

IR (KBr) : 3300, 3100, 1655, 1585, 1475, 1415, 1360, 1320, 1300, 1225,

1065, 940, 870, 790 cm™'.

RMN (200 MHz, DMSO d6) sppm = 8,15-8,10 (2H, 2s, Ade H, - HJ) ; 7,25 (2H,

2 -8
s, Ade Nﬂz) ; 4,50 (2H, t, Ade Cﬂz ou Cﬂz Br) ; 3,90 (2H, t, Ade CH, ou
CH, Br).
Analyse : C7H8NSBr \
Calc. % : c : 34,73 H : 3,33 N : 28,93

Tr. % 35,1 3,2 28,8

UV (Ethanol) : X max (e) : 259 (13850) ; 210 (14300) nm.

SM (impact électronique) M = 242 ; m/e : 243 (15, (Me1)* B8y, 241 (16,
M-1)* Br'Y), 162 (2, M*-Br), 148 (1, M*-CH,Br), 135 (100, Ade®).
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CHLORHYDRATE DE (AMINO-11 DIAZA-3,7 UNDECYL)-9

ADENINE : Ade—Z—NH2 37 .

On ajoute le composé Ade-Cz-Br 36 (3 g ; 12 mmol) & une solution
de bis-(amino-3 propyl) amine (48,8 g ; 370 mmol ; 30 fois stoechiométrique)
dans le méthanol (190 cm3). Le mélange est porté a reflux pendant 24 h. Aprés
refroidissement, on concentre sous pression réduite jusqu'a 60 cm> et on dilue
avec de 1'eau distillée (180 cm3). La purification se fait par chromatographie
préparative liquide haute performance : la solution aqueuse est
chromatographiée par fractions de 40 cm3 sur 200 g de silice RP8 phase
inverse. Une premiére élution avec de l'eau pure (8 1) permet d'éliminer
1'excés de triamine. Lle produit est élué par le méthanol (6 1). Aprés
évaporation de la solution alcoolique, on recueille un solide brun clair trés
hygroscopique, que 1'on dissout dans du méthanol (250 cm3) ; on acidifie par
de 1'acide chlorhydrique (12N ; 3 cm3). La solution est placée a -20°C pendant
une nuit et le produit désiré précipite sous forme d'une poudre blanchitre

avec un rendement de 26 % (1,34 g ; calculé pour la forme tétra-chlorhydrate
de 37).

F = 262-265°C (Décomp.).
IR (KBr) : 2980, 2765; 1685, 1585, 1415, 1230, 1030, 885, 770 cm_1

RMN (60 MHz, DMSO db) ) ppm'= 8,10 (2H, s large, AdeCﬁj - Caﬂ) ; 7,10
(2H, s large, AdeNﬁz) ; 4,20 (2H, t, AdeCﬂZ) ; 2,80 (2H, t, Cﬂz) ;
1,70-1,10 (44, m, (CH,),).

UV (Eau pH=5,5 ; tampon acétate) : A ax (e) : 260 (13150) nm.

SM (ionisation chimique) ; méthane ; M = 292 ; m/e : 293 (100, (M+1)+),
276 (10, M'-NH,), 262 (14, M-CH,NH,), 248 (15, M'-(CH,),NH,), 233 (4,
Mt - (CHy) 5 NH,), 219 (14, Mt - NH(CH,); NH,), 205 (28, Mt - CH,NH(CH,) 5
NH,), 191 (39, M+-(CH2)NH(CH2)3NH2), 142 (16, MY - (Ade, NH,)), 136 (40,
(Ade+HN)™).
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CHLORO-6 METHOXY-2 ((ADENYL-9)-11)-4,8 DIAZADECYL)
AMINO-9 ACRIDINE : Ade-Z-Acr 38 :

Dans une solution de phénol (1 g) et du dérivé 2 (0,2 q) ;
0,59 mmol) chauffée a 50°C sous atmosphére d'azote, on ajoute le dérivé
Ade-Z-NH2 37 (0,2 g ; 0,5 mmol). Le mélange est laissé sous agitation pendant
S h. A ce moment, la réaction n'est pas terminée mais des produits de
dégradation commencent a se former., La solution est alors versée dans le
méthanol (50 cm3) et directement chromatographiée sur une colonne de silice
avec comme éluant du méthanol et un mélange méthanol-ammoniaque (98/2). Aprés
une cristallisation dans du méthanol absolu acidifié (HC1 12N) on obtient le
produit 38 sous forme d'une poudre jaune avec un rendement de 36 % (0,14 g).
Sa pureté a été contrdlée par chromatographie liquide haute performance sur
phase inverse (RP 8).

F = 203-207°C (Décomp.).

IR (KBr) : 3025, 2990, 2615, 1690, 1625, 1590, 1255, 1240, 1165, 1085,

1020, 925, 830, 755 cm™ .

RMN (60 MHz, DMSO d,) : 6ppm = 8,30 (1H, s, AcrCgH) ; 8,10 (2H, s, AdeC,H

et Csﬂ) ; 7,80-7,65 (3H, m, Ach1ﬂ - C4ﬂ - Csﬂ) ; 7,45-7,10 (4H, m,
\

AcrCH - CoH et AdeNﬂz) i 4,20 (2H, t, AdeCﬂz) ; 3,90 (3H, s, OCﬂ3) ;

2,75 (4H, m, Cﬂz)).

Analyse : C27H32N90C1, 7HC1
Calc. % : C. : 41,08 H : 4,98 N ¢ 15,97

Tr. % : 41,0 4,6 15,5

UV (Tampon Acétate pH=5,5 ; 5 % DMSO) : Xmax (e) : 445 (8750) ; 422

(8700) ; 345 (4450) ; 330 (3150) ; 275 (2500) nm.

SM (ionisation chimique) ; méthane ; M=533,5 : m/e : 534 (19, M%) , 343
(ss, Mt - Ade(CH,) ,NHCH,), 329 (100, Mt - Ade (CH,) NH(CH,) ), 315 (60, m*
+
- Ade(CH,) NH(CH,)3) 1, 272 (17, M% - Ade(CH,) ,NH(CH,) 3NH(CH,) 244

)
2 ?
(100, (AcrHeH")*), 179 (33, (AdeC,NH4H*)*, 136 (33, (AdesH™)*.
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N-(ACETYL)DIAMINO-3,6 ACRIDINE :
Ac-Pf 39 :

A une solution de proflavine (1,05 g ; 5 mmol) dans 1l'acide
propanoique (100 cm3) maintenue & -18°C, sous agitation , on ajoute de
l'anhydrid; acétique (1 cm3 : 10 mmol). La réaction est laissée 48 heures sous
agitation. Le mélange obtenu est versé dans de 1'éther éthylique (200 cm3). 11
se forme un précipité brun orangé qui contient de fagon trés majoritaire le
produit de monoacétylation 40 accompagné de traces de produit bisacétylé. Le
solide est dissous dans de 1'éthanol et la solution est rendue alcaline par
addition d'ammoniaque. Aprés évaporation sous pression réduite, 1le brut
réactionnel est chromatographié sur colonne de silice en utilisant 1'éthanol

comme €luant. Le rendement en produit pur est de 83 % (1,04 g).
F = 285-286°C ; Litt. (112) F = 283°C.

IR (KBr) : 1600, 1530, 1490, 1450, 1270, 1200, 1130, 1000, 950, 900,
-1
880 cm

RMN (60 MHz, DMSO db) : Sppm = 11,20 (1H, s, PfNﬂﬁOCH3) ; 8,50 (1H, s,
Pquﬂ) ; 8,30 (MH, s, PfC4ﬂ) ; 7,90 (1H, d, PfC1ﬂ) ; 7,60 (H, d,
Pfcgﬂ) i 7,25 (1H, d, Pfczﬂ) ; 7,00 (WH, d, PfC7ﬂ) ; 6,90 (1H, s,
Pfcsﬂ) ; 5,95 (2H, s tlarge, PfNﬂz) ; 2,10 (3H, s, COCﬂ3).

N-(ACETYL), N'-(TOSYL) DIAMINO-3,6
ACRIDINE : Ac-Pf-Ts 40 :

Sous agitation mécanique, 3 température ambiante, le dérivé Pf-Ac
39 (3,11 g ; 12,4 mmol) est dissous dans de la pyridine (100 cm3). La solution
est alors refroidie @ 0°C et on ajoute goutte & goutte un mélange de chlorure
de tosyle (7,09 g ; 37,2 mmol) dissous dans de la pyridine (15 cm3). 11 se
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forme un précipité que 1'on solubilise en ajoutant de la triéthylamine (2
cm3 ; 14,23 mmol). Aprés 2 heures de réaction, on ajoute une deuxiéme fraction
de chlorure de tosyle (3,03 g ; 15, 9 mmol) en solution dans de la pyridine
(10 cm3), on laisse alors agiter le mélange pendant 18 heures 3 0°C. Aprés
évaporation, le brut réactionnel est solubilisé dans de 1'éthanol absolu
(10 cm3) auquel on ajoute de l'acétate d'éthyle (200 cm3). La solution est
laissée une nuit 3 4°C. On filtre ensuite le chlorhydrate de triéthylamine qui
a cristallisé. Le filtrat est concentré sous pression réduite puis on ajoute
de 1'éther éthylique. Le précipité formé est filtré, séché et solubilisé dans
un mélange DMF-eau (6/1) auquel on ajoute du carbonate de potassium (2,5 g ;
18 mmol). La solution est chauffée 3 B80°C pendant 18 heures puis évaporée 3
sec. Le solide résiduel est alors mis en suspension dans un mélange éthanol
absolu - acétate d'éthyle (1/20). Le carbonate de potassium insoluble est
€liminé par filtration. Le filtrat est ensuite concentré sous pression
réduite. Par addition d'éther, on fait précipiter le dérivé Ac-Pf-Ts 40 qui

est filtré, lavé avec de 1'éther et séché. Le rendement est de 75 % (3,75 g).
F = 175-180°C (Décomp.).

IR (Nujol) : 1685, 1635, 1610, 1570, 1540, 1490, 1445, 1390, 1360, 1300,
1245, 1150, 1120, 1070, 1010, 955, 900, 800, 730 cm-1. )

RMN (60 MHz, DMSO d6) sppm = 10,30 (1H, s large, PfNﬂ) : 8,75 (1H, s,
PFCGH) ; 8,40 (H, s, PFCH) ; 8,00-7,00 (9H, m, PFC.H - C,H - CH - CH
- Caﬂ et TsH) ; 2,20 (3H, s, TsCﬂ3 ou COCﬂ3) ; 2,10 (3H, s, TsCH.

COCH,).

30U

N-ACETYL, N'-(BROMO-3 PROPYL), N'-(TOSYL)

DIAMINO-3,6 ACRIDINE : Ac—Pf-Ts—C3—Br 41

A un mélange du dérivé 40 (0,86 g ; 2,12 mmol) et de 1,3-dibromo-
propane (0,76 cm3 ; 1,59 ; 7,4 mmol) dans la DMF anhydre (40 cm3), on ajoute




- 179 -

du carbonate de potassium (1,53 g ; 11,07 mmol). La suspension est agitée 10 h
& température ambiante sous atmosphére d'azote. Apres filtration et
évaporation sous pression réduite, on obtient un résidu jaune qui est mis en
suspension dans un mélange éthanol absolu - acétate d'éthyle (1/10). Le
carbonate de potassium insoluble est filtré et le filtrat est concentré sous
pression réduite puis versé dans un grand volume d'éther. Le produit
Ac-Pf-Ts-C-

3
avec un rendement de 70 % (0,78 g).

Br 41 précipite. On le recueille sous forme d'une poudre jaune

F = 192-194°C.

IR (KBr) : 3380, 3295, 1680, 1620, 1560, 1535, 1445, 1335, 1285, 1245,

1220, 1150, 1080, 940, 895, 860, 800, 770, 705, 660 cm_1.

RMN (60 MHz, DMSO d ) sppm = 11,2 (1H, s, PFNHCOCH;) ; 9,70 (1H, s,
PFCGH) ;5 8,90 (1H, s, PFC,H) ; 8,50-7,30 (9H, m, TsH, PFC.H - CH - CH -
CH - CgH) ; 4,25-3,00 (4H, m, PFN CH, et CH, Br) ; 2,35 (3H, s, TsCH,) ;
2,20 (3H, s, COCH3) ; 2,00 (2H, m, CH,).

U (Ethanol) : a max (e) : 375,5 (11500) ; 274,5 (56100) ; 238
(30900) nm.

N-ACETY, N'-(CYTOSYL-1)-3 PROPYL), N'-TOSYL

DIAMINO-3,6 ACRIDINE : Ac—Pf—Ts—C3-Cyt 42

Une suspension de cytosine (0,58 g ; 5,2 mmol) dans de 1'hexa-
méthyldisilazane (HMDS ; 10 cm3) est chauffé & reflux en présence d'une
quantité catalytique de sulfate d'ammonium (50 mg). Au bout d'une heure, 1la
cytosine est entiérement solubilisée. On refroidit la solution 3 température
ambiante et on évapore sous pression réduite. On obtient un résidu blanc
huileux auquel on ajoute du sulfolane anhydre (8 cm3) puis le dériveé

Ac—Pf—Ts-C3Br 41 (1,5 g ; 2,9 mmol). La solution est chauffée a 80°C sous
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atmosphére d'azote en présence de tamis moléculaire (4A). Aprés 48 heures, le
mélange réactionnel est refroidi, dilué avec de 1'éthanol (10 cm3) puis versé
sous forte agitation dans un grand volume d'eau distillée. La suspension est
placée une nuit & 4°C, Apreés filtration, lavage 3 1'eau puis séchage, on
obtient 1,5 g de solide jaune qui est chromatographié sur colonne de silice en
utilisant comme éluant un mélange éthanol - acétate d'éthyle (1/1). Le
rendement en produit pur est de 61 % (0,98 g).

F = 138-142°C (décomp.).

IR (KBr) : 1645, 1570, 1485, 1450, 1335, 1190, 1160, 1085, 955, 785,

705 cm-1.

RMN (60 MHz, DMSO d6) § ppm = 10,40 (1H, s, PfNH) ; 9,0 (1H, s, Pfcgﬁ) H
8,50-7,20 (11H, m, PFC.H = CH - C,H = CH = CoH - CoH + TsH + CytH) ;
6,95 (2H, signal large, CytNﬂZ) ; 5,55 (MH, d, CytH) ; 2,35 (3H, s,

TsQﬂ3) ; 2,10 (3H, s, COQﬂ3).

Analyse : C29H29N604S, 3H20
Calec. % : C : 56,94 H : 5,76 S : 5,24
Tr % 56,9 5,3 5,5

U (Etahnol) : A nax (e) : 370 (11350) ; 275 (75500) ; 243 (37800) nm.
\

N- J(CYTOSYL-1)-3 PROPYL| DIAMINO-3,6

ACRIDINE : Pf—C3-Cyt 43 :

On dissout le produit Ac-Pf—Ts—C3-Cyt 42 (0,1 g ; 0,179 mmol) dans

de 1'acide sulfurique concentré (0,5 cm3). La solution brun rouge obtenue est
chauffée a 80°C pendant 3 heures, puis refroidie 3 température ambiante. Le
brut réactionnel est alors versé dans du méthanol (4 cm3) et i1 se forme un

abondant précipité jaune orangé. La suspension est placée une nuit a -10°C, le
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précipité est filtré et lavé abondamment avec du méthanol puis de 1'éther
éthylique. L'analyse sur couche mince de silice (éluant : méthanol-ammoniaque
(95/5) et par chromatographie liquide haute performance sur phase inverse
(RP8) révéle 1'existence d'un produit unique. Le rendement est de 73 %
(0,078 q).

F = 255-259 °C.

IR (KBr) : 3205, 1735, 1685, 1645,' 1600, 1545, 1465, 1415, 1370, 1175,

1075, 805 cm™!.

RMN (60 MHz ; DMSO d,) : & ppm = 8,75 (1H, s, PfCoH) ; 8,35-7,70 (SH, m,
PECGH - C.H et CytNH, et CytH) ; 7,05 - 6,65 (4H, m, PFCH - CcH - C,H -
CH) ; 6,00 (1H, d, CytH) ; 3,90 (2H, m, PfCH, ou CytCH,) ; 3,25 (2H, m,

PfCH, ou Cthﬂz) : 2,00 (2H, m, Cﬂz).

2

2
Analyse : C20H21N60, 2H2504, 2H20
Calc. % : C : 40,46 H : 4,92 N ¢ 14,15
Tr. % : 41,0 4,5 13,7
UV (Eau pH=5,5) : a. (e) : 455 (41200) ; 282 (30100) ; 259 (57300).

max

SM (impact électronique) M = 361 ; m/e : 209 (3, M'-Cyt(CH
+
M —Pf(CH2)3). \

2)3) ;1M1 (7,

(ionisation chimique) ; ammoniac ; M = 361 ; m/e : 361 (6, M").

(PROPYL-1) CYTOSINE : Cyt-C 43 :

3

Ce composé a été synthétisé a partir de la N-acétyl cytosine et du
bromo~1 propane selon la méthode décrite par N.J. LEONARD et D.T. BROWNE (29).

F = 166-170°C ; Litt. (29) F = 165-171°C.
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RMN (60 MHz, OMSO d) 6ppm = 7,65 (1H, d, CytCcH ou CH) ; 7,0 (2H, s
large, CytNH,) ; 5,65 (1M, d, CytCH ou C.H) ; 3,55 (2H, t, CytCH,) ;
1,45 (2H, m, CH,) ; 0,75 (3H, t, CHy).

Analyse : C7H90N3
Calc. %: C : 54,88 H : 7,23 0 : 10,44
Tr. % : 55,0 7,2 10,6

-
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C. ETUDES PHYSICOCHIMIQUES:

1. ETUDE PAR SPECTROPHOTOMETRIE UV

Les solvants utilisés lors de cette étude sont de 1'éthanol RP
pour analyse PROLABO, de l'eau bidistillée & 1l'aide d'un appareillage en
quartz,

Les tampons sont préparés avec de 1'acétate de sodium anhydre RPE
- ACS CARLO ERBA et de 1'acide acétique glacial pour analyse MERCK.

Les spectres d'absorption ont été enregistrés sur un spectro-
photométre BECKMAN 5270.

Les échantillons, de 2 & 25 mg, pesés avec une précision de +
0,001 mg sont dissous dans 10 & 50 cm3 d'éthanol de fagon a obtenir des
solutions méres de concentration 2.10”% mole.1”'1 environ.

Les solutions méres dans 1'éthanol ont été diluées 20 fois dans un
tampon acide acétique - acétate de sodium 0,5 M & pH=5,5. La densité optique
maximale de ces solutions 3 5 % d'éthanol est de 0,8.

La loi de BEER-LAMBERT a été vérifiée pour chaque produit dans le

solvant utilisé sur une gamme de concentration comprise entre 1.‘]0_5 M et

2.1074 . .

La mesure de %H a été effectuée sur au moins deux solutions
provenant de pesées différentes.

Les densités ogtiques sont relevées tous les 2,5 nm. A partir de
ces valeurs, les forces d'oscillateur ont été calculées selon la méthode
d'intégration de SIMPSON programmée sur un calculateur HEWLETT-PACKARD 9825A
couplé 3 un traceur de courbe 7225A. Les mesures de variation d'absorption en
fonction de la température ont été effectuées dans une cellule thermostatée
par un appareil BECKMANN CTC 250, munie d'une résitance chauffante et d'une
circulation froide (eau - éthyléne glycol) régulée par un cryostat LAUDA.

Les spectres ont €té enregistrés tous les 2,5°C entre 2,5° et 25°C
puis tous les 5°C entre 25 et 80°C.

Les valeurs de %H en fonction du pourcentage d'éthanol dans 1l'eau
ou de la température sont toujours déterminés & partir des spectres des

composés de référence placés dans les mémes conditions expérimentales.
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I1. ETUDE PAR SPECTROSCOPIE DE RMN

Les études par RMN ont été effectuées sur des spectrométres BRUKER
WH 270 et AM 400 . Les échantillons sont dissous dans 1'eau lourde (C.E.A.
pureté isotopique 99,85 %) contenant 0,5 % (v/v) d'acide acétique deutérié
(C.E.A. pureté isotopique 98,5 %). Le pH est ajusté a 5,6 (indication du pH
métre) 3 1'aide de soude deutériée 9 & 12 N (C.E.A. pureté isotopique 99,5 %).
Les concentrations des solutions sont contrdlées par spectrophotométrie UV.
Nous avons utilisé le tétraméthylsilane (TMS) comme référence interne.

L'attribution des déplacements chimiques a été effectuée par
double irradiation et & partir des données de la littérature (113). Pour les
dérivés en série adénine, les protons H2 et H8 sont différenciés par échange
du H8 avec le deutérium dans 1'eau lourde (6h a 80°C) (114).

1/ Auto-association :

Les déplacements chimiques extrapolés & dilution infinie (50) sont
déterminés graphiquement & partir des courbes &=f(c).

Ces résultats ‘sont ensuite utilisés pour déterminer la constante
d'auto-association. Pour celd, nous avons appliqué la méthode décrite par J.L.
DIMICOLI et C. HELENE (82).

On détermine 1la

\

différence (A§) entre le déplacement chimique
mesuré & "concentration nulle" (689 et le déplacement chimique (8) observé 3
une concentration donnée (c). Le tracé de la droite représentant 1'évolution
de (AcS/c)!i en fonction de la valeur A§ est une droite de pente '"s'" coupant
1'axe des abcisses en "xo".

Dans le cas de la formation de diméres, la valeur de Xo représente

la valeur du déplacement chimique 1induit par 1'association (aAsB2). La

constante d'auto-association (Kassoc) est donnée par la relation :
2
KaSSOC=(x0.S )/2.
Pour les "n-méres', x_vaut 24582 et K =X .52.
) assoc” o
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Remarque : Ces équations peuvent également @tre utilisées pour obtenir une
valeur plus précise pour le déplacement chimique extrapolé a dilution infinie
8§ : Nous avons calculé les droites (As/c)%=f(A6) par régression linéaire a
partir des données expérimentales. Nous avons fait varier la valeur de § par
pas de 0,01 ppm de fagon & obtenir le meilleur coefficient de correlation pour
ces droites.

2/ Appariement avec la base complémentaire :

Cette étude a eété menée dans des conditions de dilution qui nous
permettent de négliger la quantité d'agrégats formés. Nous pouvons donc
considérer que nous sommes proches du cas général traité par J.L. DIMICOLI et
C. HELENE (82). Dans leurs expériences, ils ont considéré deux molécules en
interactions A et B qui ne s'autg-associent que peu ou pas du tout. La
concentration du composé B sera toujours grande devant celle de A. On pourra
alors faire l'approximation que la concentration de B non complexé est peu

différente de la concentration totale en B dans le milieu.

A+B&— AB

K

On note Ao et Bo les concentrations initiales des composés A et B.

SA est le déplacqment chimique observé pour un proton donné de A,
a la concentration Ao’ en 1l'absence de B.

SAB est le déplacement chimique observé pour ce méme proton en
présence de B.

On peut déterminer A8=6A-6AB qui est la différence de déplacement
chimique induite sur un proton de A par le composé B en excés.

La constante d'association du complexe AB (K) peut alors étre

déterminée a partir de 1'équation suivante.
A&/Bo = -K (A8-A8AB)

B8AB est 1'effet de blindage induit sur les protons du composé A
totalement complexé par le dérivé B.
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En tragant 1'évolution de la valeur de /Bo en fonction de '
nous obtenons des droites dont la pente donne directement la valeur de 1la
constante d'association K. Cette droite coupe 1'axe des abcisses a la valeur

AB.

I111. ETUDES PAR FLUORESCENCE

Les spectres de fluorescence ont été enregistrés avec un spectro-
fluorimétre différentiel absolu FICA 55 000 dans des cellules carrées de 1cm
de coté. Les solutions (non dégazées) des produits étudiés présentent une
densité optique d'environ 0,04 3 la longueur d'onde d'excitation (360 nm). Les
largeurs de bande passante 5 1'excitation et a 1'émission sont de 7,5 nm. Les
rendements quantiques ont été déterminés en utilisant le bisulfate de quinine
en solution dans l'acide sulfurique 1N comme standard de fluorescence (115).

Une correction des indices de réfraction des solvants a été effectuée.

IV, MESURE DES INTERACTIONS AVEC L'ADN

1/ Matériel :

Les mesures ont été réalisées a3 25°C & 1'aide d'un
spectrofluorimétre PERKIN ELMER MPF 44-A.

Les données expérimentales sont traitées selon la méthode de J.D.
Mc. GHEE et P.H. VON HIPPEL, programmée sur un calculateur HEWLETT-PACKARD 85

couplé a un traceur de courbes 7225A.

2/ Méthode :

Dans un premier temps, nous avons préparé des solutions méres des
produits & tester dans de 1'éthanol (c=1.1074 M).
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On en préléve 50 ul qui sont ajoutés, dans la cuve de mesure
(maintenue a 25°C), & 950 vl d'une solution aqueuse d'ADN de thymus de veau
(1,78.10'5 M en paires de bases ; Tris, HCl (2,5.‘I0_2 M) pH=6,9 ; NaCl
‘1.10-1 M ; EDTA 2.10-4 M) ;. On obtient ainsi une solution contenant 5 %
d'éthanol dans laquelle la concentration finale en intercalant est 2.10'5 Met
5 M. Aprés 30 mn & 25°C, on

ajoute le bromure d'éthidium (par fractions de 10 ul de solutions stock de
-5 4 4 4

la concentration en paires de bases est 1,7.10°

concentratjons connues : 5.107° M ; 1.107° M ; 2.107° M ; 4.10 M et
8.107% m).

Aprés chaque addition, on mesure l'intensité de la fluorescence
émise par le bromure d'éthidium a 600nm + 4 nm ( A = 520 + 8 nm). Sa

exc™
concentration est contrdlée en relevant la densité optique de la solution 3

520 nm (maximum d'absorption du bromure d'éthidium).
Les valeurs expérimentales sont traitées 3 1'aide des équations de
J.D. Mc GHEE et P.H. VON HIPPEL (109).

- = n
(1 T o ri)

- -=r,
r; = B. Ki (rfi =T

= n-1
(1 - : (ni - 1) ri)

On note K, 1la constante d'affinité du composé i pour 1la
macromolécule.

n; est le nombre de paires de bases couvertes.

B est la concentration molaire de 1'ADN exprimée en paires de
bases.

r représente le rapport de la concentration en composé i 1lié sur
la concentration en ADN.

rfi est le rapport de la concentration totale en composé i sur la
concentration en ADN.

Dans le cas qui nous intéresse, nous nous limitons a deux ligands
en compétition (les paramétres d'interaction de l'un d'eux étant parfaitment
connus).

En proposant différentes valeurs pour le couple (n, K) la courbe
r=f(rf) calculée & 1'aide de 1'équation citée plus haut peut &tre ajustée aux
points expérimentaux . '



i

U
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V. ETUDES PRELIMINAIRE AVEC LES ENDONUCLASES A ET B DE
MICROCOCCUS LUTEUS

Nous avons utilisé le protocole expérimental mis au point dans le
laboratoire.du Pr. J. LAVAL (27). L'ADN de phage T5 dépuriné et marqué avec le
tritium (8.107°
5.1072 M) contenant du chlorure de sodium (2,5.10_2 M), du chlorure de
magnésium (‘|.10"2 M) du di-thiothreitol (5.10-3
bovine (1.10_5 g). On prépare ensuite les solutions méres des modéles

Base-Cn-Acr (n=5 et 6 ; Base = Ade ; Thy) dans le méme tampon. La

mci) est dissous dans un tampon Hepes-KOH pH=7,5 (1.10_1 M,

M)} et de la sérum albumine

concentration de ces solutions est déterminée par spectrophotométrie UV. Dans
un premier temps, on laisse incuber 1'ADN dépuriné en présence de quantités
connues des composés Base—Cn—Acr pendant 20 mn & 37°C, & 1'abri de la lumiére.
On préléve un peu de ce mélange (0,1 cm3) et on ajoute l'enzyme en solution
(0,002 cm3 de solution d'enzyme A ou 0,005 cm3 de solution d'enzyme B). On
laisse incuber & 37°C. Aprés des temps d'incubation de 2 mn 30, 5 mn et 8 mn,
3 ; 1,5.10'5 g) pour
stopper la réaction. Aprés 2 mn, on place le mélange réactionnel a 0°C et on
ajoute de 1'acide perchlorique 0,8 N (0,2 cm3). On maitient a 0°C pendant 10

-~ -

mn puis on centrifuge pendant 15 mn & 6000 g et & 4°C. La radioactivité du

on ajoute de 1'ADN thymus de veau non radioactif (0,05 cm

surnageant (0,3 cm3) est déterminée par couplage en scintillation liquide

(liquide scintillant Beckamn ready solv. GP).

\



3

8.10-4 M 7,44 7,57 7,57 7,57 7,39 8,17 3,94
5.10-4 M : 7,50 7,59 7,59 7,64 7,43 8,22 3,98
2,5 ‘IO"4 M 7,5 7,64 7,68 7,70 7,46 8,29 4,00
1,2.10-4"M T 7,64 7,65 7,73 7,77 7,49 8,34 4,0
dil e 7,69 7,67 7,78 7,82 7,51 8,39 4,02

Tableau 5 : Effets de la dilution sur les déplacements chimiques (ppm) des
protons du composé Acr-C3 Z_(DZO pD=5,5 ; 270 MHz)

Conc.

: H-1

. H-3

: H-4

: H-5

: CHLT :

OCH

10~3

£ 1. 10

1074 M

. 2,5.1074 M
]

: 1,2.10'4 M
dil e

7,37
7,45
7,51
L 7,57
L 7,61
. 7,65

: 7,62

. 7,58 :
£ 7,60 :

7,64 :

L 7,65

7,66

7,58 :
7,65 :
7,69
7,74 ;

7,76

. 7,79

7,59
7,67 :
7,73 :
7,79 :
. 7,82
7,86 :

: 7,40 :

7,44 :
7,46:
7,48

: 7,50 :

7,52 :

. 8,31

8,13 :

8,21

8,26 :

8,34 :
8,37 :

. 7,18 :

. 7,17

7,19 :
7,17 : 1,61
: 1,61
7,17 : 1,61

7,16 :

1,62
1,62 :

1,60 :

3,90 :
3,92 :

: 3,93 :
: 3,93 :
: 3,93 :

3,94 :

Tableau 6 :

protons du composé Thy-C

Effets de la dilution sur les déplacements chimiques (ppm) des
S-Acr 14 (020 pD=5,5 ; 270 MHz).
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M 7,35+ 7,55 : 7,55+ 7,55 + 7,37 : 8,10 ¢ 7,35 : 1,72 : 3,92 :
M 7,841 7,60 7,60 : 7,60 ¢ 7,41 1 8,07 £ 7,34 1 1,70 ¢ 3,93 :
M § 7,521 7,624 7,66+ 7,69 + 7,45 : 8,25 1 7,32 1 1,69 + 3,94 :
E 251074 M : 7,58 ¢ 7,64 1 7,71 + 7,74 + 7,47 : 8,30 % 7,31 : 1,67 : 3,94 :
£ 1,2.10°% M ;7,621 7,65 1 7,74 + 7,79 7,48 : 8,33 : 7,30 1 1,66 : 3,94 :

dile  : 7,66 : 7,66 : 7,77 : 7,84 : 7,49 : 8,36 : 7,29 : 1,65 : 3,95 :

Tableau 7 : Effets de la dilution sur les déplacements chimiques (ppm) des
protons du composé Thy-Cg-Acr 17 (D,0 pD=5,5 ; 270 MHz).

Conc. :H-1 : H-3 :H-4 :H-5 : H-7 : H-8 : H-2A : H-BA : OCH

2. 10°3M :7,12: 7,59 : 7,50 : 7,64 : 7,36 : 8,05 : 7,56 : 7,97 : 3,84 :
: - \ H . . . » . . .
1. 1073

-4

: 7,18 : 7,61 : 7,65 : 7,70 : 7,40 : 8,11 : 7,55 : 7,96 : 3,86 :

5. 10

4

: 2,5.107° M : 7,25 :7,64:7,72: 7,79 : 7,44 : 8,18 : 7,52 : 7,94 : 3,88 :

M
M
M i 7,23% 7,63 : 7,69 + 7,75 + 7,43 : 8,15 : 7,55 1 7,95 + 3,87 :
) : . : : : : ;

4 M

1,207 M 2 7,27 1 7,65 : 7,74 : 7,82 : 7,45 : 8,21 : 7,51 : 7,93 : 3,88 :

dile  :7,29:7,66: 7,76 : 7,85 : 7,46 : 8,24 : 7,50 : 7,92 : 3,89 :

Tableau 8 : Effets de la dilution sur les déplacements chimiques (ppm) des

protons du composé Ade-C.-Acr 20 (DZO pD=5,5 ; 270 MHz)

5
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M :7,27:7,57:7,57:7,59: 7,33 : 8,04 : 7,93 :8,02: 3,88 :
M o+ 7,324 7,59 + 7,65+ 7,67+ 7,37 + 8,10 : 7,89 : 8,00 : 3,90 :
M 7,35 ¢ 7,61 17,70 1 7,73 1 7,40 : 8,15 : 7,88 : 7,98 : 3,91 :
M :7,37:7,63:7,72: 7,77 : 7,42 1 8,17 : 7,81 : 7,96 : 3,92 :
M 7,384 7,65 : 7,75+ 7,80 + 7,44 : 8,20 1 7,77 + 7,94 & 3,93 :
: dil e L 7,40 1 7,67 + 7,78+ 7,83+ 7,46 ¢ 8,23 + 7,74 + 7,92 :+ 3,94 :

Tableau 9 : Effets de la dilution sur les déplacements chimiques (ppm) des
protons du composé Ade-C -Acr 23 (DZO pD=5,5 ; 2,70 MHz).

Conc. : H-9 : H-8 : H-1 : H-7 : H-2 : H-5 : H-4

: 1,14.1073

4

M: 8,00 : 7,38 : 7,27 : 6,72 : 6,53 : 6,17 : 5,68

. 5,7.100%M : 8,15 : 7)49 : 7,39 : 6,80 : 6,64 : 6,30 : 5,86

:2,85.1004M: 8,34 : 7,62 : 7,53 : 6,89 : 6,77 : 6,46 : 6,09

4

1,410 M : 8,46 : 7,68 : 7,60 : 6,93 : 6,83 : 6,5 : 6,22

5

: 7,9.100°M : 8,58 : 7,79 : 7,72 : 7,00 : 6,94 : 6,71 : 6,43

5

: 3,55.10°°M : 8,64 : 7,83 : 7,76 : 7,02 : 6,97 : 6,76 : 6,50

: dil w : 8,72 : T,91 : 7,85 : 7,07 : 7,02 : 6,88 : 6,66

Tableau 15 : Effets de la dilution sur les déplacements chimiques (ppm) des
protons du composé de référence Pf-C, (DZO pD=5,5 ; 400 MHz).



Conc. tH-9 : H-B : H=1 : H-6T : H=7 : H=2 : H-5 : H-4 : CH.T :

: 3,55.10" : 8,45 L 7,70 : 7,60 : 7,37 : 6,94 : 6,76 : 6,56 : 6,19 : 1,60 :

-4
. 1,8. 1074 : 8,54 £ 7,76 : 7,67 : 7,38 : 6,99 : 6,82 : 6,66 : 6,31 : 1,59 :
: 8,9. 107
: 4,45.10"> M : 8,66 : 7,85 : 7,76 : 7,40 : 7,05 : 6,89 : 6,79 : 6,49 : 1,58 :

Mo
M :
M : : 8,63 . 7,82 : 7,73 : 7,39 : 7,03 : 6,87 : 6,75 : 6,43 : 1,58 :
M

_SM

: 2,45.10

: 8,69 : 7,87 : 7,77 : 7,40 : 7,07 : 6,91 : 6,82 : 6,52 : 1,58 :
P ; : : ; : : ; :

: 9,8.10%M :8,70: 7,88 : 7,78 : 7,40 : 7,07 : 6,92 : 6,83 : 6,54 : 1,58 :

dileo . 8,72 : 7,90 : 7,79 : 7,40 : 7,08 : 6,93 : 6,85 : 6,57 : 1,58 :

Tableau 16 : Effets de la dilution sur les déplacments chimiques (ppm) des
protons du composé modéle Thy-C3-Pf (DZO pD=5,5 ; 400 MHz).

Conc. t H-9 : H-8 : H-1 : H=C : H-7 : H=2 : H-5 : H-4 : H-C

: 8,00 : 7.3 : 7,24 : 7,53 : 6,68 : 6,44 : 6,12 : 5,58 : 5,87 :
: 8,36 : 7,62 :7,53:7,56: 68 :67 :647:6,05: 5,86 :

M
M
L 1.5, 107 M : 8,48°: 7,71 1 7,62 1 7,56 + 6,95 + 6,78 + 6,59 : 6,21 + 5,85 :
: M:8,61 : 7,80+ 7,731 7,57+ 7,01 ¢ 6,89 ¢ 6,73 : 6,40 + 5,84 :
M ; ;

: 8,66 : 7,84 E 7,77 + 7,57 : 7,05 : 6,93 : 6,78 : 6,47 : 5,83 :
dil w . 8,72 : 7, 88 : 7,81 : 7,57 : 7,11 : 6,98 : 6,84 : 6,55 : 5,80 :

Tableau 17 : Effets de la dilution sur les déplacements chimique (ppm) des
protons du composé modéle Cyt-C3-Pf (020 pD=5,5 ; 400 MHz).
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Conc. t H-9 : H-2A : H-BA : H-B : H-1 : H-7 : H-2 : H-5 : H-4

. 2,9. 10'4 M :8,39:7,61:811:770:7,45: 6,96 : 6,55: 6,58 : 5,65 :

1,45.10°% M : 8,47 : 7,62 : 8,13 : 7,76 : 7,50 : 7,00 : 6,59 : 6,65 : 5,73 :
4,9. 107° M ; 8,57+ 7,63 + 8,15 + 7,84 + 7,58 + 7,06 : 6,65 : 6,76 + 5,85 -
2,45.10°5 M : 8,60 + 7,63 + 8,16 + 7,86 + 7,50 + 7,07 + 6,66 + 6,78 + 5,87 :
1,95.10°5 M 8,60 : 7,63 ¢ 8,16 : 7,87 + 7,60 + 7,08 1 6,66 + 6,79 : 5,88 -
9,75.10°8 M : 8,61 : 7,63 : 8,16 : 7,88 : 7,60 : 7,09 : 6,67 : 6,80 : 6,00 :
dil o : 8,63 : 7,63 : 8,16 : 7,90 : 7,62 : 7,10 : 6,69 : 6,83 : 5,94 :

Tableau 18 : Effets de la dilution sur les déplacements chimiques (ppm) des
protons du composé modéle Ade-C,-Pf (DZO pD=5,5 ; 400 MHz).

Conc
Ade-C, 5 He8 M-l i H-6T @ W7 : W2 ¢ HB i Hed : OHT
7,75.1073 M 85 g 62 i -16 : 50,5: 40 . 93 | 69,5 -43
5,15.10"3 M 6 E 52 i 15 : 47 i 40 i 85 i 65 | 35,5 :
3,45.1073 M 59 g 45,5 -1 1 38 . 335 67,5+ 53 1 26
2. 1073 M 44,5 355: -8 28 + 26 & 51 . a1 | -18
1,35.10°3 M+ 38 E 29 ;-6 : 23,5: 22 i 445 36 . -16
9. 1074 M ; ; .

24 1 19 : -3,5: 18 : 14 : 25 :21,5:

Tableau 21 : Effets de blindage (en Hertz) induits par différentes concen-

trations du dérivé Ade- C3 sur les protons du composé modéle
Thy-C4-Pf (D,0 pD=5,5 ; 2,5.10°> M ; 400 MHz).



Conc
Ade-C, H-8 H-1 H-7 H-2 H-5 H-4

1,55.1072 M % . 112,5 : 35,5 : 60 i 107,5 L a2

1,2. 1072 M 81,5 : 104,5 : 32,5 : 54 : 100 i 130

1. 1072m 75+ 99+ 29 1 49 i 89 : 118,5:
: 7,75.1073 W 65 . 82 . 24,5 & 43 Do i o2
: 5,15.10°3 M ® & 64 . 19 . 3+ e i 19
: 3,45.1073 M 34,5 : 47 i 13,5 : 22 i 44 i ST
: 2,3, 1073 M 25 . 335 : 8 + 17 :+ 30 i 40
. 1,5. 1073 M i . ; ; i

16 : 22 + 4 + 11 i 19 : 26

Tableau 22 : Effets de blindage A& (en Hertz) induits par différentes
concentrations du composé Ade-C3 sur les protons du composé de
référence PF-C, (0,0 pD=5,5 ; 2,5.10"°M ; 400 MHz).

-1

PFC, Kt 77 : 89 : 53,5 . 73 : 82 i 82
ASAB f - 167 f 201 3 82 : 116 : 196 : 258
PF-C;-Thy K : 245 : 333 : 370 : 344 : 221 : 299
aong 132 1 85 1 69 i 60 i 155 : 104

Tableau 23 : Paramétres de 1'association (K, A8 AB) de la base Ade—C3 avec le

composé modeéle Pf-C3-Thy et le composé de référence Pf-C2
(déterminés & partir des courbes de la Figure 34 p 112).
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Conc. : : : : : : : : :
Gua—C3 31 :H-9 :H-B8 : H-1 :H-C : RH-T7 : H-2 : H-5 : H-4 : H-C

40 : 37 :22,5:-8 : 25 :20,5:29,5: 25 : -13
£33,5: 31 : 19 :-6,5:21,5:16,5: 26 : 22,5 : -12

29 :265: 15 :-3 : 18 : 14 : 22 :17,5: -10

M :
M :
M :
M o2 D13 -4+ o15 ;12 g 16,5 g 15,5 E -8
M: o2 12 15 i3 10,5 g 15 % 14 % 7,5 %
M :

19 : 10 :-4,5:12,5: 9 & 14 : 1 -7

Tableau 24 : Effets de blindage (en Hertz) induits par le dérivé Gua- C3 31 sur
les protons du composé modéle Cyt-C3-Pf (D0 pD=5,5
2,5.107° M ; 400 MHz).

H-9 : H-8 : H-1 : H-7 : H-2 : H-5 : H-4

26,5 + 15,5 + 18 : 7 i 10 E 18 % 24,5
22,5 :\13 S E 15 E 22
2005 1 12+ 13,5 1 6 i 65 E 14 % 19
19 : 12 i 125 : 5+ 6 E 14 E 18
1 : M s13 o+ s i 6 % 13 E 17

Tableau 25 : Effets de blindage (en Hertz) induits par le dérivé Gua-C3 sur

les protons du composé de référence Pf-C,.
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