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AABBRREEVVIIAATTIIOONNSS  
 

∆Tm : Différence de température de fusion 
A : Adénine 
Ac : Acétate de cuivre 
Acac : Acétylacétonate 
AcOEt : Acétate d’éthyle 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
APF : 2,5-bis(4-amidinophényl)furane 
APS : Persulfate d’ammonium 
ARN : Acide ribonucléique 
ARN TAR : "Trans-Activation Response ARN" 
ARNm : Acide ribonucléique messager 
ARNr : Acide ribonucléique ribosomal 
ARNt : Acide ribonucléique de transfert 
Asc : Acide ascorbique 
ATP : Adénosine triphosphate 
BET : Bromure d’éthidium 
BMOV : Bis(maltolato)oxovanadium (IV) 
Boc : tert-butyloxycarbonyle 
BOP : Hexafluorophosphate de benzotriazolyloxytris(diméthylamino)-

phosphonium  
bp : Paire de base 
bpV : bisperoxovanadium 
C : Cytosine 
CAr : Carbone aromatique 
CCM : Chromatographie sur couche mince 
CTAB : Bromure de cétyltriméthylammonium 
d : Doublet 
DAPI : 4’,6-diamidino-2-phénylindole 
DCC : Dicyclohexylcarbodiimide 
dd : Doublet de doublet 
Ddd : Doublet de doublet dédoublé 
DMAP : Diméthylaminopyridine 
DMF : Diméthylformamide 
DMPO : 5,5-diméthyl-1-pyrroline-N-oxyde 
DMS : Diméthylsulfate 
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DMSO : Diméthylsulfoxyde 
dt :  Doublet de triplet 
DTT : Dithiothréitol 
EDCI : Chlorhydrate de 1-[3-(diméthylamino)propyl]-3-éthylcarbodiimide 
EDTA : Acide éthylènediamine tétraacétique 
éq. Equivalent 
ESI : "Electrospray Ionisation" 
exp : expérimental 
G : Guanine 
Gly : Glycine 
GSH : Glutathion 
HATU : Hexafluorophosphate de O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-

tétraméthyluronium  
HEPES : Acide N-2-hydroxyéthylpipérazine-N’-2-éthanesulfonique 
HFS : Structure hyperfine 
His : Histidine 
HOBt : Hydroxybenzotriazole 
Hp : 3-hydroxypyrrole 
HPLC : Chromatographie liquide haute performance 
Im : Imidazole 
IR : Infrarouge 
Lin : "Linear" 
LNA : "Locked Nucleic Acid" 
m : Multiplet 
MALDI : "Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation" 
MES : Acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique 
MGB : "Minor Groove Binder" 
MMPP : Monoperoxyphtalate de magnésium 
MPA : Acide 3-mercaptopropionique 
MS : Spectrométrie de masse 
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate 
Nck : "Nicked" 
PBD : Pyrrolobenzodiazépine 
Pf : Point de fusion 
Phen : Phénanthroline 
PNA : "Peptide Nucleic Acid" 
Protéine Tat : "Trans-activator of transcription protein" 
PTK : Protéine tyrosine kinase 
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PTP : Protéine tyrosine phosphatase 
Py : Pyrrole 
(PyS)2 : Disulfure de dipyridyle 
q : Quadruplet 
RMN : Résonance magnétique nucléaire 
RPE : Résonance paramagnétique électronique 
RX : Rayons X 
s : Singulet 
Sacch : Saccharide 
Salène : N,N’-bis(salicylidène)éthylènediamine 
Sc : "Supercoiled" 
SIDA : Syndrome d'immunodéficience acquise 
sim : simulé 
sl : Singulet large 
T : Thymine 
t : Triplet 
Tamb : Température ambiante 
Tampon BPE : Tampon Bisphosphate-EDTA 
Tampon TBE : Tampon Tris-Borate-EDTA 
Tampon TN : Tampon Tris-NaCl 
TEA : Triéthylamine 
TEMED : Tétraméthyléthylènediamine 
TFA : Acide trifluoroacétique 
TFO : "Triplex Forming Oligonucleotide" 
THF : Tétrahydrofurane 
Tm : Température de fusion 
TM : Tamis moléculaire 
TMPyP : meso-tétrakis(4-N-méthyl-pyridiniumyl)porphyrine 
Tris : Tris(hydroxyméthyl)aminométhane 
U : Uracile 
UV : Ultraviolet 
VIH : Virus de l'immunodéficience humaine 
Z : Benzyloxycarbonyle 
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L’ADN, acide désoxyribonucléique, est la principale forme de stockage de 

l’information génétique rencontrée chez la plupart des organismes vivants. Le génome 

humain est constitué de vingt-trois chromosomes et d’approximativement trois milliards 

de paires de bases d’ADN, qui permettent de coder cent mille gènes.1 Chacun d’entre 

eux doit être transcrit en ARNm (acide ribonucléique messager) avant que la protéine 

correspondante ne puisse être synthétisée. Une seule mutation dans la structure d’un de 

ces gènes, la perte d’un ARNm ou la dégradation d’une protéine essentielle risquent 

d’avoir de graves répercussions sur l’organisme. Etant donnée l’importance évidente de 

maintenir l’intégrité du code génétique, la nature a recours aux liaisons phosphodiester 

pour joindre les nucléosides dans l’ADN et l’ARN. La stabilité cinétique de ces 

biopolymères est remarquable. La demi-vie pour l’hydrolyse des liaisons phosphodiester 

dans l’ADN à pH neutre et 25°C a été estimée à cent trente mille ans.2 Dans l’ARN, la 

liaison phosphodiester est hydrolysée plus facilement à cause de la présence du 

groupement hydroxyle en position 2’ du ribose. La demi-vie est estimée à quatre ans 

dans les mêmes conditions.3 Cependant, cette stabilité cinétique peut également se 

révéler problématique. Par exemple, un ADN étranger, après avoir été reconnu, doit 

être détruit. Des mutations au niveau de l’ADN natif doivent être excisées et réparées. 

L’ARN messager doit être hydrolysé pour que la protéine qu’il code ne soit pas 

synthétisée inutilement. Les nucléases constituent une classe d’enzymes naturelles dont 

le rôle est d’accomplir cette tâche, à une échelle de temps adaptée aux conditions 

physiologiques.  

Actuellement, il y a donc un intérêt considérable au développement de nucléases 

synthétiques. L’utilité de tels composés s’étend de leur emploi comme outils en biologie 

moléculaire au développement de nouveaux médicaments potentiels à visée 

anticancéreuse ou antivirale.  

Les dérivés du salène, N,N’-bis(salicylidène)éthylènediamine (Figure 1), 

complexés à différents métaux tels que le cuivre, le fer ou le nickel, constituent un 

exemple de nucléases artificielles étudié au laboratoire. Des études précédentes ont 

révélé que la nature du métal conduit à des activités nucléasiques très différentes.  
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OH

N N

HO

Salène
 

Figure 1 : N,N’-bis(salicylidène)éthylènediamine 

De nombreux salènes à vanadium ont été étudiés pour des applications en chimie 

comme catalyseurs de réactions diverses. En revanche, ces complexes n’ont, à notre 

connaissance, jamais été étudié dans le cadre de la coupure d’ADN. La première partie 

de nos travaux décrit donc la synthèse des salènes à vanadium 2a-d (Figure 2) ainsi que 

l’étude de leur activité nucléasique.  

O

N N

O
RR

V

2a : R = H
2b : R = OH (o)
2c : R = OH (m)
2d : R = OH (p)

O

 

Figure 2 : Complexe de vanadyle de la N,N’-bis(salicylidène)éthylènediamine 2a et ses 

dérivés hydroxylés 2b-d 

La majorité des nucléases chimiques coupe l’ADN sans spécificité de séquence. 

Cependant, une telle nucléase peut être transformée en une nucléase spécifique, par 

couplage de l’entité réactive à une molécule capable de reconnaître une séquence 

particulière de l’ADN double-brin. C’est le concept que nous avons appliqué dans la 

deuxième partie de nos travaux par l’étude des salènes à cuivre fonctionnalisés 9a-c 

(Figure 3). Leur chaîne latérale équipée d’un groupement amino terminal permet la 

conjugaison à divers agents se liant à l’ADN, notamment à des oligonucléotides capables 

de former une triple hélice avec un ADN double-brin, ou encore à des ligands du petit 

sillon. De tels conjugués, potentiellement capables de reconnaître et de couper l’ADN au 

niveau de séquences particulières, pourraient donc éventuellement trouver une 

application en tant que régulateurs spécifiques de l’expression de gènes choisis pour 

cibles.  
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Figure 3 : Salènes à cuivre fonctionnalisés 9a-c 

Dans la troisième et dernière partie de nos travaux, nous nous sommes 

concentrés sur le ligand salénique lui-même. Celui-ci a été modifié dans l’optique 

d’obtenir des composés capables d’interagir avec l’ADN, plus particulièrement au niveau 

du petit sillon. L’ADN représente en effet une cible biologique de choix, non seulement 

pour des composés capables de le couper mais aussi pour des produits capables 

d’interagir efficacement avec lui, bloquant ainsi potentiellement la réplication ou la 

transcription. Nous nous sommes donc intéressés à la synthèse des dérivés 16-19 

(Figure 4) ainsi qu’à l’étude de leur capacité à interagir avec l’ADN.  
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Figure 4 : Iodures de N,N’-bis[(2-triméthylammoniuméthoxy)benzylidène]-

benzènediamine 16-19 

 

 

 

 

 



 

 

CCHHAAPPIITTRREE  II  ::    

AACCIIDDEESS  NNUUCCLLEEIIQQUUEESS,,  

LLIIGGAANNDDSS  DDEESS  AACCIIDDEESS  NNUUCCLLEEIIQQUUEESS  

EETT  NNUUCCLLEEAASSEESS  CCHHIIMMIIQQUUEESS  
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AA..  AADDNN  EETT  AARRNN  
 

Les acides nucléiques, ADN et ARN, sont des macromolécules biologiques dont le 

but est la conservation et le transfert de l’information génétique. Il s’agit 

respectivement de polymères de désoxyribonucléotides ou de ribonucléotides, reliés 

entre eux par des liaisons phosphodiester (Figure 5). 
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HXO

CH2OPO

O-

O

PO

O-
O CH2 Base

HXO

ADN : X = H
ARN : X = OH

 

Figure 5 : Structure des acides nucléiques 

Les différentes bases nucléiques entrant dans la constitution de l’ADN ou de 

l’ARN sont répertoriées dans le Tableau 1 ci-dessous : 

Bases puriques Bases pyrimidiques 

Adénine (A) Guanine (G) Cytosine (C) Thymine (T) Uracile (U) 

N

NN
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N

NH2

1

2

3
4

5
67
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9
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5 67
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H
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O
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1 2
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6
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N
H

NH2

O
 

1 2

3

45

6

NH

N
H

O

O
 

1 2

3

4
5

6

NH

N
H

O

O
 

Tableau 1 : Bases nucléiques 

L’ADN est constitué de deux chaînes polynucléotidiques reliées par des liaisons 

hydrogène entre les bases. L’appariement des bases se fait selon le modèle de Watson 

et Crick, deux liaisons hydrogène entre l’adénine et la thymine, trois entre la guanine et 

la cytosine. Les deux chaînes polynucléotidiques sont hélicoïdales antiparallèles et 

s’enroulent autour d’un même axe, formant alors une double hélice (Figure 64) constituée 

d’un grand et d’un petit sillon.  
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Figure 6 : Double hélice d’ADN 

 

L’ARN est en général simple brin, mais les brins peuvent se replier en boucle par 

des appariements A-U et G-C, et ce de façon étendue, créant ainsi des structures 

secondaires et tertiaires importantes. On distingue les ARN messagers (ARNm, sous 

forme simple brin), les ARN ribosomaux (ARNr, qui s’associent avec des protéines pour 

former les ribosomes) et les ARN de transfert (ARNt, ayant une structure en feuille de 

trèfle). Au pH physiologique (7,2), l’ADN et l’ARN sont des polyanions. 

 

 

 

 

 

 

 

Grand sillon 

Petit sillon 
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BB..  LLIIGGAANNDDSS  DDEESS  AACCIIDDEESS  NNUUCCLLEEIIQQUUEESS  
 

La possibilité de cibler des séquences définies sur une molécule d’ADN présente 

un intérêt considérable dans le traitement des maladies humaines. En effet, sous la 

séquence nucléotidique se cachent non seulement les instructions pour la synthèse des 

protéines et des ARN, mais aussi les informations assurant la régulation de leur 

production. L’expression d’un gène spécifique dépend d’une multitude de facteurs de 

transcription qui doivent reconnaître et se lier à des séquences spécifiques de la 

molécule d’ADN pour permettre la formation du complexe de transcription. La 

réplication de l’ADN lors de la division cellulaire est aussi dépendante de l’interaction de 

séquences spécifiques, les origines de réplication, avec des protéines se liant à l’ADN 

pour former les complexes de réplication multi-composants. Ces divers processus ont un 

point commun : des séquences nucléotidiques plus ou moins longues qui servent de sites 

de reconnaissance spécifiques pour des protéines se liant à l’ADN.  

Ainsi, en terme de maladie humaine, l’ADN représente une cible à la fois 

omniprésente et extrêmement spécifique pour d’éventuels médicaments. Les 

paragraphes suivants décrivent les différents types d’agents interagissant avec l’ADN, 

les recherches actuelles étant principalement axées vers la découverte de ligands de 

plus en plus spécifiques, c’est-à-dire capables de reconnaître des séquences d’ADN 

particulières.  

II..  AAGGEENNTTSS  AALLKKYYLLAANNTTSS  

Les agents alkylants5 établissent des liaisons covalentes avec les acides 

nucléiques de la cellule. Ce sont généralement des composés électrophiles qui peuvent 

être attaqués par les bases de l’ADN selon une réaction de substitution nucléophile 

ayant pour conséquence le remplacement d’un proton d’une base par un groupe alkyle. Ils 

réagissent donc avec tout donneur d’électron du voisinage, tel que les groupements 

amine ou hydroxyle. La plupart des alkylants utilisés en thérapeutique sont 

bifonctionnels, ils possèdent deux groupes alkyles, pouvant lier deux nucléotides 

adjacents. Un agent bifonctionnel étant capable de réagir avec deux nucléotides, il 

formera des ponts intra- ou inter-caténaires rendant ainsi la transcription ou la 

réplication de l’ADN impossible. L’azote N(7) de la guanine est probablement la cible 

moléculaire principale de l’alkylation. 
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Cette classe pharmacologique comprend un très grand nombre de substances 

utilisées en thérapeutique, parmi lesquelles (Figure 7) : 

- les moutardes à l’azote comme la chlorméthine (Caryolysine®), 

- les nitroso-urées comme la carmustine (Bicnu®), 

- les alkylsulfonates tels que le busulfan (Misulban®), 

- les éthylène-imines comme l’altrétamine (Hexastat®), 

- les dérivés du platine tels que le cisplatine (Cisplatyl®). 
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N N

Cl

Cl

N O
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O
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O
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N N

NN N

N
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Cl

Cl NH3

NH3
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Figure 7 : Exemples d’agents alkylants 

L’activité antitumorale de la plupart des agents alkylants réside dans leur 

capacité à tuer rapidement les cellules en division plutôt que dans une éventuelle 

sélectivité pour la cellule tumorale. Ils sont en effet capables d’établir des liaisons 

covalentes avec l’ADN de toutes les cellules, normales ou tumorales, surtout celles qui 

se reproduisent rapidement. Leur effet est donc peu spécifique et c’est pourquoi ces 

composés causent de nombreux dommages collatéraux aux cellules en division dans les 

tissus normaux. Ceux-ci se manifestent par les effets secondaires de la chimiothérapie 

(perte de cheveux, stérilité…).  

IIII..  AAGGEENNTTSS  IINNTTEERRCCAALLAANNTTSS  

Il s’agit de molécules caractérisées par plusieurs noyaux aromatiques condensés.5 

Leur dimension et structure permettent l’insertion entre deux plans de bases de l’ADN 

par "stacking" (liaison non covalente), ce qui provoque une détorsion de la double hélice 
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d’ADN. Cette détorsion empêche la progression de l’ADN et de l’ARN polymérase, 

impliquant une inhibition de la réplication et de la transcription. La plupart de ces 

composés sont également capables d’inhiber les topoisomérases. Ces enzymes cellulaires 

jouent un rôle au niveau de la spiralisation / déspiralisation de l’ADN. Après avoir créé 

des coupures transitoires de l’un ou des deux brins d’ADN (topoisomérases I ou II 

respectivement), elles assurent leur religation. Elles permettent ainsi une relaxation des 

forces de torsion générées au moment de la réplication. Par association aux 

topoisomérases, qui empêche l’étape de religation, certains intercalants induisent donc 

des coupures mono- et bicaténaires de l’ADN. Pour certains intercalants, les coupures 

peuvent également provenir de leur capacité à générer des radicaux libres.  

Les agents intercalants regroupent cinq familles de molécules (Figure 8) : 

- les anthracyclines (doxorubicine), 

- les ellipticines (9-hydroxyellipticine), 

- les actinomycines (dactinomycine), 

- les acridines (amsacrine), 

- les aminoanthraquinones (mitoxantrone). 

Ces composés, tout comme les agents alkylants, ne sont pas sélectifs d’une 

séquence particulière de l’ADN.  
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Figure 8 : Exemples d’agents intercalants 

IIIIII..  LLIIGGAANNDDSS  DDUU  PPEETTIITT  SSIILLLLOONN  DDEE  LL’’AADDNN  

Il existe de nombreux composés, naturels ou synthétiques, capables de se lier 

dans le petit sillon de l’ADN. La séquence d’ADN est représentée dans le petit sillon par 

un ensemble de groupes donneurs et accepteurs de liaisons hydrogène spécifiques de 

chaque base, par des variations du potentiel électrostatique moléculaire, par des 

variations dans les contacts de Van der Waals, ainsi que par des variations de 

l’hydrophobicité. Les ligands du petit sillon, constitués de cycles aromatiques, possèdent 

une structure en forme de croissant, coïncidant avec le rayon de courbure du petit sillon 

de l’ADN. Ils incluent également dans leur structure des charges cationiques, 

responsables de l’affinité pour les charges négatives des groupements phosphate de 

l’ADN, ainsi que des atomes donneurs et accepteurs de liaisons hydrogène.6 Ces 

composés ont tendance à se lier dans le petit sillon sans entraîner de forte distorsion du 

squelette phosphate, et stabilisent la conformation usuelle de l’ADN (ADN-B). 
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1. Sélectivité pour les séquences A-T 

La grande majorité des ligands du petit sillon se lie de façon sélective au niveau 

des séquences d’ADN riches en paires de bases A-T. En effet, le petit sillon est 

beaucoup plus étroit au niveau de ces sites, de telle sorte que les ligands peuvent s’y 

introduire et former des contacts de Van der Waals stabilisant l’association. Le 

potentiel électrostatique du petit sillon varie aussi en fonction de la séquence des bases. 

Il est le plus électronégatif au niveau des séquences riches en paires de bases A-T, ce 

qui favorise l’affinité des ligands du petit sillon chargés positivement. De plus, ces 

paires de bases possèdent deux groupes accepteurs de liaisons hydrogène, l’oxygène 

O(2) de la thymine et l’azote N(3) de l’adénine, qui peuvent renforcer l’association des 

ligands dotés de groupes donneurs de liaisons hydrogène.7  

aa  LLiiggaannddss  dd’’oorriiggiinnee  nnaattuurreellllee  

Les ligands du petit sillon de l’ADN ont pour chefs de file deux antibiotiques 

d’origine naturelle : la nétropsine et la distamycine (Figure 9). Il s’agit de 

polypyrrolecarboxamides qui forment des liaisons hydrogène avec les adénines et les 

thymines par l’intermédiaire des fonctions amide. Les charges cationiques terminales 

permettent également de renforcer l’interaction avec l’ADN par liaison électrostatique 

avec les charges négatives des groupements phosphate de l’ADN.  
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Figure 9 : Ligands du petit sillon d’origine naturelle 
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bb  LLiiggaannddss  ssyynntthhééttiiqquueess  

Un nombre considérable de dérivés inspirés des structures de la nétropsine et de 

la distamycine ont été synthétisés. Les variations portent sur le nombre de motifs N-

méthylpyrrole, la formation de dimères de nétropsine ou de distamycine reliés par des 

bras espaceurs de natures et longueurs diverses… Ces composés constituent la famille 

des lexitropsines.8  

D’autres composés synthétiques de structures variées (Figure 10) ont également 

été proposés comme ligands du petit sillon.8 On peut citer notamment : 

- le composé Hoechst 33258 qui est un colorant synthétique contenant un 

motif bis-benzimidazole, semblable à la nétropsine et à la distamycine en 

terme de courbure et de position des groupes donneurs de liaisons 

hydrogène, 

- des composés de type diamidine, comme le DAPI (4’,6-diamidino-2-

phénylindole), l’APF (2,5-bis(4-amidinophényl)furane ou furamidine), le 

Bérénil ou la pentamidine, 

- des composés de type benzanilide comme le SN 6999.9 
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Figure 10 : Ligands du petit sillon cationiques 

Les composés décrits ci-dessus sont tous de nature cationique mais des ligands 

neutres8 ont également été proposés (Figure 11) :  

- le composé CC-1065, antibiotique antitumoral très puissant isolé de 

Streptomyces zelensis, constitué de trois sous-unités pyrroloindole : l’une, 

contenant le motif cyclopropyl-pyrroloindole, est responsable de 

l’alkylation de l’ADN tandis que les deux autres permettent des 

interactions non covalentes avec l’ADN, 

- les antibiotiques antitumoraux de la famille des pyrrolo[2,1-c][1,4]-

benzodiazépines PBD comme l’anthramycine. Ils sont produits par des 

souches variées de Streptomyces. Ils possèdent en position 10-11 un 

centre électrophile, imine ou éther méthylique de carbinolamine, 

responsable de l’alkylation de l’ADN. La configuration (S) du carbone C11a 
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de la plupart des PBD naturelles leur fournit la structure tridimen-

sionnelle adaptée au petit sillon de l’ADN-B. 
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Figure 11 : Ligands du petit sillon neutres 

2. Reconnaissance des bases G-C et de séquences spécifiques 

Contrairement au grand nombre de ligands du petit sillon qui se lient 

sélectivement à l’ADN riche en paires de bases A-T, les composés se liant aux séquences 

d’ADN riches en paires de bases G-C, ou encore aux séquences mixtes, sont 

relativement rares. Néanmoins, de telles molécules présentent un intérêt considérable. 

En effet, des composés capables de cibler des séquences spécifiques de l'ADN 

pourraient potentiellement contrôler l'expression de gènes particuliers. 
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aa  PPoollyyaammiiddeess  eenn  ééppiinnggllee  àà  cchheevveeuuxx  

Les travaux de Dervan et ses collaborateurs ont permis de découvrir des 

composés capables de cibler spécifiquement les quatre paires de bases de l’ADN-B.10-15  

Des études structurales des complexes formés entre la distamycine et l’ADN 

riche en paires de bases A-T ont révélé que deux molécules de distamycine peuvent 

s’associer côte à côte dans le petit sillon de façon antiparallèle, et que ce sillon 

normalement étroit au niveau de ces séquences peut s’élargir considérablement. Les 

paires de bases G-C et C-G ont pu être ciblées par modulations de la structure de base 

de la distamycine au niveau de sites-clefs impliqués dans la formation de liaisons 

hydrogène avec l’ADN.  

Ainsi, les polyamides contenant des acides aminés N-méthylpyrrole et N-

méthylimidazole sont des ligands synthétiques qui présentent une affinité et une 

spécificité pour l’ADN comparable à celle des protéines naturelles se liant à l’ADN. La 

reconnaissance de l’ADN dépend de l’appariement de ces acides aminés dans le petit 

sillon. L’appariement antiparallèle d’un imidazole (Im) en face d’un pyrrole (Py) reconnaît 

une paire de bases G-C, alors qu’une combinaison Py-Im reconnaît C-G. Une paire Py-Py 

est dégénérée et reconnaît soit A-T soit T-A.11 

Le groupement amide qui joint les hétérocycles aromatiques (pyrroles et 

imidazoles) fournit l’affinité pour l’ADN par formation de liaisons hydrogène avec les 

atomes N(3) des purines ou O(2) des pyrimidines, alors que la spécificité pour les paires 

de bases G-C est rendue possible par l’établissement d’une liaison hydrogène spécifique 

entre l’azote N(3) de l’imidazole et le groupe N(2)-H exocyclique de la guanine. Cette 

liaison peut se former si l’imidazole se trouve en face d’un pyrrole qui élargit le sillon et 

positionne l’imidazole de façon adéquate.  

La distinction entre une paire de bases A-T et T-A est également rendue 

possible, là encore par modification du motif pyrrole. Deux pyrroles côte à côte ciblent 

à la fois une paire A-T ou T-A sans sélectivité, mais la présence d’un groupe hydroxyle 

en position 3 sur un des deux motifs pyrrole permet la reconnaissance des thymines. 

L’atome O(2) des thymines peut en effet former deux liaisons hydrogène, l’une avec 

l’hydrogène du groupe amide et l’autre avec le groupement hydroxyle de 

l’hydroxypyrrole. Le groupe hydroxyle interfère également stériquement avec l’adénine, 

contrairement au motif pyrrole simple. Ainsi, un hydroxypyrrole à côté d’un pyrrole cible 

sélectivement T-A, alors que la paire inverse cible une paire de bases A-T (Figure 

12).12, 13, 14 
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Figure 12 : Reconnaissance moléculaire du petit sillon de l'ADN12 

(A) Schéma des liaisons hydrogène entre les bases G-C et A-T, selon le modèle de Watson-Crick. Les 

cercles contenant des points représentent les doublets libres des atomes N(3) des purines et O(2) des 

pyrimidines, et les cercles contenant un H représentent le groupe amino en position 2 de la guanine. Les 

groupes R représentent le squelette sucre-phosphate de l'ADN. 

(B) Modèle de liaison pour le complexe formé entre ImHpPyPy-γ-ImHpPyPy-β-Dp et une séquence 5'-

TGTACA-3'. Les liaisons hydrogène sont indiquées par des pointillés. γ : bras de liaison acide γ-

aminobutyrique, β : résidu β-alanine, Dp : ((diméthylamino)propyl)amide. 

La formulation de ces règles d’appariement simples pour la reconnaissance du 

petit sillon de la double hélice (Tableau 2) permet la conception de composés capables 

de se lier à des séquences prédéterminées d’ADN. Ces règles ont d'ailleurs été utilisées 

pour cibler une grande variété de séquences, de longueurs variant entre 5 et 13 paires 

de bases.  

Paire G-C C-G T-A A-T 

Im/Py 

Py/Im 

Hp/Py 

Py/Hp 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

Tableau 2 : Code d'appariement pour la reconnaissance du petit sillon par les 

polyamides de Dervan 

 

 

  

Py/Im cible C-G

Py/Hp  cible  A-T

Hp/Py  cible  T-A

Im/ Py  cible  G-C

( A)   (B) 
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Ainsi, la liaison spécifique à la séquence est totalement dépendante de la 

formation de dimères. Cependant, l’affinité et la spécificité de dimères non liés à trois 

cycles aromatiques restent modestes. Pour entrer en compétition avec les protéines 

naturelles, telles que les facteurs de transcription, l’affinité de ces composés 

synthétiques a donc été améliorée, par association des extrémités carboxyle et amino 

de deux de ces molécules grâce à un connecteur de type acide γ-aminobutyrique. Ces 

molécules se lient à l’ADN dans une conformation en épingle à cheveux, conservant 

l’alignement côte à côte des sous-unités Im et Py. Ces structures en épingle à cheveux 

présentent une affinité et une spécificité très importante, d’autant plus que le nombre 

d’unités hétérocycliques augmente. D’autres modifications ont aussi permis de favoriser 

la liaison de ce type de composés, notamment l’incorporation de l'acide aminé flexible β–

alanine, qui permet de cibler de plus longues séquences d’ADN.15  

bb  LLee  DDBB  229933,,  ddéérriivvéé  aassyymmééttrriiqquuee  ddee  llaa  ffuurraammiiddiinnee  

La furamidine, composé cationique comportant deux motifs de type phénylamidine 

reliés par un cycle furane interagit en tant que monomère avec les séquences A-T de 

l’ADN. Un dérivé asymétrique, le DB 293, dans lequel un des groupements phényle de la 

furamidine est remplacé par un benzimidazole (Figure 13), a montré une plus forte 

affinité pour les sites contenant des bases G-C que pour les séquences A-T pures. 16 Il a 

été démontré que ce composé se lie dans le petit sillon au niveau de séquences 

spécifiques contenant des bases G-C par formation d’un dimère antiparallèle, de telle 

sorte que le cycle phényle d’une molécule se retrouve en face du groupe amidine du 

benzimidazole de l’autre. La formation de ce dimère dans le petit sillon est très sensible 

à la structure du composé. En effet, une modification de la structure du DB 293 inhibe 

la formation du dimère. Ainsi, aucun des deux analogues symétriques du DB 293 

(bisphényle ou bisbenz-imidazole) ne se lie de façon significative aux séquences 

contenant les bases G-C. Seule la conversion des groupes amidine en guanidine préserve 

le dimère. 17, 18  

OH2N

H2N
+ HN

N

H2N

NH2

+

 

Figure 13 : Formule du DB 293 
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Le DB 293 a été identifié comme étant le premier dication aromatique, différent 

des polyamides, capable de former des dimères dans le petit sillon de l’ADN contenant 

des séquences G-C. La formation de complexes 2 : 1 avec l’ADN avait déjà été décrite 

précédemment pour certains dérivés monocationiques tels que la distamycine et les 

polyamides qui en dérivent (lexitropsines), mais pas pour des dications ni pour des 

composés autres que des polyamides. 

IIVV..  OOLLIIGGOONNUUCCLLEEOOTTIIDDEESS  EETT  DDEERRIIVVEESS  

Les études actuelles sont orientées vers la recherche de ligands présentant une 

sélectivité suffisamment importante pour reconnaître une séquence unique dans l’ADN 

double-brin d’une cellule vivante. La taille du génome des organismes vivants va de 

quelques millions de paires de bases chez les bactéries (4.5×106 chez Escherichia coli, la 

bactérie qui colonise l’intestin humain) à quelques milliards pour les systèmes plus 

évolués, eucaryotes (environ 3×109 paires de bases dans l’ADN humain).19 Le seul ligand 

des acides nucléiques, connu à l’heure actuelle, capable d’atteindre un tel degré de 

spécificité reste l’acide nucléique lui-même. 

1. Stratégies "antisens" et "antigène" 

Depuis la découverte en 1953 de la structure double-hélice de l’ADN, le modèle 

de Watson-Crick de la formation des paires de bases a fourni un code pour la 

reconnaissance d’une séquence d’acide nucléique mono-brin particulière. Deux liaisons 

hydrogène permettent la reconnaissance de l’adénine par la thymine ou l’uracile et trois 

liaisons hydrogène sont impliquées dans la reconnaissance de la guanine par la cytosine. 

Ces règles de reconnaissance sélective permettent d’élaborer un oligonucléotide capable 

de reconnaître une séquence de bases définie sur un acide nucléique mono-brin cible. 

C’est le fondement de la stratégie "antisens". En se liant à un ARN messager par 

exemple, l’oligonucléotide antisens empêche la séquence du gène cible d’être traduite en 

protéine, bloquant ainsi l’action du gène. De nombreux gènes, connus pour leur 

importance dans la régulation de l’apoptose, la croissance cellulaire, la métastase et 

l’angiogenèse, ont été validés comme cibles moléculaires dans le cadre de la thérapie 

antisens. Des oligonucléotides antisens sont à l’étude en essais cliniques.20 
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Les oligonucléotides peuvent également se lier au grand sillon de l’ADN double-

hélice en formant une triple hélice locale (Figure 14) par formation de liaisons 

hydrogène de type Hoogsteen spécifiques de la séquence.21 Il s’agit dans ce cas de la 

stratégie "antigène".  

 

Figure 14 : Représentation schématique de la triple hélice intermoléculaire 

Les séquences-cibles optimales doivent présenter des purines consécutives sur le 

même brin car seules les bases puriques sont capables d’établir deux liaisons hydrogène 

de type Hoogsteen dans le grand sillon de l’ADN (Figure 15) : c’est la principale 

restriction au répertoire des sites-cibles potentiels. La liaison est fortement 

dépendante du pH car les cytosines doivent être protonées pour former deux liaisons 

hydrogène avec les guanines (Figure 15). 

 

Figure 15 : Liaisons hydrogène de type Watson-Crick (WC) et de type Hoogsteen (H) 

Le fait de cibler les oligonucléotides directement au niveau des gènes présente 

un avantage comparé aux oligonucléotides "antisens" qui sont dirigés vers les ARN 

messagers. En effet, il existe seulement deux copies (deux allèles) du gène ciblé dans la 

cellule tandis qu’il peut y avoir des milliers de copies d’un ARN messager. Bloquer la 

traduction d’un ARNm n’empêche pas le gène correspondant d’être transcrit, reformant 
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ainsi le stock d’ARNm. Au contraire, empêcher la transcription du gène permet de 

diminuer la concentration d’ARNm de façon plus efficace et durable, en fonction du 

temps de résidence de l’oligonucléotide antigène sur sa séquence-cible et de sa durée de 

vie, déterminée par sa sensibilité aux nucléases.  

2. Analogues d’oligonucléotides formant une triple hélice 

La possibilité de concevoir une nouvelle génération de régulateurs spécifiques de 

l’expression des gènes, basée sur la reconnaissance de l’ADN par des oligonucléotides 

formant une triple hélice (TFO), apporte un intérêt considérable à la chimie et la 

biologie des analogues d’oligonucléotides. La recherche d’analogues de nucléotides, 

impliquant des modifications des bases, des sucres ou du squelette, ou encore 

l’association à un autre ligand de l’ADN, est régie par plusieurs buts : améliorer la 

stabilité du triplexe tout en préservant la spécificité, surmonter la dépendance au pH, 

étendre le répertoire des séquences-cibles potentielles.19, 21 Le temps de résidence d’un 

TFO sur sa cible d’ADN est un paramètre déterminant pour observer une réponse 

biologique. Les constantes de dissociation de certaines triples hélices sont du même 

ordre que celles de certains facteurs de transcription, permettant une compétition avec 

des régulateurs naturels de l’expression de gènes. La présence d’un agent intercalant, ou 

d’un ligand spécifique pour la triple hélice, tout comme des modifications de squelette, 

permettent de diminuer la constante de dissociation et d’augmenter la durée de vie du 

complexe. 

aa  MMooddiiffiiccaattiioonn  ddeess  bbaasseess  

Des modifications au niveau des bases sont réalisées afin d’améliorer la liaison à 

l’ADN dans les conditions physiologiques mais aussi pour étendre la diversité des 

séquences de reconnaissance. Par exemple, le remplacement de la cytosine par la 5-

méthylcytosine, ou encore de la thymine par la 5-bromouracile, permet de stabiliser la 

triple hélice.  

bb  MMooddiiffiiccaattiioonn  dduu  ssqquueelleettttee  oossee--pphhoosspphhaattee  

Lorsque le désoxyribose est remplacé par le ribose, une stabilisation de la triple 

hélice est observée. Les oligoribonucléotides pyrimidiques se lient plus fortement au 

duplexe d’ADN que les oligodésoxyribonucléotides correspondants. Les dérivés alkylés 

en position 2’ se lient plus fortement que les oligoribonucléotides non substitués. 
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Les acides nucléiques naturels sont construits avec les anomères β des unités 

nucléotidiques. Il est possible de synthétiser les anomères α, et par conséquent de 

construire des α-oligonucléotides, dans lesquels toutes les unités présentent la 

configuration α, sans trop d’incidence sur la stabilité du triplexe. Ces oligomères α sont 

résistants à la fois aux endo- et aux exonucléases. La résistance aux nucléases des α-

oligonucléotides les rend attrayants pour le développement de régulateurs de 

transcription de gènes in vivo. 

D’autres modifications du squelette ont également été exploitées pour optimiser 

la stabilité du triplexe tout en maintenant la spécificité de séquence et aussi pour 

concevoir des oligonucléotides résistant à la dégradation par les nucléases cellulaires. A 

ce propos, plusieurs familles de dérivés ont été étudiées, parmi lesquelles les 

phosphoramidates, phosphorothioates, méthylphosphonates ou encore les PNA, "Peptide 

Nucleic Acids" (Figure 16). Dans le dernier cas, la chaîne phosphodiester est remplacée 

par une chaîne pseudo-peptidique polyamidique sur laquelle sont attachées les 

nucléobases.  

cc  AAssssoocciiaattiioonn  àà  ddeess  iinntteerrccaallaannttss  oouu  ddeess  lliiggaannddss  dduu  ppeettiitt  ssiilllloonn  

Des agents intercalants attachés à l’extrémité 5’- ou 3’- des oligonucléotides ont 

été développés dans le but d’améliorer l’affinité des TFO pour l’ADN et ainsi stabiliser 

les triples hélices. Un site préférentiel d’intercalation est en effet formé à la jonction 

entre le triplexe et le duplexe. Des dérivés de l’ellipticine, de l’acridine ou encore des 

intercalants de type anthracycline (Figure 8 page 24) ont donc été greffés sur divers 

oligonucléotides.21, 22, 23 

Dans le même ordre d’idée, des ligands du petit sillon de type polyamides avec 

une structure secondaire en épingle à cheveux ont également été associés aux 

oligonucléotides.24, 25 Ces composés ont montré des propriétés de stabilisation 

comparables à celles des agents intercalants, avec l’avantage de se lier spécifiquement 

sur une séquence particulière d’ADN, ce qui permet d’accroître considérablement la 

séquence cible de reconnaissance. Les conjugués "TFO-ligand du petit sillon" sont 

d’ailleurs capables de se lier simultanément au grand et au petit sillon de l’ADN.  
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Figure 16 : Modifications du squelette conférant stabilité envers les nucléases 

intracellulaires et utilisées dans la stratégie antigène 

La principale limitation de la stratégie "triplexe" reste la nécessité d’une 

séquence-cible oligopurine dans l’ADN. Il existe, comme indiqué ci-dessus, plusieurs 

moyens d’étendre la diversité des séquences de reconnaissance mais la conception 

d’analogues de nucléotides qui reconnaîtraient les quatre paires de bases de l’ADN dans 

le grand sillon (A-T, T-A, C-G, G-C), de façon similaire aux polyamides en épingle à 

cheveux, reste encore un challenge à l’heure actuelle.  

3. Applications des oligonucléotides 

aa  BBiioollooggiiee  mmoollééccuullaaiirree  

Le fait que les oligonucléotides soient capables de reconnaître le grand sillon de 

l’ADN de façon séquence-spécifique a permis des applications intéressantes dans des 

domaines variés en biologie moléculaire et cellulaire. On peut citer par exemple la 
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chromatographie d’affinité basée sur la formation des triples hélices, l’utilisation comme 

sondes de séquences d’ADN… 

bb  CCoonnttrrôôllee  ddee  ll’’eexxpprreessssiioonn  ddee  ggèènneess    

Le TFO peut recouvrir les sites de reconnaissance et de liaison d’un ou plusieurs 

composants du complexe de réplication ou de transcription, les empêchant ainsi de se 

lier à leur cible d’ADN. La perturbation de la liaison de facteurs protéiques et/ou 

d’enzymes peut induire l’inhibition ou l’activation de processus enzymatiques, selon les 

facteurs inhibés (facteurs activateurs ou inhibiteurs respectivement).  
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CC..  LLEESS  NNUUCCLLEEAASSEESS  
 

Le terme de nucléase se réfère aux agents capables de couper les acides 

nucléiques. La coupure induite par une nucléase peut avoir lieu à différents niveaux de 

l’enchaînement des nucléotides : 

 au niveau des liaisons phosphodiester (coupure hydrolytique).1 C’est 

essentiellement le cas des nucléases enzymatiques, ainsi que celui des 

nucléases chimiques à activité hydrolytique (relativement rares).  

 au niveau des liaisons C-H du sucre (coupure oxydante).26 L’abstraction 

d’un atome d’hydrogène du ribose ou du désoxyribose produit un radical 

qui par réarrangement peut aboutir à la scission du brin d’acide nucléique. 

C’est le mécanisme d’action de certaines nucléases chimiques à activité 

oxydante.  

 au niveau des bases nucléiques.27 Les hétérocycles puriniques et 

pyrimidiques, riches en électrons, sont des cibles de choix pour les 

réactions avec des agents électrophiles (agents oxydants, alkylants…). Ces 

réactifs fournissent rarement une coupure directe ou franche, mais 

permettent lors d’une seconde étape chimique le clivage de l’ADN ou de 

l’ARN sur un site spécifique. Cette seconde étape implique généralement 

un traitement par la chaleur, par une base ou par une enzyme ce qui assure 

la réaction de coupure par formation d’un site abasique suivi d’une β-

élimination. Généralement, c’est le traitement à la pipéridine qui est le plus 

utilisé. Il permet de révéler les sites abasiques et les bases modifiées 

chimiquement.  

II..  NNUUCCLLEEAASSEESS  DD''OORRIIGGIINNEE  NNAATTUURREELLLLEE  

Les liaisons phosphodiester sont très stables devant l’hydrolyse, car la cinétique 

d’hydrolyse est lente. Dans la nature, le rôle des enzymes appelées nucléases est donc 

de catalyser l’hydrolyse de la fonction phosphodiester des acides nucléiques. Ces 

enzymes se retrouvent dans les cellules de tous les êtres vivants. On distingue deux 

types de nucléases enzymatiques : les endonucléases qui hydrolysent les fonctions 

phosphodiester à l’intérieur d’une chaîne d’ADN ou d’ARN et les exonucléases qui 

hydrolysent les fonctions phosphodiester aux extrémités 3’- ou 5’- de l’acide nucléique 
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en élaguant un par un les résidus nucléotidiques. Les nucléases peuvent agir 

spécifiquement soit sur l'ARN (ribonucléases) soit sur l'ADN (désoxyribonucléases). 

Elles présentent en outre de grands niveaux de spécificité, ce qui permet leur utilisation 

pour le séquençage des acides nucléiques.  

Il existe également des nucléases issues de produits naturels (Figure 17 page 40) 

tels que :  

- les antibiotiques dérivés de la bléomycine : ils peuvent lier divers ions 

métalliques tels que le fer, le cobalt ou le cuivre. Les complexes sont 

pentadentés : la complexation du métal s'effectue dans un plan de base 

défini par 4 atomes d'azote (amine secondaire de la portion β-

aminoalanine, azote du noyau pyrimidine, azote de fonction amide et azote 

du noyau imidazole du résidu β-hydroxyhistidine) ainsi que par un atome 

d’azote supplémentaire (amine primaire de la portion β-aminoalanine) 

constituant un donneur axial (Figure 17, les atomes coordinant le métal 

sont indiqués en gras et soulignés), 

- les porphyrines : on peut citer par exemple les complexes de manganèse ou 

encore de cuivre, 

- des peptides : c’est le cas notamment des métallotripeptides XXH à nickel 

ou à cuivre, avec une fonction amino terminale, un groupement histidine en 

troisième position et deux azotes peptidiques déprotonables, permettant 

la chélation des métaux.  

IIII..  NNUUCCLLEEAASSEESS  SSYYNNTTHHEETTIIQQUUEESS  

L’acide éthylènediamine tétraacétique (EDTA) est connu pour complexer très 

fortement les cations métalliques, son complexe de fer constitue une nucléase très 

utilisée. Des complexes de la phénanthroline (cuivre, ruthénium, rhodium) sont 

également employés ainsi que certains dérivés du salène, N,N’-bis(salicylidène)-

éthylènediamine, complexés par le fer, le cuivre, le manganèse, le cobalt, le chrome, le 

nickel... (Figure 17). 
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Figure 17 : Exemples de ligands de nucléases 

Ainsi, ces nucléases non enzymatiques sont principalement des complexes de 

métaux de transition pour lesquels le ou les ligands modulent, d’une part, les propriétés 

oxydantes responsables du mécanisme de coupure (charge du métal, potentiel rédox) et, 

d’autre part, les propriétés d’affinité entre le complexe et l’acide nucléique 

(encombrement stérique, charge globale du complexe, groupements donneurs et 

accepteurs de liaisons hydrogène portés par les ligands…). La nature du métal lui-même 

influence aussi fortement l’activité nucléasique.28  

1. Mécanisme d'action 

Il existe peu de nucléases chimiques à activité hydrolytique véritablement 

efficaces et la recherche s’est axée principalement vers la coupure oxydante. Le 

fonctionnement d’une nucléase chimique à activité oxydante est représenté sur le 

Schéma 1. Le mécanisme d’action de ces complexes LM repose sur une activation par un 

agent extérieur (chimique, photochimique ou électrochimique) conduisant à la formation 

d’espèces oxydantes. Les espèces ainsi formées peuvent être radicalaires, métalliques 

ou photoexcitées. Elles sont produites près de l'acide nucléique et oxydent les sucres, 
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conduisant à une coupure directe et aléatoire, et/ou les bases nucléiques, induisant une 

coupure indirecte et sélective. 

LM
nucléase chimique

Espèces oxydantes
Coupure 

directe ou 
indirecte

(M = métal, L = ligand)

ADN ou ARN

- radicalaires (HO•, SO4
•-, CH3

•...)

- métalliques (M/HO•, M/O2
•-, M=O...)

- photoexcitées (M* ou L*...)

Activateur :
- chimique (oxydant ou réducteur)
- photochimique
- électrochimique

coactivateur  
(H2O2 ou O2)

 
Schéma 1 : Mode d’action d’une nucléase chimique 

L’affinité d’un composé pour l’acide nucléique est importante pour son activité 

nucléasique : l’espèce oxydante doit en effet être générée près de sa cible sinon elle est 

rapidement inactivée par le milieu et ne peut donc pas oxyder l’ADN. Les complexes 

métalliques à activité nucléasique peuvent interagir avec les acides nucléiques soit par 

liaison électrostatique (avec les groupements phosphate), soit par liaison de surface 

(dans le petit et le grand sillon), soit par intercalation (entre les plans de bases), ou 

encore par liaison covalente (au niveau des bases nucléiques).  

Afin d’induire une coupure, les nucléases chimiques doivent la plupart du temps 

être activées au préalable par un agent extérieur. Il existe différents types 

d’activation : chimique, photochimique, électrochimique. En ce qui concerne l’activation 

chimique, différents agents activateurs peuvent être utilisés selon le métal employé. 

Ces agents peuvent être des agents réducteurs tels que l’acide ascorbique, l’acide 3-

mercapto-propionique (MPA) ou encore le dithiothréitol (DTT) ou bien des agents 

oxydants comme l’hydrogénopersulfate de potassium KHSO5 ou le monoperoxyphtalate 

de magnésium (MMPP) (Figure 18). L’oxygène ainsi que les espèces activées de l’oxygène 

(O2
-•, H2O2) participent aussi souvent à l’activation.  

L’utilisation de ces agents activateurs permet d’amorcer la production d’espèces 

oxydantes, responsables de la coupure des acides nucléiques. Dans le cadre d’une 

activation chimique, ces espèces oxydantes peuvent être des espèces radicalaires (O2
-•, 

HO•, RO•, ROO•, SO3
-•, SO4

-•, SO5
-•, radicaux organiques) ou des métaux de transition à 

haut degré d’oxydation (espèce métal-oxo ou peroxo). Ces espèces engendrent les 

coupures des acides nucléiques par oxydation des sucres et/ou des bases. 
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Figure 18 : Agents activateurs réducteurs et oxydants 

aa  AAccttiivvaattiioonn  eenn  mmiilliieeuu  rréédduucctteeuurr  

Les phénanthrolines à cuivre (Figure 19) constituent un exemple de nucléases 

activées en milieu réducteur.29 L’activité nucléasique nécessite uniquement la présence 

d’un réducteur en milieu aérobie ou la présence simultanée d’un réducteur et de 

peroxyde d’hydrogène exogène en milieu anaérobie. CuII(phen)2 est d’abord réduit par un 

réducteur extérieur (ascorbate, MPA…) en CuI(phen)2 qui se lie à l’ADN. Le complexe 

CuI(phen)2/ADN est alors oxydé par le peroxyde d’hydrogène, pour générer l’espèce 

oxydante responsable de la coupure des acides nucléiques. La nature de cette espèce 

oxydante est encore sujet de débat : radicaux hydroxyle libres HO•, espèce "crypto" 

CuIIOH ou espèce métal-oxo CuIII=O. L’oxydation de l’acide nucléique s’effectue 

essentiellement au niveau des sucres. D’autres complexes avec d’autres ions métalliques, 

comme le fer (III) ou le cobalt (III), agissent également en milieu réducteur.30  

bb  AAccttiivvaattiioonn  eenn  mmiilliieeuu  ooxxyyddaanntt  

De nombreux complexes de nickel (II) induisent des modifications de l’ADN 

spécifiquement au niveau des guanines les plus exposées en présence de KHSO5 ou de 

MMPP.31 Le mécanisme semble faire intervenir un complexe intermédiaire de nickel (III) 

qui se lie au niveau des résidus guanine et entraîne l’oxydation des bases puis la coupure 

de l’acide nucléique après traitement à la pipéridine.27 L’exemple d’un tétraaza-

macrocycle à nickel, NiCR2+, est représenté Figure 19. 



Chapitre I : Acides Nucléiques, Ligands des Acides Nucléiques et Nucléases Chimiques 

 - 43 - 

Les porphyrines complexées par du manganèse peuvent aussi être activées par un 

agent oxydant. Un des systèmes nucléasiques les plus étudiés est MnIII(TMPyP) (meso-

tétrakis(4-N-méthyl-pyridiniumyl)porphyrine-manganèse (III)) activé par KHSO5 

(Figure 19).32 L’activation fournit dans ce cas une espèce métal-oxo MnV=O. La coupure 

passe, comme dans le cas des phénanthrolines à cuivre, par une oxydation des sucres.  

 
Figure 19 : Exemples de nucléases activées en milieu réducteur ou oxydant 

cc  EEnn  aabbsseennccee  dd’’aaggeenntt  aaccttiivvaatteeuurr  

Il existe également des composés capables de couper l’ADN en absence d’agent 

activateur extérieur mais ils sont plus rares. C’est le cas notamment de composés 

naturels de type 4-méthoxy-2,2’-bipyrrole, comme la tambjamine E (Figure 20), qui se 

lie efficacement à l’ADN et induit le clivage de ce dernier en présence de Cu(II) et 

d’oxygène moléculaire.33  

Figure 20 : Exemples de nucléases ne nécessitant pas d’agent activateur 
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Le mécanisme suivant a été postulé (Schéma 2) : la source d’électron pour la 

réduction de Cu(II) en Cu(I) est le noyau bipyrrole qui s’oxyde pour générer un radical 

cation en présence de sels de cuivre. Le radical cation de la tambjamine se dimérise 

alors et libère 2 Cu(I). L’oxydation de Cu(I) par O2 fournit l’anion superoxyde, qui donne 

à son tour H2O2 par dismutation. Enfin, l’oxydation de Cu(I) par l’eau oxygénée génère 

une espèce cuivre-oxo qui initie le clivage de l’ADN. 

Schéma 2 : Mécanisme de clivage de l’ADN par la tambjamine E en présence de Cu(II) 

et d’oxygène moléculaire 

D’autres dérivés tels que les 5-alkyl-1,3-dihydroxybenzènes et les 6-alkyl-1,2,4-

trihydroxybenzènes (Figure 20) induisent également une coupure de l’ADN en présence 

de Cu(II) et d’oxygène.34 Un mécanisme proposé (Schéma 3) implique l’oxydation à un 

électron du 5-alkylrésorcinol, suivie de la réaction avec O2 pour former un radical 

hydroperoxyde. Le réarrangement de cet intermédiaire puis le clivage homolytique de la 

liaison peroxyde fournit une hydroxyquinone ainsi que des radicaux hydroxyle, capables 

d’induire la coupure d’ADN. 
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Schéma 3 : Mécanisme d’oxydation du 5-alkylrésorcinol 

Cu(II) + tambjamine E → Cu(II)/(tambjamine E)
Cu(II)/(tambjamine E) → Cu(I)/(tambjamine E•+)

2 Cu(I)/(tambjamine E•+) → 2 Cu(I) + (tambjamine E)2

Cu(I) + O2 → Cu(II) + O2
-•

2 O2
-• + 2 H+ → H2O2 + O2

Cu(I) + H2O2 → CuIII=O
CuIII=O + ADN → clivage de l’ADN

Cu(II) + tambjamine E → Cu(II)/(tambjamine E)
Cu(II)/(tambjamine E) → Cu(I)/(tambjamine E•+)

2 Cu(I)/(tambjamine E•+) → 2 Cu(I) + (tambjamine E)2

Cu(I) + O2 → Cu(II) + O2
-•

2 O2
-• + 2 H+ → H2O2 + O2

Cu(I) + H2O2 → CuIII=O
CuIII=O + ADN → clivage de l’ADN
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Des études réalisées au laboratoire ont aussi montré une activité nucléasique en 

absence d’agent activateur pour des dérivés du salène, comportant un système de type 

hydroquinone ou catéchol (4 – Les salènes, page 48). 

2. Molécules hybrides 

Le concept d’association, visant à créer des molécules hybrides possédant une 

fraction affine pour l’acide nucléique et une fraction capable de le couper a engendré 

l’élaboration d’un nombre considérable de nouvelles nucléases. Ce couplage permet de 

renforcer l’affinité pour l’acide nucléique et ainsi d’améliorer l’efficacité des nucléases 

synthétiques. On peut notamment citer l’exemple des métalloporphyrines associées à 

différents vecteurs, tels que des intercalants ou encore des ligands du petit sillon.35, 36  

Les oligonucléotides capables de former une triple hélice avec une séquence 

spécifique d’ADN peuvent également être employés comme vecteurs, afin de cibler 

l’activité nucléasique au niveau de sites particuliers.37 Des nucléases artificielles 

présentant une spécificité de séquence élevée ont ainsi été développées (Figure 21).  

 
Figure 21 : Ciblage sélectif de réactions de coupure au niveau de sites spécifiques 

d’acides nucléiques par conjugaison de l’agent de clivage à un oligonucléotide 

Comme nous l’avons vu précédemment (B.IV - Oligonucléotides et dérivés, 

page 32), la stratégie antigène vise à contrôler l’expression de gènes particuliers. 

Cependant, généralement, la liaison réversible des oligonucléotides à leur cible double-

brin n’est pas assez forte pour affecter de façon significative la fonction du gène dans 

la cellule. Un moyen d’améliorer l’efficacité est d’attacher à ces oligonucléotides des 

agents synthétiques, afin d’induire un dommage chimique irréversible au niveau du site 
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visé.38 Diverses nucléases ont donc été attachées à des oligonucléotides. Différents cas 

de nucléases exerçant leur action par activation photochimique sont notamment 

répertoriés dans la littérature. 39, 40, 41, 42, 43 En ce qui concerne les nucléases nécessitant 

une activation chimique, de nombreux complexes conjugués à des oligonucléotides variés 

ont déjà été étudiés. On peut citer par exemple des complexes de fer ou de manganèse 

avec des ligands de type porphyrine,44, 45 le complexe de cuivre de la phénanthroline,46 le 

complexe de fer de l’EDTA,47 ou encore le tripeptide Gly-Gly-His complexé au nickel48 ou 

au cuivre.49 

Cependant, l’utilisation potentielle in vivo de ces agents liés aux TFO est limitée 

par cette nécessité d’être activés, chimiquement ou photochimiquement. Le 

recrutement, par la formation du triplexe, d’une nucléase à ADN cellulaire qui cliverait 

l’ADN spécifiquement au niveau du site du triplexe représente une option attractive 

pour des applications biologiques. C’est le cas notamment des topoisomérases. La 

réaction de la topoisomérase I avec l’ADN double-brin produit un adduit 3’-

phosphorotyrosyl covalent, généralement connu sous le nom de complexe de clivage. Sous 

conditions physiologiques, l’intermédiaire covalent est à peine détectable, car une étape  

rapide de religation se produit après relaxation des contraintes de l’ADN. Un certains 

nombres de composés, tels que la camptothécine (alcaloïde antitumoral) ou les analogues 

indolocarbazoles de la rébeccamycine (un antibiotique), peuvent convertir la 

topoisomérase I en poison pour la cellule. Ils sont en effet capables de bloquer l’étape 

de religation, favorisant ainsi l’accumulation de coupures d’ADN persistantes 

responsables de la mort cellulaire. La Figure 22 présente la structure de ces composés, 

conjugués à des oligonucléotides (TFO).50, 51, 52 
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Figure 22 : Inhibiteurs de topoisomérase I conjugués à des TFO 

3. Applications 

Les possibilités d’application des nucléases chimiques sont nombreuses. Elles 

peuvent en effet être utilisées comme anticancéreux ou antiviraux en médecine mais 

elles trouvent surtout une application en biologie moléculaire comme agents de 

footprinting pour déterminer les interactions acide nucléique/protéine ou comme sondes 

pour étudier les conformations locales de l’ADN et les multiples structures 

tridimensionnelles des ARN. 

aa  AApppplliiccaattiioonnss  tthhéérraappeeuuttiiqquueess  

Les bléomycines constituent l’exemple le plus connu d’application des nucléases 

dans le domaine des anticancéreux.53 Il s’agit d’agents cytotoxiques dégradant l’ADN, 

après fixation d’ion ferreux et formation de radicaux libres. Elles induisent des 

coupures mono- ou bicaténaires de l’ADN.  

bb  UUttiilliissaattiioonn  eenn  ttaanntt  qquu’’aaggeennttss  ddee  ffoooottpprriinnttiinngg  

Le principe du footprinting est simple : la présence d’une protéine liée à l’acide 

nucléique bloque l’accès de ce domaine à la nucléase, qui ne peut donc pas induire de 

coupure à cet endroit. Ceci se visualise alors par une empreinte, une zone d’absence de 

bandes de coupure sur un gel de séquence obtenu après migration électrophorétique. 

Pour être un bon agent de footprinting, une nucléase chimique ne doit donc avoir aucune 
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spécificité de coupure. L’agent le plus couramment utilisé est le complexe FeII-EDTA.54 

On peut citer également le complexe de cuivre de la phénanthroline.55 

cc  UUttiilliissaattiioonn  ccoommmmee  ssoonnddeess  ssttrruuccttuurreelllleess  

Les nucléases chimiques à affinité spécifique constituent des sondes de choix, 

pour marquer chimiquement un site sur un acide nucléique. 56 En visualisant où se situent 

les coupures le long de la chaîne d’un acide nucléique, on détermine la position de sites 

particuliers. Les nucléases chimiques, utilisées comme sondes structurelles, permettent 

donc d’examiner la topologie des hélices d’ADN généralement responsable des fonctions 

biologiques. Elles permettent également d’étudier les structures tertiaires compliquées 

des ARN (régions simples et doubles brins reliées par des boucles…).  

dd  AApppplliiccaattiioonn  eenn  aaffffiinniittéé  ddee  ccoouuppuurree  

Dans ce cas, la nucléase est attachée à la molécule dont on veut étudier l’affinité 

avec l’acide nucléique.56, 57 La coupure induite par le système permet de déterminer le 

site de reconnaissance. Cette méthode présente certains avantages par rapport aux 

autres méthodes d’étude des interactions acide nucléique/protéine. En effet, une 

coupure unique sur un acide nucléique long de plusieurs kilobases est très facile à 

détecter par électrophorèse. A l’opposé, les petites régions de non-coupure 

(footprinting) sont difficiles à observer sur de longs acides nucléiques. L’affinité de 

coupure est donc une méthode de choix pour détecter les sites de liaison d’une molécule 

avec les acides nucléiques. Cette méthode présente cependant des limites : la nucléase 

doit être condensée sur la molécule à étudier (généralement une protéine) sans que 

cette modification n’altère l’affinité de la molécule pour sa cible.  

 

Au laboratoire, dans l’optique d’obtenir des molécules pour les applications 

décrites ci-dessus, les différents travaux menés depuis quelques années sont axés sur 

la synthèse de dérivés du salène, N,N’-bis(salicylidène)éthylènediamine, complexés à 

différents métaux. Les paragraphes suivants décrivent les diverses molécules 

synthétisées ainsi que les principaux résultats obtenus.  

4. Les salènes 

Ces molécules sont connues pour être de bons chélateurs des métaux. En effet, 

la déprotonation des deux fonctions phénol du ligand salénique fournit une double charge 

négative qui, avec des cations doublement chargés, permet d’obtenir des complexes 
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neutres. Des aménagements fonctionnels peuvent être réalisés au niveau du noyau 

aromatique et/ou sur la fraction éthylènediamine, le but étant de préparer des 

composés possédant non seulement une affinité pour les acides nucléiques, mais aussi 

capables d’induire des coupures spécifiques.  

Ainsi, les premières études menées au laboratoire58 ont été effectuées sur des 

composés de structure I (Figure 23). L'introduction de la chaîne aminobutane (R2), sous 

forme de sel d'acide trifluoroacétique, visait à conférer aux salènes une meilleure 

affinité pour les acides nucléiques.  

O

N N

O
R1R1

M

R2

R2= CONH(CH2)3N O

R1= H

III :

M : Cu(II), Ni(II), Fe(III)

R1= OH (o, m ou p)

R1= OH (o, m ou p)

I :

II : R2= H

R2= (CH2)4NH3
+ TFA-

 

Figure 23 : Structure des dérivés du salène synthétisés au laboratoire 

Tout d’abord, des analyses ont été effectuées sur le complexe de cuivre de ce 

salène fonctionnalisé.59 Le mode de liaison de ce complexe à différents types d’ADN 

(ADN de thymus de veau, poly(dA-dT)•poly(dA-dT), poly(dG-dC)•poly(dG-dC)) a été 

étudié par des techniques variées (spectroscopie UV-Visible, fluorescence, dichroïsme 

circulaire, viscosimétrie). Il s’avère que le composé interagit préférentiellement avec les 

séquences AT plutôt que GC, et les hypothèses s'orientent plutôt vers un mode 

d'interaction par liaison dans un des sillons de la double hélice d'ADN, et plus 

particulièrement le grand sillon. Des expériences de coupure de plasmide ont montré que 

le complexe de cuivre peut induire des clivages de l'ADN en présence d'un agent 

réducteur (MPA). Des études sur des fragments d'ADN marqués ont révélé une coupure 

sans spécificité de séquence. Le mécanisme postulé pour le clivage de l'ADN par ce 

complexe implique la réduction de Cu(II) en Cu(I) qui réagit avec O2 pour donner l'anion 

superoxyde O2
-•, suivie de la formation de peroxyde d'hydrogène H2O2, qui se 
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décompose alors pour générer des radicaux hydroxyle capables de réagir avec les unités 

désoxyribose de l'ADN.  

Le même type de salène a également été complexé au nickel.60 Dans un premier 

temps, l'analyse de la coupure d'ADN a été menée sur des fragments de restriction 

double-brin, mais pratiquement aucun clivage n'a alors pu être détecté. Des 

oligonucléotides formant des structures stables en épingle à cheveux ont alors été 

utilisés. Le complexe de nickel seul s'est révélé incapable de couper l'ADN mais la 

réaction de clivage peut être initiée en présence de composés donneurs d'oxygène 

comme le monopersulfate de potassium (KHSO5) ou le monoperoxyphtalate de 

magnésium (MMPP). Dans ce cas, la réaction est spécifique aux guanines accessibles 

(guanines non appariées les plus exposées). Le mécanisme proposé passe plutôt, dans ce 

cas, par la fixation du complexe Ni(III) sur la guanine suivie d’une oxydation de la base.  

Puis, le dérivé du salène a été conjugué à des ligands de l’ADN par l'intermédiaire 

de la chaîne latérale butylamine. Comme nous l’avons vu précédemment, cette stratégie a 

pour but d'améliorer la reconnaissance de l'ADN et d’induire ainsi une meilleure 

coupure, ou bien une coupure plus sélective. Des hybrides ont donc été synthétisés, 

associant le salène de type I, complexé au cuivre, à la mitoxantrone, un agent 

antitumoral (dérivé de type anthraquinone dont le mécanisme d’action est triple : 

intercalation, inhibition de topoisomérase, production de radicaux libres).61 Les 

conjugués entre le complexe et la mitoxantrone présentent une cytotoxicité réduite en 

comparaison à celle de la mitoxantrone non conjuguée. Cependant, de meilleures 

propriétés de clivage ont été obtenues. Or, les conjugués présentent également une 

capacité réduite à interférer avec la topoisomérase II, par rapport aux dérivés de 

l’anthraquinone non conjugués. Ceci pourrait expliquer leur potentiel cytotoxique réduit. 

La cytotoxicité semble donc essentiellement reliée à l'inhibition de la topoisomérase et 

non à l'affinité ou à la capacité de coupure de l'ADN.  

D'autres molécules ont également été développées dans la même optique, 

notamment un hybride associant le salène complexé par le cuivre à un fragment de type 

distamycine.62 Cette association visait à vectoriser le salène dans le petit sillon de 

l'ADN. La molécule hybride se lie préférentiellement aux séquences riches en bases AT. 

Cependant, le clivage de l'ADN en présence d'un agent réducteur reste efficace mais 

faiblement sélectif.  

La phénanthroline, un intercalant, a aussi été modifiée en 2,9-bis(2-hydroxy-

phényl)-1,10-phénanthroline afin d’obtenir un complexe métallique à géométrie plan 
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carrée (Figure 24).63 Grâce à ce concept, le bras espaceur (la chaîne latérale 

butylamine) est supprimé au profit d'une molécule compacte. Les complexes de Cu(II), 

Ni(II), Co(II) et Mn(III) ont été étudiés. Il en résulte que l'interaction avec l'ADN 

dépend du métal et la meilleure stabilisation est obtenue avec le complexe de cobalt. En 

ce qui concerne l'activité de coupure, les complexes de cuivre et de nickel se sont 

révélés inactifs alors que le complexe de cobalt coupe efficacement l'ADN en présence 

d'un agent réducteur (MPA). Le clivage par le complexe de manganèse quant à lui peut 

avoir lieu soit en présence d'un agent réducteur (acide ascorbique) par production de 

radicaux oxygénés soit en présence d'un oxydant tel que KHSO5. Dans les deux cas, la 

coupure est très efficace.  

N N

OH HO

 

Figure 24 : 2,9-bis(2-hydroxyphényl)-1,10-phénanthroline 

Des composés de formule générale II (Figure 23 page 49) ont ensuite été 

synthétisés, comportant des groupes hydroxyle supplémentaires (R1) sur le noyau 

aromatique. La série de complexes de cuivre de la bis(hydroxysalicylidène)éthylène-

diamine (hydroxy-salènes) a donc tout d'abord été étudiée.64 Le groupe hydroxyle en 

position ortho, méta ou para sur chaque unité salicylidène a été ajouté afin de renforcer 

la stabilité du complexe de cuivre et de créer un système hydroquinone coopérant avec 

le système rédox du cuivre pour faciliter la formation spontanée de l'espèce oxydante 

Cu(III). Les tests ont révélé que tous les complexes cuivriques étaient capables 

d’induire des coupures oxydantes de l’ADN circulaire de plasmide en présence d’un agent 

réducteur extérieur (MPA). La capacité des complexes à cliver l'ADN en absence 

d'agent activateur a également été testée.65 L'isomère méta ne génère pas de radicaux 

oxygénés et ne peut donc pas couper l'ADN. Au contraire, l'isomère para et, à un degré 

moindre, l'isomère ortho présentent une activité nucléasique en relation avec leur 

capacité à produire des radicaux oxygénés. Ainsi, seuls les complexes présentant un 

système de type hydroquinone (deux fonctions hydroxyle en position para) ou catéchol 

(deux fonctions hydroxyle en position ortho) induisent des coupures. L'activité 

nucléasique est également liée à la capacité à former l'espèce oxydante Cu(III), 

l'électrochimie ayant permis de détecter la formation d'une espèce Cu(III) avec les 
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isomères ortho et para mais pas avec l'isomère méta. Un système hydroquinonique peut 

donc coopérer avec le système rédox d'un métal pour favoriser la coupure de l'ADN et 

la conception de métallo(hydroxy-salènes) constitue une voie originale dans le 

développement de nucléases chimiques auto-activées.  

Les mêmes hydroxy-salènes ont également été complexés par le fer.66 Le 

complexe para présente la plus haute affinité pour l'ADN. Ce composé se révèle 

également considérablement plus efficace en coupure d'ADN de plasmide que les 

isomères ortho et méta, en absence d'agent réducteur. D’autre part, l’activité 

nucléasique du complexe de fer para s'est révélée supérieure à celle de son homologue 

cuivrique. La coupure se fait plus rapidement et de manière totale (aucune spécificité) 

ce qui fait de ce complexe un excellent agent de footprinting.  

Par ailleurs, la capacité de certains complexes à couper l’ARN a également été 

testée. Les ARN possèdent des structures tertiaires très variées incluant des bases 

appariées, des boucles, des bases exposées, des sillons… ce qui permet une 

reconnaissance spécifique par des protéines de régulation. Le mécanisme de trans-

activation de l’expression génétique du virus du SIDA de type 1 (VIH-1) nécessite 

l’interaction de la protéine Tat (riche en acides aminés basiques) avec une région 

réponse d’un ARN appelé TAR. L’inhibition de l’interaction Tat-TAR constitue une 

nouvelle approche pour une thérapeutique anti-SIDA. Des nucléases s’attaquant 

spécifiquement à cet ARN propre au virus épargneraient la cellule hôte et bloqueraient 

la réplication du virus. Des métallosalènes III (Figure 23 page 49) comportant une 

chaîne latérale basique ont donc été préparés. Les complexes cuivriques comportant un 

système catéchol ou hydroquinone coupent spécifiquement l’ARN TAR du VIH-1 sur 

l’uracile en position 40 qui est située dans la zone d’interaction de l’ARN TAR avec la 

protéine Tat. Cette coupure se fait en absence d’agent activateur.67 Des études 

complémentaires ont montré que les mêmes complexes cuivriques, mais sans chaîne 

latérale (type II), exerçaient la même action sur l’ARN TAR.68 

Plus récemment, les salènes de type II complexés par le manganèse (II) ont été 

synthétisés.69 Tous les composés ont montré une forte production d’anions superoxyde 

en solution dans le DMSO. La formation de radicaux oxygénés résulte d’un processus 

d’oxydation à un électron de l’espèce Mn(II) induisant la formation de Mn(III). En 

condition réductrice en présence d’acide ascorbique, la réduction de Mn(III) en Mn(II) 

aboutit à la formation de radicaux hydroxyle pour les complexes ortho et para. 

Cependant, les expériences de coupure de plasmide ont révélé que les complexes 



Chapitre I : Acides Nucléiques, Ligands des Acides Nucléiques et Nucléases Chimiques 

 - 53 - 

hydroxy-salènes à manganèse sont incapables d’induire de clivage de l’ADN en absence 

d’agent activateur : un agent réducteur est impérativement nécessaire. 

Au regard de ces différents résultats, il s’avère que la nature du métal conduit à 

des activités nucléasiques très différentes. Cela nous a donc conduit à élaborer de 

nouveaux complexes de type II avec d’autres métaux. Notre étude s’est orientée vers la 

synthèse de salènes complexés au vanadium, et c’est ce dont nous allons discuter dans le 

chapitre suivant. 

 

 



 

 

  CCHHAAPPIITTRREE  IIII  ::  

SSAALLEENNEESS  AA  VVAANNAADDIIUUMM  
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AA..  GGEENNEERRAALLIITTEESS  SSUURR  LLEE  VVAANNAADDIIUUMM  

II..  RROOLLEE  DDUU  VVAANNAADDIIUUMM  EENN  BBIIOOLLOOGGIIEE,,  AAPPPPLLIICCAATTIIOONNSS  TTHHEERRAAPPEEUUTTIIQQUUEESS  

Le vanadium est le premier élément du cinquième groupe dans le tableau 

périodique. Il existe dans des états d’oxydation s’étalant de -I à +V, préférentiellement 

+III, +IV (notamment sous forme de vanadyle VO2+) et +V (sous forme cationique VO2
+ 

ou encore sous forme anionique, vanadate, H2VO4
-).  

Il fait partie du site actif de certaines enzymes.70, 71 Deux classes d’enzymes au 

vanadium ont été découvertes jusqu’à présent : les nitrogénases à vanadium de certaines 

bactéries qui catalysent la conversion de N2 en NH3 et les haloperoxydases vanadate-

dépendantes trouvées dans certaines algues marines et lichens qui, elles, catalysent 

l’oxydation d’un halogénure par le peroxyde d’hydrogène. Le vanadium est également 

présent à l'état de trace dans l'organisme, il peut prendre part aux processus 

biologiques sous ses divers états d’oxydation, à la fois sous forme anionique ou 

cationique. Le vanadium exerce alors des actions métaboliques variées : sous sa forme 

anionique, vanadate (H2VO4
-), il présente une ressemblance avec les ions phosphate. Il 

peut donc interférer avec les enzymes faisant intervenir l’entité phosphate et ainsi 

réguler les phosphorylations enzymatiques par action au niveau des kinases ou des 

phosphatases. Sous forme cationique (VO3+, VO2
+, VO2+ et V3+), ce métal de transition 

peut interagir avec des ligands d'origine biologique comme les protéines, les sucres ou 

encore les acides nucléiques.72  

Etant donnée son importance en tant que "biométal", la synthèse de molécules à 

base de vanadium connaît depuis quelques années un développement considérable. Il est 

en effet indéniable que la nature ambivalente du vanadium permet à cet élément de 

remplir de nombreuses tâches de régulation dans l'organisme : d’une part, sous sa forme 

anionique, il constitue un compétiteur du phosphate dans son métabolisme et d’autre 

part, sous ses formes cationiques, il joue un rôle central dans l'interaction avec les 

biomolécules.  

Les effets pharmacologiques des composés du vanadium sont nombreux,73, 74 ils 

incluent notamment la baisse du taux de cholestérol et de glucose, un effet diurétique, 

la contraction des vaisseaux sanguins ainsi que l'amélioration de l'affinité de 

l'hémoglobine et de la myoglobine pour l'oxygène. L’activité antitumorale de certaines 

molécules a aussi été étudiée. 
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De nombreux dérivés du vanadium ont notamment été proposés comme 

insulinomimétiques dans le traitement du diabète : il s’agit de composés capables de 

mimer les effets de l’insuline. Diverses molécules sont à l’étude, parmi lesquels le BMOV 

(Bis(Maltolato)-OxoVanadium (IV)), qui a passé les essais cliniques de phase 2 chez 

l’homme, ou encore le complexe bis(picolinato)-vanadium (V), utilisé avec succès dans le 

traitement de chats naturellement diabétiques (Figure 25).  
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Figure 25 : Composés du vanadium étudiés dans le cadre du traitement du diabète 

Quelques dérivés du vanadium ont également été étudiés dans le cadre du 

traitement du cancer. Le traitement anticancéreux idéal doit répondre à certains 

critères et exercer, de manière sélective sur les cellules malignes, les effets suivants : 

réduction de la vitesse de croissance cellulaire (effet antiprolifératif), actions 

cytotoxique et/ou cytostatique exprimées par la mort cellulaire nécrotique ou 

programmée (apoptose), réduction et/ou inhibition du potentiel invasif et/ou 

métastatique des cellules et capacité réduite ou absente à induire une résistance 

cellulaire. Certains composés du vanadium possèdent ces propriétés, par l’intermédiaire 

de mécanismes cellulaires variés75 (Schéma 4). 
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Schéma 4 : Effets antitumoraux du vanadium (PTPs : Protéines Tyrosine Phosphatases, 

PTKs : protéines Tyrosine Kinases) 

 

La Figure 26 présente les structures de deux composés étudiés pour cette 

application, le dichlorure de vanadocène, Cp2VCl2, ainsi qu’un bisperoxovanadate, 

VO(O2)2(oxalate)3-. 
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Figure 26 : Composés du vanadium étudiés dans le cadre du traitement du cancer 

IIII..  CCOOMMPPOOSSEESS  DDUU  VVAANNAADDIIUUMM  EETT  CCOOUUPPUURREE  DD''AADDNN  

De nombreux auteurs ont étudié l’activité nucléasique de différents composés du 

vanadium. Ce chapitre constitue un bref rappel bibliographique des divers résultats 

observés en fonction de l’état d’oxydation du vanadium.  

1. Vanadium (III) 

Une activité de clivage d’ADN de plasmide a été observée pour des complexes 

dimériques de vanadium (III) à pont oxygène, sans nécessiter l’ajout d’oxydant ou de 

réducteur exogène.76 Dans ces complexes, de type [(VL2Cl)2O]2+ (L = bipyridine ou o-

phénanthroline), l’unité V-O-V est relativement flexible et facilement distordue en 

fonction d’interactions faibles telles que le π-stacking ou les liaisons hydrogène. De tels 

dimères semblent donc s’adapter à la conformation des sillons de l’ADN de façon à 

maximiser ces interactions. Ces composés se révèlent non seulement de meilleurs agents 

de coupure que les espèces monomériques correspondantes, mais aussi ils ne requièrent 

la présence d’aucun agent extérieur (comme le peroxyde d’hydrogène).  

Par ailleurs, les mécanismes en présence et en absence d’eau oxygénée semblent 

différents.77, 78 Ainsi, lorsque H2O2 est ajouté au milieu d’incubation, le dimère comme le 

monomère donnent le même résultat, à savoir un clivage important du plasmide. Ce 

résultat est attribué au fait que, en présence d’eau oxygénée, le dimère de vanadium 

(III) est rapidement oxydé en vanadium (IV). Or, des complexes de vanadyle de types 

variés sont connus pour générer des radicaux hydroxyle en présence d’un excès de 

peroxyde via une réaction de type Fenton (voir paragraphe suivant).  

La nature exacte du clivage par les dimères de vanadium (III) reste à élucider, 

mais il semble impliquer une oxydation des bases, les guanines en particulier.79 
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2. Vanadium (IV) 

aa  SSuullffaattee  ddee  vvaannaaddyyllee  VVOOSSOO44  

 Réaction avec KHSO5 

En présence de KHSO5 et après traitement à la pipéridine, le sulfate de vanadyle 

produit une oxydation sélective des guanines sur un fragment de restriction de l’ADN de 

167 paires de bases.80 Des expériences ont été menées en présence d’éthanol ou d’alcool 

tertiobutylique afin de déterminer l’espèce responsable du clivage aux guanines. Aucun 

quenching de la réaction de clivage de l’ADN n’a été observé. L'implication du radical 

hydroxyle peut donc être éliminée car la réaction de coupure ne serait pas base-

spécifique, elle aurait lieu sans traitement à la pipéridine et ce radical serait quenché 

efficacement à la fois par l’éthanol et l’alcool tertiobutylique. L’implication d’un radical 

sulfate libre peut également être écartée car celui-ci réagirait et serait quenché par 

l’éthanol, ce qui diminuerait l’oxydation de l’ADN. Le radical monopersulfate SO5
-•, en 

revanche, est relativement inerte vis-à-vis des alcools. C’est pourquoi l’espèce oxydante 

catalysant la réaction avec l’ADN semble correspondre soit à un radical monopersulfate, 

soit à un radical sulfate lié au métal ("crypto-radical"). 

Le mécanisme suivant (Schéma 5) a été proposé pour le clivage de l’ADN : il 

implique l’oxydation du vanadium (IV) en vanadium (V) et la réduction concomitante de 

l’hydrogénopersulfate. 

 
Schéma 5 : Réaction de VOSO4 avec KHSO5 

Dans la première étape, l’ion vanadyle (V(IV)) est oxydé en V(V) et il y a 

production de radical sulfate. Au cours de la seconde étape, l’ion vanadium (V) réagit 

avec l’hydrogénopersulfate HSO5
- pour générer le radical monopersulfate SO5

-• et la 

production radicalaire devient catalytique. Les deux types de radicaux réagissent avec 

l’ADN pour causer des dommages oxydatifs aux guanines et par conséquent le clivage de 

l’ADN après traitement basique, à la pipéridine par exemple.  

 

 

VO2+ + HOOSO3
- → VO(OH)2+ + SO4

-•

VO(OH)2+ + HOOSO3
- → VO2+ + H2O + SO5

-•
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 Réaction avec H2O2 

Le sulfate de vanadyle en présence d’eau oxygénée induit des coupures sans 

sélectivité de séquence en accord avec un mode de clivage direct au niveau des sucres 

de l’ADN par des radicaux hydroxyle, probablement par un mécanisme de type Fenton 

(Schéma 6) :81,82  

Schéma 6 : Réaction de VOSO4 avec H2O2 

 Réaction avec l’hydroperoxyde de t-butyle 

La réaction de VOSO4 avec l’hydroperoxyde de t-butyle génère des radicaux 

libres, dérivés de l’hydroperoxyde, qui induisent le clivage de l’ADN.81, 82 Les adduits 

détectés en spin-trapping sont du type DMPO-R (avec R• = radical alkyle dérivé de 

l’hydroperoxyde), DMPO-OR (RO• = radical alcoxyle) et DMPO-OH (HO• = radical 

hydroxyle).  

bb  CCoommpplleexxee  ddee  vvaannaaddyyllee  ddee  llaa  bbllééoommyycciinnee  

Comme de nombreux ions de métaux de transition, l'ion vanadyle (IV) forme un 

complexe 1:1 avec la bléomycine. Celui-ci est capable de couper efficacement l'ADN en 

présence d'eau oxygénée.83, 84 Un mécanisme plausible propose la formation d'une 

espèce bléomycine-peroxovanadium (V). D'autre part, des expériences de spin trapping 

en présence du complexe et d'H2O2 indiquent la formation de radicaux hydroxyle.  

cc  CCoommpplleexxee  ddee  vvaannaaddyyllee  ddee  llaa  pphhéénnaanntthhrroolliinnee  

Le complexe 1:1 vanadyle-1,10-phénanthroline VO(phen)2+ s’est révélé capable de 

couper efficacement un plasmide en présence d’eau oxygénée.85 Ce complexe présente 

une haute affinité pour l’ADN, vraisemblablement par intercalation, et induit une 

inhibition de la croissance cellulaire pour les cellules KB de carcinome de nasopharynx 

humain. Afin d’examiner les espèces actives intervenant dans le clivage de l’ADN, des 

expériences de spin-trapping ont été effectuées et, là encore, une production de 

radicaux hydroxyle a été détectée.  

V(IV) + O2 → V(V) + O2
-•

2 O2
-• + 2 H+ → H2O2 + O2

V(IV) + H2O2 → V(V) + OH- + OH• (réaction de type Fenton)
OH• + ADN → Coupure
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dd  CCoommpplleexxeess  ddee  vvaannaaddyyllee  aavveecc  ddeess  ssuuccrreess  

Bandwar et Rao86 ont étudié l’interaction avec l’ADN d’une série de complexes 

VO2+-saccharide de type Na2[VO(sacch)2(OH)Cl] (sacch = glucose, fructose, galactose, 

xylose, ribose). Les cinq complexes testés conduisent au clivage de l'ADN de plasmide et 

les coupures sont amplifiées en présence d’H2O2, ce qui suggère un mécanisme impliquant 

des radicaux hydroxyle, formés par une réaction de type Fenton. Cette série de 

complexes constitue donc une série d'agents de clivage de l’ADN efficaces en présence 

d’eau oxygénée. La bonne solubilité dans l’eau des saccharides, leur faible pouvoir 

immunogène, leur faible toxicité et l’intérêt biologique des interactions métal de 

transition-saccharides font de ces complexes des composés intéressants en biologie. 

ee  CCoommpplleexxeess  ddee  vvaannaaddyyllee  aavveecc  ddeess  aacciiddeess  hhyyddrrooxxaammiiqquueess  

Hashimoto et ses collaborateurs ont élaboré des conjugués d’acides 

hydroxamiques (R-CONHOH) avec des ligands du petit sillon (nétropsine, distamycine), 

capables de se lier à l’ADN et pouvant induire sa coupure en formant des complexes avec 

des métaux.87, 88 En présence d’eau oxygénée, les complexes de vanadyle se sont révélés 

capables de cliver l’ADN de plasmide. Il semble, ici encore, que le radical hydroxyle soit 

impliqué dans le clivage de l’ADN (réaction de type Fenton).  

3. Vanadium (V) 

aa  IIoonn  vvaannaaddaattee  

L’ion vanadate peut être utilisé dans le traitement du diabète. Or, celui-ci est 

réduit in vivo par des composants cellulaires tels que les saccharides, l’acide ascorbique 

ou le glutathion, pour générer une espèce de vanadium (IV). Cette espèce est à l’origine 

d’effets néfastes pour la cellule : clivage de l’ADN, peroxydation des lipides, 

cytotoxicité, apoptose, inhibition de la synthèse de protéines.89 Cette réduction 

intracellulaire est donc vraisemblablement à l’origine de la toxicité observée dans les 

cellules traitées par le vanadate (Figure 27). En effet, la propriété de coupure de l’ADN 

des complexes de vanadyle est intéressante dans le cadre d'un médicament 

anticancéreux, à condition qu'ils puisse être dirigé sur les cellules cancéreuses 

uniquement. En revanche, elle pourrait avoir de sérieuses implications pour l'utilisation 

de divers complexes de vanadium dans le traitement à long terme du diabète. La 

production excessive d’espèces réactives de l’oxygène comme le radical hydroxyle 
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contribue en effet aux complications secondaires telles que la microangiopathie, 

l’athérosclérose ou la neuropathie.  

 

 

Figure 27 : Toxicité causée par un traitement au vanadate dans une cellule (L-asc : 

acide ascorbique, GSH : glutathion)89 

bb  CCoommpplleexxeess  bbiissppeerrooxxoovvaannaaddiiuumm  ((VV))  ((bbppVV))  

Kwong et ses collaborateurs ont examiné le photoclivage de l’ADN par quinze 

complexes de type bisperoxovanadium (V) (NH4[VO(O2)2(L-L)].xH2O, avec L-L un ligand 

dérivé de la 2,2’-bipyridine ou encore de la 1,10-phénanthroline).90 Un mécanisme est 

proposé pour ces activités de photoclivage, impliquant l’oxygène singulet produit par 

photolyse des complexes.  

Le clivage de l'ADN induit de façon chimique ou photochimique par le composé 

insulinomimétique bpV(phen) (avec L-L = 1,10-phénanthroline) a plus particulièrement été 

étudié.91 Il semblerait que l'espèce responsable du clivage soit un complexe de vanadium 

intermédiaire, qui pourrait être une espèce V(IV) formée durant la photoréduction et la 

décomposition subséquente de bpV(phen). En absence d’activation photochimique, le 

clivage peut également être initié par un réducteur chimique, tel que le NADPH. La 

réduction chimique de bpV(phen) produit donc également des espèces capables de 

couper l'ADN, ce qui laisse supposer l’intervention d’une espèce V(IV).  
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IIIIII..  SSAALLEENNEESS  AA  VVAANNAADDIIUUMM  ::  AAPPPPLLIICCAATTIIOONNSS  EENN  CCAATTAALLYYSSEE  

Outre leurs applications en biologie en tant que nucléases, les salènes complexés 

par différents métaux sont surtout utilisés en chimie comme catalyseurs de nombreuses 

réactions. Par ailleurs, le vanadium, associé à des ligands variés, est utilisé en catalyse 

dans la transformation rédox de divers composés.92 Ainsi, de nombreux salènes à 

vanadium ont été synthétisés pour être étudiés en tant que catalyseurs de diverses 

réactions chimiques, et notamment : 

- l’addition asymétrique du cyanure de triméthylsilyle sur des aldéhydes,93  

- l’électroréduction de O2 en H2O,94-96, 95, 96  

- l’oxydation énantiosélective de sulfures en sulfoxydes,97-10398, 99, 100, 101, 102, 103  

- l’époxydation des oléfines.104  

Différents complexes de vanadyle (VO2+) ont été étudiés pour ces applications en 

catalyse. En particulier, le vanadium a été associé à des ligands de type base de Schiff 

polydentate, obtenus par condensation du carbohydrazide,105 d’acides aminés,106, 107 ou de 

diamines aliphatiques108, 109, 110 ou aromatiques94, 104 sur des aldéhydes aromatiques. Dans 

le cas des diamines, les complexes obtenus sont de la forme IV  (Figure 28). 

O

N N

O
R1R1

V

O

R2R2

IV

X

X = -CH2-CH2-
-CHMe-CH2-

-CH2-CMe2-CH2-

-CMe2-CH2-

1,2-C6H10
1,2-C6H4

-CHPh-CHPh-

-CH2-CH2-CH2-

 

Figure 28 : Complexes de vanadyle avec des ligands de type base de Schiff 

Les dérivés du salène appartiennent à cette catégorie (X = -CH2-CH2-). 

Cependant, malgré leurs nombreuses utilisations en catalyse, les complexes de vanadyle 

de ces ligands n’ont, à notre connaissance, jamais été étudié en coupure d’ADN. C’est 

pourquoi il nous a paru intéressant, dans le cadre de la thématique du laboratoire visant 

à étudier et développer de nouvelles nucléases synthétiques, de concevoir et d’étudier 

l’activité biologique de nouveaux salènes à vanadium. Le choix du ligand s’est porté sur le 

salène lui-même ainsi que ses dérivés hydroxylés en position ortho, méta et para. En 

effet, cette série de ligands, déjà testée précédemment, complexée au cuivre65 ou au 

fer,66 a permis de découvrir de nouvelles nucléases chimiques auto-activées, capables 

d’engendrer des coupures des acides nucléiques en absence de tout agent activateur. Il 
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semble alors intéressant de tester cette capacité d’auto-activation en faisant varier la 

nature du métal. D’autre part, l’intérêt des complexes de vanadyle, vanadium (IV), dans 

l’étude de leur activité nucléasique potentielle réside dans le fait que ceux-ci peuvent 

être réduits en vanadium (III) mais aussi oxydés en vanadium (V). On peut donc 

s’attendre à l’induction d’une activité de coupure aussi bien par un agent activateur 

réducteur que par un agent oxydant. La suite de ce chapitre est donc consacrée à 

l’étude des dérivés du salène complexés à l’ion vanadyle. 
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BB..  SSYYNNTTHHEESSEE  EETT  EETTUUDDEE  PPHHYYSSIICCOO--CCHHIIMMIIQQUUEE  
DDEESS  SSAALLEENNEESS  AA  VVAANNAADDIIUUMM  

II..  SSYYNNTTHHEESSEE  DDEESS  LLIIGGAANNDDSS  ::  SSAALLEENNEE  EETT  DDEERRIIVVEESS  HHYYDDRROOXXYYLLEESS  

Notre travail s’est axé sur l'étude de quatre ligands (Figure 29) : le salène 

(N,N'-bis(salicylidène)éthylènediamine) 1a ainsi que les salènes 1b-d substitués par un 

groupe hydroxyle en position ortho (N,N'-bis(3-hydroxysalicylidène)éthylènediamine), 

en position méta (N,N'-bis(4-hydroxysalicylidène)éthylènediamine), ou en position para 

(N,N'-bis(5-hydroxysalicylidène)éthylènediamine), ceci afin de pouvoir étudier 

l’influence de la position des groupements hydroxyle sur le cycle benzénique du salène.  

OH

N N

HO
RR 1a : R = H

1b : R = OH (o)
1c : R = OH (m)
1d : R = OH (p)

 

Figure 29 : Salène et dérivés hydroxylés 

Ces bases de Schiff 1a-d sont obtenues par condensation du salicylaldéhyde ou 

de ses dérivés hydroxylés sur l'éthylènediamine selon le schéma général suivant 

(Schéma 7) :  

OH

N N

HO
RR

1a : R = H
1b : R = OH (o)
1c : R = OH (m)
1d : R = OH (p)

H2N NH2OH

CHO

R

R = H
R = OH (o)
R = OH (m)
R = OH (p)

- H2O

 

Schéma 7 : Synthèse des bases de Schiff 1a-d 

Dans un premier temps, les ligands ont été synthétisés selon une procédure déjà 

mise en œuvre au sein du laboratoire.64 La réaction entre le dérivé de l’aldéhyde 

salicylique et l’éthylènediamine, dans le toluène, est effectuée dans un montage de type 

Dean-Stark, afin d’éliminer l’eau formée. Pour les dérivés hydroxylés, un chauffage à 
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reflux de 3 heures dans le toluène, sous agitation vigoureuse, nous a permis d’obtenir les 

ligands correspondants avec des rendements supérieurs à 90 %. En revanche, le ligand 

1a est soluble dans le toluène. Il est donc obtenu après évaporation du solvant et 

recristallisation dans l’éthanol avec un rendement de 80 %. La littérature111 décrit le 

même type de réaction dans l’éthanol à reflux pendant une demi-heure. Après 

recristallisation, on obtient le ligand 1a avec un rendement de 75 %. Cette méthode a 

été appliquée également à la synthèse du ligand 1b, celui-ci étant obtenu à partir du 2,3-

dihydroxybenzaldéhyde avec un excellent rendement (98 %).  

IIII..  SSYYNNTTHHEESSEE  DDEESS  CCOOMMPPLLEEXXEESS  DDEE  VVAANNAADDYYLLEE  

La préparation des complexes peut être réalisée par l’intermédiaire de divers 

sels de vanadium tels que le sulfate de vanadyle hydraté, VIVOSO4, x H2O, 104, 108, 112, 113 le 

diacétylacétonate de vanadyle, VIVO(acac)2 avec acac = [CH3COCH=C(O-)CH3], 104, 108, 109 

ou le triacétylacétonate de vanadium, VIII(acac)3.104, 114, 115 En ce qui nous concerne, notre 

choix s’est porté sur le sulfate de vanadyle. 

Le complexe 2 est formé par réaction entre le ligand 1 et VOSO4 dans le 

méthanol en présence de pyridine, pendant 1 heure à 60°C (Schéma 8).112 Les composés 

2a, 2b et 2d sont obtenus avec des rendements compris entre 60 et 80 %, et se 

présentent sous forme de poudre verte. En revanche, le composé 2c est de couleur 

marron et le rendement n’est que de 15 %.   

O

N N

O
RR

V
OH

N N

HO
RR

1a : R = H
1b : R = OH (o)
1c : R = OH (m)
1d : R = OH (p)

2a : R = H
2b : R = OH (o)
2c : R = OH (m)
2d : R = OH (p)

O
VOSO4, 3H2O

CH3OH
Pyridine
1h, 60°C

 

Schéma 8 : Synthèse des complexes de vanadyle 

Etant données les nombreuses méthodes de complexation décrites dans la 

littérature, nous avons étudié l’influence de différents paramètres sur la synthèse des 

complexes, en se limitant pour cela aux composés 1a et 1b (hydroxyle en position ortho). 

En effet, dans certaines publications, la pyridine, utilisée pour capter les protons 
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libérés lors de la complexation, est remplacée par la triéthylamine,108 ou par l’acétate de 

sodium.110 D’autres auteurs encore effectuent le même type de réaction mais sans avoir 

recours à un accepteur de proton.93, 113 De plus, la pyridine peut, par l’intermédiaire du 

doublet non liant de l'atome d'azote, se lier au complexe pour compléter la sphère de 

coordination du vanadium.107 Elle peut également poser problème notamment pour les 

systèmes catéchol et hydroquinone, particulièrement instables en milieu basique. 

D'autre part, pour certains auteurs, les réactions sont menées sous atmosphère inerte, 

avec des solvants secs,108 alors que pour d'autres, elles sont effectuées à l'air,115 et 

même parfois en solution aqueuse.110  

La complexation des ligands 1a et 1b a donc été effectuée sous plusieurs 

conditions : présence ou non de pyridine, sous atmosphère inerte ou non, avec solvant et 

pyridine préalablement distillés et dégazés ou non. Finalement, le complexe attendu est 

obtenu dans tous les cas, avec des rendements sensiblement équivalents. L’emploi de 

conditions inertes, la distillation, le dégazage du méthanol et de la pyridine permettent 

simplement d’améliorer légèrement le rendement. 

IIIIII..  EETTUUDDEE  PPHHYYSSIICCOO--CCHHIIMMIIQQUUEE  DDEESS  SSAALLEENNEESS  AA  VVAANNAADDIIUUMM  

Dans l'ion vanadyle VO2+, le vanadium, de configuration [Ar]3d1, possède un 

électron célibataire dans la couche 3d. Les composés 2a-d sont donc paramagnétiques, 

ce qui rend leur caractérisation par RMN difficile. En effet, les spectres de RMN 1H 

des molécules paramagnétiques se traduisent généralement par des déplacements 

chimiques peu prévisibles et variant sur une grande plage de valeurs (-100 à +100 ppm 

contre 0 à 10 ppm pour les molécules diamagnétiques ordinaires), ainsi que par un net 

élargissement des raies.116, 117 Ainsi, les spectres des complexes 2a-d présentent un 

large pic d’allure gaussienne dans la région des protons aromatiques, empêchant leur 

caractérisation par RMN. D’autres techniques ont donc été utilisées afin de 

caractériser les complexes synthétisés. 

1. Spectroscopie infrarouge 

Les produits synthétisés ont été étudiés par spectroscopie infrarouge afin de 

repérer deux bandes d’absorption caractéristiques : celle correspondant à la liaison 

imine et celle correspondant à la liaison V=O. Les fréquences de vibration de la liaison 

imine νC=N observées pour les ligands 1a-d ainsi que pour les complexes 2a-d sont 

reportées dans le Tableau 3.  
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Ligand νC=N (cm-1) Complexe νC=N (cm-1) 
1a 1630 2a 1620 
1b 1630 2b 1620 
1c 1640 2c 1610 
1d 1640 2d 1620 

Tableau 3 : Fréquences de vibration de la liaison imine 

On constate que la coordination de l’atome d’azote au métal entraîne un 

déplacement de la fréquence de vibration vers des valeurs plus faibles. Ces résultats 

sont en accord avec ceux de la littérature.105  

Nous avons également analysé une bande d'absorption caractéristique des 

complexes, la fréquence de vibration de la liaison V=O. Cette bande a été tout 

particulièrement étudiée dans la littérature, notamment dans la distinction de la nature 

mononucléaire (νV=O ≈ 980 cm-1) ou polynucléaire (νV=O ≈ 860 cm-1) des complexes de 

vanadyle avec des bases de Schiff.108 En effet, certains complexes ont plutôt tendance 

à former des oligomères à l'état solide. C'est le cas notamment lorsque le 1,2-

diaminoéthane est remplacé par le 1,3-diaminopropane pour former les bases de 

Schiff.118 Dans ces complexes oligomériques, l’atome d’oxygène du groupement vanadyle 

d'une molécule interagit avec un site de coordination d'une molécule voisine, résultant 

en une chaîne linéaire (V=O···V=O)n. Le transfert d’électrons π de la liaison V=O vers le 

second centre métallique entraîne une diminution de la fréquence de vibration de la 

liaison V=O.115  

Les fréquences de vibration de la liaison V=O observées pour les complexes 2a-d 

sont présentées dans le Tableau 4. 

Complexe 2a 2b 2c 2d 

νV=O (cm-1) 990 970 970 960 

Tableau 4 : Fréquences de vibration de la liaison V=O 

Ces valeurs, comprises entre 960 et 990 cm-1, sont en accord avec l'obtention de 

complexes à l'état mononucléaire.108 Ce résultat est confirmé par des analyses de 

spectrométrie de masse.  
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2. Résonance Paramagnétique Electronique 

aa  PPrriinncciippee  

La RPE119, 120 est une spectroscopie très utilisée en chimie de coordination. Cette 

technique repose sur l'interaction entre un champ magnétique et un moment magnétique 

permanent d'origine électronique. Ne peuvent donc être étudiées par cette méthode que 

des molécules paramagnétiques comme les radicaux ou certains complexes d'ions de 

métaux de transition ou de terres rares. Cette spectroscopie permet de tirer divers 

renseignements sur les composés étudiés, en particulier sur leur géométrie et leur 

structure électronique.  

 L'effet Zeeman électronique et le tenseur [g] 

Le champ magnétique H créé par l'électro-aimant du spectromètre de RPE 

possède une direction fixe dans l'espace. Le spin électronique étant quantifié et en 

choisissant comme axe de quantification la direction du champ magnétique, on déduit les 

niveaux d'énergie du système, appelés niveaux Zeeman : 

E(ms) = gβHms avec ms = ±1/2 

où g désigne le facteur spectroscopique et β le magnéton de Bohr (9,2740.10-24 J.T-1). 

Outre le champ magnétique H, le spectromètre de RPE comporte un dispositif 

(klystron) engendrant une onde électromagnétique de fréquence ν. Le Tableau 5 donne 

quelques exemples de fréquences utilisées, la plus répandue correspondant à la bande X. 

Bande S X K Q 

Fréquence (GHz) 3,2 9,5 25 35 

Tableau 5 : Fréquences utilisées en RPE 

Lorsque le champ magnétique H prend une amplitude telle que l'écart entre les 

deux niveaux Zeeman coïncide avec le quantum d'énergie hν de l'onde 

électromagnétique, cette dernière est absorbée par le système et il se crée un 

phénomène de résonance. On a donc l'équation fondamentale de la RPE : 

hν = gβHrés avec Hrés le champ résonnant et h la constante de Planck (h = 6,62.10-34 J.s) 

Dans la pratique, la fréquence utilisée est mesurée à l'aide d'un fréquencemètre, 

le champ résonnant Hrés est déterminé expérimentalement : on peut donc en déduire le 

facteur spectroscopique g caractéristique du système étudié.  
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Ainsi, pour chaque centre paramagnétique, l'interaction électronique Zeeman est 

exprimée par l'intermédiaire du tenseur g. On distingue trois valeurs principales de g 

(gx, gy et gz), orthogonales les unes aux autres. La déviation de ces valeurs de g par 

rapport au cas de l'électron libre (g = 2,0023) apporte des informations concernant la 

structure électronique du composé étudié.  

 La structure hyperfine des spectres de RPE 

Quand un ou plusieurs électrons sont au voisinage d'un noyau de spin nucléaire 

non nul, il y a interaction entre les moments magnétiques des électrons et du noyau. On 

observe un couplage hyperfin qui se traduit par une multiplication des raies du signal de 

RPE : on obtient ainsi (2I+1) raies de même intensité, avec I le spin nucléaire. Cette 

interaction entre le spin électronique S et le spin nucléaire I du métal est exprimée par 

une constante A appelée constante de couplage hyperfin. Cette constante est également 

un tenseur caractérisé par trois valeurs principales orthogonales les unes aux autres.  

L’hamiltonien de spin H, correspondant à l’énergie d’interaction d’une substance 

paramagnétique dans un champ magnétique H, peut alors s’écrire de la façon suivante, 

avec une composante attribuée à l’énergie Zeeman (HZeeman, interaction spin 

électronique - champ magnétique statique) et une composante attribuée au couplage 

hyperfin (H HFS, interaction spin électronique - spin nucléaire) : 

H = H Zeeman + H HFS =  Σ(βgjSjHj + AjSjIj) 

où j représente la composante selon chacun des trois axes x, y, z.  

 L'interaction superhyperfine 

Une interaction dite superhyperfine impliquant les atomes coordinants peut 

parfois être observée. Si l'atome coordinant possède un spin nucléaire non nul (comme 
14N par exemple pour lequel I = 1), un couplage avec cet atome peut alors être observé. 

Cependant, comme l'intensité de couplage est nettement plus faible avec les atomes 

coordinants qu'avec le noyau métallique, le couplage superhyperfin est rarement résolu 

sur les spectres.  

 Effet de la symétrie sur les valeurs de g et A 

Selon la géométrie des complexes étudiés, il existe des relations entre les 

différentes valeurs de g, et entre les différentes valeurs de A.121 Le Tableau 6 présente 

le cas des systèmes isotropes, axiaux et rhombiques.  
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Système Tenseur g Tenseur A 
Isotrope gx = gy = gz Ax = Ay = Az 

Axial gx = gy ≠ gz Ax = Ay ≠ Az 

Rhombique gx ≠ gy ≠ gz Ax ≠ Ay ≠ Az 

Tableau 6 : Effet de la symétrie sur les valeurs de g et A 

 Observation d'un signal de RPE 

Il est difficile d'observer un signal de RPE résolu sur un échantillon pur en 

poudre ou en solution à température ambiante. Dans de nombreux cas, il est nécessaire 

de diluer l'échantillon paramagnétique en l'incorporant dans une matrice diamagnétique 

isomorphe et de l'étudier à basse température (77 K). La dilution permet de réduire les 

interactions d'échange avec les ions paramagnétiques voisins. En effet, si l'échantillon 

n'est pas assez dilué, les raies individuelles correspondant à la structure hyperfine 

s'élargissent, se chevauchent pour finalement produire une large bande unique, rendant 

toute interprétation impossible.  

bb  EEttuuddee  RRPPEE  ddeess  ssaallèènneess  ccoommpplleexxééss  ppaarr  llee  vvaannaaddiiuumm  

La présence d'un électron célibataire (configuration [Ar]3d1), l'abondance 

naturelle du 51V (99,76 %) ainsi que son haut spin nucléaire (I = 7/2) font des complexes 

de vanadyle des espèces particulièrement intéressantes pour une étude par 

spectroscopie de RPE.122, 123 Pour cela, des solutions de chacun des complexes 2a-d dans 

le DMSO, à la concentration de 1 mM, ont été préparées. Les spectres ont été 

enregistrés en solution gelée à 77 K sur un spectromètre Brüker ESC 106 fonctionnant 

en bande X (~ 9,5 GHz), au Laboratoire de Catalyse et Environnement (EA 2598, 

Université du Littoral-Côte d’Opale, MREID, Dunkerque). Les spectres expérimentaux 

obtenus pour les complexes 2a-d sont rassemblés Figure 30. Ils présentent tous une 

allure similaire, on peut donc en déduire que ces quatre complexes possèdent tous la 

même géométrie.  
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Figure 30 : Spectres expérimentaux des complexes 2a-d (1mM dans DMSO, 77 K) 

Un système isotrope conduirait à un spectre constitué de 8 raies, correspondant 

au couplage du spin électronique avec le spin nucléaire du vanadium, I = 7/2 ((2I+1) = 8 

raies). Dans le cas d’un système axial, on aurait deux systèmes de raies : un système de 

8 raies avec une valeur de g// (gz) et la valeur de A// (Az) correspondante, ainsi qu'un 

autre système de 8 raies avec une valeur de g⊥ (gx = gy) et A⊥ (Ax = Ay). Enfin, pour un 

système rhombique, trois valeurs différentes seraient obtenues pour les paramètres g 

et A. 

Or, le spectre calculé du complexe 2a, simulé sur le logiciel Brüker SIMFONIA, 

(Figure 31) donne les paramètres g et A présentés dans le Tableau 7. La meilleure 

corrélation a été obtenue pour des valeurs de gx ≠ gy et Ax ≠ Ay : il s'agirait donc de 

systèmes rhombiques. Cependant, il faut noter que nous n'avons pas de moyen direct 

d'assigner un élément tensoriel donné à une direction particulière. Pour cela, une étude 

détaillée de cristaux par RX s'avèrerait nécessaire. Des valeurs identiques ont été 

retrouvées pour les trois dérivés hydroxylés 2b-d indiquant qu’il n’y a pas d’influence 

des groupements hydroxyle sur la géométrie du complexe. L’examen des valeurs des 

paramètres de RPE obtenus permettent de proposer une géométrie de type pyramide à 

base carrée pour ce type de complexe.124 
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Figure 31 : Spectre expérimental (exp) et simulé (sim) du complexe 2a 

(1mM DMSO, 77 K) 

 
 2a-d VOSO4 

gz 1,9587 1,9340 
gx ou gy 1,9750 1,9755 

gy ou gx 1,9840 1,9770 
Az (G) 171,7 199 
Ax ou Ay (G) 60 70,5 
Ay ou Ax (G) 53 74,5 

Tableau 7 : Paramètres de RPE déterminés par simulation 

Le sulfate de vanadyle a également été étudié par RPE pour comparaison. Le 

spectre du sel en solution dans un mélange DMSO/H2O 90/10, enregistré à 77 K, est 

représenté Figure 32. Les constantes spectrales calculées par simulation (Tableau 7) 

diffèrent de celles obtenues pour les composés 2a-d. Les paramètres de RPE de l’ion 

vanadyle en solution gelée ont déjà été décrits précédemment par Albanese et 

Chasteen.125 Le spectre avait été enregistré dans l’eau, en présence de 50 % de 

glycérine, et les paramètres obtenus pour l’ion VO(H2O)5
2+ étaient les suivants : 

g// = 1,933 ± 0,001 ; g⊥ = 1,978 ± 0,002 ; A// = (182,6 ± 0,2).10-4 cm-1 (202,1 G) ; 

A⊥ = (70,7 ± 0,1).10-4 cm-1 (78,2 G). Ces valeurs sont en accord avec celles reportées 

dans le Tableau 7. Cependant, il est important de noter que VO(H2O)5
2+ présente en 

exp 
sim 

Complexe 2a 
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théorie une symétrie axiale et ne devrait donc pas exhiber d’anisotropie dans le plan 

(x, y). Pourtant, afin d’obtenir une bonne adéquation entre le spectre expérimental et le 

spectre simulé, une légère anisotropie a été considérée. La différence entre les valeurs 

de gx et gy (∆g ≈ 0,002) pourrait s’expliquer par des effets de matrice dus à la solution 

gelée.  

 

 
Figure 32 : Spectre expérimental (exp) et simulé (sim) de VOSO4 (1mM DMSO/H2O 

90/10, 77 K) 
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CC..  AACCTTIIVVIITTEE  BBIIOOLLOOGGIIQQUUEE  DDEESS  SSAALLEENNEESS  AA  VVAANNAADDIIUUMM  
 

Les tests biochimiques (étude de l’interaction avec l’ADN et de l’activité 

nucléasique potentielles) ont été effectués au laboratoire de pharmacologie 

antitumorale de l'unité INSERM U524, à l'Institut de Recherche sur le Cancer de Lille 

(IRCL).  

II..  EETTUUDDEE  DDEE  LLAA  LLIIAAIISSOONN  AA  LL''AADDNN  

Deux techniques ont été utilisées pour étudier les interactions des salènes 

complexés au vanadium 2a-d avec l'ADN : la spectroscopie d'absorption UV-Visible ainsi 

que la technique de dénaturation thermique de l'ADN. 

1. Etude par spectroscopie d'absorption UV-Visible 

Les complexes 2a-d et l'ADN possèdent des bandes d'absorption électronique 

différentes. Lorsqu'un ligand est lié à l'ADN, celui-ci voit son spectre perturbé. Il 

s'ensuit alors un déplacement des bandes d'absorption vers les grandes ou vers les 

faibles longueurs d'onde (effet batho- ou hypsochrome) ainsi qu'une augmentation ou 

une diminution de l'intensité d'absorption (effet hyper- ou hypochrome). 

Dans un premier temps, on enregistre le spectre du complexe seul. Quel que soit 

le composé 2a-d, on observe une bande d'absorption dans la région 300-400 nm. Puis, on 

enregistre à nouveau le spectre du composé en présence d'ADN de thymus de veau. 

Cependant, on ne note aucune perturbation du spectre du complexe induite par l'ajout 

d'ADN, et ce pour les quatre composés 2a-d. Ces résultats suggèrent donc qu'il y a peu 

ou pas d'interaction des salènes complexés au vanadium avec l'ADN.   

2. Etude par dénaturation thermique de l'ADN 

Des mesures de température de fusion de l'ADN (Tm, "melting Temperature") ont 

également été effectuées. La technique de dénaturation thermique permet en effet de 

déterminer la "température de fusion" d'un ADN, qui représente la température à 

laquelle 50 % de l'ADN est présent sous forme double brin et 50 % sous forme simple 

brin. 

Les courbes de dénaturation (ou de fusion) de l'ADN sont obtenues en 

enregistrant l'évolution de l'absorbance à 260 nm d’une solution d’ADN en fonction de la 
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température. L'augmentation de température induit un désappariement des bases de 

l'ADN (destruction des ponts hydrogène entre les paires de bases), entraînant une 

augmentation de l'absorbance (hyperchromicité). La température de demi-transition (ou 

température de fusion de l'ADN, Tm) correspond à la température à laquelle 50 % de 

l'ADN se trouve dénaturé, c'est-à-dire au point d'inflexion de la sigmoïde de transition 

hyperchrome. Elle correspond donc au maximum de la dérivée première de la courbe 

représentant l'absorbance en fonction de la température. Cette température de fusion 

dépend de la composition de l'ADN considéré. Les séquences riches en paires A-T, 

possédant seulement 2 ponts hydrogène par paire de bases, sont plus facilement 

dénaturables que les séquences riches en paires G-C, qui possèdent 3 ponts hydrogène 

par paire de bases. Ainsi, plus l'ADN contient un pourcentage important de paires de 

bases G-C, plus sa stabilité thermique sera élevée. Par ailleurs, comme la température 

de fusion dépend également des conditions expérimentales, il est important de travailler 

en milieu tamponné. Les mesures sont donc effectuées dans un tampon BPE (Bis 

Phosphate EDTA, pH = 7,1). 

La comparaison des Tm obtenues pour un type d'ADN en absence et en présence 

des composés 2a-d nous permet d'apprécier leur affinité pour cet ADN. En effet, 

l'interaction de substances avec l'ADN (intercalants ou ligands du petit sillon) entraîne 

une stabilisation de la double hélice d'ADN vis-à-vis de la dénaturation thermique. Ainsi, 

la différence, ∆Tm, entre la température de fusion de l'ADN complexé au ligand et celle 

de l'ADN seul caractérise le pouvoir de stabilisation du ligand étudié : 

∆Tm = Tm
(complexe ligand-ADN) - Tm

(ADN seul) 

Par ailleurs, les valeurs de ∆Tm obtenues sur des ADN de compositions variables 

permettent d'estimer le degré de sélectivité globale du ligand pour certains ADN. C’est 

pourquoi deux séries d'expériences ont été menées, en utilisant deux types d'ADN : de 

l'ADN de thymus de veau (Tm ≈ 64°C) d'une part, et un polynucléotide poly(dA-dT) 

(Tm ≈ 44°C) d'autre part. L'ensemble des résultats (valeurs de Tm en °C) figure dans le 

Tableau 8. 

 ADN seul + 2a + 2b (o) + 2c (m) + 2d (p) 
ADN de thymus de veau 63,6 64,4 63,6 64,4 65,3 
Poly(dA-dT) 44,2 44,2 44,2 43,2 43,2 

 
Tableau 8 : Valeurs de Tm (°C) 
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On constate que les valeurs de ∆Tm obtenues, quel que soit le composé testé, sont 

très faibles : |∆Tm| < 2°C. Ces variations ne sont pas significatives d'interaction des 

composés avec l'ADN, ce qui confirme les résultats obtenus précédemment par 

spectroscopie d'absorption UV-Visible.  

IIII..  EETTUUDDEE  DDEE  CCOOUUPPUURREE  DDEE  PPLLAASSMMIIDDEE  

L'ADN utilisé pour tester l’activité nucléasique potentielle des complexes 2a-d 

est un plasmide bactérien, c’est-à-dire un ADN circulaire superenroulé. L'activité 

nucléasique est analysée en suivant la conversion de cet ADN plasmidique superenroulé 

(forme I, Supercoiled, Sc) en ADN circulaire relâché (forme II, Nicked, Nck), par 

coupure simple brin, et en ADN linéaire (forme III, Linear, Lin), par coupure double 

brin, ou par accumulation de coupures simple brin (Figure 33). 

 
Figure 33 : Coupure du plasmide 

L'identification, sur gel d’électrophorèse, de ces différentes formes de l'ADN 

est fonction de leur taille et de leur volume : la forme circulaire superenroulée migre le 

plus loin, la forme circulaire relâchée le moins loin et l'ADN linéaire en position 

intermédiaire (Figure 34).  

Figure 34 : Identification par électrophorèse des 3 formes du plasmide 
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1. Etude de l'activité nucléasique en absence d'agent activateur 

Les résultats obtenus pour deux séries d'expériences (50 µM, incubation une 

heure à 37°C ou une nuit à température ambiante) ont montré qu'aucun des composés 

2a-d ne présente d'activité nucléasique dans les conditions testées en absence d'agent 

activateur. En effet, dans tous les cas, les proportions de formes I et II de l'ADN 

(forme superenroulée et forme relâchée) sont identiques à celles des contrôles (ADN 

seul). Contrairement aux mêmes salènes à cuivre ou à fer, les salènes à vanadium 2a-d 

ne constituent donc pas des nucléases auto-activées.  

Or, le vanadium, au degré d'oxydation (IV) dans les complexes synthétisés, peut 

à la fois être réduit en vanadium (III) ou oxydé en vanadium (V). De nouveaux tests de 

coupure ont donc été effectués dans deux conditions : présence d'un agent réducteur 

ou bien oxydant.  

2. Etude de l'activité nucléasique en présence d'un agent réducteur 

En présence d’acide 3-mercaptopropionique (MPA), les quatre complexes 2a-d 

induisent des coupures monobrins de l’ADN superenroulé en ADN relâché, après 

incubation pendant 20 h à température ambiante (Figure 35). Pour ces composés, on 

observe en effet une augmentation de la forme II (relâchée) au détriment de la forme 

superenroulée I de l’ADN. Le complexe 2d est le plus efficace puisque l’on observe la 

forme III (linéaire) de l’ADN, par accumulation de coupures monobrins. Des contrôles 

ont été effectués afin de déterminer l’activité nucléasique potentielle intrinsèque du 

sulfate de vanadyle ainsi que celle des ligands 1a-d en présence de MPA. La capacité de 

coupure de l’ADN de ces composés dans ces conditions s’avère très faible, voire 

inexistante. 

Figure 35 : Coupure de plasmide en présence de MPA 
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3. Etude de l'activité nucléasique en présence d'un agent oxydant 

aa  AAccttiivvaattiioonn  ppaarr  ll’’OOxxoonnee®®  

Le composé donneur d’oxygène utilisé ici est l'hydrogénopersulfate de potassium, 

commercialisé sous forme d'un mélange stable 2 KHSO5, K2SO4, KHSO4 (Oxone®). Dans 

ce cas, l’activité de coupure de plasmide s’est révélée beaucoup plus efficace qu’en 

présence de l’agent réducteur pour les quatre composés testés 2a-d, après 18 h 

d’incubation à température ambiante (Figure 36). En effet, dans chaque cas, la forme 

superenroulée de l’ADN est presque totalement convertie en formes relâchée et 

linéaire. L’isomère para 2d reste ici encore le composé le plus actif. Il est toutefois 

important de noter que les ligands 1a-d présentent une activité nucléasique non 

négligeable en présence d’Oxone®, même si celle-ci reste inférieure à celle des 

complexes correspondants. Le sulfate de vanadyle a également été testé en présence de 

KHSO5 pour contrôle et son activité de coupure est également bien moins importante 

que celle des différents complexes 2a-d. L’efficacité de la réaction avec l’ADN 

augmente avec la concentration en agent activateur (150 ou 200 µM) ainsi qu’avec celle 

des complexes (10, 20, 50 µM) (résultats non présentés).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Coupure de plasmide en présence d’Oxone® 

bb  AAccttiivvaattiioonn  ppaarr  ll’’eeaauu  ooxxyyggéénnééee  

De nombreuses publications évoquent le clivage de l'ADN par divers complexes 

de vanadyle en présence d'eau oxygénée. Les différents auteurs expliquent dans ce cas 

la coupure par un mécanisme de type Fenton (A.II.2. page 60). Il a donc paru intéressant 

d'étudier le comportement de nos complexes 2a-d en présence d'eau oxygénée, et de le 

comparer à celui observé en présence d'Oxone®. Chacun des quatre complexes, ainsi que 
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le sulfate de vanadyle, a donc été testé à deux concentrations (10 et 50 µM) en 

présence d'un excès d'H2O2 (2 mM) et incubé 1 heure à 37°C. 

Les résultats obtenus indiquent que seul le système sulfate de vanadyle – H2O2 

induit la coupure du plasmide (Figure 37). L'effet est d'ailleurs dépendant de la 

concentration en VOSO4, puisque la proportion de forme relâchée (II) de l'ADN 

augmente avec la concentration. En revanche, aucun des complexes étudiés n'induit de 

coupure d'ADN en présence d'eau oxygénée dans ces conditions.   

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Coupure de plasmide en présence d’eau oxygénée 

4. Conclusions 

La Figure 38 récapitule les résultats décrits ci-dessus. Outre les trois contrôles 

à chaque extrémité (ADN seul, KHSO5 et MPA), elle présente les activités du sulfate de 

vanadyle, d’un des ligands (1d, para) ainsi que des quatre complexes 2a-d 

respectivement traités en absence d'agent activateur, en présence d'Oxone® et en 

présence de MPA. Les produits ont été testés à une concentration finale de 50 µM, avec 

les agents activateurs en excès (200 µM), dans un tampon Tris-NaCl (1 mM), et incubés 

une nuit à température ambiante.  
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Figure 38 : Récapitulatif de la coupure de plasmide 

Les complexes 2a-d sont incapables d'induire de coupure du plasmide en absence 

d'agent activateur extérieur (lignes 10, 13, 16, 19). Ceux-ci ne constituent donc pas des 

nucléases auto-activées.  

En revanche, en présence de MPA, ils sont capables de couper l'ADN, notamment 

les dérivés polyhydroxylés (lignes 15, 18, 21), dans l'ordre 2d (deux hydroxyle en 

position para, système hydroquinone) > 2b (deux hydroxyle en position ortho, système 

catéchol) > 2c. Une activité de coupure très faible est détectée pour le sulfate de 

vanadyle dans ces conditions, et aucune activité pour le ligand 1d.  

C'est l'activation par l'Oxone® (lignes 11, 14, 17, 20) qui semble la plus efficace. 

En effet, pour chaque complexe, l'ADN superenroulé est quasiment totalement 

transformé en ADN relâché, et on observe même l'apparition de la forme linéaire, par 

accumulations de coupures monobrins, surtout pour le composé 2d. Cependant, on 

détecte déjà une activité de coupure loin d'être négligeable pour le ligand 1d utilisé 

pour la formation de ce complexe (ligne 8), ainsi que pour le sulfate de vanadyle (ligne 

5). L'activité des complexes est toutefois bien plus importante comparée à celle des 

composés pris isolément. Il faut également noter que la présence de KHSO5 semble 

induire des traînées sur le gel, correspondant à la digestion du plasmide qui résulte en 

une diffusion dans le gel. L'effet est notamment assez marqué pour un des deux 

contrôles (ligne 2). L'autre contrôle (ligne 23) est plus correct. L'effet observé pour le 

sulfate de vanadyle risque donc plutôt d'être dû à cet artéfact.  

Ainsi, les complexes étudiés, et notamment celui possédant un système 

hydroquinonique (2d), présentent un intérêt pour leur capacité à induire des coupures 

d'ADN aussi bien en présence d'un agent réducteur qu'en présence d'un agent oxydant. 

Les mécanismes par lesquels la coupure s'effectue restent à élucider.  
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IIIIII..  EETTUUDDEE  DDEE  CCOOUUPPUURREE  DD’’UUNN  FFRRAAGGMMEENNTT  DD''AADDNN  MMAARRQQUUEE  AAUU  3322PP  

Une autre technique permet d'évaluer l'activité nucléasique des composés 

testés : il s'agit de la coupure de fragments d'ADN de longueurs définies marqués au 
32P. Ce test a été effectué avec un fragment de restriction de l’ADN de 117 paires de 

base marqué à son extrémité 3’. Ce fragment a été préparé à partir d’un ADN de 

plasmide pBS digéré par les enzymes de restriction EcoRI et PvuII. La séquence en 

paires de bases de ce fragment étant connue, cette technique a pour intérêt de 

déterminer si les coupures observées se font de manière spécifique ou non. Sa 

résolution permet de discerner les différents fragments d’ADN formés à une paire de 

base près.  

Les produits à tester (50 µM) sont incubés avec l'ADN marqué, en présence de 

MPA ou de KHSO5 (200 µM). Après 20 h d’incubation à température ambiante, les 

échantillons sont précipités par l’éthanol absolu. La moitié d’entre eux est soumise à un 

traitement à la pipéridine. L’intégrité de l’ADN est alors analysée par électrophorèse 

sur gel d’acrylamide, en conditions dénaturantes.  

Les résultats obtenus (Figure 39) indiquent que, avec ou sans traitement à la 

pipéridine, le clivage en milieu réducteur est beaucoup moins efficace qu’en milieu 

oxydant. Les coupures sont en effet faiblement marquées en présence de MPA et sans 

traitement à la pipéridine (lignes 2 à 8). On distingue toutefois un profil de coupures 

aléatoires (coupures non spécifiques le long du fragment d’ADN marqué), surtout pour le 

complexe 2d, le plus actif (ligne 8). Le traitement alcalin (lignes 18 à 24) permet de 

révéler les coupures de façon plus intense (pour le composé 2d par exemple, 

comparaison des lignes 8 et 24).  

En revanche, en présence de KHSO5, les coupures, qui ont lieu essentiellement au 

niveau des guanines, bases les plus facilement oxydables (le témoin "G", ligne 16, permet 

de repérer les guanines le long du fragment d’ADN), sont beaucoup plus marquées, même 

en absence de traitement à la pipéridine (lignes 9 à 15). Les contrôles (KHSO5 seul, 

VOSO4 + KHSO5, Ligand para 1d + KHSO5, lignes 9 à 11) témoignent déjà d’une activité 

nucléasique non négligeable mais celle-ci est amplifiée en présence du composé 2d (ligne 

15). Le traitement alcalin permet encore simplement dans ce cas d’obtenir un gel de 

séquence mieux résolu, les coupures étant un peu plus marquées (lignes 25 à 31). 
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Figure 39 : Coupure d’un fragment d’ADN marqué (117-3’) 

Finalement, on constate ici encore que, dans les deux cas (milieu réducteur ou 

oxydant), c’est le complexe possédant le système hydroquinonique qui semble le plus 

actif. Cette étude a également permis de déterminer que les coupures sont plus 

marquées au niveau des guanines, qui sont les bases les plus facilement oxydables. Le 

traitement alcalin n’est pas indispensable, il permet seulement d’accentuer les coupures 

déjà observées en son absence.  

Les coupures à guanine sont généralement significatives d’une oxydation 

radicalaire de la base : Guanine + Agent oxydant → [Guanine]•. Le traitement alcalin 

permet de favoriser la coupure de la base et donc de mettre en évidence de manière 

plus significative son oxydation.  
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DD..  EELLUUCCIIDDAATTIIOONN  DDEESS  MMEECCAANNIISSMMEESS  DDEE  CCOOUUPPUURREE  

II..  RREESSOONNAANNCCEE  PPAARRAAMMAAGGNNEETTIIQQUUEE  EELLEECCTTRROONNIIQQUUEE  

Afin d'élucider les mécanismes de coupure de l’ADN et de déterminer les 

intermédiaires réactionnels intervenant dans ces mécanismes, des expériences de RPE 

ont été effectuées. L’étude de l’activité nucléasique a révélé que le composé para 2d est 

le plus actif, que ce soit en présence d'agent oxydant ou d’agent réducteur. C'est 

pourquoi nous avons choisi de réaliser l’étude de RPE avec ce composé.  

1. Etude par RPE de la réaction du complexe avec l’Oxone® 

L’activation par l’Oxone® donne les meilleurs résultats de coupure. Nous avons 

donc voulu étudier l’évolution du spectre du complexe 2d en présence d’un excès de 

KHSO5.  

aa  SSppeeccttrreess  àà  tteemmppéérraattuurree  aammbbiiaannttee  

La Figure 40 (haut) montre le spectre du complexe 2d enregistré à température 

ambiante, à la concentration de 1 mM, dans un mélange H2O/DMSO 80/20. Il s’agit d’un 

signal constitué de 8 raies attribué à l’espèce V(IV). En effet, on observe la structure 

hyperfine due au couplage du spin électronique avec le spin nucléaire du vanadium, 

I = 7/2 ((2I+1) = 8 raies). On constate que les 8 raies de la structure hyperfine ne sont 

pas équivalentes en intensité, indiquant que le signal n’est pas isotrope. Des signaux 

similaires ont été obtenus par Wilson et Kivelson, pour l’acétylacétonate de vanadyle 

dans le toluène et la cause de l’asymétrie observée a été attribuée à la température 

trop basse.126 En effet, les auteurs ont démontré que le spectre de RPE est plus 

symétrique à température élevée (~ 384 K) qu’à basse température (~ 297 K). Selon eux, 

à plus haute température, les mouvements rotationnels en solution sont plus complets et 

les paramètres de RPE (g et A) sont mieux moyennés, conduisant alors à un spectre plus 

isotrope. 

Afin de vérifier que le complexe est stable en solution, des spectres sont 

enregistrés au cours du temps. Aucune modification n'est observée, si ce n'est une 

légère baisse d'intensité du signal au bout de 24 h. L’ion vanadyle s’oxyde en effet en 

solution aqueuse, mais à une vitesse assez lente pour que cette oxydation puisse 

généralement être considérée comme négligeable.123 Cette étude permet de déterminer 

giso = 1,9763 et Aiso = 92,3 G (Tableau 9 page 90).  
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La réaction du complexe 2d avec l’Oxone® a ensuite été suivie par RPE. Afin de 

respecter le rapport des concentrations entre l’oxydant et le complexe utilisé dans les 

études de coupure d’ADN, quatre équivalents d’Oxone® sont ajoutés. Dès l’ajout de 

KHSO5, un nouveau signal apparaît (Figure 40) et le spectre de RPE correspond à la 

superposition de deux signaux différents. L’intensité du signal du complexe 2d diminue 

rapidement pour disparaître complètement, alors que l’intensité du nouveau signal 

augmente. La nouvelle espèce possède une constante de couplage hyperfin plus grande : 

Aiso = 114,3 G au lieu de 92,3 G et giso = 1,9656 (Tableau 9). Son apparition est très 

rapide et elle semble stable, sur une période de 24 h. 

2500 3000 3500 4000 4500

Champ magnétique (Gauss)

2d

2d+KHSO5 (t=0h)

2d+KHSO5 (t=2h)

2d+KHSO5 (t=5h)

2d+KHSO5 (t=24h)

 

Figure 40 : Evolution du spectre de RPE du complexe 2d, à 293 K, par réaction avec 

KHSO5 
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bb  SSppeeccttrreess  eenn  ssoolluuttiioonn  ggeellééee  àà  7777  KK  

Afin de caractériser les deux espèces décrites ci-dessus plus précisément, la 

même étude a été effectuée en solution gelée, les échantillons étant refroidis dans 

l'azote liquide à 77 K. Le spectre du complexe seul, à la concentration de 1 mM dans un 

mélange DMSO/H2O 90/10 a donc été enregistré (Figure 41, haut). Les trois 

composantes du tenseur g ainsi que les trois composantes de la constante de couplage 

hyperfin A ont été déterminées à partir du spectre et confirmées par simulation (on 

retrouve les valeurs de g et A décrites précédemment, Tableau 7 page 73 et Tableau 9).  

Lors de l’ajout d'Oxone®, un second signal apparaît (Figure 41), correspondant à 

la nouvelle espèce de vanadium (IV) observée à température ambiante. La contribution 

de chaque signal dans le spectre de RPE peut être estimée. Ainsi, le spectre obtenu une 

heure après l’addition de KHSO5 peut être considéré comme la superposition de 50 % du 

signal du complexe 2d et de 50 % de celui de la nouvelle espèce. Après 24 h, le spectre 

est composé de 10 % du signal de 2d et de 90 % de celui de la nouvelle espèce. Après 

48 h de réaction, le signal de RPE relatif à 2d a quasiment complètement disparu et seul 

le signal de la nouvelle espèce est observé (Figure 42).  

Des résultats similaires ont déjà été décrits dans la littérature : Nakajima et ses 

collaborateurs102 ont étudié la réaction d’un salène (N,N’-bis(3-méthoxysalicylidène)-

(R,R)-1,2-cyclohexylènediamine) complexé par l’ion vanadyle avec un excès 

d’hydroperoxyde de cumène (hydroperoxyde de 1-méthyl-1-phényléthyle), dans le 

dichlorométhane à 25°C. Cette réaction a été suivie par RPE en solution gelée. Il s’avère 

que l’intensité du signal initial diminue progressivement et qu’un nouveau signal apparaît 

de façon concomitante, l’aspect du nouveau signal étant semblable à celui du signal 

original. Après 24 h, le milieu réactionnel est devenu inactif en RPE, ce qui indique que 

toutes les espèces de vanadium (IV) ont été oxydées en vanadium (V) (ce qui n’est pas le 

cas dans nos travaux). Les auteurs n’ont cependant pas réussi à isoler et identifier 

l’espèce intermédiaire.  
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Figure 41 : Evolution du spectre de RPE du complexe 2d, à 77 K, par réaction avec 

KHSO5 

Il faut noter que la même expérience a été réalisée pour le complexe 2a ne 

possédant pas de groupement hydroxyle supplémentaire sur les cycles aromatiques, et 

que le même phénomène a été observé. En effet, on note l’apparition d'une nouvelle 

espèce, qui semble d'ailleurs correspondre à la même espèce que celle observée avec le 

composé 2d. Cependant, dans ce cas, le phénomène semble plus lent car après 48 h les 

deux espèces sont toujours en mélange. 
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Comme une activité de coupure de l'ADN a également été détectée pour le 

sulfate de vanadyle, il a paru intéressant d’étudier l’évolution du spectre de VOSO4 en 

présence de KHSO5. En absence de KHSO5, on retrouve le spectre décrit précédemment 

(Figure 42, bas, B.III.2.b page 74 et Tableau 9). La réaction de VOSO4 avec KHSO5 ne 

se traduit pas sur le spectre de RPE par l’apparition d’une nouvelle espèce, 

contrairement aux cas des complexes 2a et 2d. Les spectres en présence ou en absence 

d'oxydant sont identiques, mais leur intensité varie légèrement au cours du temps. 

Juste après l'ajout de l'oxydant, l'intensité du signal de vanadium (IV) diminue puis elle 

augmente à nouveau progressivement pour se stabiliser à l'intensité de départ (avant 

ajout d’oxydant). Ce résultat suggère donc la formation intermédiaire d'une espèce de 

vanadium à l'état d'oxydation V, muette en RPE car ne possédant plus d'électron 

célibataire, puis la régénération de l'espèce V(IV). Ceci est en accord avec le mécanisme 

proposé par Stemmler et Burrows80 pour l'oxydation de l'ADN par le sulfate de 

vanadyle en présence de KHSO5 (Schéma 5 page 59). Dans la première étape, l’ion 

vanadyle (IV) est oxydé en vanadium (V) et le radical sulfate est produit. La production 

radicalaire devient catalytique avec la seconde étape, dans laquelle le vanadium (V) 

réagit avec l’hydrogénopersulfate pour générer le radical monopersulfate et régénérer 

VO2+. Pour confirmer ce mécanisme, il faudrait mener des études de piégeage de 

radicaux libres (spin-trapping) afin de détecter, par la formation d'adduits avec un spin 

trap, les radicaux SO4
-• et SO5

-• formés au cours des réactions décrites ci-dessus.  
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Figure 42 : Spectres de RPE expérimentaux (ligne continue) et calculés (ligne pointillée) 

du complexe 2d après 48 h de réaction avec KHSO5 (haut) et de VOSO4 (bas) 

Par ailleurs, la nouvelle espèce formée lors de la réaction de KHSO5 avec les 

complexes de salène peut être attribuée sans ambiguïté au sulfate de vanadyle. En 

effet, le spectre obtenu après 48 h de réaction entre le complexe 2d et KHSO5 est 

fortement similaire à celui du sulfate de vanadyle (Figure 42). La meilleure corrélation 

obtenue par simulation du spectre expérimental pour la nouvelle espèce utilise des 

paramètres g et A proches de ceux obtenus pour VOSO4 (Tableau 9). 
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Echantillon gx gy gz giso Ax Ay Az Aiso 

2d (293 K) --- --- --- 1,9763 --- --- --- 92,3 

2d + KHSO5 (24 h, 293 K) --- --- --- 1,9656 --- --- --- 114,3 

2d (77 K) 1,9840 1,9750 1,9587 1,9726 53 60 171,7 94,9 

2d + KHSO5 (48 h, 77 K) 1,9740 1,9720 1,9320 1,9593 73 70 197,5 113,5 

VOSO4 (77 K) 1,9770 1,9755 1,9340 1,9621 74,5 70,5 199 114,6 

 
Tableau 9 : Paramètres de RPE du complexe 2d avant et après réaction avec KHSO5 

(293 et 77 K) ainsi que du sulfate de vanadyle (77 K) 

Il semble donc qu'au cours de la réaction, l'ion vanadyle VO2+ perd son ligand 

salénique pour reformer du VOSO4 (les ions SO4
2- proviendraient de l'Oxone®, mélange 

stable 2 KHSO5, K2SO4, KHSO4). Le mécanisme permettant de passer du complexe à 

VOSO4 reste cependant à élucider. On peut supposer une modification du ligand 

(Schéma 9) puisque, au départ, le complexe est formé en mettant en présence le salène 

et VOSO4. 

Schéma 9 : Formation du complexe de vanadyle puis réaction avec KHSO5 

(Salène* = Salène modifié) 

2. Etude par RPE de la réaction du complexe avec l’eau oxygénée 

L'effet de l'eau oxygénée sur le complexe 2d a également été étudié. 

L’expérience a été menée pour une concentration en H2O2 quatre fois plus importante 

que celle du complexe. On observe progressivement une baisse d'intensité du signal du 

vanadium (IV), très lente, sans apparition d'une nouvelle espèce, laissant présager 

l'oxydation de V(IV) en V(V), que l'on ne détecte plus par RPE, car il ne possède plus 

d’électron célibataire (système 3d0). Une augmentation de la concentration en H2O2 

semble favoriser la formation de V(V), la diminution de l'intensité du signal semblant 

plus rapide. Ce résultat serait a priori compatible avec un mécanisme de type Fenton, 

dans lequel le vanadium (IV) serait oxydé en vanadium (V) tandis que l'eau oxygénée 

formerait un radical hydroxyle OH• et un ion hydroxyle OH-. Des expériences de spin-

trapping permettraient de confirmer cette hypothèse par la détection de radicaux 

hydroxyle. Cependant, si ce mécanisme était vérifié, il serait en contradiction avec les 

Salène + VOSO4 → [Salène-VO] + H2SO4

[Salène-VO] + KHSO5 → [Salène*-VO]
[Salène*-VO] + SO4

2- → VOSO4 + Salène*
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résultats obtenus en coupure de plasmide : aucune activité de coupure n’a pu être 

décelée pour les complexes 2a-d, avec un rapport H2O2/Complexe = 40. 

3. Etude par RPE de la réaction du complexe avec le MPA 

En présence de l’agent réducteur, aucun changement n’a pu être détecté dans le 

spectre de RPE du complexe : on n’observe ni l’apparition d’une nouvelle espèce, ni de 

variation significative de l’intensité du signal initial.  

IIII..  SSPPIINN--TTRRAAPPPPIINNGG  

La formation de radicaux libres peut être détectée en RPE si leur durée de vie 

est suffisamment longue. En revanche, la mise en évidence d'espèces radicalaires 

transitoires, de courte durée de vie, nécessite l'emploi de la technique de piégeage de 

radicaux libres ou "spin-trapping". Cette technique utilise la propriété de composés 

diamagnétiques, capables de capter des radicaux libres produits dans le milieu 

réactionnel, pour former un adduit paramagnétique stable et facilement détectable en 

RPE. Notre étude a été effectuée en utilisant le DMPO (5,5-diméthyl-1-pyrroline-N-

oxyde, Figure 43) comme agent de spin-trapping. Selon le radical capté, l’adduit formé 

présente une structure et un spectre de RPE particuliers. Les caractéristiques des 

spectres des principaux adduits obtenus avec un agent piégeur donné sont connues et 

répertoriées dans la littérature, ce qui permet d'identifier rapidement les radicaux 

formés.  
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Figure 43 : Adduits entre le DMPO et divers radicaux 

L’utilisation de cette technique a donc pour but la détection des espèces 

radicalaires éventuellement formées au cours des réactions avec les différents agents 

activateurs. 

1. Expériences de spin-trapping en présence d’Oxone® 

aa  EEttuuddee  dduu  ccoommpplleexxee  22dd  

On essaie de détecter l’éventuelle formation de radicaux libres lors de la 

réaction du complexe para 2d avec l’Oxone®. La réaction de 2d (100 µM) avec l’Oxone® 

(400 µM) en présence de DMPO (9 mM), dans le tampon Tris-NaCl (1 mM), à 

température ambiante, n’a cependant pas permis de détecter de radical. Ce résultat 

serait en accord avec l’hypothèse d’un intermédiaire dans lequel le vanadium serait lié à 

un radical (tel que OH• ou SO4
-•), formant ainsi un "crypto-radical".  

bb  EEttuuddee  ddee  VVOOSSOO44  

La réaction de VOSO4 avec l’Oxone®, en revanche, donne des résultats 

différents. Dans les mêmes conditions, un signal correspondant à l’adduit DMPO-OH 

(signal de 4 raies, d’intensités relatives 1 : 2 : 2 : 1, aN = aHβ = 14,9 G) a été observé 

(Figure 44).  
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Figure 44 : Adduit DMPO-OH détecté lors de la réaction entre VOSO4 et KHSO5 en 

présence de DMPO 

Ce signal n’est pas spécifique des radicaux hydroxyle, il peut en effet également 

être attribué au radical superoxyde O2
-• ou au radical sulfate SO4

-•, car les adduits 

correspondant aux radicaux superoxyde et sulfate sont instables et se décomposent 

rapidement en DMPO-OH.127, 128 Le DMSO (CH3-SO-CH3) est fréquemment utilisé afin 

de déterminer l’origine de l’adduit DMPO-OH observé (génération à partir de radicaux 

hydroxyle plutôt qu’à partir d’une transformation d’autres adduits). En effet, lorsque du 

DMSO est présent dans le milieu, les radicaux hydroxyle peuvent réagir avec lui pour 

former des radicaux méthyle qui seront alors piégés par le DMPO. Il en résulte la 

formation de l’adduit DMPO-CH3 qui présente un signal composé de 6 raies d’égale 

intensité (aN = 16 G, aHβ = 23 G).129 Or, le spectre figurant ici (Figure 44) a été 

enregistré en présence de DMSO. Comme on n’observe que l’adduit DMPO-OH et non 

DMPO-CH3, l’hypothèse de formation de radicaux hydroxyle peut être écartée et cela 

suggère plutôt une implication de radicaux superoxyde ou sulfate dans l’oxydation des 

guanines observée pour le sulfate de vanadyle.  

cc  EEttuuddee  dduu  lliiggaanndd  ppaarraa  11dd  

Il faut aussi noter que le même spectre a été obtenu par réaction du ligand 1d 

avec l’Oxone®, le signal DMPO-OH étant dans ce cas environ cinq fois moins intense 

(Figure 45). 
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Figure 45 : Adduit DMPO-OH détecté lors de la réaction entre le ligand 1d et KHSO5 

en présence de DMPO 

2. Expériences de spin-trapping en présence d’eau oxygénée 

aa  EEttuuddee  dduu  ccoommpplleexxee  22dd  

L’effet de l’eau oxygénée sur le complexe est également testé. L’eau oxygénée 

est introduite à la concentration de 3,5 mM. Pour une concentration en complexe de 

0,1 mM, c’est-à-dire pour un excès important d’H2O2, aucun radical n’est détecté. Par 

contre, avec une concentration en complexe dix fois plus importante (1 mM) mais avec la 

même concentration en eau oxygénée, un signal composé de 6 raies d’égale intensité est 

détecté, correspondant à l’adduit DMPO-CH3 (aN = 16 G, aHβ = 23 G), que l’on observe 

lorsque l’on forme des radicaux hydroxyle en présence de DMSO (Figure 46).  
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Figure 46 : Adduit DMPO-CH3 détecté lors de la réaction entre le complexe 2d et H2O2 

en présence de DMPO 

bb  EEttuuddee  ddee  VVOOSSOO44  

En présence d’H2O2 (3,5 mM), pour une concentration en sulfate de vanadyle de 

seulement 0,1 mM, un signal très intense, correspondant à l’adduit DMPO-OH est 

observé (en absence de DMSO), contrairement à la même expérience avec le complexe 

2d à la même concentration (Figure 47). 

 
Figure 47 : Adduit DMPO-OH détecté lors de la réaction entre VOSO4 et H2O2 en 

présence de DMPO 
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3. Expériences de spin-trapping en présence de MPA 

Les expériences de spin-trapping pour le complexe 2d en présence de MPA n’ont 

pas permis de détecter de radical, aucun adduit n’a été décelé.  

IIIIII..  DDIISSCCUUSSSSIIOONN  

1. Etude de l’activation par le MPA 

Les études de RPE et de spin-trapping n’ont pas permis d’isoler d’intermédiaires 

réactionnels impliqués dans le mécanisme de coupure de l’ADN par les complexes en 

présence de l’agent réducteur. En effet, en RPE, le signal de vanadium (IV) du complexe 

2d semble stable dans le temps en présence de MPA et, en spin-trapping, aucune espèce 

radicalaire n’a été décelée. 

2. Etude de l’activation par l’eau oxygénée 

L’activité nucléasique observée après activation par H2O2 a déjà été étudiée 

intensivement dans la littérature, notamment pour divers complexes de vanadyle 

(A.II.2.a page 59 et suivantes). Les différents auteurs expliquent cette activité de 

coupure par un mécanisme de type Fenton (V(IV) + H2O2 → V(V) + OH- + OH•). 

En ce qui nous concerne, les résultats obtenus en spin-trapping sont en 

adéquation avec ceux obtenus dans l’étude de coupure de plasmide, et en accord avec le 

mécanisme de type Fenton proposé dans la littérature. En effet, en coupure de plasmide, 

une activité nucléasique a pu être détectée pour le sulfate de vanadyle, alors que les 

quatre complexes 2a-d se sont révélés inactifs. Dans des conditions similaires, un 

adduit DMPO-OH a été observé en spin-trapping lors de la réaction de VOSO4 avec 

H2O2 mais aucun radical n’a pu être piégé pour le complexe 2d. Cet adduit peut être 

attribué à la formation de radicaux hydroxyle selon le mécanisme décrit ci-dessus, et 

ces radicaux seraient responsables de la coupure de l’ADN.  

En spin-trapping, une augmentation de la concentration en complexe 2d a permis 

de détecter un adduit DMPO-CH3, signe de la production de radicaux hydroxyle en 

présence de DMSO. Cependant, ce signal est beaucoup moins intense que l’adduit DMPO-

OH observé avec VOSO4 à une concentration dix fois plus faible. Dans ces conditions, en 

RPE, on observe une baisse lente de l’intensité du signal de vanadium (IV), laissant 

présager la formation d’une espèce de vanadium (V) muette en RPE (système 3d0). 

L’ensemble des résultats concorderaient là encore avec le mécanisme décrit ci-dessus. 
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Quoiqu’il en soit, concernant l’activité de coupure de l’ADN en présence d’H2O2, le 

sulfate de vanadyle s’est révélé bien plus efficace que chacun des complexes 2a-d. 

3. Etude de l’activation par l’Oxone® 

La réactivité avec l’ADN s’est révélée bien plus importante quand KHSO5 est 

utilisé comme agent activateur. La première étape dans l’oxydation d’un ion métallique 

par HSO5
- consiste en la formation de radicaux sulfate ou hydroxyle,27 selon le Schéma 

10, appliqué au vanadium : 

V(IV) + HO-OSO3
-

V(V) + OH- + SO4
-•

V(V) + OH• + SO4
2-

1

2

 

Schéma 10 : Oxydation de V(IV) par HSO5
- 

L’oxydation de l’ADN par le système VOSO4-KHSO5 a été étudiée par Stemmler 

et Burrows.80 Le mécanisme proposé implique l’oxydation de V(IV) en V(V) avec 

formation concomitante de radicaux sulfate (voie 1), puis la réduction de V(V) en V(IV) 

avec production de radicaux SO5
-• à partir de HSO5

-. Les résultats obtenus en RPE en 

solution gelée pour le sulfate de vanadyle en présence de KHSO5 sont en accord avec 

cette hypothèse. En spin-trapping, on détecte un adduit DMPO-OH assez intense. Le 

fait qu’il ait été observé en présence de DMSO élimine l’hypothèse de l’implication de 

radicaux hydroxyle, et suggère plutôt la formation de radicaux superoxyde ou sulfate, 

car comme nous l’avons vu précédemment les adduits avec ces différents radicaux sont 

relativement instables et se décomposent rapidement en DMPO-OH. En ce qui concerne 

le ligand 1d, qui, comme les autres ligands, a également révélé une activité nucléasique 

en présence de KHSO5, le même adduit DMPO-OH a pu être observé en spin-trapping, 

mais le signal est beaucoup moins intense.  

Cependant, l’activité de coupure des complexes 2a-d en présence de KHSO5 est 

bien plus importante que celle des ligands ou de VOSO4 alors que, en spin-trapping, 

aucune espèce radicalaire n’a pu être détectée lors de la réaction du complexe 2d avec 

l’Oxone®. Ceci laisserait présager l’intervention d’un crypto-radical. D’autre part, en 

RPE, le complexe initial semble évoluer au cours de la réaction, pour fournir 

vraisemblablement du sulfate de vanadyle et donc libérer le ligand. Celui-ci doit donc 

certainement se trouver sous une forme modifiée, pour expliquer sa perte d’affinité 
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pour l’entité VO2+. On peut par exemple supposer une transformation vers un système 

quinonique.  

Sur la base de l’ensemble des résultats obtenus, un mécanisme plausible (Schéma 

11) peut être proposé.130 Comme indiqué par Stemmler et Burrows pour le sulfate de 

vanadyle,80 il y aurait décomposition de HSO5
- par le complexe V(IV). On aboutirait à un 

complexe V(V) et à la formation de radicaux sulfate, qui, avec le complexe V(IV) 

régénéré formerait un crypto-radical [V(V)-OSO3
-]. Le complexe V(IV) aurait été 

régénéré par réaction avec HSO5
- pour conduire à SO5

-•. Cependant, aucune preuve de la 

formation de SO5
-• n’a pu être fournie. Un transfert électronique, du ligand vers le 

métal, expliquerait la perte du ligand, sous forme radicalaire, et la formation de VOSO4. 

Le ligand libéré, ainsi que le sulfate de vanadyle, en présence d’Oxone®, engendreraient 

alors le clivage de l’ADN par oxydation au niveau des guanines.  
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Schéma 11 : Mécanisme proposé pour la réaction des complexes 2a-d avec KHSO5 

Par ailleurs, on pourrait aussi supposer, en présence d’ADN, une interaction entre 

le crypto-radical et l’ADN, semblable à celle proposée dans la littérature pour les 

macrocycles à nickel, qui eux aussi engendrent une oxydation des guanines de l’ADN en 

présence d’oxydants comme KHSO5.27 Ces composés oxydent préférentiellement les 

guanines les plus exposées et le mécanisme implique une coordination directe de l’ion 

métallique au niveau de l’azote N7 de la guanine. Il faut noter que, dans notre cas, 

l’activité de clivage a été observée sans nécessiter de traitement à la pipéridine, mais 
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elle pourrait provenir de la déglycosylation suivie de la β-élimination engendrées par les 

longues périodes d’incubation (~ 20 h). 
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CCOONNCCLLUUSSIIOONN  
 

Sur la base des états d’oxydation du vanadium dans les systèmes biologiques 

(V(III), V(IV) et V(V)), nous avons postulé que les complexes de vanadyle du salène 2a 

et de ses dérivés hydroxylés 2b-d seraient capables d’induire des coupures de l’ADN 

soit en présence d’un agent réducteur, soit en présence d’un agent oxydant. Les 

résultats décrits dans ce chapitre indiquent que ces composés, et notamment le 

complexe possédant un système hydroquinonique 2d, constituent effectivement un 

nouvel exemple de nucléases capables de réagir sur l’ADN soit en condition réductrice 

(MPA) soit en condition oxydante (Oxone®). En revanche, ces complexes sont incapables 

d’induire de coupure de l’ADN en absence d’agent activateur extérieur. Ils ne 

constituent donc pas des nucléases auto-activées comme les mêmes ligands (systèmes 

hydroquinone et catéchol) complexés au cuivre ou au fer, testés précédemment au 

laboratoire.65, 66 L’activité de coupure est nettement plus importante en présence 

d’Oxone® et, dans les deux cas, c’est le complexe 2d possédant un système 

hydroquinonique qui s’est révélé le plus actif. Des expériences sur de l’ADN marqué ont 

révélé que les coupures se produisaient essentiellement au niveau des guanines, bases 

les plus facilement oxydables, sans nécessiter de traitement à la pipéridine.  

Des études de RPE et de spin-trapping ont été entreprises afin d’élucider le 

mécanisme de coupure de l’ADN dans les différents systèmes. Peu d’informations ont 

été obtenues pour le système Complexe-MPA, il est vraisemblable que le mécanisme 

passe par la formation d’une espèce de vanadium (III) intermédiaire. Pour le système 

Complexe-Oxone®, en revanche, les résultats de RPE ont permis de proposer un 

mécanisme impliquant une décomplexation qui aboutirait à la libération de sulfate de 

vanadyle et du ligand modifié, type semi-quinone. Cependant, ce mécanisme sous-

entendrait l’intervention de divers radicaux (SO4
-•, SO5

-•, radicaux semi-quinone…) qu’il 

n’a pas été possible de détecter en spin-trapping. Pour SO4
-•, l’hypothèse de la formation 

d’un crypto-radical, déjà décrit dans la littérature,80 a été émise.  

 



 

 

  CCHHAAPPIITTRREE  IIIIII  ::    

SSAALLEENNEESS  AA  CCUUIIVVRREE  

FFOONNCCTTIIOONNNNAALLIISSEESS  
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La première partie de nos travaux visait à étudier la complexation du vanadium au 

salène et à ses dérivés hydroxylés, et à tester l’activité nucléasique des complexes ainsi 

formés. Nous avons montré que les complexes 2a-d synthétisés peuvent exercer leur 

activité nucléasique en milieu réducteur ou en milieu oxydant, par contre aucun d’entre 

eux n’est capable de cliver l’ADN en absence d’agent activateur extérieur. Une étude 

effectuée précédemment au laboratoire, sur la même série de dérivés, complexés au 

cuivre ou au fer,65, 66 avait permis d’isoler des composés bien plus actifs, capables de 

cliver l’ADN sans nécessiter l’emploi d’un quelconque agent activateur. Dans cette série, 

le complexe possédant un système hydroquinonique (deux groupes hydroxyle en position 

para) constituait la plus efficace de ces nucléases auto-activées. L’intérêt de ce type de 

composés est évident dans le cadre d’applications biologiques in vivo, comparé aux 

composés nécessitant le recrutement d’un agent activateur extérieur. 

Dans la deuxième partie de nos travaux, nous avons décidé de modifier le ligand 

salénique afin d’obtenir de nouveaux composés, possédant une meilleure affinité pour 

l’ADN. Cette modification consiste à introduire une chaîne latérale sur la fraction 

éthylènediamine du salène, selon un concept déjà développé précédemment au 

laboratoire.58 Dans les travaux précédents, une chaîne aminobutane avait été greffée 

sur le salène, et les complexes de cuivre et de nickel avaient été étudiés. Ceux-ci 

nécessitaient l’emploi d’un agent activateur extérieur (MPA pour le complexe de cuivre 

et KHSO5 pour le complexe de nickel) afin d’exercer leur activité nucléasique. La chaîne 

latérale, sous forme de sel d’ammonium, permettait d’améliorer l’affinité pour l’ADN, par 

interaction entre la charge cationique de l’ammonium et les charges négatives des 

groupements phosphate de l’ADN. Par ailleurs, des molécules hybrides avaient été 

développées, par liaison de divers ligands de l’ADN (ligands du petit sillon ou agents 

intercalants) au groupement amino terminal du dérivé salénique, toujours dans le but 

d’améliorer la reconnaissance de l’ADN.61, 62 

Les nouvelles molécules développées ici (Figure 48) combinent les deux 

caractéristiques essentielles citées ci-dessus : d’une part, une fraction N,N’-bis(5-

hydroxysalicylidène)éthylènediamine, complexée au cuivre, responsable de l’activité 

nucléasique auto-activée (système hydroquinonique), et, d’autre part, une chaîne latérale 

pour améliorer l’affinité avec les acides nucléiques. En effet, la chaîne latérale comporte 

une fonction amide, qui pourra éventuellement former des liaisons hydrogène avec 

l’ADN, un nombre de groupes méthylène variable (n = 2, 4, 6), afin d’étudier l’influence 

de la longueur de la chaîne sur l’activité et l’affinité pour l’ADN, et une fonction amine 
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terminale. Cette fonction, sous forme de sel d’ammonium, peut servir à améliorer 

l’affinité pour l’ADN par interaction électrostatique avec les groupements phosphate. 

Sous forme neutre, la fonction amine permet le couplage à divers agents se liant à 

l’ADN, notamment à des oligonucléotides formant une triple hélice (TFO) ou à des 

ligands du petit sillon. Outre l’amélioration de l’affinité pour l’ADN, la synthèse de ces 

molécules hybrides a pour objectif l’obtention de nouvelles molécules capables de 

reconnaître et de cliver des séquences spécifiques de l’ADN. De telles molécules 

pourraient trouver une application potentielle en tant que régulateurs spécifiques de 

l’expression de gènes choisis pour cibles.  

N N

O
NH

HO O O OH
Cu

(CH2)n NH3
+ TFA-

9a : n = 2
9b : n = 4
9c : n = 6

 

Figure 48 : Complexes de cuivre de dérivés fonctionnalisés de N,N’-bis(5-

hydroxysalicylidène)éthylènediamine 9a-c 

Ce chapitre décrit donc la synthèse, la caractérisation physico-chimique, et 

l’activité biologique des complexes 9a-c, ainsi que les essais de couplage de ces 

composés à des oligonucléotides et à des ligands du petit sillon.  
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AA..  SSYYNNTTHHEESSEE  DDEESS  SSAALLEENNEESS  AA  CCUUIIVVRREE  FFOONNCCTTIIOONNNNAALLIISSEESS  
 

Les salènes à cuivre fonctionnalisés 9a-c sont obtenus en sept étapes à partir de 

l’acide D,L-2,3-diaminopropanoïque, d’une diamine aliphatique à deux, quatre ou six 

atomes de carbone, ainsi que du 2,5-dihydroxybenzaldéhyde.  

II..  PPRROOTTEECCTTIIOONN  DDEESS  PPRREECCUURRSSEEUURRSS  

Nous avons choisi l’acide D,L-2,3-diaminopropanoïque (mélange racémique) comme 

précurseur principal des salènes à cuivre fonctionnalisés 9a-c. En effet, il sert de point 

d’ancrage aux deux entités essentielles de la molécule. Sa fonction β-diamine, d’une 

part, participe à la constitution de la fraction salénique, et sa fonction acide 

carboxylique, d’autre part, permet l’insertion de la chaîne latérale. Le précurseur de la 

chaîne latérale, quant à lui, est une diamine aliphatique de longueur variable, à deux, 

quatre ou six groupements méthyléniques : 1,2-éthylènediamine (n = 2), 1,4-butane-

diamine (n = 4) ou 1,6-hexanediamine (n = 6). Afin de coupler les deux précurseurs, des 

protections orthogonales, tert-butyloxycarbonyle (Boc) pour la fonction amine de la 

chaîne latérale et benzyloxycarbonyle (Z) pour la β-diamine sont utilisées. Elles 

permettent une déprotection sélective après le couplage entre les deux précurseurs. 

La première étape correspond donc à la mono-protection des différentes 

diamines par le groupement tert-butyloxycarbonyle (Schéma 12, haut).131 La réaction 

entre la diamine et le di-tert-butyldicarbonate est effectuée dans le chloroforme. Afin 

de favoriser la mono-protection, la diamine est introduite en large excès (~ 10 

équivalents). Les diamines mono-protégées 3a-c, précurseurs de la chaîne latérale, sont 

obtenues avec des rendements respectifs de 71, 84 et 64 %. 

Parallèlement, les deux fonctions amine de l’acide diaminopropanoïque sont 

protégées par le groupement benzyloxycarbonyle (Schéma 12, bas). Le 

monochlorhydrate de l’acide D,L-2,3-diaminopropanoïque réagit avec un excès de 

chloroformiate de benzyle dans un mélange eau/soude/tetrahydrofurane.132 L’acide 2,3-

(dibenzyloxycarbonylamino)propanoïque 4 est obtenu avec un rendement de 83 %. 
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Schéma 12 : Protection des précurseurs 

IIII..  CCOOUUPPLLAAGGEE  PPEEPPTTIIDDIIQQUUEE  EETT  SSYYNNTTHHEESSEE  DDEESS  LLIIGGAANNDDSS  

Une fois les deux précurseurs protégés, ils réagissent entre eux pour former une 

liaison amide. Divers agents de couplage ont été testés pour activer la réaction (Figure 

49) : les systèmes DCC/HOBt (Dicyclohexylcarbodiimide/Hydroxybenzotriazole), 

DCC/DMAP (Diméthylaminopyridine), HOBt/EDCI (chlorhydrate de 1-[3-(diméthyl-

amino)propyl]-3-éthylcarbodiimide). Cependant, le réactif de couplage qui s’est révélé le 

plus efficace est le réactif de Castro, le BOP (hexafluorophosphate de 

benzotriazolyloxytris(diméthylamino)phosphonium).133 
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Figure 49 : Réactifs de couplage peptidique 
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La réaction de couplage entre l’acide et l’amine, activée par le BOP, est effectuée 

dans l’acétonitrile, en présence de triéthylamine (Schéma 13). On récupère les composés 

5a-c avec des rendements de 70, 76 et 68 % respectivement. 

+

BOP
NEt3

NHZZHN

O
NH

5a : n = 2
5b : n = 4
5c : n = 6

3a 
3b
3c

4
CH3CN, 1 nuit Tamb

(CH2)n NHBoc

 

Schéma 13 : Couplage peptidique entre les deux précurseurs 

L’étape suivante correspond au clivage des groupements benzyloxycarbonyle. Il 

s’agit d’une réaction d’hydrogénolyse, effectuée sous courant d’hydrogène en présence 

de palladium sur charbon dans le méthanol à reflux (Schéma 14). Les β-diamines libres 

6a-c ainsi obtenues, fonctionnalisées par une chaîne latérale, sont synthétisées avec de 

très bons rendements (90, 92 et 84 % respectivement).  
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Schéma 14 : Déprotection de la fraction β-diamine 

Les composés 6a-c sont alors condensés à un excès de 2,5-dihydroxy-

benzaldéhyde pour fournir les bases de Schiff 7a-c (Schéma 15). Plusieurs modes 

opératoires ont été testés pour cette réaction. Les bases de Schiff sont notamment 

préparées dans l’éthanol, sous agitation vigoureuse et chauffage à reflux.58 Cependant, 

la réaction de formation des imines étant une réaction réversible, nous avons cherché à 

favoriser la formation des bases de Schiff en déplaçant l’équilibre de la réaction. Pour 

cela, du tamis moléculaire (3Å) a été introduit dans le milieu réactionnel, afin de piéger 

l’eau formée.58 Un autre procédé consiste à utiliser un montage de type Dean-Stark.64 

Les produits déprotégés 6a-c et le dérivé de l’aldéhyde salicylique sont condensés dans 

le toluène, sous agitation vigoureuse et chauffage à reflux. Cependant, quelle que soit la 

méthode employée, nous avons rencontré des difficultés dans la purification de ces 

produits de condensation. L’étape de purification par chromatographie sur colonne pose 
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problème puisque les fonctions imine sont sensibles à l’acidité de la silice. Le produit 

attendu risque donc de se dégrader partiellement au cours de l’élution. Pour tenter de 

remédier à ce problème, on effectue une chromatographie "flash", sous courant d’argon, 

au lieu d’une chromatographie classique, afin de laisser le produit le moins longtemps 

possible en contact avec la silice. De la triéthylamine a également été introduite dans le 

solvant d’élution, afin de désactiver la silice et ainsi éviter la coupure des fonctions 

imine. 

6a
6b 
6c

CHO

OH

HO
N N

O
NH

HO OH HO OH

(CH2)n NHBoc

7a : n = 2
7b : n = 4
7c : n = 6

Toluène, Dean-Stark, 3h
ou EtOH, TM 3Å, ∆ 30 mn

 

Schéma 15 : Synthèse des bases de Schiff 

Toutes ces techniques de synthèse, comme de purification, n’ont 

malheureusement pas fourni les résultats attendus. Dans tous les cas, nous ne sommes 

pas parvenus à purifier le produit voulu de façon satisfaisante, l’analyse par RMN indique 

la présence d’impuretés et les rendements sont médiocres (moins de 20 à 40 % selon les 

cas). Il est toutefois impossible de déterminer si ces faibles rendements sont dûs à la 

réaction elle-même ou à la dégradation du produit lors de l’étape de purification par 

chromatographie.  

Les bases de Schiff 7a-c issues des essais de purification par chromatographie 

sur colonne sont engagées directement dans la complexation par le cuivre. 

IIIIII..  CCOOMMPPLLEEXXAATTIIOONN  DDEESS  LLIIGGAANNDDSS  SSAALLEENNIIQQUUEESS  EETT  DDEEPPRROOTTEECCTTIIOONN  

La complexation avec le métal doit s’effectuer avant la déprotection du 

groupement tert-butyloxycarbonyle porté par la chaîne latérale. En effet, les conditions 

acides de déprotection sont incompatibles avec la présence des fonctions imine 

instables dans un tel milieu. La complexation constitue donc une sorte de protection des 

fonctions imine. 
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La réaction entre les salènes 7a-c et l’acétate de cuivre est menée dans un 

mélange éthanol/eau à reflux (Schéma 16).58 Les complexes de cuivre 8a-c, dont l’amine 

terminale de la chaîne latérale est encore protégée par le groupement Boc, précipitent 

dans le milieu. Ils sont obtenus avec des rendements respectifs de 43, 13 et 25 %.  

N N

O
NH

HO O O OH
Cu

(CH2)n NHBoc

7a 
7b 
7c

Cu(CH3COO)2, H2O

8a : n = 2
8b : n = 4
8c : n = 6

EtOH / H2O, ∆ 1h

 

Schéma 16 : Complexation des ligands saléniques par le cuivre 

Enfin, la dernière étape correspond à la déprotection du groupement amino 

terminal des composés 8a-c. Le groupement tert-butyloxycarbonyle est éliminé par 

action de l’acide trifluoroacétique en présence d’anisole dans le dichlorométhane 

(Schéma 17).58 Les rendements sont de l’ordre de 70 % pour 9a et 9b et seulement de 

29 % pour 9c. L’emploi d’anisole n’est pas systématique lors de la déprotection du groupe 

tert-butyloxycarbonyle. Il joue un rôle dans l’élimination des produits résultant de la 

coupure du groupement protecteur. Celle-ci entraîne en effet la formation d’isobutène, 

qui en présence d’acide fort (acide trifluoroacétique) génère une espèce carbocationique 

très réactive qui est piégée par l’anisole. 
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Schéma 17 : Déprotection du groupement amino terminal 
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BB..  EETTUUDDEE  DDEESS  SSAALLEENNEESS  AA  CCUUIIVVRREE  FFOONNCCTTIIOONNNNAALLIISSEESS  PPAARR  RRPPEE  
 

Comme les complexes de vanadyle étudiés dans le chapitre précédent, les 

complexes de cuivre (II) sont paramagnétiques. Le cuivre (II), de configuration [Ar]3d9, 

possède en effet un électron célibataire. Il peut donc être étudié par RPE.  

On admet généralement que les ligands entourant l’ion cuivrique sont disposés 

selon un arrangement octaédrique distordu, avec quatre ligands dans un plan incluant 

l’ion Cu2+, et deux autres ligands sur un axe incluant Cu2+ et perpendiculaire à ce plan. 

Ces ligands perpendiculaires au plan sont généralement beaucoup moins fortement liés 

comparés aux ligands contenus dans le plan. Les complexes de cuivre (II) sont donc dans 

un environnement tétragonal distordu, et la RPE est alors de type axial, montrant une 

absorption importante à champ élevé, caractérisée par une valeur g⊥ et une absorption 

plus faible à champ plus faible, caractérisée par une valeur g//.134 Les isotopes 63Cu et 
65Cu ont un spin nucléaire I = 3/2. Les spectres de RPE de Cu (II) montrent donc une 

structure hyperfine à 4 raies, caractérisée par une constante de couplage A⊥ à champ 

élevé et A// à champ plus faible. La constante de couplage A⊥ est généralement très 

petite, ce qui rend sa détermination expérimentale difficile. En revanche, A// est 

généralement plus importante, et les quatre raies à g// sont souvent bien résolues. Les 

ordres de grandeur de g// et A// dépendent notamment de la nature des ligands 

entourant l’ion cuivrique, et ces valeurs peuvent être utilisées afin de déterminer la 

structure des complexes étudiés.  

Pour notre étude, des solutions des complexes 8a-c (protégés par le groupement 

Boc) et 9a-c (sels d’ammonium) à 5 mM dans le DMSO ont été préparées. Les spectres 

ont été enregistrés en solution gelée à 77 K sur un spectromètre Brüker ESC 106 

fonctionnant en bande X (~ 9,5 GHz). La Figure 50 montre les spectres obtenus pour les 

différents complexes.  
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Figure 50 : Spectres de RPE, enregistrés à 77 K, des complexes 8a-c et 9a-c (5 mM 

dans DMSO) 

Ces spectres, caractéristiques des ions de type d9 (g// > g⊥ > ge), peuvent être 

attribués sans ambiguïté aux ions cuivriques. L’étude de ces spectres a révélé pour 

certains d’entre eux la présence d’ions cuivriques non seulement sous forme d’ions isolés 

mais aussi sous forme de paires d’ions.135, 136, 137, 138 En effet, le spectre de RPE d’une 

paire d’ion est radicalement différent de celui d’un ion isolé, car à une certaine distance 

entre les deux ions formant la paire, le couplage entre les deux électrons célibataires 

devient significatif et le système se divise en un état triplet (S = 1) et un état singulet 

(S = 0). Seul l’état triplet est paramagnétique, ce qui donne, en RPE, deux signaux 

correspondants aux transitions permises (∆ms = 1) : |1,-1〉 → |1,0〉 et |1,0〉 → |1,+1〉, et un 

signal correspondant à une transition interdite (∆mS = 2) : |1,-1〉 → |1,+1〉. La Figure 51 

représente le diagramme énergétique pour deux électrons couplés et les transitions 

possibles. Généralement, la caractérisation la plus évidente en RPE de l’existence de 

paires d’ions Cu2+ est la présence d’un signal de faible intensité à champ moitié, produit 

par la transition interdite.139, 140 
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Figure 51 : Niveaux d’énergie pour deux électrons en interaction 

Le système peut alors être décrit par l’hamiltonien de spin suivant, constitué de 

deux termes pour chaque électron indépendant 1 et 2 et d’un terme d’interaction entre 

ces deux électrons :120, 141, 142 

H = H1 + H2 + Hint 

Hi = Σ(βgjSjHj + AjSjIj) avec i = 1, 2 et j = x, y, z 

Hint = SDS + JS1S2 

Le terme Hint tient compte des interactions d’échange isotrope (JS1S2) et 

anisotrope (SDS) entre les deux électrons. Le vecteur S est le spin électronique total, 

les vecteurs S1 et S2 sont les spins électroniques des deux ions 1 et 2. J est la 

constante d’interaction d’échange isotrope, elle correspond à la séparation énergétique 

entre l’état singulet et l’état triplet. D est la constante d’interaction d’échange 

anisotrope, correspondant à la séparation entre les composantes ms = 0 et ms = ±1 de 

l’état triplet à un champ magnétique nul (Figure 51). La constante D inclut un terme 

d’interaction pseudo-dipolaire et un autre purement dipolaire : D = Dex + Ddip.  

Dans le cas où la symétrie des tenseurs g, A et D est axiale, l’hamiltonien de spin 

s’écrit : 
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H = βg//SzHz + βg⊥(SxHx + SyHy) + A//SzIz+ A⊥(SxIx + SyIy) + D[Sz
2-1/3.S(S+1)] + JS1S2 

La constante D peut être determinée expérimentalement à partir de la 

separation entre les deux composantes parallèles ou perpendiculaires d// ou d⊥ du signal 

correspondant à la paire (Figure 52) : 

d// = 2D/g//β et d⊥ = D/g⊥β 

Si on suppose que la valeur de D n’est due qu’aux interactions dipolaires, on a la 

relation suivante, 135, 143 faisant intervenir la distance r entre les deux ions formant la 

paire :  

D = [1020.(2g//
2 + g⊥

2) β2] / [2r3] 

où D est en joule et r en nanomètre. Cette équation nous permet de calculer la distance 

r entre les ions. Quand la distance r augmente, D diminue tout comme les valeurs de d// 

et d⊥. Par conséquent, la variation de la valeur de r dans les différents cas peut être 

déduite à partir des mesures des valeurs des paramètres d// et d⊥ sur les divers 

spectres.  

La distance r entre les deux ions formant la paire peut aussi être calculée135 à 

partir de l’intensité relative (Irel) entre le signal observé à ∆mS = 2 (transition interdite) 

et celui obtenu à ∆ms = 1 (transition permise) : Irel = A.(9,1)2/(r6.ν2), où A est une 

constante (21±2), r est la distance entre les deux ions en Å et ν est la fréquence micro-

onde en gigahertz.  

La Figure 52 illustre le spectre de RPE du complexe 8a. Le spectre est 

apparemment constitué de la superposition de deux signaux. Le premier, noté S1, 

possédant une symétrie axiale et une structure hyperfine bien résolue (g//(S1) = 2,200 ; 

g⊥(S1) = 2,038 ; A//(S1) = 198 G), a été attribué à des ions Cu2+ isolés situés dans des 

sites à géométrie plan carrée.138, 144, 145, 146, 147 Le second, noté P, est constitué de deux 

pics séparés de 561 gauss de part et d’autre de la composante perpendiculaire du signal 

S1. De plus, en dessous du pic situé à bas champ, un groupe de cinq raies est observé, 

alors qu’un groupe de trois raies est repéré à proximité du pic à plus haut champ. Le 

signal P est comparable à ceux décrits dans la littérature dans différentes matrices 

contenant des paires d’ions Cu (II).135, 136, 137, 138 

En effet, les sept composantes du couplage hyperfin avec deux noyaux identiques 

de spin 3/2 (intensités relatives 1 : 2 : 3 : 4 : 3 : 2 : 1), en partie visibles pour g//, et le 

signal de faible intensité observé à champ moitié (~ 1650 G) sont caractéristiques de 

l’existence de paires d’ions cuivre (II). Le signal de faible intensité correspond à la 
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transition interdite (∆mS = 2) tandis que les signaux observés à champ normal 

(~ 3300 G) correspondent aux transitions permises (∆mS = 1).  

 
Figure 52 : Spectre du complexe 8a (77 K, 5 mM dans DMSO) 

La Figure 52 indique comment les valeurs de g//(P) et g⊥(P) peuvent être 

déterminées en mesurant le champ magnétique au centre des deux composantes 

parallèles et perpendiculaires respectivement. 

Il a été montré148 que, si les deux ions d’une paire sont équivalents et si l’axe de 

la paire est le même que l’axe principal de l’ion isolé, les spectres correspondant à ces 

espèces devraient avoir la même valeur de g et la valeur de la constante de couplage 

hyperfin correspondant à la paire devrait être deux fois plus faible que celle de l’ion 

isolé. Les résultats consignés dans le Tableau 10 ne sont pas en accord avec ces 

conditions. Ceci indique que les deux ions Cu2+ de la paire ont une géométrie 

complètement différente de celle des ions Cu2+ isolés. D’après les valeurs des 

paramètres de RPE, 135, 136, 139 les ions Cu2+ des paires sont localisés dans des sites 

octaédriques.  

Le Tableau 10 liste les valeurs des paramètres de RPE mesurées et calculées à 

partir des spectres obtenus pour tous les échantillons. Le signal S1 a été observé pour 

tous les complexes protégés 8a-c, quelle que soit la longueur de la chaîne. Au contraire, 
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dans la série des composés ioniques (sels d’ammonium 9a-c), le signal est observé pour 

9a (n = 2). Pour 9b (n = 4), l’intensité de ce signal diminue et pour 9c (n = 6), le signal S1 

n’est pas observé du tout. De plus, le spectre correspondant à 9b est la superposition de 

deux signaux : le signal S1 décrit précédemment ainsi qu’un nouveau signal, noté S2, de 

symétrie axiale et caractérisé par : g// = 2,405 ; g⊥ = 2,064 et A// = 118 G. Ces 

paramètres de RPE peuvent être attribués à des ions Cu (II) isolés situés dans des sites 

à géométrie tétraédrique138, 146, 147, 149 ou pyramidale à base carrée.150 Pour 9c, seul ce 

nouveau signal S2 est observé. Par ailleurs, on remarque que la valeur de d⊥ du signal 

correspondant aux paires d’ions P diminue quand la longueur de la chaîne latérale 

augmente, de 8a à 8c notamment, mais surtout de 9a à 9b, le signal P ayant d’ailleurs 

totalement disparu dans le spectre du complexe 9c, dans lequel seul le nouveau signal S2 

a été observé. Cette diminution de la valeur de d⊥ peut s’expliquer par une augmentation 

de la distance r entre les deux ions formant la paire (Tableau 10). 

 
Tableau 10 : Paramètres de RPE mesurés à partir des spectres des complexes 8a-c et 

9a-c (77 K) 

En conclusion, les résultats de RPE indiquent que certains ions cuivriques sont 

isolés et situés dans des sites à géométrie plan carrée alors que d’autres interagissent 

les uns avec les autres pour former des paires d’ions. Dans la série des produits 

protégés par le groupement Boc (composés 8a-c), la géométrie des ions isolés reste plan 

carrée quel que soit le nombre de groupements méthyléniques de la chaîne latérale. Par 

contre, en ce qui concerne la série des sels d’ammonium (produits 9a-c), la quantité de 

ces ions diminue quand la longueur de la chaîne augmente. Pour cette série, les ions 

cuivriques ont plutôt tendance à se situer dans un environnement tétraédrique ou 

pyramidal à base carrée plutôt que plan carré. En ce qui concerne les paires d’ions Cu 

(II), elles sont observées dans chacun des échantillons "non-ioniques" (série des 

produits protégés 8a-c), mais la distance r entre les deux ions augmente avec 

 S1 S2 P 

Complexe g⁄⁄ A⁄⁄
* g⊥ g⁄⁄ A⁄⁄

* g⊥ g⊥ d⊥ g⁄⁄ A⁄⁄
* r** 

8a 2.200 198 2.038 - - - 2.04 561 2.13 74 3.77 

9a 2.200 184 2.034 - - - 2.05 551 - 79 3.79 

8b 2.200 198 2.036 - - - 2.06 535 - 88 3.83 

9b 2.241 184 2.040 2.405 118 2.064 2.02 ~ 466 - - 4.01 

8c 2.211 194 2.046 - - - 2.06 513 - 78 3.88 

9c - - - 2.408 118 2.065 - - - - - 

* Les constantes de couplage de la structure hyperfine sont en Gauss. 
** Les distances sont en Å. 
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l’augmentation de la longueur de la chaîne. Au contraire, pour les échantillons "ioniques" 

(série des sels d’ammonium 9a-c), les paires d’ions semblent relativement instables et 

disparaissent complètement quand le nombre de groupes méthylène est assez élevé 

(composé 9c, n = 6).  
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CC..  AACCTTIIVVIITTEE  BBIIOOLLOOGGIIQQUUEE  DDEESS  SSAALLEENNEESS  AA  CCUUIIVVRREE  
FFOONNCCTTIIOONNNNAALLIISSEESS  

II..  EETTUUDDEE  DDEE  LLAA  LLIIAAIISSOONN  AA  LL’’AADDNN  

L’interaction des composés 8a-c et 9a-c avec l’ADN a été étudiée par 

spectroscopie d’absorption UV-Visible. Les spectres des produits sont perturbés en 

présence d’ADN de thymus de veau. La Figure 53 montre l’exemple des deux complexes 

8a (protégé) et 9a (déprotégé) possédant une chaîne latérale à deux groupements 

méthyléniques (n = 2). Les flèches indiquent les effets hypochromes (↓) ou 

hyperchromes (↑) observés. 

Dans chaque série 8 et 9, les spectres évoluent de la même façon en fonction du 

nombre d’atomes de carbone de la chaîne latérale. L’effet engendré par l’ajout d’ADN 

semble plus important pour n = 2 et 4 que pour n = 6. D’autre part, l’effet est plus 

marqué pour la série des produits déprotégés 9a-c que pour la série des produits 

protégés 8a-c. Ce phénomène peut s’expliquer par la possibilité d’interaction ionique 

entre les charges négatives des groupements phosphate de l’ADN et les charges 

positives des sels d’ammonium 9a-c obtenus après déprotection. 
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Figure 53 : Evolution des spectres UV-Visible de 8a et 9a en présence d’ADN 

IIII..  EETTUUDDEE  DDEE  CCOOUUPPUURREE  DDEE  PPLLAASSMMIIDDEE  

L’activité nucléasique des différents complexes 8 et 9 est étudiée en suivant la 

conversion d’un ADN de plasmide superenroulé (Sc) en ADN circulaire relâché (Nck) et 

en ADN linéaire (Lin). Les expériences sont menées en présence d’agent réducteur 

(MPA) mais aussi en absence de tout agent activateur. Un gel type, montrant l’activité 

de coupure après une nuit d’incubation à température ambiante est reporté Figure 54 

(les lignes notées C et C+ correspondent au plasmide incubé sans produit à tester, 

respectivement en absence et en présence de MPA).  

On constate tout d’abord que, en présence de l’agent activateur réducteur, les 

six composés testés 8a-c et 9a-c sont capables de promouvoir de façon significative 

des coupures au niveau de l’ADN de plasmide. En effet, dans chaque cas, la forme 

superenroulée (Sc) du plasmide est quasiment totalement convertie en forme circulaire 

relâchée (Nck). La forme linéaire (Lin) est également observée dans certains cas, 

notamment pour le complexe 9b. A la concentration testée (25 µM), il n’y a pas de 
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différence très nette entre la série des composés protégés 8a-c et la série des sels 

d’ammonium 9a-c. Les composés protégés semblent toutefois légèrement moins 

efficaces que leurs homologues déprotégés. Dans ces conditions, il est également 

difficile de tirer des conclusions quant à l’effet de la longueur de la chaîne latérale sur 

l’activité nucléasique : celle-ci reste en effet relativement constante quel que soit le 

nombre d’atomes de carbone de la chaîne latérale (n = 2, 4, 6). Le composé 9b semble 

toutefois le plus actif, puisqu’on peut distinguer l’apparition de la forme linéaire du 

plasmide, par accumulation de coupures monobrins. Il faut également signaler que 

l’acétate de cuivre a aussi été testé comme témoin, en présence de MPA, et qu’il a révélé 

une excellente activité nucléasique, du même ordre de grandeur que celle des autres 

produits testés (résultat non présenté).  

C    C+    -     +    -     +    -     +    -     +     -     +    -     +  

 

 8a     9a      8b     9b      8c      9c 

Sc 

Nck 
Lin 

 

Figure 54 : Coupure de plasmide par les complexes 8a-c et 9a-c (25 µM) en absence 

d’agent activateur (-) ou en présence de MPA (200 µM) (+), incubation 1 nuit à Tamb 

Cependant, l’objectif de ce travail est la conception de nucléases auto-activées, 

capables d’engendrer des coupures d’ADN en absence de tout agent activateur 

extérieur. Cette propriété a donc également été étudiée par les expériences de coupure 

de plasmide. Dans les conditions testées, en absence d’agent activateur, les composés 

protégés 8a-c se sont révélés incapables de couper l’ADN de plasmide (Figure 54). Il en 

va de même pour l’acétate de cuivre testé comme témoin (résultat non présenté). En 

effet, la forme superenroulée n’est quasiment pas convertie en forme relâchée, les 

rapports des deux formes de l’ADN sont quasiment identiques à ceux des échantillons 

servant de contrôle (C, C+). En revanche, en ce qui concerne la série des sels d’ammonium 

9a-c, tous les produits ont révélé une excellente activité nucléasique, la forme 

superenroulée ayant, dans chaque cas, quasiment totalement disparu au profit de la 

forme circulaire relâchée. Les activités des complexes 9b et 9c sont comparables, le 

complexe 9a semblant légèrement moins efficace.  
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Pour conclure, l’addition de l’agent activateur s’est révélée particulièrement 

importante pour la série des produits protégés : les complexes 8a-c, inactifs dans les 

conditions testées en absence d’agent activateur, ont montré une bonne activité de 

coupure en présence de MPA. Pour la série des sels d’ammonium, en revanche, la 

différence entre les activités en absence et en présence d’agent activateur n’est pas si 

nette, puisque les complexes 9a-c ne requièrent la présence d’aucun agent extérieur 

pour exercer une très bonne activité de coupure de plasmide.  

D’autres expériences ont été réalisées en incubant les produits (50 µM) pendant 

une heure avec l’ADN de plasmide à 37°C. Dans ce cas, on obtient quasiment les mêmes 

activités de coupure pour les produits déprotégés 9a-c (non présentés). L’activité de 

coupure des produits protégés 8a-c, en revanche, reste faible dans ces conditions, 

même en présence de l’agent réducteur.  

L’effet de la concentration a également été étudié pour les composés 8a-b et 

9a-b, en absence d’agent activateur, après une nuit d’incubation à température ambiante 

(Figure 55). Les produits protégés 8a-b sont relativement peu actifs, une importante 

quantité de forme superenroulée persiste, mais une amélioration de l’efficacité de 

clivage de l’ADN est observée avec l’augmentation de la concentration en complexe (10, 

25, 40 µM). Le composé 8b (n = 4) se révèle plus actif que 8a (n = 2). Concernant la série 

des sels d’ammonium, les deux composés 9a et 9b sont très actifs, et l’efficacité de la 

réaction avec l’ADN augmente là encore avec la concentration en complexe. Comme pour 

la série des produits protégés, 9b reste plus actif que 9a, ce qui laisse supposer une 

influence de la longueur de la chaîne sur l’activité nucléasique. Cependant, cette 

influence n’est plus vérifiée quand la longueur de la chaîne passe de n = 4 à n = 6. En 

effet, les activités des complexes 9b (n = 4) et 9c (n = 6) sont comparables, tout comme 

les activités de 8b et 8c (résultats non présentés). Il faut noter que le profil de coupure 

dans le cas du composé 9a est un peu spécial : on observe, notamment à 40 µM, une 

"traînée" sur le gel, sans doute due au fait que le clivage se poursuit dans le gel 

(digestion du plasmide résultant en une diffusion dans le gel).  
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Figure 55 : Coupure de plasmide par les complexes 8a-b et 9a-b (10, 25 et 40 µM) en 

absence d’agent activateur, incubation 1 nuit à Tamb 

La différence d’activité entre les produits protégés et déprotégés s’expliquent 

vraisemblablement par les interactions électrostatiques entre les groupements 

ammonium des composés déprotégés et les groupements phosphate de l’ADN, qui 

permettent de placer le complexe à proximité de l’ADN. Une meilleure interaction avec 

l’ADN avait d’ailleurs été observée précédemment en spectroscopie d’absorption UV-

Visible pour la série des composés 9 par rapport aux composés 8. Par contre, il semble 

moins évident de trouver une explication rationnelle permettant d’expliquer les 

différences d’activité en fonction de la longueur de la chaîne, d’autant plus que les 

études d’interaction avec l’ADN (UV-Visible) sont en contradiction avec les activités 

nucléasiques. Le complexe 9c est celui qui a révélé une moins bonne capacité 

d’interaction avec l’ADN, et exerce pourtant, au même titre que 9b, la meilleure activité 

nucléasique. Les différences d’interaction des composés 9a-c avec l’ADN sont toutefois 

relativement peu importantes.  

L’effet de la longueur de la chaîne a été étudié en RPE (B. page 109) et les 

résultats obtenus permettent de proposer une hypothèse expliquant les différences 

d’activités nucléasiques des divers produits. En effet, la RPE a permis de détecter la 

présence de paires d’ions Cu2+, pour tous les composés protégés 8a-c. Pour les composés 

déprotégés, les paires d’ions deviennent de plus en plus lâches au fur et à mesure que la 

longueur de la chaîne augmente et, pour 9c (n = 6), aucun dimère d’ions cuivriques n’est 

d’ailleurs détecté. On peut alors supposer que la formation des paires d’ions constitue un 

point défavorable pour l’activité nucléasique des composés. Les activités nucléasiques de 

9b et 9c sont néanmoins comparables, alors qu’un dimère est détecté pour 9b mais pas 

pour 9c. Dans le cas de 9b, le dimère est toutefois relativement lâche, comparé aux 

autres (r = 4,01 Å, Tableau 10 page 114). L’activité de coupure pourrait aussi être 
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corrélée au changement de géométrie observé en RPE, pour les ions cuivriques isolés, en 

fonction de la longueur de la chaîne latérale. En effet, c’est seulement pour les deux 

composés présentant la meilleure activité nucléasique (9b et 9c) que le signal S2 a été 

détécté en RPE (page 114). Ce signal correspond à des ions Cu2+ situés dans des sites à 

géométrie tétraédrique ou pyramidale à base carrée.  

IIIIII..  EETTUUDDEE  DDEE  CCOOUUPPUURREE  DD’’AADDNN  MMAARRQQUUEE  

La technique de coupure de plasmide superenroulé est une technique très 

sensible pour tester l’activité nucléasique des dérivés saléniques 8a-c et 9a-c. En 

effet, il suffit seulement d’une coupure sur environ 5 000 nucléotides (longueur 

moyenne d’un plasmide) pour détecter l’activité sur le gel par la visualisation des 

différentes formes du plasmide. Cependant, cette faible activité n’est pas suffisante 

pour des études de footprint ou pour une dégradation rapide de l’ADN. L’utilisation du 

test de coupure sur un fragment d’ADN marqué, sur gel de séquence, permet non 

seulement d’étudier si la nucléase artificielle est suffisamment active pour être utilisée 

en tant qu’agent de footprinting mais aussi de déterminer une éventuelle spécificité de 

coupure de la nucléase synthétique envers la séquence d’ADN.  

Deux fragments d’ADN ont été utilisés pour cette étude : un fragment de 117 

paires de bases, marqué à son extrémité 3’ (117-3’), ainsi qu’un fragment constitué de 

62 nucléotides, sous forme d’une boucle avec deux brins complémentaires représentant 

un fragment de la séquence du provirus HIV, marqué à son extrémité 5’ (HIV-Loop).  

1. Coupure du fragment 117-3’ 

L’activité nucléasique des complexes 8a-c et 9a-c est testée dans un premier 

temps sur le fragment 117-3’. Les échantillons d’ADN marqués sont incubés pendant une 

nuit à température ambiante en présence de chaque composé à la concentration de 20 et 

40 µM, en absence d’agent activateur. L’intégrité de l’ADN est ensuite analysée par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide sous conditions dénaturantes (Figure 56).  
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Figure 56 : Profil de coupure du fragment 117-3’ par les complexes 8a-c et 9a-c (20 et 

40 µM) en absence d’agent activateur, incubation 1 nuit à Tamb 

(la figure se lit de droite à gauche) 

Comme précédemment, on constate que les produits protégés 8a-c présentent 

une très faible activité de coupure, comparable à celle de l’acétate de cuivre (Ac) testé 

comme témoin. Un problème de précipitation dans le puits de dépôt a été observé pour 

le complexe 8a à la concentration de 40 µM, ce qui explique la faible quantité d’ADN 

détectée sur cette ligne (8a, 40 µM). Cependant, la meilleure efficacité a été observée 

pour la série des sels d’ammonium, et plus particulièrement les composés 9b et 9c, le 

complexe 9a restant moins actif. La réaction de coupure n’est pas spécifique. L’ADN est 

G   40 20  40  20  40 20  40  20 40   20  40 20  Ac   C 

8a 9a 8b 9b 8c 9c 
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coupé de façon aléatoire, ce qui entraîne la formation d’une échelle de bandes de 

coupure uniforme. On observe ici encore une augmentation de l’activité nucléasique avec 

l’augmentation de la concentration des nucléases synthétiques. Pour ces composés, 

l’agent réducteur (MPA) n’est pas nécessaire. Au contraire, l’efficacité semble meilleure 

en absence d’agent réducteur plutôt qu’en sa présence (résultats non présentés). 

2. Coupure du fragment HIV-Loop 

Les études précédentes ont été effectuées à l’Institut de Recherche sur le 

Cancer de Lille. Les salènes à cuivre fonctionnalisés ont également fait l’objet d’une 

étude biologique au sein de l’équipe du professeur A. S. Boutorine, à l’Unité de 

Régulation et Dynamique des Génomes du Muséum National d’Histoire Naturelle.  

Ce laboratoire, dédié à l’étude des acides nucléiques et des mécanismes 

d’expression génétique, s’intéresse au développement de molécules capables de moduler 

sélectivement l’expression de gènes choisis pour cibles. Mis à part les peptides 

biologiquement actifs, il existe deux classes de molécules de bas poids moléculaire, 

capables de reconnaître spécifiquement une séquence sur l’ADN double brin :  

- les oligonucléotides formant des structures d’acides nucléiques en triple 

hélice (TFO, pour "Triplex-Forming Oligonucleotides") par fixation dans le 

grand sillon de l’ADN,  

- les ligands du petit sillon de l’ADN constitués de sous-unités de type 

pyrrole et/ou imidazole (MGB, pour "Minor Groove Binders").  

Le laboratoire s’attache à la conception et à l’étude de ces deux types de 

molécules. C’est d’ailleurs dans le cadre de cette étude que nos composés 9a-c ont 

révélé un intérêt potentiel. En effet, afin d’étudier les interactions des différents TFO 

et MGB synthétisés avec l’ADN, l’équipe du professeur Boutorine s’est intéressée aux 

nucléases artificielles capables de jouer le rôle d’agents de footprinting. Il nous a alors 

paru intéressant de tester la capacité de nos produits 9a-c à assurer ce rôle. Au 

préalable, l’activité nucléasique de ces différents composés a donc été étudiée sur le 

fragment HIV-Loop, choisi pour cible.  

Les études menées au sein du laboratoire s’inscrivent en effet dans le cadre 

d’une approche anti-VIH. Le virus d’immunodéficience humaine (VIH) est un rétrovirus. 

Son matériel génétique est constitué d’ARN mais il s’intègre sous forme d’ADN proviral, 

le provirus, dans le génome de la cellule hôte, grâce aux actions successives de la 

transcriptase inverse et de l’intégrase, pour ensuite s’exprimer pendant toute la vie 
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active de la cellule. Ainsi, le modèle utilisé pour cible est un oligonucléotide constitué de 

62 unités nucléotidiques, sous forme d’une boucle avec deux brins complémentaires 

représentant un fragment de la séquence du provirus du VIH (HIV-Loop, Figure 57). Il 

s’agit d’une séquence d’ADN double brin, fragment du provirus du VIH de 29 

nucléotides, dont les deux brins sont liés de façon covalente par une boucle de quatre 

thymidine (T). Celle-ci permet de faciliter la formation d’un duplexe équimolaire et de 

permettre de visualiser tous les sites de coupure sur un seul gel, sans nécessiter la 

préparation de deux gels distincts avec chaque brin marqué. Cet oligonucléotide a été 

marqué par radioactivité au 32P à son extrémité 5’.  

T-T-CCA-CTT-TTT-AAA-AGA-AAA-GGG-GGG-ACT-GG-3'

T-T-GGT-GAA-AAA-TTT-TCT-TTT-CCC-CCC-TGA-CC-5'

-

 

Figure 57 : Séquence du fragment HIV-Loop utilisé pour cible 

Le fragment HIV-Loop marqué a donc été traité par les salènes à cuivre 9a-c. 

Différentes expériences ont été menées en faisant varier divers paramètres : la 

concentration des différents composés, le tampon (pH 6 ou pH 7), le temps et la 

température d’incubation, la présence ou non d’agent réducteur (DTT). Les résultats ont 

ensuite été analysés après migration sur gel d’acrylamide dénaturant dans les conditions 

de séquençage, avec un contrôle coupé spécifiquement au niveau des adénines et des 

guanines (A+G) (Figure 58, incubation une nuit à température ambiante, tampon MES 

(pH 6) ou HEPES (pH 7), Sal-Fe correspond au complexe de fer de la N,N’-bis(5-

hydroxysalicylidène)éthylènediamine, testé comme témoin). Ces expériences révèlent 

toutes l’activité de coupure non spécifique des complexes 9a-c. En effet, les bandes 

correspondant à tous les fragments possibles de coupure de l’ADN marqué sont 

présentes. Les composés induisent donc des coupures aléatoires, ne dépendant pas de la 

séquence de l’ADN, comme observé précédemment sur le fragment d’ADN 117-3’.  
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Figure 58 : Profil de coupure du fragment HIV-Loop par les complexes 9a-c (100 et 

200 µM) en absence d’agent activateur, incubation 1 nuit à Tamb 

Cependant, on constate, quelles que soient les conditions testées, que les trois 

composés montrent une efficacité relativement peu importante en ce qui concerne la 

coupure du fragment d’ADN marqué, en comparaison aux résultats obtenus 

précédemment en linéarisation de plasmide. Cette observation s’explique par le fait que 

pour linéariser un plasmide, il suffit d’une coupure pour environ 5000 nucléotides 

(longueur moyenne d’un plasmide). En revanche, dans le cas du fragment HIV-Loop, une 
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coupure par molécule est requise, c’est-à-dire une coupure pour 62 nucléotides. Il faut 

donc une efficacité 80 fois plus élevée (dans une approximation linéaire, une 

concentration 80 fois plus importante ou un temps d’incubation 80 fois plus long). La 

variation des conditions opératoires a cependant peu d’influence sur l’activité des 

composés (l’emploi d’agent réducteur notamment n’a pas permis d’amélioration notable de 

l’efficacité de coupure).  

Il faut également noter que l’activité de coupure sur le fragment 117-3’ est 

beaucoup plus intense que sur le fragment HIV-Loop. Cela pourrait s’expliquer par le fait 

que le fragment HIV-Loop est beaucoup plus court que le fragment 117-3’, mais même 

une forte augmentation des concentrations des composés 9a-c n’a pas permis de nette 

amélioration de l’activité.  

IIVV..  EEXXPPEERRIIEENNCCEESS  DDEE  FFOOOOTTPPRRIINNTTIINNGG  

Les expériences de footprinting sont basées sur le principe que la présence d’une 

molécule capable de se lier à une séquence donnée d’un acide nucléique bloque l’accès de 

ce domaine de liaison à la nucléase qui ne peut donc pas induire de coupure à cet endroit. 

Ceci se visualise alors sur un gel de séquence obtenu après migration électrophorétique 

par une empreinte c’est-à-dire une zone d’absence de bandes de coupure. Pour être un 

bon agent de footprinting, la nucléase utilisée doit donc couper l’ADN de façon 

aléatoire, sans aucune spécificité. Comme nous l’avons vu précédemment, les composés 

testés 9a-c sont capables d’induire des coupures non spécifiques d’un fragment d’ADN. 

Il paraît alors intéressant de tenter de les utiliser en tant qu’outils de footprinting 

potentiels.  

Nous avons donc tenté d’utiliser les composés 9b et 9c en tant qu’agents de 

footprinting sur le fragment HIV-Loop. L’objectif est d’étudier la liaison à l’ADN-cible 

de deux types de composés, un oligonucléotide et un ligand du petit sillon, conçus pour 

interagir avec le fragment HIV-Loop au niveau de séquences spécifiques.  

Comme nous l’avons vu précédemment, deux types de molécules connues pour 

interagir spécifiquement avec l’ADN sont étudiées au Laboratoire de Biophysique : des 

oligonucléotides capables de former une triple hélice par association avec la double 

hélice d’ADN (TFO) d’une part, et des ligands du petit sillon de type oligocarboxamide 

(MGB) d’autre part. Le fragment HIV-Loop est en effet capable de former un triplexe 

avec un oligonucléotide polypyrimidique 5’-TTT-TCT-TTT-CCC-CCC-T-3’ (TFO). Celui-ci 

doit protéger la séquence, par formation d’une triple hélice, de la dégradation par le 
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dérivé du salène. La même séquence contient une région riche en adénines et thymines 

qui peut être reconnue par des ligands du petit sillon constitués de motifs de type N-

méthylpyrrole (MGB).  

1. Etude de l’interaction avec un TFO 

Nous avons donc tenté d’étudier la protection du fragment modèle par un 

oligonucléotide LNA TFO (LNA pour "Locked Nucleic Acid"). Il s’agit d’un oligonucléotide 

comportant des riboses modifiés, les positions 2’ et 4’ de certains résidus ribose sont en 

effet reliées par un pont méthylénique (Figure 59). Cette modification permet de 

renforcer la stabilité du triplexe formé avec le fragment d’ADN.  
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Figure 59 : Structure de l’oligonucléotide LNA TFO 

 

Afin d’étudier cette interaction, le fragment modèle a donc été pré-incubé avec 

le TFO à tester avant d’être traité par les dérivés du salène. Plusieurs expériences ont 

été menées en faisant varier différents paramètres comme la concentration en LNA 

TFO, le pH (6 ou 7), l’emploi ou non d’un agent réducteur (DTT). Les résultats présentés 

Figure 60 correspondent à une concentration en TFO de 50 µM, et sont obtenus après 3 

nuits d’incubation à température ambiante en présence des complexes 9b ou 9c 

(200 µM) et de DTT (400 µM), à pH 6 et à pH 7. La séquence du fragment HIV-Loop 

dénaturé est reportée à côté du gel, les adénines et les guanines sont indiquées en gras, 

et la cible double brin du TFO est soulignée (brins polypyrimidique et polypurique). Une 

protection par LNA TFO a bien été observée : on distingue en effet une zone d’absence 

de coupure, en présence de l’oligonucléotide modifié, noté (+) sur le gel, contrairement 

aux échantillons incubés sans LNA TFO, notés (-). Cette zone correspond bien à la 
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région polypurique/polypyrimidique du duplexe-cible. Il est intéressant de noter que la 

zone de meilleure protection se trouve sur le brin polypyrimidique du duplexe. Le brin 

polypurique semble être moins protégé.  

Figure 60 : Expérience de footprinting : LNA TFO 50 µM, complexes 9b et 9c 200 µM, 

DTT 400 µM, pH 6 et 7, incubation 3 nuits à Tamb (C, C+ et C+
LNA : contrôles ADN seul, 

ADN + DTT et ADN + DTT + LNA TFO) 
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2. Etude de l’interaction avec un MGB 

Les mêmes expériences ont été menées en remplaçant le TFO par un ligand du 

petit sillon "MGB (3+3)", hexa(N-méthylpyrrole)carboxamide (Figure 61). Selon les 

règles de reconnaissance découvertes par le groupe de Dervan (Chap. I.B.III.2.a 

page 29), ce ligand doit interagir avec la région riche en adénines et thymines de la cible 

et ainsi la protéger des coupures par les dérivés du salène. Là encore, différentes 

conditions opératoires ont été testées, par variation des concentrations, du pH ou 

encore du temps d’incubation. Cependant, quelles que soient les conditions employées, 

nous n’avons pu détecter de protection par le MGB testé. Il s’agit là encore 

vraisemblablement d’un problème d’équilibre dynamique entre les formes complexée et 

libre de l’ADN cible, le MGB ne se fixant pas très fortement et ne pouvant donc pas 

protéger efficacement l’ADN des coupures.  
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Figure 61 : Structure de MGB (3+3) 
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DD..  CCOONNJJUUGGAAIISSOONN  DDEESS  SSAALLEENNEESS  AA  CCUUIIVVRREE    
AA  DDEESS  LLIIGGAANNDDSS  DDEE  LL’’AADDNN  

 

Outre leur utilisation en tant qu’agents de footprinting, les complexes 9a-c ont 

également été conçus dans le but de pouvoir être greffés à des agents interagissant 

avec l’ADN. La chaîne latérale de chaque composé, par l’intermédiaire du groupement 

amino terminal, permet en effet l’association covalente à différents vecteurs. L’objectif 

de ce couplage est de cibler l’activité nucléasique au niveau de séquences particulières 

d’ADN. En effet, les composés ainsi obtenus possèdent à la fois une fraction affine pour 

l’ADN, capable de reconnaître des séquences spécifiques de cet ADN, ainsi qu’une 

fraction capable d’engendrer sa dégradation. De telles molécules hybrides s’inscrivent 

dans le cadre de la conception de nucléases artificielles présentant un degré de 

spécificité élevé, avec pour objectif la possibilité de contrôler l’expression de gènes 

choisis pour cibles. Le chapitre suivant décrit donc les tentatives de couplage des 

composés les plus actifs, 9b et 9c, à différents oligonucléotides capables de former une 

triple hélice avec le fragment HIV-Loop, ainsi qu’à des ligands du petit sillon 

reconnaissant les séquences riches en adénines et thymines de ce même fragment.  

II..  CCOONNJJUUGGAAIISSOONN  AA  UUNN  OOLLIIGGOONNUUCCLLEEOOTTIIDDEE  FFOORRMMAANNTT  UUNNEE  TTRRIIPPLLEE  HHEELLIICCEE  

Les dérivés du salène ont été couplés à des oligonucléotides formant une triple 

hélice, dans le but de créer des agents de coupure spécifiques à la séquence, capables 

de couper l’ADN cible à la frontière entre les régions du duplexe et du triplexe. La 

synthèse des conjugués a été limitée aux composés 9b et 9c (4 et 6 groupements 

méthyléniques dans la chaîne latérale), car ils se sont révélés les plus actifs dans les 

études de coupure d’ADN effectuées précédemment. Plusieurs TFO différents ont été 

greffés sur chaque composé : HIV-T (5’-TTT-TCT-TTT-CCC-CCC-T-3’) et deux de ses 

dérivés comportant un bras espaceur (motifs éthylèneglycol) de longueur variable 

(Figure 62). Ainsi, la longueur du bras de liaison varie selon le complexe et 

l’oligonucléotide greffé. L’objectif d’une telle variation est d’obtenir la meilleure 

synergie possible entre les deux composantes de la molécule . En effet, si le bras de 

liaison est trop long par exemple, les deux entités risquent de perdre leur effet 

synergique et agir indépendamment l’une de l’autre.  
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Figure 62 : Structures des conjugués des complexes 9b et 9c avec divers 

oligonucléotides 

1. Méthode de couplage 

L’oligonucléotide subit un traitement préalable qui permet de le rendre soluble 

dans les solvants organiques : il est précipité par une solution aqueuse de bromure 

d’hexadécyltriméthylammonium (CTAB), jusqu’à neutralisation des charges. Il est en fait 

rendu hydrophobe par échange du contre-ion sodium de ses groupements phosphate par 

le tensioactif cationique CTA. Le couplage entre le groupement phosphate libre de 

l’oligonucléotide et la fonction amino terminale du dérivé du salène (Schéma 18) passe 

par l’activation du phosphate terminal par le disulfure de dipyridyle (PyS)2 (aldrithiol) 

et la triphénylphosphine (PPh3) en présence de 4-(diméthylamino)pyridine (DMAP) dans 

le DMSO, suivie de l’interaction du phosphate activé avec le groupe amino du dérivé du 

salène en présence de triéthylamine (TEA). Les composés 9b et 9c étant sous forme de 

trifluoroacétate d’ammonium, l’ajout de triéthylamine permet de maintenir le milieu 

basique et de déprotoner les fonctions amine.  
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Schéma 18 : Mécanisme d’activation du phosphate terminal de l’oligonucléotide par le 

système (PyS)2 / PPh3 / DMAP 

La formation du conjugué est vérifiée par électrophorèse sur gel d’acrylamide et 

révélée par ombrage de fluorescence sous UV à 254 nm ("UV-shadow") : le conjugué 

migre moins loin sur le gel, en comparaison à l’oligonucléotide contrôle. La Figure 63 

montre l’exemple du conjugué 9b-HIVTL3 (x = 3). On ne distingue pratiquement plus de 

trace de l’oligonucléotide de départ sur le gel. Les échantillons sont ensuite purifiés par 

HPLC. La concentration des conjugués dans l’eau est appréciée par spectrométrie 

d’absorption UV-Visible, à 260 nm (εconjugué = εcomplexe + εoligonucléotide). Finalement, les 

différents conjugués sont récupérés avec des rendements moyens, de l’ordre de 50 %.  

 
Figure 63 : Contrôle de la formation de (9b-HIVTL3) sur gel d’acrylamide 

Une fois les différents conjugués obtenus, nous avons voulu étudier les coupures 

produites par ces composés sur le fragment HIV-Loop. 
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2. Essai de coupure du fragment HIV-Loop par les conjugués 

Le but de cette étude est de déterminer une éventuelle spécificité de coupure 

sur l’ADN cible double-brin (fragment HIV-Loop). Là encore, différentes conditions 

opératoires ont été testées : variations des concentrations, du pH, présence ou non 

d’agent réducteur (DTT), présence ou non d’acétate de cuivre. L’acétate de cuivre a été 

ajouté au cas où les dérivés saléniques se seraient décomplexés dans le milieu. Les 

résultats présentés ci-dessous (Figure 64 et Figure 65) correspondent à l’incubation de 

la boucle HIV-Loop à température ambiante pendant une nuit avec les différents 

complexes, conjugués ou non à un oligonucléotide (10 et 50 µM), en présence ou non de 

DTT (200 µM), à pH 6 (Figure 64) et à pH 7 (Figure 65).  

Les gels obtenus montrent que les conjugués ne fournissent pas le résultat 

attendu, c’est-à-dire que l’on n’observe pas de coupure spécifique à proximité de la 

jonction entre le duplexe et le triplexe, tout au moins dans les conditions testées. Au 

contraire, l’interaction entre le duplexe et le troisième brin, conjugué au complexe de 

cuivre du dérivé salénique, est assez inattendue. La présence du complexe semble 

induire une très forte agrégation avec le troisième brin qui n’a rien à voir avec le 

triplexe attendu. Cette agrégation n’est même pas détruite dans le gel dénaturant qui 

contient pourtant de l’urée 7M, ce qui pose un problème de précipitation de l’ADN dans 

les puits de dépôt du gel d’acrylamide. Ce phénomène est plus marqué en présence des 

conjugués qu’en présence des complexes non conjugués, et il est également fortement 

accentué à pH 7 par rapport à pH 6, notamment en absence de DTT. Dans ce cas, on 

peut même déceler de nouvelles bandes qui apparaissent sur le gel, migrant moins loin 

que la boucle HIV-Loop elle-même, indiquant des phénomènes d’association entre 

différents brins d’ADN. La raison de ce comportement spécifique aux conjugués n’est 

pas claire et des expériences supplémentaires seraient nécessaires pour comprendre la 

nature de cette agrégation.  
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Figure 64 : Profil de coupure du fragment HIV-Loop par les complexes 9b-c et leurs 

conjugués à différents oligonucléotides (après incubation à pH 6) 
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Figure 65 : Profil de coupure du fragment HIV-Loop par les complexes 9b-c et leurs 

conjugués à différents oligonucléotides (après incubation à pH 7) 
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IIII..  CCOONNJJUUGGAAIISSOONN  AA  UUNN  LLIIGGAANNDD  DDUU  PPEETTIITT  SSIILLLLOONN  

Nous avons également tenté de coupler les dérivés du salène à des ligands du 

petit sillon de l’ADN, afin de synthétiser des agents spécifiques à la séquence, capables 

de couper l’ADN cible dans la région de la séquence riche en adénines et thymines. Les 

ligands du petit sillon employés sont de type oligocarboxamide et sont constitués de six 

ou huit unités N-méthylpyrrole (Bocγ(Py)3γ(Py)3COOH ou Bocγ(Py)4γ(Py)4COOH), formant 

des structures en épingles à cheveux par l’intermédiaire de bras espaceur de type acide 

γ-aminobutyrique (γ). A titre d’exemple, la Figure 66 montre la structure de 

Bocγ(Py)4γ(Py)4COOH.  
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Figure 66 : Structure de Bocγ(Py)4γ(Py)4COOH 
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La fonction acide du ligand du petit sillon à greffer est activée par l’hexafluoro-

phosphate de O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetra-méthyluronium (HATU, 

Schéma 19) dans le DMF et le couplage à nos dérivés saléniques s’effectue en présence 

de triéthylamine. D’autres conditions d’activation de l’acide ont également été testées, 

comme le système dicyclohexylcarbodiimide / hydroxybenzotriazole ou encore le réactif 

de Castro (BOP).  

Chacune de ces méthodes a conduit à l’obtention de différents produits détectés 

sur CCM ainsi qu’en HPLC, mais finalement, l’analyse par spectrométrie de masse des 

différentes fractions collectées en HPLC n’a pas confirmé la présence des conjugués 

souhaités dans le mélange réactionnel. Cette question est actuellement en cours d’étude 

au laboratoire. 
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Schéma 19 : Formule et mécanisme d’action de l’agent de couplage peptidique HATU 
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CCOONNCCLLUUSSIIOONN  
 

Les salènes à cuivre fonctionnalisés 9a-c, comportant une chaîne latérale de 

longueur variable (n = 2, 4, 6), sont obtenus sous forme de trifluoroacétate d’ammonium 

après une synthèse en 7 étapes. Ces composés, ainsi que les dérivés 8a-c 

correspondants, dont la fonction amino terminale est protégée par un groupement Boc, 

ont été étudiés par RPE. Cette étude a permis de mettre en évidence la formation de 

structures dimériques, par association de deux ions cuivriques, au sein des différents 

composés. Ces structures sont observées pour tous les composés protégés 8a-c, la 

distance entre les deux ions cuivriques augmentant avec le nombre d’atomes de carbone 

de la chaîne latérale. Pour les composés 9a-c, le même phénomène est observé et 

l’interaction entre les deux ions Cu2+ devient de plus en plus lâche en fonction de 

l’augmentation de la longueur de la chaîne. L’effet pour cette série est plus marqué que 

pour la série des composés protégés. En effet, pour 9c (n = 6), aucun dimère n’est 

détecté. Les structures des ions isolés diffèrent également selon les composés. 

Concernant les produits neutres 8a-c, les ions cuivriques sont situés dans un 

environnement plan carré quelle que soit la longueur de la chaîne latérale. En revanche, 

pour la série des sels d’ammonium 9a-c, une différence est observée en fonction du 

nombre de groupements méthyléniques de la chaîne latérale. Pour le composé 9a (n = 2), 

la géométrie des ions cuivriques isolés reste plan carrée, comme pour les complexes 8a-

c. Pour 9b (n = 4), le spectre de RPE apparaît comme la superposition de deux signaux, en 

plus du signal du dimère décrit précédemment. On retrouve, comme pour les autres 

composés, le signal caractéristique d’une géométrie plan carrée mais cette fois celui-ci 

coexiste avec un nouveau signal attribué à des ions se trouvant dans des sites à 

géométrie tétraédrique ou pyramidale à base carrée. Pour 9c (n = 6), seul ce nouveau 

signal est observé. Ainsi, une chaîne latérale suffisamment longue, dotée d’une charge 

cationique à son extrémité, semble capable de modifier l’environnement de type plan 

carré généralement admis pour les complexes de cuivre des salènes.151 

Les différents composés ont ensuite fait l’objet d’une étude biologique. Leur 

capacité d’interaction avec l’ADN a été étudiée par spectroscopie UV-Visible. Les 

composés 9a-c ont révélé une meilleure capacité d’interaction par rapport aux composés 

8a-c. Cette observation s’explique vraisemblablement par la possibilité d’interaction 

électrostatique entre les charges négatives des groupements phosphate de l’ADN et les 

charges cationiques des composés 9a-c.  
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L’activité nucléasique des composés a également été étudiée par des expériences 

de coupure de plasmide. Dans ce modèle, en présence d’agent réducteur (MPA), tous les 

complexes 8a-c et 9a-c constituent d’excellentes nucléases chimiques. En revanche, en 

absence d’agent activateur, seuls les complexes 9a-c se sont révélés véritablement 

efficaces. Les composés 9b et 9c notamment sont d’excellentes nucléases auto-activées. 

La différence d’activité entre les produits protégés et déprotégés est 

vraisemblablement due à une différence d’interaction avec l’ADN. En revanche, les 

différences d’activité observées en fonction de la longueur de la chaîne sont plus 

difficiles à expliquer mais peuvent cependant être reliées aux résultats obtenus en RPE. 

En effet, la formation de dimères d’ions Cu2+ semble avoir un effet défavorable sur 

l’activité nucléasique des composés. Ainsi, les composés 9b, dont les ions cuivriques 

forment des paires relativement lâches, et 9c, pour lequel aucune paire d’ions n’a été 

détectée, ont révélé la meilleure efficacité de coupure. La géométrie des ions cuivriques 

isolés peut également être mise en cause, puisque pour les composés les plus actifs, une 

géométrie de type tétraédrique ou pyramidale à base carrée a été décrite, 

contrairement à la géométrie plan carrée observée pour les composés 8a-c et 9a.  

Quoiqu’il en soit, le modèle du plasmide superenroulé est un modèle très sensible 

pour déterminer l’activité nucléasique des composés. L’activité de coupure a donc 

également été testée sur des fragments d’ADN marqués au 32P, sur gel de séquence. 

L’étude sur un fragment de 117-bp a permis de confirmer la bonne activité des 

complexes 9b et 9c, et de déterminer que la réaction de coupure s’effectue sans aucune 

spécificité : la distribution des coupures sur la molécule d’ADN est aléatoire, sans 

aucune préférence d’une séquence particulière. En revanche, sur un fragment plus court, 

HIV-Loop (boucle de 62 nucléotides), de moins bons résultats ont été obtenus. Dans ce 

modèle, l’efficacité des produits testés en tant que nucléases est beaucoup moins 

élevée. Nous avons néanmoins tenté de les utiliser comme agents de footprinting afin 

d’étudier une éventuelle protection de l’ADN cible des coupures par des molécules 

interagissant avec le grand ou le petit sillon de l’ADN : un oligonucléotide formant une 

triple hélice avec l’ADN cible (TFO) ou un ligand du petit sillon de type oligocarboxamide 

(MGB). Aucune protection n’a été observée par le ligand du petit sillon. Par contre, en ce 

qui concerne le grand sillon, la protection de la partie polypyrimidique du duplexe a été 

observée par un oligonucléotide LNA qui forme un triplexe très stable avec l’ADN cible. 

Ainsi, on peut supposer que le dérivé du salène attaque l’ADN du côté du grand sillon, 

auquel cas le ligand du petit sillon n’est pas capable de le protéger. On peut également 

penser que le complexe entre l’ADN et ce ligand du petit sillon n’est pas assez stable, le 
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temps de résidence du ligand sur l’ADN est faible, ce qui ne lui permet pas d’empêcher 

le dérivé du salène de couper l’ADN.  

Enfin, nous nous sommes intéressés à la synthèse de conjugués entre les 

composés 9b, 9c et divers agents interagissant avec l’ADN. Nous avons notamment 

synthétisés des conjugués d’oligonucléotides. La formation de ces conjugués a été 

vérifiée sur gel d’acrylamide et ils ont été purifiés sur HPLC et obtenus avec des 

rendements satisfaisants. Les oligonucléotides utilisés dans la synthèse de ces 

conjugués forment des triplexes avec l’ADN cible polypurique. Cependant, nous ne 

sommes pas parvenus à générer une coupure spécifique à la séquence sur l’ADN cible. 

L’interaction des conjugués avec le duplexe s’est traduite sur le gel d’acrylamide par une 

forte agrégation et la formation de produits dont la nature est inconnue, de poids 

moléculaire supérieur à celui du duplexe. Ces agrégats sont stables même dans les 

conditions de gel dénaturant (chauffage, urée 7 M). Dans aucun cas nous n’avons pu 

observer une coupure spécifique à proximité de la jonction entre le duplexe et le 

triplexe. Il faut toutefois noter qu’il n’a pas été vérifié que les conjugués complexes de 

cuivre / oligonucléotides forment toujours des triplexes avec l’ADN cible. Seuls des 

tests sur les oligonucléotides non conjugués ont été effectués. Il paraît donc 

intéressant de s’assurer d’une bonne hybridation entre le duplexe et les différents 

conjugués, sur un gel retard par exemple, ou encore par des études de dénaturation 

thermique (dissociation du triplexe puis du duplexe). En effet, un manque d’hybridation 

pourrait être à l’origine des résultats négatifs observés.  

Nous avons également tenté de greffer des ligands du petit sillon de type 

oligocarboxamide au composé 9b. Cette association passe par une réaction de couplage 

de type peptidique entre le groupement acide du ligand du petit sillon et le groupement 

amino terminal du composé 9b. Plusieurs agents de couplage ont été testés pour activer 

cette réaction. Dans aucun des différents cas testés, l’analyse par spectrométrie de 

masse n’a confirmé la synthèse des conjugués attendus et les travaux seront continués.  
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Dans cette troisième et dernière partie de nos travaux, nous nous sommes 

intéressés plus particulièrement au ligand salénique, nous avons cherché à le modifier 

afin d’obtenir de nouveaux composés capables d’interagir efficacement avec l’ADN. Tout 

en conservant la structure de base du salène, nous nous sommes éloignés du thème 

développé depuis quelques années au laboratoire, à savoir la conception de 

métallonucléases artificielles puisque les nouveaux composés ne comportent plus de 

métaux au sein de leur structure. Nous avons voulu nous orienter vers la conception de 

nouveaux agents de liaison à l’ADN et plus particulièrement vers des agents 

potentiellement capables de se loger dans le petit sillon.  

Comme nous l’avons vu précédemment, de nombreux ligands du petit sillon ont 

déjà été développés et certains d’entre eux ont révélé des propriétés anticancéreuses, 

antivirales, antibactériennes ou antiparasitaires intéressantes.8 Par exemple, certaines 

lexitropsines ont montré une activité contre le virus d’immunodéficience humaine de 

type 1 et 2. Le bérénil est utilisé en clinique comme antiparasitaire. Des analogues du 

bérénil ont révélé une activité contre les infections par Pneumocystis carinii et 

Cryptosporidium parvuam in vivo. Des conjugués Pt(II)-bérénil ont révélé une bonne 

activité contre les cellules leucémiques humaines HL60 et U-937. La pentamidine est 

utilisée contre la pneumonie induite par P. carinii  chez les individus infectés par le VIH, 

sujets à haut risque pour cette infection. Le dérivé Pt-pentamidine a montré une 

importante activité antiproliférative contre les cellules de poumon et les lignées 

cancéreuses de mélanome. La néothramycine, un analogue de l’anthramycine, est utilisée 

en clinique dans le traitement du carcinome superficiel de la vessie.  

La conception et la synthèse de ligands du petit sillon de l’ADN constitue donc un 

sujet de recherche qui s’étend rapidement et a conduit à la découverte de composés 

utilisés en clinique ou en essais cliniques.8 La découverte de nouvelles molécules, 

potentiellement capables d’être développées en tant que médicaments antiviraux ou 

antitumoraux, reste donc un challenge important à l’heure actuelle. Dans ce cadre, nous 

nous sommes donc intéressés à la synthèse de ligands potentiels du petit sillon dérivant 

du salène. Dans la littérature,6-9 les critères de base de la plupart des ligands du petit 

sillon regroupent : 

- une structure en forme de croissant compatible avec le rayon de courbure 

du petit sillon de l’ADN, 

- une structure constituée de cycles aromatiques pouvant contenir des 

hétéroatomes, 
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- des charges cationiques capables de former des interactions 

électrostatiques avec les groupements phosphate de l’ADN, 

- des atomes donneurs et accepteurs de liaisons hydrogène. 

La structure du salène a donc été modifiée (Figure 67) pour répondre à ces 

critères. Un cycle aromatique a été introduit au niveau de la fraction éthylènediamine. 

La position des substitutions au niveau de ce cycle varie, ce qui permet de moduler le 

rayon de courbure des différents composés afin de déterminer la courbure optimale 

pour une bonne affinité avec l’ADN. Les groupements hydroxyle du salène ont été 

remplacés par une chaîne alkoxy, dont la position varie également sur les deux cycles 

aromatiques latéraux, de façon symétrique, toujours dans le but de modifier le rayon de 

courbure de la molécule finale. Ces chaînes alkoxy comportent à leur extrémité une 

charge cationique, importante pour l’interaction avec les groupements phosphate de 

l’ADN.  

 

 
Figure 67 : Modifications de la structure du salène 

 

Les produits synthétisés s’inspirent notamment de composés comportant un motif 

central de type téréphthalamide, isophthalamide ou stilbène, ainsi qu’un hétérocycle 

sous forme d’ammonium quaternaire à chacune de leurs extrémités (Figure 68).9  
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Figure 68 : Structures des composés SN 6132, SN 6113 et SN 18071 

Les liaisons amide –CONH- ou éthylénique –CH=CH- sont remplacées, en ce qui 

concerne nos composés, par les liaisons imine -CH=N-, ce qui nous permettra d’apprécier 

l’importance de la présence des hétéroatomes pour la liaison à l’ADN. Les dérivés de 

type iodure de N,N’-bis[(2-triméthylammonium-éthoxy)benzylidène]benzènediamine 16-

19 que nous avons synthétisés sont présentés Figure 69. L’étude de l’interaction avec 

l’ADN de chacun des différents isomères de position ainsi préparés permettra 

d’apprécier la courbure la plus favorable pour une interaction optimale.  

Le chapitre qui suit décrit donc la synthèse des composés 16-19 ainsi que l’étude 

de leur interaction avec l’ADN.  
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Figure 69 : Structure des composés 16-19 
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AA..  SSYYNNTTHHEESSEE  DDEESS  IIOODDUURREESS  DDEE  NN,,NN’’--BBIISS[[((22--TTRRIIMMEETTHHYYLL--
AAMMMMOONNIIUUMM--EETTHHOOXXYY))BBEENNZZYYLLIIDDEENNEE]]BBEENNZZEENNEEDDIIAAMMIINNEE  

 

Les composés 16-19 sont obtenus en trois étapes à partir du 3- (ou 4-) 

hydroxybenzaldéhyde et de la méta-(ou para-)phénylènediamine selon le Schéma 20. 

Dans la première étape, le 3- (ou 4-)hydroxybenzaldéhyde est alkylé par le 

chlorure de 2-diméthylaminoéthyle. Généralement, les réactions d’alkylation 

s’effectuent dans l’acétone152 ou le DMF153 en présence de carbonate de potassium. 

Cependant, en présence de K2CO3, on risque d’obtenir le produit de crotonisation entre 

le 3- (ou 4-)hydroxybenzaldéhyde et l’acétone. C’est pourquoi les manipulations ont été 

conduites dans le DMF. Le 3-(2-diméthylaminoéthoxy)benzaldéhyde 10 et le 4-(2-

diméthylaminoéthoxy)benzaldéhyde 11 sont obtenus avec des rendements respectifs de 

43 et 57 %.  

La deuxième étape correspond à la condensation entre les alkoxybenzaldéhydes 

obtenus précédemment et la 1,3- ou 1,4-phénylènediamine. La formation de bases de 

Schiff à partir de diamines aromatiques du type 1,3- ou 1,4-phénylènediamine est peu 

décrite dans la littérature.154, 155, Les condensations sont généralement décrites dans le 

benzène,156, 157 dans le méthanol158 ou dans l’éthanol.159 Un mode opératoire a également 

été décrit dans le THF.160 Nous avons décidé d’effectuer la réaction soit dans l’éthanol 

absolu sous agitation à reflux pendant 1 h,159 soit dans le toluène avec un montage de 

type Dean-Stark157 pendant 2 h. Les N,N’-bis[(2-diméthylaminoéthoxy)benzylidène]-

benzènediamines 13 à 15 sont obtenues avec des rendements moyens (64, 54 et 41 % 

respectivement). Le composé 12 n’est obtenu qu’avec un rendement de 19 %. 
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Schéma 20 : Synthèse des produits 16-19 
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Enfin, dans la dernière étape, les deux atomes d’azote terminaux des N,N’-bis[(2-

diméthylaminoéthoxy)benzylidène]benzènediamines 12-15 obtenues précédemment 

sont salifiés pour fournir une charge cationique à chaque extrémité des molécules. Cette 

réaction ne peut être effectuée par HCl, les liaisons imines étant fortement sensibles 

aux conditions acides, c’est pourquoi nous avons choisi l’iodure de méthyle. Les produits 

finaux 16-19 sont donc obtenus sous forme d’iodures d’ammonium (iodures de N,N’-
bis[(2-triméthylammonium-éthoxy)benzylidène]benzènediamine). Dans la littérature, la 

synthèse de sels d’ammonium quaternaires obtenus par réaction d’une amine tertiaire 

avec CH3I est décrite dans l’éthanol, le méthanol ou encore dans l’éther.161, 162, 163, 164, 165 

Les composés 12-15 étant solubles à froid dans le chloroforme, nous avons appliqué à la 

synthèse de nos produits un des modes opératoires décrit dans la littérature,161 en 

remplaçant l’éthanol par le chloroforme. Les N,N’-bis[(2-diméthylaminoéthoxy)benzy-

lidène]benzènediamines sont donc solubilisées dans CHCl3 et réagissent avec un excès 

d’iodure de méthyle. Les iodures d’ammonium 16, 17 et 19 sont obtenus avec des 

rendements corrects de 70, 51 et 84 %. En revanche, nous ne sommes pas parvenus à 

récupérer le composé 18 : un pic attribuable à une fonction aldéhyde a, en effet, été 

détecté en RMN indiquant une dégradation possible des liaisons imine.  
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BB..  EETTUUDDEE  DDEESS  BBIISS--IIMMIINNEESS  PPAARR  RRMMNN  
 

Les composés 12-15 ont été étudiés par résonance magnétique nucléaire, afin de 

déterminer la stéréoisomérie Z ou E des liaisons imine. Les différents spectres ont été 

enregistrés sur un appareil Brüker DPX 300, au Service Commun de Physico-Chimie de 

l’Université de Lille 2. Le but de cette étude est de repérer les interactions dipolaires, 

c’est-à-dire les interactions dans l’espace entre les différents protons de la molécule, et 

plus particulièrement les protons qui sont en interaction dipolaire avec le proton de la 

liaison imine. Selon les protons en interaction dipolaire, il est possible de déterminer si 

les différents composés sont des stéréoisomères Z ou E. La Figure 70 montre deux 

structures possibles pour le composé 15 (liaisons imine Z ou E).  
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Figure 70 : Isomères Z et E du composé 15 

La description détaillée des spectres de RMN 1H et 13C des différents composés 

figure dans la partie expérimentale. Les numéros indiqués pour les protons qui nous 

intéressent correspondent à ceux utilisés dans la partie expérimentale pour l’attribution 

des différents pics. Ainsi, on devrait observer dans le cas de l’isomère E une interaction 

dipolaire entre le proton 8 (imine) et le proton 6, mais aussi entre le proton 8 et le 

proton 10. En revanche, en ce qui concerne l’isomère Z, seule l’interaction dipolaire avec 

le proton 6 doit être observée, l’interaction avec le proton 10 n’étant plus possible. De 

plus, dans ce cas, on devrait également observer des interactions dipolaires entre les 

différents protons des cycles aromatiques, contrairement à l’isomère E.  

L’enregistrement du spectre de RMN du proton de chaque composé permet de 

repérer le pic correspondant aux protons des fonctions imine (vers 8,4 ppm). En 

irradiant de façon sélective ce signal (expérience de ROESY sélectif), on obtient un 

nouveau spectre, dans lequel ce signal apparaît en négatif et les signaux correspondant 

aux protons en interaction dipolaire avec le proton irradié apparaissent en positif. Les 
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autres signaux n’apparaissent plus, ou uniquement sous forme d’un petit signal résiduel 

en dispersion. La Figure 71 présente les spectres obtenus pour le composé 15. 

Figure 71 : Spectres RMN 1H (haut) et ROESY sélectif (bas) du composé 15 

Ainsi, lorsque l’on irradie le signal correspondant au proton 8 de l’imine, on 

n’observe plus que les signaux correspondants aux protons 6 et 10. Cela signifie que le 

proton de la fonction imine est en interaction dipolaire à la fois avec le proton 6 et le 

proton 10. Ce résultat est donc en faveur d’une isomérie E. De plus, il a été vérifié par 

des expériences de RMN à deux dimensions (ROESY 2D) qu’il n’y a pas d’interaction 

dipolaire entre les protons aromatiques (non présenté).  

Les mêmes résultats ont été obtenus pour tous les composés : l’isomérie E a pu 

être déterminée dans chaque cas. Le Tableau 11 liste les interactions dipolaires 

observées pour chaque composé.   
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Tableau 11 : Interactions dipolaires avec le proton de la fonction imine 
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CC..  IINNTTEERRAACCTTIIOONN  DDEESS  BBIISS--IIMMIINNEESS  AAVVEECC  LL’’AADDNN  
 

Nous avons testé la capacité des iodures d’ammonium ainsi que des composés 

neutres correspondants à interagir avec l’ADN. Pour cela, trois techniques ont été 

utilisées : la spectroscopie d’absorption UV-Visible, la dénaturation thermique et la 

technique de footprinting.  

II..  EETTUUDDEE  PPAARR  SSPPEECCTTRROOSSCCOOPPIIEE  DD’’AABBSSOORRPPTTIIOONN  UUVV--VVIISSIIBBLLEE  

L’interaction avec l’ADN a tout d’abord été étudiée par spectroscopie UV-Visible. 

Les spectres de chaque composé sont enregistrés dans une solution tampon BPE (20 µM), 

puis on enregistre à nouveau les spectres des composés en présence de quantités 

croissantes d’ADN de thymus de veau (jusqu’à une concentration finale de 200 µM). 

L’ADN est ajouté systématiquement dans la cuve contenant le produit à tester ainsi que 

dans la cuve de référence. Ces titrations nous permettent d’observer des variations de 

l’allure des spectres des différents composés en présence d’ADN. La Figure 72 présente 

les spectres obtenus pour les composés 15 et 19, pour lesquels les effets observés sont 

les plus marqués. On constate que la présence de quantités croissantes d’ADN induit un 

effet hypochrome (diminution de l’absorbance) pour des longueurs d’onde supérieures à 

environ 300 nm ainsi qu’un effet hyperchrome (augmentation de l’absorbance) pour les 

longueurs d’onde inférieures. Ces effets sont significatifs d’une interaction des 

composés testés avec l’ADN. Les différents spectres d’absorption se croisent en un 

point isosbestique, indiquant une interaction homogène entre chaque composé et l’ADN.  

Les effets observés pour le composé neutre 15 et celui sous forme de sel 19 

sont sensiblement les mêmes, ainsi le composé neutre est tout aussi capable d’interagir 

avec l’ADN. Ceci s’explique par le fait que la valeur du pH du tampon BPE (7,1) est telle 

que les amines tertiaires se protonent dans le milieu (pKa[R3NH+/R3N] ≈ 10). Les 

composés 12-15 peuvent donc aussi établir des liaisons ioniques avec les charges 

négatives de l’ADN.  
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Figure 72 : Evolution des spectres des composés 15 et 19 en présence d’ADN 

Le même type d’effet a été observé pour tous les composés testés. Le Tableau 12 

regroupe les spectres observés en absence et en présence d’ADN (200 µM) pour les 

quatre composés neutres 12-15 ainsi que pour les iodures d’ammonium obtenus 16, 17 

et 19. Dans ce tableau, les composés sont classés qualitativement selon leur capacité 

décroissante à interagir avec l’ADN : (15 ≈ 19) > (14 ≈ 13 ≈ 17) > (12 ≈ 16). 

A la vue de ces résultats, il semblerait donc que les composés présentant la 

meilleure interaction avec l’ADN soient ceux dont toutes les substitutions sont 

positionnées en para (composés 15 et 19). Les composés 12 et 16, dont toutes les 

substitutions sont en méta, semblent en revanche moins efficaces.  
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Tableau 12 : Spectres des différents composés en absence et en présence d’ADN 
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IIII..  EETTUUDDEE  PPAARR  LLAA  TTEECCHHNNIIQQUUEE  DDEE  DDEENNAATTUURRAATTIIOONN  TTHHEERRMMIIQQUUEE  

Nous avons voulu vérifier si les composés sont capables de stabiliser l’ADN vis-à-

vis de la dénaturation thermique. Pour cela on détermine la température de fusion d’un 

ADN en absence et en présence des composés à tester, ce qui nous permet d’estimer la 

différence ∆Tm. Les tests ont été menés sur deux types d’ADN, de l’ADN de thymus de 

veau (Tm ≈ 64°C) d’une part et un polynucléotide poly(dA-dT) (Tm ≈ 44°C) d’autre part. 

Aucune valeur significative de ∆Tm n’a été obtenue pour les composés testés et ce quel 

que soit le type d’ADN étudié. Les températures de fusion des différents ADN sont en 

effet quasiment identiques en absence ou en présence des composés 12-15 ou 16, 17 et 

19. Ce résultat, a priori en contradiction avec les résultats obtenus en spectroscopie 

d’absorption UV-Visible, peut s’expliquer par le fait qu’un ligand peut interagir avec 

l’ADN sans pour autant le stabiliser de façon significative vis-à-vis de la dénaturation 

thermique, ce qui explique les valeurs de ∆Tm pratiquement nulles obtenues. Par ailleurs, 

nous avons voulu vérifié si les composés restent stables lorsque la température 

augmente. Les spectres UV-Visible des produits avant et après chauffage à 100°C, dans 

les mêmes conditions que dans les études de dénaturation thermique, sont complètement 

différents. Ce résultat laisse donc présager une dégradation des composés due à 

l’augmentation de température et permet également d’expliquer les résultats négatifs 

obtenus par cette technique.  

IIIIII..  EETTUUDDEE  PPAARR  LLAA  TTEECCHHNNIIQQUUEE  DDEE  FFOOOOTTPPRRIINNTTIINNGG  

Cette technique, également appelée technique d’empreinte à la DNase I, 

correspond à la digestion d’un ADN par une nucléase enzymatique, la DNase I, en 

présence de composés interagissant avec l’ADN. La DNase I est une nucléase non 

spécifique et coupe de façon aléatoire le fragment d’ADN. Les zones correspondant aux 

zones d’interaction d’un ligand éventuel avec l’ADN se traduisent sur un gel d’acrylamide 

par des zones d’empreintes c’est-à-dire des zones d’absence de coupure. En effet, 

l’ADN est protégé de la DNase I par le ligand, ainsi l’enzyme ne peut pas couper l’ADN 

au niveau de ces sites d’interaction avec le ligand. Cette technique permet donc de 

déterminer l’éventuelle spécificité d’interaction des composés pour certaines séquences 

particulières de l’ADN.  

L’ADN utilisé pour ce test est un fragment d’ADN de 117 paires de bases marqué 

au 32P à son extrémité -3’ (fragment 117-3’). Les composés testés à des concentrations 

de 5, 10 et 20 µM sont d’abord mis à incuber 15 mn avec l’ADN, puis la digestion 
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enzymatique est initiée par ajout de la DNase I. Le résultat de la digestion est analysé 

par électrophorèse sur gel d’acrylamide en conditions dénaturantes. Le gel obtenu est 

représenté Figure 73. Aucune zone d’empreinte n’est détectée pour les composés 

testés. On ne note en effet aucune modification de l’activité DNasique en comparaison 

aux échantillons de contrôle, notés C sur le gel (ADN seul, sans composé à tester, en 

présence de DNase I). On peut alors supposer que l’affinité des divers composés pour 

l’ADN n’est pas suffisamment forte pour le protéger de la coupure par la DNase I et 

aucune spécificité de reconnaissance n’a pu être décelée.  

 
Figure 73 : Essai de footprint à la DNase I 
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CCOONNCCLLUUSSIIOONN  
 

Les modifications apportées à la structure du salène ont permis d’obtenir des 

composés capables d’interagir avec l’ADN, comme l’indique l’étude par spectroscopie UV-

Visible. Cependant, les techniques auxquelles nous avons eu recours pour étudier cette 

interaction, dénaturation thermique et footprinting, n’ont fourni aucun indice en faveur 

d’une liaison au niveau du petit sillon de l’ADN. Le mode de liaison à l’ADN des différents 

composés semble donc plutôt relié à la possibilité d’interactions électrostatiques entre 

les charges cationiques portées par les composés à chacune de leurs extrémités et les 

charges négatives des groupements phosphate de l’ADN. Peu de différences ont été 

observées entre les iodures d’ammonium et les composés neutres correspondants, les 

composés neutres étant capables de se protoner dans le milieu à pH 7,1. Toutefois, si 

l’interaction semble principalement due à l’établissement de liaisons ioniques entre les 

composés synthétisés et l’ADN, le rayon de courbure de la molécule semble également 

avoir son importance. En effet, la variation du rayon de courbure en fonction des 

produits synthétisés conduit à des différences notables d’interaction avec l’ADN. Une 

étude de modélisation moléculaire permettrait de déterminer la conformation la plus 

stable adoptée par chaque composé et ainsi d’apprécier le rayon de courbure de chaque 

molécule. Lors des études UV-Visible, les composés 15 et 19 se sont révélés les plus 

efficaces et les composés 12 et 16 présentent en revanche la moins bonne efficacité 

d’interaction. Des études complémentaires, en viscosimétrie ou en dichroïsme linéaire 

électrique par exemple, sont donc nécessaires afin de déterminer le mode de liaison à 

l’ADN des différents composés synthétisés. Selon ces résultats, des études sur des 

lignées cellulaires pourront être envisagées afin d’étudier l’éventuelle cytotoxicité des 

produits.  
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Les recherches actuelles s’orientent vers la synthèse de nucléases artificielles 

toujours plus efficaces et sélectives. Pour améliorer l’efficacité de coupure, des 

modifications peuvent être effectuées au niveau du métal ou de son ligand, ce dernier 

permettant de moduler les propriétés redox du complexe.  

Avec un ligand du type N,N’-bis(3- (ou 5-)hydroxysalicylidène)éthylènediamine, le 

remplacement du cuivre ou du fer par le vanadium (complexes 2a-d) se traduit par la 

perte de la propriété d’auto-activation. L’activité de coupure nécessite la présence d’un 

agent activateur, soit réducteur (MPA) soit oxydant (Oxone®).  

Les salènes à cuivre fonctionnalisés 9a-c, quant à eux, sont bien plus efficaces. 

Des expériences de coupure de plasmide ont révélé leur excellente activité de coupure, 

en absence d’agent activateur. En revanche, dans les études de coupure de fragments 

d’ADN marqués, des différences notables ont été observées entre les fragments 117-3’ 

et HIV-Loop. Une bonne activité de coupure a été observée sur le fragment 117-3’, 

fragment d’ADN naturel, issu de la digestion d’un plasmide par des enzymes de 

restriction. De moins bons résultats ont été obtenus sur le fragment HIV-Loop, qui est 

un fragment synthétique. Il ne s’agit pas d’un véritable fragment d’ADN double brin, 

mais de deux séquences complémentaires appartenant à un seul et même brin, qui 

s’apparient en formant une boucle constituée de quatre thymidines. Les différences 

dans la structure des fragments d’ADN étudiés pourraient être à l’origine des 

différences observées pour l’activité nucléasique. Une perspective envisageable serait 

de répéter les expériences effectuées avec le fragment HIV-Loop sur un véritable ADN 

double brin présentant la même séquence. On peut également envisager le même type 

d’étude sur d’autres séquences d’ADN, présentant un intérêt thérapeutique dans le 

cadre du contrôle de l’expression de gènes cibles.  

Concernant l’amélioration de l’affinité pour l’ADN et de la spécificité de coupure, 

le couplage à un oligonucléotide formant une triple hélice ou à un ligand du petit sillon en 

épingle à cheveux de type Dervan semble un des moyens les plus efficaces pour 

améliorer la sélectivité des nucléases chimiques. Ces composés sont en effet capables 

de reconnaître des séquences spécifiques de l’ADN. Des conjugués de ce type, décrits 

dans la littérature, ont été utilisés pour des expériences in vitro. En ce qui nous 

concerne, les résultats observés avec les complexes 9b et 9c n’ont pas été à la hauteur 

de nos espérances. Leur association à des oligonucléotides a bien été réalisée mais les 

études des coupures produites par ces conjugués ont fourni des résultats surprenants. 

Au lieu d’une coupure spécifique à proximité de la séquence ciblée par l’oligonucléotide, 

des phénomènes d’agrégation de l’ADN ont été observés sur gel d’acrylamide. Des 
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structures de nature inconnue et de poids moléculaire supérieur à celui du duplexe ont 

été détectées. En ce qui concerne l’association aux ligands du petit sillon, plusieurs 

essais de synthèse ont été effectués, avec différents agents de couplage peptidique, 

mais nous n’avons pas pu récupérer les produits de couplage. De nouvelles tentatives 

seront réalisées afin d’obtenir les produits attendus. Pour cela, on pourra notamment 

tester d’autres agents de couplage, optimiser les conditions de la réaction (temps, 

température, solvant…) ou encore essayer de mettre au point de meilleures techniques 

de séparation et purification (changement du gradient d’élution en HPLC par exemple). 

Toujours dans le souci d’améliorer la sélectivité, les futurs axes de recherche 

pourront également s’orienter vers la synthèse de nouveaux composés interagissant avec 

l’ADN. La nécessité de concevoir de nouveaux agents capables de se lier efficacement à 

l’ADN, et surtout de manière spécifique, reste en effet toujours d’actualité. Les 

composés 12-15 et 16, 17 et 19, dont la structure dérive de celle du salène, ont été 

synthétisés dans cette optique, mais l’interaction de ce type de composé avec l’ADN ne 

semble pas spécifique d’une séquence particulière. Des études complémentaires 

(viscosimétrie ou dichroïsme linéaire électrique par exemple) permettront de 

déterminer le mode de liaison de ces composés à l’ADN.  

De manière plus générale, il a été constaté que la plupart des nucléases 

artificielles conjuguées à des ligands de l’ADN qui ont été étudiées jusqu’à présent ne 

sont pas adaptées à la régulation spécifique de l’expression de gènes dans les cellules ou 

in vivo. En effet, ces conjugués nécessitent souvent l’ajout d’agents activateurs qui, la 

plupart du temps, ne sont pas compatibles avec l’environnement intracellulaire. Pour 

remédier à ce problème, la synthèse de nucléases chimiques plus efficaces, et 

notamment ne nécessitant pas d’agent activateur, reste donc toujours d’actualité. Au 

laboratoire, par exemple, de nouveaux composés ont été conçus dans ce cadre. Pour ces 

composés, les groupements hydroxyle des cycles aromatiques ont été remplacés par des 

groupements amino et les fonctions imine ont été modifiées en fonctions amide (Figure 

74). Les complexes de cuivre de ces ligands, portant sur les cycles aromatiques deux 

groupements amino en position ortho ou para, ont révélé, en coupure de plasmide comme 

en coupure d’ADN marqué (fragment 117-3’), une activité nucléasique nettement 

supérieure à celle des salènes à cuivre fonctionnalisés 9a-c, et ce en absence d’agent 

activateur. Des tests sur le fragment HIV-Loop sont actuellement en cours. Ce résultat 

prometteur pourrait être mis à profit dans la synthèse de nouvelles molécules hybrides. 

L’insertion d’une chaîne latérale fonctionnalisée sur ce type de composés permettrait en 
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effet le couplage à un ligand de l’ADN, pour fournir un agent chimique particulièrement 

efficace et sélectif.  
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Figure 74 : Nouveaux ligands de nucléases auto-activées étudiées au laboratoire 

Une autre alternative très prometteuse correspond à une approche non plus 

chimique mais biologique. Elle consiste à recruter directement des enzymes au sein de la 

cellule pour cliver l’ADN. Le cas de la topoisomérase a notamment été étudié. Dans ce 

cas, la nucléase artificielle couplée au ligand de l’ADN spécifique est remplacée par un 

inhibiteur de topoisomérase qui va bloquer la religation de l’ADN et ainsi générer des 

coupures uniquement au niveau de séquences spécifiques.  

Enfin, après avoir rappelé le rôle essentiel joué par les deux entités d’un 

conjugué "nucléase-ligand de l’ADN", il ne faut pas négliger l’importance du bras 

espaceur connectant ces deux entités. Des modifications du bras espaceur peuvent en 

effet avoir un effet considérable sur l’efficacité et la spécificité des conjugués, les 

deux entités devant être positionnées de façon adéquate pour permettre un effet 

synergique optimum. L’optimisation du bras espaceur participe donc aussi activement à 

l’obtention de conjugués les plus efficaces et spécifiques possibles. 
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AA  --  SSYYNNTTHHEESSEE  OORRGGAANNIIQQUUEE  
 

CONDITIONS GENERALES 
 

• Les réactifs proviennent d'Aldrich ou Lancaster et ont été utilisés sans purification 

préalable, sauf indication contraire. La pyridine est distillée sur KOH et conservée 

sur tamis moléculaire 4 Å sous argon. La triéthylamine est distillée sous argon sur 

CaH2. L’iodure de méthyle est également distillé avant utilisation.  

• Les solvants utilisés sont des solvants de pureté commerciale. Ils ont été utilisés 

sans purification préalable, sauf indication contraire. Le méthanol est distillé sur 

magnésium et conservé sur tamis moléculaire 3 Å sous argon. Le tétrahydrofurane 

(THF) est distillé sur LiAlH4.  

• Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées sur plaques de silice 

60F254 d'épaisseur 0,2 mm, de référence 5735 Merck. Le solvant d'élution varie en 

fonction des composés et est indiqué pour chaque cas. Les tâches sont révélées sous 

lumière ultraviolette à 254 nm ou à la ninhydrine (solution à 0,1 % dans le méthanol), 

pour la détection des composés comportant une fonction amine.  

• Les chromatographies sur colonne ont été effectuées en utilisant les silices Merck, 

Geduran Si 60 de granulométrie 0,063-0,200 mm et 0,040-0,063 mm respectivement 

pour les chromatographies à pression atmosphérique et sous pression d’argon 

(chromatographie "flash"). Les solvants d’élution sont indiqués pour chaque cas.  

• Les points de fusion ont été déterminés à l’aide d’un microscope à platine chauffante 

Reichert Thermopan. 

• Les spectres de masse en MALDI ("Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation") 

ont été enregistrés au moyen d'un spectromètre Finigan MAT Vision 2000 (Bremen). 

La matrice utilisée est un mélange eau/acide 2,5-dihydroxybenzoïque. Les spectres 

de masse en ESI (Electrospray Ionisation), mode positif, ont été enregistrés sur un 

spectromètre Quattro II waters (Manchester GB). 

• Les spectres de RMN 1H et 13C ont été enregistrés sur un appareil Brüker AM 300 

WB (300 MHz pour la RMN 1H et 75 MHz pour la RMN 13C). Les solvants deutérés 

utilisés sont indiqués pour chaque cas. Les déplacements chimiques δ sont exprimés en 

partie par million (ppm). Les multiplicités sont exprimées par les abréviations : s 



Partie Expérimentale 

 - 164 - 

(singulet), sl (singulet large), d (doublet), dd (doublet de doublet), dt (doublet de 

triplet), Ddd (doublet de doublet dédoublé), t (triplet), q (quadruplet), m (multiplet). 

Les spectres de RMN 1H sont décrits selon δ (multiplicité, nombre de protons, 

attribution, constantes de couplage J (Hz)). Les spectres de RMN des produits 12-

15 ont été enregistrés sur un appareil Brüker DPX 300. Les carbones ont pu être 

attribués grâce à des expériences de RMN à deux dimensions H, C (COSY). 

• Les spectres d'absorption dans l'IR ont été obtenus au moyen d'un appareil Impact 

400 D Nicolet. Les pastilles ont été préparées en utilisant KBr comme support inerte. 

Les nombres d'onde sont exprimés en cm-1. Seuls les pics principaux sont indiqués.  



Partie Expérimentale 

 - 165 - 

N,N'-bis(salicylidène)éthylènediamine (1a) 

OH

N N

HO

1

2

3 4

5

6

7

8
 

C16H16N2O2 

M = 268 g/mol 

1ère méthode :  

Dans un ballon monocol de 250 mL, équipé d'un barreau aimanté, d'un appareil de 

Dean-Stark et d'un réfrigérant, on prépare le ligand 1a dans 150 mL de toluène à partir 

de 2,18 mL de salicylaldéhyde (2,50 g ; 20,5 mmol) et de 0,67 mL d'éthylènediamine 

(0,60 g ; 10,0 mmol). Le mélange se colore instantanément en jaune. Il est agité 

vigoureusement et chauffé à reflux dans un bain d'huile pendant 3 heures. Après retour 

à température ambiante, le toluène est éliminé sous pression réduite. Le résidu solide 

ainsi obtenu est recristallisé dans l'éthanol, filtré sur verre fritté, lavé à l'éthanol et à 

l'éther puis séché sous pression réduite sur P2O5. On récupère le ligand 1a sous forme 

de cristaux jaunes (2,14 g ; 8,0 mmol ; 80 %). 

2ème méthode :  

A une solution de 0,67 mL d'éthylènediamine (0,60 g ; 10,0 mmol) dans 10 mL 

d'éthanol, 2,18 mL de salicylaldéhyde (2,50 g ; 20,5 mmol) dans 10 mL d'éthanol sont 

ajoutés goutte à goutte sous agitation vigoureuse. Le produit précipite immédiatement. 

Le mélange est chauffé à reflux pendant une demi-heure, puis refroidi à température 

ambiante et filtré sur verre fritté. Le produit est alors recristallisé dans l'éthanol, 

filtré sur verre fritté, lavé à l'éthanol et à l'éther puis placé au dessiccateur sous 

pression réduite sur P2O5. On obtient le ligand 1a sous forme de cristaux jaunes 

(2,00 g ; 7,5 mmol ; 75 %). 

 CCM : Rf = 0,90 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : 127-128°C (Litt : 125-126°C)166 

 MS (MALDI) : (M + Na)+ = 290,9 

 1H RMN (DMSO-d6) : 3,91 (s, 4H, H8) ; 6,84-6,92 (m, 4H, HAr) ; 7,27-7,44 (m, 4H, 

HAr) ; 8,57 (s, 2H, H7) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 58,8 (C8) ; 116,4 (CAr) ; 118,5 (CAr) ; 118,6 (CAr) ; 131,6 (CAr) ; 

132,3 (CAr) ; 160,4 (C2) ; 166,8 (C7) 

Les données de RMN 1H et 13C sont conformes à la littérature.114  
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 IR (KBr) : 3440 (OH) ; 1630 (imine) ; 1570 ; 1490 ; 1280 ; 860 ; 750. 

 

N,N'-bis(3-hydroxysalicylidène)éthylènediamine (1b) 

OH

N N

HO

1

2

3 4

5

6

7

8

HOOH

 

C16H16N2O4 

M = 300 g/mol 

1ère méthode :  

Dans un ballon monocol de 250 mL, équipé d'un barreau aimanté, d'un appareil de 

Dean-Stark et d'un réfrigérant, on prépare le ligand 1b dans 150 mL de toluène à partir 

de 2,82 g de 2,3-dihydroxybenzaldéhyde (20,4 mmol) et de 0,67 mL d'éthylènediamine 

(0,60 g ; 10,0 mmol). Le mélange se colore instantanément en orange foncé. Il est agité 

vigoureusement et chauffé à reflux dans un bain d'huile pendant 3 heures. Après retour 

à température ambiante, la suspension est filtrée sur verre fritté, et le précipité 

obtenu est lavé à l'éthanol et à l'éther puis séché sous pression réduite sur P2O5. On 

récupère le ligand 1b sous forme de poudre orange (2,69 g ; 9,0 mmol ; 90 %). 

2ème méthode :  

A une solution de 0,67 mL d'éthylènediamine (0,60 g ; 10,0 mmol) dans 10 mL 

d'éthanol, 2,76 g de 2,3-dihydroxybenzaldéhyde (20,0 mmol) dans 10 mL d'éthanol sont 

ajoutés goutte à goutte sous agitation vigoureuse. Le produit précipite immédiatement. 

Le mélange est chauffé à reflux pendant une demi-heure, refroidi à température 

ambiante et filtré sur verre fritté. Le précipité obtenu est lavé à l'éthanol et à l'éther 

puis placé au dessiccateur sous pression réduite sur P2O5. On obtient le ligand 1b sous 

forme de poudre orange (2,93 g ; 9,8 mmol ; 98 %). 

 CCM : Rf = 0,60 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : > 260°C 

 MS (MALDI) : (M + H)+ = 301,4 ; (M + Na)+ = 323,4 ; (M + K)+ = 339,3 

 1H RMN (DMSO-d6) : 3,92 (s, 4H, H8) ; 6,64 (t, 2H, H5, JH5H4 = JH5H6 = 7,7 Hz) ; 

6,80-6,87 (m, 4H, H4 et H6) ; 8,53 (s, 2H, H7) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 58,0 (C8) ; 117,6 (CAr) ; 117,7 (CAr) ; 118,1 (CAr) ; 121,9 (CAr) ; 

145,7 (CAr) ; 150,9 (CAr) ; 167,1 (C7) 

 IR (KBr) : 3390 (OH) ; 1630 (imine) ; 1470 ; 1240 ; 1190 ; 1020 ; 730. 
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N,N'-bis(4-hydroxysalicylidène)éthylènediamine (1c) 

OH

N N

HO

1

2

3 4

5

6

7

8

OHHO

 

C16H16N2O4 

M = 300 g/mol 

Selon le même mode opératoire que celui décrit précédemment pour 1b (1ère 

méthode), on prépare le ligand 1c dans 150 mL de toluène à partir de 2,82 g de 2,4-

dihydroxybenzaldéhyde (20,4 mmol) et de 0,67 mL d'éthylènediamine (0,60 g ; 

10,0 mmol). On le récupère sous forme de poudre orange (2,81 g ; 9,4 mmol ; 94 %). 

 CCM : Rf = 0,58 (éluant : CH2Cl2/MeOH 80/20) 

 Pf : > 260°C 

 MS (MALDI) : (M + H)+ = 301,6 ; (M + Na)+ = 323,5 ; (M + K)+ = 339,5 

 1H RMN (DMSO-d6) : 3,77 (s, 4H, H8) ; 6,15 (d, 2H, H3, JH3H5 = 2,4 Hz) ; 6,26 (dd, 

2H, H5, JH5H3 = 2,4 Hz, JH5H6 = 8,6 Hz) ; 7,16 (d, 2H, H6, JH6H5 = 8,6 Hz) ; 8,35 (s, 

2H, H7)  

 13C RMN (DMSO-d6) : 57,8 (C8) ; 102,5 (CAr) ; 106,9 (CAr) ; 111,2 (CAr) ; 133,4 (CAr) ; 

161,7 (CAr) ; 164,3 (CAr) ; 165,7 (C7) 

 IR (KBr) : 3410 (OH) ; 2560 ; 1640 (imine) ; 1580 ; 1470 ; 1230 ; 1160 ; 790. 

 

N,N'-bis(5-hydroxysalicylidène)éthylènediamine (1d) 

OH

N N

HO
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8

HO OH

 

C16H16N2O4 

M = 300 g/mol 

De la même façon, on prépare le ligand 1d dans 150 mL de toluène à partir de 

2,82 g de 2,5-dihydroxybenzaldéhyde (20,5 mmol) et de 0,67 mL d'éthylènediamine 

(0,60 g ; 10,0 mmol). Celui-ci est obtenu sous forme de poudre ocre (2,81 g ; 9,4 mmol ; 

94 %). 

 CCM : Rf = 0,84 (éluant : CH2Cl2/MeOH 80/20) 

 Pf : > 260°C 
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 MS (MALDI) : (M + H)+ = 301,9 ; (M + Na)+ = 323,5  

 1H RMN (DMSO-d6) : 3,87 (s, 4H, H8) ; 6,66-6,79 (m, 6H, H3,H4,H6) ; 8,46 (s, 2H, 

H7) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 59,1 (C8) ; 116,5 (CAr) ; 116,8 (CAr) ; 118,5 (CAr) ; 119,8 (CAr) ; 

149,2 (CAr) ; 152,8 (CAr) ; 166,5 (C7) 

 IR (KBr) : 3300 (OH) ; 1640 (imine) ; 1590 ; 1450 ; 1410 ; 1300 ; 1260 ; 1210 ; 1150 ; 

1030 ; 840 ; 780. 

 

Complexe de vanadyle de la N,N'-bis(salicylidène)éthylènediamine 

(2a) 

O

N N

O
V

O
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8

 

C16H14N2O3V 

M = 333 g/mol 

1ère méthode : 

Dans un ballon tricol de 250 mL, équipé d'un barreau aimanté, d'un réfrigérant et 

d'un thermomètre, on prépare une solution de VOSO4, 3H2O (664 mg ; 3,1 mmol) dans 

100 mL de méthanol. La suspension est chauffée à 60°C. Après solubilisation, on ajoute 

829 mg de N,N'-bis(salicylidène)éthylènediamine 1a (3,1 mmol). Puis, à la suspension 

noire obtenue, on ajoute 6 mL de pyridine (5,9 g ; 70,0 mmol). Le mélange réactionnel se 

colore alors en vert foncé. Il est agité pendant 1 heure à 60°C. Après retour à 

température ambiante, la suspension est filtrée sur verre fritté, et le précipité obtenu 

est lavé abondamment à l'eau puis au méthanol et à l'éther et enfin séché sous pression 

réduite sur P2O5. On récupère le complexe 2a sous forme de poudre verte (637 mg ; 

1,9 mmol ; 63 %). 

2ème méthode : 

On suit le même mode opératoire que celui de la 1ère méthode mais sans ajouter 

de pyridine. En partant de 634 mg de VOSO4, 3H2O (2,9 mmol) et de 787 mg de N,N'-
bis(salicylidène)éthylènediamine 1a (2,9 mmol), ceci nous conduit à 606 mg de complexe 

2a sous forme de poudre verte (1,8 mmol ; 62 %). 
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3ème méthode : 

On reprend le mode opératoire décrit à la 1ère méthode mais, cette fois, la 

manipulation est effectuée sous atmosphère inerte d'argon. On part de 1,08 g de 

VOSO4, 3H2O (5,0 mmol) et de 1,34 g de N,N'-bis(salicylidène)éthylènediamine 1a 

(5,0 mmol). On ajoute 10 mL de pyridine (9,8 g ; 120,0 mmol). On obtient le complexe 2a 

sous forme de poudre verte (1,30 g ; 3,9 mmol ; 79 %). 

4ème méthode : 

On suit la 3ème méthode mais sans ajouter de pyridine. 465 mg de VOSO4, 3H2O 

(2,1 mmol) et 584 mg de N,N'-bis(salicylidène)éthylènediamine 1a (2,2 mmol) nous 

conduisent à 528 mg de complexe 2a sous forme de poudre verte (1,6 mmol ; 74 %). 

5ème méthode : 

Cette fois, on reprend la 1ère méthode en travaillant sous atmosphère inerte 

d'argon et en utilisant du méthanol distillé et dégazé ainsi que de la pyridine distillée et 

dégazée. Avec 511 mg de VOSO4, 3H2O (2,4 mmol), 635 mg de N,N'-bis(salicylidène)-

éthylènediamine 1a (2,4 mmol) et 4,7 mL de pyridine (4,6 g ; 60,0 mmol), on obtient 

599 mg de complexe 2a sous forme de poudre verte (1,8 mmol ; 77 %). 

6ème méthode : 

Cette méthode est identique à la 5ème méthode mais sans ajout de pyridine. En 

partant de 507 mg de VOSO4, 3H2O (2,3 mmol) et de 630 mg de N,N'-bis(salicylidène)-

éthylènediamine 1a (2,4 mmol), on récupère 615 mg de complexe 2a sous forme de 

poudre verte (1,9 mmol ; 79 %). 

 CCM : Rf = 0,70 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : > 260°C 

 MS (MALDI) : (M)+ = 332,9 ; (M + Na)+ = 355,9 ; (M + K)+ = 371,9 

 RMN : Il n’a pas été effectué d’analyse RMN du fait du paramagnétisme des 

complexes de vanadyle qui rend la caractérisation impossible.  

 IR (KBr) : 1620 (imine) ; 1540 ; 1480 ; 1450 ; 1390 ; 1300 ; 990 ; 630. 
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Complexe de vanadyle de la N,N'-bis(3-hydroxysalicylidène)-
éthylènediamine (2b) 

O
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C16H14N2O5V 

M = 365 g/mol 

1ère méthode : 

Dans un ballon tricol de 250 mL, équipé d'un barreau aimanté, d'un réfrigérant et 

d'un thermomètre, on prépare une solution de VOSO4, 3H2O (646 mg ; 3,0 mmol) dans 

100 mL de méthanol. La suspension est chauffée à 60°C. Après solubilisation, on ajoute 

897 mg de N,N'-bis(3-hydroxysalicylidène)éthylènediamine 1b (3,0 mmol). Puis, à la 

suspension noire obtenue, on ajoute 6 mL de pyridine (5,9 g ; 70,0 mmol). Le mélange 

réactionnel se colore alors en vert foncé. Il est agité pendant 1 heure à 60°C. Après 

retour à température ambiante, la suspension est filtrée sur verre fritté, et le précipité 

obtenu est lavé abondamment à l'eau puis au méthanol et à l'éther et enfin séché sous 

pression réduite sur P2O5. On récupère le complexe 2b sous forme de poudre verte 

(705 mg ; 1,9 mmol ; 65 %). 

2ème méthode : 

On suit le même mode opératoire que celui de la 1ère méthode mais sans ajouter 

de pyridine. En partant de 645 mg de VOSO4, 3H2O (3,0 mmol) et de 895 mg de N,N'-
bis(3-hydroxysalicylidène)éthylènediamine 1b (3,0 mmol), ceci nous conduit à 634 mg de 

complexe 2b sous forme de poudre noire (1,7 mmol ; 58 %). 

3ème méthode : 

On reprend le mode opératoire décrit à la 1ère méthode mais, cette fois, la 

manipulation est effectuée sous atmosphère inerte d'argon. On part de 672 mg de 

sulfate de vanadyle (3,1 mmol) et de 931 mg de N,N'-bis(3-hydroxysalicylidène)-

éthylènediamine 1b (3,1 mmol). On ajoute 6 mL de pyridine (5,9 g ; 70,0 mmol). On 

obtient le complexe 2b sous forme de poudre verte (778 mg ; 2,1 mmol ; 69 %). 

4ème méthode : 

On suit la 3ème méthode mais sans ajouter de pyridine. 1,10 g de VOSO4, 3H2O 

(5,1 mmol) et 1,53 g de N,N'-bis(3-hydroxysalicylidène)éthylènediamine 1b (5,1 mmol) 

nous conduisent à 1,37 g de complexe 2b sous forme de poudre noire (3,8 mmol ; 74 %). 
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5ème méthode : 

Cette fois, on reprend la 1ère méthode en travaillant sous atmosphère inerte 

d'argon et en utilisant du méthanol distillé et dégazé ainsi que de la pyridine distillée et 

dégazée. Avec 507 mg de VOSO4, 3H2O (2,3 mmol), 703 mg de N,N'-bis(3-

hydroxysalicylidène)éthylènediamine 1b (2,3 mmol) et 4,7 mL de pyridine (4,6 g ; 

60,0 mmol), on obtient 652 mg de complexe 2b sous forme de poudre verte (1,8 mmol ; 

76 %). 

6ème méthode : 

Cette méthode est identique à la 5ème méthode mais sans ajout de pyridine. En 

partant de 623 mg de VOSO4, 3H2O (2,9 mmol) et de 863 mg de N,N'-bis(3-

hydroxysalicylidène)éthylènediamine 1b (2,9 mmol), on récupère 817 mg de complexe 2b 

sous forme de poudre noire (2,2 mmol ; 78 %). 

 CCM : Rf = 0,60 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : > 260°C 

 MS (MALDI+) : (M)+ = 365,0 ; (M + H)+ = 366,0 ; (M + Na)+ = 388,0 ; (M + K)+ = 404,0 

 IR (KBr) : 3380 (OH) ; 1620 (imine) ; 1550 ; 1450 ; 1310 ; 1260 ; 1220 ; 970 ; 742. 

 

Complexe de vanadyle de la N,N'-bis(4-hydroxysalicylidène)-
éthylènediamine (2c) 
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C16H14N2O5V 

M = 365 g/mol 

On suit la méthode décrite précédemment (1ère méthode). A partir de 1,07 g de 

sulfate de vanadyle (4,9 mmol), 1,48 g de N,N'-bis(4-hydroxysalicylidène)éthylène-

diamine 1c (4,9 mmol) et 10 mL de pyridine (9,8 g ; 120,0 mmol), dans 100 mL de 

méthanol, on forme le complexe 2c qui est récupéré sous forme de poudre marron 

(277 mg ; 0,8 mmol ; 15 %). 

 CCM : Rf = 0,60 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : > 260°C 

 MS (MALDI) : (M)+ = 364,9 
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 IR (KBr) : 3410 ; 3020 (OH) ; 1610 (imine) ; 1530 ; 1500 ; 1450 ; 1230 ; 1120 ; 970 ; 

620. 

 

Complexe de vanadyle de la N,N'-bis(5-hydroxysalicylidène)-
éthylènediamine (2d) 

O
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C16H14N2O5V 

M = 365 g/mol 

De la même façon, 1,07 g de VOSO4, 3H2O (4,9 mmol), 1,48 g de N,N'-bis(5-

hydroxysalicylidène)éthylènediamine 1d (4,9 mmol) et 10 mL de pyridine (9,8 g ; 

120,0 mmol) dans 100 mL de méthanol nous conduisent au complexe 2d, obtenu sous 

forme de poudre verte (1,38 g ; 3,8 mmol ; 77 %). 

 CCM : Rf = 0,39 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : > 260°C 

 MS (MALDI+) : (M)+ = 365,0 ; (M + H)+ = 366,0 ; (M + Na)+ = 388,0 

 IR (KBr) : 3370 (OH) ; 1620 (imine) ; 1530 ; 1470 ; 1440 ; 1290 ; 1170 ; 960 ; 810. 
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N-(tert-butyloxycarbonyl)éthylènediamine (3a) 
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C7H16N2O2 

M = 160 g/mol 

Une solution de di-tert-butyldicarbonate (10,99 g ; 50,3 mmol) dans 250 mL de 

chloroforme est ajoutée goutte à goutte à une solution d’éthylènediamine (34 mL ; 

30,57 g ; 509 mmol) dans 500 mL de chloroforme sur une période de 5h30, sous 

agitation et à 0°C (refroidissement dans un bain de glace et de sel). Le milieu 

réactionnel prend progressivement une coloration blanche : un précipité blanc se forme. 

Le mélange est agité pendant 16h30 supplémentaires à température ambiante. Après 

arrêt de l’agitation, le précipité blanc est filtré sur verre fritté et le filtrat est lavé 

abondamment à l’eau. La phase organique est séchée sur MgSO4, et, après filtration, 

évaporée sous pression réduite pour conduire à la diamine mono-protégée 3a sous forme 

d’une huile jaune (5,74 g ; 35,9 mmol ; 71 %). 

 CCM : Rf = 0,45 (éluant : MeOH/NH4OH 99/1) 

 Pf : huile 

 1H RMN (CDCl3) : 1,20 (s, 2H, H7) ; 1,25 (s, 9H, H1) ; 2,59 (t, 2H, H6, JH6H5 = 

6,0 Hz) ; 2,97 (q, 2H, H5, JH5H6 = JH5H4 = 6,0 Hz ) ; 5,44 (sl, 1H, H4) 

 13C RMN (CDCl3) : 28,0 (C1) ; 41,5 (CH2) ; 43,1 (CH2) ; 78,5 (C2) ; 156,0 (C3). 

 

N-(tert-butyloxycarbonyl)-1,4-butanediamine (3b) 

H2N
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C9H20N2O2 

M = 188 g/mol 

De la même façon, une solution de di-tert-butyldicarbonate (2,02 g ; 9,2 mmol) 

dans 50 mL de chloroforme est ajoutée goutte à goutte à une solution de putrescine 

(1,4-butanediamine) (9,15 mL ; 8,03 g ; 91 mmol) dans 100 mL de chloroforme sur une 

période de 3h30, sous agitation et à 0°C. Le mélange est agité pendant 18h30 

supplémentaires à température ambiante. Le même traitement que celui effectué pour 
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3a nous fournit la diamine mono-protégée 3b sous forme d’une huile jaunâtre (1,46 g ; 

7,8 mmol ; 84 %). 

 CCM : Rf = 0,49 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : huile 

 1H RMN (CDCl3) : 0,94 (s, 2H, H9) ; 1,15 (s, 9H, H1) ; 1,19-1,30 (m, 4H, H6 et H7) ; 

2,41 (t, 2H, H8, JH8H7 = 6.2 Hz) ; 2,82 (q, 2H, H5, JH5H6 = JH5H4 = 6.2 Hz) ; 5,28 (sl, 

1H, H4) 

 13C RMN (CDCl3) : 27,7 (CH2) ; 28,6 (C1) ; 31,0 (CH2) ; 40,6 (CH2) ; 42,0 (CH2) ; 79,2 

(C2) ; 156,2 (C3). 

 

N-(tert-butyloxycarbonyl)-1,6-hexanediamine (3c) 
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C11H24N2O2 

M = 216 g/mol 

On suit toujours le même mode opératoire. Une solution de di-tert-

butyldicarbonate (4,53 g ; 20,8 mmol) dans 100 mL de chloroforme est ajoutée goutte à 

goutte à une solution de 1,6-diaminohexane (22,79 g ; 196 mmol) dans 200 mL de 

chloroforme sur une période de 2h20, sous agitation et à 0°C. Le mélange est agité 

pendant une nuit à température ambiante. Le traitement est le même que celui décrit 

précédemment. Cependant, dans ce cas, l’huile incolore (3,58 g) récupérée après 

évaporation de la phase organique est chromatographiée sur colonne de silice (gradient 

d’élution : CH2Cl2/MeOH 70/30 jusqu’à MeOH 100 %) pour conduire à l’obtention du 

produit 3c sous forme d’une huile jaune (2,88 g ; 13,3 mmol ; 64 %). 

 CCM : Rf = 0,48 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : huile 

 1H RMN (CDCl3) : 1,20-1,50 (m, 8H, H6, H7, H8, H9) ; 1,40 (s, 9H, H1) ; 1,48 (s, 2H, 

H11) ; 2,64 (t, 2H, H10, JH10H9 = 6,1 Hz) ; 3,06 (q, 2H, H5, JH5H6 = JH5H4 = 6,1 Hz) ;  4,61 

(sl, 1H, H4)  

 13C RMN (CDCl3) : 26,5 (CH2) ; 26,6 (CH2) ; 28,4 (C1) ; 30,1 (CH2) ; 33,7 (CH2) ; 40,5 

(CH2) ; 42,1 (CH2) ; 79,0 (C2) ; 156,0 (C3). 
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Acide D,L-2,3-di(benzyloxycarbonylamino)propanoïque (4) 
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C19H20N2O6 

M = 372 g/mol 

Le monochlorhydrate de l’acide D,L-2,3-diaminopropanoïque (2,92 g ; 20,8 mmol) 

est dissous dans 50 mL d’eau, neutralisé par NaOH 1M (42 mL ; 42 mmol ; 2 éq.) puis 

refroidi dans un bain d’EtOH sur une plaque refroidisssante à 0°C. Une solution de 

chloroformiate de benzyle (8 mL ; 9,56 g ; 56,0 mmol, 2,7 éq.) dans 50 mL de THF ainsi 

qu’une solution de NaOH 1M (50 mL) sont alors ajoutées lentement et simultanément 

grâce à deux ampoules à addition. Le milieu réactionnel est agité pendant 1h à 0°C puis 

une nuit à température ambiante, le pH étant maintenu vers 9-10 par ajout de soude 

(10 mL). Le THF est ensuite évaporé sous pression réduite et la phase aqueuse est lavée 

à l’éther (3 × 50 mL). Puis elle est acidifiée par une solution d’HCl 2M et le produit est 

alors extrait à l’acétate d’éthyle. La phase AcOEt est séchée sur MgSO4 puis évaporée 

sous pression réduite pour fournir un résidu huileux incolore qui est recristallisé dans un 

mélange AcOEt/hexane. Après filtration, lavage à l’hexane et séchage au dessiccateur 

sous pression réduite sur P2O5, on récupère le produit 4 sous forme de poudre blanche 

(6,44 g ; 17,3 mmol ; 83 %). 

 CCM : Rf = 0,39 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : 124°C (Litt : 126°C)167 

 1H RMN (DMSO-d6) : 3,28-3,42 (m, 2H, H10) ; 4,07-4,16 (m, 1H, H11) ; 5,01 et 5,03 

(2 s, 4H, H7, H7’) ; 7,26-7,40 (m, 10H, HAr) ; 7,45 et 7,48 (2sl, 2H, H9, H9’) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 41,6 (C10) ; 54,0 (C11) ; 65,4 et 65,6 (C7, C7’) ; 127,6 / 127,7 / 

127,8 / 128,3 (CAr) ; 136,9 et 137,0 (C1, C1’) ; 156,0 et 156,3 (C8, C8’) ; 172,0 (C12). 
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2,3-di(benzyloxycarbonylamino)–N-(2-tert-
butyloxycarbonylaminoéthyl)propionamide (5a) 

O ONH

O

HN

O

O
NH

1

6

2 7

4

5

3 8 9

1110 12

8'

4'
5'

9'
7'

6'

1'
2'

3'

HN
O

O13 15

17
18

16

14 19

19

19

 

C26H34N4O7 

M = 514 g/mol 

A une solution de N-(tert-butyloxycarbonyl)éthylènediamine 3a (1,61 g ; 

10,1 mmol), d’acide 2,3-di(benzyloxycarbonylamino)propanoïque 4 (3,74 g ; 10,1 mmol) et 

du réactif de Castro (4,51 g ; 10,2 mmol) dans 120 mL d’acétonitrile est ajoutée de la 

triéthylamine (1,40 mL ; 1,01 g ; 10,0 mmol). Le mélange réactionnel est agité à 

température ambiante pendant une nuit. Une solution saturée de NaCl (250 mL) est 

alors ajoutée et le produit est extrait à l’acétate d’éthyle (3 × 200 mL). La phase 

organique est lavée successivement par 150 mL de solution d’HCl 2N, 150 mL d’eau, 

150 mL de solution de NaHCO3 à 5 % puis de nouveau 150 mL d’eau. Elle est ensuite 

séchée sur MgSO4 puis, après filtration, évaporée sous pression réduite pour conduire à 

un résidu solide blanc qui est recristallisé dans le méthanol. On récupère finalement, 

après filtration et séchage sous pression réduite sur P2O5, le produit 5a sous forme de 

poudre blanche (3,65 g ; 7,1 mmol ; 70 %). 

 CCM : Rf = 0,48 (éluant : Acétone/Ether de Pétrole 50/50) 

 Pf : 158°C 

 1H RMN (DMSO-d6) : 1,37 (s, 9H, H19) ; 2,98 (m, 2H, CH2) ; 3,06 (m, 2H, CH2) ; 3,27 

(m, 2H, CH2) ; 4,07 (m, 1H, H11) ; 5,01 et 5,02 (2s , 4H, H7 et H7’) ; 6,77 (sl, 1H, NH) ; 

7,21 (sl, 1H, NH) ; 7,23 (sl, 1H, NH) ; 7,29-7,36 (m, 10H, HAr) ; 8,01 (sl, 1H, H13) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 28,2 (C19) ; 36,4 (CH2) ; 36,5 (CH2) ; 42,3 (C10) ; 55,0 (C11) ; 

65,4 et 65,6 (C7, C7’) ; 77,7 (C18) ; 127,6 / 127,7 / 127,8 / 127,9 (CAr) ; 136,8 et 137,0 

(C1, C1’) ; 155,6 / 155,7 / 156,3 (C8, C8’ et C17) ; 169,0 (C12). 
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2,3-di(benzyloxycarbonylamino)–N-(4-tert-
butyloxycarbonylaminobutyl)propionamide (5b) 
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C28H38N4O7 

M = 542 g/mol 

Selon le même mode opératoire, la N-(tert-butyloxycarbonyl)-1,4-butanediamine 

3b (0,94 g ; 5,0 mmol) réagit avec l’acide 2,3-di(benzyloxycarbonylamino)propanoïque 4 

(1,89 g ; 5,1 mmol) en présence du réactif de Castro (2,29 g ; 5,2 mmol) et de 

triéthylamine (0,70 mL ; 0,51 g ; 5,0 mmol) dans 60 mL d’acétonitrile. Le mélange 

réactionnel est agité à température ambiante pendant une nuit. Une solution saturée de 

NaCl (100 mL) est alors ajoutée et le produit est extrait à l’acétate d’éthyle 

(3 × 100 mL). La phase organique est lavée successivement par 100 mL de solution d’HCl 

2N, 100 mL d’eau, 100 mL de solution de NaHCO3 à 5 % puis de nouveau 100 mL d’eau. 

Elle est ensuite séchée sur MgSO4 puis, après filtration, évaporée sous pression réduite 

pour conduire à un résidu solide blanc qui est recristallisé dans le méthanol. On récupère 

finalement, après filtration et séchage sous pression réduite sur P2O5, le produit 5b 

sous forme de poudre blanche (2,05 g ; 3,8 mmol ; 76 %). 

 CCM : Rf = 0,55 (éluant : Acétone/Ether de Pétrole 50/50) 

 Pf : 146°C 

 1H RMN (DMSO-d6) : 1,36 (s, 9H, H21) ; 1,20-1,50 (m, 4H, 2CH2) ; 2,89-3,01 (m, 4H, 

2CH2) ; 3,28-3,35 (m, 2H, CH2) ; 4,07-4,09 (m, 1H, H11) ; 5,00 et 5,01 (2s, 4H, H7, 

H7’) ; 6,75 (sl, 1H, NH) ; 7,24 (sl, 2H, 2NH) ; 7,32-7,40 (m, 10H, HAr) ; 7,91 (sl, 1H, 

H13) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 26,3 (CH2) ; 26,8 (CH2) ; 28,3 (C21) ; 38,4 (CH2) ; 38,5 (CH2) ; 

42,4 (C10) ; 55,0 (C11) ; 65,4 et 65,5 (C7, C7’) ; 77,3 (C20) ; 127,6 / 127,7 / 127,8 (CAr) ; 

136,9 et 137,0 (C1, C1’) ; 155,6 / 155,7 / 156,3 (C8, C8’, C19) ; 169,5 (C12). 
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2,3-di(benzyloxycarbonylamino)–N-(6-tert-
butyloxycarbonylaminohexyl)propionamide (5c) 
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C30H42N4O7 

M = 570 g/mol 

De la même façon, on prépare le produit 5c à partir de 1,10 g de N-(tert-

butyloxycarbonyl)-1,6-hexanediamine 3c (5,1 mmol), 1,90 g d’acide 4 (5,1 mmol), 2,31 g 

de réactif de Castro (5,2 mmol) et 0,77 mL de triéthylamine (5,5 mmol) dans 60 mL 

d’acétonitrile. On récupère le produit 5c après recristallisation dans le méthanol sous 

forme de poudre blanche (1,99 g ; 3,5 mmol ; 68 %). 

 CCM : Rf = 0,60 (éluant : Acétone/Ether de Pétrole 50/50) 

 Pf : 138°C 

 1H RMN (DMSO-d6) : 1,10-1,40 (m, 8H, CH2) ; 1,36 (s, 9H, H23) ; 2,80 (m, 2H, CH2) ; 

3,00 (m, 2H, CH2) ; 3,35 (m, 2H, CH2) ; 4,06 (m, 1H, H11) ; 5,01 et 5,02 (2s, 4H, H7, 

H7’) ; 6,78 (sl, 1H, NH) ; 7,21 (sl, 1H, NH) ; 7,25 (sl, 1H, NH) ; 7,33-7,35 (m, 10H, 

HAr) ; 7,89 (sl, 1H, H13) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 25,9 (2CH2) ; 28,3 (C23) ; 28,9 (CH2) ; 29,5 (CH2) ; 36,4 

(CH2) ; 36,5 (CH2) ; 42,4 (C10) ; 54,9 (C11) ; 65,4 et 65,5 (C7, C7’) ; 77,3 (C22) ; 127,6 / 

127,7 / 127,8 / 127,9 / 128,0 / 128,3 (CAr) ; 136,8 et 137,0 (C1, C1’) ; 155,6 / 155,7 / 

156,2 (C8, C8’, C21) ; 169,5 (C12). 
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2,3-diamino–N-(2-tert-butyloxycarbonylaminoéthyl)propionamide 

(6a) 
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C10H22N4O3 

M = 246 g/mol 

Le produit 5a (2,71 g ; 5,3 mmol) est solubilisé à chaud dans le méthanol (70 mL) 

puis soumis à un courant d’hydrogène. La réaction d’hydrogénolyse est catalysée par 

ajout d’une pointe de spatule de palladium sur charbon (Pd/C). Le mélange réactionnel 

est agité et chauffé à reflux dans un bain d’huile pendant 5 heures (l’évolution de la 

réaction est suivie par CCM). Après retour à température ambiante, le milieu réactionnel 

est filtré sur célite afin d’ôter le catalyseur. Le méthanol est évaporé sous pression 

réduite. Le produit 6a est obtenu sous forme d’une huile jaune (1,17 g ; 4,8 mmol ; 90 %). 

 CCM : Rf = 0,18 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : huile 

 1H RMN (DMSO-d6) : 1,36 (s, 9H, H1) ; 2,53 (m, 2H, CH2) ; 2,64 (m, 1H, H9) ; 2,70 

(m, 2H, CH2) ; 2,90 (m, 2H, CH2) ; 6,85 (sl, 1H, H4) ; 7,91 (sl, 1H, H7) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 28,2 (C1) ; 46,4 (2CH2) ; 48,6 (C10) ; 57,4 (C9) ; 77,6 (C2) ; 

155,6 (C3) ; 174,4 (C8). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie Expérimentale 

 - 180 - 

2,3-diamino–N-(4-tert-butyloxycarbonylaminobutyl)propionamide 

(6b) 
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C12H26N4O3 

M = 274 g/mol 

Le produit 6b est obtenu de la même façon. A partir de 1,00 g de produit protégé 

5b (1,8 mmol), on récupère le produit déprotégé 6b sous forme d’une huile jaune 

(454 mg ; 1,7 mmol ; 92 %). 

 CCM : Rf = 0,25 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : huile 

 1H RMN (DMSO-d6) : 1,14-1,40 (m, 4H, H6, H7) ; 1,36 (s, 9H, H1) ; 2,54 (m, 2H, 

CH2) ; 2,63 (m, 1H, H11) ; 2,72 (m, 2H, CH2) ; 2,87 (m, 2H, CH2) ; 6,79 (sl, 1H, H4) ; 

7,86 (sl, 1H, H9) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 26,6 (CH2) ; 26,9 (CH2) ; 28,3 (C1) ; 46,4 (2CH2) ; 48,6 (C12) ; 

57,2 (C11) ; 77,3 (C2) ; 155,6 (C3) ; 173,8 (C10). 

 

2,3-diamino–N-(6-tert-butyloxycarbonylaminohexyl)propionamide 
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C14H30N4O3 

M = 302 g/mol 
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Toujours selon le même mode opératoire, 1,96 g de produit protégé 5c (3,4 mmol) 

nous conduisent au produit déprotégé 6c sous forme d’une huile jaune (0,86 g ; 

2,8 mmol ; 84 %). 

 CCM : Rf = 0,30 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : huile 

 1H RMN (DMSO-d6) :1,21-1,40 (m, 8H, H6, H7, H8, H9) ; 1,36 (s, 9H, H1) ; 2,53 (m, 

2H, CH2) ; 2,62 (m, 1H, H13) ; 2,70 (m, 2H, CH2) ; 2,89 (m, 2H, CH2) ; 6,77 (sl, 1H, 

H4) ; 7,88 (sl, 1H, H11) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 26,5 (CH2) ; 26,6 (CH2) ; 26,9 (CH2) ; 28,2 (C1) ; 46,4 (CH2) ; 

48,6 (CH2) ; 50,3 (CH2) ; 57,3 (C13) ; 60,9 (CH2) ; 77,3 (C2) ; 155,6 (C3) ; 173,6 (C12). 

 

2,3–Bis-[(2,5-dihydroxybenzylidène)amino]-N-(2-tert-
butyloxycarbonylaminoéthyl)propionamide (7a) 

O
NH

HN
O

O

9

7
6

810
5

4
2

13

1

1

OHHO OHHO

N N
11'

12' 13'

14'

15'16'

17'

11

1213
14

15 16

17

 

C24H30N4O7 

M = 486 g/mol 

Dans un ballon tricol de 100 mL, équipé d‘un barreau aimanté et surmonté d’un 

réfrigérant et d’un appareil de Dean-Stark, on synthétise le ligand 7a dans 50 mL de 

toluène à partir du produit 6a (626 mg ; 2,5 mmol) et de 800 mg de 2,5-

dihydroxybenzaldéhyde (5,8 mmol ; 2,3 éq.). Le mélange réactionnel se colore en marron. 

Il est agité vigoureusement et chauffé à reflux dans un bain d’huile pendant 3 heures. 

Après retour à température ambiante, le toluène est évaporé sous pression réduite. Le 

résidu est trituré dans l’éther afin d’éliminer le plus possible de 2,5-

dihydroxybenzaldéhyde. On récupère alors après filtration et lavage à l’éther une 

poudre marron (1,14 g). Celle-ci est chromatographiée sur colonne "flash" (éluant : 

CH2Cl2/MeOH/NEt3 92/8/1) pour conduire à 408 mg de poudre jaune. L’analyse RMN de 
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cette poudre indique que le produit 7a n’est pas correctement purifié et il est engagé 

tel quel dans l’étape suivante.  

 CCM : Rf = 0,45 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10). 

 

2,3–Bis-[(2,5-dihydroxybenzylidène)amino]-N-(4-tert-
butyloxycarbonylaminobutyl)propionamide (7b) 
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C26H34N4O7 

M = 514 g/mol 

1ère méthode : 

C’est la méthode développée précédemment pour 7a. Le produit 7b est préparé 

par condensation de la diamine 6b (0,72 g ; 2,6 mmol) et du 2,5-dihydroxybenzaldéhyde 

(1,45 g ; 10,5 mmol ; 4 éq.) dans 70 mL de toluène, dans un montage de type Dean-Stark. 

La poudre marron (1,70 g) récupérée après évaporation du toluène et trituration du 

résidu dans l’éther diéthylique est chromatographiée sur colonne "flash" (éluant : 

CH2Cl2/MeOH 90/10) pour conduire à 411 mg de poudre jaune. 

2ème méthode : 

A une solution de 943 mg du produit 6b (3,4 mmol) dans 25 mL d’éthanol, une 

solution de 2,5-dihydroxybenzaldéhyde (1,12 g ; 8,1 mmol ; 2,4 éq.) dans 45 mL d’éthanol 

est ajoutée goutte à goutte sous agitation vigoureuse en présence de tamis moléculaire 

3 Å. Le mélange est chauffé à reflux pendant une demi-heure et, après retour à 

température ambiante, le tamis moléculaire est filtré sur célite. Le filtrat est évaporé 

sous pression réduite et le résidu est trituré dans l’éther afin d’éliminer le plus possible 

de 2,5-dihydroxybenzaldéhyde. On récupère alors après filtration et lavage à l’éther 

une poudre marron (1,98 g). Celle-ci est chromatographiée sur colonne "flash" (éluant : 

CH2Cl2/MeOH/NEt3 92/8/1) pour conduire à 705 mg de poudre jaune. 
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Ici encore, quelque soit la méthode employée, l’analyse RMN révèle que le produit 

7b n’est pas correctement purifié et il est engagé tel quel dans l’étape suivante. 

 CCM : Rf = 0,58 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10). 

 

2,3–Bis-[(2,5-dihydroxybenzylidène)amino]-N-(6-tert-
butyloxycarbonylaminohexyl)propionamide (7c) 
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C28H38N4O7 

M = 542 g/mol 

1ère méthode : 

Les réactifs sont condensés dans le toluène, dans un montage de Dean-Stark. On 

synthétise le ligand 7c dans 30 mL de toluène à partir de la diamine 6c (0,72 g ; 

2,3 mmol) et de 1,27 g de 2,5-dihydroxybenzaldéhyde (9,2 mmol ; 4 éq.). On récupère 

après évaporation du toluène et trituration du résidu dans l’éther une poudre marron 

(1,49 g), qui est chromatographiée sur colonne "flash" (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

pour conduire à 172 mg de poudre jaune. 

2ème méthode : 

La réaction de condensation s’effectue cette fois dans l’éthanol, en présence de 

tamis moléculaire 3 Å. A une solution de 1,35 g du produit 6c (4,4 mmol) dans 25 mL 

d’éthanol, 2,47 g de 2,5-dihydroxybenzaldéhyde (17,8 mmol ; 4 éq.) dans 25 mL d’éthanol 

sont ajoutés goutte à goutte sous agitation vigoureuse. On récupère alors après 

filtration du tamis, évaporation du solvant et trituration du résidu dans l’éther une 

poudre marron (3,84 g). Celle-ci est chromatographiée sur colonne "flash" (éluant : 

CH2Cl2/MeOH 90/10) pour conduire à 740 mg de poudre jaune. 
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Comme précédemment, quelque soit la méthode employée, l’analyse RMN montre 

que le produit 7c n’est pas correctement purifié et il est engagé tel quel dans l’étape 

suivante. 

 CCM : Rf = 0,62 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10). 

 

Complexe de cuivre (II) du 2,3–Bis-[(2,5-
dihydroxybenzylidène)amino]-N-(2-tert-butyloxycarbonylamino-

éthyl)propionamide (8a) 

O
NH
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OHO OHO

N N
Cu

 

C24H28N4O7Cu 

M = 547 g/mol 

Dans un ballon monocol de 50 mL, 153 mg de produit 7a (0,3 mmol) sont 

solubilisés dans 5 mL d’EtOH. Une solution d’acétate de cuivre (50 mg ; 0,25 mmol) dans 

5 mL d’eau est ajoutée goutte à goutte au milieu réactionnel qui est chauffé à reflux et 

agité vigoureusement pendant 1 heure. Un précipité kaki se forme et celui-ci est 

récupéré par filtration sur verre fritté, lavé à l’éthanol puis séché sous pression réduite 

sur P2O5. Le produit 8a est ainsi obtenu (70 mg ; 0,13 mmol ; 43 %). 

 CCM : Rf = 0,25 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M63Cu + H)+ = 548,0 ; (M65Cu + H)+ = 549,9 

 RMN : Il n’a pas été effectué de RMN du fait du paramagnétisme des complexes de 

cuivre qui rend la caractérisation impossible. 
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Complexe de cuivre (II) du 2,3–Bis-[(2,5-
dihydroxybenzylidène)amino]-N-(4-tert-butyloxycarbonylamino-

butyl)propionamide (8b) 

O
NH

HN
O

O

OHO OHO

N N
Cu

 

C26H32N4O7Cu 

M = 575 g/mol 

De la même façon, par réaction de 280 mg de produit 7b (0,54 mmol) et 104 mg 

d’acétate de cuivre (0,52 mmol), on récupère le produit 8b sous forme de précipité kaki 

(40 mg ; 0,07 mmol ; 13 %). 

 CCM : Rf = 0,53 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M63Cu + H)+ = 576,0 ; (M65Cu + H)+ = 578,0.  

 

Complexe de cuivre (II) du 2,3–Bis-[(2,5-
dihydroxybenzylidène)amino]-N-(6-tert-butyloxycarbonylamino-

hexyl)propionamide (8c) 
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C28H36N4O7Cu 

M = 603 g/mol 
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Le produit 7c (138 mg ; 0,25 mmol), par réaction avec l’acétate de cuivre (50 mg ; 

0,25 mmol), fournit le complexe 8c sous forme de précipité kaki (36 mg ; 0,06 mmol ; 

25 %). 

 CCM : Rf = 0,62 (éluant : CH2Cl2/MeOH 90/10) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M63Cu + H)+ = 604,2 ; (M65Cu + H)+ = 606,2. 

 

Sel trifluoroacétique du complexe de cuivre (II) du 2,3–Bis-
[(2,5-dihydroxybenzylidène)amino]-N-(2-aminoéthyl)propionamide 

(9a) 

O
NH

NH3
+

OHO OHO

N N
Cu

CF3COO-

 

C21H21N4O7CuF3 

M = 561 g/mol 

Dans un ballon monocol de 25 mL, le produit 8a (45 mg ; 0,08 mmol) est mis en 

suspension dans 7 mL de dichlorométhane, en présence de 9 µL d’anisole (0,08 mmol ; 

1 éq.). Un excès d’acide trifluoroacétique (0,4 mL ; 5 mmol ; 65 éq.) est ajouté et la 

suspension devient alors une solution limpide. Le mélange réactionnel est agité 1h30 à 

température ambiante, puis le dichlorométhane et le TFA sont évaporés. Plusieurs co-

évaporations au méthanol sont effectuées afin d’éliminer les traces de TFA. Le résidu 

ainsi obtenu est ensuite trituré dans l’éther. On obtient le produit 9a sous forme de 

poudre marron-kaki, après filtration, lavage à l’éther et séchage sous pression réduite 

sur P2O5 (31 mg ; 0,06 mmol ; 69 %). 

 CCM: Rf = 0 (éluant : MeOH 100 %) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M63Cu)+ = 448,0 ; (M65Cu)+ = 450,0.  

 



Partie Expérimentale 

 - 187 - 

Sel trifluoroacétique du complexe de cuivre (II) du 2,3–Bis-
[(2,5-dihydroxybenzylidène)amino]-N-(4-aminobutyl)propionamide 

(9b) 

O
NH

NH3
+

OHO OHO

N N
Cu

CF3COO-

 

C23H25N4O7CuF3 

M = 589 g/mol 

Selon le même mode opératoire, la déprotection du produit 8b (40 mg ; 

0,07 mmol) par un excès d’acide trifluoroacétique (0,35 mL ; 4,5 mmol ; 65 éq.) en 

présence de 7,6 µL d’anisole (0,07 mmol ; 1 éq.) fournit le produit 9b sous forme de 

poudre marron-kaki (30 mg ; 0,05 mmol ; 72 %). 

 CCM: Rf = 0 (éluant : MeOH 100 %) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M63Cu)+ = 475,9 ; (M65Cu)+ = 477,9.  

 

Sel trifluoroacétique du complexe de cuivre (II) du 2,3–Bis-
[(2,5-dihydroxybenzylidène)amino]-N-(6-aminohexyl)propionamide 

(9c) 

O
NH

NH3
+

OHO OHO

N N
Cu

CF3COO-

 

C25H29N4O7CuF3 

M = 617 g/mol 
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Le produit protégé 8c (30 mg ; 0,05 mmol) réagit avec 0,25 mL d’acide 

trifluoroacétique (3,2 mmol ; 65 éq.) en présence de 5,4 µL d’anisole (0,05 mmol ; 1 éq.) 

pour aboutir à la formation du sel d’ammonium 9c sous forme de poudre marron-kaki 

(9 mg ; 0,01 mmol ; 29 %). 

 CCM: Rf = 0 (éluant : MeOH 100 %) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M63Cu)+ = 504,3 ; (M65Cu)+ = 506,3. 

 

Conjugués des complexes 9b et 9c avec différents 

oligonucléotides (HIVT, HIVTL3, HIVTL6) 

(n = 4, 6 et x = 3, 6)

(n = 4, 6)N N

O
NH

HO O O OH
Cu

(CH2)n NH P

N N

O
NH

HO O O OH
Cu

(CH2)n NH P

O-TTTTCTTTTCCCCCCT

O

O-

O

O

O-
(CH2CH2O)x-O P

O

O-
O-TTTTCTTTTCCCCCCT

HIVT

 

L’oligonucléotide (≈ 300 µg) est précipité par EtOH/acétate de sodium, lavé par 

EtOH et séché à 60°C. Il est ensuite repris dans 30 µL d’eau et traité par le minimum de 

solution de CTAB à 8 %, µL par µL, jusqu’à ce que le précipité blanc formé n’évolue plus 

(un excès de CTAB conduirait à une resolubilisation du précipité). Il est récupéré par 

centrifugation et élimination du surnageant. 200-300 µL d’éthanol sont alors ajoutés au 

précipité pour le solubiliser et l’échantillon est lyophilisé pendant 30-40 mn pour le 

sécher. Au sel de CTA ainsi obtenu, soluble dans les solvants organiques, sont ajoutés 

5 mg (41 µmol) de DMAP dans 50 µL de DMSO, 6,6 mg (30 µmol) de (PyS)2 dans 25 µL de 

DMSO et 7,9 mg (30 µmol) de PPh3 dans 25 µL de DMSO. Après agitation, l’échantillon 

est laissé à température ambiante pendant 15 mn afin d’activer le phosphate terminal de 

l’oligonucléotide, avant d’être couplé au groupe amino terminal des complexes 9b ou 9c. 

Pour cela, 0,5 mg de dérivé du salène (9b ou 9c, 0,85 et 0,81 µmol respectivement) dans 
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50 µl de DMSO ainsi que 5 µL (36 µmol) de TEA sont ajoutés au milieu réactionnel. Les 

complexes se trouvant sous forme de sels d’ammonium (trifluoroacétates), l’ajout de 

TEA permet de maintenir le milieu basique et de déprotoner les fonctions amines. Après 

réaction une nuit à température ambiante, le conjugué est précipité par ajout d’une 

solution de LiClO4 à 3 % dans l’acétone, puis lavé à l’acétone et resolubilisé dans 30 µL 

d’eau. La formation du conjugué est vérifiée par électrophorèse sur gel d’acrylamide 

(20 %) et révélée par ombrage de fluorescence sous UV à 254 nm (UV-shadow). 

L’échantillon est ensuite purifié par HPLC (colonne XTerra C18 (7,8×300 mm) de 

Waters, détection UV-Visible à 260, 310, 360 nm, gradient linéaire d’acétonitrile de 0 à 

40 % en solution aqueuse, acétate d’ammonium 0.02 M, débit 2 mL/mn). Après 

lyophilisation, les échantillons correspondant au pic du conjugué sont précipités par 

EtOH/acétate d’ammonium, lavés à EtOH, lyophilisés, repris dans 30 µL d’eau. La 

concentration des conjugués dans l’eau est appréciée par spectrométrie UV-Visible. Les 

rendements sont de l’ordre de 50 %.  

 

Conjugués du complexe 9b avec différents MGB 

N

NHN

O

NH

O

O

O
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HN

N
H

O

3,4 3,4

Complexe 9b

 

1ère méthode : Activation par HATU : 

A 3,0 mg d’acide MGB BocγPy4γPy4COOH (2,3 µmol) dans 200 µL de DMF sont 

ajoutés 1,4 mg de HATU (3,8 µmol ; 1,6 éq.), 5,0 mg de complexe 9b (8,5 µmol ; 3,7 éq.) 

et 1,7 µL de TEA (11,8 µmol ; 5,1 éq.). L’évolution de la réaction est suivie par CCM. Après 

6h de réaction à température ambiante, le mélange est précipité par Et2O, le culot est 

lavé à Et2O et repris dans 120 µL de CH2Cl2 et 60 µL de TFA, afin d’ôter le groupement 
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protecteur tert-butyloxycarbonyle (déprotection Boc). Le milieu réactionnel est laissé 

30 mn à température ambiante puis précipité par Et2O, lavé à Et2O et le culot est 

solubilisé dans 300 µL d’eau et 2 µL de TFA. L’étape de purification s’effectue par HPLC 

(colonne XTerra C18 (7,8×300 mm), détection UV-Visible à 260, 310, 350, 370 nm, 

gradient linéaire 20-80 % CH3CN en solution aqueuse, acétate d’ammonium 0.02 M). Les 

fractions récupérées ont été analysées en spectrométrie de masse mais aucune d’entre 

elles ne correspond au produit attendu.   

2ème méthode : Activation par DCC/HOBt : 

1,5 mg d’acide MGB BocγPy3γPy3COOH (1,5 µmol) sont solubilisés dans 50 µL de 

DMF, et 0,24 mg (1,8 µmol ; 1,2 éq.) de HOBt dans 50 µL de DMF ainsi que 0,36 mg 

(1,8 µmol ; 1,2 éq.) de DCC dans 50 µL de DMF sont ajoutés. L’activation de l’acide est 

continuée pendant 15h30. Puis 1,04 mg (1,8 µmol ; 1,2 éq.) de complexe 9b dans 20 µL de 

DMF ainsi que 4 µL (28 µmol ; 19 éq.) de TEA sont ajoutés au milieu réactionnel, et la 

réaction évolue pendant 17h. Après précipitation et lavage par Et2O et lyophilisation, le 

produit est purifié par HPLC. Cependant, aucune des différentes fractions récupérées, 

analysées par spectrométrie de masse, ne correspond au produit attendu.  

3ème méthode : Activation par BOP : 

2,0 mg d’acide MGB BocγPy3γPy3COOH (2,0 µmol) sont solubilisés dans 50 µL de 

DMF, et 0,87 mg (2,0 µmol ; 1 éq.) de BOP dans 50 µL de DMF, 1,15 mg (2,0 µmol ; 1 éq.) 

de complexe 9b dans 20 µL de DMF ainsi que 4 µL (28 µmol ; 14 éq.) de TEA sont 

ajoutés. L’évolution de la réaction, à température ambiante, est suivie par CCM. Après 

deux jours de réaction, le milieu est précipité par Et2O et le culot lavé à Et2O et 

lyophilisé. Une purification par HPLC est effectuée mais là encore, aucune des fractions 

analysées en spectrométrie de masse ne donne le résultat attendu.  

La même manipulation est également recommencée avec déprotection du 

groupement Boc avant la purification par HPLC (CH2Cl2/TFA, voir 1ère métode). Dans ce 

cas, comme dans les autres, l’analyse par spectrométrie de masse n’a pas permis de 

confirmer la présence du conjugué souhaité dans le mélange réactionnel.  
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3-(2-diméthylaminoéthoxy)benzaldéhyde (10) 
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C11H15NO2 

M = 193 g/mol 

Dans un ballon tricol de 100 ml, équipé d'un barreau aimanté et d'un 

thermomètre, et surmonté d'un réfrigérant, on prépare le produit 10 dans 45 mL de 

DMF à partir de 1,43 g de 3-hydroxybenzaldéhyde (11,7 mmol), 2,25 g de chlorure de 2-

(diméthylamino)éthyle sous forme de chlorhydrate (15,6 mmol ; 1,3 éq.) et 4,83 g de 

carbonate de potassium (34,9 mmol ; 3,0 éq.). La suspension est chauffée à 50°C 

pendant 20 heures. Après retour à température ambiante et filtration, le DMF est 

évaporé sous pression réduite. Le résidu huileux obtenu est repris dans 100 mL d’éther 

diéthylique et 100 mL d’eau distillée. La phase éthérée est récupérée est séchée sur 

sulfate de magnésium. Après filtration, elle est évaporée sous pression réduite pour 

conduire à une huile jaune (1,17 g) qui est chromatographiée sur colonne "flash" (éluant : 

Acétone/MeOH 80/20). Le produit 10 est récupéré sous forme d’une huile jaune 

(960 mg ; 5,0 mmol ; 43 %). 

 CCM : Rf = 0,28 (éluant : Acétone/MeOH 80/20) 

 Pf : huile 

 1H RMN (CDCl3) : 2,32 (s, 6H, H1) ; 2,74 (t, 2H, H2, JH2H3 = 5,4 Hz) ; 4,10 (t, 2H, H3, 

JH3H2 = 5,4 Hz) ; 7,14-7,23 (m, 1H, HAr) ; 7,34-7,48 (m, 3H, HAr) ; 9,94 (s, 1H, H10) 

 13C RMN (CDCl3) : 46,0 (C1) ; 58,3 (C2) ; 66,4 (C3) ; 112,9 (CAr) ; 122,3 (CAr) ; 123,8 

(CAr) ; 130,2 (CAr) ; 137,9 (C8) ; 159,6 (C4) ; 192,3 (C10). 
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4-(2-diméthylaminoéthoxy)benzaldéhyde (11) 
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C11H15NO2 

M = 193 g/mol 

On prépare de la même façon le produit 11 dans 45 mL de DMF à partir de 1,24 g 

de 4-hydroxybenzaldéhyde (10,1 mmol), 1,85 g de chlorure de 2-(diméthylamino)éthyle 

sous forme de chlorhydrate (12,8 mmol ; 1,3 éq.) et 3,82 g de carbonate de potassium 

(27,7 mmol ; 2,7 éq.). L’huile jaune (1,27 g) obtenue après le traitement indiqué 

précédemment est chromatographiée sur colonne "flash" (éluant : Acétone/MeOH 

80/20). Le produit 11 est récupéré sous forme d’une huile jaune (1,11 g ; 5,8 mmol ; 

57 %). 

 CCM : Rf = 0,27 (éluant : Acétone/MeOH 80/20) 

 Pf : huile 

 1H RMN (CDCl3) : 2,32 (s, 6H, H1) ; 2,73 (t, 2H, H2, JH2H3 = 5,7 Hz) ; 4,12 (t, 2H, H3, 

JH2H3 = 5,7 Hz) ; 6,99 (d, 2H, H5, JH5H6 = 8,6 Hz) ; 7,80 (d, 2H, H6, JH6H5 = 8,6 Hz) ; 

9,85 (s, 1H, H8) 

 13C RMN (CDCl3) : 46,0 (C1) ; 58,2 (C2) ; 66,6 (C3) ; 115,0 (CAr) ; 130,1 (C7) ; 132,1 

(CAr) ; 164,0 (C4) ; 190,9 (C8). 
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N,N’-bis[3-(2-diméthylaminoéthoxy)benzylidène]benzène-1,3-

diamine (12) 
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C28H34N4O2 

M = 458 g/mol 

A une solution de 3-(2-diméthylaminoéthoxy)benzaldéhyde 10 (710 mg ; 

3,7 mmol) dans 5 mL d’éthanol absolu est ajoutée goutte à goutte sous agitation 

vigoureuse une solution de 1,3-phénylènediamine (184 mg ; 1,7 mmol ; 0,46 éq.) dans 5 mL 

d’éthanol. Le milieu réactionnel est chauffé à reflux pendant 1 heure, puis, après retour 

à température ambiante, le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu huileux 

marron ainsi obtenu est trituré dans l’éther diéthylique et un précipité jaune apparaît. 

Après filtration, lavage à l’éther et séchage sous pression réduite sur P2O5, le produit 

12 est récupéré sous forme de poudre beige (147 mg ; 0,3 mmol ; 19 %). 

 

 CCM : Rf = 0,24 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : 88°C 

 MS (MALDI) : (M + H)+ = 459,2 

 1H RMN (CDCl3) : 2,41 (s, 12H, H1) ; 2,84 (t, 4H, H2, JH2H3 = 5,7 Hz) ; 4,21 (t, 4H, 

H3, JH3H2 = 5,7 Hz) ; 7,05 (t, 1H, H14) ; 7,08 (Ddd, 2H, H9, JH9H8 = 7,5 Hz, 

JH9H5 = 2,5 Hz, JH9H7 = 1,5 Hz) ; 7,10 (dd, 2H, H12, JH12H13 = 7,8 Hz, JH12H14 = 2,0 Hz) ; 

7,38 (t, 2H, H8, JH8H7 = JH8H9 = 7,5 Hz) ; 7,41 (t, 1H, H13, JH13H12 = 7,8 Hz) ; 7,43 (dt, 

2H, H7, JH7H8 = 7,5 Hz, JH7H9 = JH7H5 = 1,5 Hz) ; 7,55 (dd, 2H, H5, JH5H9 = 2,5 Hz, 

JH5H7 = 1,5 Hz) ; 8,48 (s, 2H, H10) 

 13C RMN (CDCl3) : 45,7 (C1) ; 58,1 (C2) ; 65,8 (C3) ; 112,6 (C5) ; 113,0 (C14) ; 118,7 

(C12 ou 9) ; 119,0 (C9 ou 12) ; 122,6 (C7) ; 129,8 (C8 et 13) ; 137,5 (C6); 153,0 (C11); 159,1 (C4) ; 

160,5 (C10). 
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N,N’-bis[3-(2-diméthylaminoéthoxy)benzylidène]benzène-1,4-

diamine (13) 
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C28H34N4O2 

M = 458 g/mol 

A une solution de 3-(2-diméthylaminoéthoxy)benzaldéhyde 10 (530 mg ; 

2,7 mmol) dans 10 mL d’éthanol absolu est ajoutée goutte à goutte sous agitation 

vigoureuse une solution de 1,4-phénylènediamine (137 mg ; 1,3 mmol ; 0,48 éq.) dans 

10 mL d’éthanol. Le milieu réactionnel est chauffé à reflux pendant 1h30, puis, après 

retour à température ambiante, le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu 

huileux jaune (633 mg) ainsi obtenu est recristallisé dans l’éthanol absolu, et le produit 

13 est récupéré après filtration, lavage à l’éthanol et séchage sous pression réduite sur 

P2O5 sous forme de cristaux jaunes (372 mg ; 0,8 mmol ; 64 %). 

 CCM : Rf = 0,23 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : 97°C 

 MS (MALDI) : (M + H)+ = 459,1 ; (M + Na)+ = 481,1 

 1H RMN (CDCl3) : 2,37 (s, 12H, H1) ; 2,78 (t, 4H, H2, JH2H3 = 5,7 Hz) ; 4,17 (t, 4H, 

H3, JH3H2 = 5,7 Hz) ; 7,08 (Ddd, 2H, H9, JH9H8 = 7,7 Hz, JH9H5 = 2,5 Hz, 

JH9H7 = 1,4 Hz) ; 7,28 (s, 4H, H12) ; 7,37 (t, 2H, H8, JH8H7 = JH8H9 = 7,7 Hz) ; 7,43 (dt, 

2H, H7, JH7H8 = 7,7 Hz, JH7H9 = JH7H5 = 1,4 Hz) ; 7,55 (dd, 2H, H5 JH5H9 = 2,5 Hz, 

JH5H7 = 1,4 Hz) ; 8,47 (s, 2H, H10) 

 13C RMN (CDCl3) : 45,9 (C1) ; 58,3 (C2) ; 66,1 (C3) ; 112,5 (C5) ; 118,9 (C9) ; 121,8 

(C12) ; 122,4 (C7) ; 129,7 (C8) ; 137,6 (C6); 149,9 (C11); 159,2 (C4) ; 159,6 (C10) 
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N,N’-bis[4-(2-diméthylaminoéthoxy)benzylidène]benzène-1,3-

diamine (14) 
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C28H34N4O2 

M = 458 g/mol 

A une solution de 4-(2-diméthylaminoéthoxy)benzaldéhyde 11 (342 mg ; 

1,8 mmol) dans 15 mL de toluène est ajoutée 90 mg de 1,3-phénylènediamine (0,8 mmol ; 

0,44 éq.). Le milieu réactionnel est chauffé à reflux pendant deux heures, dans un 

montage de Dean-Stark. Après retour à température ambiante, le solvant est évaporé 

sous pression réduite, et le résidu huileux marron ainsi obtenu est trituré dans l’éther 

diéthylique. Il se forme alors un précipité jaune, qui est recristallisé dans l’éthanol 

absolu. Après filtration, lavage à l’éthanol et séchage sous pression réduite sur P2O5, le 

produit 14 est obtenu sous forme de cristaux blancs (64 mg ; 0,14 mmol ; 54 %) 

 CCM : Rf = 0,23 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : 103°C 

 MS (MALDI) : (M + H)+ = 459,1 

 1H RMN (CDCl3) : 2,38 (s, 12H, H1) ; 2,79 (t, 4H, H2, JH2H3 = 5,7 Hz) ; 4,15 (t, 4H, 

H3, JH3H2 = 5,7 Hz) ; 7,00 (d, 4H, H5, JH5H6 = 8,8 Hz) ; 7,02 (t, 1H, H12, 

JH12H10 = 2,2 Hz) ; 7,05 (dd, 2H, H10, JH10H11 = 7,8 Hz, JH10H12 = 2,2 Hz) ; 7,38 (t, 1H, 

H11, JH11H10 = 7,8 Hz) ; 7,85 (d, 4H, H6, JH6H5 = 8,8 Hz) ; 8,44 (s, 2H, H8) 

 13C RMN (CDCl3) : 45,9 (C1) ; 58,1 (C2) ; 66,1 (C3) ; 112,9 (C12) ; 114,8 (C5) ; 118,3 

(C10) ; 129,3 (C7) ; 129,7 (C11) ; 130,5 (C6); 153,3 (C9); 159,9 (C8) ; 161,5 (C4). 
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N,N’-bis[4-(2-diméthylaminoéthoxy)benzylidène]benzène-1,4-

diamine (15) 
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C28H34N4O2 

M = 458 g/mol 

A une solution de 4-(2-diméthylamino-éthoxy)benzaldéhyde 11 (879 mg ; 

4,6 mmol) dans 5 mL d’éthanol absolu est ajoutée goutte à goutte sous agitation 

vigoureuse une solution de 1,4-phénylènediamine (235 mg ; 2,2 mmol ; < 0,5 éq.) dans 

5 mL d’éthanol. Le milieu réactionnel est chauffé à reflux pendant une heure. Lors du 

retour à température ambiante, des cristaux jaunes se forment. Ceux-ci sont filtrés, 

lavés à l’éthanol et recristallisés dans un minimum d’éthanol. Le produit 15 est récupéré 

après filtration, lavage à l’éthanol et séchage sous pression réduite sur P2O5 sous forme 

de cristaux jaunes (414 mg ; 0,9 mmol ; 41 %). 

 CCM : Rf = 0,23 (éluant : MeOH/NH4OH 90/10) 

 Pf : 170°C 

 MS (MALDI) : (M + H)+ = 459,2 

 1H RMN (CDCl3) : 2,38 (s, 12H, H1) ; 2,79 (t, 4H, H2, JH2H3 = 5,7 Hz) ; 4,15 (t, 4H, 

H3, JH3H2 = 5,7 Hz) ; 7,00 (d, 4H, H5, JH5H6 = 8,8 Hz) ; 7,23 (s, 4H, H10) ; 7,83 (d, 4H, 

H6, JH6H5 = 8,8 Hz) ; 8,42 (s, 2H, H8) 

 13C RMN (CDCl3) : 46,1 (C1) ; 58,4 (C2) ; 66,4 (C3) ; 115,0 (C5) ; 121,9 (C10) ; 129,6 

(C7) ; 130,6 (C6) ; 150,1 (C9) ; 159,1 (C4) ; 161,7 (C8). 
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Iodure de N,N’-bis[3-(2-triméthylammoniuméthoxy)benzylidène]-

benzène-1,3-diamine (16) 
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C30H40N4O2I2 

M = 742 g/mol 

A une solution de N,N’-bis[3-(2-diméthylaminoéthoxy)benzylidène]benzène-1,3-

diamine 12 (52 mg ; 0,11 mmol) dans 5 mL de chloroforme, préalablement refroidie dans 

un bain de glace, sont ajoutés 100 µL de CH3I (228 mg ; 1,6 mmol ; 14 éq.). Le milieu 

réactionnel est agité 30 mn dans le bain de glace puis une nuit à température ambiante. 

Un précipité apparaît progressivement. 25 mL d’éther diéthylique sont alors ajoutés au 

milieu réactionnel. Après agitation, le précipité jaune formé est filtré sur verre fritté, 

lavé à Et2O et séché sous pression réduite sur P2O5. Le produit 16 est obtenu sous 

forme de poudre beige (57 mg ; 77 µmol ; 70 %).  

 CCM : Rf = 0 (éluant : Acétone/MeOH 80/20) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M/2) = 244,2 

 1H RMN (DMSO-d6) : 3,22 (s, 18H, H1) ; 3,84 (s, 4H, H2) ; 4,56 (s, 4H, H3) ; 7,00 –

7,32 (m, 5H, HAr) ; 7,40-7,80 (m, 7H, HAr) ; 8,72 (s, 2H, H10) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 53,2 (C1) ; 61,8 (CH2) ; 64,2 (CH2) ; 112,8 (CAr) ; 113,2 (CAr) ; 

118,4 (CAr) ; 119,1 (CAr) ; 122,8 (CAr) ; 130,0 (CAr) ; 130,1 (CAr) ; 137,4 (C6); 152,2 (C11); 

157,7 (C4) ; 160,8 (C10). 
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Iodure de N,N’-bis[3-(2-triméthylammoniuméthoxy)benzylidène]-

benzène-1,4-diamine (17) 
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C30H40N4O2I2 

M = 742 g/mol 

A une solution de N,N’-bis[3-(2-diméthylaminoéthoxy)benzylidène]benzène-1,4-

diamine 13 (139 mg ; 0,30 mmol) dans 5 mL de chloroforme, préalablement refroidie 

dans un bain de glace, sont ajoutés 100 µL de CH3I (228 mg ; 1,6 mmol ; 5 éq.). Le milieu 

réactionnel est agité 30 mn dans le bain de glace puis une nuit à température ambiante. 

Un précipité apparaît progressivement. 25 mL d’éther diéthylique sont alors ajoutés au 

milieu réactionnel. Après agitation, le précipité jaune formé est filtré sur verre fritté, 

lavé à Et2O et recristallisé dans un mélange EtOH / H2O. Après filtration, lavage à 

l’éthanol puis à l’éther, et séchage sous pression réduite sur P2O5, le produit 17 est 

obtenu sous forme de poudre jaune (114 mg ; 0,15 mmol ; 51 %).  

 CCM : Rf = 0 (éluant : Acétone/MeOH 80/20) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M/2) = 244,2 

 1H RMN (DMSO-d6) : 3,22 (s, 18H, H1) ; 3,84 (s, 4H, H2) ; 4,56 (s, 4H, H3) ; 7,15-

7,25 (m, 2H, H9) ; 7,37 (s, 4H, H12) ; 7,44-7,68 (m, 6H, H5, H7, H8) ; 8,70 (s, 2H, H10) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 53,2 (C1) ; 61,8 (CH2) ; 64,1 (CH2) ; 113,1 (CAr) ; 118,3 (CAr) ; 

122,1 (CAr) ; 122,7 (CAr) ; 130,0 (CAr) ; 137,6 (C6); 149,1 (C11); 157,7 (C4) ; 159,8 (C10). 
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Iodure de N,N’-bis[4-(2-triméthylammoniuméthoxy)benzylidène]-

benzène-1,3-diamine (18) 
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C30H40N4O2I2 

M = 742 g/mol 

A une solution de N,N’-bis[4-(2-diméthylaminoéthoxy)benzylidène]benzène-1,3-

diamine 14 (101 mg ; 0,22 mmol) dans 5 mL de chloroforme, préalablement refroidie 

dans un bain de glace, sont ajoutés 100 µL de CH3I (228 mg ; 1,6 mmol ; 7 éq.). Le milieu 

réactionnel est agité 30 mn dans le bain de glace puis une nuit à température ambiante. 

Un précipité apparaît progressivement. 25 mL d’éther diéthylique sont alors ajoutés au 

milieu réactionnel. Après agitation, le précipité formé est filtré sur verre fritté, lavé à 

l’éther et séché sous pression réduite sur P2O5. On récupère une poudre beige, mais 

l’analyse RMN de cette poudre indique que le produit s’est dégradé : on retrouve en 

effet sur le spectre, outre les pics correspondants au produit 18, un pic attribuable à 

une fonction aldéhyde.  

 

Iodure de N,N’-bis[4-(2-triméthylammoniuméthoxy)benzylidène]-

benzène-1,4-diamine (19) 
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C30H40N4O2I2 

M = 742 g/mol 
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Le même mode opératoire appliqué à une solution de N,N’-bis[4-(2-diméthyl-

aminoéthoxy)benzylidène]benzène-1,4-diamine 15 (46 mg ; 0,10 mmol) dans 5 mL de 

chloroforme, à laquelle on ajoute 100 µL de CH3I (228 mg ; 1,6 mmol ; 16 éq.), fournit le 

produit 19 sous forme de poudre jaune (62 mg ; 84 µmol ; 84 %). 

 CCM : Rf = 0 (éluant : Acétone/MeOH 80/20) 

 Pf : > 260°C 

 MS (ESI) : (M/2) = 244,3 

 1H RMN (DMSO-d6) : 3,21 (s, 18H, H1) ; 3,84 (s, 4H, H2) ; 4,57 (s, 4H, H3) ; 7,16 (d, 

4H, H5, JH5H6 = 7,2 Hz) ; 7,33 (s, 4H, H10) ; 7,94 (d, 4H, H6, JH6H5 = 7,2 Hz) ; 8,64 (s, 

2H, H8) 

 13C RMN (DMSO-d6) : 53,1 (C1) ; 61,8 (CH2) ; 64,0 (CH2) ; 115,0 (CAr) ; 121,9 (CAr) ; 

129,7 (C7) ; 130,4 (CAr) ; 149,1 (C9) ; 158,9 (C4) ; 159,9 (C8). 
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BB  ––  AACCTTIIVVIITTEE  BBIIOOLLOOGGIIQQUUEE  ::  PPRROOTTOOCCOOLLEESS  
 

L’étude biochimique des différents produits nécessite l'emploi de solutions de 

très faibles concentrations, de l'ordre de quelques micromoles par litre. Ces solutions 

sont préparées régulièrement lors de chaque nouvelle expérience, par dilution d'une 

solution stock. Les solutions stocks sont des solutions des composés dans le DMSO, à la 

concentration de 5 mM. Ces solutions sont conservées au congélateur et un échantillon 

de chacune est décongelé pour utilisation lors de chaque expérience. L'eau utilisée pour 

les dilutions est de l'eau desionisée, filtrée au travers d'un filtre de diamètre de pores 

22 µm et stérilisée. 

II..  SSPPEECCTTRROOSSCCOOPPIIEE  DD’’AABBSSOORRPPTTIIOONN  UUVV--VVIISSIIBBLLEE  

Les spectres ont été enregistrés entre 230 et 550 nm au moyen d'un 

spectrophotomètre UV-Visible KONTRON INSTRUMENTS UVIKON 943. Les mesures ont 

été effectuées dans des cuves en quartz de 10 mm de trajet optique, dans 1 mL de 

tampon Bis Phosphate EDTA (BPE : 6 mM Na2HPO4, 2 mM NaH2PO4, 1 mM EDTA, 

pH = 7,1).  

Dans un premier temps, on enregistre le spectre du produit seul, à la 

concentration de 75 µM (complexes 2a-d) ou 20 µM (complexes 8a-c et 9a-c et 

produits 12-19). Puis, on enregistre à nouveau le spectre du composé en présence 

d'ADN de thymus de veau (200 µM, maximum d'absorption à 260 nm).  

Pour évaluer plus précisément l’interaction des produits avec l’ADN, on peut aussi 

mesurer les variations de l’absorbance du composé dans la solution tampon en présence 

de concentrations croissantes d’ADN, l’ADN étant ajouté progressivement à la fois dans 

la cuve de référence et dans la cuve contenant le produit à tester (titrations).  

IIII..  DDEENNAATTUURRAATTIIOONN  TTHHEERRMMIIQQUUEE  DDEE  LL’’AADDNN  

Les mesures sont effectuées dans le même tampon (BPE). Un rapport de 

concentrations [(composé testé) / ADN] de 0,5 ou 1 est utilisé. Les cuves en quartz du 

spectrophotomètre contiennent 1 mL de tampon BPE. Un volume approprié d'ADN est 

ajouté dans chaque cuve afin d’obtenir une absorbance à 260 nm de 0,12 (± 0,01), ce qui 

correspond à une concentration de 20 µM (selon l’application de la loi de BEER-LAMBERT : 

A260 = ε × l × C, avec ε = 6 600 M-1.cm-1 pour une concentration en ADN exprimée en 



Partie Expérimentale 

 - 202 - 

terme de nucléotide). Puis le produit est introduit à la concentration voulue. On conserve 

également une cuve de référence, ADN seul.  

Le couplage du spectrophotomètre UVIKON 943 à un bain thermostaté (NESLAB 

RTE 111) permet la programmation d'une élévation progressive de la température des 

échantillons à raison de 1°C / minute. L'absorbance de la solution à 260 nm est relevée 

toutes les minutes, ce qui permet d'accéder à la courbe Absorbance = f(Température). 

Le calcul de la dérivée première de cette courbe nous fournit la valeur de son maximum, 

Tm.  

IIIIII..  CCOOUUPPUURREE  DDEE  PPLLAASSMMIIDDEE  

Chaque échantillon de 20 µL contient 2 µL de solution de plasmide (0,13 µg), 2 µL 

de tampon TN (Tris-NaCl : Tris(hydroxyméthyl)-aminométhane (C4H11NO3) 10 mM, NaCl 

10 mM, pH = 7), 6 µL d'eau et 10 µL de solution du produit à tester à la concentration 

voulue. On prépare également des échantillons "contrôles", qui servent de référence, 

dans lesquels les 10 µL de solution de produit sont remplacés par 10 µL d’une solution de 

DMSO dans l’eau, afin d’avoir une quantité de DMSO équivalente pour tous les 

échantillons, les solutions stocks des complexes étant effectuées dans le DMSO.   

Dans certains cas, les manipulations sont menées en présence d’agent activateur. 

Au lieu des 6 µL d’eau, on introduit donc 2 µL de solution d’agent activateur à la 

concentration désirée et on complète avec 4 µL d’eau. Des témoins "ADN + agent 

activateur" doivent alors être préparés, de la même façon que pour les témoins "ADN 

seul".  

Une fois préparés, les échantillons sont mis à incuber (les temps et températures 

d’incubation sont indiqués pour chaque cas). Après incubation, 5 µL de bleu non 

dénaturant (0,25 % de bleu de bromophénol, 0,25 % de xylène cyanol, 30 % de glycérol 

dans l'eau) sont ajoutés dans chaque tube. Les échantillons sont alors déposés sur un gel 

d’agarose (1 % dans un tampon TBE : Tris Borate EDTA : tris(hydroxyméthyl)-

aminométhane 89 mM, acide borique 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,3), plongé dans une cuve 

d'électrophorèse contenant du tampon TBE. Le bleu non dénaturant permet de mieux 

visualiser les dépôts ainsi que l'avancement de la migration. L'électrophorèse est 

arrêtée après deux heures de migration à 120 V.  

Le gel est ensuite plongé dans un bain à 10 µg / mL de bromure d'éthidium (BET, 

Figure 75) pendant 20 minutes. Il s'agit d'un révélateur d'électrophorèse de l'ADN 

très sensible. Non fluorescent à l’état libre, il le devient en s’intercalant à l’ADN.  



Partie Expérimentale 

 - 203 - 

N
CH2CH3

NH2

H2N
Br-

+

 

Figure 75 : Bromure d’éthidium, BET 

Après fixation du BET à l’ADN, le gel est lavé à l'eau puis photographié sous 

lumière ultraviolette. 

IIVV..  CCOOUUPPUURREE  DD’’AADDNN  MMAARRQQUUEE  

1. Coupure d’un fragment d’ADN de 117-bp 

aa..  PPrrééppaarraattiioonn  dduu  ffrraaggmmeenntt  mmaarrqquuéé  

Le fragment d’ADN de 117 paires de bases est obtenu par digestion du plasmide 

pBS (Stratagene) par les enzymes de restriction EcoRI et PvuII. Il est radiomarqué à 

son extrémité-3’ en y incorporant la α-[32P]-dATP (Amersham, 3000 Ci/mmol) grâce à 

l’AMV Reverse Transcriptase (Avian Myeloblastosis Virus RT, Roche). Les produits de 

digestion marqués sont séparés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (6 %) sous 

conditions non dénaturantes dans le tampon TBE. L’autoradiographie de ce gel permet 

d’identifier les fragments radiomarqués. La bande d’acrylamide correspondant au 

fragment d’intérêt est alors excisée, écrasée et éluée une nuit à 4°C dans un tampon 

Tris-EDTA (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0). La suspension est passée au travers d’un 

filtre Millipore 0,45 µm et l’ADN est précipité par de l’éthanol absolu froid. Après 

lavage à l’éthanol à 70 % et séchage, le culot d’ADN est remis en suspension dans de 

l’eau désionisée, et dilué de façon à obtenir une solution à 100 cps/µL. 

bb..  CCoouuppuurree  dduu  ffrraaggmmeenntt  mmaarrqquuéé  

Chaque échantillon, de 20 µL au total, contient 2 µL de solution d'ADN 117-3' 

marqué au 32P, 2 µL de tampon TN 10 mM, 6 µL d'eau et 10 µL de produit à tester à la 

concentration voulue. Les 6 µL d’eau sont éventuellement remplacés par 4 µL d’eau et 

2 µL de solution d’agent activateur à la concentration voulue. Après incubation, les 

fragments d'ADN de chaque échantillon sont précipités par 100 µL d'éthanol absolu, 

puis, après agitation au vortex, les tubes sont centrifugés pendant 20 mn à 4°C. Le 
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surnageant est alors éliminé et le culot est séché à l'air libre pendant environ une heure. 

Il est ensuite resuspendu dans 5 µL de bleu dénaturant (tampon TBE contenant 80 % de 

formamide et 0,1 % de colorant) puis les échantillons sont chauffés à 90°C pendant 

4 mn, et immédiatement plongés dans la glace. Ils sont alors déposés sur gel de 

polyacrylamide dénaturant (8 %, urée 7 M) et soumis à électrophorèse. Un témoin "G" 

est également déposé sur le gel. Il permet de repérer les guanines sur le fragment 

d'ADN étudié (cf c.). Après migration, le gel est autoradiographié et un comptage par 

accumulation d'image du phosphore est réalisé. 

Certains échantillons ont subi un traitement à la pipéridine avant d’être déposés 

sur le gel. Pour cela, 30 µL de pipéridine 0,5 M sont ajoutés au précipité, l'ensemble est 

chauffé pendant 10 mn à 90°C puis chaque échantillon est lyophilisé avant l'ajout de bleu 

dénaturant. Puis les échantillons sont traités comme précédemment.  

cc..  TTéémmooiinn  GG--ttrraacckk  

La piste contrôle (G-track) montre la localisation des guanines dans le brin d’ADN 

testé. Les guanines sont révélées par digestion chimique à la pipéridine. La sonde 

(50 000 cpm) est incubée 3 mn sur la glace dans 200 µL de tampon (cacodylate de 

sodium 50 mM, EDTA 1 mM) avec 1 µL de diméthylsulfate (DMS). Le DMS transfère un 

groupement méthyle sur les guanines de la sonde. La réaction est stoppée par 50 µL de 

solution G-stop (acétate de sodium 1,5 M, β-mercaptoéthanol 1 M, t-RNA 100 µg/mL). 

L’ADN méthylé est précipité à l’éthanol, lavé et séché sous vide. Le culot est repris dans 

100 µL de pipéridine 10 % permettant la digestion au niveau des guanines méthylées par 

incubation 30 mn à 90°C. Le mélange est séché sous vide et repris dans le tampon de 

dépôt dénaturant pour être déposé sur gel.  

2. Coupure du fragment HIV Loop 

aa..  PPrrééppaarraattiioonn  dduu  ffrraaggmmeenntt  mmaarrqquuéé  

Le fragment HIV-Loop est marqué à son extrémité-5’ par 32P. Dans un tube 

Eppendorf contenant 1 µL de boucle (HIV-Loop) en solution (40 pmol), sont ajoutés 2 µL 

de tampon kinase (10x) et 13 µL d’eau bidistillée. Avec toutes les précautions de rigueur 

sont ajoutés au mélange 3 µL de γ-32P-ATP (30 µCi) puis 1 µL de polynucléotidekinase T4. 

Le milieu réactionnel est incubé 30 mn à 37°C. L’excès de γ-32P-ATP est éliminé par gel-

filtration sur une colonne BioSpin 6 (BioRad). La pureté de la boucle marquée ainsi 

obtenue est vérifiée sur gel de polyacrylamide dénaturant à 20 % (vérification de la 

présence d’une seule bande). Elle est stockée à –18°C. 
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bb..  CCoouuppuurree  dduu  ffrraaggmmeenntt  HHIIVV--LLoooopp    mmaarrqquuéé  

Chaque échantillon, de 20 µL au total, contient 1 µL de boucle non marquée (HIV-

Loop, 1.2 pmol, 60 nM), 0,2 µL de boucle marquée (*32P HIV-Loop), 2 µL de tampon 10x 

(tampon MES : 50 mM MES (acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique), 50 mM NaCl, 

5 mM MgCl2, pH = 6,0 ou tampon HEPES (acide N-2-hydroxyéthylpipérazine-N’-2-

éthanesulfonique) : 50 mM HEPES au lieu de MES, pH = 7,2 ou tampon TN : pH = 7,0), 

6,8 µL d’eau bidistillée et 10 µL de produit à tester à la concentration voulue. Dans 

certains cas, 2 µL d’eau bidistillée sont remplacés par 2 µL de solution d’agent réducteur 

(DTT). Après incubation, 0,5 µL d’ADN porteur sont ajoutés dans chaque tube (ADN non 

radioactif, ajouté dans le but de favoriser la coagulation et la précipitation de l’ADN 

marqué après le traitement) et les fragments d’ADN de chaque échantillon sont 

précipités par LiClO4/acétone. Après centrifugation, les surnageants sont éliminés et les 

culots lavés à l’acétone. Après une deuxième précipitation, centrifugation et élimination 

des surnageants, les échantillons sont lyophilisés. Ils sont ensuite resuspendus dans 

20 µL de tampon de charge (urée 7 M, bleu de bromophénol et xylène cyanol 0,0025 % 

dans le tampon TBE) puis les échantillons sont chauffés à 90°C pendant 3 mn et 

immédiatement plongés dans la glace. Une fraction de 7 µL est alors déposée sur gel de 

polyacrylamide dénaturant (15 %, tampon TBE 1x, urée 7 M) et soumise à électrophorèse 

(environ 2 h à 60 W). Un témoin "A+G" est également déposé sur le gel (cf c.). Il permet 

de repérer les adénines et les guanines sur le fragment d’ADN étudié. Après migration, 

la radioactivité est révélée dans une cassette d’exposition pendant une nuit puis le 

résultat est analysé par un instrument Molecular Dynamics Phosphorimager (scanner) 

équipé du logiciel ImageQuant. 

cc..  TTéémmooiinn  ((AA++GG)),,  mméétthhooddee  ddee  MMaaxxaamm--GGiillbbeerrtt  ssiimmpplliiffiiééee  

A 3 µL de boucle marquée (*32P HIV-Loop) sont ajoutés 4 µL d’ADN porteur. 

L’échantillon est chauffé pendant 3 mn à 90°C puis plongé dans la glace, afin de 

dénaturer la boucle puis de la figer dans cette configuration dénaturée, plus accessible. 

Il est ensuite incubé dans 60 µL d’une solution d’acide formique à 66 % à 37°C. Des 

aliquotes de 17 µL sont prélevés après 5, 10, 15 et 20 mn d’incubation respectivement. 

Ils sont alors précipités par LiClO4/acétone, lavés à l’acétone, réunis dans un seul tube, 

lyophilisés pendant 20 mn puis traités à la pipéridine 1M pendant 30 mn à 90°C, 3 µL 

d’ADN porteur sont ajoutés, et l’ADN est précipité par LiClO4/acétone, lavé à l’acétone 

et lyophilisé. 20 µL de solution de charge sont ajoutés et l’échantillon est conservé au 

congélateur. 
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3. Remarque : gel d’acrylamide dénaturant pour électrophorèse 

L’activité des différents produits est analysée sur gel de polyacrylamide 

dénaturant à 8 % pour le fragment 117-3’ et à 15 % pour le fragment HIV-Loop. Pour 

préparer le gel à 8 %, 600 µL de persulfate d’ammonium (APS, (NH4)2S2O8) à 10 % et 

60 µL de TEMED (TétraMéthylEthylèneDiamine) sont ajoutés à 60 mL de solution 

d’acrylamide (8 %, tampon TBE 1x, urée 7 M). Pour préparer le gel à 15 %, 400 µL d’APS 

et 40 µL de TEMED sont ajoutés au 60 mL de solution d’acrylamide (15 %, tampon TBE 

1x, urée 7 M). On laisse polymériser le gel pendant environ 20-30 mn, avant de l’installer 

dans la cuve d’électrophorèse, dans une solution tampon de TBE. On applique une 

puissance de 60 W pendant 40 mn (préphorèse) avant de déposer les échantillons dans 

les puits.  

VV..  EEXXPPEERRIIEENNCCEESS  DDEE  FFOOOOTTPPRRIINNTT  

1. Expériences de footprint sur le fragment HIV-Loop 

aa..  FFoooottpprriinntt  eenn  pprréésseennccee  ddee  LLNNAA  TTFFOO  

Chaque échantillon, de 10 µL au total, contient 1 µL de boucle non marquée (HIV-

Loop, 1.2 pmol, 60 nM), 0.2 µL de boucle marquée (*32P HIV-Loop), 1 µL de tampon 10× 

(MES ou HEPES), 5,8 µL d’eau bidistillée et 2 µL de solution de LNA TFO à 500 µM 

(remplacés par 2 µL d’eau dans le cas des contrôles). Les échantillons sont incubés 

pendant 3h au réfrigérateur (formation du triplexe). Puis le composé à activité 

nucléasique (9b, 9c) est ajouté en présence d’agent réducteur (aux 10 µL précédents 

sont ajoutés 0.8 µL de solution de complexe à 5 mM, 1 µL de tampon 10×, 2 µL de 

solution de DTT à 4 mM et 6.2 µL d’eau). Pour les contrôles sans DTT (C), les 10 µL 

ajoutés correspondent à 1 µL de tampon 10× et 9 µL d’eau, et pour les contrôles en 

présence de DTT (C+), il s’agit de 1 µL de tampon 10×, 2 µL de solution de DTT à 4 mM et 

7 µL d’eau. Après incubation 64h30 à température ambiante, les échantillons sont 

traités comme indiqué précédemment. 

bb..  FFoooottpprriinntt  eenn  pprréésseennccee  ddee  MMGGBB  

On suit le même protocole que celui suivi en présence de LNA TFO, ce dernier 

étant remplacé par une solution de MGB à la concentration voulue.  

2. Footprint à la DNAse I sur le fragment 117-3’ 

La nucléase utilisée ici n’est plus une nucléase chimique comme précédemment 

mais une nucléase enzymatique, la DNAse I. Cette technique a été employée afin 
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d’étudier l’interaction des composés 12-19 avec l’ADN, et de déceler une éventuelle 

spécificité de séquence pour cette interaction.  

Les expériences sont effectuées sur un volume total de 10 µL. L’ADN marqué 

(117-3’, 2 µL) est incubé avec 2 µL de solution tampon TN 10 mM et 4 µL de solution de 

produit à tester à la concentration voulue, soit 5, 10 et 20 µM (concentrations finales), 

pendant 15 mn à température ambiante. Puis la digestion enzymatique est initiée par 

ajout de 2 µL d’une solution de DNAse I (solution concentrée diluée au 1/5000 dans un 

tampon DNAse I). Chaque échantillon est alors mis à incuber pendant 3 mn avant d’être 

plongé dans la carboglace afin de stopper la digestion. Après lyophilisation, les 

échantillons sont repris dans 5 µL de bleu dénaturant, chauffés pendant 4 mn à 90°C, 

plongés dans la glace, et déposés sur gel de polyacrylamide dénaturant (8 %, urée 7 M) 

puis soumis à électrophorèse.  
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CC  ––  RRPPEE  EETT  SSPPIINN--TTRRAAPPPPIINNGG  
 

Les spectres de RPE ont été enregistrés au Laboratoire de Catalyse et 

Environnement – E.A. 2598, Université du Littoral – Côte d’Opale, à Dunkerque, sur un 

appareil Brüker ESC 106 fonctionnant en bande X. 

Les spectres de Spin-Trapping ont été enregistrés au Centre Commun de 

Mesures RMN – RPE, à l’USTL, sur un appareil Brüker ESP 300 fonctionnant en bande X. 

Ce chapitre rassemble les conditions expérimentales des différentes 

manipulations menées au Chapitre II (Salènes à Vanadium), afin d’étudier la réaction du 

complexe 2d, du complexe 2a et du sulfate de vanadyle avec l’Oxone®, l’eau oxygénée ou 

le MPA (cf Chap. II – D. Elucidation des mécanismes de coupure).  

II..  RRPPEE  

1. RPE en présence d'Oxone® 

aa..  SSppeeccttrreess  àà  tteemmppéérraattuurree  aammbbiiaannttee  

• Complexe 2d seul :  

- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 800 µL d'eau 

• Complexe + Oxone® :  

- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 100 µL de solution d'Oxone® à 40 mM dans l'eau (4 mM) 

- 700 µL d'eau 

bb..  SSppeeccttrreess  eenn  ssoolluuttiioonn  ggeellééee  ((7777  KK))  

• Complexe 2a ou 2d seul :  

- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 100 µL d'eau 

- 700 µL de DMSO 

• Complexe + Oxone® :  

- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 100 µL de solution d'Oxone® à 40 mM dans l'eau (4 mM) 

- 700 µL de DMSO 

• Test en présence de tampon TN : 
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- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 100 µL de solution d'Oxone® à 40 mM dans l'eau (4 mM) 

- 100 µL de tampon TN (1 mM) 

- 600 µL de DMSO 

Nous avons vérifié que la présence du tampon Tris-NaCl (1 mM) ne modifiait en 

rien les phénomènes observés.  

• VOSO4 seul :  

- 200 µL de VOSO4 à 5 mM dans DMSO/H2O 50/50 (1 mM) 

- 100 µL d'eau 

- 700 µL de DMSO 

• VOSO4 + Oxone® :  

- 200 µL de VOSO4 à 5 mM dans DMSO/H2O 50/50 (1 mM) 

- 100 µL de solution d'Oxone® à 40 mM dans l'eau (4 mM) 

- 700 µL de DMSO 

2. RPE en présence d'eau oxygénée 

• H2O2/Complexe = 4 : 

- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 100 µL de solution d'H2O2 à 40 mM dans l'eau (4 mM) 

- 700 µL de DMSO 

• H2O2/Complexe = 44 : 

- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 5 µL de solution d'H2O2 à 30 % dans l'eau (44 mM) 

- 95 µL d'eau 

- 700 µL de DMSO 

• H2O2/Complexe = 882 : 

- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 100 µL de solution d'H2O2 à 30 % dans l'eau (882 mM) 

- 700 µL de DMSO 

3. RPE en présence de MPA 

- 200 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 100 µL de solution de MPA à 40 mM dans l'eau (4 mM) 

- 100 µL de tampon TN (1 mM) 

- 600 µL de DMSO 
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IIII..  SSPPIINN--TTRRAAPPPPIINNGG  

1. Réaction de Fenton 

Cette réaction sert à vérifier la qualité du DMPO utilisé.  

- 50 µL de DMPO (9,6 mM) 

- 400 µL de tampon TN (8,5 mM) 

- 10 µL de solution de FeSO4 dans l'eau (0,4 mM) 

- 10 µL de solution d'H2O2 dans l'eau (4 mM) 

2. Spin-trapping en présence d’Oxone® 

aa..  CCoommpplleexxee  22dd  

- 50 µL de DMPO (9 mM) 

- 50 µL de tampon TN (1 mM) 

- 10 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (100 µM) 

- 5 µL de solution d'Oxone® à 40 mM dans l'eau (400 µM) 

- 385 µL d'eau 

bb..  VVOOSSOO44  

- 50 µL de DMPO (9 mM) 

- 50 µL de tampon TN (1 mM) 

- 10 µL de solution de VOSO4 à 5 mM dans l'eau (100 µM) 

- 10 µL de DMSO 

- 5 µL de solution d'Oxone® à 40 mM dans l'eau (400 µM) 

- 375 µL d'eau  

cc..  LLiiggaanndd  11dd  

- 50 µL de DMPO (9 mM) 

- 50 µL de tampon TN (1 mM) 

- 10 µL de solution de ligand à 5 mM dans le DMSO (100 µM) 

- 5 µL de solution d'Oxone à 40 mM dans l'eau (400 µM) 

- 385 µL d'eau 
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3. Spin-trapping en présence d'eau oxygénée 

aa..  CCoommpplleexxee  22dd  

• Complexe à 100 µM : 

- 50 µL de DMPO (9 mM) 

- 50 µL de tampon TN (1 mM) 

- 10 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (100 µM) 

- 10 µL de solution d'H2O2 dans l'eau (3,5 mM) 

- 380 µL d'eau 

• Complexe à 1mM : 

- 50 µL de DMPO (9 mM) 

- 50 µL de tampon TN (1 mM) 

- 100 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (1 mM) 

- 10 µL de solution d'H2O2 dans l'eau (3,5 mM) 

- 290 µL d'eau 

bb..  VVOOSSOO44  

- 50 µL de DMPO (9 mM) 

- 50 µL de tampon TN (1 mM) 

- 10 µL de solution de VOSO4 à 5 mM dans l'eau (100 µM) 

- 10 µL de solution d'H2O2 dans l'eau (3,5 mM) 

- 380 µL d'eau 

4. Spin-trapping en présence de MPA 

- 50 µL de DMPO (9 mM) 

- 50 µL de tampon TN (1 mM) 

- 10 µL de solution de complexe à 5 mM dans le DMSO (100 µM) 

- 5 µL de solution de MPA à 40 mM dans l'eau (400 µM) 

- 385 µL d'eau 
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