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Chapitre 1: Introduction générale

I. Généralités
I. 1. Les fullerénes: une nouvelle famille de molécules.

Tout comme le graphite et le diamant, les fullerénes constituent une famille allotropique
du carbone. A T’instar de ces deux matériaux, les fullerénes peuvent étre solubles dans des
solvants organiques. Ceci a permis aux chimistes de considérablement développer la chimie
des fullerenes.

Les fullerenes sont des molécules sphériques constituées de pentagones et d’hexagones.
Le fulleréne le plus abondant obtenu par les méthodes classiques de production est le C,,
aussi appelé buckminsterfullerene en raison de sa ressemblance avec les domes géodésiques
créés par I’architecte Richard Buckminster Fuller. L’homologue C,, est le second fulleréne
obtenu en abondance, les autres sont obtenus en faible quantité.

La possibilité de former des cages de carbone est émise a la fin des années 60."' En 1970,
a la suite de la synthése du corannulene,” Osawa propose le premier une structure en
icosaédre tronquée pour le fulleréne Cg,. En 1984, I’analyse de la vaporisation de graphite par
irradiation au laser par spectrométrie de masse montre la formation de cluster de carbone avec
un nombre de carbone de 30 4 190.* Le cluster Cg, est le plus abondant puis vient ensuite le
C,,. Les auteurs n’identifierent pas la structure des agrégats formés et c’est un an plus tard que
Smalley, Curl et Kroto attribuerent la structure du Cg, a celle d’un ballon de football avec 20
hexagones et 12 pentagones, chacun des pentagones étant entouré de 5 hexagones® (Figure

L.1).

EESSUUUUON WO OSNITUTes

& y — ' & rY A
2 v v v v v v v T

44 52 €60 68 76 B4

Nombre d’atome de carbone par cluster

Figure 1.1: Spectre de masse (MALDI-TOF) obtenu par Smalley, Curl et Kroto.”
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I. 2. Production des fullerénes

En 1990, Krdtschmer et Huffman inventent la premiere méthode de production de
fullerénes en quantité macroscopique.® Deux tiges de graphites en contact par leur pointe,
sous atmosphere d’hélium, sont connectées a des électrodes, ce qui produit un arc électrique
(Figure 1.2). Les suies produites contiennent des fullerénes de différentes tailles, du carbone
amorphe et des nanotubes. Une extraction au toluene permet d’isoler les fullerénes inférieurs
a C,q. Puis une séparation chromatographique sur alumine (hexane/toluene, 95:5) permet
d’isoler le Cg, et le C,,. Les autres fullerénes extraits sont obtenus par plusieurs cycles de

CLHP.

Bell Jar
Smoke
Catcher
1
Graphite
Rods
D
Electrodes
Gauge /
Gas Pump

Inlet
Figure 1.2: Systéme de production de fullerénes mise en place par Krdtschmer et Huffman (D’aprés «Fullerenes Chemistry
and Reaction» de Andreas Hirsch et Michael Brettreich (Wiley-VCH, 2002))

Une autre possibilité consiste en la combustion d’une flamme laminaire de
benzéne/oxygene et argon.® L’utilisation de ce procédé a 1’échelle industrielle par la
compagnie Frontier Carbon Corporation a permis une production de 40 tonnes en 2003. Le
développement industriel a diminué les colts de production et donc le prix final des fullerénes
(environ 25% le gramme pour du Cy).

En 2008, la condensation d’un dérivé polyaromatique C,,H;, par une catalyse en surface
de platine, a 750 Kelvin, a permis d’obtenir quantitativement du Cg,’ (Figure 1.3). Ce procédé

semble intéressant pour une production en masse de ce fulleréne.

22



Chapitre 1: Introduction générale

Figure 1.3: Synthese quantitative de Cg, a partir de C¢,H;, (obtenu en 2 étapes depuis le truxene).

La suite de ce chapitre sera essentiellement consacrée a 1’étude du C,,, qui a été le
matériau de base de tous les produits présentés dans la suite de ce manuscrit et se contentera
de résumer ses principales caractéristiques ainsi que sa réactivité. Le lecteur désireux d’avoir
une vue détaillée et complete sur les principes et la chimie des fullerénes, notamment celle du
Cq, est invité a consulter deux livres de référence: «Fullerenes Chemistry and Reaction» de
Andreas Hirsch et Michael Brettreich (Wiley-VCH, 2002) et «Fullerenes Principles and
Applications» édité par Fernando Langa et Jean-Frangois Nierengarten (RSC Publishing,

2011).
I. 3. Caractéristiques physico-chimiques du Cy,.

I. 3. 1. Structure

Le C, est une molécule hautement symétrique (icosaédre tronqué, groupe de symétrie
I). Tous les atomes du Cg, sont équivalents et ceci est vérifié par son spectre RMN “C qui

montre un unique pic a 143,2 ppm'® (Figure 1.4).

"m

T | A T
155 180 145 140

—

' 1
135 130

Figure 1.4: Spectre RMN “C du C, dans du benzéne deutéré."
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Le C,, est constitué de 20 hexagones et 12 pentagones, chacun des pentagones €tant
entouré de 5 hexagones. Les jonctions entre un pentagone et un hexagone correspondent a des
liaisons [5-6] et les jonctions entre deux hexagones correspondent a des liaisons [6-6] (Figure
1.5). Le diametre de la molécule est d’environ 10 A." Différentes méthodes (théoriques,>"
RMN,'® diffraction de neutrons,” diffraction d’électrons,” rayons X') ont permis de
déterminer la taille de ces liaisons. Ainsi, les liaisons [5-6] ont une longueur de 1,45 A et les
liaisons [6-6] ont une longueur de 1,38 A. Les liaisons [6-6] ont un caractere de liaison double
et par conséquent la réactivité de la sphere de carbone est principalement axée sur les

jonctions [6-6]. L hybridation des carbones peut étre assimilée sp’>. Cependant un mauvais

recouvrement des orbitales st est constaté a cause de la géométrie sphérique de la molécule.

Liaison [5-6]

Liaison [6-6]
1,38 A

Figure 1.5: Représentation du Cg, et de ses deux types de liaisons.
I. 3. 2. Solubilité

La solubilisation d’un composé organique est souvent essentielle pour effectuer des
transformations chimiques. Une étude systématique a permis de mettre en avant les solvants
les plus efficaces pour solubiliser le Cy.* Une tendance générale se dégage: les solvants
aromatiques permettent la meilleure solubilisation. Les dérivés du naphtaléne solubilisent le
plus le Cy, jusque 51 mg/mL pour le 1-chloronaphtalene. Puis viennent ensuite, le benzene
(1,7 mg/mL) et ses dérivés (1,2-dichlorobenzene ou ODCB, 27 mg/mL). Le CS, fournit une
solubilité de 7,9 mg/mL. Les solvants chlorés (CCl,, CHCl;, CH,Cl,) ne sont pas de bons
solvants pour le Cg,, ainsi que les solvants apolaires aliphatiques (n-hexane, n-pentane) ou
cycliques (decaline, cyclohexane). Les solvants polaires (THF, acétone, MeOH...) ne
solvatent pas du tout le Cy,. Méme dans le meilleur des solvants, le Cg, est un composé peu

soluble.
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Chapitre 1: Introduction générale

I. 3. 3. Photophysique

Le spectre d’absorption du Cg,'’ est caractérisé par plusieurs fortes bandes d’absorptions
entre 200 et 410 nm (Figure 1.6) dues a aux transitions st-;t*. L’absorption entre 410 et 620

nm est responsable de la couleur magenta du Cg, en solution.

Absorbance

x 20

|||||||||||||| YT

200 300 400 500 600 . 700 800

Longueur d’onde (nm)

Figure 1.6: Spectre d’absorption du Cg, dans du n-hexane.

Le fullerene C, est une espece capable de subir une désexcitation de son état singulet

via un Croisement Inter Systeme (CIS) pour atteindre un état triplet, ce processus est quasi-

quantitatif*' (Figure 1.7).

o lew
Sl Tz :A'.:Z::;:,.x_;:‘f_ Aty CIS
\ 3 C60*
Tz I Tl
hv
SO il S WIZ,'.’_‘: - S

Figure 1.7: Diagramme de Jablonski du Cg,.
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Cet état triplet peut suivre une variété de processus de désactivation, notamment par un
transfert d’énergie 2 une molécule de O, provoquant la production d’oxygene singulet (‘O,*)
ou par un transfert d’électron avec un donneur d’électron. Ces deux processus sont
particulierement intéressants pour de potentielles applications en science des matériaux
(création de systémes donneur-accepteur donnant lieu a des processus de transfert d’électron
photoinduit, matériaux photovoltaiques) ou en biologie (les applications seront résumées dans

la partie IIT de ce chapitre).
I. 3. 4. Electrochimie

Le Cq peut accepter jusqu’a six électrons par une série de mono-réductions
successives.””” Si le fulleréne peut étre facilement réduit, son oxydation est difficile et
nécessite des conditions anhydres strictes et 1’absence de nucléophile. Ainsi trois mono-
oxydations successives ont pu étre observées a -60°C en utilisant un électrolyte non-
nucléophile (I’hexafluoroarsenate de tétrabutylammonium).**

Le C, est donc un bon accepteur d’électron, ce qui donne une bonne indication quand a

sa réactivité chimique.
I1. Réactivité chimique du C,

La réactivit¢ du Cg, est gouvernée par sa géométrie sphérique. Les carbones
d’hybridation sp® ne sont pas plans. Cette pyramidalisation des carbones induit «une tension»
de cycle. Changer I’hybridation sp* en sp’ des carbones permet de relacher de la tension de
cycle. Ainsi, comme les études électrochimiques le montrent, le C,, est bon accepteur
d’électron et de fait un bon électrophile. Sa réactivité peut étre assimilée a celle d’une
polyoléfine déficiente en électron.

A propos de I’aromaticité du Cg,, encore une fois a cause de la sphéricité de la molécule,
le recouvrement des orbitales st est mauvais. Ceci ne permet pas une délocalisation des
électrons sur I’ensemble de la sphere, cette molécule n’est donc pas un «superaromatique».

La majorité des réactions sur le Cg, se font sur les liaisons [6-6]. La Figure 1.8 résume
les principales réactions réalisées sur le Cy,. En tant que bon électrophile, C, réagit facilement
avec des especes nucléophiles variées par addition. L’addition génere un intermédiaire NuC,',
celui-ci réagit ensuite avec un €lectrophile (H', dans la représentation) préférentiellement en

position 1,2, sauf si I’électrophile est encombré.
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Chapitre 1: Introduction générale

Le C,, est un bon dienophile et dipolarophile. En conséquence, il réagit facilement dans

toutes sortes de cycloaddition ([4+2], [3+2], [2+2], [2+1]).

CH,N, Carbene

N

2
S

Figure 1.8: Schéma résumant les principales réactions ayant lieu sur le Cg,. (D’apres Julien Iehl, Theése de doctorat «La
chimie click appliquée a des dérivés de Cg», UDS, 2010).

Les réactions de Diels-Alder (cycloaddition [4+2]) peuvent étre réversibles. Cette
réversibilité a permis de développer une méthodologie efficace pour créer des Cq, hexa-
adduits de symétrie octaédrique en utilisant du diméthylanthracéne comme groupe directeur.”

Les réactions [342] peuvent, par exemple, étre menées par des dérivés diazo. Dans un
premier temps, la cycloaddition [3+2] forme un cycle a cinq chainons puis un réarrangement
(extrusion de N,) forme le cyclopropane correspondant. La cycloaddition 1,3-dipolaire ***’
d’un ylure d’azométhine généré in situ par réaction d’un aldéhyde avec de la sarcosine est

largement utilisée dans la chimie des fullerénes du fait de sa compatibilité avec différents

groupes fonctionnels (Figure 1.9).
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Figure 1.9: Cycladdition 1,3-dipolaire. La formation de fulleropyrrolidines passe par un intermédiaire réactionnel, un ylure
d’azométhine.

Les réactions [2+1] sont généralement produites par une réaction entre un carbéne ou un
nitréne et du Cq,.

Une autre réaction couramment employée (si ce n’est la plus employée) est la réaction
de Bingel®™ (Figure 1.10). La déprotonation par NaH d’un o-bromomalonate permet une
addition nucléophile sur la spheére de carbone. Puis dans un deuxieme temps, 1’anion généré
sur le C, va réaliser une substitution nucléophile intra-moléculaire pour former un

cyclopropane et donner un dérivé mono-adduit.

Figure 1.10: Réaction de Bingel.

Cette réaction a été optimisée (Figure 1.11). L’a—bromomalonate est généré in sifu en
présence de CBr, et de DBU.” Une autre variation de la réaction est la génération in situ d’un
a—iodomalonate en présence de I, et de DBU.” Cette réaction est facile a mettre en ceuvre et

fournit de bons rendements.

CBr,/DBU

1,/DBU

Figure 1.11: Optimisation de la réaction de Bingel, par le groupe de Hirsch (CBr,/DBU) et Diederich (1,/DBU).

Sous certaines conditions, cette réaction peut mener a des dérivés de C,, hexa-adduits

avec un motif d’addition octaédrique spécifique. En fait, I’ajout de diméthylanthracéne
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comme groupement directeur permet d’obtenir divers hexa-adduits®?’. La aussi, une autre
variante permet d’obtenir le méme type de dérivés hexa-adduits, en utilisant un large exces de
CBr, (100 équivalents).” Dans ces conditions, le CBr, peut générer du CBr;’, peu nucléophile
mais probablement assez pour jouer le méme role de groupement directeur que le
diméthylanthracéne (résultats non publiés, voir Julien Iehl, These de doctorat «La chimie
click appliquée a des dérivés de Cy», Chapitre I1I, p.101, UDS, 2010).

La spécificité de la réaction est due a la possibilit¢ d’additions réversibles du
groupement directeur sur les liaisons [6-6] (Figure 1.12). Le systéme est dynamique et
I’équilibre se déplace vers le Cg, hexa-substitué le plus stable. Ce dernier est le dérivé héxa-
substitué sur toutes les positions équatoriales, de fait les carbones sp” restants forment huit
cycles 2 six chainons qui retrouvent un caractére benzénique (Figure 1.13). Ces additions
activent alors les liaisons équatoriales, et des additions irréversibles séquentielles a partir du
malonate donnent le composé hexa-adduit final. En d’autres termes, la formation des liaisons
covalentes étant dynamique, la réaction se fait sous contrdle thermodynamique permettant

ainsi d’orienter la régiochimie vers la formation de I’hexa-adduit du C, le plus stable.

DMA DMA DMA DMA

Coo(DMA), ~  Cg(DMA), ... etc

" CBr; " CBr, " CBry

Cgo(CBr3);

Co(CBr,),

0 0 R-O
RO O~r

CBr,/DBU R\OJiA

Figure 1.12: L’utilisation de DiMéthylAnthrancéne (DMA) ou d’un excés de CBr, permet la formation spécifique d’hexa-
adduits octaédriques, avec de bons rendements.
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Figure 1.13: Premicre structure cristallographique d’un Cg, hexa-adduit de symétrie octaédrique obtenue par 1’équipe de
Hirsch®. Les huit cycles a six chainons récupérent une aromaticité locale.

Cette réaction est efficace pour former une large variété de Cg, hexa-adduits. Cependant,
lorsque les malonates deviennent trop encombrés 1’addition de ceux-ci sur la sphére de
carbone se fait avec de faibles rendements ou n’est pas possible. C’est pourquoi notre équipe
a développé une méthodologie de post-fonctionnalisation par «click chemistry» pour insérer
des malonates encombrés.”*” La click chemistry est un outil compatible avec un grand
nombre de fonctionnalités chimiques. En partant d’un hexa-adduit portant six malonates
simples diazotures ou dialcynes, une large variété de dérivés de C,, hexa-adduits inaccessibles
par une autre voie de synthese a été créée.””™*

A propos de la réactivité de la sphere de carbone des Cy, hexa-adduits. La réactivité de
la sphere de carbone est drastiquement diminuée comparée a un Cg, mono-di-tri-ou encore
tetra-substitué. En effet, apres chaque addition sur le fulleréne, de la tension de cycle est
relachée et les carbones sp2 restant retrouvent un caractere benzénique, donc une certaine
stabilit¢, donc une réactivité amoindrie. Des études électrochimiques montrent que la
réduction des C,, hexa-adduits devient difficile comparée au dérivé mono-substitué.’>***°
Ainsi le ceeur Cgy, de ces composés est un moins bon accepteur d’électron.

Récemment, notre équipe en collaboration avec 1’équipe de Raymond Ziessel et
Anthony Harriman a greffé des fluorophores (Bodipy) sur des Cy, hexa-adduits.” Les études
photo-physiques et électro-chimiques ont démontré que les transferts d’énergie ou d’électrons
sur le C,, étaient tres faibles mais que des transferts d’énergie avaient lieu quasi-uniquement

entre les fluorophores. Ainsi, cette étude confirme que le coeur Cg, est une plateforme peu

réactive.
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La physico-chimie des dérivés de C, hexa-adduits est donc principalement gouvernée

par les groupements greffés en surface.
I11. Potentielles applications biologiques des fullerénes.

Deux livres récents présentent les avancées de ce domaine: «Fullerenes Principles and
Applications», chapitre 14, édité par Fernando Langa et Jean-Francois Nierengarten (RSC
Publishing, 2011) et «Medicinal Chemistry and Pharmacological Potential of Fullerenes and
Carbon Nanotubes» édité par Franco Cataldo et Tatiana Da Ros (Springer, 2008).

Un résumé des applications biologiques avec des exemples choisis sera présenté dans

cette partie.
III. 1. Toxicité du C,,.

La toxicité des fullerénes envers les organismes vivants est principalement gouvernée
par le degré de fonctionnalisation de la sphere de carbone et les substituants greffés. En effet,
la réactivité de la sphere de carbone diminue en fonction du nombre d’adduits présents a sa
surface. Le Cg, nu et peu fonctionnalisé semble présenter une toxicité liée a la possibilité de
former des ROS (Reactive Oxygen Species).”* Cependant, le niveau de dangerosité des
fullerenes n’est pas encore établi et reste a €tre défini clairement. En effet, d’autres équipes
n’ont pas observé de cyto-toxicité du Cg, en milieu biologique, et concluent méme que les
fullerénes sont des entités non-toxiques.” "'

La solubilité du Cg, dans I’eau est nulle et c’est sous forme de suspension colloidale
(nCq) que la molécule s’organise. Ces agrégats peuvent €tre obtenus par évaporation
successive de solvants organiques pour conduire a une suspension colloidale. L origine de la
cytotoxicité de ces suspensions est source de discorde.” Les solvants organiques utilisés
(notamment le THF) pour la préparation des suspensions pourraient €tre a 1’origine de la
cytotoxicité de ces suspensions et le Cq, n’aurait donc aucune responsabilité.*>

La toxicité d’un dérivé mono-adduit et d’un composé tris-adduit hydrosolubles a été
déterminée sur des lignées cellulaires Jurkat.”> Une faible toxicité a été observée pour le
dendrofulleréne, alors qu’aucune toxicité n’a été identifiée pour le tris-adduit. De plus cette
toxicité est réversible: quand le milieu de culture est renouvelé sans la présence du

dendrofulleréne, la croissance des cellules redevient normales.
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Figure 1.14: Dendrofulleréne mono-adduit et fulleréne tris-adduit (couramment nommé C,) soluble en milieux aqueux.

A T’heure actuelle, la cytotoxicité ou non des fullerénes n’est pas établie. De plus, leur
cytotoxicité est étroitement liée aux groupements fonctionnels greffés. Ainsi, pour des C,
hexa-adduits, la réactivité de la sphere de carbone est faible et le C, a fonction de support
inerte. La toxicité des composés hautement substitués du C, est donc gouvernée par les

substituts greffés plus que par la sphere de carbone en elle-méme.
I1I. 2. Utilisation du C, et de ses dérivés comme photo-sensibilisateurs.

De part sa structure électronique, le Cg, peut €tre un bon photosensibilisateur. En effet,
la possibilité de photo-exciter le Cq, permet de créer une entité a 1’état triplet (Figure 1.7). En
milieux aqueux et biologiques, cet état triplet peut suivre une désexcitation par deux voies
principalement™ (Figure 1.15). La premiére voie (type I) passe par la réduction du Cy, en Cq,”,
par un donneur d’électron (par exemple le NADH qui est un réducteur ubiquitaire dans le
monde du vivant). Ce radical anion peut ensuite générer des radicaux libres. Le principal
radical généré est I’ion superoxyde O,". La seconde voie (type II) passe par un transfert
d’énergie a la molécule de O, (abondante dans les systemes vivants). Ce transfert d’énergie
permet la conversion d’oxygene triplet en oxygene singulet, un puissant oxydant qui peut
directement étre toxique pour les cellules ou €tre converti en ion superoxyde.

O,” peut étre dégradé en radical hydroxyle (HO") hautement réactif, ou par exemple
réagir avec NO® pour produire 1’ion peroxynitrite (OONO) trés réactif. D’une maniere
générale, la création de radicaux libres engendre des réactions en chaines (oxydation des
lipides membranaires, oxydation/clivage de I’ADN, oxydation des acides aminés...) 1étales

pour les cellules.
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Figure 1.15: Production de radicaux par I’intermédiaire de Cg, a 1’état triplet.
I11. 2. 1. Applications en PhotoThérapie Dynamique (PTD).

La PTD repose sur I'utilisation d’un photosensibilisateur, qui une fois irradié, pourra
créer des especes radicalaires qui pourront tuer les cellules via la production de radicaux
libres.” Cette technique s’appuie sur I’utilisation d’un laser qui irradiera spécifiquement la
zone a traiter. Ces applications seraient basées sur le traitement des tissus de surface (tumeurs
de la peau, des muqueuses, acnés séveres...), car le laser ne peut pas pénétrer les tissus en
profondeur.

Le Cg nu pourrait montrer un pouvoir photosensibilisant. Irradié, il peut produire des
especes radicalaires et détruire des cellules. Le groupe de Prylutskyy a montré qu’une
préparation colloidale de Cy,, une fois irradiée, pouvait détruire des cellules du thymus de rat
Winstar.”

En 1997, I’équipe d’lkada, a utilisé du C,-PEG (mélange d’isomeres, avec en moyenne
quatre PEG par C,) en injection par intra-veineuse sur des souris ayant une tumeur sub-
cutanée.”” D’aprés les auteurs, les PEG permettent non seulement de rendre le C,
hydrosoluble mais aussi d’avoir une accumulation du composé dans la tumeur. Apres
irradiation laser, les auteurs ont constaté une diminution significative de la masse tumorale.
Ainsi, ce dérivé permet apres photosensibilisation de détruire des cellules.

Le groupe de Hamblin a testé une série de photosensibilisateurs (Figure 1.16) sur trois
lignées cellulaires cancéreuses de souris.”® Les dérivés de C, utilisés varient en fonction de
leur degré de substitution (un a trois) et des groupes solubilisants utilisés (diols ou sel de
pyrrolidinium). Ainsi, les Cg, mono-substitués ont montré une efficacité intéressante pour la
destruction des cellules. En comparaison, les dérivés bis- et tris-adduits semblent moins
efficaces. La photosensibilisation de type I semble étre la voie principale qui permet la

production de ROS.
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Figure 1.16: Composés testés en tant que photosensibilisateurs.

Ces dérivés ont aussi été testés en tant qu’agent antimicrobien par PTD.” Dans ce cas-ci,
le dérivé tris-adduit pyrrolidinium a montré la plus forte efficacité, probablement parce que ce
composé a l’interaction la plus forte avec les membranes bactériennes (les composés
cationiques sont connus pour interagir avec les membranes cellulaires, voir Chapitre 2). Une
remarque est a faire: les dérivés bis- et tris-adduits ont été utilisés en tant que mélange
d’isomeres, ce qui peut avoir un impact sur I’efficacité des composés.

Un mélange d’isomeres de Cg, n-butyl-sulfonés a aussi montré de bonne capacité a
détruire des microorganismes.” Ces composés s’agrégent en solution, probablement a cause
d’une polydispersité de substitution par les groupements sulfones. Les Cg, les plus substitués
permettent d’avoir une solubilité dans I’eau, alors que les Cy, les moins substitués permettent
une conversion efficace de 1’état singulet a triplet de la sphere de carbone pour produire des
radicaux libres.

Une utilisation originale du fulleréne en tant que photosensibilisant a ét€ accomplie par
le groupe de Babincova’ Dans leur étude, le Cg, est incorporé dans une préparation de
liposomes avec un agent photosensibilisant reconnu (dérivé de naphthalocyanine). La
préparation liposomale permet de solubiliser le complexe et d’avoir une accumulation dans
les tumeurs. Le Cg, servirait a faire «exploser» les liposomes pour permettre le relargage des
dérivés de naphthalocyanine dans la zone a traiter. Ainsi, apres une injection intra-veineuse de
la préparation dans des souris avec un mélanome, une irradiation avec un pulse laser nano-
seconde a 1064 nm (relargage des cyanines) suivie d’une irradiation a 776 nm (photo-

activation des naphthalocyanines) permet de diminuer significativement la taille des tumeurs.
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I11. 3. Activités antibactériennes et antivirales.

Quelques dérivés de C, ont montré une activité antibactérienne. Notamment des dérivés
polycationiques.”* Les dérivés polycationiques sont reconnus pour leur cyto-toxicité,
notamment par 1’étude de la polyethyléneimine (PED)**®, un agent de transfert d’ADN. Les
auteurs indiquent cependant que la mort cellulaire serait due a I’inhibition de la chaine
respiratoire, par le biais de la réactivité de la sphere de carbone.

Dernierement, deux dérivés polycationiques mono-adduits de fullerénes (Figure 1.17)
ont montré une bonne activité antibactérienne, apres irradiation laser. Les auteurs ont défini
que cette activité provenait du choix de I’emplacement des charges, qui sont a une distance
idéale pour former des interactions électrostatiques fortes avec un motif dipeptidique propre a
la membrane bactérienne et aussi 1’incorporation d’iodure comme contre-ion, qui permettrait

théoriquement d’augmenter la production de ROS.%’
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Figure 1.17: Dérivé de Cg, aux propriétés antibactériennes. L’analogue C,, a aussi montré une bonne efficacité.

Récemment, notre équipe a développé une large variété de dérivés de Cg, hexa-adduits
avec douze sucres en périphérie pouvant avoir un potentiel effet bactériostatique. Les
potentielles utilisations biologiques de dérivés de C,, comportant des sucres sont résumées
dans le chapitre 3 de ce manuscrit.

Une activité antivirale contre le virus influenza de type A et B a été observée par du C,
nu encapsulé dans de la poly-N-vinylpyrrolidone (PVP). L’activité antivirale a été attribuée
au fulleréne, car en I’absence de celui-ci le PVP n’a aucun effet®. Les auteurs présument que
le Cg, doit perturber 1’assemblage final du virus. Cependant, les auteurs n’ont pas vérifi€é un
potentiel effet synergique du complexe Cy-PVP.

Depuis la modélisation du Cg, et de dérivés de C, dans le site actif de la protéase du
VIH”, de nombreuses études ont été menées pour développer de nouveaux dérivés efficaces
contre ce virus. Le groupe Prato a produit une série de bis-fulleropyrrolidine comportant 2

groupements cationiques (Figure 1.18) capables d’inhiber VIH-1 et 2 avec une concentration
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efficace médiane (EC 50) inférieure au micromolaire. Ces mémes dérivés ont montré une

efficacité d’inhibition intéressante contre d’autre virus™, comme par exemple 1’hépatite C”'.

Figure 1.18: Régio-isomeres bis-adduits ayant une activité contre VIH.

Le groupe de Troshin a développé des dérivés de Cg, penta-adduits hautement solubles
dans 1’eau grace a des fonctions carboxyliques périphériques. Ces dérivés ont montré un EC
50 Iégerement supérieur au micromolaire.”” Ces dérivés et ceux présentés en Figure 1.18 sont
a I’heure actuelle les dérivés de Cg, les plus efficaces contre le VIH. Leur mode d’action est

supposé étre en relation avec I’inhibition de la protéase du virus.
I1I. 4. Activité antioxydante.

Alors qu’une irradiation du Cg, peut générer un état triplet de la sphere de carbone et
provoquer la formation de ROS dans les systemes biologiques, sans irradiation, le Cg, est un
bon accepteur d’électrons et peut avoir des propriétés antioxydantes intéressantes. L’étude de
I’impact d’un mono-adduit de C,, avec deux acides carboxyliques, en culture cellulaire, a
montré que le composé pouvait passer la barriere membranaire et s’accumuler pres ou dans
les mitochondries, site ou a lieu la respiration cellulaire et ou des ROS sont crées”, surtout
I’ion superoxyde O,".

L’équipe de Moussa a traité des souris intoxiquées au tétrachlorure de carbone (connu
pour générer des radicaux) par injection d’une suspension de C,.”* Non seulement les souris
traitées sont protégées de 1’intoxication d’une maniere dose-dépendante mais en plus aucune
toxicité liée au C,, n’a été détectée par les auteurs. Les auteurs concluent que les études
mettant en avant une toxicité des suspensions de Cq, en milieux biologiques est certainement
du au mode de préparation des suspensions. Notamment la présence de THF dans ces
suspensions est reconnue pour provoquer une toxicité accrue dans les organismes vivants.

Un dérivé tris-adduit nommé C,; (Figure 1.14) a été intensivement étudié comme

«éponge a radicaux».” Ce dérivé est probablement, le composé référence en matiere de
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dérivés de C,, a visée antioxydante. L’équipe de Dugan a montré que son mode d’action
pouvait étre assimilé a celui d’un analogue des enzymes SuperOxyde Dismutase (SOD).” Ces
métallo-enzymes sont responsables de la dismutation de 1’ion superoxyde en dioxygene et
péroxyde d’hydrogene. En effet, I’administration de C; sur des souris femelles enceintes
dépourvues d’une SOD mitochondriale a permis d’augmenter leur durée de vie de 300%.
L’activité catalytique de C; est cependant 100 fois moins efficace que les enzymes SOD.
L’hypothese catalytique du composé a été modélisée et démontrée par calculs””.

Dans 1’optique de mieux comprendre la structure-activité des dérivés de Cg, en tant
qu antioxydant, 1’équipe de Hirsch a créé une bibliothéque d’une vingtaine de composés.”
L’étude montre que les dérivés les plus efficaces sont les Cq, mono-adduits avec une bonne
hydrosolubilité. Les dérivés mono-adduits sont les composés dans lesquels le systeme TT est le
plus «intact» et donc le apte a capter des électrons. Ces composés ont été testés sur un modele
(poisson z&bre) et ont montré une bonne activité de neuroprotection.” Finalement, une
optimisation de leurs résultats a permis d’obtenir un Cg mono-adduit avec un pouvoir
antioxydant et catalytique remarquable, dans le méme ordre de grandeur que les meilleurs

analogues de SOD.¥

Figure 1.19: Analogue mimétique de SOD synthétisé par I’équipe de Hirsch.®

Les études de I’activité antioxydante du Cg, et de ses dérivés sont principalement
focalisées sur la dismutation de O,". Néanmoins d’autres équipes de recherche ont constaté
que ces produits pouvaient aussi agir sur d’autres radicaux, en milieux biologiques, comme le
NO .81—84

Ainsi le pouvoir antioxydant du C,, promet des perspectives pour des applications
biologiques. Malgré tout, la dualité entre les capacités d’inhibition ou d’activation de O, (par
le biais de I’état triplet du C,,) par C4, n’est pas totalement claire. Notamment, au niveau de la

chaine respiratoire, une meilleure compréhension de [Dinteraction du Cg avec les
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mitochondries doit étre effectuée pour voir I’impact positif ou négatif que peuvent apporter

ces molécules.
I1I. 5. Propriétés immunologiques.

Tres peu d’exemples sont présents dans la littérature. La production d’anticorps
spécifique du C, et C,,* certifiée par 1’obtention de la structure RX de ces anticorps™ et par la
modélisation du site d’interaction du Cg'’, a permis de formuler I’hypothése que des
fullerénes couplés a des peptides d’intéréts pourraient développer une réponse immunitaire
sélective intéressante. Une publication présente la synthése d’un fulleréne couplé a un peptide,
qui est connu pour son pouvoir antigénique.*® Ce motif peptidique est connu pour étre
impliqué dans la réponse immunitaire de deux maladies auto-immunes (lupus érythémateux
systémique et connectivite mixte). Les auteurs ont montré qu’en couplant le C4, au peptide, ce
produit était plus actif que le peptide seul envers la reconnaissance des anticorps responsables
de la réponse inflammatoire du lupus et de la connectivite mixte.

Une autre publication a montré I’efficacité de C,(OH), (aussi appelés fullerénols) en
tant qu’activateur de la réponse immunitaire pour détruire des cellules cancéreuses sur des

souris.*
III. 6. Systéme de délivrance.

Peu d’exemples dans la littérature montre 1’utilisation de dérivés de Cq, comme systeme
de délivrance. Un dérivé de C,, conjugué a du paclitaxel a été congu comme une pro-drug
(Figure 1.20). La liaison fulleréne-paclitaxel est dégradée enzymatiquement, ce qui permet un
relargage lent du médicament. Ainsi, une formulation liposomale de ce composé a montré une
activité anticancéreuse intéressante en culture cellulaire. Les auteurs proposent d’utiliser cette

formulation sous forme d’aérosol pour cibler les cancers du poumon.”

Figure 1.20: Conjugué de C,-paclitaxel.”
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Le Cq a aussi été utilisé comme adsorbant pour créer un matériau poreux liquide
capable d’effectuer de la délivrance d’érythropoitéine (EPO).”" La formulation du C,, avec un
absorbant permet d’avoir une porosité qui peut contenir de I’EPO. Cette protéine est
rapidement dégradée dans I’intestin gréle et est administrée couramment par intraveineuse.
Grice a cette formulation, les auteurs ont réussi a améliorer la biodisponibilité de I’'EPO de
5,7% par administration dans l’intestin gréle de rat. Les auteurs entrevoient la possibilité
future d’administrer de I’EPO par voie orale, par cette technique. Cependant, ils concluent
que I’étude ADME-Tox (Administration Distribution Metabolism Elimination Toxicity) reste
a étre effectuée.

Deux dérivés de fullerenes polyhydroxylés ont été conjugués soit a de la doxorubicine
par liaison carbamate ou soit a du cis-platine, statistiquement.”” Ces deux composés ont
montré une activité cytotoxique comparable aux produits non-conjugués, en modele in vitro et
in vivo. L’avantage de la conjugaison aux fullerenols est la possibilité de charger une quantité
conséquente d’agent anti-cancéreux, ce qui permet d’augmenter les doses de produits actifs
administrables. De plus, la toxicité systémique caractéristique de la doxorubicine seule n’est
plus observée in vivo. Enfin, les dérivés de fullerénes permettent d’augmenter la solubilité des
agents anti-cancéreux en milieux biologiques.

Des dérivés cationiques de fullerénes ont été employés comme agent de transfert

d’ADN. Cet aspect sera développé dans le chapitre 2 de ce manuscrit.
II1. 7. Endométallofullerénes (EMFs).

Les endométallofullerenes (EMFs) correspondent a des fullerenes dont un ou plusieurs
(Jusque trois) atomes métalliques sont incorporés a I’intérieur de la sphere de carbone. Ces
entités sont généralement produites par une variation de la méthode de Krditschmer et
Huffman’: les métaux a intégrer a I’intérieur de la sphére de carbone sont présents dans les
tiges de graphites qui seront vaporisées pour former les fullerenes.

Les EMFs et leurs dérivés a base de gadolinium pourraient avoir des applications en
Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) (voir chapitre 8, «Medicinal Chemistry and
Pharmacological Potential of Fullerenes and Carbon Nanotubes» édité par Franco Cataldo et
Tatiana Da Ros (Springer, 2008)). En comparaison, aux agents de contraste commerciaux, les
gadofullerenes présenteraient un pouvoir de résolution supérieur. De plus le métal étant
encapsulé a I'intérieur de la spheére de carbone, celui-ci ne peut pas étre relaché dans les

organismes, évitant une bioaccumulation de cet atome tres toxique.
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Plusieurs autres métaux ont été incorporés dans des fullerénes, pouvant aussi avoir des
applications en imagerie. Par exemple, I’équipe de Dorn a synthétisé des EMFs avec un mix
de deux métaux: du gadolinium et du lutétium; I’'un étant un bon agent de contraste pour
I’IRM (Ga), ’autre permettant une analyse aux rayons X (Lu). Ainsi, les auteurs suggerent
que l'utilisation de ces composés permettrait de coupler plusieurs analyses d’imagerie en
méme temps.”

Du plomb radioactif a aussi été incorporé a I’intérieur du fulleréne.” Ce métal a des
propriétés radioactives intéressantes mais malheureusement, il s’accumule dans le tissu
osseux. Les auteurs ont montré que ce phénomene d’accumulation n’avait pas lieu une fois le
*?Pb incorporé dans les fullerénes, sur des souris.

Récemment, une équipe a intégré le concept de théranostique” («diagnostique et
thérapie a la fois») au développement d’'un EMF polyhydroxylé contenant du gadolinium.”
Des chélateurs contenant du lutétium radioactif ont été greffés a la surface de cet
endofullerene. Les auteurs ont observé que 1’injection de ce composé dans une tumeur
intracranienne augmentait la survie des souris. Ils ont conclu que l’effet d’agrégation du
composé lui permettait de rester dans le cerveau et de ne pas diffuser dans 1’organisme, ce qui
donnait la capacité au lutétium d’irradier efficacement la zone tumorale. L’intérét du Ga serait
d’avoir un bon suivi par imagerie de 1’évolution de la tumeur.

Bien que les EMFs présentent de réelles applications, leur utilisation reste actuellement
tres limitée a cause de la difficulté d’obtenir des quantités conséquentes de produits purs. De
nouveaux procédés de fabrication et de purification pourraient faire sortir les EMFs du

domaine purement académique.
IV. Objectifs de these

La breve présentation des applications biologiques des fullerenes et principalement du
C4, montre que I’emploi du Cg, et de ses dérivés dans le domaine de la biologie n’en est qu’a
ses balbutiements. En effet, depuis la découverte du fullerene, les premieres expériences
menées pour entrevoir des applications biologiques datent du milieu des années 90 soit moins
de 15 années. La premiere limite provenait de la production en masse. Cette limite est
maintenant dépassée. La seconde provenait du développement de la chimie autour de cette
molécule. Des méthodes efficaces permettent maintenant de fonctionnaliser le Cg,. Cependant
les principales réactions employées (réaction de Bingel, cycloaddition 1,3-dipolaire,

polyhydroxylation) ne donnent que des dérivés simples et peu fonctionnalisés qui ne
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permettent pas d’exploiter tout le potentiel du C,,. De plus, ces réactions sont utilisées pour
créer des dérivés multi-adduits, souvent de maniere statistique. Les produits obtenus sont
alors des mélanges d’isomeres, ce qui n’est pas favorable a une utilisation médicinale ou
I’idéal voudrait qu’un effet correspond a un produit pur et non a un mélange d’isomeres.

Notre équipe a récemment développé une méthode polyvalente permettant de préparer
des dérivés de C,, hexa-adduits fonctionnalisés. Cette méthodologie permet d’obtenir des
produits aux caractéristiques originales. Le Cg, central agit comme un support central peu
réactif, autour duquel des fonctionnalités sont réparties dans un espace octaédrique
parfaitement défini.

Le chapitre 2 de ce manuscrit présentera 1’exploitation de cette méthodologie pour créer
des Cq, hexa-adduits polycationiques aux propriétés de transfection remarquables. Dans un
second temps, les dendrons polyamines synthétisés seront mis a profit pour créer des
structures supramoléculaires de Cy, hexa-adduits, sous forme micellaire (chapitre 3).

Dans le chapitre 4, I’étude de ces assemblages a orienté nos investigations vers
I’élaboration de dérivés de C,, hexa-adduits mannosylés multivalents, par un assemblage
supramoléculaire, dont leurs possibles applications biologiques sont actuellement a 1’étude.
En parallele une synthése covalente permettra d’obtenir un «équivalent dendritique» de Cg,
hexa-adduit multimannosylé.

Partant du constat que notre méthodologie est efficace principalement pour des dérivés
de C,, hexa-adduits qui ont une régio-sélectivité particuliere, le chapitre 5 a été consacré au
développement de nouvelles voies de synthéses qui pourront permettre de créer des dérivés de

C, avec un contrdle régio-sélectif original.
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

I. Transfection par des vecteurs synthétiques: principes généraux

La transfection consiste, au sens large, en la délivrance d’oligonucléotides (ARN ou
ADN) a l’intérieur de la cellule par un vecteur. En effet, les oligonucléotides ne peuvent pas
passer seuls la membrane cellulaire, du fait de leur taille et de leur charge globale négative a
pH neutre (répulsion électrostatique avec la membrane cellulaire, globalement chargée
négativement).

Les vecteurs synthétiques classiques sont constitués de deux grands groupes: les lipides
cationiques' et les polymeres’/dendrimeres’ cationiques. La plupart des vecteurs dérivent de
ces deux groupes. Grace a des fonctions protonables, généralement des amines, ces composés
forment des complexes stables avec les oligonucléotides, par interaction électrostatique avec
le squelette phosphate. Ces complexes, appelés polyplexes (interaction oligonucleotide-
polymere/dendrimere) ou lipoplexes (interaction oligonucléotide-lipide cationique) ont un

mécanisme d’action proche (Figure 2.1%).
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Figure 2.1*: Représentation schématique du mécanisme de transfection.

Dans un premier temps, les complexes oligonucléotides-molécules cationiques sont
formés. Puis les particules sont ajoutées dans le milieu cellulaire (in vitro) ou injectées (in
vivo). Ces particules sont chargées positivement et entrent en interaction électrostatique avec
la membrane cellulaire pour finalement étre internalisées dans des vésicules appelées

endosomes. Ces endosomes sont adressés au lysosome, un compartiment cellulaire qui
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dégrade les composants du cytoplasme par une action enzymatique a pH acide. A ce niveau,
les fonctions amines qui ne sont pas toutes protonées a pH physiologique, agissent comme
«une éponge 2 protons»’ et provoquent un choc osmotique, induisant le relargage des
complexes dans le cytoplasme. A ce stade, les complexes se séparent et les oligonucléotides
sont alors aptes a agir dans le cytoplasme (silencing) ou sont incorporés dans le noyau pour
exprimer I’ARN messager qui fournira la protéine d’intérét.

L’intérét d’un vecteur est donc de permettre a 1’oligonucléotide de franchir toutes les
barrieres biologiques: -formation de complexes assez stables pour ne pas étre dégradés dans le
milieu de culture ou dans I’organisme.

- complexes aptes a franchir la membrane cellulaire.
- relargage efficace des oligonucléotides dans le cytoplasme.

A ce jour, en terme de vecteur composé de Cg,, un seul dérivé semble avoir une réelle
efficacité en transfection (Figure 2.2, B).® Ce composé est issu d’un travail de longue haleine
du groupe de Nakamura ot une étude systématique’ de structure-activité de 22 dérivés de Cy,
cationiques a fourni le composé représenté en Figure 2.2 B. Cette équipe met notamment en
avant le ratio hydrophile-hydrophobe a respecter pour obtenir des nanostructures stables de
fullerene-ADN. De plus, cette étude ne révele aucun effet phototoxique du Cy,, connu pour

produire de I’oxygene singulet ou des radicaux libres, apres photo-excitation.

4CF,CO;

(CF3CO2 )12
A B

Figure 2.2: Dérivés de Cg, étudiés en transfection.

Dans cette méme étude, les auteurs indiquent que le dérivé de C,, hexa-adduit
polycationique® représenté en Figure 2.2 A n’a aucune activité en terme de délivrance d’ADN.
Cette conclusion a conduit a admettre qu’une distribution isotropique des charges positives en
périphérie de la sphere de carbone ne permet pas de développer de composés capables de

transfecter.’
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

En fait, notre équipe a constaté que ce n’était pas le cas.'” Car comme les dendrimeres®,
en augmentant le nombre de générations, 1’efficacité de transfection augmente. C’est dans ce
contexte que notre laboratoire a congu une série de dérivés de C, hexa-adduits

polycationiques ayant un pouvoir de transfection remarquable.
I1. Synthese de C, polycationiques.

A partir de ces travaux, notre groupe a décidé de développer trois générations de
dendrimeres avec le C,, comme support tridimensionnel (Figure 2.3). Ainsi, le nombre de
fonctions amines périphériques est doublé a chaque génération. GINH;" contient 24 amines,
G2NH;" contient 48 amines et G3NH,;", 96 amines. Contrairement aux dendrimeéres
classiques, le cceur compact C, mene a des systemes globulaires des les premieres
générations.'"'” Le choix d’utiliser notre méthodologie de post-fonctionnalisation permet
d’obtenir des composés (notamment G2NH;" et G3NH,") pratiquement inaccessibles par une
autre voie de syntheése. La synthése des molécules consiste a lier deux fragments: un dérivé de
fulleréne (Figure 2.7, composé 6), commun aux trois produits finaux et une partie azoture
comprenant les dendrons aromatiques avec les amines.

Pour obtenir les dendrons GrNj, la voie développée par Hawker et Fréchet pour la

conception de dendrons polybenzylether'>'*

a été empruntée. La synthese de G1N; (Figure
2.4) démarre avec le composé 1" qui est réduit par LAH pour obtenir 1’alcool benzylique 2.
Cet alcool est bromé par PPh,/NBS pour donner le composé G1Br. Puis le brome est
substitué par une fonction azoture dans les conditions traditionnelles NaN;, DMF pour donner
GIN;.

La méme itération est répétée pour obtenir G2N; (Figure 2.5) et G3N; (Figure 2.6).
L’alcool 3, 5-dihydroxybenzylique est transformé par une réaction de Williamson avec G1Br
pour fournir avec un bon rendement (97%) le dendron 3. Une nouvelle bromation donne
G2Br, suivie d’une SN, avec NaN, pour donner G2N;. Une derniere itération avec I’alcool 3,
5-dihydroxybenzylique en présence de G2Br fournit I’alcool benzylique correspondant 4. La
séquence bromation/SN, donne G3N;.

La simplicité des réactions mises en ceuvre a permis d’obtenir les dendrons avec des
rendements relativement bons. Ainsi ces composés ont servi de précurseurs pour I’élaboration

de plusieurs molécules complexes présentées dans ce chapitre et sont communément utilisés

comme building block dans notre groupe.
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Figure 2.3: Présentation des molécules cibles.
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

BocHN—\_o BocH N—\_O

LAH / THF NBS / PPh; / THF
coOMe — > _—
(99%) J OH (80%)

O
BocHN—/_ BocH N—/—

Q
O NaN; / DMF
B E—
Br (80%) OC Ny

Figure 2.4: Schéma de synthese de GIN;.

BocHN
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HQ BocHN—"0O Q
: G4Br/ KoCO;4
_— >
OH Acetone OH
HO (97%) BocHN™q P NBS / PPhy / THF
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BocH NI 3 NHBoc
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Q
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O O
\—NHBoc NaN, / DM
-
N3 Br
o) 0/ "NHBoc (90%) 0] 0 "NHBoc
G2N; \\Q \\Q

O O
\\\NHBoc G2Br \\\NHBoc

Figure 2.5: Schéma de synthese de G2N;.
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Figure 2.6: Schéma de synthese de G3N;.

La partie C4, a été obtenu en 2 étapes a partir de produits commerciaux'® (Figure 2.7).
Dans un premier temps, une réaction d’estérification entre le 5-(triméthylsilyl)pent-4-yn-1-ol
et du chlorure de malonyle est effectuée pour donner le malonate S. Puis une réaction de
Bingel avec un large exces (100 équivalents) de CBr, donne le dérivé 6 avec un rendement de
49 %. Par sa haute symétrie caractéristique, ce composé est facilement identifiable par RMN
C. Les pics correspondant aux carbones sp” du fulleréne sont observés a 140,9 et 145,7 ppm.
Tous les carbones sp’ de la sphére de carbone, magnétiquement équivalents, sont observés en
un seul pic a 69,0 ppm.

Ensuite, les précurseurs GnN; ont été greffés autour du Cg, par une réaction de
17,18

cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre

du TBAF des fonctions alcynes. Les composés GINHBoc, G2ZNHBoc et G3INHBoc ont été

, apres déprotection in situ par

isolés avec de tres bons rendements (68-89%) (en one pot 12 déprotections, suivies de 12
cycloadditions), mettant en avant I’efficacité de notre méthodologie. La spectroscopie RMN
carbone n’a pas montré de défauts de nos produits (conversation du motif octaédrique),

indiquant bien que toutes les fonctions alcynes ont réagi. Finalement les fonctions amines ont
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

été déprotégées en dissolvant GeNHBoc dans du TFA pour donner GrNH;", sous forme de

sels TFA".
o o o o
oMo CIMCI
. SiMes
/ \ Pyridine HO\/\/
=z A CH,Cl,

SiMes (86%)

. Oy O -N
SiMe3 Ney 2 N=N
2 R~N N-R
0\// \?K/\,O V OM
GnN3 / TBAF q
CuS04.5H,0
o) S as. sodium ~ o o _
3
/\/\SiMe3CHZCI2/H20 R/N;,\‘j/\/\ o o mN\R

/
R /N NN R
N-N N-N
[ \
R R

GINHBoc R =G1(85%)  or oo
G2NHBoc R = G2 (68%)
G3NHBoc R = G3 (89%)

Figure 2.7: Schéma de synthese des composés cibles.

GnNH;* (quant.)
(n=1,20u3)

Les composés finaux ont été caractérisés tant bien par RMN 'H et °C (D,0) que par IR

et UV/Visible. Un haut niveau de fragmentation est observé au niveau des spectres de

spectrométrie de masse (MALDI-TOF, FAB) n’a pas permis d’identifier nos composés par

cette technique.

Les spectres UV/Visible correspondent a la signature de dérivés hexa-adduits, I’analyse

par RMN du carbone confirme sans ambiguité la structure chimique de GnNH;" (Figure 2.8).

Les trois signaux du fulleréne (carbone sp® vers 141 et 145 ppm, carbone sp’ vers 69 ppm)

sont présents. Encore une fois le haut niveau de symétrie de la molécule est confirmé: les 6

malonates sont magnétiquement équivalents.
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Figure 2.8: Spectres RMN (100 MHz, D,0) des composés finaux. Remarque: le losange correspond a du méthanol résiduel.

II1. Etudes physico-chimiques et transfection sur des cellules

HeLa de C,, polycationiques.

L’interaction électrostatique entre de I’ ADN plasmidique (pCMV-Luc, plasmide porteur

du gene codant pour la protéine luciférase) et nos différentes molécules a été quantifiée par
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

électrophorese sur gel d’agarose, en présence de bromure d’éthidium (un agent intercalant de
I’ADN, révélant aux UV). Les composés ont été mélangés au plasmide a des concentrations
croissantes, en fonction du ratio N/P (nombre d’amines N apportées par les vecteurs sur le
nombre P de phosphate apporté par I’ADN) (Figure 2.9), en condition isotonique (NaCl 150
mM) et iso-osmotique (5 % de Glucose). Des que le ratio N/P atteint une valeur de 2, dans les
deux conditions et pour les trois composés, une disparition de la fluorescence du bromure

d’éthidium indique une condensation totale de I’ADN.

G1NH, GZNH, G3NH,

Figure 2.9: Gels d’électrophorese (agarose) des complexes GrRNH,;*-pCMVLuc a différentes concentrations N/P.

Les polyplexes ont ensuite été caractéris€és par Microscopie Electronique a
Transmission (MET) (Figure 2.10). Chaque image présente les polyplexes formés dans les
conditions optimales de transfection. Ainsi les polyplexes préparés en milieu aqueux a 5% de
glucose présentent un aspect sphérique, de type «donut» pour G2NH;" et G3NH,". Ces
particules sont plus petites que 100 nm. Ces observations ont été confirmées par Diffusion
Dynamique de la Lumiere (DDL) (Figure 2.11) ou la taille des complexes observés est aussi
inférieure a 100 nm. De plus, les potentiels z€ta mesurés montrent un potentiel de surface tres
fortement chargé positivement (Figure 2.11).

Quand les polyplexes sont préparés en milieu NaCl, les clichés de microscopie révelent
la formation de spheres agrégées micrométriques ressemblant aux agrégats observés avec de

la polyethyléneimine'" (PEI, vecteur standard souvent employé en transfection).
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Figure 2.10: Images de MET des polyplexes préparés dans les conditions optimales de transfection. Barres d’échelle: 100 nm,
sauf pour GINH;* dans NaCl 150 mM: 0,5 pum.

Au vu de ces résultats, des essais de transfection du plasmide pCMVLuc ont été
effectués en culture cellulaire sur des cellules HeLa (Figure 2.12 et Figure 2.13). Les
polyplexes ont été testés dans deux conditions: préparés dans un milieu iso-osmotique (5% de
glucose) ou préparés dans un milieu isotonique (150 mM de NaCl), avant dépot dans les puits
de cultures de cellulaires. L’efficacité de transfection a été déterminée par I’expression de la
luciférase en luminométrie. La toxicicité apparente a été quantifiée par un dosage des
protéines cellulaires. Un vecteur commercial (JetSI-Endo™, Polyplus-Transfection) a été
utilis€é comme témoin positif.

Quand les complexes sont élaborés avec 5% de glucose (Figure 2.12), GINH;" présente
une efficacité de délivrance modeste. G2NH;" et G3NH," montrent un potentiel de
transfection dans le méme ordre de grandeur que le vecteur commercial. De plus a la
concentration optimale de N/P 2, ces deux composés ne montrent pas de toxicité apparente

(pourcentage de protéines cellulaires mesuré élevé).
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Figure 2.11: DDL des polyplexes formés dans un milieu aqueux a 5% de glucose, avec leur potentiel zéta (C) respectif dans
ces conditions.
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Figure 2.12: Délivrance de pCMVLuc a différent ratio N/P, pour des polyplexes préparés dans 5% de glucose. L’expression
de la luciférase (histogramme) et le pourcentage de protéines cellulaires (losanges) sont donnés pour GrNH;", Jetsi Endo
(contrdle positif) et les cellules non traitées (témoin négatif).
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Figure 2.13: Délivrance de pCMVLuc a différent ratio N/P, pour des polyplexes préparés dans 150mM de NaCl.
L’expression de la luciférase (histogramme) et le pourcentage de protéines cellulaires (losanges) sont donnés pour GeNH;",
Jetsi Endo (contrdle positif) et les cellules non traitées (témoin négatif).
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

La méme tendance est constatée quand les complexes sont préparés avec 150 mM de
NaCl (Figure 2.13). GINH;" ne montre pas d’efficacité de transfection alors que G2NH;" et
G3NH;" présentent un pouvoir de transfection au méme niveau que le témoin positif. Le
niveau de toxicité quant a lui reste relativement bas aux concentrations optimales de
transfection.

Les forces électrostatiques formant les complexes sont plus faibles en milieu salin, il est
alors logique de constater que GINH;" n’a pas ou peu d’efficacité en transfection,
probablement a cause du nombre limité de fonctions protonables. En comparaison, G2ZNH;" et
G3NH;" compactent efficacement I’ADN plasmidique, forment des polyplexes stables
chargés positivement avec celui-ci, dans le milieu de culture cellulaire, et permettent une

délivrance de I’ADN dans les cellules.
IV. Conclusion

Des dérivés de Cg, hexa-adduit polycationiques sont capables d’étre des vecteurs
d’ADN efficaces avec une toxicité apparente relativement faible. En comparaison aux
vecteurs dendritiques couramment développés qui présentent une efficacité de transfection a
un nombre élevé de génération’, ces dérivés présentent une efficacité de transfection
remarquable des la seconde génération.

A Taide de la méthodologie développée au laboratoire, la possibilit¢ de di-
fonctionnaliser les C, hexa-adduits'® permet d’envisager la synthése de systémes pouvant, par
exemple, cibler sélectivement des types cellulaires, favorisant ainsi la délivrance sélective

d’oligonucléotides (Figure 2.14).

Figure 2.14: Dérivé di-fonctionnalisable permettant une sélectivité de transfection.
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Aussi ce précurseur hexa-adduit di-fonctionnalisable, avec les synthons GnN;
disponibles au laboratoire, pourrait permettre de créer des compos€s amphiphiles qui

pourraient s’auto-assembler. Ceci sera présenté dans le chapitre suivant.
V. Partie expérimentale

Synthesis.

General: Reagents and solvents were purchased as reagent grade and used without
further purification. Compounds 1, 5', 6'°, 7'° were prepared according to previously
reported procedure. All reactions were performed in standard glassware under an inert Ar or
N2 atmosphere. Evaporation and concentration were done at water aspirator pressure and
drying in vacuo at 102 Torr. Column chromatography: silica gel 60 (230-400 mesh, 0.040-
0.063 mm) was purchased from E. Merck. Thin Layer Chromatography (TLC) was performed
on glass sheets coated with silica gel 60 F2s4 purchased from E. Merck, visualization by UV
light. IR spectra (cm-1) were measured on an ATI Mattson Genesis Series FTIR instrument.
NMR spectra were recorded on a Bruker AC 300 or AC 400 with solvent peaks as reference.
Elemental analysis were performed by the analytical service at the Laboratoire de Chimie de

Coordination (Toulouse, France).

Preparation of compound 2

BocHN BocHN
9 S PN
LAH / THF
CO,Me -
d (99%) g OH
BocHN—/_ BocHN—/—
1 2

A 1 M LAH solution in THF (8.2 mL, 8.23 mmol) was added dropwise to a solution of
1(3.74 g, 8.23 mmol) in dry THF (100 mL) at 0°C under argon. After 3 h, MeOH (1 mL) was
slowly added then H,O (several drops). The resulting mixture was filtered on Celite and
evaporated. Column chromatography (Si0,, CH,Cl,/AcOEt 1:1) gave 2 (3.52 g, 99%) as a
white solid. IR (neat): 3347 (O-H), 3360 (N-H), 1689 (C=0) cm". 'H NMR (300 MHz,
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CDCl,): 6.53 (d,J =2 Hz, 2H), 6.37 (t,J =2 Hz, 1H), 4.95 (broad s, 2H), 4.63 (s, 2H), 401 (t,
J =5 Hz, 4H), 3.52 (m, 4H), 1.45 (s, 18H). °C NMR (75 MHz, CDCL,): 160.0, 156.0, 143.9,
105.5, 100.6, 79.7, 67.3, 65.0, 40.1, 28.5. Elemental analysis (%) calcd for C,;H;,N,O,: C
59.14,H 8.03, N 6.57; found: C 58.56, H 8.04, N 6.31.

Preparation of compound G1Br

BocHN BocHN
9 g
NBS / PPh; / THF
-
g OH (80%) g Br
BocHN—/_ BocHN—/_
2 G1Br

A solution of 2 (3.52 g, 826 mmol), PPh; (2.82 g, 10.08 mmol) and N-
bromosuccinimide (1.91 g, 10.07 mmol) in THF (50 mL) was stirred at room temperature.
After 15 minutes, H,O was added to the mixture. The resulting aqueous layer was extracted
with AcOEt (3 X). The combined organic layers were dried (MgSO,), filtered and evaporated.
Column chromatography (SiO,, cyclohexane/AcOEt 7:3) gave G1Br (3.24 g, 80%) as a white
solid. IR (neat): 3366 (N-H), 1677 (C=0). '"H NMR (300 MHz, CDCl,): 6.54 (d, J = 2 Hz,
2H), 6.38 (t, J =2 Hz, 1H), 4.94 (broad s, 2H), 4.39 (s, 2H), 4.00 (t, /=5 Hz, 4H), 3.52 (m,
4H), 1.45 (s, 18H). "C NMR (75 MHz, CDCl,): 159.8, 155.5,139.9, 107.8, 101 .4, 79.8, 67.3,
40.0, 33.3, 28.4. Elemental analysis (%) calcd for C,;H;;BrN,O.: C 51.54, H 6.80, N 5.72;
found: C 51.27,H6.59,N 5.57.

Preparation of compound G1N;,

BocHN BocHN
o g
NaN; / DMF
-
g Br (80%) g N3
BocHN—/_ BocHN—/_
G1Br G1N,

A solution of G1Br (0.92 g, 1.89 mmol) and NaN; (0.247 g, 3.8 mmol) in DMF (20

mL) was stirred at room temperature. After 12 h, H,O was added to the mixture. The resulting
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aqueous layer was extracted with Et,0 (3 X). The combined organic layers were dried
(MgSO0,), filtered and evaporated. Column chromatography (SiO,, cyclohexane/AcOEt 7:3)
gave GIN,(0.69 g, 81%) as a white solid. IR (neat): 3345 (N-H), 2098 (N,), 1680 (C=0). 'H
NMR (300 MHz, CDCl,): 6.46 (d, J = 2 Hz, 2H), 641 (t, J = 2 Hz, 1H), 4.96 (broad s, 2H),
4.26 (s, 2H), 4.01 (t,J = 5 Hz, 4H), 3.52 (m, 4H), 1.45 (s, 18H). "C NMR (75 MHz, CDCl,):
160.2, 156.0, 138.0, 107.0, 101.3, 79.7, 67.5, 54.9, 40.2, 28.5. Elemental analysis (%) calcd
for C,;H;;N;O,: C 55.86,H 7.37,N 15.51; found: C 55.50,H 7.09, N 15.11.

Preparation of compound 3

BocHN\\\
O
HQ BocHN—/O Q
G1B|'/ K2003
>
OH Acetone OH
HO (97%) BocHN™\_ 0o o]
3
s
BocHN

A mixture of G1Br (3.24 g, 6.63 mmol), 3,5-dihydroxybenzyl alcohol (0.40 g, 3.87
mmol) and K,CO,(1.59 g, 11.54 mmol) in acetone (55 mL) was heated under reflux. After 2
days, the mixture was filtered and evaporated. Column chromatography (SiO,, CH,Cl,/AcOEt
8:2) gave 3 (2.67 g, 97%) as a white product. IR (neat): 3346 (O-H/N-H), 1686 (C=0). 'H
NMR (300 MHz, CDCl,): 6.61 (d, J =2 Hz, 2H), 6.56 (d, J = 2 Hz, 4H), 6.50 (t, J = 2 Hz,
1H), 6.39 (t, J =2 Hz, 2H), 5.00 (broad s, 4H), 4.97 (s, 4H), 4.64 (d, 2H), 4.00 (t,J =5 Hz,
8H), 3.51 (m, 8H), 1.45 (s, 36H). Elemental analysis (%) calcd for C,,H,,N,O,5: C 61.49, H
7.58, N 5.85; found: C 61.60,H 7.66, N 5.70.
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Preparation of compound G2Br

BocHN\\\
0
BocHN—/O o) 4
NBS / PPh / THF
BocHN\_ d o - Br
s
BocHN 3 G,Br

NHBoc
v

O™\_-NHBoc

0 "NHBoc

(0]
\\\NHBoc

As described for G1Br from 3 (2.68 g, 2.80 mmol), PPh,(0.95 g, 3.63 mmol) and N-

Preparation of compound G2N,

NHBoc
v

o] O™\_-NHBoc
NaN5 / DMF /_Q
>
Br N3

o) 0 "NHBoc (90%)

O

0]

G2N,

o
G,B
25¢ \\\NHBoc

bromosuccinimide (0.65 g, 3.63 mmol) in THF (25 mL). Column chromatography (SiO,,
cyclohexane/AcOEt 7:3) gave G2Br (2.08 g, 73%) as a white solid. IR (neat): 3347 (N-H),
1691 (C=0). '"H NMR (300 MHz, CDCl,): 6.63 (d, J = 2 Hz, 2H), 6.56 (d, J = 2 Hz, 4H), 6.52
(t,J=2Hz, 1H), 6.40 (t,J =2 Hz, 2H), 4.98 (broad s, 4H), 4.96 (s, 4H), 4 .41 (s, 2H), 4 01 (t,
J = 5 Hz, 8H), 352 (m, 8H), 145 (s, 36H). Elemental analysis (%) calcd for
C,H;,BrN,0,,.0.6 CH,Cl,: C 55.69,H 6.81,N 5.24 ; found: C 55.76, H 6.86, N 5.25.

NHBoc
v

O™\_-NHBoc

0 "NHBoc

o
\\\NHBoc

As described for GIN, from G2Br (600 mg, 0.59 mmol) and NaNj, (76 mg, 1.17 mmol)
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in DMF (10 mL). Column chromatography (SiO,, cyclohexane/AcOEt 7:3) gave G2N; (521
mg, 90%) as a white solid. IR (neat): 3347 (N-H), 2100 (N,), 1694 (C=0). '"H NMR (300
MHz, CDCl,): 6.55-6.57 (m,7H), 6.40 (t,J = 2 Hz, 2H), 4.99 (broad s, 4H), 4.97 (s, 4H), 4.27
(s,2H),4.01 (t,J = 5 Hz, 8H), 3.52 (m, 8H), 1.45 (s, 36H). "C NMR (75 MHz, CDCl,): 160.2,



160.1, 156.0, 139.3, 137.8, 1074, 106.1, 101.9, 101.0, 79.6, 70.0, 67.4, 54.9, 40.2, 28.5.
Elemental analysis (%) calcd for C,,H;N;O,,: C 59.92, H 7.29, N 9.98; found: C 59.93, H
7.34,N 9.68.

Preparation of compound 4

BocH N\/\
O
BocH N\\\ d

O

3o
HQ Q

G,Br / K,CO5 BocHN/~0
>
OH Acetone OH

HO (quant.) BocHN™-Q )

. (;ﬁ

e 4
BocHN Q
/\/O
BocHN
go

BocHN

As described for 3 from G2Br (1.47 g, 1.44 mmol), 3,5-dihydroxybenzyl alcohol (88
mg, 0.63 mmol) and K,CO; (0.346 g, 2.51 mmol) in acetone (25 mL). Column
chromatography (SiO,, CH,Cl,/AcOEt 8:2) gave 4 (1.33 g, quantitative) as a white solid. IR
(neat): 3341 (O-H/N-H), 1694 (C=0). 'H NMR (300 MHz, CDCl,): 6.64 (d, J = 2 Hz, 4H),
6.59 (d,J=2 Hz, 2H), 6.55 (d, J= 2 Hz, 8H), 6.52 (t, / = 2 Hz, 2H), 6.49 (t, J = 2 Hz, 1H),
6.38 (t,J =2 Hz, 4H), 5.04 (broad s, 8H), 4.98 (s, 4H), 4.95 (s, 8H), 4.61 (d, 2H), 3.98 (t, J =
5 Hz, 16H), 3.50 (m, 16H), 1.44 (s, 72H). "C NMR (75 MHz, CDCL,): 160.1, 156.0, 143.9,
139.6,139.5, 106.5, 106.2, 105.9, 101.7, 101.3, 101.0, 79.7, 70.1, 70.0, 67 .4, 65.1, 40 .2, 28 5.
Elemental analysis (%) calcd for C,,sH,,4N;O;,. 0.5 CH,Cl,: C 61.49, H 7.29, N 5.44; found:
C6147,H748,N5.57.
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

Preparation of compound G3Br

BocHN

0]
BocHN NHBoc
\/\OQ p\o/\/
BocHN
\\\ fe} o INHBOC
Q 0
Q\’ OD\ /©\ O\/Q

BocHN—/~0O Q NBS / PPh; / THF O O~\_NHBoc

@_\ (65%)
BocHN—\_ OH —_——— Br
oc o) o o O—"NHBoc
2;:7/\0 O/\(:;Y
e ° o 4 G3B c)‘\\
r
NHBoc

As described for G1Br from 4 (2.68 g, 2.80 mmol), PPh,(0.95 g, 3.63 mmol) and N-
bromosuccinimide (0.65 g, 3.63 mmol) in THF (25 mL). Column chromatography (SiO,,
cyclohexane/AcOEt 7:3) gave G3Br (2.08 g, 73%) as a white solid. IR (neat): 3347 (N-H),
1691 (C=0). '"H NMR (300 MHz, CDCl,): 6.63 (d, J = 2 Hz, 2H), 6.56 (d, J = 2 Hz, 4H), 6.52
(t,J =2 Hz, 1H), 6.40 (t,J =2 Hz, 2H), 4.98 (broad s, 4H), 4.96 (s, 4H), 4 .41 (s, 2H), 401 (t,
J = 5 Hz, 8H), 352 (m, 8H), 145 (s, 36H). Elemental analysis (%) calcd for
C,H;,BrN,0,,.0.6 CH,Cl,: C 55.69,H 6.81,N 5.24 ; found: C 55.76,H 6.86, N 5.25.

-67-



Preparation of compound G3N;,

NHBoc
QONNHBOC p\o/\/
NHBoc NHBoc
0] (0]
o o
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O O\ ~-NHBoc NaNs / DMF O O™\_-NHBoc
Br é O-"NHBoc > Na é 0O—"NHBoc
o) (87%) 0]
0] 0]
U /:( GaN, U Q

o o)
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0 \\\NHBoc P \\\NHBoc
o 0
b ~NHBoc b/ NHBoc
B ?
NHBoc NHBoc

As described for GIN, from G2Br (871 mg, 0.42 mmol) and NaNj; (54 mg, 0.84 mmol)
in DMF (10 mL). Column chromatography (SiO,, cyclohexane/AcOEt; 1:1) gave G3N; (750
mg, 87%) as a white solid. IR (neat): 3352 (N-H), 2100 (N,), 1694 (C=0). '"H NMR (300
MHz, CDCl,): 6.66 (d, J =2 Hz, 4H), 6.56-6.53 (m, 13H), 6.39 (t, J = 2 Hz, 4H), 5.02 (broad
s, 8H),4.98 (s,4H),4.95 (s, 8H), 4.26 (s, 2H), 3.99 (t,J = 5 Hz, 16H), 3.51 (m, 16H), 1.45 (s,
72H). "C NMR (75 MHz, CDCL,): 160.3, 160.2, 160.1, 156.0, 139.5, 139.3, 137.8, 107 4,
106.5,106.2, 102.1, 101.7, 101 .0, 79.7, 70.2, 70.0, 67.4, 54.9, 40.2, 28.5. Elemental analysis
(%) calcd for C,sH,,;N,,0;,: C61.72,H 7.25,N 7.54; found: C 61.42,H 7.43,N 7.31.
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Preparation of compound G1NHBoc, G2NHBoc and G3NHBoc

R R
\ /
N-N N-N
R NN N/ f
SiMe3 N 7 N
Ny 3 N
N o o N
o
SiMes Ny OO O5© NN R
o~A RN o oSN
GnN, / TBAF
CuSO0,.5H,0
o S as. sodium - o o _
/\/\Sime3 S R’N(Nt,\\l/\/\ g g MEN\R
o O
SiMe3 /N N\
R AN NA R
N-N N-N
[
R R

G1NHBoc R = G1 (85%)
G2NHBoc R = G2 (68%)
G3NHBoc R = G3 (89%)

GINHBoc. A 1 M TBAF solution in THF (0.7 mL, 0.7 mmol) was added to a mixture
of 6 (51 mg, 0.02 mmol), GIN; (294 mg, 0.65 mmol), CuSO,.5H,0 (0.8 mg, 0.005 mmol)
and sodium ascorbate (2.3 mg, 0.015 mmol) in CH,Cl,/H,0O (1:1, 2.5 mL). Column
chromatography (SiO,, CH,Cl, containing 5% methanol) followed by gel permeation
chromatography (Biobeads SX-1, CH,Cl,) gave G1INHBoc (109 mg, 85%) as an orange
glassy product. IR (neat): 3348 (N-H), 1743 (C=0 ester), 1695 (C=0 Boc). UV/Vis (CH,CL,):
229 (253200), 278 (121100), 318 (sh, 53600), 334 (sh, 41700). 'H NMR (300 MHz, CDCl,):
7.52 (s, 12H), 6.37 (m, 36H), 5.38 (broad s, 24H), 5.20 (broad s, 24H), 4.30 (m, 24H), 3.92
(m, 48H), 3.46 (m, 48H), 2.74 (m, 24H), 2.07 (m, 24H), 1.43 (s, 216H). °C NMR (75 MHz,
CDCl,): 163.7,160.2, 1559, 146.7, 145.7, 141.2, 1374, 121.6, 107.0, 101.0,79.5, 69.2, 67.3,
664, 539, 45.6, 40.0, 28.5, 28.0, 22.1. Elemental analysis (%) calcd for C;e)H,50NgOos.6
CH,Cl,: C59.06,H 6.16,N 10.43; found: C 58.90, H 6.08, N 9.35.

Preparation of compound G2NHBoc

As described for GINHBoc from 6 (85 mg, 0.03 mmol), G2N; (550 mg, 0.04 mmol),
CuS0O,.5H,0 (0.5 mg, 0.0028 mmol), sodium ascorbate (2.3 mg, 0.008 mmol) and TBAF (0.4
mL, 04 mmol) in CH,CI/H,0O (1:1, 3 mL). Column chromatography (SiO,, CH,Cl,
containing 3% methanol) followed by gel permeation chromatography (Biobeads SX-1,
CH,Cl,) gave G2NHBoc (270 mg, 68%) as an orange glassy product. IR (neat): 3350 (N-H),
1740 (C=0 ester), 1694 (C=0 Boc). UV/Vis (CH,Cl,): 230 (405500), 281 (147600), 318 (sh,
44700), 334 (sh, 35000). 'H NMR (300 MHz, CDCl,): 7.44 (broad s, 12H), 6.44 (m, 84H),
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6.32 (m, 24H), 5.27-5.32 (m, 72H), 4.78 (s, 48H), 4.28 (m, 24H), 391 (m, 48H), 3.45 (m,
48H), 2.70 (m, 24H), 2.04 (m, 24H), 1.41 (s, 432H). "C NMR (100 MHz, CDCL,): 163.6,
160.2, 1599, 1560, 147.1, 1458, 141.2, 1390, 137.3, 121.6, 107.2, 106.1, 101.9, 100.7, 79 4,
699, 69.2, 67.2, 664, 53.8, 45.5, 40.0, 28.4, 28.1, 22.0. Elemental analysis (%) calcd for
C6Ho36N3,0,9,.2 CHCL;: C 61.79,H 6.68, N 8.31; found: C 61.40, H 6.80, N 8.13.

Preparation of compound G3NHBoc

As described for GINHBoc from 6 (57 mg, 0.02 mmol), G3N; (550 mg, 0.27 mmol),
CuS0O,.5H,0 (0.4 mg, 0.0028 mmol), sodium ascorbate (1.1 mg, 0.006 mmol) and TBAF (0.3
mL, 0.3 mmol) in CH,CI,/H,O (1:1, 1 mL). Column chromatography (SiO,, CH,Cl,) followed
by gel permeation chromatography (Biobeads SX-1, CH,Cl,) gave G3NHBoc (451 mg, 89%)
as an orange glassy product. IR (neat) 3363 (N-H), 1745 (C=0 ester), 1695 (C=0 Boc).
UV/Vis (CH,CL): 231 (706500), 280 (228600), 318 (sh, 43100), 334 (sh, 33100). '"H NMR
(300 MHz, CDCl,): 7.59 (broad s, 12H), 6.51 (m, 48H), 6.44 (m, 156H), 6.30 (m, 48H), 5.30
(s, 96H), 5.28 (s, broad, 96H), 4.76 (m, 48H), 4.70 (m, 24H), 4.33 (m, 24H), 3.88 (m, 192H),
3.42 (m, 192H), 2.74 (m, 24H), 2.11 (m, 24H), 1.40 (broad s, 864H). *C NMR (75 MHz,
CDCl,): 163.7, 160.3, 160.1, 159.9, 1560, 146.9, 1459, 141.1, 139.3, 1390, 137.6, 121.8,
107.1, 106 4, 106.1, 101.7, 101.5, 100.6, 79.4, 69.7, 69.2, 67.2, 66.4, 53.8, 45.3, 43.5, 40.1,
28.5,28.1, 22.2. Elemental analysis (%) calcd for C ;0sH,544N3,0554: C 63.01, H 6.99, N 6.94;
found: C 62.81,H 6.96, N 6.48.

Preparation of compound GINH,", G2NH;" and G3NH,"*

GINHBocR=G1(85%)  cr o
G2NHBoc R = G2 (68%) — > GnNH;* (quant.)
G3NHBoc R = G3 (89%) (n=1,20u3)
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

GINH;". GINHBoc (93 mg, 0.012 mmol) was dissolved in TFA (2 mL). After 4 h, the
mixture was evaporated and dried under vacuum to afford GINH," as its trifluoroacetate salt
(98 mg, quantitative). Orange glassy product. IR (neat): 1742 (C=0 ester), 1671 (C=0 TFA).
UV/Vis (H,0): 201 (576000), 275 (91500), 314 (sh, 45300), 332 (sh, 36200). '"H NMR (300
MHz, D,0): 7.67 (m, 12H), 6.52 (m, 12H), 6.46 (m, 24H), 5.35 (m, 24H), 4.12 (m, 72H), 3.33
(m, 48H), 2.57 (m, 24H), 1.84 (m, 24H). "C NMR (100 MHz, D,0): 164.1, 162.4 (q, J = 36
Hz), 1592, 146.1, 1454, 141.3, 136 .9, 123.7, 116 4 (q, J = 290 Hz), 107.6, 101.7, 69.2, 66 .8,
64.1,54.0,46.3,38.8,27.0,21.0.

G2NH;". G2NHBoc (190 mg, 0.014 mmol) was dissolved in TFA (2 mL). After 4 h,
the mixture was evaporated and dried under vacuum to afford as G2NH;" its trifluoroacetate
salt (224 mg, quantitative). Orange glassy product. IR (neat): 1736 (C=0 ester), 1671 (C=0
TFA). UV/Vis (H,0): 203 (1238300), 280 (136600), 318 (sh, 40100), 334 (sh, 31900). 'H
NMR (300 MHz, D,0): 7.36 (m, 12H), 6.48-6.45 (m, 84H), 6.36 (m, 24H), 5.22 (m, 24H),
4.64 (m, 72H), 4.03 (m, 96H), 3.28 (m, 96H), 2.39 (m, 24H), 1.65 (m, 24H). °C NMR (100
MHz, D,0) 6 163.7, 1624 (q, J = 34 Hz), 160.2, 159.7, 1590, 146.5, 1454, 141.4, 139.1,
1374, 122.8,116.5 (q, J = 290 Hz), 107.1, 106.6, 101.7, 101.2, 66.6, 63.9, 53.6, 48.9, 46 4,
38.8,27.1,21.1.

G3NH;". G3ANHBoc (251 mg, 0.009 mmol) was dissolved in TFA (2 mL). After 4 h,
the mixture was evaporated and dried under vacuum to afford as G3NHj;" its trifluoroacetate
salt (264 mg, quantitative). Orange glassy product. IR (neat) 1738 (C=0 ester), 1671 (C=0
TFA). UV/Vis (H,0): 203 (2779600), 280 (247200), 318 (sh, 41400), 334 (sh, 29100). 'H
NMR (300 MHz, D,0): 7.59 (broad s, 12H), 6.50-6.10 (m, 252H), 4.80 (broad s, 24H), 4.70
(broad s, 144H), 3.85 (m, 216H), 3.2 (m, 192H), 2.30 (m, 24H), 1.65 (m, 24H). "C NMR
(100 MHz, D,0): 163.6, 162.4 (q,J =35 Hz), 159.8, 1594, 158.9, 146 4, 145.2, 141.5, 1399,
138.9, 1374, 1225, 116.5 (q, J = 292 Hz), 106.1, 106.1, 106.1, 101.1, 101.1, 101.1, 694,
69.0,66.7,65.5,63.8,53.4,48.9,38.8,27.4,21.0.
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Agarose gel electrophoresis analysis.

Twenty microliters of water containing 5% glucose or 150 mM NaCl, 0.4 ng pPCMVLuc
and increasing amounts of cationic vectors GnNH;" were subjected (30 min of complexation
time) to electrophoresis in a 1% agarose gel containing 1 mM EDTA and 40 mM Tris acetate
buffer and 0.5 pg/mL ethidium bromide, for 90 min at 100 V. DNA was visualized with an

UV transilluminator at 254 nm.

Size of particles, ¢ potential.

The hydrodynamic radii were determined via dynamic light scattering measurements
using a Malvern nanoZS apparatus with the following specifications: sampling time = 90 s;
refractive index of medium (water with 5% glucose) = 1.340; refractive index of particles =
1.43; medium viscosity = 1.0140 cP temperature = 25°C. Data were analyzed using the
multimodal number distribution software included with the instrument. ¢ potentials were
measured with the same apparatus and with the following specifications: 20 measurements
per sample; dielectric constant = 80; temperature = 25°C; beam mode F(Ka) = 1.5
(Smoluchowski model). Polyplexes (1 mL volume) were prepared as described for delivery

experiment.

Electron microscopy analysis.

Images were taken with a TEM Philips CM 12 apparatus. Compounds were transferred
onto ultrathin carbon film grids (Ted Pella, 1822-F, formvar removed) by placing the grid on
top of 10 pL drop for 1 min. Grid with adherent particles was wicked from one side, placed
on 100 pL water drop for 30 s for washing, wicked, placed for 1 min on 60 pL drop of freshly

filtered 1.33% uranyle acetate, wicked again and air dried before imaging.

Cell culture.

HelLa cells were grown in Eagle’s MEM supplemented with 10% FBS, L-glutamine (2
mM), penicillin (100 units/mL) and streptomycin (100 pg/mL). Cells were maintained at
37°C in a 5% CO, humidified atmosphere and all experiments were done in triplicates. The
day before experiment, cells were seeded in 24-multiwell plates at 50.10° cells/well in fresh

complete medium (1 mL).
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Chapitre 2 : Délivrance d’ADN plasmidique par des Cg, hexa-adduits polycationiques

Polyplexes formation for pCMYVLuc delivery.

The procedure is for a 24-multiwell plates experiment. Typically, an aqueous solution
of the GnNH;" (volume depending on the desired N/P ratio) is diluted up to 50 pL in water
containing 5% glucose or 150 mM NaCl. The solution is vortexed and left for 10 min.
Separatly, an aqueous solution of pCMVLuc (corresponding to 2 pug of pCMVLuc) is diluted
up to 50 puL in water containing 5% glucose or 150 mM NaCl. Then, the solution is vortexed
and left for 10 min, after which the G1, G2 or G3 solution is added to the pCMVLuc solution,
and vigorously mixed (15 s). Finally, the polyplexes are incubated for 30 min at room
temperature and added in each well by dilution with the cell medium without serum (1 mL).
Four hours later, each well is completed with serum (0.1 mL). The gene expression profiles

are analyzed 24 h after addition of polyplexes.

Quantification of the luciferase gene expression.

Luciferase gene expression was determined 24 h after delivery with a commercial kit,
using manufacturer’s protocol (Luciferase Assay System, Promega, Charbonnieres, France).
The luminescence was measured from 2 pL of lysate during 1 s with a luminometer (Centro
LB960 XS; Berthold, Thoiry, France). Luciferase activity is expressed as the mean of light
units integrated over 10 s (RLU) and normalized per mg of cell protein by using the BCA
assay (Pierce, Brebieres, France). The errors bars represent standard deviation derived from
triplicate experiments.

JetSI™ -ENDO is a transfection reagent (Polyplus transfection), which is used according

to manufacturer's instructions.
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Chapitre 3 : Auto-assemblages de

dérivés de Cs, hexa-adduits
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