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« Vis comme si tu devais mourir demain, 

Apprends comme si tu devais vivre toujours » 

 

Mahatma Gandhi  
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«« Nous sommes faits d'un étrange mélange d'acides nucléiques et de souvenirs, 

de rêves et de protéines, de cellules et de mots.  » 
 

Pr. François Jacob, Discours d’entrée à l’Académie Française du 20 novembre 1997 
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mettent en avant les propriétés de reconnaissance des complexes via la luminescence de l’ion 

lanthanide.  

 

Afin de pouvoir concevoir des sondes lanthanides efficaces, il est nécessaire de s’intéresser à 

la structure de l’ADN et de connaître les différents types d’interactions potentiellement mises 

en œuvre lors de son interaction avec un composé.  
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« La vie, ce concept mystérieux, est ramenée à la présence d’ADN. Il n’y a plus de 

frontière entre matière animée et inanimée. Tout n’est qu’une question de degré de 

complexité. » 

 

Albert Jacquard, Extrait d’une Conférence du 10 Avril 2001 

 

 

http://www.evene.fr/celebre/biographie/albert-jacquard-906.php


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre I L’ADN 

29 
 

Du plus petit micro-organisme à l’homme, de la bactérie à la baleine, en passant par les 

plantes et les fruits, tous les êtres vivants sans exception, possèdent leurs informations géné-

tiques codées dans un langage universel au sein de l’Acide Désoxyribonucléique (ADN). 

 

I.1 Historique 

 

L’histoire de l’ADN commence avec Gregor Mendel en 1865. Moine botaniste tchèque 

devenu le père de la génétique actuelle, il démontra grâce à ses expériences sur les pois, que 

les traits de l’hérédité étaient fondés sur des lois spécifiques.  

En 1869, un jeune scientifique suisse du nom de Friedrich Miescher, isolait pour la première 

fois une substance inconnue riche en phosphore. Issu du noyau (anglais nucleus, pluriel 

nuclei) de globules blancs, il baptisa ce composé ‘nucléine’ – un terme toujours conservé dans 

la dénomination actuelle de l’Acide désoxyribonucléique (ADN).  

Les constituants de la nucléine sont par la suite découverts : des bases azotées au nombre de 

quatre, un sucre pentose et des substituants phosphates. 

En 1929, un biologiste anglais, Frederick Griffith, postula qu’un « facteur transformant » 

pouvait être libéré par des bactéries et intégré par d’autres, conférant alors à ces dernières de 

nouvelles propriétés héréditaires issues des bactéries donneuses. Cette découverte a donné 

lieu à une scission dans la communauté scientifique. Certains biologistes pensent en effet que 

l’hérédité induite par ce facteur transformant est supportée par du matériel protéique, alors 

que d’autres penchent eux pour un support d’origine nucléique, l’ADN.  

C’est Oswald T. Avery qui trancha et clôtura ce débat. Il démontra en 1944, que ce facteur 

transformant était également le support de l’information génétique : l’ADN. Moins de 10 ans 

plus tard, la structure spatiale de l’ADN en « double hélice » était résolue par James D. 

Watson et Francis Crick, découverte dont on fête cette année les 60 ans.1 

 

I.2 Structure et fonction de l’ADN 

 

L’ADN est une macromolécule biologique appartenant à la classe chimique des polymères 

dont les nucléotides sont les monomères de bases. Ils résultent de la combinaison en quantité 

équimolaire d’un groupement phosphate, d’un pentose (le 2-désoxy-D-ribose) et d’une base 

azotée à noyau purique (Adénine, Guanine) ou pyrimidique (Thymine ou Cytosine) désignée 

par les lettres A, T, C, G. (Figure 1. 1)  
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I.1.1 Structure primaire  
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structure en double hélice, constituée de deux brins hélicoïdaux antiparallèles qui a permis à 

James D. Watson et Francis Crick d’obtenir le prix Nobel de Médecine en 1962. 

 

I.1.2 Structures secondaires  

 

La structure en double hélice de l’ADN découverte par Watson et Crick appelée conformation 

B, est une des structures polymorphes de l’ADN existant dans le vivant. On en dénombre 21, 

chacune désignée par une des 26 lettres de l’alphabet. Seules 5 lettres, F, Q, U, V et Y ne 

caractérisent aucune conformation.2 Les différents polymorphes de l’ADN sont caractérisés 

par leurs structures (duplex, triplex, quadruplex), leur sens d’enroulement (gauche ou droite) 

et le pas d’enchaînement des bases. Trois des 21 conformères de l’ADN sont majoritaires 

dans le vivant : les polymorphes de type B, A et Z. Leurs propriétés sont détaillées ci-dessous. 

 

I.1.2.1 La conformation B  

 

La conformation B est la structure secondaire décrite par le modèle de Watson et Crick. C’est 

la forme prédominante de l’ADN dans les systèmes biologiques. C’est une hélice droite de 

pas égal à 3,4 nm (10 paires de bases par tour). Les bases sont inclinées de 1° par rapport au 

plan formé par une paire de bases et la distance entre deux plans successifs est de 0,34 Å. La 

chaîne hydrophile sucre-phosphate des brins d’ADN est orientée vers l’extérieur de la double 

hélice, alors que les bases plus hydrophobes, sont orientées vers le cœur perpendiculairement 

à l’axe de l’hélice. Elles s’empilent parallèlement les unes par rapport aux autres. 

L’attachement dissymétrique des bases au squelette sucre-phosphate de chaque brin et la 

position de l’axe de l’hélice au centre de chaque paire de base induisent la formation de deux 

sillons distincts dans la double hélice : le grand sillon et le petit sillon (Figure 1. 5). 
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I.1.2.2
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Figure 1. 6 : Vue d’un tour de double hélice du polymorphe A le long de l’axe d’enroulement (ii) et (iii) vue du 

dessus de la double hélice. 3 

 

I.1.2.3 La conformation Z  

 

Caractérisée pour la première fois4 dans les années 1970, la conformation Z est une 

conformation secondaire locale d’un duplex d’ADN possédant une région de composition 

alternée de bases purine-pyrimidine (ex G-C-G-C).  

Dans cette conformation, les bases puriques adoptent une conformation syn (Figure 1. 4). 

L’enchaînement de nucléosides syn puriques-anti pyrimidiques entraîne la formation d’un 

enroulement gauche en zigzag des deux brins d’ADN. Le pas est de 4,5 nm par tour (12 paires 

de bases par tour). L’inclinaison des plans des bases est de 9° et la distance entre deux plans 

est de 0,37 nm. Un ADN de conformation Z est donc plus étendu que le B-(ADN). Il ne 

possède qu’un seul type de sillon, similaire au petit sillon de la conformation B (Figure 1. 7). 

Dans cet ADN zigzag, les groupements phosphates sont plus proches. Il est donc nécessaire 

d’augmenter la concentration saline afin de stabiliser la conformation du Z-(ADN). En effet, 

la présence de sels, en particulier des cations, masque la charge globale de ce polymorphe et 

réduit ainsi fortement les répulsions électrostatiques entre groupements phosphates.5 

Cette conformation semble jouer un rôle dans l’expression et la régulation des gènes.5,6 En 

effet, 80% des sites d’initiation de la transcription du chromosome 22 de l’homme adoptent 

une conformation de type Z-(ADN). D’autres études ont montré que les séquences d’ADN de 

type Z ont le potentiel d’augmenter la fréquence de recombinaison, délétion et translocation 

de gènes dans les systèmes cellulaires.5,6 
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Figure 1. 7 : Vue d’un tour de double hélice du polymorphe Z le long de l’axe d’enroulement (ii) et (iii) vue du 

dessus de la double hélice. 3  

 

Ces trois polymorphes d’ADN A, B et Z sont des structures appartenant à la famille des 

duplex. L’ADN peut cependant s’arranger en suprastructure et adopter des arrangements 

spatiaux tertiaires dépendant de l’environnement chimique et de la séquence des bases qui le 

composent. 

 

I.1.3 Structures tertiaires  

I.1.3.1 La famille des triplex d’ADN 

 

C’est en 1957 que la première triple hélice a été caractérisée (Figure 1. 8C).7 Une triple hélice 

est composée d’une molécule d’ADN bi-caténaire et d’un troisième brin nucléotidique. Celui-

ci s’apparie au duplex par le grand sillon de l’ADN via la formation de liaisons hydrogène 

aux sites accepteurs et donneurs des bases puriques du duplex. Cet appariement peut être soit 

parallèle soit antiparallèle à l’axe de la double hélice. On définit l’appariement parallèle et 

antiparallèle selon l’orientation 5’p-3’OH du mono brin d’ADN par rapport à la double hélice. 

On parle d’appariement antiparallèle lorsque qu’un brin à motif « puriques » (A ou G) 

ciblera les motifs puriques (A et G) du duplex par la formation de liaisons hydrogène de 

Hoogsteen (Figure 1. 8A). À l’inverse, on parlera d’appariement parallèle lorsqu’un troisième 

brin à motifs « pyrimidiques » (T ou C) ciblera les bases puriques (A ou G) du duplex via 

des liaisons hydrogène de Hoogsteen inverse. Ceci nécessite la protonation de l’azote de la 

cytosine contenue dans le brin monocaténaire (Figure 1. 8B).  
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I.1.3.2



Chapitre I I-L’ADN 

37
 



Chapitre I I-L’ADN 

38
 

De la cellule à l’être vivant I.2
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Figure 1. 12 De l’ADN à la cellule (ref http://georges.dolisi.free.fr/Transmission_vie/2_cycle_cellule.htm) 

 

L’ADN fils est ensuite transcrit, toujours dans le noyau de la cellule, en acide ribonucléique 

monocaténaire appelé l’ARN messager (noté ARNm) (Figure 1. 13 2). L’ARNm est ensuite 

transporté dans le cytoplasme pour y être « traduit ». En effet, les ribosomes traduisent le code 

à 4 lettres des bases azotées de l’ARNm (Figure 1. 13 encart) en un code à 22 lettres : celui-

des acides aminés (Annexe 1). La lecture de l’ARNm s’effectue par « syllabe » : 3 bases par 3 

bases appelées des codons. Les acides aminés sont ensuite assemblés lors de la traduction 

pour former les « phrases » du vivant : les protéines (Figure 1. 13 5 et 6). Un codon va, 

comme son nom l’indique, coder pour un acide aminé. La traduction comporte trois phases. 

Lors de la phase d’initiation, le ribosome constitué d’une grande et d’une petite sous unité 

reconnaît le codon d’initiation AUG porté par l’ARNm et s’y fixe. La seconde phase est la 

phase d’élongation de la chaîne polypeptidique durant laquelle les acides aminés sont activés 

par l’ARNt puis transportés au site de traduction du complexe ribosome-ARNm. La dernière 

phase est la phase de terminaison durant laquelle la protéine est libérée lorsque le ribosome 

détecte un codon « stop ». Le complexe de traduction se désassemble pour libérer une 

protéine. Les protéines nouvellement synthétisées sont dirigées dans la cellule selon leurs 

fonctions, et peuvent s’assembler entres elles, former des tissus, des organes pour enfin ne 

faire partie que d’un seul ensemble : un être vivant.  
 

http://georges.dolisi.free.fr/Transmission_vie/2_cycle_cellule.htm
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A T C G

L’ADN en (inter)action I.3
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I.3.1 Reconnaissance de l’ADN par des protéines 

I.3.1.1
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Hélice   

 

La forme hélicoïdale de l’hélice  résulte de la formation de ponts hydrogène entre le 

groupement C=O d’une liaison peptidique i et le groupement N-H de la liaison peptidique 

i+4. Chaque tour complet de la spirale est constitué d’environ 3,6 résidus acides aminés pour 

assurer l’alignement des groupements C=O (pointant vers le haut) et N-H (pointant vers le 

bas). Les groupements latéraux «R» sont orientés vers l’extérieur, perpendiculairement à l’axe 

de l’hélice, de manière à minimiser l’encombrement stérique (Figure 1. 15). 

 
Figure 1. 15: Représentation d’une hélice  (réf cours de licence STE biochimie 1, Université d’Aix-Marseille) 

 

Feuillet  

Dans un feuillet , il se forme des liaisons hydrogène entre des chaînes peptidiques disposées 

parallèlement les unes par rapport aux autres. L'ensemble forme un plan : c’est un feuillet  

plissé. L’orientation de la chaîne (N-ter C-ter) des deux brins adjacents est soit identique 

(feuillet parallèle β) soit opposée (feuillet anti-parallèle β). Les groupements latéraux R sont 

orientés alternativement de part et d’autre, vers l’extérieur de chaque feuillet (Figure 1. 16). 
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Figure 1. 16 : Représentation d’un feuillet  (réf cours de licence STE biochimie 1, Université d’Aix-Marseille) 

 

Coude  

Certaines régions des protéines ne sont pas structurées en arrangement périodique comme les 

hélices  ou les feuillets . Cependant, ces segments protéiques semblent structurés car ils 

contiennent un brusque changement de direction à 180° appelé coude . C’est généralement 

un cours segment de 2 à 4 résidus, contenant des liaisons hydrogène pontant le premier et le 

dernier acide aminé du coude (Figure 1. 17 gauche). On appelle également « coude  » la 

configuration particulière induite par le noyau pyrrolidine de la proline. La présence d’une 

proline dans la séquence peptidique permet un changement de direction sans nécessiter la 

présence de liaisons hydrogène entre d’autres résidus (Figure 1. 17 encadré droit). 

 

 
Figure 1. 17 : Représentation d’un coude gauche et de la conformation induite par la présence d’un noyau 

proline (encart doit) (Extrait du cours de licence STE biochimie 1, Université d’Aix-Marseille) 
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Pelote statistique 

C’est un arrangement non périodique et non structuré de la chaîne peptidique. Sa 

conformation dans l’espace obéit uniquement aux contraintes locales.  

Une protéine sera donc composée d’un assemblage de segments peptidiques de conformation 

hélice , feuillet , coude  et de segments non structurés. C’est la composition chimique des 

segments qui fixe l’arrangement spatial protéique final et détermine son mode d’interaction 

avec l’ADN. 

 

I.3.1.2 Interactions protéines-ADN 

 

Les facteurs de transcription sont des protéines ayant pour rôle de réguler l’expression des 

gènes par interaction avec la double hélice de l’ADN. La reconnaissance de l’ADN par les 

facteurs de transcription est basée sur des motifs structuraux particuliers des protéines : les 

motifs  Hélice-Tour-Hélice (HTH), les motifs à doigts de zinc (Zif issu de zinc finger en 

anglais), et les motifs leucine zipper (Zip). 

La taille importante de ces protéines impose une reconnaissance de l’ADN via le grand sillon. 

Cette reconnaissance est essentiellement basée sur la formation de liaisons hydrogène 

spécifiques entre les bases de l’ADN et les chaînes latérales des acides aminés. Il existe une 

corrélation entre la séquence en bases de l’ADN reconnue et la séquence d’acides aminés de 

la protéine de reconnaissance, mais celle-ci est complexe et dépend de nombreux facteurs. 

Les motifs HTH 

Les motifs HTH représentent 1/3 des motifs de reconnaissance des protéines liant l’ADN. 

Ces structures sont composées de deux hélices  (notées H1 et H2), reliées par un espaceur 

peptidique non structuré (Figure 1. 18). Ces fragments HTH sont relativement courts, de 20 

acides aminés environ. C’est l’hélice H2 qui est responsable de la reconnaissance spécifique 

de l’ADN.12 Les acides aminés impliqués dans le phénomène de reconnaissance sont 

majoritairement les arginines (groupement guanidinium), les histidines (noyau imidazole), la 

lysine (ammonium) ou encore les acides aspartique ou glutamique13, qui sont donneurs ou 

accepteurs de liaisons hydrogène. 
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Les motifs à doigts de zinc (Zif) 
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Les motifs Leucine zipper (Zip) 
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Les facteurs de transcription représentent donc une grande famille de protéines de forte 

diversité structurale, capable de reconnaître spécifiquement l’ADN, à travers la formation de 

liaisons hydrogènes, hydrophobes et électrostatiques. Les protéines ne sont cependant pas les 

seules biomolécules capables de reconnaître l’ADN. Les oligonucléotides, comme les ARN, 

sont interagissent également spécifiquement avec la double hélice. 

 

I.3.2 Reconnaissance par des oligonucléotides 

 

La transcription de l’ADN nécessite la formation d’hybrides ADN-ARN reposant sur une 

reconnaissance de l’ADN par une chaîne polynucléotidique. Dans le vivant, les 

oligonucléotides capables de reconnaître l’ADN peuvent s’apparier soit selon le modèle de 

Watson et Crick comme l’ARN issu de la transcription, soit selon le modèle de 

Hoogsteen/Hoogsteen inverse pour former des triplex avec la double hélice dans le grand 

sillon de l’ADN. Cependant, la répulsion électrostatique de charge due aux groupements 

phosphates des chaînes nucléiques est défavorable. C’est pourquoi dans le vivant, ces 

complexes ne sont que transitoires. Développer des composés nucléotidiques capables de 

reconnaître une séquence d’ADN particulière peut être une voie de recherche pour la thérapie 

génique. En effet, synthétiser une amorce nucléotidique peut permettre d’initier la 

reconnaissance d’un gène en activant la machinerie cellulaire. À l’inverse, celle-ci peut 

également masquer une séquence codante et inhiber sa transcription. 

 

 ADN, cible thérapeutique I.4

 

L’ADN est La molécule de la vie, définissant chaque être vivant. La compréhension de la 

complexité de son mode de lecture par la machinerie cellulaire est indispensable pour 

concevoir de nouveaux outils diagnostiques ou des médicaments. En effet, les maladies 

génétiques, les cancers, les maladies congénitales trouvent leurs sources dans l’ADN. 

I.4.1 Les acides nucléiques peptidiques  

 

La formation d’une triple hélice d’ADN à visée thérapeutique, comme par exemple des 

antiviraux (Vitraven, antiviraux ARN) ou des antigènes, composée uniquement de nucléotides 

est difficile à cause de la répulsion de charge entre les groupements phosphates. Nielsen 
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I.4.2 Les complexes métalliques  
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I.4.2.1
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Figure 1. 23 : Les complexes de Pt(II) anti-cancéreux utilisés en clinique à travers le monde. 

 

De par sa sensibilité aux substitutions nucléophiles, le cis-Pt interagit avec tous les substrats 

nucléophiles présents dans la cellule, entraînant des effets secondaires indésirables (nausée, 

vomissement, toxicité rénale). D’autres complexes de Pt(II), composés de ligands moins 

labiles ont donc été développés. À ce jour, on compte 6 complexes de Pt(II) utilisés en 

clinique dans le monde : cis-Pt, carbo-Pt, oxali-Pt, neda-Pt (Japon), ioda-Pt (Chine) et 

l’hepta-Pt (Corée du Sud) (Figure 1. 23). Ces complexes ont une activité anticancéreuse mais 

restent très toxiques. 

 

Pour obtenir de nouveaux complexes de plus forte activité anticancéreuse mais moins 

toxiques, de nouveaux concepts ont été utilisés. Cela sous-entend le développement d’agents 

possédant un mode de reconnaissance de l’ADN différent des complexes de Pt(II) exposés 

précédemment. 

L’exemple le plus connu est le complexe trans-Pt ou BBR3464 (Figure 1. 24), développé par 

l’équipe de Farrell. Le BBR3464 est un complexe multi-nucléaire polycationique, dans 

lequel les cœurs platine sont pontés entre eux par des espaceurs éthylènediamines flexibles. 

Ne contenant pas de groupe partant, son mode d’interaction avec l’ADN diffère des 

complexes de platine traditionnels. Des adduits bi-fonctionnels avec l’ADN sont formés, 

induisant un changement de conformation : l’ADN passe d’une hélice droite B-(ADN) à 

gauche Z-(ADN).26 Ce changement de conformation irréversible et la formation de bis-adduit 

à l’ADN lui confèrent une très forte activité anticancéreuse.  

 



Chapitre I I-L’ADN 

51
 



Chapitre I I-L’ADN 

52
 

I.4.2.2
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I.4.2.3



Chapitre I I-L’ADN 

54
 

ADN et sondes I.5



Chapitre I I-L’ADN 

55
 



Chapitre I I-L’ADN 

56
 

I.5.1 Phénomène d’intercalation 
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proflavine, premier agent intercalant découvert, sont également utilisés en biologie pour 

marquer les cellules et permettre de visualiser les noyaux cellulaires. L’activité des 

proflavines est double: à la fois médicamenteuse par inhibition des enzymes télomèrases dans 

les cellules malades mais également toxique, par intercalation dans les cellules saines. 

D’autres intercalants, comme le mitoxantrone ou la doxorubicine (famille des 

anthraquinones) sont des agents intercalant anticancéreux (Figure 1. 31). 

Très peu d’intercalant reconnaisse spécifiquement une séquence d’ADN. L’utilisation de 

noyau intercalant pour étudier les mécanismes d’interaction avec l’ADN ne permet en général 

pas de cibler des sites spécifiques. Le couplage d’un noyau intercalant à un métal peut se 

révéler très efficace pour augmenter la spécificité de reconnaissance, absente pour 

l’intercalant seul.  

 

I.5.2 Les complexes de reconnaissance intercalant de l’ADN  

 

Comme dit précédemment, Barton fut une des pionnières dans le développement d’outils de 

reconnaissance de l’ADN par des complexes dit « métallo-intercalants ». La détection de 

l’interaction est alors possible grâce à la luminescence centrée sur le métal. La combinaison 

d’un composé intercalant et des propriétés luminescentes, dans l’infrarouge pour les métaux 

de transition ruthénium et rhodium, font de ces complexes d’excellentes sondes de l’ADN. 

L’équipe de Barton a montré que les complexes octaédriques de Rh(III), contenant au moins 

une unité intercalante permettaient une reconnaissance énantiosélective de l’ADN 

polymorphe B. La cristallisation du complexe -[Rh[(R,R)Me2trien]phi]3+ en présence 

d’un duplex octamérique d’ADN contenant la séquence cible 5’-TGCA-3’, a permis 

l’obtention d’une des premières structures cristallographiques d’un complexe octaédrique 

intercalé dans une séquence spécifique d’ADN (Figure 1. 32).36, 37 Cette interaction 

spécifique par intercalation dans l’ADN est capable d’inhiber la reconnaissance de cette 

séquence par les protéines de liaisons à l’ADN. 

D’un point du vue mécanistique, l’intercalation se déroule via le grand sillon de l’ADN 

(Figure 1. 32), avec le noyau aromatique phi en interaction de -stacking avec les orbitales  

des bases situées sur le flanc de l’ADN. La structure obtenue par diffraction des rayons X 

confirme également que lors de l’intercalation d’un composé entre les paires de bases de la 

double hélice, la structure de l’ADN s’étire. Les bases participantes s’affaissent, induisant un 

léger désenroulement du pas de l’hélice. 
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pourrons exploiter librement et à notre avantage toutes les propriétés des lanthanides qui les 

rendent si singuliers. 
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«Les terre rares nous rendent perplexes dans nos recherches, nous déroutent dans nos 

spéculations et nous obsèdent dans nos rêves. Ils sont comme une mer inconnue s’étendant 

à nos pieds, railleuse et mystérieuse, nous murmurant d’étranges révélations et possibilités.» 

 

 

Sir William Crookes 
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Historique II.1
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 La chimie des lanthanides II.2

 

Les métaux lanthanides sont les premiers éléments du tableau périodique à posséder des 

électrons dans leurs orbitales f. Leur configuration électronique générale est [Xe] 4fn 6s2 où n 

= 1-14 (sauf pour La [Xe] 5d1 6s2 ; Lu [Xe] 4f14 5d1 6s2 et Gd [Xe] 4f7 5d1 6s2). 

Le degré d’oxydation prédominant des ions lanthanides en solution est +III (Ln3+), bien que 

des espèces divalentes pour l’europium et tétravalente pour le cérium aient été caractérisées.  

 
Tableau 1. 1 : Propriétés des lanthanides : numéro atomique, configuration électronique et rayon ionique 

 

Eléments 

 

Lanthanides 

 

Z 

Configuration electronique Rayon ionique (Å) 

Ln3+ † Ln Ln3+ 

Lanthane La 57 [Xe]4f05d16s2 [Xe]4f0 1.160 

Cerium Ce 58 [Xe]4f15d16s2 [Xe]4f1 1.143 

Praséodyme Pr 59 [Xe]4f35d06s2 [Xe]4f2 1.126 

Néodyme Nd 60 [Xe]4f45d06s2 [Xe]4f3 1.109 

Prométhium‡ Pm 61 [Xe]4f55d06s2 [Xe]4f4 - 

Samarium Sm 62 [Xe]4f65d06s2 [Xe]4f5 1.079 

Europium Eu 63 [Xe]4f75d06s2 [Xe]4f6 1.066 

Gadolinium Gd 64 [Xe]4f75d16s2 [Xe]4f7 1.053 

Terbium Tb 65 [Xe]4f95d06s2 [Xe]4f8 1.040 

Dysprosium Dy 66 [Xe]4f105d06s2 [Xe]4f9 1.027 

Holmium Ho 67 [Xe]4f115d06s2 [Xe]4f10 1.015 

Erbium Er 68 [Xe]4f125d06s2 [Xe]4f11 1.004 

Thulium Tm 69 [Xe]4f135d06s2 [Xe]4f12 0.994 

Ytterbium Yb 70 [Xe]4f145d06s2 [Xe]4f13 0.985 

Lutécium Lu 71 [Xe]4f145d16s2 [Xe]4f14 0.977 

 

† Pour un nombre de coordination de 8 

‡Elément artificiel 

 

L’enfouissement des électrons des orbitales f sous les couches 5s et 5p permet de les 

considérer comme des électrons de cœur et induit des propriétés chimiques particulières, 

partagées par presque tous les éléments de la série lanthanide. 

Selon la classification de Pearson, les ions Ln3+ sont des acides durs et vont préférentiellement 

interagir avec des bases dures comme l’eau, les groupements hydroxo ou carboxylates. Du 
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fait de l’enfouissement des électrons f, l’influence du champ cristallin est très faible, de 

l’ordre de quelques centaines de cm-1 contre 3000 à 5000 cm-1 pour les métaux de transition. 

Le faible champ cristallin engendre une absence de directionnalité dans la liaison métal ligand 

et les liaisons seront majoritairement ioniques. La coordination des ligands autour du cation 

Ln3+ est donc régie par des effets stériques et électrostatiques. En conséquence, les complexes 

d’ions Ln3+ ont des géométries de coordination et des nombres de coordination variables (de 6 

à 12). Enfin, le remplissage des couches f enfouies sous les couches 5s et 5p entraînent le 

phénomène de "contraction lanthanidique": le rayon ionique des lanthanides décroit 

régulièrement tout au long de la série. Toutes ces propriétés sont récapitulées dans le Tableau 

1. 1. 

 

II.2.1 Propriétes spectroscopiques des lanthanides 

 

Chaque électron présent dans les orbitales f peut être caractérisé par les 4 nombres 

quantique n, l, ml et ms où : 

 n est un nombre entier qui représente l’expansion radiale de l’orbitale 

 l est le nombre quantique angulaire variant de (n-1) à 0 représentant la forme des 

orbitales 

 ml est le nombre quantique magnétique variant de –l à +l 

 ms est le moment magnétique de spin valant ± ½ 

La forme des 7 orbitales des électrons 4f (n=4 et l= 3) est représentée sur la Figure 1. 38. 

 
Figure 1. 38 : Orbitales atomiques 4f (http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical_Chemistry/Quantum_Mechanics/ 

Atomic_Theory/Electrons_in_Atoms/Electronic_Orbitals) 

La configuration électronique des cations lanthanides génère de nombreux états électroniques 

représentant le nombre de possibilités d’arrangement des électrons dans les orbitales. Ce 

nombre peut être calculé grâce à la formule N =           ) )⁄ , où n représente le 

nombre d’électrons présents dans les orbitales de la couche 4f.45 Cela représente 3003 états 

pour l’Eu3+ et le Tb3+. Chacun de ces N états est décrit par le terme spectroscopique (2S+1)LJ, 

en fonction des perturbations (répulsion inter-électronique, couplage spin-orbite). Chaque 

niveau d’énergie est alors défini suivant sa multiplicité de spin totale S, son moment 
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II.2.2 Propriétés magnétiques des lanthanides 
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définit suivant l’équation 1, où i représente la composante longitudinale (i=1) ou axiale (i=2) 

des spins nucléaires et [GdL] représente la concentration de complexe de gadolinium. 
 

 ri =  

  
        

     
 Équation 1 

La relaxivité dépend de nombreux paramètres dont le champ magnétique B0 appliqué. Elle 

dépend également des paramètres moléculaires du complexe comme le temps de corrélation 

rotationnelle du complexe r, qui correspond à la vitesse à laquelle le complexe tourne sur lui-

même en solution. Un autre paramètre influençant la relaxivité est la vitesse d’échange des 

molécules d’eau coordonnées au cation métallique avec les molécules d’eau du solvant, 

appelé m. Plus celle-ci est grande, plus la relaxivité est élevée. 

 
Figure 1.38 : Représentation du phénomène de relaxivité 

 

Un autre paramètre importantinfluençant la relaxivité est le nombre de molécules d’eau 

coordonnées au métal (appelé aussi nombre d’hydratation q). Plus le nombre d’hydratation est 

élevé, plus la relaxivité est grande. Cependant, la présence d’un nombre de molécule d’eau 

trop élevé dans la première sphère de coordination du Gd3+ déstabilise le complexe formé. 

C’est pourquoi ce nombre est généralement égal à 1 ou 2.  

 

II.2.3 Propriétés de luminescence  

 

Les propriétés optiques des lanthanides sont également exploitables pour détecter des 

interactions entres biomolécules.  
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II.2.3.1

II.2.3.2
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et le Tb3+dans le vert. Ces propriétés de luminescences sont gouvernées par les niveaux 

énergétiques (excités et fondamentaux) des électrons 4f. La luminescence des lanthanides est 

très particulière , car les bandes d’émissions très fines sont caractéristiques du métal émetteur. 

De plus, un large déplacement de Stockes et des temps de vie des niveaux excités longs (de la 

µs pour une émission dans le proche IR à la ms dans le visible) en font d’excellents candidats 

pour le développement de sondes luminescentes.  

 

 
 

Figure 1. 41 : Diagramme partiel des niveaux d’énergies des ions lanthanides. Les états impliqués dans le 

phénomène de luminescence sont indiqués en rouge et les états fondamentaux en bleu.46 

II.2.3.3 Sensibilisation et effet d’antenne 

 

Les propriétés de luminescence des lanthanides, dues à la présence des électrons dans les 

orbitales 4f sont particulièrement attractives mais ceux-ci sont également leur « talon 

d’Achille ». 

Transition électronique et règle de sélection 

En effet, selon la nature de la lumière absorbée, les transitions électroniques entre les niveaux 

énergétiques fondamentaux et excités sont régies par différents opérateurs : électrique 

dipolaire (ED), magnétique dipolaire (MD) et électrique quadripolaire (QD). 

La règle de sélection dite de Laporte impose que la différence entre la somme des moments 

angulaires des électrons à l’état final et à l’état initial soit un nombre entier impair. Cela 

signifie que des états énergétiques de même parité ne peuvent être connectés par des 

transitions de type dipôle électrique. Les transitions f-f et p-p sont donc interdites par 

l’opérateur ED, d’où le coefficient d’absorptivité molaire faible des Ln3+ (≤ quelques 

cm-1M-1).  Les autres règles s’appliquent au nombre quantique J, L et S définissant chaque 
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état électronique. Les transitions pour lesquelles S=0, L=0 et J=0±1 sont autorisées alors 

que celles où J 00 sont interdites.  

La luminescence des lanthanides est la conséquence de transitions de trois natures 

différentes : 

 Des transitions à transferts de charges entre le ligand et le métal (LMCT) et 

inversement (MLCT) 

 Des transitions 4f -5d 

 Des transitions f-f 

Les transitions à transfert de charge et de type d-f sont autorisées par les règles de sélections, 

mais se déroulent à haute énergie. Les transitions de type f-f sont interdites. Cependant, 

placées dans un environnement chimique adapté (champs cristallin par exemple), les 

interactions non centrosymétriques vont permettre de relaxer cette règle par un couplage entre 

les états électroniques /vibrationnels des fonctions d’ondes de différentes parités. C’est ce 

qu’on nomme des transitions induites ou forcées. L’intensité de ces transitions est dépendante 

de l’environnement et sont appelées transitions hypersensibles. 

Seule une excitation par des sources très puissantes, comme des lasers, permet une 

luminescence intense. Il est donc nécessaire de doper la luminescence des ions lanthanides 

pour obtenir des sondes luminescentes adéquates : c’est ce que l’on appelle la sensibilisation 

par effet d’antenne.47 

 

La sensibilisation par effet d’antenne 

Le phénomène de sensibilisation a été mis en évidence pour la première fois par Weissman en 

1942,48 en étudiant la complexation des lanthanides par des ligands aromatiques substitués par 

des -dicétones, des acides carboxyliques ou des groupements alcools. Il a montré que 

l’intensité de luminescence du métal était dépendante de la température, du solvant mais 

surtout de la nature du ligand : c’est la première description d’une sensibilisation par un 

transfert d’énergie du ligand chélatant vers le cation lanthanide. L’effet d’antenne est donc 

une excitation indirecte de l’ion lanthanide via un transfert d’énergie d’un ligand vers le 

cation métallique. C’est un processus en trois étapes : absorption de la lumière par le 

chromophore organique, transfert de l’énergie au lanthanide puis émission de lumière à une 

longueur d’onde définie par le lanthanide. Le chromophore utilisé doit donc avoir un fort 

potentiel d’absorption (un coefficient d’absorption molaire élevé) pour sensibiliser 

efficacement le lanthanide.  
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Le mécanisme de transfert d’énergie 
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Le rendement du transfert d’énergie est fonction du recouvrement des intégrales J entre le 

spectre d’émission du donneur (ligand) et le spectre absorption de l’accepteur (lanthanide). 

C’est le mécanisme majeur de transfert d’énergie par effet d’antenne des ions lanthanides.45 

Les désactivations non radiatives 

Le diagramme Figure 1.42 montre que la luminescence est un phénomène en compétition 

avec les désactivations non radiatives. Celles-ci sont majoritairement des vibrations des 

liaisons O-H, N-H proches du centre métallique, comme par exemple les liaisons O-H des 

molécules d’eau. Il est de ce fait important de contrôler la sphère de coordination de l’ion 

Ln3+. Leurs nombres de coordination élevés impliquent que le ligand utilisé pour coordonner 

l’ion Ln3+ soit multidentate, dans le but de minimiser les extinctions de luminescence due 

aux désactivations non radiatives provenant des molécules d’eau coordonnées aux cations 

lanthanides. 

Le rendement quantique intrinsèque    
   traduit la contribution des désactivations non 

radiatives, comme explicité dans l’équation 3. 

 

   
  = kr

(Ln) ⁄ ((knr
(Ln) +kr

(Ln))  Équation 3 

 

Φ représente le rendement quantique. Il est défini comme le rapport du nombre de photons 

émis sur le nombre de photons absorbés par la molécule. kr et knr représentent les constantes 

de désactivations du niveau excité en considérant respectivement les contributions radiatives 

et non radiatives. Le temps de vie du niveau excité du métal noté τ (équation 4) traduit la 

vitesse de dépopulation de l’état excité (kobs). 

τ = 
1

kobs  Équation 4 

La constante de dépopulation kobs (équation 4) est la somme des divers processus de 

désactivation. kvib est la constante de vibration induite et kTEP le taux de transfert d’électrons 

photoinduits. knr’ représente toutes les désactivations restantes. 

          ∑   
  

     ∑   
   

  ∑   
   

  ∑   
   

  Équation 5 

 

Le phénomène de Transfert d’Électron Photoinduit (TEP) est une réduction de l’Eu(III) en 

Eu(II).  

La conception de ligand de haute denticité permet d’obtenir des nombres de coordination 

élevés de l’ion Ln3+, en saturant au maximum la première sphère de coordination. De cette 
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manière, les désactivations non radiatives (knr) dues aux vibrations des liaisons des molécules 

de solvant sont minimisées. La contribution des vibrations de molécules d’eau au signal de 

luminescence des ions Ln3+ peut être estimée par des équations phénoménologiques52, 53 

(équation 6) permettant de calculer le nombre de molécule d’eau q (ou nombre d’hydratation) 

coordonnées au centre métallique  

 

q = A  ( k     
vib - k   O

vib ) = A × ( 1
τH O

 - 1
τ  O 

)   Équation 6 

A représente une constante expérimentale, kvib les contributions vibrationnelles au signal de 

luminescence. kvib est déterminé expérimentalement en mesurant la décroissance du signal de 

luminescence du complexe Ligand-Ln3+ dans l’eau légère et dans l’eau lourde. 

En effet, les fréquences de vibrations des liaisons O-D sont 200 fois plus faibles que celles 

des liaisons O-H (fréquence de vibration de stretching ~ 3300cm-1). Dans l’eau lourde, les 

oscillateurs possédant des protons échangeables type N-H (ν stretching ~3300 cm-1) ou O-H  

ne contribuent plus à l’extinction du signal de luminescence des ions Ln3+. Ce calcul ne rend 

cependant pas compte des désactivations non radiatives provenant des fréquences de 

vibrations des liaisons C-H (ν ~3000 cm-1). Donc plus le nombre de molécule d’eau est élevé, 

plus le signal de luminescence est faible. 

 

 Exploitation des propriétés des lanthanides  II.3

 

II.3.1 Applications industrielles  

 

De par les coûts élevés de production et d’extraction de leurs minerais, il n’y avait que très 

peu d'applications industrielles des lanthanides au début du XIXème siècle, mis à part en 

métallurgie où ils étaient utilisés pour conférer une résistance élevée aux matériaux de 

construction : on nomme ces alliages des métaux mish (de l’allemand signifiant métaux 

mixtes). L’un de ces alliages, le métal Auer (du nom de son découvreur Carl Auer von 

Welsbach), est un mélange de cérium et de fer capable de produire une étincelle lorsqu'il est 

frappé : c’est le principe de la pierre à briquets. 

Le développement industriel de techniques de production de lanthanides moins coûteuses, ont 

accéléré leur utilisation dans de nombreuses applications. Ils sont aujourd’hui utilisés comme 
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catalyseurs de réactions chimiques, comme lors de la réaction d’oxydation sélective des 

alcools secondaires par l’utilisation d’un catalyseur à base de Ce(IV).54 

Les propriétés de luminescence des ions lanthanides sont exploitées dans les téléviseurs 

couleurs et autres écrans tactiles de nouvelle génération, pour lesquels les oxydes d'europium 

et d'yttrium rouges sont utilisés. Certains de ces écrans, notamment ceux des téléviseurs, 

contiennent du praséodyme et du néodyme afin de réduire l'éblouissement. D'autres composés 

de lanthanides sont utilisés dans les technologies optiques comme les lasers, les lampadaires, 

les projecteurs, et l'éclairage de haute intensité présent dans les stades. 

Ils sont aussi utilisés dans l’industrie nucléaire pour leurs capacités à absorber les neutrons. 

Cela les rend très utiles dans les barres de contrôle régulant les réacteurs nucléaires, ainsi que 

dans le blindage des éléments de structure des réacteurs. Finalement certains composés de 

lanthanides sont utilisés dans l’industrie des aimants, comme par exemple le mélange cobalt-

samarium qui produit un puissant aimant permanent. 

 

II.3.2 Applications pour le vivant 

 

Comme les lanthanides sont toxiques à l’état de cation libre dans le corps humain, ils doivent 

être sous forme de complexe avec un ligand afin de pouvoir être utilisé pour le vivant. Ce 

complexe doit avoir une stabilité suffisante pour éviter toute dissociation à pH physiologique. 

Plus les complexes sont stables, meilleures sont les chances de pouvoir les utiliser comme 

sondes in vivo. In vitro, une stabilité plus modérée, évitant les transferts de métaux 

indésirables, est suffisante. 

 

II.3.2.1 Exploitation des propriétés magnétiques 

 

L’influence du Gd3+ sur le phénomène de relaxivité des spins nucléaires des protons de l’eau 

permet son utilisation comme agent de contraste pour l’Imagerie par Résonance Magnétique 

(IRM). Les agents de contrastes à base de Gd3+ utilisés en clinique appartiennent à la famille 

dite T1, car le Gd3+ influence la composante longitudinale de relaxation des spins des 

molécules d’eau. Plus la composante T1 est courte, plus la relaxivité est grande et donc plus 

efficace est l’agent de contraste.  

Les complexes de Gd3+ approuvés en clinique sont conçus sur des plateformes chimiques 

dérivés du cyclène comme le DOTA ou de polyamines linéaires comme le DTPA.55 Les 
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Formule chimique Nom commercial r1 (mmol-1.L.s-1) 

[Gd(DTPA)H2O]2- Magnevist 4.3 

[Gd(DOTA)H2O]- Dotarem 4.2 

[Gd(DTPA-BMA)H2O] Omniscan 4.39 

[Gd(HP-DO3A)H2O] ProHance 3.7* 

[Gd(BOPTA)H2O]2- MultiHance 5.2 

II.3.2.2
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Les essais immunologiques: 
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Les sondes intelligentes 
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Exemple de sondes à ADN 



Chapitre I II-Lanthanides 

84 
 

 Lanthanides et peptides II.4

Dans ce travail nous nous sommes intéressés à la complexation des ions lanthandies par des 

ligands peptidiques. Nous allons donc maintenant présenter les interactions entre les protéines 

ou peptides et ces ions métalliques. 

 

II.4.1 Interaction des lanthanides avec les sites à calcium des protéines 

 

Les protéines coordonnant des métaux représentent 40% du protéome humain. Il a été montré 

que les ions lanthanides étaient capables de se lier aux sites calciques de protéines comme 

ceux de la calmoduline, une protéine impliquée notamment dans la contraction des muscles 

striés. Les acides aminés responsables de la coordination des ions Ln3+ sont majoritairement 

des acides aspartiques et glutamiques présents dans les sites actifs de la protéine, qui portent 

des groupements carboxylates (bases dures) sur leurs chaînes latérales à pH physiologique. 

Les sites calciques des protéines sont des cibles privilégiées pour la coordination des ions 

Ln3+ du fait du nombre de coordination élevé du calcium (pouvant aller jusqu’à 7) et de sa 

similarité de rayon ionique avec les ions Ln3+.61 

La rapide vitesse d’échange des ligands de la première sphère de coordination des ions Ln3+ et 

leur charge positive élevée rendent ces derniers plus affins pour certains sites calciques riches 

en carboxylates que le calcium lui-même. Par exemple, les récepteurs calciques galactoses-

glucoses d’E.Coli complexent les ions Yb3+ et Lu3+ avec des constantes de dissociation (Kd) 

de 0,8.10-6 M et 1,1.10-6 M contre un Kd de 2,5.10 -5M pour le Ca2+
.
61 Les ions Ln3+ comme le 

Sm3+ et l’Eu3+, se lient également aux sites protéiques de basse affinité pour le Ca2+de 

l’enzyme déshydroquinate synthase,62 responsable de la déphosphorylation de certaines 

protéines. 

Le calcium n’a aucun signal spectroscopique caractéristique et a donc été substitué par des 

ions Ln3+, afin d’étudier les sites de fixation au sein de la protéine.63 Le développement de 

séquences peptidiques spécifiques des lanthanides, puis leur insertion dans des protéines 

permet d’étudier le repliement des protéines et/ou leurs fonctions grâce à la luminescence du 

métal.  

 

 



Chapitre I II-Lanthanides 

85
 

II.4.2 Insertion des lanthanides dans des peptides 

II.4.2.1
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Récemment, Vazquez et al. ont également développé un complexe de lanthanide peptide-

DOTA capable de détecter l’ARN grâce à la luminescence centrée sur le Tb3+.68 Dans ce cas, 

le réarrangement conformationnel du squelette peptidique lors de l’interaction avec la 

biomolécule d’ARN permet le rapprochement du tryptophane sensibilisateur du cation Tb3+ et 

donc la sensibilisation de ce dernier. 

 

II.4.2.2 Les peptides liant les lanthanides par les chaînes latérales des acides aminés 

 

Les chaînes latérales des acides aminés présents dans les peptides peuvent également être 

utilisées pour lier le cation lanthanide. Ces peptides peuvent être obtenus suivant les 

techniques de biologie moléculaire standards ou par synthèse de routine de laboratoire.  

 

L’étude de la complexation du Tb3+ par des séquences consensus des 14 acides aminés 

conservés dans les sites à Ca2+ de la calmoduline a permis d’établir que lorsque le Trp 

sensibilisateur de l’ion Tb3+ est en position 7 de la séquence, ces peptides forment des 

complexes luminescents relativement stables.69 Inspirés des motifs EF-Hand de la 

calmoduline liant le calcium, Franklin et al ont conçu des 33-mer synthétiques, à activité 

endonucléase, capables de coordonner les ions Ln3+ avec une affinité de l’ordre du 

micromolaire.70 (Figure 1. 56). Ce premier complexe a permis de montrer que la présence du 

cation lanthanide ne perturbe pas les capacités de reconnaissance du facteur de transcription 

pour l’ADN.70, 71 

 

 
Figure 1. 56 : Interaction entre un peptide chimérique à activité endonucléase et l’ADN (bleu). Ce peptide 

chimère (jaune et rouge) est un dérivé de la calmoduline. Il est structuré en 3 hélices  et contient un site 

calcique de conformation boucle. Cette boucle protéique est le site de coordination des ions Ln3+ (boule verte).70 

 

Le groupe de Barbara Imperali, a synthétisé des LBTs de 15 à 30 acides aminés, contenant 

une unité sensibilisatrice en N-ter/C-ter de la séquence.72, 73, 74 La coordination des ions Ln3+ 
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II.4.2.3
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II.4.3 Élaboration de complexes peptides-lanthanides pour détecter l’ADN 
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phosphates, des interactions hydrophobes mais surtout de nombreuses liaisons hydrogène 

médiées par la présence de molécule d’eau. Cette stratégie a été explorée en parallèle de mes 

travaux au laboratoire par Agniezska Niedẑwiecka et s’est avérée très complexe.  

 

 Développer des peptides dérivés du squelette P22 capable de reconnaître 

l’ADN par intercalation. 

 

Le but de cette thèse a donc été de concevoir des sondes basées sur la séquence du peptide 

chélatant P22 et d’effectuer la preuve de concept de la détection de l’ADN à travers la 

luminescence des ions lanthanides. Pour cela nous avons incorporé une unité de 

reconnaissance de l’ADN intercalante dans la séquence peptidique. Cette unité a été choisie 

en fonction de ses propriétés sensibilisatrices des ions lanthanides et de son affinité pour la 

double hélice d’ADN. L’unité intercalante est introduite en lieu et place de l’acide aminé 

Tryptophane, assurant dans P22 la sensibilisation des ions Tb3+. Cette unité de reconnaissance 

a donc pour rôle de sensibiliser l’ion Ln3+ mais également de reconnaître l’ADN. Nous avons 

ensuite vérifié que l’incorporation de cette unité de reconnaissance ne perturbait pas les 

propriétés de complexation de l’ion Ln3+ et était capable de sensibiliser ce dernier. Enfin nous 

avons vérifié si les sondes peptides lanthanides nouvellement développées étaient capables de 

détecter l’ADN via la luminescence de l’ion lanthanide. En effet, suite à l’interaction avec 

l’ADN de l’unité sensibilisatrice intercalante, une variation de luminescence du cation 

lanthanide est attendue. 
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Le but de ce travail de thèse est de concevoir des sondes dérivées du squelette de P22 capables 

de reconnaître l’ADN. (Figure 2. 1). 

 

 
 

Figure 2. 1 : Structure du peptide P22  
 

La première étape est donc de choisir la nature de l’unité de reconnaissance de l’ADN. Celle-

ci ne doit pas dénaturer la structure peptidique du dérivé P22, et conserver, une fois insérée 

dans la séquence, ces capacités de reconnaissance de l’ADN. Son insertion doit perturber au 

minimum les propriétés de complexation des ions Ln3+, de manière à conserver des propriétés 

similaires à celles de P22.  Celles-ci sont récapitulées dans le tableau 2.1. De plus l’unité 

choisie devra être capable de sensibiliser les ions Ln3+ (Eu3+, Tb3+) et de conduire à une 

modulation du signal de luminescence en absence et en présence de l’ADN. 

 
Tableau 2. 1 : Propriété du complexe TbP22 

Nom Séquence q Kd
pH7 

(M) Kd (M) 

P
22

 Ac-  Ada
2 

 Ada
2 

G-NH
2
 3 10

-9.1
 10

-12.1
 

 

Avec q nombre d’hydratation du complexe, Kd pH7 la constante conditionnelle de stabilité à pH 7et Kd la 

constante de stabilité globale 

 

I Les noyaux intercalants 
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Un compromis entre sensibilisation et affinité pour l’ADN 
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I.1 La proflavine 

I.1.1 Comme sensibilisateur ? 
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I.1.2 Comme intercalant ? 
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Pfl + ADN    CInt 

 

où CInt représente le complexe Proflavine –ADN et Pfl la proflavine. Il est important de noter 

que pour permettre une intercalation dans l’ADN, les plans des paires de bases doivent être 

séparés d’au moins 3,4 Å. La proflavine s’intercale donc dans les duplex polymorphes de 

types B et Z (distance inter-plan 3,4 et 3,7 Å respectivement). Des études menées à partir des 

années 1980 ont démontré que le modèle énoncé précédemment était erroné. En effet, le mode 

de liaison de la proflavine à l’ADN dépend à la fois de la concentration et de sa composition 

en paires de bases.88  

Si l’on définit un ratio égal à la concentration en ADN [pb], exprimée en paires de bases (pb), 

sur la concentration en chromophores [Ch], on obtient deux scénarios possibles : 

 

 À faible ratio [pb]/ [Ch], le mode de liaison préférentiel est de type électrostatique, 

c’est-à-dire une liaison de la proflavine dans les sillons de l’ADN. On parle de liaison 

de basse affinité. 

 À haut ratio [pb]/ [Ch], le mode de liaison préférentiel est de type -stacking, c’est-à-

dire une liaison par intercalation dans l’ADN. On parle dans ce cas de liaison de haute 

affinité. 

 

Ces deux premiers scénarios ont été établis en présence de B-ADN de composition mixte, 

type ct-DNA (Calf Thymus DNA signifiant ADN de thymus de veau), contenant des bases A, 

T, G et C, dans un enchaînement base –sucre-phosphate-base-sucre-phosphate aléatoire.  

L’influence de la composition en paires de bases de l’ADN sur le mode d’interaction de la 

proflavine, a été étudié en présence d’ADN duplex synthétique de type poly(dA-dT)2, 

poly(dG-dC)2, d’ADN bactérien micrococcuss (72% pb GC) et bacillus (30% pb GC) en 

suivant l’extinction de fluorescence du noyau proflavine.89 Les calculs de rendement 

quantique de fluorescence mettent en avant une différence d’affinité et /ou une différence de 

mode de liaison selon la composition en bases de la double hélice. Plus l’ADN contient des 

paires de bases GC, plus le signal de fluorescence de la proflavine est éteint. En conséquence, 

le rendement quantique diminue. Ces premiers résultats indiquent que le noyau proflavine 

s’intercale préférentiellement entre des paires de bases GC. De plus, un ADN riche en paires 
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de bases GC adopte une conformation locale de type Z-ADN, et peut potentiellement former 

des G quadruplex. Javier et son équipe ont d’ailleurs démontré que la proflavine était un bon 

détecteur de G-quadruplex.90, 91  

Des mesures de fluorescence complémentaires montrent en effet une légère préférence pour 

les paires de bases GC.92 L’affinité de la proflavine pour l’ADN a été calculée par la 

technique standard de déplacement d’un intercalant d’affinité connue.  

 

L’affinité d’un composé pour l’ADN est décrite par la loi d’action de masse qui traduit 

l’équilibre dynamique entre les formes libres et associés du ligand. Strictement, l’affinité est 

définie comme la constante d’association Ka (M-1). En pratique, la constante de dissociation 

KD (M), qui est l’inverse de la constante association, est souvent donnée car son unité est plus 

évocatrice.  

Pour effectuer le test de déplacement par la proflavine, un intercalant non sélectif de l’ADN, 

le bromure d’éthidium (BET) d’affinité KD = 10-5M pour l’ADN, a été utilisé. Contrairement 

à la proflavine, sa fluorescence augmente fortement lors de sa liaison à l’ADN. L’affinité, en 

fonction de la concentration de composé ajouté au complexe BET-ADN, est déterminée de 

manière à obtenir une diminution de 50 % de la fluorescence du BET. On peut assimiler ces 

mesures à des CI50 (Concentration d’Inhibition à 50 %). Le tableau 2.2 récapitule les données 

obtenues par l’équipe de Terence C Jenkins92 qui a mené ces expériences sur la proflavine. 

 

 
Tableau 2. 2 : Mesure de CI50 du BET par le noyau proflavine en présence d’ADN de compositions différentes 

([ADN]initiale=10 µM bp;[BET]initiale=1 µM ) 

 AT Ct-DNA GC 

[Pfl] µM 24 µM 20 µM 14 µM 

 

 

Ces résultats mettent en évidence une faible sélectivité d’interaction pour les paires de bases 

GC (Figure 2. 6). La proflavine est donc deux fois plus affine des paires de bases GC.  



CHAPITRE II –Elaboration et Synthèse des sondes  

104 
 



CHAPITRE II –Elaboration et Synthèse des sondes  

105 
 



CHAPITRE II –Elaboration et Synthèse des sondes  

 

106 
 

En conclusion, le mode d’interaction de la proflavine par intercalation dans l’ADN est accepté 

par toute la communauté scientifique. Cependant, son mécanisme exact de liaison à l’ADN 

reste à valider. Néanmoins, la proflavine est un excellent intercalant de l’ADN, d’affinité de 

l’ordre de 10-5 M pour un ADN type ct-DNA.97 

 

SI la proflavine se révèle capable de sensibiliser les ions Eu3+, les sondes nouvellement 

développées lors de ce travail devraient permettent d’explorer l’interaction avec l’ADN et 

d’effectuer des mesures de sélectivité de reconnaissance de séquences à travers la 

luminescence centrée sur l’europium. L’impact de la structure peptidique sur la capacité de 

reconnaissance de l’ADN pourra alors être visualisé. Il sera intéressant de voir si l’on 

conserve les propriétés de reconnaissance de l’ADN et la sélectivité de reconnaissance de 

celui-ci (AT vs GC) par rapport au noyau proflavine libre.  

 

I.2 Le naphthalimide 

Braña et al98 ont démontré depuis les années 1970 que la famille des naphthalimides 

possédait une forte activité anticancéreuse.99 

I.2.1 Comme sensibilisateur ? 

Contrairement au noyau proflavine, le naphthalimide est répertorié comme sensibilisateur des 

ions Eu3+, et plus récemment des ions Tb3+. Les dérivés du 1,8-naphthalimide substitués sur 

l’azote sont généralement des chromophores émettant dans la gamme du bleu. Cependant, ils 

sont nettement moins fluorescents que les noyaux dérivés de la proflavine. Après excitation à 

344 nm, le naphthalimide répond par une émission de fluorescence centrée à 380 nm (pH 7). 

Les temps de vie de son niveau excité singulet et triplet sont respectivement de 1,3 ns et 30 

µsec dans l’eau, pour des solutions de concentration inférieure à 100 µmolaires. En effet, à 

forte concentration, le naphthalimide forme des excimères. Les temps de vie des niveaux 

excités varient alors, pouvant atteindre 5 ns pour l’état singulet.100 Son état singulet se situe 

aux environs de 27 000 cm-1 et son état triplet 3


 à 18500 cm-1.50 La différence d’énergie 

avec l’état émissif excité 5D0 de l’europium est de 1000 cm-1, ce qui n’est pas idéal si l’on 

veut éviter un transfert thermal d’énergie en retour. Cependant, le rendement quantique de 

conversion interne du naphtahlimide en solution ΦCIS de 1


*


3


* très élevé (ΦCIS = 

0,95)101-102 en fait un sensibilisateur de choix, et permet d’effectuer des mesures de 
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I.2.2 Comme Intercalant ? 
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III De P22 aux sondes Intercalant-P22 
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II.1 Sondes de première génération 
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II.2 Sondes de deuxième génération : Introduction d’un espaceur  

 

L’introduction d’un noyau aromatique de type proflavine ou naphthalimide dans la séquence 

peut potentiellement engendrer un fort encombrement stérique, qui peut affecter les propriétés 

de complexation des ions lanthanides ainsi que les capacités d’interaction avec l’ADN. Une 

forte gêne stérique peut en effet défavoriser la formation du complexe d’europium, mais 

également  diminuer la surface d’interaction exposée à l’ADN. L’insertion d’un espaceur dans 

la séquence a donc pour but d’aider à diminuer ces effets. Néanmoins, l’espaceur peut aussi 

éloigner trop fortement l’intercalant du cation Eu3+, empêchant alors toute détection de l’ADN 

à travers la luminescence centrée sur l’europium. 

 

La comparaison des sondes de première et deuxième génération permet d’analyser l’impact de 

l’insertion d’un espaceur entre le noyau intercalant et la séquence peptidique sur l’efficacité 

de la sensibilisation de l’europium et la reconnaissance de l’ADN. 

Par comparaison avec la littérature des sondes dérivées de la proflavine capable de reconnaître 

l’ADN,82, 113, 114, 115 ainsi qu’en analysant des structures synthétiques types polyamine capable 

de reconnaître l’ADN,116 117 l’insertion d’un espaceur glycine a été choisi. Sa faible taille 

permet de minimiser l’éloignement intercalant-europium. De plus, sa disponibilité et sa 

compatibilité avec la stratégie de synthèse sur support solide (SPPS), ont permis d’obtenir 

aisément les peptides de deuxième génération P2 et N2. (figure 2. 15) 
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Structures des sondes développées au laboratoire 

Sondes de première génération  

 

Sondes de deuxième génération  

 

Sondes de troisième génération  
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II.3 Sonde de troisième génération : peptide de haute denticité 

P3

PHD2 PHD5

PHD2
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P3

II.4 Sonde de troisième génération : Noyau naphthalimide à cycle 

étendu 
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IIII Synthèse et caractérisation des sondes 
III.1Stratégie 

3 5,10
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III.1.1 Synthèses des intercalants 

III.1.1.1

3
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2

3

III.1.1.2

5

4

5

5

III.1.1.3

10
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10

6 

 CONDITIONS RENDEMENTS 

H2, Pd/C DMF, 3 bars, 3 jours 53 %  

SnCl2.H2O, HCl EtOH, sonication 9×9min 72% brut 

SnCl2.H2O,HCl acide acétique, Reflux 8 heures 90% 
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sels d’étain à reflux de l’acide acétique. Elle permet d’obtenir l’amine 6 avec un rendement de 

90% après purification sur colonne.126, 127  

L’insertion du cycle aminothiazole est réalisée par cyclisation à l’aide de thiocyanate et de 

dibrome. Dans un premier temps, le composé thiocyanate s’additionne sur l’amine primaire 

de cycle naphthalimide pour former un intermédiaire naphthalimide-thiourée. L’addition de 

dibrome induit la cyclisation et la formation du composé amino-thiazolonaphthalimide 7 

attendu. Cette réaction conduit à deux isomères A et B (Figure 2. 22) en proportion 7/3 

déterminée par RMN. L’isomère A, en quantité supérieure, est le produit désiré. L’instabilité 

de ces produits (oxydation, sensibilité à la lumière) a conduit à une dégradation lors des 

tentatives de purification (colonne de silice, recristallisation). Le mélange brut a donc été 

utilisé pour l’étape suivante.  

L’étape suivante est la substitution de l’amine portée par le cycle thiazole par un hydrogène, 

par un traitement à l’aide de nitrite de sodium en milieu acide. L’addition du nitrite de sodium 

sur l’amine primaire conduit à la formation d’un intermédiaire nitrosamine, qui en présence 

d’acide forme in situ un diazonium. Finalement, l’addition d’éthanol à reflux conduit au 

départ de N2.128, 129 Après précipitation dans l’eau glacée, le produit désiré est isolé sous 

forme d’un mélange de deux isomères.  A ce stade, les deux isomères n’ont pu être séparés. 

Comme précédemment, ce mélange est mis en jeu dans une réaction de condensation en 

présence d’ester de glycine méthylique. A l’issu de cette étape de condensation, les deux 

isomères ont été séparés par chromatographie sur colonne de silice et le produit 9 est ainsi 

obtenu avec un rendement de 37%. Finalement, la saponification en présence d’hydroxyde de 

lithium permet d’obtenir le produit d’intérêt 10 avec un rendement de 87% après purification. 

 

III.1.1.4 Synthèses des acides aminés non naturels 

Deux types d’acides aminés modifiés ont été insérés dans la séquence peptidique, afin de 

former des complexes de Ln3+ stables à pH physiologique. Ils ont été synthétisés suivant les 

protocoles mis au point par Federico Cisnetti au laboratoire.76, 77  



CHAPITRE II –Elaboration et Synthèse des sondes  

122 
 

L-Hse
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III.1.2 Synthèse des peptides 
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P1 P2 P3

N1 N2  N3

P1

P1
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Noms Séquence Rendement après 

purification 

P1 PflCH2CO-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 32% 

P2 PflCH2CO-Gly-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 23% 

P3 PflCH2CO-Gly-Ed3a2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 25% 

N1 NaphCH2CO-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 44% 

N2 NaphCH2CO-Gly-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 47% 

N3 TNaphCH2CO-Gly-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 17% 

III.2Caractérisation 

P1

P1
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Afin d’aider le lecteur à comprendre les études qui vont suivre, une feuille détachable 

cartonnée avec les structures des sondes, leurs noms, et leurs classe générationnelle est à 

disposition au début du manuscrit. 
 

 

 

Les six peptides ainsi caractérisées ont ensuite été mis en présence de sel d’europium. Leurs 

propriétés de complexation ont été déterminées par des dosages de luminescence en temps 

résolu et des dosages par spectrométrie de masse ES-MS. Les résultats obtenus nous ont 

permis d’analyser l’impact de l’incorporation d’unité d’intercalation de l’ADN sur les 

propriétés de complexation du peptide P22. 
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Six sondes peptidiques ont été obtenues: trois dérivés de la proflavine (P1, P2 et P3) et trois 

dérivés du naphthalimide (N1, N2 et N3). Ces sondes sont classées en trois catégories, 

première, deuxième et troisième génération, selon leurs compositions, à savoir la présence 

d’un espaceur, d’acides aminés chélatants tri- ou penta-dentate (Ada2 ou Ed3a2) et selon le 

noyau aromatique inséré. Ces sondes ont été conçues dans le but de pouvoir reconnaître 

l’ADN grâce à la luminescence centrée sur le métal. Rappelons que le noyau proflavine, à 

l’inverse du noyau naphthalimide, n’est pas connu pour sensibiliser les ions lanthanides. La 

première étape a donc été de s’assurer de la sensibilisation de l’ion europium par le noyau 

aromatique proflavine. 

 

I Sonde de première génération : complexation de l’europium 

I.1 Effet d’antenne dans les complexes de première génération 

 

Pour s’assurer de la sensibilisation et du mode de transfert d’énergie par effet d’antenne, la 

luminescence en temps résolu de l’europium a été mesurée après excitation à la longueur 

d’onde d’absorption maximale des noyaux aromatiques proflavine et naphthalimide. 

La sensibilisation de l’europium par le noyau naphthalimide dans le complexe EuN1, est 

visualisée sur la Figure 3. 1, qui montre l’effet d’antenne observé précédemment par l’équipe 

de T Gunnlaugsson.50 La longueur d’onde d’absorption maximale du noyau naphthalimide 

inséré dans les sondes peptidiques à pH 7 dans un milieu 10 mM HEPES 0,1 M KCl, est de 

344 nm. (Figure 3. 1 courbe bleue). En présence d’un équivalent d’europium et après 

excitation à 344 nm, le signal de fluorescence de la sonde N1 est détecté (Figure 3. 1 courbe 

verte). En se plaçant dans un mode de détection résolu en temps, c’est-à-dire avec un délai de 

0,05 msec avant la mesure, et après excitation à 344 nm du complexe EuN1 le signal 

caractéristique de l’émission de l’europium est obervée (Figure 3. 2 courbe rouge). On 

distingue les bandes d’émission fines correspondant aux transitions 5D0 7FJ de l’europium, 

où J=1, 2, 3, 4. La sensibilisation par effet d’antenne attendue est donc présente dans le 

complexe EuN1. 
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I.2 Spéciation et stabilité des complexes 

P1 N1

P1

N1

I.2.1 Spectrométrie de masse 

P1
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I.2.2 RMN 
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I.2.3 Dosage par luminescence 

P1 N1

P1

P1
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I.2.4 Constantes de stabilité conditionnelles à pH 7 
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apparaît que l’insertion du noyau proflavine diminue significativement la stabilité du 

complexe d’europium formé : deux ordres de grandeur par rapport à TbP22. La présence du 

noyau aromatique tricyclique perturbe donc la complexation. L’incorporation d’un espaceur 

glycine entre la séquence chélatant l’ion métallique et le sensibilisateur a donc été envisagée 

dans les peptides de seconde génération pour tenter de diminuer les contraintes stériques et 

ainsi de réhabiliter une affinité similaire au complexe TbP22. 

 
Tableau 3. 1 : Constantes conditionnelles de stabilité à pH 7 et 298 K (10 mM HEPES, 0,1M KCl) 

 

 

 

 

En conclusion, les sondes de première génération conservent globalement les propriétés de 

complexation de l’Eu3+ observées avec P22 : un seul complexe de stœchiométrie 1 pour 1 est 

formé, d’une stabilité de l’ordre du nanomolaire.  

 

I.3 Fluorescence des complexes EuP1 et EuN1 

 

Lors de la complexation de l’Eu3+ par les sondes de première génération P1 et N1, on observe 

une légère diminution du signal de fluorescence des unités aromatiques Pfl et Naph (Figure 

3. 10), attribuée à la formation des complexes 1 :1. Cette diminution de fluorescence peut 

traduire deux phénomènes :  

 soit un transfert d’énergie de l’aromatique vers le cation europium,  

 soit un changement d’environnement de l’unité aromatique lors de la formation de ce 

complexe.  

 

 

Pour expliquer cette diminution, des mesures de complexation du Lanthane (La) ont été 

effectuées. Le lanthane est le premier élément appartenant à la classe des terres rares. Il n’est 

pas luminescent et ne possèdent aucun électron f (configuration électronique La3+4f0).52, 133 

sondes log  11 pH7 

TbP22 9,1(5)  
EuP1 7,3(5)  
TbN1 9,1(5)  
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Celui-ci ne peut donc pas être sensibilisé par effet d’antenne. De plus, les niveaux de ces états 

d accepteurs sont situés trop haut en énergie pour pouvoir accepter un transfert d’énergie des 

noyaux aromatiques Pfl ou Naph. La fluorescence d’un composé organique est un 

phénomène extrêmement sensible à son environnement134: température, pH, concentration 

saline, solvatation ou exposition au solvant des composés fluorescents. Les trois premiers 

paramètres sont contrôlés en travaillant à pH constant (pH 7 milieu tamponné 10 mM 

HEPES), à concentration saline constante (0,1 M KCl) et à 25 °C. La solvatation est le seul 

phénomène non contrôlable. Pour déterminer si la diminution de fluorescence mesurée dans 

les complexes EuP1 et EuN1 est conséquente à l’effet d’antenne, des mesures de 

complexation des ions La3+ par les sondes de première génération ont été effectuées. 

 

Lors de la complexation des ions Eu3+ par les sondes P1 et N1, une diminution du signal de 

fluorescence des unités aromatiques est observée, de 7% pour Pfl et 18% pour Naph dans P1 

et N1, respectivement (Figure 3. 10 bas). Lors de la complexation des ions La3+, une 

diminution du signal de fluorescence d’intensité similaire est observée, de 5% pour P1 et de 

12 % pour N1. Les différences d’extinction de fluorescence entre les deux complexes LaX1 et 

EuX1 (X=P, N) sont donc très faibles et ne permettent pas de conclure que la légère différence 

d’extinction de fluorescence est une conséquence du phénomène de sensibilisation des ions 

Eu3+ par effet d’antenne. 
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I.4 Emission de luminescence : et par rapport à P22 ? 

 

Le tryptophane et la tyrosine sont les seuls acides aminés naturels capables de sensibiliser les 

ions Ln3+ émettant dans le visible. Le tryptophane sensibilise le Tb3+ de manière assez 

efficace pour permettre une détection à des concentrations faibles, allant jusqu’au 

nanomolaire.50, 66, 71, 72, 135 Les propriétés de sensibilisation de l’europium par le tryptophane 

restent, cependant très faibles. En effet, la différence d’énergie E entre les niveaux triplet du 

Trp et les niveaux excités émissifs de l’europium est trop importante pour permettre un 

transfert d’énergie efficace (E=4580 cm-1). Un mécanisme de transfert électronique de type 

PET (photoinduced electron transfer) se met en place, conduisant à la réduction de l’Eu3+ en 

Eu2+.79, 136 

Des spectres de luminescence en temps résolue des complexes EuP22, EuP1 et EuN1 ont été 

exécutés dans les mêmes conditions expérimentales afin d’estimer le gain obtenu grâce à la 

substitution du sensibilisateur tryptophane par le noyau proflavine ou naphthalimide. Les 

résultats obtenus sont représentés sur la Figure 3. 11.  

Les sondes de première génération sensibilisent beaucoup plus efficacement l’europium que 

le composé P22. L’insertion d’un noyau aromatique proflavine/naphthalimide dans la 

séquence peptidique de P22 permet donc d’augmenter la sensibilisation de l’ion Eu3+ et de 

détecter un signal de luminescence plus intense. En comparant l’intensité du signal de 

luminescence de l’Eu3+ émis par les complexes EuN1 et EuP1, on note une différence 

d’intensité de signal de l’ordre de 2. La différence d’énergie donneur-accepteur dans le cas de 

la proflavine (E=150 cm-1) est très faible ce qui favorise les phénomènes de transfert en 

retour. Par contre cette différence est nettement plus élevée pour le naphthalimide (E=1000 

cm-1) qui est référencé comme sensibilisateur de l’europium. La proflavine, malgré la 

proximité des états donneurs et accepteurs d’énergie dans le complexe EuP1, est donc 

également capable de sensibiliser l’europium.  
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I.5 Temps de vie 

I.5.1 Nombre d’hydratation 
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N1

N1

sondes  H2O (ms) D2O (ms) q 
P22 0,30(1) 2,13(2)  3,1(1) 
P1 0,25(1)  0,72(1)  2,8(2) 

N1 0,26(1)  1,18(1)  3,3(2) 

P1 N1

q

P1 N1
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On constate néanmoins que les temps de vie des états excité de l’europium des deux 

complexes dans l’eau lourde sont beaucoup plus faibles que pour EuP22. Nous verrons plus 

loin si cela est dû à la présence de transfert en retour. 

Les propriétés de complexation des peptides N1 et P1 sont similaires à celles de P22 avec la 

formation d’un complexe monométallique tri-hydraté. Les  complexes sont hexadentates, 

l’europium étant coordonnée par les chaînes latérales des deux groupes aminodiacétates des 

acides aminés Ada2, et la sphère de coordination de l’Eu3+est complétée par trois molécules 

d’eau. La présence des trois molécules d’eau n’est pas optimum pour la luminescence 

puisqu’elles induisent des désactivations non radiatives mais nous avons vu que ces 

complexes montrent néanmoins des intensités de luminescence permettant leur détection pour 

des concentrations nanomolaires. 

 

I.5.2 Temps de vie à basse température et transfert en retour 

Un point important pour assurer une émission intense est la minimisation des mécanismes 

entrant en compétition avec la luminescence du métal. En plus des désactivations non 

radiatives, le phénomène de transfert d’énergie en retour peut être présent si la différence 

d’énergie entre le niveau triplet du ligand et le niveau émetteur de l’Eu3+ est faible. Les deux 

complexes EuP1 et EuN1 présentent des différences entre ces niveaux d’énergie nettement plus 

faibles que 2500 cm-1, considérée comme une valeur optimale45, 47 : E Pfl-Eu3+ = 150 cm-1 et  

E Naph-Eu3+ = 1000 cm-1. Des mesures de temps de vie à basse température, 77K, dans 

l’eau lourde ont été effectuées pour visualiser la contribution des effets de transfert d’énergie 

en retour au signal de luminescence de l’europium des complexes EuN1 et EuP1. En effet, une 

augmentation de temps de vie quand la température diminue est indicative du phénomène de 

transfert d’énergie en retour. 140, 141 

Tableau 3. 3 : Temps de vie de l’europium des complexes EuN1 et EuP1 à 298 K et 77 K. dans un tampon HEPES 

(D2O, 10 mM, pD =7). 

sondes D2O 298K (ms) D2O 77K (ms) 

P1 0,72(1)a 3,7(2)b 

N1 1,18(1)a  1,3(2)b 
  

[a] Complexe (10 µM) dans un tampon HEPES (D2O, 10 mM, pD =7). [b] Complexe (60 µM) dans un mélange 

tampon HEPES (D2O, 10 mM, pD =7)/glycérol (70/30, v/ v). 
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Les mesures effectuées mettent en évidence une augmentation d’un facteur 5 du temps de vie 

de l’europium à 77 K du complexe EuP1 contre un temps de vie de l’europium quasi inchangé 

(  1,1) pour le complexe EuN1. La forte dépendance du temps de vie avec la température, 

couplée à la faible différence énergétique entre l’état triplet de la proflavine et le premier état 

émissif accepteur de l’europium traduisent un important transfert d’énergie en retour dans le 

complexe EuP1. Par contre la faible variation du temps de vie de l’europium du complexe 

EuN1 indique l’absence de transfert d’énergie en retour. 

Les sondes de première génération EuP1 et EuN1 possèdent donc des propriétés de 

luminescence intéressantes pour le développement de sondes de l’ADN, grâce à la présence 

d’un intercalant dans la séquence. Ces ligands hexadentates possèdent des propriétés de 

complexation similaires à celles de P22. Malgré la présence d’un fort transfert d’énergie en 

retour dans le complexe EuP1, les propriétés de sensibilisation de l’europium restent très 

intéressantes avec une intensité d’émission du même ordre de grandeur que pour EuN1. La 

stabilité plus faible du complexe EuP1, ainsi que la cinétique de formation des complexes 

EuN1 peuvent cependant être améliorées par l’introduction d’un espaceur glycine. C’est la 

conception des sondes de deuxième génération. 

 

II Sonde de deuxième génération : effet de l’espaceur glycine 

L’insertion d’un espaceur glycine dans la séquence peptidique de P1 et N1 a donné naissance 

aux sondes de deuxième génération P2 et N2.  

 

II.1 Influence sur la spéciation et la stabilité 

 

Les mesures de complexation de l’europium par ES-MS de la sonde P2 montre la formation 

d’un complexe unique, de stœchiométrie 1 : 1 (Figure 3. 15).  
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P1 P2

P2

P2

sondes log  110 pH7 cinétique 
TbP22 9,1(5) 5 min 
EuP1 7,3(5) 10 min 
EuP2 9,2(3) 10 min 
TbN1 9,1(5) 45 min 
TbN2 9,0(5) 15 min 
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complexes de deuxième et troisième génération. Elles sont représentées sur la Figure 3. 19 

bas. L’espaceur peut soit rapprocher le sensibilisateur du cation métallique soit l’en éloigner.  

Si l’on suppose que dans les sondes de première et deuxième génération, l’absorbance, le taux 

de conversion interne et l’émission sont similaires, on peut attribuer la diminution d’intensité 

de luminescence à la variation de distance r entre le donneur et l’accepteur. Le transfert 

d’énergie décroissant en r6, une augmentation de la distance de 10% dans le complexe EuP2 et 

de 20 % dans le complexe EuN2 peut être évaluée, conséquente à l’insertion de l’espaceur 

glycine. L’espaceur éloigne donc modérément l’intercalant du cation métallique, comme 

représenté sur la Figure 3. 19 b. 

 

II.2.2 Temps de vie 

 

Les temps de vie et nombres d’hydratation mesurés pour EuP2 et EuN2 sont reportés dans le 

Tableau 3. 5 et démontre que  la sphère de coordination de l’europium contient 3 molécules 

d’eau comme pour les composés de première génération. L’introduction de l’espaceur glycine 

ne modifie donc pas la coordination de l’europium.  

Tableau 3. 5 : Temps de vie et nombre de molécules d’eau coordonnées calculées selon l’équation de Parker. 

Sondes  H2O (ms) D2O (ms) q 

EuP22 0,30(1)  2,13(1)  3,1(1) 

EuP1 0,25(1)  0,72(1)  2,8(2) 

EuP2 0,21(1) 0,59(1) 3,4(3) 

EuN1 0,26 (1) 1,18(1)  3,3(2) 

EuN2 0,29(1) 1,71(1) 3,1(2) 

 

En conclusion, l’incorporation d’un espaceur glycine dans la séquence a permis d’améliorer la 

formation des complexes monométallique tri-hydratés d’europium en diminuant 

l’encombrement stérique autour du métal. De plus, son insertion a permis d’augmenter 

significativement la stabilité du complexe EuP2 par rapport à EuP1. La diminution d’un 

facteur 2 en intensité de luminescence des complexes, traduit un éloignement modéré du 

sensibilisateur du cation métallique par rapport aux composés sans espaceur.  
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Les deux peptides de troisième génération P3 et N3 ont été développés avec deux objectifs 

différents. Pour tenter d’améliorer les propriétés de luminescence, un acide aminé de plus 

haute denticité Ed3a2 a été inséré dans la séquence peptidique, dans le but de déshydrater la 

sphère de coordination de l’europium. L’augmentation de la denticité et donc du nombre de 

site de coordination a pour objectif de minimiser les désactivations non radiatives contribuant 

à éteindre la luminescence de l’europium. L’insertion de l’acide aminé Ed3a2 a été effectuée 

dans la séquence P3, contenant un dérivé proflavine de plus haute affinité pour l’ADN que la 

naphthalimide. Par ailleurs, la sensibilisation de l’europium par le naphthalimide est efficace, 

mais son pouvoir de reconnaissance de l’ADN est limité. D’où le choix d’étendre le cycle 

aromatique du Naph dans le noyau TNAph qui a été inséré dans la séquence de la sonde EuN3.  

III Sonde de troisième génération 

III.1 Peptide octadentate P3 

 

La sonde EuP3 a été synthétisée sur le modèle de conception du peptide PHD2, précédemment 

étudié au laboratoire. Ses propriétés de complexation ont démontré une coordination 

octadentate, avec l’absence de molécule d’eau dans la première sphère de coordination pour le 

complexe TbPHD2 et une molécule d’eau pour le complexe EuPHD2.76 Il est donc important de 

vérifier que l’incorporation du noyau proflavine n’affecte pas les propriétés de complexation 

de l’europium. L’espaceur glycine a été conservé dans la séquence puisque qu’il a été 

démontré qu’il permet d’augmenter la stabilité du complexe d’europium dans EuP2. De plus, 

il convient de diminuer au maximum l’encombrement stérique entre l’acide aminé de haute 

denticité et le composé aromatique. 

 

III.1.1Complexation de l’europium 

 

Les première études de complexation par spectrométrie de masse montrent la formation d’un 

complexe unique, 1Eu :1P3 Figure 3. 20. 
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L’évolution des signaux de luminescence des échantillons EuP3 à 0,25, 0,5 et 2,5 équivalents 

d’europium traduit une équilibration lente vers l’espèce thermodynamique EuP3. À un 

équivalent d’europium, aucune variation des signaux de luminescence n’est enregistrée. Il y a 

donc bien formation d’espèce monométallique EuP3. Pour la suite de mesures effectuées avec 

cette sonde, un temps de stabilisation du système de deux heures a été respecté. 

L’introduction de l’acide aminé Ed3a2 dans la séquence influence donc fortement les vitesses 

de formation du complexe de l’europium.  

 

III.1.2 Temps de vie et stabilité 

 

Les mesures de temps de vie du complexe EuP3 dans l’eau légère et l’eau lourde conduisent à 

un nombre d’hydratation q =1 (Tableau 3. 6). L’insertion de l’acide aminé pentadentate 

Ed3a2 permet donc de déshydrater le cation Eu3+. 

 

 

Tableau 3. 7 : Données relatives à la formation des complexes d’europium de la famille de la proflavine 

sondes  H2O (ms) D2O (ms) q log  110 pH7 

EuP22 0,30(1) 2,13(2)  3,1(1) 9,1(5)* 

EuPHD2 0,68(1) 2,03(2)  0,9(1) 12,7(5)* 

EuP1 0,25(1)  0,72(1)  2,8(2) 7,3(5) 

EuP2 0,21(1) 0,59(1) 3,4(3) 9,2(3) 

EuP3 0,23(1) 0,32(1) 1,2(3) 11,9(2) 

 

* Constantes mesurées pour le cation Tb3+. 

 

La stabilité du complexe EuP3 a été mesurée en présence d’un compétiteur de plus haute 

affinité que le NTA, l’HEDTA et donne une valeur similaire à celle obtenue précédemment au 

laboratoire pour le complexe TbPHD2. 
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III.1.4 Luminescence dans l’infra rouge 
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Figure 3. 25 : Spectre d’excitation du complexe NdP3.en détectant l’émission à 1060 nm. 

 

Ces résultats préliminaires restent à approfondir. Ils ont néanmoins permis de montrer que la 

structure du peptide octadentate dérivé de la proflavine P3 était capable de sensibiliser le Nd3+ 

par effet d’antenne et permettaient une détection du signal dans l’infrarouge. 

 

III.2 Peptide dérivé du naphthalimide à cycle étendu N3 

 

III.2.1 Sensibilisation 

 

La longueur d’onde d’absorption maximale du noyau TNaph inséré dans les sondes 

peptidiques à pH 7 dans un milieu 10 mM HEPES 0,1M KCl, est de 348 nm. Les bandes 

d’absorption à 450 nm et 506 nm, non présentent pour le noyau naphthalimide sont attribués à 

l’extension du cycle. En présence d’un équivalent d’europium et après excitation à 348 nm, le 

signal de fluorescence est détecté à 400 nm. Les allures des spectres d’absorption et de 

fluorescence sont similaires à celles obtenues pour le naphthalimide dans les sondes EuN1 et 

EuN2. 



Chapitre III COMPLEXATION DE L’EUROPIUM 

166 

N3

N1 N2 

N2



Chapitre III COMPLEXATION DE L’EUROPIUM 

167 

Nn

N3

III.2.2 Temps de vie 



Chapitre III COMPLEXATION DE L’EUROPIUM 

168 

N3

N3

sondes  H2O (ms) D2O (ms) D2O (ms) 77K q¥ log  110 pH7 
EuN1 0,26(1)  1,18(1)  1,3(2) 3,3(2) 9,1(5) 
EuN2 0,29(1) 1,71(1) 2,6(2) 3,1(2) 9,0(5) 
EuN3 0,27(1) 1,32(1) 1,5(2) 3,2(2) 9,5(5) 
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L’incorporation d’un aromatique plus encombré ne diminue donc pas la stabilité du complexe 

EuN3 formé. Ce dernier possède des propriétés similaires aux complexes EuP22 et EuN2, avec 

de plus des propriétés d’émission améliorées. C’est donc un complexe très prometteur pour la 

détection de l’ADN, de par la présence d’un cycle aromatique étendu. 

 

En conclusion, toutes les sondes, quels que soient les noyaux sensibilisateurs considérés, 

permettent la formation de complexe monométallique bien défini. L’incorporation d’un 

espaceur glycine dans la séquence de EuN2 et EuP2 a permis de s’affranchir à la fois des 

problèmes de cinétique présent lors de la formation de la sonde EuN1 mais également 

d’obtenir une stabilité suffisante à pH physiologique pour le complexes EuP2, par une 

diminution des contraintes stériques. L’augmentation de la denticité du complexe EuP3 

octadentate a permis une forte augmentation de la stabilité à pH physiologique et une 

déshydration suffisante de la première sphère de coordination du cation lanthanide pour 

permettre une détection de luminescence dans l’infra-rouge du complexe NdP3. Enfin, le 

noyau à cycle étendu TNaph, inséré dans le peptide N3 permet d’obtenir une émission de 

l’europium comparable à celles des sondes EuN1 et EuN2. 

 

Cette étude démontre l’obtention de six complexes d’europium bien définis EuP ou EuN, leurs 

interactions avec la double hélice de l’ADN font l’objet du dernier chapitre de ce mémoire. 
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Les six peptides développés dans ce travail forment des complexes d’europium 

monométalliques luminescents. Leurs propriétés d’interaction avec l’ADN font l’objet de ce 

chapitre et nous nous attacherons en particulier à démontrer que ces nouvelles sondes 

permettent la détection de l’ADN à travers la luminescence centrée sur le métal. 

 

I Comment mesurer l’interaction avec l’ADN ? 

 

Nous allons tout d’abord montrer comment les interactions de composés avec l’ADN peuvent 

être mises en évidence. Pour cela différentes techniques d’analyse peuvent être combinées 

afin de vérifier la cohérence et la pertinence des résultats obtenus.  

La mesure du dichroïsme linéaire est LA technique phare pour prouver si un composé 

s’intercale dans l’ADN. En effet, celle-ci traduit l’orientation (parallèle ou perpendiculaire) 

d’un composé par rapport à l’axe de la double hélice. Cependant, celle-ci n’est pas disponible 

au laboratoire et pourra être éventuellement utilisée dans l’avenir pour s’assurer du mode 

d’interaction de certains complexes. 

Les caractéristiques que nous avons utilisées pour caractériser l’interaction des complexes 

d’europium avec l’ADN sont les suivantes : la luminescence de l’europium, la fluorescence et 

l’absorbance des unités aromatiques contenues dans les complexes, et enfin la température de 

fusion de l’ADN.  

 

 Absorbance I.1

 

Chaque base azotée de l’ADN possède sa propre signature énergétique (Erreur ! Source du 

envoi introuvable.). Pour chaque brin d’ADN, un spectre d’absorption moyen est mesuré qui 

dépend de l’enchaînement des paires de bases et de leur nombre. Tous les ADN double brins 

des mammifères ont une absorbance équivalente à la longueur d’onde de 260 nm, car ils 

possèdent tous la même proportion de bases G, C, A et T dans leurs gènes. L’appariement des 

bases deux à deux et leur empilement les unes sur les autres entraînent une diminution de 

l’absorbance des bases. L’interaction des orbitales  entre elles se traduit donc par une 

diminution de l’absorbance moyenne. Les interactions hydrophobes et les liaisons hydrogène 
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Température de fusion ou température de dénaturation I.2
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La température de dénaturation de l’ADN augmente donc en présence d’un intercalant. On 

estime la stabilisation (Tf) en mesurant la différence entre la température de dénaturation de 

l’ADN libre et celle de l’ADN en présence de l’intercalant. 

 

Tf = Tf(ADN-int) – Tf (ADN) 

 

Bien qu’il n’y ait pas de règle absolue, un intercalant induit la plupart du temps une 

augmentation de la température de fusion d’au moins 4 °C. 

 

 Luminescence  I.3

 

Enfin, l’interaction des complexes avec l’ADN peut être identifiée grâce à la fluorescence des 

unités intercalantes aromatiques dérivées de la proflavine Pfl97, 120, 148 et du naphthalimide 

Naph104, 106, 112, 121 contenues dans les complexes. En effet, en présence d’ADN leur 

fluorescence varie. Cependant selon l’intercalant utilisé, une augmentation de fluorescence 

peut être observée, notamment avec le bromure d’éthidium,97, 146 ou une extinction comme 

avec la proflavine. C’est ce que l’on nomme un quenching ou extinction de fluorescence. 

Cette extinction est dépendante de la concentration d’ADN présente, exprimée en paire de 

base. 

Enfin, les variations de fluorescence permettent de vérifier les cohérences des résultats 

obtenus lors de la détection de l’interaction grâce à la luminescence centrée sur l’europium, et 

de valider le modèle utilisé. 

Les temps de vie de l’europium dans les complexes interagissant avec l’ADN ont également 

été mesurés pour vérifier l’intégrité du complexe métallique lors de l’interaction. En effet une 

diminution traduirait une décomplexation du métal, rendant toute interprétation des résultats 

impossible. 

 

Pour quantifier l’effet de l’interaction avec l’ADN sur la luminescence, nous avons défini le 

pourcentage d’extinction E de luminescence comme étant : 
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où I représente la luminescence mesurée en présence de 25 équivalents d’ADN exprimé en 

paires de base [pb], et I0 la luminescence initiale en absence d’ADN. Ce pourcentage 

d’extinction E est utilisé lors de la comparaison des résultats obtenus entre les différentes 

sondes. 

 

 Modèle d’interaction utilisé I.4

 

La puissance de l’interaction spécifique entre l’intercalant et son site d’interaction dans 

l’ADN (la paire de base) correspond à l’affinité réciproque des deux partenaires. Cette affinité 

dépend de la structure chimique de chacun des partenaires permettant l’établissement de 

liaisons non covalentes multiples (hydrophobes, ioniques, hydrogènes, van der Waals). En 

dépit de cette complexité, l’analyse du mode de liaison obéit à la loi d’action de masse, 

représentant l’équilibre dynamique entres les formes associées et libres des composés. Le 

modèle suppose que la liaison intervient lors de la rencontre des deux partenaires par simple 

diffusion, avec une orientation spatiale favorable des deux acteurs et une énergie 

suffisante.149, 150 Ce modèle simple ci-dessous, développés par J.B. Chaires, est satisfaisant 

pour les études menées au cours de ces travaux de thèse.  

 

Int + pb  Int-pb 

 

où Int = composé intercalant 

      pb = ADN exprimé en paires de base 

 

L’équilibre est atteint lorsque les vitesses d’association et de dissociation sont égales. [Int] × 

[pb] ×k1 représente la vitesse d’association et [Int-pb] × k-1 la vitesse de dissociation, avec k1 

la constante cinétique d’association et k-1 la constante cinétique de dissociation. 

À l’équilibre thermodynamique on obtient : 
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L’affinité est définie par la constante d’association à l’équilibre,    exprimée en M-1. En 

pratique, on donne également l’inverse, soit la constante de dissociation    car son unité en 

Molarité est plus évocatrice.151 C’est donc avec ce modèle qu’ont été calculées, à l’aide du 

logiciel Specfit, les constantes d’association avec l’ADN des complexes peptidiques 

d’europium développés. 

 

 Choix de l’ADN I.5

 

L’ADN choisi pour effectuer les mesures d’interaction est un ADN extrait du thymus de veau, 

appelé ct-DNA (Ct pour calf thymus). Notre choix s’est porté sur cet ADN pour plusieurs 

raisons : 

 Sa proportion en paire de base GC (42%) et AT (58%) est égale à l’ADN humain. 

 Cet ADN a été fréquemment utilisé152, 153, 154 et nos résultats peuvent donc être 

comparés avec ceux décrits dans la littérature.97, 106, 109, 121, 122, 124 

Cette molécule d’ADN est extraite de cellule vivante et sa composition exacte et sa longueur 

ne sont donc pas connues. L’utilisation de la formule de Bolton et Mac Carthy n’est pas 

possible. Son poids moléculaire est estimé entre 10-15×109 Dalton (Da). Sachant qu’une paire 

de base correspond environ à 660 Da, sa taille moyenne est estimée entre 1 et 1,5 millions de 

paires de bases. 

Les résidus protéiques issus de l’extraction de l’ADN de la cellule sont éliminés en précipitant 

le ct-DNA dans l’éthanol. L’excédent de sels présents, pouvant perturber les mesures 

d’interaction avec l’ADN, est éliminé par dialyse dans l’eau extra pure. En effet, une 

concentration saline trop élevée masque la charge globale de la double hélice et induit une 

augmentation de la température de fusion Tf de l’ADN. Une concentration saline trop faible, 

au contraire déstabilise la double hélice. La pureté du ct-DNA ainsi traité est caractérisée en 

calculant le ratio entre la valeur de l’absorbance à 260 et 280 nm. Ce ratio doit être compris 

entre 1,8 et 2 : supérieur, il traduit la présence d’ARN ; inférieur il traduit la présence de 

protéines.155 



Chapitre IV INTERACTION AVEC L’ADN 

183 

III Interaction des dérivés naphthalimides avec l’ADN 

Naphthalimide II.1
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 Sondes EuN1 et EuN2 II.2

II.2.1 Température de fusion 

 

Les températures de fusion de l’ADN en présence des peptides N1 et N2 ou de leurs 

complexes EuN1 et EuN2 ont été mesurées en présence de 5 équivalents de paires de bases 

d’ADN pour un équivalent de composé étudié. Le Erreur ! Source du renvoi 

ntrouvable. récapitule l’ensemble des données obtenues. 

 
Tableau 4. 1 : Températures de dénaturation du ct-DNA en présence des peptides N1, N2,et des sondes EuN1 et 

EuN2 dans le tampon HEPES 10 mM, pH 7, 50 mM NaCl 

Composé N1 N2 EuN1 EuN2 

Tf (     ) 11 °C 2 °C 1,5 °C 2 °C 

 

Les résultats obtenus en présence du peptide N1 montrent une plus forte différence de 

stabilisation de la double hélice (Tf N1 = 11°C) qu’en présence d’une quantité égale du 

complexe EuN1 (Tf EuN1= 1,5°C). La complexation du métal perturbe donc dans ce cas 

l’interaction du peptide avec l’ADN. Bien que faible, la stabilisation de l’ADN par le 

complexe EuN1 (Tf = 1,5°C) est du même ordre de grandeur que celle obtenue pour le noyau 

naphthalimide (Tf = 2°C), traduisant un mode d’action similaire. La forte stabilisation de la 

double hélice en présence du peptide libre N1 provient donc probablement de l’arrangement 

spatial de ce peptide en solution, propice à la formation de liaisons hydrogène avec l’ADN. 

Les bras aminodiacétates des acides aminés non naturels Ada2 étant libre, il est possible que 

ceux-ci participent à la formation de liaisons hydrogène, stabilisant ainsi plus fortement 

l’interaction avec l’ADN. Cependant, la mesure de la température de fusion ne traduit pas 

l’affinité des composés. Cette différence représente donc un mode d’interaction différent avec 

la double hélice. La Figure 4. 4 représente les résultats obtenus pour les sondes N1 et EuN1. 
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où C et I représentent la concentration et l’intensité de luminescence du complexe EuN1, Iint 

l’intensité de luminescence du complexe lié à l’ADN et Cl et Il la concentration et l’intensité 

en complexe libre après addition d’ADN. 

La constante d’affinité est ensuite déterminée par une extrapolation graphique affine suivant 

le modèle 3 :  

 
  
  

            )                    

 

Où rl représente le rapport de la concentration de composé lié Cint sur la concentration 

d’ADN en paires de base, Ka est la constante d’affinité et n est la densité de site de fixation 

du composé dans l’ADN. La pente de la droite obtenue représente l’opposé de la constante 

d’affinité. La Erreur ! Source du renvoi introuvable. représente les résultats obtenus après 

raitements des données pour la luminescence de l’europium du complexe EuN1. 

 

 
Figure 4. 6: Luminescence en temps résolu de EuN1 (courbe orange 2 µM – bleue 5µM- rouge 10 µM- noire 20 

µM) en absence (courbe ininterrompue) ou en présence (courbe pointillée) d’une quantité égale d’ADN (40 µM 

pb) dans le tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7). Encart: Détermination de la constante d’affinité pour 

l’ADN suivant la méthode de Scatchard  

 

La constante d’affinité obtenue Ka = 1,4×103 M-1 de l’ordre du millimolaire est à modérer. En 

effet, le modèle utilisé est basé sur l’hypothèse que lors de l’interaction avec l’ADN, la 

luminescence du composé étudié est égale à 0, ce qui n’a pu être vérifié dans notre cas. 
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Tableau 4. 2 : Données obtenues lors de la reconnaissance de l’ADN des espèces naphthalimides de première et 

deuxième génération 

 Luminescence de l’Eu Fluorescence du Naph 

 E (msec) logKa E logKa 

Naph - - - 8% - 

N1 - - - 18% - 

EuN1 96% 0,01 3,1(5)a 18% - 

N2 - - - 27% 3,7(3)b 

EuN2 59% 0,00 3,8(2)b 22% 3,9(1)b 

E représente l’extinction de luminescence de l’europium ou de fluorescence en présence de 25 équivalents de 

paires de bases d’ADN.  est la variation du temps de vie de l’europium au cours du dosage. Ka est la 

constante d’interaction avec l’ADN mesurée dans un tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7 a selon la 

méthode de Scatchard  b selon le modèle décrit dans la section I.4.  

 

 

L’ensemble des données récapitulées dans le tableau 4.2 met en évidence l’influence positive 

de l’insertion de l’espaceur dans la séquence. En effet, son incorporation dans la séquence 

peptidique a permis d’obtenir des résultats cohérents pour les différentes expériences menées 

(fluorescence, luminescence, température de fusion) et interprétables selon le modèle 

classique d’interaction. Bien que l’affinité des composés naphthalimides pour l’ADN reste 

faible et que son mode d’interaction par intercalation ne soit pas démontré, les complexes 

EuN1 et EuN2 sont capables de détecter la présence d’ADN à travers la luminescence centrée 

sur le métal. 

 

Dans le but d’augmenter l’affinité des sondes naphthalimides pour l’ADN, le cycle 

thiazolonaphthalimide (TNaph) plus étendu a été inséré dans la séquence du peptide N3. Cette 

extension de cycle a pour objectif d’augmenter l’affinité pour l’ADN ainsi que les propriétés 

de reconnaissance centrée sur le métal. 
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Tableau 4. 4 : Résultats des expériences menées sur la détection de l’ADN par les sondes naphthalimides 

 Luminescence de l’Eu Luminescence de l’Eu 

 E (msec) logKa E log Ka 

EuN1 96% 0,01 3,1(5)a 28% - 

EuN2 59% 0,00 3,8(2)b 23% 3,9(2)b 

EuN3 72% 0,04 4,2(1)b 27% 4,1(1)b 

E représente l’extinction de luminescence de l’europium ou de fluorescence en présence de 25 équivalents de 

paires de bases d’ADN.  est la variation du temps de vie de l’europium au cours du dosage.  Ka est la 

constante d’interaction avec l’ADN mesurée dans un tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7 a selon la 

méthode de Scatchard  b selon le modèle décrit dans la section I.4. 
 

En conclusion sur les sondes de la famille du naphthalimide, l’insertion d’un espaceur glycine 

a permis d’obtenir des résultats interprétables selon le modèle couramment utilisé. 

L’extension du cycle, couplée à la présence d’un espaceur glycine dans la séquence 

peptidique a permis de démontré le potentiel du complexe EuN3 comme sonde de l’ADN, à 

travers la mesure du signal de luminescence de l’europium. Les résultats obtenus par 

luminescence sont rassemblés dans le Tableau 4. 4. 

 

La seconde famille de sondes développées contient un composé aromatique proflavine. La 

proflavine ayant une affinité plus forte que le naphthalimide pour l’ADN, l’affinité des sondes 

EuP1/2/3 devrait être plus forte pour l’ADN également. 

 

III Interaction des dérivés proflavines avec l’ADN 

 

Les sondes de de la famille des naphthalimides ont permis de valider la stratégie employée 

pour développer des sondes capables de détecter l’ADN à travers la luminescence centrée sur 

le métal. L’étude de l’interaction avec l’ADN des sondes proflavines devraient permettre 

d’obtenir des sondes plus affines pour la double hélice. 
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Les résultats obtenus indiquent une plus forte interaction de la proflavine 1 avec l’ADN que le 

composé naphthalimide. En effet une stabilisation de 9 °C est observée, contre 2 °C seulement 

pour le composé naphthalimide. La proflavine interagit donc plus fortement avec la double 

hélice. Dans la littérature, la constante d’affinité de la proflavine pour l’ADN mesurée grâce à 

l’extinction de fluorescence est Ka ~ 105 M-1.97 L’obtention d’une constante proche pour le 

composé 1 dans nos expériences (Ka = 5.104 M-1) indique que la substitution d’une fonction 

amine de la proflavine nuit peu à l’intercalation du composé.  

 
Tableau 4. 5 : Récapitulation des données obtenues sur l’interaction du composé 1 avec le ct-DNA. 

 E logKa  hypochromisme Tm 

Proflavine 1 80% 4,7(1) 27% 9°C 

E représente l’extinction de fluorescence en présence de 25 équivalents de paires de bases d’ADN. Ka est la 

constante d’interaction avec l’ADN mesurée dans un tampon HEPES (10 mM, 50 mM NaCl, pH 7 selon le 

modèle décrit dans la section I.4.  

 

 

L’effet hypochrome mesuré (27%) ainsi que la température de fusion en augmentation de 9°C 

traduit le phénomène de stabilisation de la double hélice par intercalation de la proflavine.92 

 

L’augmentation de la température de fusion du ct-DNA en présence du composé 3 est 

légèrement inférieure à celle exposée dans la littérature par T. Jenkins et al, à savoir 12 °C 

pour la proflavine. Cette différence peut s’expliquer par la substitution d’une des fonctions 

amine de la proflavine dans le composé 1 qui engendre un encombrement stérique et peut 

ainsi diminuer la facilité d’insertion dans l’ADN. Néanmoins cet effet reste faible. La 

comparaison de ces résultats avec ceux obtenus pour les peptides P et les complexes EuP 

devrait permettre de visualiser l’influence de la structure peptidique et du métal sur les 

capacités de reconnaissance de l’ADN des composés intercalants.  

 

 Sondes EuP1 et EuP2 : III.2

 

Les études de la détection de l’ADN en présence des sondes de première génération EuP1 et 

EuP2 ont été réalisées. Un suivi de fluorescence, luminescence de l’europium, de variation 

d’absorbance en présence d’une quantité croissante d’ADN, ainsi que des mesures de 
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 Tf ( 0,5°C  hypochromisme bathochromisme log Ka 

P f l  1 9°C 27% 5 nm 4,7(1) 

P1 7°C  - - - 

EuP1 7°C  26% 5 nm 4,4(3) 

P2 8°C - - - 

EuP2 8°C  45% 8 nm  4,7(2) 
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Les constantes d’association des sondes  EuP1 et EuP2 avec le ct-DNA ont été évaluées à 

partir des variations d’absorbance à 450 nm. L’association avec EuP2 avec est légèrement plus 

élevée avec logKa = 4,7(2) contre 4,4(3) pour EuP1. Il semble donc que l’espaceur facilite 

l’interaction avec l’ADN.  

 

III.2.2 Luminescence 

 

Pour la sonde proflavine de première génération, une différence d’extinction de fluorescence 

en présence d’ADN entre le peptide libre P1 et le complexe EuP1 et la proflavine a été 

mesurée. En effet, une extinction de fluorescence E = 66% pour P1 et une extinction E= 45% 

pour le complexe EuP1 traduit l’impact de la complexation du métal sur les capacités de 

reconnaissance de l’ADN de l’extrémité proflavine (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). 

près la complexation de l’europium, la sonde EuP1 est moins flexible, donc moins libre 

d’interagir avec l’ADN de manière similaire au composé Pfl libre. 

 
Tableau 4. 7 : Résultats obtenus en présence de 25 équivalents en paires de bases d’ADN pour les complexes 

EuP1 et EuP2 

 Luminescence de l’Eu Fluorescence  

 E (msec) log Ka E log Ka  

Pfl 1 - - - 75% 4,7(2) 

P1 - - - 66% - 

EuP1 75% 0,04 4,4(3) 45% 4,7(1) 

P2 - - - 65% - 

EuP2 88% 0,03 4,7(1) 66% 4,7(3) 

E représente l’extinction de luminescence de l’europium ou de fluorescence en présence de 25 équivalents de paires de bases 

d’ADN.  est la variation en msec du temps de vie de l’europium à 615 nm. Ka est la constante d’interaction avec l’ADN 

mesurée dans un tampon HEPES (10 mM 50 mM NaCl, pH 7) 

 

Pour le complexe EuP1, la constante d’affinité pour le ct-DNA a pu être calculée par trois 

types d’expériences indépendantes : logKa = 4,4(3) par UV (Figure 4. 13), = 4,7(1) par 

fluorescence et = 4,4(3) par luminescence de l’europium (Figure 4. 14). Ces valeurs sont 

cohérentes et démontre une interaction d’affinité proche de celle de l’aromatique proflavine 
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Le calcul de la constante d’affinité par effet hypochrome à 450 nm sanctionne également 

l’introduction de l’acide aminé Ed3a2 : l’affinité chute d’un facteur 20 comparé au complexe 

EuP2. Le Erreur ! Source du renvoi introuvable. récapitule les données obtenues.  

 
Tableau 4. 8 : Récapitulatifs de données obtenues pour les sondes Proflavine par spectroscopie UV-visible 

 Tf (       ) Effet 

hypochrome 

Effet 

bathochrome 

logKa 

EuP1 7°C  26% 5 nm 4,4(3) 

EuP2 8°C 43% 8 nm 4,7(2) 

EuP3 1,5°C  35% 9 nm 3,1(2) 

 

III.3.2 Luminescence 

 

La constante d’affinité du complexe EuP3 pour le ct-DNA, mesurée par la luminescence du 

cation europium démontre également une valeur nettement plus basse que les deux 

précédentes sondes EuP1 et EuP2 (Tableau 4. 9). L’augmentation du temps de vie des états 

excités de l’europium (+ 0,11 msec) au cours de la titration du complexe EuP3 par l’ADN 

indique que l’europium ne se décomplexe pas. Cette augmentation peut traduire une 

déshydratation totale de la sphère de coordination du complexe avec par exemple le 

remplacement de la molécule d’eau par un groupement phosphate de l’ADN. Aux vues de sa 

faible affinité pour l’ADN (Figure 4. 17), la sensibilité de la luminescence de l’europium de la 

sonde EuP3 n’est donc pas optimale pour détecter l’ADN. La chute de l’affinité pour le ct-

DNA de la sonde EuP3 peut être expliquée par la répulsion électrostatique entre le complexe 

EuP3, chargé négativement, et les groupements phosphate de l’ADN. De plus, la proximité 

spatiale entre l’acide aminé pentadentate et le noyau intercalant peut induire une gêne stérique 

et entraver l’insertion de la proflavine dans la double hélice de l’ADN. 

Néanmoins, malgré cette chute d’affinité, la détection de l’ADN par la sonde EuP3 est 

toujours assurée par une variation significative du signal de luminescence du cation europium. 

Des tentatives de détection de l’ADN par luminescence infra rouge en présence du complexe 

NdP3 ont été effectuées mais après la première addition d’ADN, une extinction totale du 

signal de luminescence du Nd3+ est observée.  
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EuP1 75% 0.04 4,4(3) 
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Les sondes nouvellement développées au cours de cette étude répondent donc bien à la 

problématique de départ visant à coupler l’intercalation au phénomène de 

sensibilisation afin de détecter l’interaction sonde-ADN par la luminescence résolue en 

temps du cation lanthanide.  
 

IV Sélectivité 

 

Nous venons de démontrer que les complexes peptidiques de lanthanide comportant une unité 

de reconnaissance de l’ADN étaient capables de détecter la présence d’ADN grâce à la 

luminescence centrée sur le métal. Les sondes de la famille de la proflavine EuP1 et EuP2 

donnent par ailleurs les résultats les plus encourageants. L’unité proflavine a été choisie pour 

ses capacités d’interaction par intercalation avec l’ADN. Un atout supplémentaire de la 

proflavine est sa sélectivité pour la composition en paires de bases de l’ADN, sélectivité déjà 

discutée dans le chapitre II. En effet, selon la composition en paires de bases de l’ADN, le 

mode d’interaction de la proflavine varie (intercalant-sillon) et la décroissance de la 

fluorescence de la proflavine est différente : elle est d’autant plus grande que la composition 

en enchaînement de paires de bases GC est grande. On parle alors de sélectivité de 

reconnaissance, qui représente en fait une sélectivité structurale de reconnaissance. L’ADN 

riche en paire de bases GC sera de type Z-DNA, alors qu’un ADN riche en paires de bases AT 

aura une conformation intermédiaire entre le B et le A-DNA.  

La question est donc : est-ce que les sondes EuP1 et EuP2 sont sélectives d’une séquence 

d’ADN ? Et si oui, la luminescence de l’Eu3+ est-elle capable de mettre en évidence cette 

sélectivité ? 

La taille des complexes est plus importante que celle de la proflavine seule, ce qui pourrait 

entraîner une perte de sélectivité. La sélectivité des complexes EuP1 et EuP2 a donc été 

étudiée par luminescence en utilisant des brins d’ADN de compositions différentes. La sonde 

EuP3 n’a pas été testée, aux vues de son affinité nettement plus faible pour l’ADN. 

 

 Choix de l’ADN IV.1

 

Les ADN choisis pour cette étude sont synthétiques et donc de compositions connues. En 

effet, on ne peut pas utiliser un ADN extrait de cellule vivante car il serait nécessaire 
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d’effectuer un séquençage au préalable. Afin de maximiser l’effet de variation de la 

luminescence, les complexes doivent s’intercaler entre des paires de bases identiques. 

L’enchaînement des bases sur un brin doit donc être contrôlé. De ce fait, notre choix s’est 

porté sur des brins d’ADN composés d’une alternance de bases purine-pyrimidine : 

 

 soit G-C-G-C, ce qui correspond à un ADN de type poly(dG-dC)2 

 soit A-T-A-T ce qui correspond à un ADN de type poly(dA-dT)2 

  

Ces doubles brins d’ADN commerciaux ont une taille estimée entre 500 et 1000 paires de 

bases. 

 

 Sélectivité et complexe EuP1 IV.2

 

La reconnaissance de l’ADN poly(dA-dT)2 et poly(dC-dG)2 par le complexe EuP1 a été 

analysée grâce aux variations de fluorescence de la sonde et de luminescence de l’europium. 

 

Les mesures de variations de fluorescence de la proflavine présente dans le complexe EuP1 

nous apprennent que son insertion dans une séquence peptidique ne perturbe pas ses capacités 

de sélectivité de reconnaissance. En effet, la différence d’extinction de fluorescence en 

présence d’ADN poly(dG-dC)2 (E=51%) et en présence d’ADN poly(dA-dT)2 (E = 29%) 

traduit une différence d’interaction selon la composition en paire de bases. L’analyse de ces 

données nous indiquent que la sonde EuP1 est capable, au même titre que la proflavine de 

détecter par fluorescence (Figure 4. 18), les différences de composition en bases de l’ADN. Le 

complexe EuP1 interagit donc préférentiellement avec un ADN de composition riche en paires 

de bases GC.  
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En conclusion, la sonde EuP1 est capable de différencier des séquences d’ADN riche en paires 

GC ou AT à travers la luminescence centrée sur le métal. En effet les intensités de 

fluorescence/luminescence du complexe EuP1 sont très dépendantes de la séquence de l’ADN. 

La différence d’affinité observée reste néanmoins dans la barre d’erreur de notre 

détermination, à savoir logKa  0,3.  

 

 

Influence de l’espaceur glycine sur la sélectivité 

 

Il a été vu précédemment que l’incorporation d’une glycine entre l’unité proflavine et le 

peptide dans la séquence de EuP2 permettait une interaction plus en profondeur dans l’ADN. 

Des études de sélectivité de reconnaissance de l’ADN poly(dA-dT)2 et poly(dG-dC)2 ont donc 

été effectuées pour mettre en évidence l’influence d’une glycine supplémentaire dans la 

séquence peptidique sur les propriétés de reconnaissance de l’ADN. 

Les différences d’extinction de fluorescence selon la composition de l’ADN (EGC = 59% EAT 

= 29%) mesurées sont similaires avec les résultats obtenus précédemment pour la sonde EuP1. 

L’introduction de l’espaceur dans la séquence n’induit donc pas de perte de sélectivité de 

reconnaissance. La mesure des variations de la luminescence centrée sur le métal du 

complexe EuP2 permet également de discriminer la composition en bases de l’ADN. Une 

extinction de luminescence plus forte est mesurée en présence de l’ADN synthétique riche en 

paires de bases GC (EGC = 93% ; EAT = 80%). (Figure 4. 20) 
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L’espaceur glycine permet donc d’améliorer la détection de l’ADN à travers une 

amplification de l’extinction de la luminescence centrée sur le métal et d’augmenter la 

sélectivité de reconnaissance du composé EuP2 pour les paires de bases GC. 

 

Pour visualiser l’effet de l’incorporation de l’espaceur glycine sur la sélectivité, les données 

obtenues par luminescence centrée sur l’europium des complexes EuP1 et EuP2 ont été 

comparées (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Pour ce faire, nous avons défini le 

aramètre de sélectivité Sel selon l’équation suivante :  

Sel   
       

    
 

 

où IRef représente l’intensité de luminescence du complexe en présence de 15 équivalents de 

ct-DNA et IX représente cette même intensité en présence d’ADN de séquence X (X = GC ou 

AT).  

Le paramètre de sélectivité Sel est donc calculé en prenant comme référence le ct-DNA et 

représente les variations d’intensité de luminescence par rapport à ce dernier. Une 

reconnaissance plus forte que pour le ct-DNA se traduit par une valeur positive du paramètre 

Sel. À l’inverse, une valeur négative de Sel traduit une interaction moins importante qu’avec 

le ct-DNA. Ce paramètre traduit donc la détection spécifique de séquences d’ADN 

enrichie en paires de bases AT ou GC par rapport à une séquence d’ADN de 

composition aléatoire. 

 

La Figure 4. 21 représente les résultats obtenus suivant le calcul de la sélectivité exposé pour les 

complexe EuP1 et EuP2.  



Chapitre IV INTERACTION AVEC L’ADN 

210 
 

 
Figure 4. 21 : Sélectivité des sondes EuP1 et EuP2 pour l’ADN de composition différentes. AT pour poly(dA-dT)2 

et GC pour poly(dG-dC)2. 

 

On remarque en premier lieu que les deux sondes sont plus sensibles aux paires de bases GC, 

avec des paramètres de sélectivité positifs. Ceux-ci sont négatifs pour les deux sondes en 

présence de paires de base AT. Cette observation est en cohérence avec les extinctions de 

luminescence mesurées, plus forte en présence d’ADN GC que d’ADN AT.  

Dans un second temps, on remarque que l’incorporation de l’espaceur glycine dans la sonde 

EuP2 augmente la valeur du paramètre Sel de 30%. La sonde EuP2 détecte donc plus fortement 

les séquences GC que la sonde EuP1. Au contraire, l’introduction de la glycine dans la 

séquence EuP2 diminue l’effet détecté pour les paires de bases AT par rapport au ct-DNA. En 

effet, le paramètre Sel se rapproche de 0. La structure de l’ADN riche en paires de bases AT 

est une structure double brin de polymorphisme hybride B-A. L’augmentation de la flexibilité 

du complexe, conséquente à l’insertion de l’espaceur glycine, augmente donc le potentiel 

d’interaction avec ce type de structure hybride, en facilitant l’insertion de l’intercalant entre le 

plans des paires de bases. La diminution de la gêne stérique permet donc d’interagir plus 

facilement avec l’ADN riche en paire de bases AT. L’analyse de ces données indique que la 

sonde EuP2 est une sonde capable de détecter préférentiellement l’enchaînement de paires de 

bases GC, par rapport à un enchaînement aléatoire ou AT.  
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La sonde EuP2 permet donc, grâce à la luminescence centrée sur l’Eu3+, de discriminer 

des séquences d’intérêt d’une manière plus efficace que la proflavine libre. 

 

En conclusion, les sondes proflavines EuP1 et EuP2 sont capables de reconnaître l’ADN avec 

une affinité similaire à celle du noyau proflavine libre. La sensibilité de la luminescence du 

métal europium permet de détecter des différences d’interaction avec l’ADN en fonction de sa 

composition en paires de bases. L’espaceur glycine a permis de développer une sonde capable 

d’interagir 4 fois mieux avec un enchaînement de paires de base GC structurées en double 

hélice qu’avec un ADN de composition aléatoire et donc deux fois plus sélective que le 

composé proflavine lui-même. Cette dernière sonde met en avant le potentiel des 

composés peptidiques complexant les lanthanides développés dans cette thèse comme 

outil de reconnaissance de l’ADN. 

 

 

V Conclusion 

 

Lors de la détection de l’ADN, une extinction de fluorescence est systématiquement observée, 

entraînant pour chacune des sondes Eu3+ une extinction du signal de luminescence de 

l’europium. Les complexes peptidiques coordonnant l’europium développés dans ce travail, 

qui contiennent une unité intercalante, sont donc capables de transférer l’information de 

liaison à l’ADN centrée sur l’aromatique vers le cation métallique. 

Concernant les sondes naphthalimides, les optimisations effectuées (introduction d’un 

espaceur, cycle étendu) ont permis une progression significative de leur potentiel de détection 

de l’ADN. En effet, l’affinité de la sonde EuN2 pour le ct-DNA augmente d’un facteur 5 par 

rapport à la sonde EuN1 et un facteur 10 est observé pour la sonde EuN3. De plus, l’insertion 

d’un cycle naphthalimide plus étendu dans la sonde EuN3 a permis de caractériser un mode 

d’interaction avec l’ADN par intercalation, grâce aux mesures de température de fusion de 

l’ADN. La différence d’affinité observée avec le composé TNaph référencé dans la littérature 

indique un effet de l’encombrement stérique généré par la substitution sur l’atome d’azote du 

noyau naphthalimide. L’encombrement stérique provenant de la structure peptidique perturbe 

donc l’interaction avec l’ADN.  
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La comparaison des deux familles de sondes met donc en avant l’importance de la position de 

la substitution de l’intercalant-sensibilisateur. Une position de substitution adéquate permet 

donc une détection optimale de l’ADN à travers la luminescence centrée sur le métal des 

complexes peptidiques de lanthanide. 
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L’introduction d’un espaceur glycine entre le noyau sensibilisateur et le peptide permet de 

diminuer les contraintes stériques ce qui améliore à la fois les propriétés de complexation du 

cation métallique mais aussi l’interaction avec l’ADN. Les sondes de deuxième génération 

présentent des stabilités plus élevées du complexe d’europium et des affinités plus fortes pour 

l’ADN. L’éloignement du sensibilisateur du site de coordination n’induit pas de perte majeure 

d’intensité de luminescence de l’europium par rapport aux sondes de première génération. La 

diminution des contraintes stériques a donc permis d’obtenir une détection plus sensible de 

l’ADN. 

 

Le cycle naphthalimide étendu, ou thiazolonaphthalimide, a permis d’obtenir une sonde 

capable de coordonner et de sensibiliser le cation europium de manière équivalente au 

naphthalimide. De plus l’affinité pour l’ADN de cette dernière sonde est augmentée d’un 

facteur dix par rapport à la sonde naphthalimide de première génération. 

 

Enfin, l’augmentation de la denticité par l’insertion d’un acide aminé pentadentate dans la 

séquence conduit à une augmentation de la stabilité des complexes formés qui est picomolaire 

à pH physiologique. La déshydration de la première sphère de coordination du cation 

lanthanide est suffisante pour détecter la luminescence du néodyme dans le proche infra-

rouge. Cependant, le fort encombrement stérique et la charge négative plus élevée de ce 

dernier peptide induit une perte importante d’affinité pour l’ADN. 

 

L’efficacité de détection de l’ADN par les complexes peptidiques de lanthanides développés 

dans ce travail a été prouvée. De plus, des études de sélectivité de reconnaissance d’ADN de 

compositions en bases connues ont mis en évidence le potentiel de discrimination de 

séquences d’ADN spécifiques à travers la sensibilité de la luminescence de l’europium pour 

les peptides dérivés de la proflavine. 

 

 

En conclusion, les sondes développées au cours de ce travail ont démontré leur potentiel de 

détection de l’ADN, basé sur la luminescence en temps résolu de l’europium. En effet, la 

substitution de l’acide aminé naturel tryptophane par des aromatiques dérivés de la 

proflavine ou du naphthalimide permet de coupler l’interaction avec l’ADN au phénomène 

de sensibilisation et donc à l’émission du lanthanide. 
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Néanmoins, des optimisations supplémentaires peuvent être apportées pour la détection de 

l’ADN par luminescence dans le proche infra-rouge. En effet, la faible affinité de la sonde de 

haute denticité pour l’ADN peut être attribuée à un trop fort encombrement stérique ainsi qu’à 

une forte répulsion électrostatique entre le complexe chargé négativement et les groupes 

phosphates de l’ADN. Pour s’affranchir de ces contraintes, le centre métallique pourrait être 

éloigné du noyau proflavine, soit par l’insertion d’un espaceur soit par l’insertion de l’acide 

aminé pentadentate dans une autre position de la séquence peptidique. Une autre stratégie 

pour augmenter le signal de luminescence du cation lanthanide serait d’utiliser un 

sensibilisateur-intercalant capable de coordonner le cation lanthanide. De cette manière, le 

transfert d’énergie serait plus efficace ainsi que la détection de l’ADN. 

 

Les sondes peptidiques pourraient également être incorporées dans des séquences plus 

longues inspirées du vivant. Les sondes peptidiques intercalantes pourraient ainsi être 

couplées à des motifs de reconnaissance de l’ADN de longueurs plus importantes comme les 

structures HTH, capable de reconnaître sélectivement certaines séquences d’ADN grâce à des 

interactions spécifiques par liaisons hydrogène. La présence de l’intercalant dans la séquence 

pourrait augmenter la constante d’affinité et permettre la détection des séquences d’intérêts 

grâce à la luminescence centrée sur le métal. 

 

Par ailleurs, l’interaction avec l’ADN des sondes actuelles induit l’observation d’une 

diminution du signal de luminescence, c’est ce que l’on nomme un effet  « switch-off ». Une 

détection par augmentation de luminescence de l’europium lors de l’interaction avec l’ADN 

serait plus facilement exploitable. C’est ce que l’on nomme une détection en « switch-on ».67, 

68 

 

La stratégie que nous envisageons d’utiliser pour mettre au point de telles sondes est exposée 

dans le schéma de principe ci-dessous. Le couplage de deux unités aromatiques différentes 

dans la séquence peptidique permettrait d’accéder à un tel effet : 

 

 la première unité aromatique jouerait le rôle de sensibilisateur des ions Ln(III), 

  la seconde de quencheur de fluorescence et d’intercalant de l’ADN.  
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que le proflavine était capable d’interagir avec ces plaques.157 La luminescence en temps 

résolu des sondes proflavines permettant de s’affranchir de la luminescence du milieu 

biologique, est donc un outil de fort potentiel pour la détection de ces résidus.  

 

En substituant les ions Eu3+ par des ions Gd3+, la détection pourrait être réalisée par mesure de 

la relaxivité des complexes de gadolinium. En effet, des peptides acides cycliques 

précédemment développés au laboratoire ont démontré leur  capacité à complexer le Gd3+ et 

les complexes associés présentent des relaxivités élevées dues à des contributions de seconde 

sphère.158 De plus, la relaxivité étant dépendante du temps de corrélation rotationnel (R) du 

complexe de Gd3+ et donc de sa taille, une modification de la relaxivité est attendue lors de 

l’interaction avec l’ADN et de la formation de l’adduit ADN-peptide. Cette modification de la 

relaxivité pourrait également être exploitée pour étudier la reconnaissance des plaques -

amyloïdes, des G-quadruplex grâce aux propriétés de relaxivité du gadolinium.43 
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I Synthesis 

 General I.1

 

Starting materials and solvents were purchased from Sigma Aldrich and Fluka and were used without 

purification unless specified. Natural amino acids were purchased from Novabiochem Merck. 

Compound 1 (tert-butyl(6-aminoacridin-3-yl)carbamate) was obtained according to the literature.117 

Fmoc-Ada2(tBu)2-OH and Fmoc-Ed3a2(tBu)3-OH were synthesized according to Delangle et al. 

protocoles.76, 77 All water solutions were prepared from ultrapure laboraty grade water that has been 

filtered and purified by reverse osmosis using Millipore MilliQ cartridge system (resistivity 18 

MΩcm). Thin layer chromatography (TLC) was performed on silica gel 60 F254 (Merck). Flash 

chromatography was performed on silica gel 60 (40-63 µm, Merck). Analytical peptide HPLC were 

performed on a Lichrocart®  RP18a column (250  4 mm, 5µm) and preparative peptide HPLC on an 

Merck Purospher® RP18a column (125  25 mm, 5µm) controlled with EZ-ChromElit software and 

equipped with a UV-visible detection. Mixtures of solvents used for HPLC experiments were 

ACN/water/TFA (90/10/0.1 v/v/v) called solvent A and water/TFA (99.925/0.075 v/v) called solvent 

B. Peptide’s HPLC purifications were followed simultaneously at 214 nm and 344 nm for 

naphthalimide peptides and 450 nm for proflavine peptides. The purity was checked by analytical 

HPLC using the same elution gradient as for purification with a lower flow rate (1 mL.min-1). 

1H NMR and 13C NMR spectra of organic compounds were recorded on a 200 MHz Avance Bruker 

spectrometer or a 400 MHz Varian Mercury spectrometer at 298 K. 1H NMR chemical shift (δ) are 

reported in ppm with the solvent as internal reference. The signals were assigned to the corresponding 

protons using TOCSY, NOESY and ROESY. Abbreviations used for describing multiplicity of the 

NMR signals are: s (singlet), d (doublet), dd (doublet of doublet), t (triplet), dt (doublet of triplet), q 

(quadruplet) and m (multiplet) and br (broad) 

Peptide’s NMR spectra were recorded on a 500 MHz Avance Bruker spectrometer equipped with a 

BBI probe with a triple-axis gradient field. 1H NMR spectra were recorded with 12 ppm windows and 

32k points in the domain, at 298 K in H2O/D2O (v/v=9/1) using WATERGATE or presaturation 

solvent suppression experiment according to Piotto’s protocol.159 The shim parameters were defined 

by using a 3D gradient shimming.  

Mass spectra were acquired on a Finigan LXQ-linear ion trap (Thermo Scientific, San Jose, CA,USA), 

equipped with an electrospray source. The samples were analysed in positive and negative modes. The 
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LXQ calibration (m/z 50-2000) was achieved according to the standard calibration procedure from the 

manufacturer (mixture of caffeine/MRFA and Ultramark 1621). The LXQ calibration (m/z 2000-4000) 

was performed with ES tuning mix (Agilent). The temperature of the heated capillary of the LXQ was 

set to the range of 180-220 °C, the ion spray voltage was in the range of 1-3 kV with an injection time 

of 5-100 ms.  

 

 Proflavine derivatives I.2

 

Compound 2 - tert-butyl 2-((6-aminoacridin-3-yl)(tert-butoxycarbonyl)amino)acetate  

 

 

Compound 2 
 

Cs2CO3 (1.95 g, 6.00 mmol) and tert-butyl-2-chloroacetate (145 µL, 1.1 mmol) were carefully added 

under argon atmosphere to a solution of compound 1 (tert-butyl(6-aminoacridin-3-yl)carbamate) (310 

mg, 1.00 mmol) in anhydrous DMF (10 mL). The reaction mixture was stirred for 72 hours and two 

portions of tert-butyl-2-chloroacetate (66 µL, 0.5 mmol ; 26 µL, 0.2 mmol) were added after 24 and 48 

hours. The clear brown solution was quenched by addition of water (100 mL). The DMF/water layer 

was extracted with AcOEt (3  200 mL). The combined organic layers were washed with brine (2  

100 mL), dried (Na2SO4) and concentrated under vacuum. The resulting brown solid (700 mg) was 

purified by SiO2 column chromatography (40 g ; successive elutions: AcOEt/Hexane 1/1 v/v, AcOEt, 

AcOEt/Acetone 1/1 v/v ; Rf = 0.52, AcOEt/Acetone 1/1 v/v). Compound 2 (270 mg, 62% yield) was 

obtained as a brown solid.  

1H NMR (400 MHz, CD3CN, 298 K) : 8.59 (s, 1H, H9), 7.87 (d, J=9.0 Hz, 1H, H1/8), 7.81 (d, J=9.0 Hz, 

1H, H1/8), 7.69 (d, J=2.0 Hz, 1H, H4/5) 7.41 (dd, J=9.0, 2.0 Hz, 1H, H2/7), 7.07 (dd, J=9.0, 2.0 Hz, 1H, 

H2/7), 7.01 (d, J=2.0 Hz, 1H, H4/5), 4.89 (sl, 2H, -NH2), 4.33 (s, 2H, -CH2-COOtBu), 1.48 (s, 9H, 

C(CH3)3), 1.46 (s, 9H, C(CH3)3) 
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13C NMR (100 MHz, DMSO-d6, 298 K) : 152.62 (CArH), 152.52 (CO), 151.31 (CArH), 150.65 (CArH), 

150.55 (CO), 149.59 (CArH), 140.51 (CArH), 134.62 (CAr), 134.28 (CAr), 129.33 (CAr), 129.13 (CAr), 

128.81 (CAr), 128.68 (CAr), 120.29 (CArH), 119.83 (CArH), 79.4 (C(CH3)3), 27.71 (C(CH3)3), 27.51 

(C(CH3)3) 

ES-MS m/z : 424.3 [M+H+]+ 

 

Compound  3  - 2-((6-aminoacridin-3-yl)amino)acetic acid  

 

 

Compound 3 
 

Compound 2 (270 mg, 0.638 mmol) was diluted in a TFA/water/TIS solution (20 mL, 92/4/4 v/v/v). 

The reaction mixture was stirred for 15 hours. The red solution was extracted with Et2O (2  30 mL). 

The aqueous layer was lyophilized to give the corresponding ammonium triflate salt of the compound 

3 (169 mg, 70% yield) as a cloudy red solid. 

 

1H NMR (200 MHz, CD3OD, 298 K) : 8.62 (s, 1H, H9), 7.76 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H1/8), 7.02 (m, 2H, H2 

and H7), 6.67 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H4/5), 6.49 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H4/5), 4.12 (s, 2H, -CH2-COOH) 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6, 298K) : 170.15 (CO), 135.23 (CArH), 129.89 (CArH), 129.77 (CArH), 

129.27 (CArH), 129.13 (CArH), 129.04 (CAr), 128.41 (CAr), 124.13 (CArH), 122.67 (CAr), 122.20 (CAr), 

121.00 (CAr), 120.90 (CAr), 104.45 (CArH), 61.16 (CH2) 

ES-MS m/z : 268.1 [M+H+]+  

 Naphthalimide derivatives I.3

 

Compound 4 - 1,8-naphthalimide-N-methylacetate  
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Adapted from the literature – Aibin WU, Yufang Xu, Xuhong Qian Bioorganic 1 medicinal Chemistry, 

17, (2009), 592-599 

 

 

Compound 4 
 

A solution of glycine methyl ester hydrochloride (552 mg, 4.4 mmol) and Et3N (43.9 mmol, 6.13 mL) 

in EtOH (5 mL) was added to a solution of 1,8-naphthalic anhydride (787 mg, 3.97 mmol) in EtOH 

(16 mL). After stirring at reflux for 1 hour, the resulting yellow mixture was concentrated to dryness. 

The crude yellow solid (1.2 g) was purified by silica column chromatography (40g ; DCM/MeOH 99/1 

; Rf = 0.62). Compound 4 was obtained as a pale yellow powder (986 mg, 91%). 

 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K) : 8.64 (d, J=7.2 Hz, 2H, H2 and H7), 8.24 (d, J=8.4Hz, 2H, H4 and 

H5), 7.77 (t, J= 8.0 Hz, 2H, H3 and H6), 4.95 (s, 2H, -CH2-), 3.78 (s, 3H, -COOCH3) 

13C NMR (100 MHz, CDCl3 , 298 K) : 163.51 (COOCH3), 163.74 (2 CO), 134.36 (CArH4, CArH5) 

131.54 (CAr), 131.49 (CArH2, CArH7), 128.17 (CAr), 126.87 (CArH3, CArH6), 122.01 (2CAr), 52.4 (-

CH2-), 41.15 (COOCH3) 

ES-MS m/z: 292.2 [M+Na+]+, 306.2 [M+2H++Cl-]+, 308.1 [M+K+]+ 

Compound 5 – 1,8-naphthalimide-N-acetic acid  

Adapted from the literature – Aibin WU, Yufang Xu, Xuhong Qian Bioorganic & Medicinal Chemistry, 

17, (2009), 592-599 
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Compound 5 
 

 

LiOH.H2O (305 mg, 7.27 mmol) was added to a solution of compound 4 (986 mg, 3.66 mmol) in10 

mL THF/MeOH (4/1 v/v). The solution was stirred at 50 °C overnight and concentrated to half of the 

volume. After neutralization with 1 M HCl aqueous solution, a white precipitate formed. It was 

collected by filtration and dried under vacuum to give the desired compound 5 (891 mg, 95%) as a 

white powder. 

 

 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 298 K) : 8.26 (m, 4H, H2, H4, H5 and H7), 7.64 (t, J=7.6 Hz, H3 and 

H6), 4.49 (s, 2H, -CH2) 

 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6 , 298 K) : 161.89 (COOH), 155.66 (2CO), 127.42 (2CArH), 

123.93 (2CAr), 123.68 (2CArH), 119.93 (2CArH), 114.04 (2CAr), 33.72 (-CH2-) 

ES-MS m/z : 254.2 [M-H+]- 

 

 

 

Compound 6 - 3-amino-1,8-naphthalic anhydride  

Adapted from the literature – Zhigang Li, Qing Yang, Xuhong Qian, Bioorganic & Medicinal 

Chemistry Letters, 15, (2005), 1769-1772 
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Compound 6 
 

Concentrated hydrochloric acid (2.5 mL) and tin chloride (5.5 g, 24.44 mmol) were added to a degased 

solution of 3-nitro-1,8-naphthalic anhydride (193 mg, 0.79 mmol) in AcOH (12.2 mL). The yellow 

mixture was stirred at reflux for 5 hours. After neutralization with 20% NaOH aqueous solution, a 

yellow precipitate formed. it was collected by filtration, washed with water and dried at 100 °C during 

6 hours. After two successive recrystallizations in acetone, the desired compound 6 (115 mg, 67%) 

was obtained as a yellow powder. 

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, 298 K) : 8.16 (d, 2H, J=7.8 Hz, H7 and H5), 7.94 (s, 1H, H2/4 and H3), 

7.65 (t, 1H, J=7.9Hz, H6), 7.35 (s, 1H, H4/2), 6.12 (sl, 2H, NH2) 

ES-MS m/z : 214.2[M+H+]+ 

 

Compound 9 - 2,3-thiazolo-1,8-naphthalimide-N-methylacetate  

Adapted from the literature –  Zhigang Li, Qing Yang, Xuhong Qian, Bioorganic & Medicinal 

Chemistry Letters, 15, (2005), 1769-1772 et Xuhong Qian, Zhigang Li and Qing Yang, Zhigang Li, 

Qing Yang, Xuhong Qian, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 15, (2007), 6846-6851 

 

 

Compound 9 
 

Potassium thiocyanate (210 mg, 2.16 mmol) was added to a solution of compound 6 (115 mg, 0.55 

mmol) in acetic acid (3.9 mL). After stirring under argon for 2 hours, a solution of bromine (0.31 ml, 

0.605 mmol) in acetic acid (1.5 ml) was added dropwise at 20 °C. The resulting orange solution was 
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stirred for 48 hours. The orange powder formed was collected by filtration,  washed with water (5×150 

ml) to yield the crude compound 7 as a mixture of two isomers (152 mg, ratio A/B ). This mixture was 

used for the next step without purification.  

 

 

Compound 7 
 

A solution of the crude compound 7 (152 mg) in sulfuric acid (0.5 mL) was added to a cooled (0 °C) 

solution of sodium nitrite (53 mg, 0.768 mmol) in sulfuric acid (2 mL). After stirring for 2 hours, dry 

ethanol (20 mL) was added dropwise and the resulting solution was stirred at reflux overnight. After 

precipitation in cooled water and filtration, the compound 8 (286 mg) was obtained as a pale yellow 

powder as a mixture of two isomers. 

 

 

Compound 8 
 

A solution of glycine methyl ester hydrochloride (45.6 mg, 0.363 mmol) and Et3N (0.54 mL, 3.63 

mmol) in EtOH (5 mL) was added to a solution of compound 8 (286 mg) in EtOH (15 mL). After 

stirring at reflux overnight, the yellow solution was concentrated under vacuum. The crude yellow 

product (124 mg) was purified on silica column chromatography (15 g ; DCM/MeOH 99/1 and 97/3 

(v/v) ; Rf = 0.43 with DCM/MeOH 97/3 (v/v)) to give the desired compound 9 (92 mg, 37%) as a 

yellow powder. 
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1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 298 K) : 9.36 (s,1H, H9), 8.34 (s,1H, H4), 8.44 (d, 1H, J=7.2 Hz, H7/5), 

8.32 (d, 1H, J=8.4Hz, H7/5); 7.85 (dd, 1H, J= 7.9, 8.0 Hz, H6), 5.62 (s, 2H,-CH2), 4.23 (s, 3H, 

COOCH3) 

ES-MS m/z : 326.4 [M+H+]+ 

   

Compound 10 – (2,3-thiazolo-1,8-naphthalimide)-N-acetic acid 

 

 

Compound 10  
 

Compound 9 (92 mg, 0.283 mmol) was dissolved in 25 mL of THF/MeOH (4/1 v/v), then LiOH.H2O 

(23.74 mg, 0.566 mmol) was added. The solution was heated at 50 °C, stirred overnight and 

concentrated to half of the volume. After neutralization with 1 M HCl aqueous solution, the yellow 

precipitate was collected by filtration and dried under vacuum to give the desired compound 10 (72.4 

mg, 82%) as a yellow powder. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 298 K): 9.22 (s,1H, H9), 8.34 (s,1H, H4), 8.31 (d, 1H J=7.2 Hz, H7/5), 

8.20 (d, 1H, J=8.4Hz, H7/5); 7.79 (dd, 1H, J1= 7.8, 8.0Hz, H6), 5.1 (s, 2H,-CH2) 

ES-MS m/z : 311.3 [M-H+]- 

 

 Peptide synthesis  I.4

 

Peptides were obtained using manual solid–phase peptide synthesis on a Rink Amide MBHA 100-200 

mesh resin (loading 0.57 mmol/g) using Fmoc chemistry. The dry resin bullets were swelled in DCM 

during two hours. Initial deprotection of the Fmoc protected commercial resin was performed using a 
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I.4.1 Pfl derivated peptides 

3

PflCH2CO-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2

3
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: PflCH2CO-Gly-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 

3

PflCH2CO-Gly-Ed3a2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 
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Yield on the resin before the coupling of 3 : 75 % 

Isolated mass : 40 mg 

Isolated yield assuming P3-4TFA : 24.8% 

(+) ES-MS m/z: 1083.6 [M+H+]+ 

541.8 [M + 2H+]2+ 

361.6 [M + 3H+]3+ 

RP –HPLC: Rt = 26.1 minutes, purity 99.9%  

 

The peptide concentration was quantified by 1H NMR 400 MHz using standards of know 

concentrations to calculate the molar extinction coefficient of proflavine in the peptides:

 449nm = 39 200 Lmol-1cm-1 

 

I.4.2 Naph derivated peptides 

I.4.2.1 General 

 

The coupling of Naph compound 5 (1.5 equiv.) was performed on the resin in 15 mL of DMF during 

12 hours to obtain N1 and N2. The coupling of TNaph compound 10 (1.05 eq) was performed on the 

resin in 25 mL of DMF during 24 hours to obtain N3. Each coupling was performed with PyBop (2 eq) 

and DIEA (N1 and N2 8 eq, N3 12 eq). After washing the resin with DCM and DMF, the peptides were 

cleaved from the resin and the protective groups on the side chains of amino acids were removed with 

a mixture of TFA/water/TIS solution (20 mL, 92/4/4). After stirring during 3 hours, the pale yellow 

solutions were concentrated under vacuum. The concentrated solutions (5 mL) were treated several 

times with cooled Et2O (3 × 50 mL) to obtain white powders. (N1 m=98 mg, N2 m=134 mg, N3 m=42 

mg) 



Experimental Part 

238 

 

 NaphCH2CO-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 
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S NaphCH2CO-Gly-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 

5

 TNaphCH2CO-Gly-Ada2-Pro-Gly-Ada2-Ala-NH2 
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The molar extinction coefficients are those reported in the literature for Naph and TNaph. It was 

verified that the nitrogen substitution does not influence these values by 1H NMR using standards of 

known concentrations. 

Naph 344nm = 10 964 Lmol-1cm-1 and TNaph 344nm = 14 015 L.mol-1cm-1 were used to quantified 

peptide’s concentration.50 111 

II Physico-chemical and DNA binding studies 

 

 Solutions  II.1

II.1.1 Aqueous solution 

Buffers:  

HEPES buffer (10 mM, pH 7, KCl 0.1 M) was used for the luminescence complexation studies. 

Acetate buffer (20 mM, pH 7) was used for the ES-MS titration studies. 

HEPES buffer (10 mM, pH 7, NaCl 50 mM) was used for all the experiments with DNA. 

 

Europium solutions were prepared from their corresponding salts EuCl3.xH2O or Eu(OTf)3 for ES-MS 

experiments in H2O or D2O. Their exact concentrations were checked by titration with 5 mM 

volumetric ethylenediaminetetraacetic acid in the presence of xylenol orange and 10 mM acetate 

buffer in water. 

 

NTA and HEDTA solutions were prepared in H2O and their exact concentrations were checked by 

potentiometric experiment. 

 

DNA and Peptide solutions were freshly prepared before use and their exact concentration were 

determined by UV measurement.  
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II.1.2 DNA samples 

ct–DNA type I fibers (Aldrich lot 058K7014V) were dialysed (1 night, 4 °C in ultra-pure water), 

isolated by EtOH precipitation in acidic media and stored at -18 °C. The purity of ct-DNA solutions 

(free of proteins) were checked by UV: a ratio A (260nm)/A (280nm) in the range 1.8-2 ensures a high purity 

level. Their concentrations were expressed in base pair (bp) and checked by UV/Vis measurement ( 

260 nm = 13 200 L mol-1 cm-1). 92  

DNA solutions in HEPES buffer (10 mM, pH 7, NaCl 50 mM) were prepared by dilution of 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (Fluka), sodium chloride, dialysed DNA and the pH 

was adjusted to 7 by addition of 0.1 M KOH aqueous solution. DNA was dissolved by stirring for 2 

hours in HEPES buffer before use to ensure a good solubility. 

Synthetic poly(dG-dC)2 and poly(dA-dT)2 DNA strands (Aldrich) were dialysed (1 night, 4 °C in 

ultra-pure water). The freshly dialysis DNA solutions were dissolved in HEPES buffer (10 mM, pH 7, 

NaCl 50 mM). Their concentrations were checked by UV-measurement (GC 260 nm = 13 100 L mol-1 

cm-1 and AT 260 nm = 16 800 L mol-1)92. The GC DNA solutions were heated at 40°C to ensure the 

dissolution. 

 

 Methods II.2

II.2.1 Luminescence 

Luminescence studies have been performed on a LS50B Perkin Elmer spectrofluorimeter controlled 

by FLWinlab 2.0 software. Luminescence spectra were recorded at 298 K in quartz cells (optical path 

lengths: 1 cm) and in quartz capillary tube at 77K. 

Pfl fluorescence titrations were performed with 450 nm excitation (Exc slit 15 nm, Em slit 2.5 nm). 

Naph fluorescence titrations were performed with 344 nm excitation (Exc slit 15 nm, Em slit 10 nm)  

Eu3+ luminescence spectra at 298 K were recorded upon Pfl and Naph excitation after 0.05 ms delay 

with 0.5 ms gate time (Exc Slit 10 nm, Em slit 10 nm). A 430 nm cut off filter was used.  

Lifetime measurements () were performed on peptide samples containing 1 equivalent of EuCl3 in 

presence/absence of ct-DNA. The most intense Eu3+ emission intensity was recorded after excitation 
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with an initial delay of 0.05 ms, a delay increment of 0.02 ms and the number of measurements was 

adjusted to have a final delay of 4. Each lifetime measurements were recorded 3 times and averaged.  

For singlet oxygen quenching measurement, the samples were degased with argon for 2 hours. 

The conditional stability constant of EuP1 (12.91 µM) and EuP2 (8.03 µM) were measured by 

recording the Eu centered luminescence of the complexes in HEPES buffer (10 mM, 0.1 M KCl, pH7) 

upon the addition of an increasing amount of NTA solution. Fifteen minutes waiting between two 

successive points ensured reaching the thermodynamic equilibrium. Conditional stability constants 

were extracted from specfit software,160 using stability constant extracted from the NIST database for 

NTA and HEDTA132:  

log11
pH7(EuNTA) = 8.7 

log 12
pH7(EuNTA2) = 15.3 

log 11
pH7(EuHEDTA) = 12.5 

II.2.2 UV-Vis 

UV-Visible measurements were carried out at 298 K with a Varian Cary 50 Probe in quartz cells 

(optical path lengths: 1 cm). 

Melting temperature measurements (Abs at 260 nm) were controlled with RNA-DNA Cary Win UV 

software and temperature was checked with a temperature Pelletier block. The step temperature 

gradient was 1 °C/minute. The baseline was corrected by measuring the background at 320 nm. The 

ratio between the complex and the DNA concentration, expressed in base pair, was 0.2. 

P1 (7.57 µM) pKa measurement were recorded in H2O, starting from pH 4 to 12. After each addition 

of KOH aqueous solution UV measurement was recorded. The absorbance modifications were 

analyzed with Specfit software, using acid pKa fit protocol. 

pH measurements were registered with a Metler Toledo Five Easy FE20/Fiv Go FG 20 pH meter, 

using a silver/silver chloride electrode. The electrode was filled with 3 M KCl aqueous solution. 

The electrode was calibrated using a 2 points calibration protocol, depending on the desired pH range. 

The calibration buffer (pH 4 - pH 7 - pH 9 - pH 12) were purchased from Aldrich. A freshly buffer 

was used before each calibration. 
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II.2.3 Titrations 

Typical peptide concentration was 5–10 µM for lanthanide and DNA titrations. A waiting time of 15 

min was used after DNA aliquots before spectrum acquisition to ensure equilibration 

 

II.2.4 ES-MS 

The complex solutions were prepared by adding Eu(OTf)3 (from 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3 equiv) to 

peptide solutions (from 60 to 100 µM) in acetate buffer (20 mM, pH 7). Resulting mixture was 

injected into the spectrometer at a flow rate of 5 µL min-1. 2kV and 250 °C capillary temperature were 

applied. The experimental isotopic profiles of the complexes were compared in each case to the 

theoretical ones. 
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Tables RMN 

A 2 Déplacement chimique ( ppm) de l’expérience RMN 1H (500 MHz) du peptide P1
 dans un mélange 

H2O/D2O (90/10, v/v) à 1.61 mM, 298 K et pH 4. 

Residue NH Hα H Others 

 

 

 

 
  

8.13 (sl, 1H, H9), 

7.38 (m, 2H, HAr), 

6.68 (m, 2H, HAr), 

6.21 (sl, 1H, HAr), 

5.91 (sl, 1H, HAr), 

3.69 (N-CH2-CO) 

Ada2 8.27 3.75  
H 3.25 (2H), 

CH2COO 3.85 

Pro - 4.13 2.20, 2.06 
H; 2.04 (2H), 

H: 3.54, 3.61 

Gly 8.41 3.92 (2H)   

Ada2 8.64 3.70  
H 3.30 (2H), 

CH2COO 3.85 

Ala 8.19 4.2 1.26   

NH2 7.47, 6.90    
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A 3 Déplacement chimique ( ppm) de l’expérience RMN 1H (500 MHz) du peptide P2
 dans un mélange 

H2O/D2O (90/10, v/v) à 2.25 mM, 298 K et pH 4.  

Residue NH H H Others 

 
   

7.93 (sl, 1H, H9) 

7.22 (m, 2H, HAr) 

6.55 (m, 2H, HAr) 

6.03 (sl, 1H, HAr), 

5.79 (sl, 1H, HAr), 

3.71 (N-CH2-CO) 

Gly 8.37 3.79   

Ada2 8.24 4.27 2.12-1.96 
H 3.19: 

H 3.73 

Pro  3.98 3.38-3.48 H 1.68-1.84 

Gly 8.42 3.79   

Ada2 8.16 4.71 2.04-1.95 
H 3.21 

H 3.73 

Ala 8.25 4.05 1.18  

NH2 7.44-6.86    
 

  



 

250 
 

A 4 Déplacement chimique ( ppm) de l’expérience RMN 1H (500 MHz) du peptide P3
 dans un mélange 

H2O/D2O (90/10, v/v) 3.5 mM, 298 K et pH 4.  

Residue NH H H Others 

 
   

8.06 (sl, 1H, H9) 

7.34 (m, 2H, HAr) 

6.66 (m, 2H, HAr) 

6.13 (sl, 1H, HAr), 

5.89 (sl, 1H, HAr), 

3.79 (N-CH2-CO) 

Gly 8.32 3.83   

Ed3a2 8.2 4.4 2.04-2.22 
Hη 3.83; H 3.72; H 3.29  

H 1.71-1.83 H3.32 

Pro  4.14 3.51-3.41 
H 1.68-1.72  

H 2.1 

Gly 8.5 3.9   

Ada2 8.37 4.64 2.16-1.98 
H 3.64 

H 3.22 

Ala 8.28 4.17 1.25  

NH2 7.48-6.9    

Superposition des signaux H Gly et –CH2 Pfl 
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A 5 Déplacement chimique ( ppm) de l’expérience RMN 1H (500 MHz) du peptide N1
 dans un mélange 

H2O/D2O (90/10, v/v) 2.25 mM, 298 K et pH 2.  

Residue NH H H Others 

 

   8.31 (d,2H)  

8.21 (d,2H)  

7.65 (2H)  

3.93 (s, 2H, -CH2)° 

Ada2 8.29 4.42 2.23-2.09 H 3.88; H 3.3  

Pro  4.36 3.56-3.65  HH 1.89-1.87 

Gly 8.5 3.9   

Ada2 8.37 4.64 2.16-1.98 H 3.64 ; H 3.22 

Ala 8.31 4.18 1.13  

NH2 7.49-6.9    

Superposition des signaux NH Ada2 and Haro 8, 31 ; - Superposition des signaux H Ada2 and H  Pro 
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A 6 Déplacement chimique ( ppm) de l’expérience RMN 1H (500 MHz) du peptide N2
 dans un mélange 

H2O/D2O (90/10, v/v) 2.99 mM, 288 K et pH 2.  

Residue NH H H Others 

 

   8.35 (d,2H)  

8.25 (d,2H)  

7.69 (2H)  

3.89 (s, 2H, -CH2)° 

Gly 8.89 3.9   

Ada2 8.39 4.51 2.2-2.02 H 3.83; H 3.26  

Pro  4.38 3.56-3.65  HH 1.89-1.79 

Gly 8.53 3.84   

Ada2 8.49 4.75 2.2-2.04 H 3.3 ; H 3.78 

Ala 8.44 4.15 1.28  

NH2 7.49-6.9    
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A 7 Déplacement chimique ( ppm) de l’expérience RMN 1H (500 MHz) du peptide N3
 dans un mélange 

H2O/D2O (90/10, v/v) 2.25 mM, 288 K et pH 5.  

Residue NH H H Others 

 

   9.36 (s,1H), 8.51 (s,1H), 

8.47 (d) 

8.32 (d, 1H) 

7.97 (t)  

4.15 (s, 2H,-CH2) 

Gly 8.92 3.9   

Ada2 8.29 4.55 2.1-1.93  

Pro  3.72 3.36-3.23  HH 1.89-1.82 

Gly 8.61 3.93   

Ada2 8.85 4.33 2.04-1.94 H 3.69 H 3.48 

Ala 8.31 4.28 1.18  

NH2 7.64-7.09    
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