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Procédé de photoclivage des acides nucléiques & l'aide de dications

2,7-diazapyrénium, nouveaux dérivés diazapyréniques

La présente invention concerne un procédé de photoclivage
des acides nucldiques i l'aide de dications 2,7-diazapyrénium
DAP2+ ou de leurs espéces diméres bis—DAP4+.

Elle a également pour objet des nouveaux dérivés diazapyré-
niques; il s'agit de sels qui,en solution, lib&rent des dications
DAP2+ ou des tétracations bis-DAP4+.

Enfin, les dications 2,7-diazapyrénium couplés & des oli-
gonucléotides peuvent constituer des réactifs de photo-
excision spécifiques pour les acides nuclé&iques.

De nombreuses recherches ont &té entreprises ces dernigres
anndes pour trouver desréactifs artificiels capables de cliver les
acides nucléiques et plus particuliérement 1'acide d&soxyribonucléique
ou 1'acide ribonucldique, communément dénommés ADN et ARN.

La plupart des &tudes ont &té réalisées avec des complexes
métalliques qui clivent 1'ADN par un procédé redox oxygéne-dépen-
dant ou par photo-activation.On a &galement utilisé des colorants
du type acridine pour la photodestruction de 1'ADN.

Parmi les complexes métalliques qui ont &té utilisés, on
peut citer notamment les compos&s portant des groupes EDTA-Fe(II)
et les complexes 1,10-phénanthroline-cuivre.

Par exemple, BOUTORIN et al. dans FEBS ~LETTERS vol. 172, .
N®1 Juin 1284 décrit des réactifs portant des groupes EDTA-Fe(II} qui
conviennent pour le clivage direct des acides nucléiques simples brins.

De méme TULLIUS et al. dans SCIENCE vol. 230, 1985
p. 679-681 utilise 1'EDTA-Fe(II) pour couper 1'ADN.

HERTZBERG et al. /J. Am. Chem. Soc. 1982 104 p. 313-315/
préconise l'utilisation de (méthidiumpropyl-EDTA)-Fe(II) comme
cofacteur dans la coupure de 1'ADN pour un certain nombre d'anti-
biotiques antitumoraux.

L'utilisation du complexe 1,10-ph&nanthroline-cuivre
pour le clivage de 1'ADN est décrite notamment par REICH et al.
dans J. Am. Chem. Soc. Vol. 103 No. 12, 1981 et par R. FAGGIANI et

al. dans J. Am. Chem. Soc. Vol. 102 p.5419-5421. 1980.
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D'autre part, il est connu que les colorants du type
acridine endommagent 1'ADN. Par exemple FREIFELDER et al. [Biophy-
sical Journal Vol. 1, 19612 ont montré que de 1'ADN irradié avec
de la lumidre visible en présence d'acridine orange se dépolymérise
et se coupe.

On notera par ailleurs que les ions de 4,4'-bipyridinium,
et en particulier le méthyl-viologéne ont &té utilisés dans dif-
férents procédés redox et photo-redox L-AMOUYAL et al, Israel
Journal of Chemistry 22, 1982 p. 117-123/. Ces derniers ne peuvent
8tre réalisds qu'en présence d'un photosensibilisateur ou sous une
irradiation ultraviolette.

Le méthyl-viologéne, qui est le chlorure de 1,1'-diméthyl-
4,4'-bipyridinium, couramment d&nommé MV2+, peut détériorer 1'ADN

dans ces conditions.

On a maintenant trouvé que l'on peut utiliser des dérivés
diazapyréniques et plus particuliB8rement les cations 2,7-diaza-
pyrénium pour le photoclivage des acides nucléiques 3 la lumidre
visible sans qu'il soit nécessaire d'utiliser des photosensibilisa-
teurs.

Ainsi la présente invention concerne un proc&dé pour le
photoclivage des acides nucléiques qui consiste i mettre en contact
un acide nucl&ique avec une solution d'un dérivé du 2,7-diazapyréne
tel que défini ci-apr@s et 3 soumettre le mélange r@actionnel obtenu
3 une irradiation 3 la lumidre visible.

Les dérivés diazapyréniques qui conviennent aux fins

de 1'invention répondent & la formule (I) ci-aprds :

2X° (1)

dans laquelle :

w
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R et R', identiques ou différents, représentent :

- l'hydrogéne ;

- un radical hydrocarboné aliphatique, saturé& ou insaturé,
linéaire ou ramifié, &ventuellement interrompu par un ou plusieurs
hétéroatomes, tel que par exemple 1l'oxygéne, le soufre ou 1'azote,
ledit radical hydrocarboné pouvant de plus &ventuellement &tre sub-
stitué par des groupes hydroxy, amino, thio, par un groupe aryle,
par un groupe hétérocyclique ; ou

R et R' sont identiques et représentent un groupe de formu-
10 le RIY- dans laquelle Rl est le groupe -(CHZ)B- et Y est 1'ion

sulfonato 803- 3 ou un groupe de formule

0 /=
—(CHZ)Z-NH-“-\§:22>-CH3 3 X est soit un anion ou bien X est
0

rien lorsque l'un au moins des substitutants R et R' est de formule

15 RIY , auquel cas les dérivés sont alors des sels internes.

Par"radical hydrocarboné aliphatique &ventuellement
interrompu par un ou plusieurs hé&t&roatomes" on désigne également
dans la présente description, les groupes hydrocarbonés aliphatiques
contenant les cations onium correspondants, en particulier les groupes
20 hydrocarbonés aliphatiques contenant un ou plusieurs atomes d'azote

quaternisé et notamment le groupe de formule

25 R! R'

dans laquelle Alc1 et A1c2 sont des groupes alkyléne identiques
ou différents contenant par exemple de 1 & 10 atomes de carbone ;
t
*
30 alkyle inférieur contenant de 1 & 6 atomes de carbone, R'B, R'y et R'5

et R'Z, identiques ou différents, sont 1'hydrogéne ou un groupe

identiques ou différents sont l'hydrogine ou un groupe hydrocarboné
aliphatique saturé ou insatur&, de préférence un groupe alkyle

contenant 1 3 25 atomes de carbone.
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Les compos&s de formule I ci-dessus dans laquelle R et R'

sont identiques et repr&sentent l'hydrog@ne ou un groupe méthyle,
sont des composé@s connus et décrits par Hunig et al. L—Angew. Chem.
1980 N°19 (1968)/

On peut &galement utiliser dans le procé&dé de 1'invention
les dérivés bis-diazapyréniques qui répondent 3 la formule générale
(11) -

(I1)

dans laquelle :

- R, R' et X sont tels que définis ci-dessus et@ est un radical
divalent qui représente une chaine hydrocarbonée aliphatique droite
ou ramifiée, saturée ou insaturée, &ventuellement interrompue par
un ou plusieurg hétéroatomes et/ou &ventuellement interrompue par
un ou plusieurs groupes aromatiques ou hété@rocycliques divalents.

Les chaines hydrocarbonées qui constituent le radical(:)
peuvent contenir 2 atomes de carbone ou plus et &tre interrompues
par un ou plusieurs hétéroatomes choisis parmi les atomes d'oxygéne,
de soufre ou d'azote.

' Des exemples préférés de radicaux divalents(:)sont les radi-

caux de formules III 3 V ci-aprés :

(1II) -CH CHZ CH,-

2 2 H
s
(Iv) -cH, ¢ CH,- 5 ou
CH

V) - CHZ 0 \\ // CHZ- .
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Dans les formules (I) et (II) ci-dessus, les radicaux
hydrocarbonds aliphatiques ont de préférence 1 & 10 atomes de car-
bone. Les groupes alkyle linaires ou ramifiés ayant 1 & 6 atomes
de carbone sont particuli8rement préférés.

On peut &également utiliser dans le procédé selon 1l'inven-
tion les macrocycles diazopyréniques qui répondent 3 la formule

générale (III) :

(I11)

dans laquelle p est un nombre entier compris entre 1 et 15, de
préférence &gal 3 8.

Les dérivés diazapyréniques de formule (I) et (II) peuvent
tous &tre obtenus 2 partir du 2,7-diazapyr@ne ou DAP par l'un des
procédés ci-apr@s. Par commodité, on désignera dans la suite de la pré-
sente description les dérivés diazapyréniques de formule (I) par
1'expression "d&rivés DAP2+" et ceux de formule (II) par l'expression
"dérivés bis-DAP4+".

Synthése des dérivés DAP2+

Procédé A

DAP + RX, > DAP -R x,”

DAP -R X, + R'X, —— SR-TDAPT-R' X, X

1 1 72
Xl et X2’ identiques ou différents, ont la méme signification

que X.
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Ce proc&dé comporte essentiellement deux &tapes de N-
substitution du DAP, respectivement par les radicaux R et R',
le composé obtenu peut ensuite &tre &ventuellement transformé,par
Echange d'ions,en le composé correspondant dans lequel Xl et X,

sont identiques. On notera que lorsque R et R' sont identigques,
les deux &tapes de substitution sont réalisées simultanément. Ces

étapes sont réalisées dans un solvant appreprié, par exemple
le diméthy¥formamide (DMF), le chloroforme ou 1l'acétonitrile. Le
DMF convient lorsqu'on souhaite obtenir les deux substitutions
simultanément (R=R'=CH3 par exemple), la réaction &tant effectude
3 température ambiante, tandis qu'il convient d'utiliser le chloro-
forme pour la premi&re &tape de substitution et l'acétomitrile pour
la seconde (R # R'), auquel cas on opdre avantageusement 2 la tem-
pérature ambiante pour la premidre &tape de substitution et au
reflux pour la seconde.

Ce procédé convient notamment pour 1l'obtention des dérivég
DAP2+ dans lesquels R et R' sont un radical hydrocarboné aliphati-
que tel que défini ci-dessus et en particulier pour l'obtention
du dichlorure de N,N'-diméthyl=-2,7-diazapyrénium dénommé ci-aprds

f) -
MDAPA+(C1 ), qui est illustrée par le schéma ci-aprés :
2 P P

c® @t

l

CH,I/DMF
24h
o
c® &N
CH,
DAP MpapZ* (1),
Procéds B No,
+ -
DAP + NO T - - NO T
27\ / s >  DAP \ / 2 s
CHC1,/CH,CN
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NO2

— - + .
DAP+ \ /-NOZ TS+H2N -R'-"ﬁ DAP"R, Ts

CH30H

- + ¥ - -
DAP" - R Ts  +R'Y R'-DAP - R Ts , X

N
?
DMF
échange d'ions
«
R' - "pap” - R, 2017
p— 0
- it -
avec Ts = anion, par exemple le tosylate CH3 \ / -S-0

!
0

On notera que Ts peut &tre remplacé par un autre anion.

Ce procédé convient pour l'obtention des dérivés DAP2+ dans
lesquels le radical R est un radical hydrocarboné aliphatique substi-
tué par un groupe hydroxy, en particulier un groupe hydroxyalkyle et
R' est un groupe alkyle, par exemple le méthyle. Ce procédé consiste
3 fabriquer d'abord un sel de 2-dinitrophényl-2,7-diazapyrénium par
exemple le tosylate, & titre d'intermé&diaire de synth@se par réac-
tion du DAP avec un sel de 2,4-dinitrophényle, tel que le tosylate,
dans un solvant approprié, par exemple un mélange chloroforme/
méthanol & reflux, puis & faire réagir cet intermédiaire avec une
amine substituée par un radical R ; la seconde &tape est une &tape
de N-substitution avec un halogénure de formule R'X comme dans le
procédé A.

Procédé C

Ce procédé convient pour l'obtention des dérivés DAP2+ dans
lesquels R' est un groupe alkyle par exemple le méthyle et R est
un reste hydrocarboné aliphatique substitué par um groupe amino. Ce
procédé est semblable au procédé B ci-dessus 3 la seule différence
que l'on utilise comme amine'une diamine dont l'une des fonctions
amine est protégée, laquelle est ensuite déprotégée avant la seconde

&tape de substitution. Ce procédé peut &tre schématisé comme suit :
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DAP + NO,- Ts — = DAP" NO, Ts

2\

NO

2 2

CH3CI/CH3CN

- 4 -
NOZ’ Ts + HZN - RB-____é DAP —R3 sy Is

DAP" - Ry 5 Ts déprotection ,,p* _ gy - NH, ,Ts"
7/

+ - - -
DAP"-ALk-NH, » Ts~ + R'X — R'- *papt - Alk - NH,, Ts'X

avec R3 = Alk - NH2 (protégé).

Le tosylate de 2~dinitrophényl-2,7-diazapyrénium est un
nouveau composé utile comme intermédiaire de synthé&se ; il constitue
un autre objet de l'invention.

Procédé D ,
Ce procédé convient pour 1'obtention du dérivé DAP ™" dans
lequel R et R' sont identiques et représentent un radical RIY- tel

que défini précédemment ;

— 0

§ =0 So- - (CH.).- 'DAP -(CH.)=SO,
DAP + 0=5=0-—580, 2’3 273°03
Ce procddéd consiste 3 faire réagir ensemble du DAP par=

tiellement dissous dans de l'acétone anhydre et du propansultone

3 la température de retflux.
Procédé E
. . PR 2+
Ce procédé convient pour l'obtention du dérivé DAP™ danms

lequel R et R' sont identiques et représentent le groupe de formule
A

0
I
W == (CH - NH - S - CH
!
0

2)2
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Ts
|

DAP + ///N\\\

Ww- Toapt - w 2ct”

\ 4

collidine

chlorure de collidinium

Ce procédé consiste donc & faire réagir Lle DAP avec

L'aziridine en présence de collidine et de chlorure de collidinium.

Synthése des dérivés bis-DAP4+

Le procédé d'obtention de ces dérivés bis- DAP4+ consiste
essentiellement & faire réagir deux molécules de DAP avec une
molécule d'un dihalogénure de formule X1 -(:)- X1 dans laquelle X1,
X2 et (:) sont tels que définis ci-dessus et & procéder ensuite a
la N-substitution des azotes restants dans les molécules de DAP.
Chaque étape est avantageusement réalisée dans L'aéétonitriLe a la
température de reflux.

Ce procédé peut étre schématisé comme suit :

X; ~@- X, + 08P 5 oap" ~@D- oA X, 7X,”

R'X2 + R'X1

+ .+ +
R' = "DAP” (D)~ DAP-R 2K,

Synthese des macrocycles bis—-DA

e
pht

Le procédé pour L'obtention des macrocycles de formule

b+, . . .
" consiste a faire

III également dénommés "macrocycles bis—DAP
réagir Ll'anhydride 1,4,5,8-naphtalénetétracarboxylique de formule

VI avec une dijamine de formule NH2 - (CH2 NH2 dans du

)

diméthylformamide et en présence d'acide acétiqie. Le macrocycle
ainsi formé est ensuite réduit en présence d'hydrure de Lithium
aluminium et de chlorure d'aluminium pour former e composé de
formule VII, Llequel est ensuite transformé en Lle composé de
formule III. La premiére étape de ce procédé est une version
modifiée du procédé décrit par J.W. Verhoeven dans Recueil Journal

of the Royal Netherlands Chemical Society, 95/4, avril 1976, p 89.

FEUILLE DE REMPLACEMENT
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Les seconde et troisiéme étapes de ce prodédé sont une
adaptation du procédé décrit par HUNIG et al. Ann. Chem. 1973, 339.

Le schéma réactionnel de ce procédé est le suivant :

05
DMF
+ 2 HZN—(CHZ)p-NH2 —)
10 CHBCOOH
VI
VII

15 . L1ALH4
AI.CL3
THF
2HCL

no
©
1\

. 1O ~—]

IX VIII

FEUILLE DE REMPLACEMENT
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Les dérivés diazapyréniques selon 1'invention sont des
composés fluorescents.

Le diazapyréne (DAP) utilisé comme produit de départ danms
les synth@ses ci-dessus peut &tre obtenu & partir de 1'anhydride
1,4,5,8-naphtalénetétracarboxylique de formule VI disponible dans

le commerce selon le schéma r8actiomnel ci-apré@s :

CH3
0 0
o’z NHZCH3
N
& t°ambiante .
0 0 |
CH3
VI ¢ X XTI
Se N
-

Selon une adaptation du procé&dé de Hiinig et al. Angew. Chem.
180 (1968) n°19, 1'anhydride !,4,6,8-naphtalénetétracarboxylique
de formule VI . est tout d'abord transformé en le bis (N-méthylimide)
correspondant de formule X par réaction avec de la méthylamine 3 la
température ambiante. L'imide X . est ensuite traité avec un mélange
LiAlHA/Alcl3 dans le tétrahydrofuranne & reflux pour former le composé
de formule XI , lequel est ensuite mis & réagir pendant 4 heures
environ en présence de sélénium i une température comprise entre
265 et 300°C pour obtenir le DAP.

Les composés particuli@rement appropriés aux fins de 1'inven-
tion sont :

1) les composés de formulé (I) dans laquelle R et R' sont un

groupe méthyle ou dérivé MDAP2+ H
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2) Les composés de formule (I) dans laguelle L'un des
substituants R ou R' est un alkyle inférieur, par exemple Lle
méthyle et L'autre est un groupe alkyle substitué par un groupe
hydroxy, thio ou un groupe amino, a savoir les groupes de formules
=(CH,1 ,— OH, -(CHZ)n-SH, -(CHZ)n-NHZ dans lesquels n est de préfé-

rence compris entre 1 et 10 :

3) les composés de formule (II) dans laquelle (:) répond
4 l'une des formules III & V et R et R' sont un groupe alkyle
inférieur, par exemple le méthyle.

Les dérivés diazapyréniques de formules (I) ou (II)
comportant un ou deux dications 2,7-diazapyrénium ont une structure
plane. Ces composés, grace & cette structure plane interagissent
avec Lles nucléotides de L'ADN ou de L'ARN de La méme maniére que
les médicaments d'intercalation, tels que L'actinomycine, La
blLéomycine. De plus, sous l'action d'une irridiation a la Lumiére
visible, Lles dérivés selon L'invention peuvent couper L'ADN ou
L*ARN en plusieurs brins.

Il y a Lieu de préciser que les dérivés de formule (II)
ou dérivés bis-DAP4+ sont plus réactifs que les dérivés de formule
(I) ou dérivés DAP2+ du fait de la présénce dans lLeur molécule de
deux cations 2,7-diazapyrénium. Ils présentent d'autre part une
sélectivité et une stabilité plus grandes lors du photoclivage.

D'autre part, les dérivés de formule (I) dans Lesquels
L'un des substituants R ou R' est un radical aliphatique
hydrocarboné substitué par un groupe hydroxy ou amino peuvent é&tre
couplés par Lliaison covalente a un oligonucléotide ou un
oligodésoxynucléotide comportant un enchainement de nucléotides
naturels, éventuellement modifiés ou synthétisés.

Ce couplage peut &tre réalisé par des procédés connus de
L'homme de L'art. Par exemple, on peut utiliser les procédés de
synthése décrits dans le brevet FR 83 01 223 cité dans la présente
demande & titre de référence. Ces procédés consistent entre autre a
coupler L'hydroxyle du dérivé DAP2+ avec un oligonucléotide
3'-phosphodiester ou 5'-phosphodiester, avec un oligonucléotide-3',
5'-bis(phosphodiester), ou “ avec “un oligodésoxynucléotide
2'-phosphodiester, les oligonucléotides ou oligodésoxynucléotides
étant correctement protégés.

Ainsi, on peut obtenir des produits de couplage oligonucléotide

FEUILLE DE REMPLACEMENT

)
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(ou oligodésoxynucléotide) -DAP2+ ou DAP2+-oligouucléotide (ou
oligodésoxynucléotide) -DAP2+ qui peuvent constituer des réactifs
de photoexcision trés sélectifs.
La chaine d'oligonucléotide ou d'oligodé&soxynucléotide du
5 produit de couplage peut se lier de fagon sélective 3 toute séquence
complémentaire. Grice 3 la présence d'au moins un dication 2,7-
diazapyrénium dans ce produit de couplage, on peut aisément couper
de fagon sélective de 1'ADN ou de 1l'ARN en des sites particuliers,
dont la position est déterminée par l'oligonucléotide qui se lie
1o d la s&quence complémentaire.

On notera que le produit de couplage 6ligonucléotide -DAP2+
peut ultérieurement &tre couplé avec un autre réactif, qui peut
étre un agent de révélation quelconque, par exemple un marqueur,
tel que notamment un colorant de type acridine ou un agent interca-

15 lant, et fournir un produit de couplage bifonctionnel , 1'une des
fonctions &tant le photoclivage, l'autre fonction &tant apportée

par le second réactif.

Photoclivage de 1'ADN

Le procédé de l'invention va &tre maintenant décrit en

20 référence au MDAP2+ ou 3 son espéce dimére bis--MDAP4+ par simple
commodité sans pour autant le limiter & ces seuls dérivés.

Des essais réalisés sur 1'ADN dans les conditionms indiquées
ci-aprés ont montré que le dication MDAP2+ ou son espéce dimére
bis-MDAP4+ coupent 1'ADN sous irradiation 3 la lumigre visible.

25 Les essais ont &té effectuds par illumination pendant
une heure & 3+ 1°C avec de la lumidre visible (projecteur-fente
de 250 W muni d'un filtre adéquat pour ne laisser passer que la
lumi&re visible A > 395 nm) d'une solutionaaqueuse contenant de 1'ADN

circulaire double-brin surenrould (2,6 10

30 MDAP2+ ou bis—MDAPlH' (2,6 10'4 M) dans du tampon tris a pH 7,8.

M), un chlorure de
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La réaction a &té effectude en présence ou en l'absence d'air
(oxygéne) ou d'EDTA.

L'ADN circulaire double-brin surenroulé, ci-aprés dénommé
ADNsc a été préparé selon les modes opératoires comnus en utilisant
des bactéries E.coli infectées avec le plasmide pBR 322 et ulté-
rieurement purifié par Eélectroélution de manidre 3 &tre pratique-

ment dépourvu d'ADNsc coupé.

Le plasmide pBR322 donne par incubation avec 1l'enzyme
de restriction ECORL un plasmide linéaire ou DNA linéaire double-
brin qui a €t& utilisé comme marqueur dans l'analyse par &lectro-
phorése réalisée apré@s l'essai de photoclivage ci-dessus.

A titre de comparaison on a réalisé le méme essai en
remplagant le dérivé de 1'inverntion par du méthyl-viologéne MV2+.
On a &galement soumis au méme traitement (illumination 3 la lumidre
visible, dans les conditions ci-dessus) une solution
d'ADNscseq}e; ou une solution d'ADNsc contenant de 1l'oxy-
g&ne ou une solution d'ADMsc contenant de l'oxygdne et de
1'EDTA, & titre de contrdles.

Les résultats obtenus apparaissent sur la figure I annexée
qui est une photographie du gel d'électrophor&se des solutions des

différents essais et sont commentés ci-aprés. Sur cette figure, on
désigne par ¢ )

I 1'ADNsc, II 1'ADNsc coupé et III 1'ADN linéaire ;

les abbréviations utilisées désignent respectivement :

M = marqueur

C = contrdle

V = lumigre visible
0 = oxygéne

A = EDTA.

La mesure des densités optiques de chaque bande a donn& les propor-

tions suivantes des formes I, II et III en 7
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; N° de bande ; Forme I ; Forme II ; Forme III ;
: 2 N
I R
; 7 . 88 oz 12 i - :
5 : 8 P86 S VO - ;
: 9 ;- co73 27 :
' 10 ' 53 S A, - :
: 11 ;- : 68 32 :
12 Po- S & A 23 :
10 : 13 c 16z 72+ 12 :

A) Essais avec le MDAPZ+

1) Comme le montrent les bandes 9 3 13 sur la fi-

gure 1, le MDAP2+clive efficacement 1' ADNscC sous
irradiation 3 la lumidre visible dans les conditions utilis@es,
15 principalement en donnant de 1'ADNe coupé par clivage d'un séul
brin, mais &galement de 1'ADN lin&aire par clivage des deux brins
lorsque la réaction se prolonge. _
Avec de plus faibles concentrations de MDAP2+ il se
produit, moins de clivage, la transformation en la forme ADNsc coupé
20 étant presque compl&te 3 la concentration de 2 lO-5 M et seulement
faible 3 2 10”6 M et au-dessous.
2) On notera qu'il n'y a pas eu de clivage significatif

de 1'ADNsc en 1'absence de lumiére.
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3) L'élimination de l'oxygéne par dégazage par congélation-
décongélation diminue un peu 1l'efficacité du photoclivage.

4) L'addition d'EDTA n'affecte pas la réaction en présence
d'oxygéne, mais semble la diminuer lorsque celle-ci est réalisée
en 1'absence d'oxygéne.

5) On notera que la migration de 1'ADMsc est quelque peu
retardée par le réactif de photoclivage utilis&, ce qui laisse

penser que celui-ci s'intercale dans 1'ADNsc,

+
B) Essais avec le bis-MDAP4

1) Dans les mémes conditions le bis—MDAP4+ semble plus
efficace que le MDAP2+ donnant des petits fragments d'ADN par

coupures multiples des deux brins (bandes 14 3 18).

2) La rdaction de clivage est tellement efficace que 1'ex-
clusion de la lumidre devient difficile. Il est néanmoins possible
d'observer que la migration de 1'ADNscest notablement retardée,
ce qui indique une interaction forte et probablement multiple du Bis-
MDAP4+ avec le plasmide pBR322.

3) Etant donné 1'efficacité de la réactionm,il n'est pas
possible de noter un effet quelconque de 1'oxygéne ou de 1'EDTA.

L'effet de bis-MDAP4+ décroit 3 des concentrations plus
faibles, le clivage &tant encore complet a 10—5 M mais seulement
faible 3 une concentration inférieure.

C) Essals avec MV2+ (Bandes 6 3 8) et essais de contréle (bandes 2 i 5)

Ces essais montrent que, dans les mémes conditions, il ne
se produit pas, ou pratiquement pas,de clivage avec MV2+.D'autre
part, il n'y a aucune réaction en l'absence de réactif de photo-
clivage.

Etant donné que d'autres essais ont montré que le MDAP2+
photo-oxyde différents substrats sous irradiation & la lumiére
visible, on peut considérer, sans toutefois vouloir se limiter
3 une quelconque théorie, que la réaction de clivage a lieu par
1'intermédiaire d'umephoto-oxydation locale au site d'interaction
par 1'état excité de l'espéce MDAP2+. Le donneur d'électrons peut
8tre le ribose, car on a trouvé que le ribose lui-méme photo-

réduit le MDAP2+.
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L'effet retardant de 1'EDTA en 1'absence d'oxygéne
indiquerait que l'oxydation du donneur extérieur entre en compéti-
tion avec 1'oxydation du donneur interne. ’

L'effet produit par 1'élimination de 1'oxygéne, faible mais
non négligeable, indique que la réaction de clivage peut aussi faire
intervenir le systéme réactionnel comme avec les complexes métalliques
réduits photosensibles. Le cation DAP+ produit initialement par photo-
réduction pourrait alors réagir avec l'oxygéne en générant du supero-
xide comme cela se produit avec W' lui-méme (Biochim. Biophys. Acta
1973,314 , 372 /.

D'autres essais ont été réalisés dans les mé€mes conditionms
que ci-dessus avec la proflavine, qui est un colorant de type
acridine et on a trouvé que la proflavine est un réactif de photo-
clivage de 1'ADN comparable au Bis—MDAP4+
concentration de 2 10-4 M un clivage extensif de 1'ADN en ADN

et qu'il donne 3 la

linéaire. A des concentrations plus faibles allant de 2 10-‘6 M
321077 M, 1'efficacité diminue.

' On pense que le procédé de photoclivage avec la proflavine
implique une photo-oxydation de 1'ADN au site d'intercalation avec
génération d'un colorant réduit. Les colorants de type acridine sont
en effet bien connus pour subir une photoréduction avec une
oxydation du substrat. |

Les dérivés de 1'invention, étant des molécules plates, el-

les interagissent avec les nucldotides dans 1'ADN ou 1'ARN de la nfme
maniére que les médicaments d'intercalatiom, tels que l'actinomycine,
la bléomycine, etc. On a d'autre part noté que la fluorescence des

dBrivés disparait lorsqu'ily a fixation sur 1'ADN.I1 est donc Possihle
de guivre 1'évolution de larBaction de photoclivage par fluorescence.

D'autres essais ont &té effectuds avec de 1'ADN simple brim.

ou ADNss et sont reportés ci-aprés.

4t .
3 des concentrations

Les solutions de MDAP2+ et bis-MDAP
allant jusqu'a 4.10-4M ont &té préparées avec de l'eau distillée
deux fois et ajustées i pH 7,6 avec de 1l'acide chlorhydrique.

De 1'ADMsc circulaire et de 1'ADNss circulaire ont &tE obtenus
respectivement & partir des plasmides pBR 322 et M13mpl9 et purifiés

par des procédés d'électroélution classiques.
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Dans des tubes 3 essal en verre on a mélangé soigneusement :
- le dérivé diazapyrénique
war?* ou bis-pap™t
- 1'ADNss ou 1'ADNsc
5 ~ du tampon Tris pH 7,6
en des quantit8@s approprifes pour obtenir des concentrations en
84 et 107

dérivés diazapyréniques de 510 M. Chaque tube a &té main-

tenu sous une pression constante d'oxygéne en utilisant des moyens
conmus et soumis 3 une irradiation & la lumi8re visible (projecteur
10° 250: W 3 h ) 395 nm) pendant 1/2 heure, les tubes &tant maintenus
i 3°C dans un bain d'eau glacée.
Aprés l'irradiation les tubes ont &t& maintenus 2 1'obscurité
et stockés & 3°C. Des &chantillons de chaque tube ont &t& mélangés
3 du glycérol et soumis # une Electrophor@se sur gel d'agarose
15 (Sigma Type IT EEO) (6 heures 3 120 V et 80 mA). Le gel d'agarose
a coloré avec du bromure d'&thidium et photographié., La figure II
annexée est une photographie de ce gel sur laquelle les bandes cor-
respondent aux différents essais réalisés,les concentrations &tant

indiquées ci-aprés

20
! .o : S e g _ . >t concentration :
. N”de bande . ADN . dérivé diazapyrénique . dudit dérivé .
s 4 : ADNsc MDAP2+ : 10_2 s
o 5 : " : " : 510 :

25 » 6 : ADNss : " : 10"5 :
: 7 : " : " : 51070 :
: 12 : ADNsc bis-MDAP4+ : 10:2 :
: 13 : " : " : 510_5 :
: 14 ¢+ ADNss " : 10_6 :

30 : 15 : " " : 510 :

ae ae

les bandes 1 et 20 correspondant aux marqueurs

et les bandes 2 et 3 sont représentatives des
ADNsc et ADNss soumis & l'irradiation en l'absence de dérivé diaza-
pyrénique ; ces ADN ont été obtenus respectivement par action de

35 1'enzyme ECoR1 et de la nucléase Sl de mani&re connue.

17
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Cette photographie montre que 1'ADNsc et 1'ADNss circulaires
sont clivés en présence des dérivés diazapyréniques de 1l'invention.

On notera que les dérivés diazapyréniques mis en oeuvre
dans le proc&dé selon l'invention gardent leur propriété de photo-
clivage du DNA méme lorsqu'ils sont incorporés dans des micelles
ou dans des liposomes. On pourra donc utiliser les micelles et les
liposomes comme v8hicules des dérivés diazapyréniques pour les
transporter jusque sur les DNA & couper.

Les dérivés diazapyréniques contenant un radical hydro-
carboné 3 chafne longue sont particuli@rement appropriés pour ce
type d'utilisation, puisque le radical hydrocarboné permet une
meilleure fixation sur le liposome ou la micelle.

L'invention va &tre maintenant décrite plus én détail par les
exemples ci-aprés.

EXEMPLE 1 : Préparation du dichlorure de N-méthyl-N'-benzyl-2,67-

(formule I : R = CHy et R' = CH2«<::::> )

On a dissous 1 g (0,0049 mole) de DAP dans 20 ml de

chloroforme. On a ensuite ajouté de 1'iodure de méthyle en excés
(3 ml ; 0,048 mole). Le mélange réactionnel obtenu a été agité i la

température ambiante pendant 24 heures. Un solide jaune a alors

précipité. Ce solide jaune a été séparé du milieu réactionnel par

filtration, lavé avec du chloroforme et séché sous vide. On a obtenu

-
1,61 g (0,0047 mole) d'iodure de N-méthyl-2,7-diazapyréne MDAP I )
(rendement : 96 Z).

Ce produit brut étant partiellement protoné a été soumis

4 une déprotonation par traitement avec de 1'eau légdrement alcaline

(pH % 7,8 ; eau + traces de NHAOH).

Le produit brut a ensuite été recristallisé dans du

méthanol bouillant et on a obtenu des cristaux jaunes.

Ce produit présentait les caractéristiques physico-

chimiques ci-aprés :

Analyse élémentaire : C,.H,,N.I ; 0,25H.0 M = 350,7

1571172 2

Calculé : C 51,37 H H 3,31 3 N 7,99
Trouvé : C 51,31 ; H 3,19 ; N 8,05
1
Spectre RMN "H (solvant D,0 / CF,C00D référence TMPS)

10,05 ppm (s)
10,03 ppm  (s)
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é; : 8,89 ppm (= 9,19 Hz AB, q)
5,00 ppm  (s) méthyle

Le produit obtenu ci-dessus (1 g ; 00,0029 mole) a
ensuite été mis en suspension dans 150 ml d'acétonitrile anhydre et
on y a ajouté du bromure de benzyle (3 mlL ; 0,025 mole)
préalablement filtré sur une colonne d'AL203 neutre. Le mélange
réactionnel résultant a été chauffé au reflux sous agitation
pendant 12 heures.

Le produit jaune obtenu a été filtré, Llavé avec du
chloroforme et séché sous vide.

Rendement : 1,15 g (0,0022 mole) soit 77 %.

Le produit brut ainsi obtenu a été agité a L'obscurité
pendant 24 heures avec de l'eau (100 ml) et du chlorure d'argent
(obtenu & partir de 3 g de AgNO3 et de NaCl, correctement lavé avec
de L'eau).Le solide formé & été filtré, Lavé avec de l'eau chaude,
puis Lle filtrat a été concentré sous vide et dilué avec de
L'acétone (90 ml) et un précipité jaune s'est formé. On a laissé ce
mélange pendant une nuit et on L'a filtré et séché sous vide.
Rendement : 0,81 g (0,00213 mole) 73 Z%.

Le produit obtenu est le dichlorure de N-méthyl-N'-benzyl
-2,7-diazapyrene qui présente les caractéristiques physico-
chimiques ci-aprés :

Analyse C22H18N2CL2 M= 381,3

Calculé : ¢ 69,29 ; H 4,72 ; N 7,35
Trouvé : C 69,07 ; H 4,89 ; N 7,38
Spectre RMN 1H (soLvant : D20 ; référence : TMPS)

9,98 ppm (s)

9,388 ppm (s)

8,675 ppm (AB - @)

7,41 ppm (m - benzyle)

6,24 ppm (s)

- 4,81 ppm (s, méthyle)
EXEMPLE 2 : Préparation du dérivé diazapyrénique bis-DAP4+
(formule II : R = R' = CHg

D= ~CHy=CH, CHo=C gH, ~CHo=

FEUILLE DE REMPLACEMENT
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On a fait réagir le 4,4~bis(bromométhyl)diphénylméthane
(0,174 g) avec le 2,7-diazapyréne (0,2 g) dans de l'acétonitrile
anhydre (15 ml) au reflux et sous agitation pendant 4 heures. Le
précipité@ jaune qui s'est formé a &té sépare par filtration, lavé
avec du chloroforme et sé&ché sous vide.
Rendement : 0,34 g ; 85 %

Le produit brut a été recristallisé dans de 1'eau chaude

et analysé. Il s'agit du produit de formule :

+
DAP
2Br
\ 7/ .

DAP
qui présente les caractéristiques physico-chimiques ci-aprés :
Analyse élémentaire C43H30N43r2, SHZO M = 816,6
Calculé : C 63,24 H 4,44 N 6,86
Trouvé : ¢ 63,17 H 4,25 N 6,65

Spectre RMN lH (solvant : DZO / CFBCOOD ; référence TMPS)
10,09 ppm (s)

10,00 ppm (s)

8,81 ppm (J = 9,37 Hz AB-q)

7,91  ppm . (J = 7,61l Hz AB-q)

6,29 ppm (s)

3,98  ppm (s)

Ce produit a été mis en suspension(0,3 g) dans 50 ml

(o]

§o

d'acétonitrile et 0,5 ml d'iodure de méthyle, et chauffé au reflux
pendant 4 heures sous agitation. On a obtenu un solide rouge-brun
insoluble dans 1'acétonitrile. Ce solide a été filtré, lavé avec du
chloroforme et séché sous vide.

Rendement : 0,37g ; 90 Z.

On a procédé ensuite & un échange d'ion en mettant en
suspension le disel ainsi obtenu (iodure/bromure) avec du chlorure
d'argent dans de 1'eau et en agitant 4 la température ambiante
pendant 24 heures. Le solide formé a été séparé par filtration et

lavé avec de 1'eau chaude. Le produit brut (solide jaune, trés soluble
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dans 1'eau) a 8t& recristallisé plusieurs fois dans du méthanol ou
un mélanée méthanol/&ther.

Selon un autre mode opératoire, on peut effectuer 1'&tape
de méthylation en mélangeant le produit de formule ci-dessus avec du
bromure de méthyle & 40-50 °C dans des flacons fermés pendant deux

3 trois jours. On obtient alors un produit jaune soluble dans l'eau.

Le produit obtenu dans 1'un ou l'autre des cas présentait

les caractéristiques physiocochimiques ci-aprés :

Analyse élémentaire : C45H36N4C14 s 9H20 M = 937
Calculé : C 57,70 H 5,81 N 5,98
Trouvé : C 57,80 H 5,04 N 5,86

Spectre RMN g (solvant : D,0 ; référence TMPS).

10,15 ppm (s) ’

10,09 ppm (s)

8,87 ppm (AB-q 3 J = 9,47 Hz)
7,55 ppm (AB-q ; J = 8,18 Hz)
6,39 ppm  (s)

5,20 ppm (s) méthyle

4,13  ppm (s)

EXEMPLE 3 : Préparation des dérivés bis-DAP'T

ai
3

= R! = . = = - g - -

(formule II R=R"=CH H @ = CHZ CBHZ F C6HZ CH2
C

ou -CHZ_CéHA-O-Csﬂﬁ-CHZ-

On a procédé selon le mode opératoire décrit i 1l'exemple
2 en remplacant le 4,4'~bis(bromométhyl)diphénylméthane respecti-
vmeent par : 7
- le 4,4'-bis(bromométhyl)diphényl-z,2'—propane.
- le 4,4"-bis(bromométhyl) diphényléther

et on a obtenu respectivement , fHB
le composé de formule : DAP -CHZ-C6H4"?‘06H

cH

4-GH2‘+DAP+ ’

3
dont le spectre RMN est le suivant
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10,28 ppm (s) ; 10,21 ppm (s) ; 9,00 ppm (q-AB)
7,7 ppm (q=AB) ; 6,52 ppm(s) ; 5,14 ppm (s) ; 2,39 ppm(s)

- et le composé de formule :+DAP+-CH -C.H -0-C

+ 4
27Cel, 6H -CH,- DAP

4 772
dont le spectre RMN est le suivant
10,27 ppm(s) ; 10,18 ppm(s) ; 8,97 ppm (q-AB) ; 7;82 ppm(d)

7,34 ppm(d) ; 6,51 ppm(s) ; 5,10 ppm (s).
EXEMPLE 4 : Préparation du tosylate de 2,4-dinitrophényl-2,7-diaza-

pyrénium (intermédiaire de synthése)
NO

+
_D(-\rp_-. NO2 Ts dénommé ci-aprés DAP*-DNP Ts~

0,81 g (2,4 107

par réaction du chlorure de tosyle et du 2,4~dinitrophényl) et 0,49 g

mole) de tosylate de 2,4 dinitrophényle (préparé

(4.10-3 mole) de 2,7-diazapyréne ont été chauffés & reflux dams un
mélange (50/50 V/V) de chloroforme et d'acétomitrile.

Le précipité jaune formé a été filtré et redissous dans
du méthanol ; Le nouveau préciﬁité formé a été lavé dans un
excés d'éther. Le précipité jaune obtenu a ensuite été séché sous
vide.

Rendement : 0,96 g 73 Z
Point de fusion : 252-254°C (décompositionj

L'analyse élémentaire de ce produit était la suivante :
Calculé : C 59,78 H 3,34 N 10,33
Trouvé : C 59,82 H 3,10 N 10,41
Spectre RMN ly (solvant D,0 ; référence TMPS)

10,285 ppm (s)

9,975 ppm (s8)

9,4 ppm  (s)

9,0 ppm (d,d J = 0,05 p)
8,90 ppm (d J = 0,05 p)
8,675 ppm (d J = 0,05 p)
8,5 ppm (d J = 0,05 p)
7,575 ppm (d J = 0,041 p)

BRLS
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EXEMPLE 5 : Préparation du dérivé diazapyrénique de formule I

- v o o
avec R = H et R (CHZ)Z NH2

On a opéré selon le mode opératoire du proc&dé C en
utilisant l'amine de formule HZN_(CHZ)ZNHZ dont une fonction amine

a 8té protégée par le groupe carbobenzoxy C6H4—CH2—0-CO-

On a dissous 0,44 g de DAP*-DNP Ts~ dans 40 ml de méthanol anhydre
et on a mis la solution obtenue dans une ampoule & brome.

D'autre part, on a préparé l'amine 3 partir du sel
d'ammonium correspondant et on l'a dissoute (1,6 . 10-3 mole) dans
20 ml de méthanol anhydre sous agitation. On a ensuite ajouté quelques
gouttes de collidine au mélange réactiomnel toujours sous agitation.
Puis, on adouté goutte & goutte pendant une heure la solution
de DAP+-DNP Ts . La solution est pass@e du rouge profond au brun.
L'agitation a &té poursuivie pendant encore une heure apré@s quoi
le solvant a été @iminé sur biichner . Ensuite, on a ajouté 300ml

d'éther anhydre et il s'est formé un précipité légérement brun. La
solution a &té agit@e pendant encore ! h 30 minutes et filtrée.

Le solide obtenu a &été séché pendant une nuit dans un dessicateur.
Rendement : 0,41 g ;3 94 7.
Le composé obtenu a les caractéristiques physico-
chimiques ci-aprés :
Analyse &lémentaire M = 537

Calculé : C 64,53 H : 5,94 N;7,51

Trouvé : C64,58 H 5,00 N:7,32.
RMN (ppm) 9,87(s) ; 8,53(d) ; 8,77(d) ; 9,92(s)

5,19(t) ; 3,98(t) ; 6,6 (s) ; 4,8(s)

7,1 (s) ;3 7,2(d) ; 7,7 (d) ; 2,07(s)

On a ensuite déprotégé la fonction amine en faisant
réagir le produit obtenu avec un mélange d'acide acétique et d'acide
bromhydrique & la température ambiante.

Le produit obtenu répondait 3 la formule

+ + + -
DAP -(CHZ)Z-NH3 , 3Br

FEUILLE DE REMPLACEMENT
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dont 1l'analyse &lémentaire est la suivante :

Calculé : c 39,19 H: 3,28 N 8,57

Trouvé : 34,11 3,22 7,43
Le spectre RMN (DZO’ TMPS) de ce produit a revélé des pics 3 9,93ppm,
8,80 ppm, 8,86 ppm , 10,09 ppm, 5,56 ppm et 4,00 ppm. Par agtion

d'une base sur le produit obtenu on obtient le produit attendu.

EXEMPLE 6 : Préparation du dibromure de N-méthyl-N'-hydroxypentyl-

2,7-diazapyrénium

(formule I : R = CH3 y R = -(CH,).~0H )

2)5
Du 5-amino-l-pentanol a &té dissous dans du méthanol anhydre
et mis dans un récipient sec de 100 ml sous argon et dans des condi-

tions anhydres. No

. Le DAP" /::j>‘- NO2 Ts a &té dissous dans du méthanol
anhydre et versé@ goutte 3 goutte par 1'intermédiaire d'une ampoule &
brome dans la solution de 5-amino-l-pentanol sous agitation & 20°C.
La solution est obtenue rouge, puis rouge foncé. L'agitation a &té
poursuivie encore pendant deux heures et le méthanol a &té ensuite
€liminé sous vide presque jusqu'3 siccité. On a alors ajouté au
résidu 250 ml d'&ther et un précipité brun s'est formé ; il a &té
séparé par filtration , repris par du méthanol et sé&ché&.

Par chromatographie couche mince sur gel de silice &lude
par un mélange CHC13/CH3OH (5% - 95%) on a notd une seule tache.
Rendement 72 7 - Point de fusion supdrieur & 250°C
RMN DZO/TMPS.
= 9,65 s
=9,3s
= 8,23 ¢q
=7,494d)
7,18 d)
= 5,11 t
= 3,67 t
=2,32 p

Systeme AB

m(y\(y-\owoha()ﬁ@‘-(y\m
W

= 1,60 pp
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EXEMPLE 7 : Préparation du dérivé diazapyrénique de formule I

0 ——
fi
avec R = -(CH,).,~NH- S - -CH
272 3
N/
0

On a dissous 25 mg (1,22.10_4 mole) de DAP dans 5 ml
de collidine froide. On a ajouté 3 cette solution immédiatement 1'un
aprés: L'autre :

48,2 mg (2,44.10-4 mole) de tosyl-aziridine et

38,4 mg ('2,44.10-4 mole) de chlorure de collidinium.

L'ensemble a &té& chauffé de 20°C 3 100°C sous agitation
pendant 2 heures. La solution est passée du brun foncé au jaune foncé
et a été décante , puis &vaporée jusqu'id siccité par chauffage
a 50°C.

Le produit obtenu a donné une seule tache” en chromatogra-

phie couche mince sur gel de silice (8lution methanol/CHZCI 27/987) .
Rendement : 48 7.

Le spectre RMN du produit est le suivant :
S =9,5s

§=84s

5=1,8 )

5= 775§

5=17,43) systeme AB

§=17,3 g

$=3,5

&= 3,2

S= 2

EXEMPLE 8 : Préparation du dérivé diazapyrénique de formule I

avec R = R' = RIY-

0

, acétone “an — oapto _
2 0=5=Q + DAP 80,-(CH,) 5~ DAP -(CH,) ;-S0

reflux
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On a dissous partiellement 25 mg de DAP dans de 1'acétone
anhydre (Iml) et on a chauffé au reflux ; le propanesultone a &t& ajou-
té (45 mg) et le mélange a &té agité au reflux pendant une nuit.

Le produit obtenu a donné une seule tache en chromatogra-

5 phie couche mince sur gel de silice (éluant: méthanol/CH3Cl3 10%/902) .

L'acétone a &t& éliminée sous pression réduite.

- _+
Le spectre RMN dans CF3 CO, D a donné les pics suivants :

2
% = 8,26 s
é =6,9 s
1o ; = 3,44 ¢t
O=1,32¢
>=0,77t
EXEMPLE 9 : Préparation du dérivé diazapyrénique de formule I avec :
o
= . R = - - - - -
15 R=CH, ; R (CH,) N (cH,) , N Cig837
CH3 CH3
Ce dérivé est préparé selon le proc&dé C dé&fini précédemment.
CH3
+ - !+
20 DAP - DNP Ts + NH2 (CHZ)3 NH (CH2)3 I:I- C18H37
CH3
CH
+ ﬁ:?
——> DAP- (CHZ)B-NH-(CHZ)3 N= C18H37
CH
3
25 CH3 I
. V3 e
CH3-DAP—(CH2)3 - l:I - (CH2)3 - 1:1— C1gHa7
CH CE
3 3 CH,
1
- . - _ e e ¥
30 A - préparation du composé NH2 (CHZ)3 NH (CHZ) g C18H37
CH3

a) CH3NH + Cl8H37 Br —> C18H37 N(CH3)2
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On a fait réagir au reflux 1,6 g du bromure C18H37 Br en
solution dans 10 ml d'éthanol avec 10 ml d'une solution & 337 de
1'amine (CH3)2 NH dans 1'éthanol et on a obtenu 1,42 g de 1l'amine
tertialire C18H37 N(CH3)2. )

5 Cette amine a été ensuite purifide, apr@s avoir réduit a
siccité le mélange réactiomnel obtenu, par extraction avec du
CHC13

a été filtrée et séchée.

et de 1'eau basique (contenant du LiOH). La fraction CHCI3
CH
' 3

+ -
10 b) C gy N(CH,), + Br =(CHy)3=Br ——3 CgHy,=N= (CH,),Br Br

183770
CH

On a fait ensuite réagir 1,4 g de l'aminz ainsi obtenue avec
4 ml du dibromure Br - (CHZ)3 - Br et 10 ml d'&thanol en portant
le mélange réactionnel au reflux pendant 20 heures. Les solvants
15 ont ensuite &té &liminds et le résidu a &té dissous dans 5 ml de
CHCl3. La solution obtenue a &té versée dans de 1'8ther jusqu'a
précipitation. Le précipité rose formé a &té& filtré et séché. On a
obtenu 1,8 g de produit qui a &té& recristallisé dans 40 ml
d'acétate d'éthyle. On a obtenu 1,5 g de cristaux (rendement 987) du
20 bromure attendu dont le spectre RMN 14 est le suivant :
S(ppm) : 0,875(t) ; 1,25(s) ;-
1,45(t) 5 2,39(p) ; 3,00(p) ;
3,39(p) ; 3,45(t) ; 3,58(t) ;

3,80(t).
25 CHB CH3
!4 '
c) 018337-3'1-(052_) 5 Br + NHy-(CH,) ;~NH, 018H37—1:I-(CH2) 5~NH-(CH,) ;~NH,
CH, CH,

On a fait réagir 499 mg du bromure obtenu avec 83,4 pl de
30 propyléne diamine en chauffant & 110°C pendant 4h 30 min. Le
solvant a été 8liminé et le résidu isolé selon les méthodes

classiques.
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Le spectre RMN 1H de 1'amine obtenue est le suivant :

d (ppm) : 0,78(t) ; 1,15(s) 3 1,25(m) ; 1,6(t) ;
1,61(t) ; 1,8(m) ; 2,55(t) ; 2,72(t) ;
3,00(s) ; 3,15(t) ; 3,40(m) ;

B. Préparation du composé de 1'invention

CH
3
+ - '
DAP-DNP Ts  + CjgHa. §- (CH,) 5 ~NH-(CH,) ,~NH, —
CH,
933 +
c18H37—§ - (CHZ)B-NH-(CH2)3-DAP + CH,I ——
CH, _
Br - Ts
e e + 4 .
018337-§ -(CH2)3-§ - (CH,) 5 - DAP-CH, Br Ts
CH, CH,

On a opéré selon le mode opéragoire du procédé C en dissolvant
43,5 mg (8,05 10-5 mole) de DAP - DNP Ts dans 15 ml de méthanol
et en ajoutant goutte & goutte la solution obtenue 3 une solution
de 1'amine (39,5 mg ; 8,05 ].O_5 mole) dans 6 ml de méthanol.
L'addition lente a duré 1/2 heure et a &té suivie d'une agitation
pendant 4h 30 min sous azote aprés quoi le solvant a &té Eliminé.
Ensuite on a ajout@ de 1'éther et il s'est formé un précipité,
lequel a &t& isolé et purifi& selon les méthodes classiques.

On a fait ensuite réagir 18,6 mg (2,2 10-5mole du
produit ainsi obtenu avec de l'iodure de méthyle (B‘Fl 5 2,2 10'-4
mole) dans le DMF & 70°C pendant 15 heures. Le produit obtenu
a 8té passé sur une colonne &changeuse d'ions (C1) et on a obtenu

le composé de formule ci-aprés :

I TINET _
C18H37_§ -(CH2)3-§ -(CHZ)B-DAP —CH3 4 Cl
CH3 CH3

dont le poids mol&culaire est de 787 et le spectre RMN présente

les caractéristiques ci-aprés :
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J=0,78 ¢t d=3,00s 3= 10,44 s
§=1,153 §= 3,24 ¢ 3=10,52 s
3=1,25m 3=3,40m
d=1,6 t 3= 5,05 s
d=1,8m d= 5,45 t
d= 2,55 ¢ d= 9,09 systime AB
3= 2,72 t 9=10,26 s
EXEMPLE 10 : Préparation du dérivé diazapyrénique de formule I avec
' ¢ T3
R =CHy ;R = -(CH2)3 - § -(CH2)3—§ —(qBH37)2
CHy CHy

Ce dérivé est &galement préparé selon le procédé B d&fini
ci-dessus en faisant réagir le DAP ~ DNP Ts
CH
1.3

Bl . - - - -— +-
sur 1'amine de formule Nﬂz (CH2)3 NH: (CH2)3 N (C18H37)2

CH
3

1]

A. Préparation de 1'amine NHZ-(CHZ)3-NH-(CH2)3-N+—(018H37)2
HCHO/NaCNBH3
1
a) (Cyghyy) N 7 (CigHyy), NCH,
CHSCN

On chauffe 3 80°C 1,5 g de 1'amine dans 20 ml de CH,CN
on ajoute 1,1 ml de formaldghyde et on refroidit la solution. Ensuite
on ajoute 0,19 g de NaCNBH3, puis 1 ml d'acide acétique glacial
est ajouté lentement pendant 10 minutes. La solution est alors
agitée pendant deux heures, puis on ajoute 3 nouveau 2 ml d'acide
acétique glacial pendant 1/2 heure. La solution obtenue est versde
dans de 1'&ther, extraite 3 fois avec 20 ml de NaOH 1M et 1 fois
avec 20 ml de saumure. La phase 8thérée a &té séchée sur KZCOB’
filtrée et le solvant a &té &liminé. On a obtenu 1,39 g du produit

attendu.
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+ -
b) (€, 37)2NCH3 + Br - (CHZ) “Br ey (c18 37)2 N - (CH2)3-Br Br
CH3

On a agité au reflux pendant 14 jours :
200 mg de 1'amine tertiaire (obtenue au point a)
dans 3 ml de CHZCIZ, 1 ml du dibromure Br—(CHZ)B-Br et un cristal
de Ki. Le solvant a &té ensuite &liminé et on a obtenu 274 mg du

produit attendu (rendement 1007%)

3 3
) Cyghyy N ~(CHy) y-Br + NH;=(Glly) yNH) 3 (Cgfty )i =(CHy) 5-NE-

Br

(CH,) ,~NH

2)3 2

On a opéré selon le mode opératoire décrit & 1l'exemple 9.c et on a

» - . - 1 » -~
obtenu le produit caractéris& par le spectre RMN "H ci-aprés :

S (ppm) : 0,83(t) ; 1,20(s) ; L,67(t) ; 1,92(p) ;
2,69(t) 3 2,85(t) 3 3,21(t) ; 3,31(t) et
3,57(t).

B. Préparation du composé de l'invention

On a répété le mode opératoire de l'exemple 9 B et on a
obtenu successivement :

1) le composé de formule :

+ +
1883702 ¥ -(CH,) -NH-(CH)); - DAP  Ts  Br

CH3

(c

dont le spectre RMN lH est le suivant :

§ (ppm): 0,94(t) 5 1,33(s) ; 1,59(p) ; 2,29(3);
2,78(p) ; 3,11(s) ; 3,20(t) ; 5,35(t);
7,14(d) ; et 7,61(d) (systéme AB)
8,63 d et 8,76 d (systéme AB) ; 9,84(s) et 10,11(s)
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Z) le composé de formule :
i 933 + + _
(C18H37)1:I ~-(CH,) 5N -DAP-CH, 4 Cl
2
CH3 CH3

caractérisé par le spectre RMN 1H (DMSO d 6) ci-aprés :

S (ppm) : 4,32(s) ; 4,67(t) ; 6,5(d) et 6,83(d) systime AB) ;
8,34(q) et 9,73(s) systime AB) ; 9,94(s)
EXEMPLE 11 : Préparation du macrocycle de formule III avec p = 8.

On a préparé deux solutions :

Solution I : 2,15 g (0,008 mole) de 1'anhydride de l'acide 1,4,5,8~

naphtal@netétracarboxylique ont &té dissoutes dans 300 ml de DMF
chaud (50-60°C) et la solution a &té filtrée.
Solution IT : 1,15 g (0,008 mole) de 1,8~diaminooctane ont &té

dissoutes dans 200 ml de DMF chaud (50-60°C), puis 30 ml de

CH,COOH ont &té ajoutés et la solution a 8té filtrée.

’ 250 ml de DMF ont &té placés dans un flacon 3 trois
tubulures et chauffés au bain d'huile (110-120°C). Les solutions
I et II ont été ajoutdes simultanément au DMF pendant 3 3 4 heures.
Durant 1'addition un précipité brun pile s'est formé.

Aprds 1'addition des deux solutions le mélange réactionnel
a 8té chauffé pendant encore une heure et le solvant a &té &vaporé
sous vide.

Le solide obtenu a &té mis en suspension dans 200 ml de
CHCl3 et la suspension a &té chauffée au reflux pendant 15 minutes
et filtrée., Cette opération a &té effectule trois fois de suite.
Le produit brut recherché est celui qui &tait insoluble dans CHC13.

Les filtrats recueillis ont &t& lavés avec 100 ml d'une
solution aqueuse 3 107 de Na,C05, 100 ml d'une saumure et sé&chés
sur Na2804.

La phase organique enti&re a &t€ pass@e sur une colonne
de silice et 8lude avecCH CZ Le produit attendu, contaminé
avec des produits secondagreg a migré sous la forme d'une tiche

rase—jaune.
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Le produit obtenu a &t& mis en suspension dans 5 ml de
CH2C12, chauffé au reflux, refroidi et filtré. Le p;oduit
attendu est faiblement soluble dans CHZCIZ. On a obtenu 0,3g de
produit pratiquement pur par chromatographie couche mince sur

5 gel de silice avec comme &luant un mélange CHCl3/CH3OH = 99/1

(rendement : 10%).

Le composé obtenu (imide) peut &tre cristallisé& dans du
nitrobenzéne chaud. Ses caractéristiques physicochimiques sont les

suivantes :

10 Analyse &lémentaire : C44H40 N4 O8 M= 752,8
calculé : C 70,20 H 5,36 N 7,44
trouvé : C 70,29 H 5,19 N 7,40

Spectre RMN 1H (solvant : CDC13)
d (ppm) : 8,53(s,Ar) ; 4,16 (tr; NCHy= 3 J = 6,31 Hy)
15 1,65(m) et 1,56(s).
0,26 g (0,002 mole) de A1013 ont &té dissous dans 15 ml

de THF anhydre et on y a ajouté 0,218 g (0,0058 mole) de LiAlH4.
Le mélange 4 &té agité et chauffé au reflux, puison aajouté 1'imide
obtenu précédemment (0,3 g ; 0,0004 mole) en plusieurs fois. Le

20 mélange résultant a &té chauffé au reflux pendant 5 heures puis
refroidi. L'excés de LiAlH4 a été décomposé par addition de
THF/HZO (1:1) ; le solide a &té& filtré et mis en suspension dans
15 ml de THF, chauffé au reflux pendant 10 minutes et filtré.
Cette extraction a &té répétée trois fois.

25 Les filtrats organiques recueillis ont 8t& &vaporés
sous vide et le produit brut a été s&ché. Le produit brut a &té
ensuite dissous dans 120 ml de CH2C12, la solution a &t8 filtrée
et le solvant a &té &vaporé. On a &liminé ainsi les composés
inorganiques. Le produit r&sultant a &té séché sous vide.

30 Le composé (se présentant sous la forme d'un gel vert-
jaune) peut &tre utilisé dans 1'&tape suivante (aromatisation avec

NBS) sans autre purification.

Ce composé a &t& purifié sous la forme de son chlorhydrate

selon le mode opératoire suivant :
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Le produit brut, c'est-2-dire 1l'amine de formule VIII a été
dissous dans 10 ml d'éthanol et de l'acide chlorhydrique aqueux
3 377 jusqu'3d pH 1, puis le solvant a &t& &vaporé sous vide. Le
produit (mélange huileux rouge-brun) a &té dissous dans un petit
volume d'eau et précipité par addition de 200 ml d'acédtone. Le
précipité a &té filtré et recristallisé dans un mélange CH3OH/H20
ou CH30H/THF. On a obtenu 0,15 g de 1'amine sous la forme de

son chlorhydrate (rendement 487).
Analyse &lémentaire ;

44 Bsg N bucl M = 786,8
calculé: C 64,22 H 7,84 N 6,81
trouvé : C 64,50 H 7,92 N 6,27

Spectre RMN 1H (base libre, CDCl3)
8 (ppm) : 7,04 (s,8H,Ar) ; 4,00(s,l6H, NCH,Ar)
2,47 (Tr, 8H, Ngﬁz-(CHZ)-)
1,6 et 1,2 (m, 24H, chafne aliphatique)
_Spectre RMN 1H (chlorhydrate, D20)
& (ppm) : 7,50 (s,Ar) ; 3,1 (large) ; 1,8 (large)
1,2 (large)
pic du solvant 3 4,8 ppm environ
Spectre de masse m/e = 640 (pour la base libre)

L'amine obtenue précédemment a &té dissoute dans 80 ml de
CH3COOH chaud (environ 50°C) et la solution a &té filtrée, puis
chauffée au reflux. On y a ajouté 0,93 g (0,0053 mole) de NBS. Un so-
lide brun-rouge a précipité instantanément.

Le mélange a &té chauffé au reflux pendant 30 minutes et le
solvant a &té &vaporé sous vide. Le produit brut obtenu (huile brune)
a &té mélangé avec un grand volume d'eau (environ 2 litres), chauffé
pendant 30 minutes 3 environ 80°C et filtré. Le filtrat (solution
orange-pdle) a &t€ passé sur une colonne Amberlite DG-50H (sous la
forme acide) et la colonne a &té bien lavée avec de 1'eau.

Le produit recherché a &té &liminé de la colomne par de
l'acide chlorhydrique aqueux (3 10% , puis 20%7 et finalement 387)
et &vaporé sous vide. Il a &té ensuite dissous dans un faible volume
d'eau, précipité par addition d'ac8tone, filtré et sé&ché& sous vide.

rendement : 0,11 g soit 267 par rapport i 1'imide.
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Analyse &lémentaire :
044 H48 N4 Cl4 M= 774,7
Spectre RMN "H (DZO)
S (ppm) : 10,09 (s,Ar) ; 8,81(s,Ar) ;
2,4(large, chafne aliphatique) ;

1,5(large, chaine aliphatique) ;

PCT/FR87/00142
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REVENDICATIONS

1. Procédé de photoclivage des acides nucléiques, caractérisé
en ce qu'il consiste 3 mettre en contact un acide nucléique avec une
solution d'un dérivé diazapyrénique et i soumettre le mélange
réactionnel obtenu & une irradiation 3 la lumidre visible,

ledit dérivé diazapyrénique &tant choisi parmi :

1) les composés de formule I :

/ AN
S =dh 2x ()

—— ——

dans laquelle :

R et R', identiques ou différents, représentent :

- 1l'hydrogéne ;

- un radical hydrocarboné& aliphatique, saturé ou insaturé,
linéaire ou ramifié, éventuellement interrompu par un ou plusieurs
hétéroatomes, tel que par exemple 1'oxygéne, le soufre ou 1l'azote,
ledit radical hydrocarboné pouvant de plus &ventuellement &étre sub-
stitué par des groupes hydroxy, amino, thio, par un groupe aryle,
par un groupe hétérocyclique ; ou

R et R' sont identiques et représentent un groupe de formu-
le RIY- dans laquelle R1 est le groupe -(CH2)3- et Y est l'ion

sulfonato 503 ; ou un groupe de formule

0 ;=
‘(CHZ)Z-NH-§-<L_I;>-CH3 : X est soit un anion ou bien X est
0

rien lorsque l'un au moins des substitutants R et R' est de formule

RIY , auquel cas les dérivés sont alors des sels intermes,

2) les composd@s de formule II :

o
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(1)

dans laquelle :
- R, R' et X sont tels que définis ci-dessus et(:)est un radical

divalent qui repré&sente une chaine hydrocarbonée aliphatique droite
10 ou ramifiée , saturée ou insaturge, &ventuellement interrompue par

un ou plusieurs hétéroatomes et/ou &ventuellement interrompue par

un ou plusieurs groupes aromatiques ou h&térocycliques divalents.,

3) Les composés de formule III :

15

. T

(CHZ)p ( 205 4%
N
: <

dans laquelle p est un nombre entier compris entre 1 et 15, de
30 préférence €gal 3 8.
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2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que
1'acide nucléique est 1'ADN ou 1'ARN.
3. A titre de nouveaux produits, les dérivés diazapyréniques

répondant & 1l'une des formules I ou II ci-aprés :

N -R 2% (1)

dans laquelle :

R et R', identiques ou différents, représentent @

- 1'hydrogéne ;

- un radical hydrocarboné aliphatique, saturé ou imsaturé,
linéaire ou ramifié, éventuellement interrompu par um ou plusieurs
hétéroatomes, tel que par exemple 1'oxygéne, le soufre ou 1'azote,
ledit radical hydrocarboné pouvant de plus gventuellement &tre sub-
stitué par des groupes hydroxy, amino, thio, par un groupe aryle, par
un groupe hé&tdrocyclique ; ou

R et R' sont identiques et représentent un groupe de formu-
le RIY_ dans laquelle R, est le groupe -(CH2)3- et Y est l'ion

sulfonato 803- ; ou un groupe de formule

. 0 /=~
-(CH,) ,-NH-S -CH, ; X est soit un anion ou bien X est
272 5 N // 3
rien lorsque 1'un au moins des substitutants R et R' est de formule
RIY—’ auquel cas les dérivés sont alors des sels internes, 3 la

condition que R et R' ne soient pas simultanément 1'hydrogéne ou le

groupe méthyle

(1)

[
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dans laquelle :

- R, R' et X sont tels que définis ci-dessus et@ est un radical
divalent qui représente une chaine hydrocarbonée aliphatique droite
ou ramifiée  Saturée ou insaturée, éventuellement interrompue par
un ou plusieurs hét&roatomes et/ou &ventuellement interrompue par

un ou plusieurs groupes aromatiques ou hé&t&rocycliques divalents.

4. Dérivés selon la revendication 3, caractdris&s en ce qu'ils
répondent 3 la formule I et en ce que R est un groupe alkyle inférieur,
par exemple le groupe méthyle et R' est un groupe alkyle substitué

par un groupe thio, hydroxy ou émino, 4 savoir les groupes de formules
-(CHz)n-SH, -(CHz)n—OH ou -(CHz)n—NH
entre 1 et 10.

2 dans lesquelles n est compris

5. Dérivés selon la revendication 3 caractérisés en ce qu'ils

répondent 4 la formule II dans laquelle R et R' sont un groupe alkyle

inférieur, par exemple le méthyle et en ce que()est choisi parmi les
»

radicaux divalents de formules :

(II1) -CH, CH, CH,~ :
(lms

1w -CH, ? CH,- ; ou
CH

V) - CHZ 0 . CHZ- .
\_/

- . . . - . - 'l
6. Dérivé selon la revendication 3, caractérisé em ce qu'il

est le dichlorure de N-méthyl-N'-benzyl-2,7-diazapyrénium.
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7. Dérivé selon l'une des revendications 3 ou 5, caractérisé en
ce qu'il est le té&trachlorure de formule II dans laquelle R = R' = CH3 a

et @ = ~CH,=C H,~CH,~C H, ~CH,~.

8. A titre de produits intermédiaires nouveaux, les sels de
2-dinitrophényl-2,7-diazapyrénium.

9. Intermédiaire selon la revendication 8, caract&risé en ce
qu'il est le tosylate de 2-dinitrophényl-2,7-diazapyrénium de for-

mule @

NO Ts

[
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