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Summary — Hoechst 33258, a specific DNA minor groove binder. Following the presentation of the DNA minor groove
binder Hoechst 33258, this review focuses on the recent advances in the understanding of its mode of interaction with DNA.
On the basis of a large variety of techniques, it is shown that this chromosomic dye specifically binds to designated DNA
sequences with a high affinity. Syntheses of analogs and hybrid molecules designed by coupling Hoechst 33258 with chemical
nucleases allow the extension of the applications of these compounds as useful tools in molecular biology and as potential

pharmaceuticals.
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Résumé — Apres une présentation du colorant chromosomique Hoechst 33258, les données récentes de la littérature sur la
nature, la force et la spécificité de son interaction avec ’ADN sont analysées au travers des apports de différentes techniques.
La synthese d’analogues et de molécules hybrides par couplage avec des nucléases chimiques permet d’étendre le champ des
applications de ces composés comme outil de la biologie moléculaire ou comme agent thérapeutique potentiel.

Hoechst 33258 / petit sillon / ADN / reconnaissance

Introduction

La reconnaissance spécifique de séquences d’ADN est
un point clé dans la conception de nouvelles molécules
de syntheése a propriétés antivirales, antitumorales ou
antibiotiques. L’étude de la liaison non covalente de
petites molécules organiques avec une forme double
brin de ’ADN contribue & une meilleure compréhension
de ces phénomenes et permet une approche au niveau
moléculaire de la relation structure-propriété de "ADN.

Parmi ces petites molécules, le composé Hoechst
33258 (2'-(4-hydroxyphényl)-5-(4-méthylpipérazin-1-yl)-
2,5'-bi-1 H-benzimidazolyle; le sigle abrégé H258 sera
utilisé pour la suite de I'article) a été largement étudié.
Il n’existe pas de revue générale récente sur ce composé
qui constitue un excellent exemple du large éventail de
méthodes chimiques et physicochimiques dont dispose
le chimiste ou le biologiste pour étudier 'interaction de
telles molécules avec ’ADN.

Plusieurs molécules possédant un groupement
pipérazine (fig 1) ont été utilisées dans les années 1930
en chimiothérapie antiparasitaire {1].
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Fig 1. Molécules & groupement pipérazine possédant des
propriétés anthelminthiques.

Coupler lentité pipérazine a un seul groupement
benzimidazole entraine une perte de l'activité biologi-
que. En revanche, si ce couplage se fait avec un groupe-
ment bisbenzimidazole, les propriétés chimiothérapeu-
tiques sont retrouvées. On arrive ainsi a la structure du
H258.

En 1968, Herzog et Schiitze mentionnaient la
premiere utilisation du H258 comme colorant des chro-
mosomes [2] et dés 1970 cette propriété fut attribuée &



1054

I'interaction de H258 avec I'’ADN [3]. H258 représente
un assemblage de cycles aromatiques plans connectés
par des liens flexibles et porteurs de charges positives
et de groupements donneurs ou accepteurs de liaisons
hydrogene. Il constitue ainsi un partenaire idéal pour
I'interaction avec I’ADN. Aussi un large champ d’in-
vestigation s’est ouvert sur la nature de l'interaction
H258-ADN qui a alors été étudiée par tous les moyens
d’analyse dont disposaient chimistes et biologistes.

Synthése du motif bisbenzimidazole et de quel-
ques analogues

En général, les 2,5'-bi-1 H-benzimidazolyles sont obte-
nus par couplage d’une diamine aromatique avec un
iminoéther (fig 2) [1]. Cette méthodologie présente
lavantage de conduire & des composés portant & leurs
extrémités une grande variété de substituants. Ainsi,
Kelly et al [4] ont obtenu des analogues de H258 por-
tant des groupements NO2, NMes ou encore NHy, Br
et I sur 'une des positions du cycle phényle. La pipéra-
zine a également pu étre remplacée par un groupement
pyridinyle.

Bathini et al [5] et Singh et al [6] ont rapporté la
synthese d’analogues de H258 modifiés sur les grou-
pements benzimidazoles suivant les schémas présentés
dans les figures 3 et 4. On peut ainsi accéder & une
grande variété de motifs bi-1 H-benzimidazolyles et ana-
logues. Chacun de ces composés pourra interagir avec
PADN double brin (fig 5) avec des caractéristiques pro-
pres.
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Fig 2. Schéma général de la synthese de H258.
Interaction de H258 avec PADN
Généralités

Des études biologiques ayant démontré les propriétés
de fluorescence du colorant H258 en présence d’ADN
chromosomique, les physicochimistes ont essayé de défi-
nir les paramétres de l'interaction avec des polynucléo-
tides. Il apparait que la fluorescence est dépendante de
la composition en bases au sein du double brin : le fluo-
rochrome préfere les bases A et T aux bases G et C
(A = adénine, T = thymine, G = guanine, C = cyto-
sine) [7].

Mais il faut attendre le début des années 80 pour voir
apparaitre des données plus détaillées sur l'interaction
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Fig 3. Schéma de synthése d’un analogue benzoxazole du H258.
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Fig 4. Schéma de synthése d’un analogue N-alkylé du H258. La structure bi-benzimidazolyle est obtenue en faisant réagir

ensemble les synthons B et C.
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Tableau I. Intensité relative de la protection vis-a-vis d’une nucléase radiochimique, pour plusieurs

arrangements des bases A et T [10].

Séquence de nucléotides protégée par H258 (intensité relative de la protection)

aaTATTat  (+++++) aaAAATaa (++++) gtTATTgt  (+++) acATTAac  (4)
caTATTtg  (++++) acAAATag (++++) caTTATta  (+++) tcTCATga  (+)
tgTATTta  (++-++) caTTTAte  (+4+++) acATTTce  (+++) taAGAAac (+)
caATTTaa  (++++) ccTTTTte  (++++) cgAAAAgt  (++) ggGGTTee  (+)
agATTTca  (++++) tgAATAct  (+++) gaTAAAct (+)
ggAAATgt  (++++) taAAAAta  (+++) gcATTAaa  (4)
Grand sillon une localisation dans le petit sillon. D’autre part,
on retrouve les mémes propriétés pour le complexe
o H258-poly(dA.dT)-poly(dA-dT) et H258-poly(dI-dC).
2?_( /WW poly(dI-dC) ol le petit sillon est accessible, alors
ANl e m > que des changements importants sont observés avec
/Nl 2\ \l—.‘v le poly(dG-dC)-poly(dG-dC) ou le petit sillon est en-
@ combré par les groupements NH, de la guanine (I = in-
O ~__~ osine). '
Petit sillon Ce premier modele, globalement correct, a été établi
R représente le désoxyribose en considérant H258 comme une molécule tricationique,
Grand sillon ce qui n’est pas le cas & pH physiologique. L’apport de
TN techniques d’analyses physicochimiques variées a permis
" par la suite d’approfondir I’étude du complexe H258-
N— === 4 N r;:\ ADN
e ) ,
/Nl‘z\< =3 * Ftude de Uinteraction H258-ADN par expériences d’em-
K s n—w preinte (« footprinting» )
© O
e Cette technique permet de mettre en évidence la zone

R représente le désoxyribose

Fig 5. Quelques caractéristiques de I’ADN double brin. La
structure de I'hélice d’ADN est non symétrique. Elle com-
porte un grand et un petit sillon de largeur et de profondeur
différentes. Chaque brin est une suite de déoxyriboses por-
teurs d’une base purique (A et G) ou d’une base pyrimidi-
que (C et T), et reliés entre eux par un lien phosphodiester.
Les deux brins sont appariés de maniére complémentaire
par des liaisons hydrogeéne de type Watson—Crick. Certains
atomes des bases pointent dans le petit sillon (O* des T,
N® des A, par exemple) et représentent des sites donneurs
d’électrons qui peuvent étre impliqués dans la formation de
liaisons hydrogene. Certains atomes d’hydrogene du déoxy-
ribose se trouvent également orientés vers le petit sitlon [9].

H258-ADN (8]. Par combinaison des informations four-
nies par le dichroisme circulaire et les spectroscopies
d’absorption et de fluorescence, Mikhailov et al ont pu
décrire les principales caractéristiques de l'interaction
colorant—ADN :

(i) Au sein du complexe, PADN est sous la forme B.
H258 ne se complexe pas sur un ADN-B converti en
ADN-A dans une solution contenant 80 % d’éthanol.
Le spectre de dichroisme circulaire de PADN B ne
change pas lors de 'interaction avec H258. La viscosité
de PADN complexé n’augmente pas, ce qui permet
d’écarter une interaction par intercalation du colorant.
(ii) H258 interagit dans le petit sillon sur une longueur
d’environ 20 A, mais ne couvre vraiment qu’environ
quatre paires de bases.

(i) L’angle « entre 'axe de I'hélice et celui du co-
lorant est de 45° environ, ce qui est cohérent avec

d’interaction d’un ligand sur ’ADN. En effet, une fois
le complexe ADN-ligand formé, si 'on dégrade ’ADN
a l'aide d’une nucléase chimique ou par digestion en-
zymatique, on va laisser intacte la partie du duplex
« protégée » par le ligand. L’ADN est dégradé de part et
d’autre du ligand, mais pas dans la zone de I'interaction.
L’analyse des sites de coupure par gel d’électrophorese
permet de visualiser 'empreinte de la molécule.

Alors qu’aucune structure cristalline n’était encore
réalisée, les résultats de Mikhailov et al [8] ont été
confirmés par une expérience d’empreinte en électro-
phorése [10] : un dérivé de H258 marqué a 'iode 12°T a
permis par radiolyse de générer des dommages irréver-
sibles sur ’ADN & l'extrémité du site d’interaction
ligand—ADN et ainsi, de visualiser pour la premiere fois
le site de reconnaissance de H258 sur des fragments de
restriction du plasmide pBR322 d’une longueur de 176
4 346 paires de bases (tableau I).

Comme I'indique le tableau I, ce site doit inclure un
quadruplet A-T. De plus, arrangement des bases dans
le site ainsi que la nature des bases adjacentes en 3’ ou
en 5 ne sont pas innocents dans l'interaction. Des ob-
servations similaires sont faites & partir d’un gel d’em-
preinte utilisant le complexe Fe(II)-EDTA-propylméthi-
dium comme nucléase chimique. La taille du site est
ainsi estimée & 5 + 1 paires de bases [11]. En accord avec
Mikhailov et al, et Martin et Holmes, les auteurs expli-
quent 'interaction dans le petit sillon de PADN double
brin par la formation de deux liaisons hydrogeéne, d’une
part entre 'atome N3 d’une adénine sur un brin et un
NH de benzimidazole, et d’autre part entre ’O? d’une
thymine du brin opposé et le groupement NH de l'autre
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Tableau II. Concentration de H258 nécessaire pour réduire de 50 % l’activité de la DNase I

(Clso) sur différents oligonucléotides [13].

Quadruplet (A/T)4
Clso (uM)

gAATTc
0.04 £ 0.01

gTAATc
2008

gATATc
4.5+ 3.0

gTATAc
13+£7

gTTAAC
15 £ 12

benzimidazole. Mais si ce phénomeéne est le seul mis en
jeu dans la reconnaissance, on pourrait s’attendre & un
site comptant trois paires de bases. Or, il semble que
deux paires de bases supplémentaires soient impliquées.
Deux explications sont possibles (et seront vérifiées par
la suite) : (i) il existe plus d’un mode d’interaction
(deux orientations différentes sont possibles pour H258
dans son site) et (ii) l’encombrement stérique di &
la pipérazine et au phénol permet la protection de
deux paires de bases non directement impliquées dans
Pinteraction.

Par ailleurs, sur un duplex protégé par H258,
les coupures générées par la DNase I sur un brin
sont retrouvées décalées de trois paires de bases vers
Vextrémité 3’ sur l'autre brin, ce qui confirme linter-
action de H258 dans le petit sillon de la double hélice
[12]. Il ressort également de cette étude sur un fragment
du plasmide pBR322, que plusieurs paires de bases G-C
peuvent étre protégées de la digestion enzymatique par
H258.

Une étude récente confirme que 'arrangement des
bases A et T au sein du quadruplet (A/T)4 peut en-
trainer une variation de la protection par H258 dans
une gamme de 1 & 100 (tableau IT) [13].

Cristallographie

Plusieurs structures cristallographiques du complexe
ADN-H258 ont été décrites dans la littérature. Trois
oligonucléotides autocomplémentaires comptant chacun
12 paires de bases ont été étudiés :

(A) : d(CGCGAATTCGCG); (ref [14-16))
(B) : d(CGCGATATCGCG); (ref [17])
(C) : d(CGCAAATTTGCG), (ref [18))

Dans tous les cas, les auteurs observent des modifi-
cations mineures de la géométrie de I’hélice d’ADN, les
caractéristiques locales du duplex n’étant pas altérées
de facon significative.

Dans le cas de l'oligonucléotide (A), le premier site
d'interaction observé est dissymétrique (...ATTC...),
alors que les études menées en solution tendaient a
proposer un site symétrique (...AATT...), comme dans
le cas de la nétropsine, un autre agent de reconnaissance
du petit sillon. Le cycle pipérazine, trop encombrant,
est déplacé vers une partie de ’ADN ou le petit sillon
est plus large, ie, vers une paire de bases G-C. Le
cycle phénolique recouvre alors un plateau de bases
A-T sans pour autant créer une liaison hydrogene.
La stabilisation du complexe peut étre attribuée a la
formation de liaisons hydrogene entre les atomes d’azote
des groupements benzimidazole et les bases T19, T7,
A18 et T8, mais aussi entre I'azote de la pipérazine
et la base G16 [14] (Pjura et al, fig 6). Sur ce méme
oligonucléotide, Teng et al [15] ont mis en évidence le
site d’interaction ...AATT... (fig 6).

Fig 6. Comparaison des sites d’interaction de H258 observés
par Teng [15] (en haut) et Pjura [14] (en bas).

On peut noter que les cristaux sont obtenus & partir
d’une solution de pH 6,5-7,5, proche du pH physiolo-
gique ol les atomes d’azote des benzimidazoles ne sont
pas protonés (pK, = 5,5) alors que celui de la pipe-
razine l'est (pK, = 8,5). Teng et al [15] ont considéré
H258 dans sa forme monocationique alors que Pjura et
al [14] le considérent comme étant tricationique.

Au travers des travaux de Teng et al, il apparait
que l'isogéométrie de H258 avec le petit sillon est a
moduler. Une torsion non négligeable intervient pour
permettre & la molécule de suivre parfaitement Pallure
courbe du petit sillon : alors que les cycles phénolique
et pipérazinique sont quasiment coplanaires avec le
benzimidazole adjacent (on observe des angles diedres
respectivement de 8° et 14°), la torsion entre les deux
benzimidazoles est de 32°.

Par ailleurs, outre la formation de liaisons hydrogene,
ces données cristallographiques montrent 'existence de
trés nombreuses interactions de type Van der Waals
(il existe 39 distances intermoléculaires inférieures &
3,5 A). Ces valeurs font apparaitre des contacts rap-
prochés entre les atomes du colorant et les carbones
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Tableau III. Variation des angles diédres observés dans H258 en fonction de la température.

Température phe-bz1 3 (°) bz1-bz2 a (°) bz2-pip v (°) Référence
Température ambiante 0 37 60 [14]
15 °C 8 32 14 15]
0 °C (pip-up)” 8 20 9 [16]
0°C (pip-down)* 8 15 3 16]
~25°C 10 12 8 [16]
—100 °C 30 2 6 [16]

o, B,y : voir définition dans la figure 7; * voir définition ci-dessous [16].

C? des bases A (remarquons que sur la position équi-
valente d’une guanine il existe un groupement amine
probablement responsable en partie du manque d’affi-
nité pour les séquences G-C). De la méme fagon, si on

mesure la largeur du petit sillon entre les atomes O4
des désoxyriboses de chacun des brins, il devient évi-
dent que H258 a trés peu d’espace pour se déplacer. De
nouveaux contacts de Van der Waals sont alors créés
entre 'ADN et le colorant. Ce dernier est, en quelque
sorte, piégé par le double brin. De plus, n’oublions pas
qu’un facteur important dans la stabilisation du com-
plexe est représenté par Pinteraction purement électro-
statique entre la charge positive portée par H258 et la
chaine négative des phosphates de ’ADN.

Une étude de Dickerson et al sur des monocristaux
obtenus avec le duplex (A), confirme le site ...AATT...
comme site d’interaction [16] et permet de préciser la
valeur des angles diedres entre les benzimidazoles en
fonction de la température (tableau III) : ces deux
cycles sont de plus en plus coplanaires & mesure que
la température diminue, en accord avec la stabilisation
due a D’énergie de résonance délocalisée sur ces cycles
aromatiques conjugués. A —100 °C, la molécule de
colorant n’a plus assez d’énergie pour permettre les
torsions conduisant a la formation de liaisons hydrogéne
avec PADN.

La seconde séquence étudiée (B), possede un site
de reconnaissance alterné ...ATAT... [17]. On retrouve
le méme type de résultats que précédemment. Quelle
que soit la séquence et les variations d’analyses, deux
orientations semblent possibles pour H258 dans son
site (de plus, dans chaque orientation les cycles termi-
naux phénolique et pipérazinique possédent un degré
de liberté particulier). On parlera d’une orientation
pipérazine-5’ pour laquelle ce cycle est du coté de
l'extrémité 5’ du duplex (« pip-up » dans le tableau III),
et d’une orientation pipérazine-3’ (« pip-down » pour la-
quelle il pointe vers l'extrémité 3’. Si lon s’intéresse
alors au troisieme oligonucléotide (C), un élément nou-
veau apparait, non pas dans le mode de liaison de H258
ou dans son manque de mobilité au sein du duplex, mais
dans la composition en bases du site. Le colorant se lie
sur la séquence ... ATTTG... avec une orientation unique
« pipérazine-3’ » [18].

Modélisation moléculaire

L’énergie d’interaction du complexe avec ’ADN est
calculée a I'aide de I’équation suivante [19] :

E= EADN—colorant + ALZ‘ADN + AEdrogue

(EADN-colorant €st I’énergie d’interaction entre le colo-
rant, et PADN et AEApN et AFcglorant SOt Tespective-
ment les variations d’énergies du duplex et du colorant
dues a la formation du complexe).

Cette approche permet de vérifier que arrivée de
H258 ne perturbe pas la géométrie et la stabilité de
I'hélice I’ADN car le terme AEapn ne représente que
0,2 % de P'énergie totale. D’autre part, si I'on compare
les valeurs des énergies EADN-colorant 10T8 de la forma-
tion des complexes avec des séquences G-C et A-T, on

retrouve une plus grande affinité de H258 pour les bases
A-T.

EADN-colorant (A-T) = —127,7 kcal/mol
EADN»colorant (G-C) = —115,0 keal/mol
A FEADN-colorant (A-T)-ADN-colorant (G-C) = —12,7 keal/mol

AFEApnN (A-T) = 16,5 kecal/mol
AE(Irogue (A-T) = 1,4 kcal/mol
AFApN (c-¢) = 12,2 keal/mol
AEdrogue (G-C) = 1,7 kcal/mol

Plusieurs facteurs interviennent dans la valeur de
cette énergie [20] : (i) les changements de perméabilité
et de distribution des contre-ions induits par la présence
du colorant sur 'ADN, (ii) le potentiel électrostatique
qui représente l'interaction entre le champ électrostati-
que du petit sillon et le champ électrostatique du colo-
rant, (iii) la polarisation, (iv) la formation de liaisons
hydrogene et (v) les termes de torsion.

On peut s’interroger sur les contributions respectives
de tous ces parametres dans Paffinité et la spécificité de
I'interaction pour le petit sillon de ’ADN. Le potentiel
électrostatique est tres négatif dans les régions riches en
paires de bases A-T par comparaison avec les zones G-C,
ce qui favorisera 'approche d’une molécule cationique
21].

Si a est langle de torsion entre les deux benz-
imidazoles, # langle de torsion phénol/benzimidazole
et v l'angle de torsion pipérazine/benzimidazole, la
géométrie optimale pour H258 libre en solution est
obtenue pour a = 180°, § = 0°, v = 8° (fig 7). Le colit
énergétique pour que le colorant adopte la meilleure
conformation pour se lier & 'ADN (o = 3 = v = 0°)
est inférieur & 2 kcal/mol [22]. De méme, si les atomes

N
K\ N ;1
¢ ”"‘/N\) 1
®
i

Fig 7. Angle diedre entre les différents cycles de H258.

ol
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d’hydrogene sont sur les azotes N! et N au lieu d’étre
sur les azotes N3 et N?', on retrouve une faible différence
d’énergie entre la molécule libre et la molécule liée. Cela
signifie que tous les cycles de H258 peuvent adopter, &
cout énergétique réduit, la meilleure conformation pour
I'interaction avec ’ADN.

Sapse et al [22], en considérant les deux orientations
possibles pipérazine-5' et pipérazine-3’ mises en évi-
dence par radiocristallographie, ont également optimisé
I’énergie d’interaction sur les oligonucléotides suivants :

(A} : d(GCGAATTCGC),
(B') : d(GCGCATATGCGC),
(C') : (GGGGGGGGGGGG),

La meilleure interaction est trouvée pour (B’) (la
succession des bases A-T étant alternée) avec le grou-
pement pipérazine dans sa position haute et o = 60°.
L’orientation dite pipérazine-3’ sur ce méme site ne di-
minue Iénergie d’interaction que de 2 %. Si I’on passe au
site non alterné (A’), on perd 4 % dans la stabilisation
du complexe. En revanche, la formation du complexe
de H258 avec (C') est défavorisée de 30 % par rapport
aux deux autres. L’énergie de liaison montre que le co-
lorant est tout de méme accepté par cette séquence, ce
qui indique que son affinité pour les bases G-C n’est pas
nulle.

Résonance magnétique nucléaire du *H

En l'absence de ligand, la symétrie Cs, de [’hélice
d’ADN rend les deux brins magnétiquement équiva-
lents. Si cette symétrie est perturbée par I'arrivée d'un
ligand, les résonances des atomes d’hydrogene de PADN
vont étre dédoublées, et dans la zone précise d’interac-
tion certains protons subiront un effet de blindage ou
de déblindage en fonction de leur position dans le site.

Les atomes d’hydrogene non labiles des résidus A
et T d’un site ...AATT... (CV-H de T, par exemple)
seront plus blindés (déplacement des signaux vers les
basses fréquences) dans la structure du complexe, car
ils se trouvent dans un plan perpendiculaire & celui
qui contient les cycles aromatiques du colorant. Dans
les mémes conditions, les protons labiles (amino, par
exemple) et les protons C2-H des adénines seront plus
déblindés car ils sont dans un plan parallele a celui
du colorant. D’autre part, on peut remarquer que les
protons de ADN situés prés du groupement phénol
subiront le méme effet d’anisotropie diamagnétique en
raison de I'aromaticité de ce cycle. Au contraire, le cycle
pipérazine ne produira pas ce genre de déplacement des
pics de résonance.

Les protons pour lesquels on observe les plus grandes
variations de déplacement chimique sont les Cy,-H qui
pointent vers l'intérieur du petit sillon. Les signaux
correspondant & ces protons sont déplacés de +1 ppm
dans la région d’interaction ... AATT... Les protons c?-
H et C2"-H voient également leur résonance se déplacer
de +0,5 ppm dans cette zone {23]. Il faut noter que les
protons CS-H (thymine) et C3-H (adénine) des bases
sont également affectés par larrivée du ligand bien
qu’ils pointent dans le grand sillon. Ce phénomene
refléte simplement des changements conformationnels

locaux qui influencent I'environnement des protons du
grand sillon [24].

Done, par comparaison des déplacements chimiques
des protons du duplex libre et ceux du complexe H258-
ADN, on retrouve une interaction dans le petit sillon au
niveau de la zone centrale ..AATT... [23]. L’intégrité
du duplex est vérifiée, d'une part, par la valeur clas-
sique des déplacements chimiques des protons imino et
amino impliqués dans les associations en paires de bases
de type Watson—Crick, et d’autre part, par Pexistence,
entre ces meémes protons, d’effets Overhauser (NOE;
fig 8). Des effets NOE intermoléculaires seront égale-
ment observés entre certains protons du colorant et des
protons du petit sillon de PADN, par exemple respecti-
vement entre N3 -H, N3-H et CH; de H258, et C2-H de
Agr, Ag et Ay (dans exemple de la séquence ci-apres)
[23, 24]. Le groupement phénol n’induit aucun NOE in-
termoléculaire [25]. D’apres cette étude, il semble que le
colorant adopte une seule orientation dans le complexe
1:1 H258-d(CGCGAATTCGCG)3, mais que le groupe-
ment phénol possede un certain degré de liberté.
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Fig 8. Relations spatiales entre les protons amino et imino
des paires de bases A-T et G-C.

)

Ce résultat est similaire & celui obtenu dans une
étude précédente [26] sur le complexe 2:1 avec l'oligo-
nucléotide d(CTTTTGCAAAAG),, pour lequel la
durée de résidence de H258 dans son site est estimée
supérieure a 100 ms. Dans ce cas, H258 couvre les deux
sites ...AAAA... avec les groupements pipérazine poin-
tant vers le centre du duplex (ie, un ligand en posi-
tion pipérazine-5' et l'autre en position pipérazine-3')
mais ne recouvre pas les paires de bases G-C centrales.
Les deux orientations du colorant sont donc observées,
mais chacune sur un site différent. Fede et al [24] ob-
servent deux sites d’interaction équivalents sur le du-
plex d(GTGGAATTCCAC),. A 298 K, la constante
de vitesse de 'échange (kex) entre les deux sites est de
2,2+ 0,251, ce qui correspond & une durée de vie du
complexe de 450 £ 50 ms. A partir de la valeur de ke,
les auteurs en déduisent que Iénergie libre d’activation
(AG*) est de Pordre de 17 kcal/mol. Notons enfin que le
degré de liberté du phénol est & nouveau observé, méme
a basse température.

Sur le décanucléotide d(GGTAATTACC), il existe,
compte tenu des données de la littérature, cing sites
potentiels pour Uinteraction avec H258 : ggt AAT Tacc,
ggTAATtacc, gGTAAttacc, ggtaATTAcc et ggtaa-
TTACc. Dans ce cas, le dosage par RMN du proton
pour des rapports colorant/ADN variant de 0:1 & 1:1
montre que la dissociation est suffisamment lente par



rapport a l*échelle de temps de la RMN, pour observer
Ientité colorant-ADN. Il apparait que H258 se lie avec
une haute affinité sur le seul site ... AATT... [27].

Tous ces travaux de RMN arrivent aux mémes
conclusions que celles que nous avons décrites dans les
paragraphes précédents, a savoir que H258 interagit
préférentiellement dans le petit sillon au niveau d’un
quadruplet de bases A-T.

Spectroscopies d’absorption et d’émission électroniques

Sous ce titre général, nous regrouperons les spectrosco-
pies d’absorption UV—vis et de fluorescence, ainsi que
les données de dichroismes circulaire et linéaire.

Le spectre d’absorption de H258 présente deux
maxima, I'un & 338 nm (¢ = 40000 M~'cm™1), et Pau-
tre & 260 nm {¢ = 7000 M~!lcm™!). Dans un milieu
tamponné & pH 7,0 et en I'absence de sels (NaCl ou
KCl), addition progressive d’ADN (contenant environ
50 % de paires de bases A-T) entraine, dans un premier
temps, une diminution d’intensité et un déplacement
vers 345 nm de la bande & 338 nm. Si le rapport entre
la concentration en phosphate de PADN et la concen-
tration de H258 (noté r) augmente encore, ie, si I'on
arrive & une situation o 'ADN est en gros excés par
rapport & H258, le maximum d’absorption est déplacé a
356 nm (fig 9), et 'intensité de la bande augmente sans
toutefois revenir au niveau initial [28].

Lorsque le rapport 7 est faible, 'addition de NaCl
ou de KCl dans la gamme de concentration 0,1-0,9 M
entraine une diminution de Peffet hypochrome a 338 nm
et un retour progressif du maximum d’absorption vers
cette longueur d’onde. Une augmentation de la force
ionique permet ainsi au colorant de se libérer de ’ADN.
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Fig 9. Spectres d’absorption du complexe H258-ADN pour

différentes valeurs du rapport r [28].
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Ces premiers travaux tendent a prouver l'existence de
deux phénomenes d’interaction qui different selon les
concentrations respectives en ADN et en colorant, et
qui dépendent de la force ionique du milieu.

On peut également utiliser la spectroscopie UV—vis
pour analyser la bande d’absorption de ’ADN située
vers 260 nm. L’absorbance d’'un ADN double brin varie
en fonction de la température : si on chauffe le duplex
jusqu’a arriver & sa température de dénaturation (ap-
pelée aussi température de fusion, T},), on observe alors
une variation brusque de I’absorbance. Si la structure
double brin de PADN est stabilisée par interaction avec
un ligand, sa température de fusion T}, augmente. C’est
effectivement ce que I'on observe avec H258 [29]. Avec
du poly(dA-dT), le gain de stabilité thermique peut at-
teindre 40 °C, alors qu’avec du poly (dG-dC) la meil-
leure stabilisation est de 12 °C.

Si un troisieme brin d’acide nucléique vient s’hybri-
der sur le duplex d’ADN, on obtient une structure en
«triple hélice » (par formation de liaisons hydrogene de
type « Hoogsteen », H258 peut aussi se lier & ce genre
de structure. Dans le cas d’une structure faisant interve-
nir des triplets T-AT, la stabilité thermique de la triple
hélice est réduite en présence de H258 comme cela est
indiqué sur la figure 10 [30].

Les résultats obtenus en remplagant PADN par du
poly(rA-rU), un ARN synthétique, sont analogues a
ceux que nous venons de voir : la présence de H258
stabilise le duplex (T}, augmente de 17 °C environ); les
variations observées sur le spectre d’absorption de H258
sont fonction du rapport r; en présence de KCl, que le
rapport r soit élevé ou non, on retrouve les caractéris-
tiques d’absorption et de fluorescence du colorant non
complexé et ainsi, ’hypotheése d’un effet dissociant di a
la force ionique peut étre évoquée. Toutefois la nature

Absorbance
.
L

¥ 1 M T T T L]
0 20 40 60 80 100
Température (°C)

Fig 10. Température de fusion de la structure en tri-
ple hélice (dA)12-X-(dT)12-X-(dT)12, en I'absence de H258
(000) et en présence de H258 (ese) [30].
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méme de l'interaction de H258 avec ARN differe de
celle avec PADN : il semblerait que le colorant s’empile
dans le grand sillon de 'ARN [31].

Les propriétés de fluorescence de H258 ont probable-
ment été les plus étudiées. Comings a montré que le
spectre de fluorescence de H258 présente des maxima
d’excitation et d’émission aux longueurs d’onde res-
pectives de 370 et 500 nm [29]. Lors de la formation
du complexe H258-poly (dA-dT) en présence d’un fort
exces A’ADN et en I'absence de sel dans le milieu, I'in-
tensité de ces bandes est multipliée par un facteur 20
et leur maximum est respectivement déplacé vers 360
et 460 nm. Ces variations sont fortement dépendantes
du taux de paires de bases A-T contenues dans ’ADN
(fig 11).

o #77nm poly(dA).poly(dT)
31 % G-C
0 40 % G-C
‘g‘ 1 50 % G-C | ADN
g %0 1% G-C
2 1 dénaturé
[=]
5 307
[ | poly(dG).poly(dC)
10% H258 seul
excitation 360 nm r=27
-10 T : e

Fig 11. Spectres d’émission de fluorescence de H258 en
présence de différents types d’ADN [29].

SiADN est en défaut par rapport & H258, ’émission
de fluorescence n’aura pas lieu. En revanche, en présence
d’un large exces d’ADN, ’exaltation de fluorescence
s'accroit et atteint un plateau, pour 50 équivalents
d’ADN par molécule de H258 (fig 12).

Ce type d’expérience mené avec de la chromatine et
des nucléosomes [32] a montré également une augmen-
tation de la fluorescence (fonction de la force ionique
du milieu), en présence d’un exceés de matériel généti-
que. Alors que dans le cas de ’ADN nu excédentaire, la
fluorescence varie peu avec la concentration saline, elle
augmente pour la chromatine et le nucléosome.

Une premiére distinction entre un mode d’interac-
tion fort et spécifique et un mode faible et non spéci-
fique, dépendant du rapport ADN/colorant et réagis-
sant différemment & la présence de sel dans le milieu,
est décrite par Stokke et Steen [33]. En effet, quand
le rapport r est grand (c’est-a-dire pour un exces
d’ADN), on obtient un haut rendement quantique
de fluorescence avec émission a 460 nm (fluores-
cence bleue). C’est le premier mode d’interaction
(mode 1 ou mode spécifique). Quand r est fai-
ble, c’est-a-dire lorsqu’on est en présence d’'un fai-
ble excés d’ADN ou d’un exces de colorant, 'inter-
action non spécifique est prédominante. Le complexe
H258-ADN présente une faible fluorescence verte avec

| H2s8 2 x 10%M)
3
|

o 50
2 Excitation a
-5}
% 1 345 nm
‘g 30 1 260 nm
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-10 ¢+

T T T
108 107 40°8  4p-5 10°% 1073
Concentration en nucléotides (M)

Fig 12. Effet de la concentration d’ADN de thymus de veau
sur ’émission de fluorescence de H258 [29)].

un maximum d’émission aux alentours de 480 nm.
D’autre part, la fluorescence bleue des molécules déja
liées par le mode 1 est éteinte. Nous avons 14 le second
mode d’interaction (mode 2 ou mode non spécifique).
Afin de mieux comprendre les parametres qui gouver-
nent ces deux comportements différents du colorant en
solution, et déterminer la constante d’affinité de H258
pour différentes séquences de nucléotides, de multiples
expériences de spectroscopie ont été menées par Jor-
genson et al [34] et Loontiens et al [35]. Il faut tout
d’abord noter la forte tendance a l'auto-aggrégation a
pH neutre de H258 libre [35] : le coefficient d’extinc-
tion molaire & 338 nm diminue pour les concentrations
supérieures & 30 puM (alors qu'une nouvelle bande ap-
parait dans la zone 370-400 nm). Ces variations d’ab-
sorption disparaissent & pH acide ou en présence de
25 % d’éthanol. D’autre part, sur la base de différences
dans les caractéristiques d’absorption et de fluores-
cence du complexe ADN-H258 en stoechiométrie varia-
ble, une nouvelle terminologie de V'interaction est pro-
posée [35] ol la classification «spécifique-non spécifi-
que » est affinée par référence au mode d’interaction. Le
tableau IV détaille les stcechiométries et ces modes d’in-
teraction; la figure 13 représente de manieére schémati-
que les différentes possibilités. On distingue ainsi les cas
suivants :
(a) Interaction spécifique de séquence. L’interaction a
lieu dans le petit sillon et nécessite un quadruplet
(A-T)4. Le complexe formé est tres fluorescent (ex pour
Xth = 0,167, ﬁg 13)
(b) Interaction de nature électrostatique (non spécifi-
que). Il y a ici intervention d’interactions électrostati-
ques primaires entre la molécule H258 (monocationique
4 pH 7,0) et la chaine des phosphates de 'ADN chargée
négativement.
(c) Interaction colorant/colorant (non spécifique). Une
molécule de H258 est capable d’interagir avec une (ou
plusieurs) molécule(s) de colorant déja installée(s) sur
son site, via le mode (a) ou le mode (b). Rappelons que
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Tableau I'V. Stcechiométries des complexes H258-poly(dA-dT) et données de spectroscopie de fluorescence
et d’absorption UV-visible : classification des différents modes d’interaction.

Colorant/paires de bases  Domaine d’absorption (nm) Mode d’interaction Fluorescence
(1/7‘) Xth Xobs
1/5 0,167 0,17 390-410 (a) Intense
2/5 0,285 0.30 350-360 (c) et (d) Extinction partielle
3/5 0,375 0,38 345-330 (c) et (d)
4/5 0,444 0,45 375-395 (c) et (d)
6/5 0,545 0,55 375-390 (c) et (d) Extinction forte
10/5 0,667 0,67 375-420 (b)
20/5 0,800 0,80 375-420 (c)

Les valeurs Xtnh et Xobs sont les fractions molaires théoriques et observées de H258 au sein des différents complexes.
Xobs provient des études de spectroscopies d’absorption UV-visible [35].

i S S NG N N N N
cn,\f\/"@n
{" LN
m § \ \ \ x,:0286
Zj BN S\
™M X, 0286
N . AN

Fig 13. Schématisation des modes d’interactions possibles entre H258 et ADN, compte tenu des informations données
dans le tableau IV (-0-0-0- représente la chaine des phosphates; H258 est représenté par un rectangle; les fleches partant des
groupements NH de H258 indiquent les liaisons hydrogéne sur I'atome O? de la thymine et I’atome N°® de 1'adénine; les fleches
qui arrivent sur les atomes d’azote de H258, indiquent la possibilité de formation de liaisons hydrogéne avec une seconde
molécule de colorant; m : petit sillon; M : grand sillon) {d’aprés référence [34]; reproduit avec permission de 1’éditeur).

lorsqu’il est en interaction avec 'ADN, H258 laisse les

deux azotes N! et N des benzimidazoles disponibles
pour donner des liaisons hydrogene avec les NH (N? et

N3} d’une autre molécule de H258 (interaction bord
bord). D’autre part, on ne peut pas négliger, comme
autre possibilité d’interaction, l'auto-aggrégation des
molécules de H258 (empilement), avec une orientation
probable téte-béche susceptible de minimiser les répul-
sions électrostatiques entre pipérazines (ex de deux ar-
rangements possibles pour xin = 0,286, au centre de la
fig 13).

(d) Interaction de spécificité incertaine. La région de
localisation de H258 est influencée par des contraintes
purement géométriques, comme la largeur du sillon. Ce
phénomene expliquerait la tolérance pour les paires de
bases G-C observée dans les structures radiocristallo-
graphiques (ex pour xin = 0,286, en bas de la fig 13 :
les dimeéres du colorant s’empilent comme des tuiles
dans le grand sillon; possible avec le poly(dA-dT), ce
type d’arrangement concernerait plus probablement le
poly(dG-dC)).

La partie droite de la figure 13 représente des ar-
rangements possibles pour expliquer, pour les rapports
élevés colorant/paire de bases, I'extinction de fluores-
cence partielle (pour x¢, = 0,375) ou quasi totale {pour
Xth = 0,545) observée dans ces conditions.

Il faut souligner linteraction non nulle de H258
avec le poly (dG-dC). Le mode (d) peut étre considéré
comme le principal responsable de cette tolérance car
la seule stoechiométrie observée est de une & deux
molécules de H258 pour cing paires de bases G-C.

Les constantes d’affinité de H258 ont été déter-
minées a 25 °C avec des concentrations en ADN ex-
primées en paires de bases et pour une concentration
en NaCl de 100 mM : Ky = 7 x 105 M~* (ADN
de thymus de veau), 3,8 x 107 M~! (poly(dA-dT)),
3 x 107 M~! (d(CGCGAATTCGCG)s), 3 x 107 M~!
(d(CCGGAATTCCGG)3).

La stabilité du complexe a été également étudiée par
fluorescence en présence de polyamines [36]. Aux faibles
concentrations de NaCl, un tres large excés de spermi-
dine ne peut déplacer que 35 % du H258 1ié sur de PADN
de thymus de veau. Ce phénomene est amplifié aux
fortes concentrations salines. D’autre part, ce déplace-
ment varie aussi avec le rapport r (phosphate/colorant).
Pour r = 200, ou linteraction H258-ADN est la plus
forte et la plus spécifique, la spermine déplace seule-
ment 3 % du colorant, alors que pour » = 20 on obtient
jusqu’a 35 % de déplacement. Il apparait donc que les
polyamines peuvent, tout comme NaCl, réduire I'inter-
action non spécifique mais n’ont que peu d’influence sur
le mode d’interaction spécifique.
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La spécificité de I'interaction a été également étudiée
a partir de travaux conduits sur des polymeres de
synthese contenant des bases modifiées comme celles
présentées dans la figure 14 [34] : (I) désigne l'inosine,
{DAP) représente une base purique modifiée avec deux
groupements amine en position 2 et 6, Br-C et I-U sont
des bases halogénées en position 5.

Fig 14. Structures de bases modifiées et de leurs précur-
seurs.

La fluorescence relative de H258 en fonction de la
concentration d’ADN pour plusieurs types de séquences
est représentée sur la figure 15. Les polymeres en
présence desquels H258 augmente peu sa fluorescence,
sont ceux qui possédent des groupements NH; dans le
petit sillon et ceux qui portent des bases halogénées. En
ce qui concerne ces derniers, pour lesquels I’halogene est
situé dans le grand sillon, on peut imaginer que c’est le
phénomene de fluorescence lui-méme qui est affecté par
la présence de ’halogéne sans que cela ne géne la liaison
de H258 dans le petit sillon [34, 37]. Ce phénomeéne est &
rapprocher de l'extinction de fluorescence observée lors
de l'interaction de H258 avec des bases halogénées libres
ol la réaction photochimique conduit & une nouvelle

espece, dont le rendement quantique de fluorescence est
environ 14 fois inférieur a celui de H258, avec des ca-
ractéristiques d’absorption UV-vis différentes {37].
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Fig 15. Fluorescence relative a 465 nm du complexe H258-
ADN pour différentes séquences de bases [34].

Dans un travail voisin, Loontiens et al [38] ont me-
suré la constante d’affinité de H258 pour le décamere
d(CTGAATTCAG); (de lordre de 10° M~1), et neuf
de ses dérivés pour lesquels les substituants exocycli-
ques des six bases centrales ont été changés. Si 'une
des adénines A4 ou A5 porte une fonction amine en
position 2 (vers l'intérieur du petit sillon) et perd la
fonction amine en position 6 (vers l'extérieur du pe-
tit sillon), la constante d’affinité est abaissée d’une a
deux unités logarithmiques. Si l’on supprime unique-
ment le NHs de la position 6, ie, si I'on ne laisse qu’une
seule possibilité de formation de liaison hydrogéne avec
la thymine du brin complémentaire, le complexe avec
H258 existe mais n'est pas fluorescent. L’introduction
d’une guanine alkylée en position 6 (O%-éthyl G ou e%G)
ne change pas le mode d’interaction de H258, qui se lie
de fagon « classique » par exemple sur le quadruplet cen-
tral de Poligonucléotide d(CGC[e®*G]JAATTCGCG),, le
groupement éthyle porté par la guanine pointant dans
le grand sillon [39].

Le dichroisme électrique linéaire (ELD) est égale-
ment utilisé pour P'étude de Pinteraction ADN-H258.
Apres quelques rappels théoriques, nous nous intéres-
serons aux informations que peut fournir cette tech-
nique. En présence d’'un champ électrique, le di-
chroisme linéaire, AA, est défini comme la différence
d’absorbance de la lumiere polarisée parallelement
au champ (A//), et celle polarisée perpendiculaire-
ment au champ (ALl). Quand une solution dI’ADN
est exposée & un champ électrique, I’absorption de la
lumiére polarisée parallelement au champ, a 260 nm,
est inférieure & celle de la lumiére polarisée per-
pendiculairement (A// < AL), ce qui induit un
signal dichroique négatif. On observera le méme
phénomene si ’ADN est en présence d’un intercalant.
Par contre, si I'on recommence l'expérience avec un
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Tableau V. Valeurs des rapports dichroiques (DR) pour des complexes H258-ADN [40].

ADN DR Polymére DR
Micrococcus lysodeikticus (72 % GC) 40,90 Poly(dA-dT)-poly(dA-dT) —0,74
Poly(dG-dC)-poly(dG-dC) +0,83
Foie de veau (42 % GC) —-0,56 Poly(dI-dC)-poly(dl-dC) —0,55
Poly(dA-dC)-poly(dG-dT) +0,45
Clostridium perfringens (26 % GC) —-0,55 Poly(dA)-poly(dT) —0,46
Coliphage T4 (50 % GC) —-0,69 Poly(dG)-poly(dC) +0,67
Poly(dl)-poly(dC) —0,80
0.19 25 23 017 H238 H258 0.3 7 360 nm
s o Ha H258 ¢ Pfv o+
Piv Py Pfv
0.0 0.0 0.2
-0.11 -0.11 0,14 H258
< :
< 021 021 0.0 ——a Lry
< 360 nm H2s8 Hi.\ﬁ
0431 0.3 0.1 Piv
460 nm 360 nm
0.4 0.4 460 nm 0,21 460 nm
poly(dG-dC).poly(dG-dC) poly(dG).poly(dC J poly(dA).poly(dT)
-0.5 05 03

Fig 16. Interaction compétitive de H258 et de la proflavine avec I’ADN suivie par dichroisme linéaire [40].

ligand lié dans le petit sillon, on aura A// > AL, c’est-
a-dire un dichroisme positif. On peut donc, grace au
signe et & 'amplitude du signal dichroique, déterminer
le mode de liaison d’un ligand sur ’ADN. Le dichroisme
réduit est le rapport de AA sur absorbance de ’échan-
tillon, en I’absence de champ électrique (A). On peut
alors raisonner sur le rapport dichroique (DR) défini
par :

DR = (AA/A)CX ADN-colorant/(AA/A)ADN

(AAJA)ex ADN-colorant ot mesuré au maximum de l'ab-
sorption du ligand, et (AA/A)APN est mesuré 4 260 nm
en I'absence de colorant.

De telles mesures ont été effectuées sur plusieurs
ADN naturels et sur différents polymeres nucléiques
de synthése [40]. Les résultats sont regroupés dans le
tableau V.

Un DR positif signifie que le complexe ADN-colorant
présente un signal ELD négatif, ie, que le colorant est
plus ou moins perpendiculaire a la direction du champ
électrique. Au contraire, un DR négatif implique un
signal ELD positif pour le complexe et une direction
parallele. De plus, la valeur numérique de DR permet
de retrouver la valeur de 'angle (3 entre le moment de
transition du colorant et 'axe de I'hélice I’ADN ([40]
et références citées). Par exemple, si DR < 0, on aura
un angle 4 < 55° et une localisation dans le petit sillon.
Ce qui correspond effectivement aux données cristal-
lographiques [15, 17]. Une autre fagon de vérifier que
P’interaction a bien lieu dans le petit sillon, consiste a
mesurer le DR de PADN de coliphage T4 dans lequel
l'acceés au grand sillon est bloqué par des résidus glyco-
sylés. Comme cela est indiqué dans le tableau V, le DR

est effectivement négatif (—0,69). Concernant les po-
lymeres riches en paires de bases G-C, si la guanine est
remplacée par une inosine, on retrouve des caractéris-
tiques identiques & celles du poly(dA-dT), ie, un DR
négatif. En revanche, on observe un signal dichroique
avec des DR positifs pour les poly(dG-dC) et pour les
ADN natifs comptant 72 % de G-C, indiquant que l'in-
teraction a bien lieu. Il faut alors envisager un mode
d’interaction par le grand sillon, par intercalation, ou
le long de la chaine négative des phosphates (mode (b)
dans la classification proposée par Loontiens et al, 1990,
tableau IV). Pour vérifier I'une ou autre de ces hy-
potheses, Bailly et al ont mis H258 en compétition avec
un agent intercalant, la proflavine. Des interférences ap-
paraissent rapidement entre H258 et la proflavine lors
de Pinteraction avec des séquences poly(dG-dC), ce qui
n’est pas le cas lors de 'interaction avec des séquences
poly(dA-dT) (fig 16).

Le signal dichroique du complexe proflavine-ADN,
détecté & 460 nm, perd 60 % de son intensité en présence
de H258. Cela peut signifier, soit que H258 déplace
la proflavine de son site (et vient donc s’intercaler),
soit que H258 détruit le parallélisme entre les paires
de bases G-C et la proflavine. Ce probléeme n’est pas
encore résolu [40]. Une autre étude [41] fait intervenir
le dichroisme linéaire pour montrer que H258 est capa-
ble de former un complexe avec une forme condensée
de PADN (PSI(+)) conduisant & relaxer 'organisation
suprahélicoidale de ’ADN jusqu’a lobtention d'une
structure de type B.

Conclusion

Les différents moyens d’analyse cités ci-dessus ont per-
mis d’établir définitivement que :
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(i) H258 se lie de fagon spécifique dans le petit sillon
de 'ADN, a laide de liaisons hydrogéne, et ceci sans
modifier notablement la structure de I’hélice d’ADN.
(ii) La plus grande constante d’affinité est observée pour
un quadruplet de paires de bases A-T (valeur moyenne
K = 108 M™1). L’ordre des bases A et T au sein du
quadruplet module 'intensité de I’affinité (SIAATT3/ >
STAAT? > 5 ATAT® > 5 TATAY > 5 TTAA?), ainsi
que la nature des bases adjacentes a ce quadruplet.
(ii1) Plusieurs orientations du colorant dans son site sont
possibles et il existe des modes d’interactions secon-
daires gouvernés par des facteurs géométriques, élec-
trostatiques ou d’aggrégation et tres dépendants de la
force ionique du milieu.

(iv) H258 admet une tolérance non négligeable pour les
paires de bases G-C, probablement & cause des modes
d’interactions secondaires.

Toute une série de modifications chimiques sur H258
ont alors été developpées afin de conférer de nouvelles
propriétés a H258. Ces analogues de H258 sont présentés
ci-apres.

Analogues de H258 et modifications de l'inter-
action avec ’ADN

Nous venons de voir que les groupements benzimida-
zoles sont tres impliqués dans le mécanisme de recon-
naissance spécifique de H258. Ce sont donc ces deux
groupes qui ont fait l'objet des principales modifica-
tions. La position de I’hydroxyle porté par le phényle
ainsi que le remplacement de la pipérazine par des
amines ont également été étudiés.

Modification de la partie pipé€razine

Quelques substituants utilisés sont regroupés dans la
figure 17.

a

N y [l
</M " </ j </ > C-NH-(CT)-N(Cl);
. N N
- 1 i

N N-diméthylaminopropylearboxamide

[42] [44]

Fig 17. Groupements de substitution de la pipérazine.

Des mesures de température de fusion de poly(dA-dT)
ou de l'oligomeére d(CGCGAATTCGCG); en présence
de ces H258 modifiés, indiquent, comme dans le cas du
composé parent, une excellente stabilisation de la forme
double brin (augmentation respective des T, de 30 et
24 °C) [42].

Une structure cristalline a été obtenue pour le pro-
duit portant un groupement imidazole a la place de la
pipérazine [43]. Ce demier, moins encombrant que la
pipérazine, se loge plus facilement dans le petit sillon.
Il cause trées peu de perturbation sur la structure de
I’ADN. D’autre part, bien qu’aucune liaison hydrogene
nouvelle ne soit créée par ce groupement, le complexe
est plus stable grace & de meilleurs contacts de Van der
Waals [42]. En revanche, aucune interaction avec PARN

n'a pu étre détectée. La présence du N-[3-(diméthyl-
amino)propyl]carboxamide sur H258 augmente la spéci-
ficité pour les bases A et T [44].

Modifications du noyau phénolique

Elles portent principalement sur la position du groupe-
ment hydroxyle. S’il est en position meta (meta-H258)
plutdt qu’en position para (para-H258), la RMN du
proton, les gels d’empreinte et les études de tempéra-
ture de fusion montrent que 'interaction est similaire
a celle du composé parent H258 [45]. Une représen-
tation graphique de cet analogue dans son site sur
d(CGCGAATTCGCG): (fig 18) laisse supposer que de
nouvelles liaisons hydrogéne peuvent étre formées en-
tre I’hydroxyle en meta d’une part et le carbonyle de la
cytosine C? et I'amine de la guanine GY dautre part.
Ceci peut expliquer le gain de 2 & 3 °C dans les T, du
poly(dA-dT) et du poly(dG-dC) mesurés en présence
de H258. Les gels d’empreinte mettent en évidence des
sites de protection identiques & ceux de H258 (ie, un
quadruplet de bases A-T). A Paide des effets NOE inter-
moléculaires impliquant les protons aromatiques du
cycle hydroxyphényle de meta-H258, Parkinson et al
[46] ont montré que le groupement phénol n’est plus
libre de tourner dans le petit sillon a P’échelle de temps
de la RMN, comme c’était le cas pour H258, et que le
groupement hydroxyle est tourné vers le fond du pe-
tit sillon créant ainsi une nouvelle possibilité de liaison

hydrogene.
~T o
Cc9 >—_:,/
H — Ny N
N
G4 H’ -(N}é H, H
. . 4
0‘. , 0
N N—H H{
” \
<N Nd\N/H ------ 0 H5
./\l\V‘ E‘l He
meta-H258

Fig 18. Interaction de I'analogue meta-H258 dans son site
[45].

Leupin et al [47] ont mené des travaux de modéli-
sation, d’empreinte et de détermination de constante
d’affinité sur meta-H258 et sur I'analogue de H258 por-
tant le groupement hydroxyle en ortho (ortho-H258)
en interaction avec un fragment du plasmide pBR322
et avec le dodécameére d(GTGGAATTCCAC),. Dans
Pétude sur le dodécamere, le dérivé meta semble pou-
voir former deux liaisons hydrogene en agissant comme
donneur avec I'atome d’oxygene 04" du déoxyribose de
C19, et comme accepteur avec le groupement NH, de la
guanine appariée. Avec I’hydroxyle en ortho, une seule
liaison hydrogéne intermoléculaire est envisagée avec
I'oxygéne O? de T8. Des constantes d’affinité ont été
déterminées par la méthode du déplacement du bromure
d’éthidium. Le rendement quantique de fluorescence du
bromure d’éthidium est diminué de 50 % (CIs0) pour
des valeurs de concentration sensiblement plus élevées



Tableau VI. Concentration de H258 et des analogues de position de ’hydroxyle nécessaires pour réduire de 50 %
(CIs0) ou de 100 % (Cligo) 'activité de la DNase I sur 'ADN de thymus de veau (CT-DNA), le poly(dA-dT) et

1065

différents sites [47].

Site CISQ (LLN[)

CIloo (MI\/I)

CT-DNA  poly(dA-dT) GAATTC GATATC TTTAAA GTCGAC

ATTAAT TCGCGA

para-H258 14 6,3 70
meta-H258 37,3 14,5 70
ortho-H258 30,2 17,1 300

700 70 300 70 300
70 7 300 30 300
700 30 700 100 700

dans les cas de ortho-H258 et meta-H258 en comparai-
son avec para-H258 (tableau VI).

Le composé parent, para-H258, garde la meilleure
affinité pour les séquences riches en A-T. Les
expériences d’empreinte sur le plasmide pBR322, en uti-
lisant différentes enzymes de restriction, révelent a nou-
veau une préférence pour les bases A et T. Les valeurs
trouvées sont regroupées dans le tableau VI et indiquent
que le comportement des trois analogues est globale-
ment le méme [47]. Il faut noter que 'ordre des bases A
et T au sein du site n’est négligeable dans aucun cas.

D’autre part, en vue d’utiliser H258 comme agent
d’alkylation de PADN, d’autres modifications du phénol
ont été décrites (fig 19) [48]. Pour cette famille, les
tests ont montré que lactivité antitumorale et l'effet
cytotoxique sont notablement améliorés par rapport au
composé parent H258.

N
N
(\N )\\
! 1 N R
< R
Cll,
~
iy,
R= ou
A
% N

X = NIit, H
N(Me)CIL,CHLC

N(CHCILCD, Cl1

Fig 19. Modification du cycle phénolique de H258.

Enfin, la synthese d’un produit comportant deux
groupements pipérazines encadrant un motif bis-
benzimidazole ol les deux benzimidazoles sont séparés
par un groupement phényle, est décrite dans la littéra-
ture [49] (fig 20). Les données obtenues gréice aux tech-
niques usuelles (absorption UV-vis, dichroisme, fluores-
cence, ...) indiquent que ce composé se comporte de
facon trés similaire & H258 mais avec une affinité moin-
dre pour les séquences de bases A-T. Son comporte-
ment vis-a-vis des séquences de bases G-C est identique
a celui de H258. Cela permet donc d’écarter ’hypothese
selon laquelle le motif pipérazine serait responsable de
la reconnaissance des bases G-C, comme cela avait été
évoqué par les cristallographes [14].

N
/T%
N

N<
CH,
Fig 20. Remplacement du cycle phénolique de H258 et
espacement des deux noyaux benzimidazoles.

o)

Modification des cycles benzimidazoles

Tous les ligands présentent les mémes caractéristiques
UV--vis que le composé parent H258 lors de Iinteraction
avec PADN. Les différentes techniques d’analyse phy-
sicochimique permettent néanmoins de distinguer plu-
sieurs modes d’interaction. Les atomes d’azote N3 et N%'
des deux benzimidazoles sont nécessaires a I'interaction.
En effet, le composé 4 (fig 21) montre une affinité quasi-
ment nulle pour du poly(dA-dT) [49]. D’autre part, lors-
qu’on remplace uniquement 'atome N par un atome
d’oxygeéne (composé 3), la tolérance pour les bases G et
C est annulée [49]. L’affinité pour du poly(dA-dT) de-
vient a nouveau négligeable lorsque I'atome N U est rem-
placé par un atome d’oxygene (composé 2). La structure
qui, tout en gardant une excellente affinité, tolére bien
les paires G-C est le produit 8 ol les atomes de carbone
Ct et CY sont remplacés par des atomes d’azote [49).

L’interaction du composé 1 avec d((CATGGCCATG),
a été étudiée par RMN du proton. La possibilité de ro-
tation autour de la liaison entre les deux benzimidazoles
est a la base de 'existence de deux formes différentes
d’association. De plus, des liaisons hydrogene permet-
tent de localiser le colorant sur le site 5'-...CCAT... [50].
Pour le produit 6 le complexe avec 'ADN se fait tou-
jours par I'intermédiaire du petit sillon, mais avec une
constante d’affinité inférieure de deux unités logarith-
miques par rapport & celle de H258. En revanche, 1affi-
nité pour les bases G-C est améliorée [51!. De méme, par
des études d’empreinte, Bathini et al [5] ont montré que
I’analogue 5 permet d’augmenter l'affinité pour des sites
tels que 5 ACCCTG, ¥ GATGC, ¥ AAATCT ou encore
5 ACAAT. Il semblerait, d’autre part, que le composé
1 ait besoin d’une paire de bases G-C dans son site
d’interaction.

Les autres nouveaux ligands offrent peu de chan-
gements dans I'interaction. L’affinité de ces analogues
pour PADN ou des polymeres de syntheése a pu étre
comparée grace a la détermination des Clgy de dépla-
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Fig 21. Analogues de H258 modifiés sur les groupements benzimidazoles.

cement du bromure d’éthidium et des valeurs de T},
(tableau VII).

Le complexe résultant de Pinteraction de 5 avec
le polymere d(GATGGCCATG), a un temps de vie
suffisamment long pour étre étudié par RMN du proton
[6]. Pour un complexe 1:1, le site d’interaction est

5 .CCAT..., cc qui traduit une reconnaissance partielle
des bases G-C.

La famille de composés alkylés 9 a été étudiée par
les techniques de déplacement du bromure d’éthidium
et de gel d’empreinte [52]. Les chaines carbonées sont
dirigées soit vers l'intérieur, soit vers 'extérieur du pe-
tit sillon. Les Clgo (pM) observés sur du poly(dA-dT),
poly(dG-dC) et CT-DNA sont indiqués dans le ta-
bleau VIII.

Ces valeurs montrent a nouveau que l'affinité de
ces analogues est globalement équivalente a celle de



Tableau VII. Valeurs des Clso de déplacement du bromure
d’éthidium sur du poly(dA-dT) et stabilisation de différents
duplex (mesure des ATy, par H258 et ses analogues [5].

Produit
H258 1 2 3 4 5 6
Clso (uM)
Poly(dA-dT) 0,75 2,00 500 1,80 890 1,20 4,00
ATm (°C)
Poly(dAdT) 34 12 5 11 3 155 10
CT-DNA 19 10 3 8 0 14 7
Poly(dG-dC) 3,5 3 2 3 0 4 2,5
T4DNA 22 8 3 6 2 7 6,5

Tableau VIIIL. Valeurs des Clsp (uM) de déplacement du
bromure d’éthidium pour la famille des composés 9 et 9bis.

Ligands Clso (uM)
poly(dA.dT) CT-DNA poly(dG.dC)

H258 0,66 4,00 3,63
9a® . . -
9b 0,62 1,93 3,37
9¢c 0,45 2,24 2,45
9d 0,86 3,73 4,74
9e 14,2 54,2 69,3
of 6,65 12,1 50,9
9bisa 1,17 2,94 3,80
9bisb 0,78 2,58 2,45
9bisc 1,03 2,18 8,30
9bisd 1,48 12,6 9,10
9bise 0,91 2,29 3,55

# Le composé 9a ne déplace pas le bromure d’éthidium [52].

H258, quelle que soit la direction de la chaine et la
séquence d’ADN utilisée. Ce résultat suggere donc des
interactions spécifiques additionnelles ou des réactions
chimiques avec le sillon qui pourraient compenser 'aug-
mentation de l'encombrement stérique. Les gels d’em-
preinte montrent tout de méme que la série 9bis (chaine
vers lextérieur du petit sillon) posséde une affinité
supérieure pour les bases G-C. Les différences de com-
portement des analogues 2—4, 8 et 10 ont été étudiées
par dichroisme électrique linéaire en fonction de la com-
position en bases du duplex [53]. Cette étude montre
que le produit 8 est celui qui accepte le mieux les bases
G-C et son mode d’interaction apparait encore comme
tres dépendant de la séquence.

Au travers de tous ces travaux, le modele de Mikhai-
lov et al [8] est donc confirmé et affiné.

Activité biologique de H258
Lésions induites sur ’ADN en présence de H258

Le caractére photosensible des cellules ayant incorporé
de la 5-bromodéoxyuridine (BudR) dans leur ADN est
accru en présence de H258 [54]. 1l est donc possible
de produire un effet léthal sur la cellule par action
combinée de H258, de BudR et d’une irradiation &
365 nm [55], cet effet paraissant résulter de l'induction
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de coupures simple brin de PADN ainsi que de «cross-
link » ADN-protéine [56].

H258, inhibiteur de topoisomérase

Les contraintes topologiques de 'ADN sont impor-
tantes pour le maintien de la fonctionnalité du matériel
génétique. Des organismes unicellulaires aux cellules
humaines, la topologie de PADN est gouvernée par
une famille d’enzymes appelées topoisomérases. Ces en-
zymes sont nécessaires a la viabilité de tous les orga-
nismes. Elles modifient les conformations de ’ADN en
induisant une étape de coupure simple brin (cas de la
topoisomérase de type I) ou double brin (type II) suivie
d’'une étape de ligation & un nouveau brin (I) ou & un
nouveau duplex (II) (fig 22).

3 5

SR 3 > ) — 3
3! o 5
3 o 5 t
- drogue
{+dmgue
1 }
5! £ ) 3
1]OH on]
3y o 5

% complexe clivable
g O gt #
3 5

Fig 22. Représentation schématique du cycle catalytique
d’une topoisomérase II.

Ce schéma illustre non seulement le cycle de la topo-
isomérase, mais permet aussi de commenter I'interven-
tion de H258 comme agent antitumoral. Le colorant
stabilise ’étape intermédiaire du cycle ou la coupure
est effective (complexe clivable), et ol la protéine est
encore liée de fagon covalente au duplex. Le colorant se
comporte comme un agent déclenchant la coupure et un
inhibiteur de 1’étape de religation. C’est probablement
cette propriété qui est a la base de 'activité antitumo-
rale de H258 [57].

Les modulations de Pactivité catalytique des topo-
isomérases I et II par H258 ont été largement étudiées
[58-62]. Il apparait que H258 provoque une inhibition
dose-dépendante de la relaxation du plasmide super-
enroulé pBR322 produite par la topoisomérase II [58].
D’autre part, une étude menée sur les cellules entieres
et sur les noyaux, a montré que le nombre de lésions
induites par des agents antitumoraux utilisant la topo-
isomérase II comme cible était diminué par H258 [59).

La topoisomérase 1 permet de passer de la forme
super-enroulée du plasmide, & une forme relaxée cir-
culaire {et non linéaire, comme c’était le cas avec la
topoisomérase II). Dans ce cas, l'intervention de H258
entraine une augmentation réversible des dommages
causés par le complexe clivable. En effet, avec une
étape supplémentaire de traitement par NaCl 0,5 M,
les lésions disparaissent par rapport au témoin [61]. Le
mécanisme mis en jeu ici n’est pas encore connu.
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H258, interaction avec les protéines

D'une facon générale, il a été montré que H258 pou-
vait interagir avec les protéines {62, 63]. H258 est cou-
ramment utilisé en biologie moléculaire pour visua-
liser 'ADN dans un mélange contenant du matériel
génétique. Les protéines et ’ARN ne sont pourtant pas
complétement inertes vis-a-vis de H258. Nous avons
déja évoqué le cas de PARN dans les paragraphes
précédents. En ce qui concerne les protéines, H258 peut
interférer & deux niveaux [63] :
(i) H258 peut se lier sur la protéine plutét que sur
PADN.
(ii) H258 peut entrer en compétition avec la protéine
dans son interaction avec ADN. Ainsi H258 possede
un pouvoir inhibiteur sur la formation du complexe
ADN/TBP (TBP, « TATA box binding protein », est
une protéine nécessaire a l'initiation de la transcription
d’un gene par la RNA polymérase II. Cette protéine
possede une affinité particuliere pour les bases A-T)
[62].

Ces phénomeénes ne sont tout de méme observés que
pour de fortes concentrations en protéines (100 pg/mL
de protéines de type BSA pour 0 4 10 pg/mL I’ADN).

H258 et dégradation chimique de PADN

Récemment, ’équipe de Sigman s’est intéressée a la
vectorisation par H258 du complexe 1,10-phénantroline-
Cu(I) connu pour ses propriétés de coupure de PTADN
(fig 23) [64]. L’activité nucléase de cc nouveau conjugué
montre qu’il interagit dans le petit sillon de I"ADN
ol les coupures peuvent étre observées a partir d'une
concentration en complexe de 10 nM [64].

Un dérivé 3,4,5-trihydroxylé de H258, capable de
complexer I'ion cuivrique, permet I'acces a une nouvelle
classe de nucléase chimique [65, 66].

Enfin, la vectorisation d’une métalloporphyrine ca-
tionique de manganese IIT par H258 [67] conduit & une
molécule (fig 24) présentant une haute affinité, voisine
de celle de H258, pour les séquences d’ADN riche en
paires de bases A-T. Ce composé hybride est capable
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Fig 23. Molécule hybride 1,10-phénantroline-Cu(I)-H258
[64].

de dégrader sélectivement sa cible de part et d’autre du
site d’interaction [68].

L’activité nucléase de cette molécule hybride est ob-
servable apres activation de I’entité porphyrinique par
un donneur d’atome d’oxygene (comme KHSOs). Elle a
été étudiée sur des oligonucléotides synthétiques conte-
nant les sites de haute affinit¢ AAATTT (H258) et TAT
(métalloporphyrine). Des gels d’empreinte a la DNase I
indiquent que la molécule hybride protege ces méme ci-
bles d’ADN & partir d’une concentration de Pordre de
100 nM. Ces expériences montrent également que, pour
une concentration élevée en molécule hybride, la pro-
tection vis-a-vis de I'enzyme de digestion devient totale
(et donc non spécifique). Par ailleurs, une étude par
spectroscopic d’absorption UV-vis sur des polymeres
modeles d’ADN [68] confirme lexistence de plusieurs
modes d’interaction (spécifique et non spécifique) de la
molécule hybride.

Conclusion générale

Nous pouvons maintenant revenir au modele de
Mikhailov et al présenté au début de cet article. Les
études ultérieures ont confirmé que H258 interagissait
bien dans le petit sillon de ADN-B, au niveau d’un
quadruplet de paires de bases adénine-thymine (A-T)y,
grace a la formation de liaisons hydrogene. Mais ces liai-
sons hydrogeéne ne font intervenir que les atomes d’azote
des groupements benzimidazole. Cette interaction peut

Fig 24. Molécule hybride « porphyrine cationique de Mn(III)-H258 » [67].



étre visualisée par Pamplification de la fluorescence de
H258, lorsque le complexe H258-ADN est formé.

1l faut également noter que la constante d’affinité de
H258 pour son site spécifique peut varier d'un facteur
100 en fonction de 'arrangement des bases A et T au
sein de la séquence et de la nature des bases adjacentes
A ce site (valeur moyenne de K,z ~ 108 M~!). Ce co-
lorant tolere des paires de bases G-C dans le site d’in-
teraction, son affinité pour ce type de séquence n’étant
pas négligeable. Nous pouvons également remarquer que
I’équilibre qui régit 'interaction est dépendant du rap-
port colorant/ADN ainsi que de la concentration en sel
du milieu.

Enfin, & c6té de ses propriétés de colorant chromoso-
mique, H258 présente un intérét en biologie moléculaire
(puisqu’il peut améliorer la sélectivité de coupures de
nucléases chimiques par vectorisation), et probablement
également dans la conception de nouvelles molécules a
activité antitumorale.
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