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Abréviations 

 

A Adénine 
ACN Acétonitrile 
AcOEt Acétate d’éthyle 
AcOH  Acide acétique 
ADN Acide désoxyribonucléique 
AMV Avian myeloblastosis virus 
ARN Acide Ribonucléique 
ATG Analyse Thermo Gravimétrique 
ATP Adénosine triphosphate 
BODIPY Bore-dipyrométhene 
C Cytidine  
CDCl3 Chloroforme deutéré 
CD3OD Methanol-d4 
CE Capture électronique 
CH2Cl2 Dichlorométhane  
CHCl3 Chloroforme 
CHU Centre Hospitalier Universitaire 
CLHP Chromatographie en phase liquide à haute performance 
CPG Controlled Pore Glass 
CuAAC Copper-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition 
DCC Dicyclohexylcarbodiimide 
DCM Dichlorométhane 
DCU Dicyclohexylurée 
DLS Dynamic light scattering 
DMAP 4-Dimethylaminopyridine 
DMF Diméthylformamide 
DMLA Dégénérescence maculaire liée à l'âge 
DMSO Diméthylsulfoxyde 
DMTr-Cl 4,4'-Diméthoxytrityl chloride 
DO Densité Optique 
DOPA 3,4-Dihydroxyphénylalanine 
DOTA Acide 1,4,7,10-tetraazacyclododécane-1,4,7,10-tetraacétique  
Dox Doxorubicine 
DRIFT Transfert d’énergie entre molécules fluorescentes 
DTPA Acide diéthylène triamine penta acétique 
EDTA Acide éthylène diamine tétracétique 
EGFRvIII Variante du récepteur du facteur de croissance épidermique III 
ELISA Enzyme Like ImmunoSorbent Assay  
EpCAM Molécule d'adhésion cellulaire épithéliale 
EPR Enhanced Permeability and Retention 
eq Equivalents 
ESI Electrospray Ionization 
Et3N Triéthylamine 
Et2O Diéthyl éther 
EtOH Ethanol 
FDA Food and Drug Administration 
FDG Fluoro-Desoxy-Glucose 
FMT Tomographie Moléculaire de Fluorescence 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Chromatographie
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FPR Récepteur Peptidique Formyle 
FRET Fluorescence ou Förster Resonance Energy Transfer 
G Guanine 
GMPS Guanosine monophosphothioate 
GTX1/4 Gonyautoxine 1/4 
HDP HydroxyDiPhosphonate 
HEG Hexaethylene glycol 
HER2 Récepteur du facteur de croissance épidermique humain 2 
HNA Hexitol nucleic acid 
ICMCB Institut de Chimie de la Matière Condensée de Bordeaux 
IECB Institut Européen de Chimie et Biologie 
INCIA Institut de Neurosciences cognitives et intégratives d'Aquitaine 
IRM Imagerie par résonance magnétique 
ISM Institut des Sciences Moléculaires 
Kd Constante de dissociation 
kDa Kilo dalton 
koff Constantes cinétique de dissociation  
kon Constantes cinétique d’association 
LAGEP Laboratoire d'Automatique et de Génie des Procédés 
LNA locked nucleic acid 
M2 CH2Cl2 : AcOEt 1 : 1 
MAG Mercaptoacétylglycine 
MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation- time-of-flight mass spectrometry 
MB Molecular beacon 
MDP MéthylèneDiPhosphonate 
MeOH Methanol 
TEM Transmission electron microscopy 
MMLV Moloney Murine Leukemia Virus 
MMP-9 Métalloprotéase matricielles 9 
MMTr 4-Methoxytriphenylchloromethane 
MS Spectrométrie de masse 
mTECs Mouse tumor endothelial cells  
MUC1 Mucine1 
N Normalité 
NF-KB Nuclear factor-kappa B 
NHS N-hydroxysuccinimide 
NMP N-méthylpyrrolidone 
NOTA 1,4,7-triazacyclononane-N,N’,N”-triacetic acid 
NPC Nasopharyngeal carcinoma 
NS1 proteine 1 non-structurale 
NTA Nitrilotriacetic acid 
nts Nucléotides 
2’O-Me 2’-O-méthyl 
OPN Ostéopontine 
31P Phosphore 
PAMAM Poly(amidoamine) 
PCR polymerase chain reaction 
PEG Polyethylène glycol 
pH Potentiel hydrogène 
POE polyoxyethylene 
ppm Partie par million 
PSMA Prostate-specific membrane antigen 
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PTK7 Protéine tyrosine kinase 7 
RMN Résonance magnétique nucléaire 
RMSB Centre de Résonance Magnétique des Systèmes Biologiques 
rpm Rotation par minute 
SA Streptavidine 
SAACQ Single Amino Acid Chelate Quinoline 
SDS-PAGE Electrophorèse en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium 
SELEX Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment 
SERCA2a Sarco / réticulum endoplasmique Ca2+ -ATPase 2a 
SPR Résonance plasmonique de surface 
T Thymine 
TA Température ambiante 
TAR Trans-activation response 
TBTA Tris[(1-benzyl-1H-1.2.3-triazol-4-yl)méthyl]amine 
TEAA Triéthylammonium acétate 
TEG Triéthylène glycol 
TEMP Tomographie par Emission MonoPhotonique 
TEP Tomographie par émission de positons 
THF Tétrahydrofurane 
TIMP-2 Metallopeptidase inhibitor 2 
TMA Tissue Micro Array 
TMTr-Cl Timéthoxytrityl chloride 
Tris Tris (hydroxyméthyl)aminométhane 
TTA-1 Tumor Targeting by an Aptamer  
U Uridine 
UMR Unité mixte de recherche 
UV Ultraviolet 
VEGF Facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 
VIH Virus de l'immunodéficience humaine 
ξ Coefficient d’extinction molaire 
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A. Les aptamères 

A.1. Introduction aux aptamères acides nucléiques 

La découverte de nouvelles molécules capables d’interagir fortement et 

spécifiquement avec des cibles biologiques (protéines, petites molécules, peptides, acides 

nucléiques, cellules intactes, etc…) présente un double intérêt: détecter la présence d’une 

biomolécule (toxine, marqueur tumoral) d’une part et utiliser un signal d’entrée dans une 

cellule (tel que le récepteur VEGF) pour délivrer un médicament d’autre part. Parmi ces 

molécules, les anticorps jouent un rôle central [1]. Mais depuis 25 ans, une autre classe de 

ligand artificiel émerge, les aptamères. Ces courtes séquences oligonucléotidiques ADN, ARN 

ou ARN modifié, sont capables de lier spécifiquement une cible. Ce terme vient du mot latin 

«apta» qui signifie «être adapté à». Ils peuvent être dirigés contre des cibles très variées des 

protéines aux petites molécules organiques [2, 3]. Les aptamères s'inspirent de structures 

naturellement présentes dans les systèmes biologiques: les "riboswitch", régulateurs de 

l'expression génique. Ces systèmes à structure ARN sont composés de deux parties en 

perpétuelle relation: une partie aptamère permettant la reconnaissance d'un métabolite, 

suivi en aval d'une plateforme d'expression génique influencée par la partie aptamérique. La 

présence ou non de la cible engendre une réponse de type ON/OFF sur l'expression du ou 

des gènes associés. En se basant sur la théorie de l’évolution, on peut supposer que ces 

riboswitchs sont les structures les plus adaptées à la fonction, obtenues par sélection à partir 

de plusieurs séquences possibles. Suivant ce principe, une méthode in-vitro de sélection 

d’aptamères a été développée au début des années 1990 [4, 5]; l’approche SELEX 

(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) vise à sélectionner à partir 

d'une banque initiale d'oligonucléotides (jusqu'à 1015 séquences), des séquences suivant un 

critère défini (tel que la fixation d'une cible), permettant ainsi d'obtenir les séquences les 

plus affines pour le critère choisi [6]. 

Ces courts acides nucléiques trouvent des applications dans de nombreux domaines: santé, 

cosmétique, sciences environnementales. De par leurs structures 3D, les aptamères sont 

capables de se lier avec une haute spécificité et affinité à une large variété de molécules 

suivant des interactions de type Van der Walls, électrostatiques, ioniques ou liaisons 

hydrogènes [7, 8].  

Ils possèdent les mêmes avantages que les anticorps en terme de reconnaissance de leur 

cible, mais ils sont beaucoup moins chers à produire, plus résistants et ne provoquent pas de 

réaction du système immunitaire. Ils peuvent être facilement marqués ou conjugués, ce qui 

permet de les utiliser pour des applications diagnostiques, analytiques (fixation sur des 

biopuces, radiomarquage, balises moléculaires fluorescentes) ou thérapeutiques 

(vectorisation, conjugaison à des chaînes polyéthylène glycol). Ils ont ainsi commencé à être 

utilisés en essais cliniques pour des maladies telles que le cancer, le VIH et la 

dégénérescence maculaire [9]. De nombreux aptamères ont été mis au point sur le plan 
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clinique en tant qu'inhibiteurs de cibles telles que le facteur de croissance endothélial 

vasculaire (VEGF) et la thrombine. 

A.2. Structure des aptamères  

Les acides nucléiques sont des polymères de briques élémentaires; les nucléotides. 

Chaque nucléotide est constitué de trois parties: une base azotée, un sucre et un 

groupement phosphate (Figure 1.1). L’ADN et l’ARN se différencient par la nature du sucre 

qui les compose: le 2-désoxyribose pour l’ADN et le ribose pour l’ARN. Concernant les bases 

azotées, l’adénine (A), la cytosine (C) et la guanine (G) sont présentes à la fois dans l’ADN et 

l’ARN, alors que la thymine (T) est spécifique de l’ADN et l’uracile (U) de l’ARN [10]. Un 

nucléotide est donc un nucléoside portant un ou plusieurs groupements phosphates sur une 

des fonctions hydroxyles du sucre.  

  

Figure 1.1. Nucléotides à bases puriques et pyrimidiques. B peut être : Guanine, Adénine, Cytidine, 

Uracile ou Thymine 

La structure de l’ADN se caractérise par deux chaînes polynucléotidiques appariées 

antiparallèlement l’une à l’autre en une structure hélicoïdale régulière. La structure des 

acides nucléiques est hiérarchisée en structure primaire, secondaire et tertiaire. 

La stabilité de l’ensemble de la molécule d’ADN est ainsi assurée entre autres par les liaisons 

hydrogène existantes entre les bases complémentaires (Figure 1.2). En effet deux bases 

puriques ne peuvent se faire face, car du fait de leur grande taille, il y aurait 

encombrement stérique; de même deux bases pyrimidiques sont trop petites et donc trop 

éloignées pour qu’il y ait interaction. La thymine s’apparie avec l’adénine et la cytosine avec 

la guanine grâce à la présence de fonctions donneuses et acceptrices de liaison hydrogènes 

[11].  
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Figure 1.2. Représentation des liaisons hydrogène entre les bases appariées 

Les aptamères sont des structures habituellement simple brin, présentant des structures 

secondaires par repliement intramoléculaire. La stabilisation d’une tige-boucle dépend de la 

taille et de la composition des parties boucles et tiges. Les structures les plus stables sont 

celles composées de quatre ou cinq bases dans la partie boucle alors que les tige-boucles 

d’ARN les plus stables en comportent six ou sept [12]. Les structures tridimensionnelles 

d’aptamères les plus courantes sont présentées dans la figure 1.3 [13, 14]: ALIL (apical loop, 

internal loop), tige boucle (avec ou sans renflement), pseudo-nœud, tétrade de G. 

A.  B.  C.  D.1  2.  3.  

Figure 1.3. Structures tridimensionnelles des aptamères en solution, A) Epingle, B) Tige-boucle, C) 

Pseudo-nœud, D.1) Quadruplex monomérique, D.2) Quadruplex dimérique antiparallèle, 

D.3) Quadruplex tétramérique [13, 14] 

 

B. SELEX 
Le SELEX est une méthode de sélection in vitro permettant d’isoler à partir d’une 

large banque d’oligonucléotides des séquences spécifiques pour une cible donnée [4, 5]. La 

taille de la partie variable dicte la diversité de la banque qui est égale à 4n, chaque position 

pouvant être occupée par l’un des quatre nucléotides A, T, G ou C. Ainsi, les banques 

explorées comprennent jusqu’à 1015 composés différents, ce qui correspond à une banque 

où la taille de la séquence variable n est de 25 nucléotides et où tous les candidats sont 

représentés, ou encore à une banque où n est égal à 30. Ainsi, plus n augmente, plus la 

proportion de séquences théoriques testées diminue. La banque initiale de candidats est 

composée de séquences de type ADN, ARN, ARN 2’OH purine/2’-F pyrimidine synthétisées 

chimiquement [1]. Elles comportent une région variable composée classiquement de 30 

nucléotides, encadrée par des régions fixes identiques pour tous les candidats de la banque. 

Ces régions fixes permettent la manipulation de la banque au cours du SELEX, notamment 
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l’amplification par PCR. En résumé, l’utilisation de cette méthode combinatoire repose sur la 

maîtrise de trois étapes essentielles (Figure 1.4) : la synthèse d’une banque de composés, le 

criblage de ces composés afin de sélectionner celui ou ceux qui possèdent les propriétés 

désirées et enfin l’identification des candidats sélectionnés. Après sélection, les candidats 

sont amplifiés par PCR, ou RT-PCR/transcription dans le cas d’un criblage avec une banque 

d’ARN. Les produits de cette amplification peuvent à nouveau être criblés pour la propriété 

recherchée. L’alternance sélection/amplification permet de diriger l’évolution de la 

population.  

 

Figure 1.4. La stratégie SELEX pour l’identification d’aptamères [15] 

Cette technique, largement employée depuis 1990, a conduit à l’identification d’aptamères 

dirigés contre de petites molécules organiques, des protéines, des acides nucléiques, des 

ions, ou des systèmes biologiques complexes (cellules, virus) [16-19]. Des aptamères ont 

ainsi été décrit pour cibler le cancer du côlon [20], le cancer du sein [21], la leucémie [22] et 

le cancer du foie [23, 24]. 

Enfin, on peut noter que la technologie SELEX a bénéficié depuis sa mise au point de 

différentes améliorations ou variations, pour conduire à une plus grande efficacité de 

sélection ou à des sélections originales basées sur la fonction de l’aptamère [13, 25-27]. On 

peut citer : le photo-SELEX, également appelé SELEX covalent, permet de sélectionner des 

oligonucléotides via la formation d’une liaison covalente photo induite avec la cible. Les 

aptamères ainsi obtenus sont appelés photo-aptamères. Le Cell-SELEX [28] et le Tissu-SELEX 

[29] ont été développés pour identifier des aptamères capables de reconnaître les cellules 

cancéreuses ou les tissus tumoraux pour le traitement du cancer et le diagnostic. Le Neutral 

SELEX :sans étape de sélection. Le Non-SELEX : cette stratégie impliquant la répétition 

d’étapes de sélection sans phase d’amplification a conduit, par exemple, à la caractérisation 

d’un aptamère dirigé contre la protéine h-Ras [30]. L’absence d’amplification par PCR entre 
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chaque cycle de sélection permet de réduire considérablement le temps nécessaire pour 

obtenir l’aptamère recherché. Le CE-SELEX : l’électrophorèse capillaire (EC) peut être utilisée 

pour séparer un mélange d’aptamères libres et d’aptamères liés à leur cible. Cette méthode 

permet de séparer, sous l’influence d’un champ électrique, des espèces ionisées en fonction 

de leur charge, des forces de friction qui s’exercent sur elles et donc de leur rayon 

hydrodynamique [31]. Après incubation en solution de la bibliothèque d’oligonucléotides 

avec la cible, le mélange est injecté en entrée du capillaire. Les séquences liées et non liées à 

la cible sont alors séparées du fait de leur différence de mobilité. Cette technique permet 

d’améliorer significativement la rapidité et l’efficacité de l’étape de sélection. Le Cross-over 

SELEX : cette stratégie permet de développer un aptamère reconnaissant une cible 

membranaire par alternance de cycle de sélection in-vitro contre la protéine isolée et in vivo 

par Cell-SELEX [32]. AFM-SELEX : cette stratégie est basée sur l’utilisation de la microscopie à 

force atomique. Une mesure dynamique de la force d’adhésion entre une surface d’or 

fonctionnalisée par la molécule-cible et un levier fonctionnalisé par une banque 

d’oligonucléotides simple brin permet la sélection d’aptamères de haute affinité, comme 

démontré dans une preuve de concept pour un aptamère dirigé contre la thrombine [33]. 

Spiegelmers (de « Spiegel », miroir en allemand): cette technique a pour but d’augmenter la 

résistance aux nucléases en utilisant une propriété physico-chimique des acides nucléiques : 

leur chiralité. La sélection d’un aptamère en série D contre l’énantiomère de la cible assure 

la reconnaissance de la cible par l’éantiomère en série L de l’aptamère. L’aptamère en série L 

ainsi obtenu sera résistant aux nucléases. On peut citer comme exemple : un aptamère 

dirigé contre des nucléosides (D-adénoside), des acides aminés (L-arginine) et des peptides 

(vasopressine) telle la gonadolibérine ou GnRH [34]. 

 

C. Propriétés et caractéristiques des aptamères 

C.1. Taille 

La taille d’un aptamère est en général inférieure à 100 nucléotides. Selon la 

séquence des aptamères sélectionnés par le procédé SELEX, il est préférable que l’aptamère 

soit le plus petit possible, pour un problème de coût, pour des raisons d’accessibilité de la 

cible et pour minimiser les interactions non spécifiques. Par exemple, le motif minimal des 

aptamères spécifiques du VEGF comprend entre 23 et 35 nucléotides. L’aptamère 

antithrombine, constitué de 15 nucléotides, est un des aptamères les plus courts [35]. 

L’aptamère anti-cocaïne est de 38 nucléotides [36]. L’aptamère spécifique d’une protéase à 

sérine du sang (la protéine C) est de 99 nucléotides [37].  

C.2. Affinité  

Le paramètre qui rend compte de l’affinité d’un aptamère envers sa cible est la 

constante de dissociation Kd. Les affinités entre la molécule cible et ligands dépendent des 

liaisons non covalentes qui s’établissent entre les deux molécules, qui peuvent être des 



Chapitre 1 : Aptamère 

17 
 

liaisons de nature électrostatique, hydrophobe, des liaisons hydrogène, etc. Plus la valeur de 

Kd est faible, plus l’affinité de l’aptamère pour sa cible est forte.  

L’interaction réversible entre le ligand et la cible est décrite comme suit : 

  

A : aptamère; B : cible; AB : complexe aptamère/cible; kon : Constante cinétique d’association 

de la réaction M-1.s-1; koff : Constante cinétique de dissociation s-1. 

Selon la loi d’action de masse : ν1= kon[A].[B] et ν2= koff[AB] 

A l’équilibre du système : ν1= ν2 donc kon[A].[B] = koff[AB] 

Si l’on considère le quotient des deux constantes cinétiques koff et kon on obtient le Kd: 

   
    

   
 

       

    
 

Ce modèle simple est valable lorsque la stœchiométrie 1/1 entre cible et aptamère est 

confirmée. Sans connaissance exacte de celle-ci, on déterminera un Kd apparent, 

correspondant à 50% de formation de complexe. 

Les constantes de dissociation des aptamères sont de l’ordre de la micro molaire jusqu'au 

pico molaire selon la taille des molécules d’intérêts [38]. Une affinité importante pour une 

cible est obtenue avec des ligands possédant une adéquation parfaite de forme pour la 

molécule cible, une distribution de charges parfaitement complémentaire et du nombre 

d’épitopes (plus des interactions spécifiques sont possibles, plus le complexe sera stable, et 

donc se formera facilement). Ainsi, les aptamères fixant les protéines possèdent en général, 

les plus hautes affinités. On peut citer certains exemples d’aptamères sélectionnés contre 

des cibles différentes (Tableau 1.1): des molécules inorganiques, des petites molécules 

organiques, des peptides, des protéines, des hydrates de carbone, des antibiotiques et des 

cibles complexes que les cellules entières, les bactéries et les virus utilisés en tant que cible 

dans la sélection des aptamères. 

Tableau 1.1. Liste Certains exemples de cibles utilisées dans SELEX depuis 1990 avec leurs constantes 

de dissociation 

Cible Chimie  Kd Référence  

α-thrombin ADN  200 nM [35] 

Riboflavin ARN 1-5 µM [39] 

Zn2+ ARN 1.2 nM [40] 

Adenosine/ATP ADN 6 µM [41] 

Biotine ARN 5 µM [2] 

Dopamine ARN 2.8 µM [42] 

TAR RNA element of HIV-1 ARN 20-50 nM [43] 
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Tetracycline ARN 1 µM [44] 

U251 glioblastoma cells ARN 5 nM [45] 

Adénine ARN 10 µM [46] 

Immunoglobulin E ADN  23-39 nM [47] 

L-Histidine ARN 8-54 µM  [48] 

Ethanolamine ADN 6-19 nM [49] 

HIV-1 RT ADN 180-500 pM  [50] 

Streptavidin ADN 57-85 nM [51] 

Hepatis C virus RdRp ADN 1.3-23.5 nM [52] 

Tumor marker MUC1 ADN 0.1-34 nM [53] 

Ricin toxin ADN 58-105 nM [54] 

CCRF-CEM leukemia cells ADN 0.8-229 nM [28] 

Dendritic cell SIGN protein ADN 21.73 nM [55] 

Tetracycline ADN 63-483 nM [3] 

Liver cancer cell (MEAR) ADN 4.51-157 nM [23] 

NF-KB ARN 11-149 nM [56] 

2-anilinophenyl acetic acid ADN 42.7-166.3 nM [57] 

(1-3)-β-D-glucon ADN 303 nM [58] 

8-OHd6 ADN 0.1 µM [59] 

Amyloid β-peptide ARN 10.9-21.6 µM [60] 

Prostate specific antigen ADN 40-100 nM [61] 

Colorectal Cancer Cells ADN 0.7-302 nM [62] 

Ovarian Cancer Cells ADN 0.25-132 nM [63] 

HIV-1 LTR DNA duplex ADN 0.1-2 µM [64] 

Interleukin 17A ARN 72.2 nM [65] 

Bisphenol A ADN 8.3-208 nM [66] 

Acetamiprid ADN 4.98 µM [67] 

UO2
2+ ADN 84.6 pM [68] 

Human HER2 ARN 3.5 nM [69] 

Human PSMA ARN 5.0 nM [70] 

EpCAM ARN 55 nM [71] 

Mouse TrkB ARN 2 nM [72] 

Rat HER2 ARN 60.8 nM [73] 

OPN ARN 18 nM [74] 

U118-MG glioblastoma cells ADN 20 nM [75] 

Salmonella Typhimurium ARN 20 nM [76] 

NS1 ADN 18.91 nM [77] 

EGFRvIII ADN 100 nM [78] 

mGP2 ARN 110 nM [79] 

mTECs ADN 43 nM [80] 

T‑2 Toxin ADN 20.8 nM [81] 

EpCAM ADN 5.48 µM [82] 

SERCA2a ARN 11 nM [83] 

HER2 ADN 270 nM [84] 

β-Casomorphin-7 ADN 7.7−156.7 nM [85] 

HepG2 ADN 64-349 nM [24] 
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REase inhibition ARN 12-30 nM [86] 

mini-hairpin ADN 33 pM [87] 

GTX1/4 ADN 17.7 nM [88] 

(1→3)-β-D-glucans ADN 79.7- 103.7 nM [89] 

K 308 gliblastoma cells ADN 21 nM [90] 

Streptococcus pyogenes (M-type 11) ADN 7 nM [91] 

A12 LNCap cells PSMA ADN 33.78 PM [92] 

B1 LNCap cells PSMA ADN 57.49 PM [92] 

 S3 NPC ADN 11.93 nM [93] 

 

C.3. Spécificité 

Les aptamères possèdent une grande spécificité envers leur cible. Il est important 

de noter que la spécificité n'est pas reliée à la taille, à la complexité ou à la quantité de 

molécule cible. Cette spécificité peut être une propriété imposée par les conditions choisies 

lors du SELEX grâce aux cycles de contre sélection. De nombreux exemples montrent 

l’extraordinaire spécificité de certains aptamères tel que l’aptamère anti-cocaïne. En effet, 

ce dernier ne reconnait pas le métabolite principal de la cocaïne, la benzoylecgonine qui 

diffère seulement par l’absence d’un groupement méthyle [36, 38]. De même l’aptamère 

sélectionné contre la transcriptase inverse du VIH-1 [94] n’interagit pas avec les enzymes 

homologues du virus aviaire (AMV), ni avec celles du virus murin (MMLV). Les aptamères ont 

la capacité de distinguer des sucres épimères, anomères et même une modification du lien 

osidique [95]. On peut citer également en exemple l’aptamère anti-théophylline. L’utilisation 

de cycles de contre sélection avec la caféine a permis d’obtenir une différence d’affinité d’un 

facteur 104 pour la caféine (Figure 1.5) [96].  

 

  
Théophylline caféine 
Kd = 0,32 μM Kd = 3,5 mM 

 

Figure 1.5. Aptamère anti- théophylline 

Les capacités de discrimination ne sont cependant pas observées pour tous les aptamères. 

On peut citer quelques exemples : Les aptamères sélectionnés contre le coenzyme A 

reconnaissent également l’AMP [97]. Ceux sélectionnés contre la xanthine reconnaissent 

aussi la guanine (Figure 1.6) [98].  
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guanine xanthine 
Kd = 1,8 μM Kd = 4,1 μM 

Figure 1.6. Aptamère anti- xanthine [98] 

Ceux sélectionnés contre le facteur de croissance des plaquettes sanguines humaines 

reconnaissent leurs homologues murins [99]. Ceux sélectionnés contre la cellobiose 

reconnaissent la cellulose [95].  

C.4. Avantages et limitations des aptamères et des anticorps 

Les aptamères ont des avantages distincts par rapport aux anticorps comme agents 

thérapeutiques et diagnostiques potentiels. Ils peuvent être isolés in vitro et rapidement 

modifiée pour inclure des chromophores, des fluorophores, des marqueurs radioactifs ou 

des nouveaux groupes chimiques [100]. Les aptamères peuvent remplacer les anticorps 

protéiques conventionnels parce qu’ils sont plus stables, peu coûteux, faciles à produire, 

rapide et moins toxiques. Ils sont par ailleurs moins immunogènes, facteur important pour 

des applications thérapeutiques animales ou humaines [101]. Les aptamères peuvent être 

dénaturé de manière réversible. La taille plus réduite des aptamères, qui représente environ 

un dixième de celle des anticorps [102], permet un greffage plus dense sur un support, et 

permet d'avoir accès à des épitopes de protéines qui pourraient être bloqués ou cachés 

[103]. In vivo, plusieurs aptamères sont disponibles pour le ciblage des biomarqueurs 

antigéniques : PSMA, HER-3 ou anti-mucine (anti-MUC1) [104, 105]. 

Cependant, la petite taille rend l'aptamère sensibles à la filtration rénale et donc une 

clairance plus rapide. Les aptamères non modifiés sont très sensibles aux exonucléases et 

aux endonucléases.  

En parallèle, les anticorps ont quant à eux apporté une énorme contribution à un large 

éventail d'applications basées sur la reconnaissance moléculaire. Les anticorps sont 

largement utilisés en raison de leurs grandes spécificités et affinité pour son antigène (Kd = 

10-7 –10-10M) [14]. Ils ne sont pas sensibles à la dégradation induite par les nucléases et leur 

grande taille empêche la filtration. Beaucoup d’anticorps sont polyclonaux. 

On peut toutefois citer plusieurs limitations à l’utilisation d’anticorps, liées à leur mode de 

production et au caractère immunogène qui en découle. De plus, sa grande taille conduit à 

une faible pénétration dans les compartiments biologiques [14]. La contamination virale ou 

bactérienne lors de la production peut affecter la qualité du produit. Cette production in vivo 

utilise le système immunitaire des animaux, ce qui peut rendre difficile l’identification 

d'anticorps utile chez l’homme, en condition physiologique [106]. De plus, leur 

développement est limité pour des cibles peu immunogènes (petites molécules) ou toxique 
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pour l’animal (toxines). Par ailleurs, les anticorps sont sensibles à la dénaturation irréversible 

par un solvant organique ou par la température et ont une courte durée de vie. Enfin, la 

fixation spécifique d’une étiquette (position et nombre d’incorporation connue) est délicate. 

Les techniques classiques utilisant une chimie par couplage d’un ester activé ne permettent 

pas une charge contrôlée, le nombre de lysines accessibles sur l’anticorps étant souvent 

élevé.  

C.5. Exemples d’aptamères  

On peur citer trois exemples d’aptamères, visant des structures très différentes : 

une protéine et une petite molécule et un acide nucléique structuré en tige boucle. 

C.5.1. Aptamère anti thrombine: 

L’aptamère antithrombine est un oligonucléotide de 60 désoxyribonucléotides, son 

affinité pour la thrombine est inférieure à 200 nM [35] et sa structure a été déterminée par 

R. Macaya et al. par RMN [107]. Il forme un G-quadruplexe monomérique constitué de deux 

G-quartets connectés entre eux par deux boucles TT et une boucle TGT (Figure 1.7). Il est, 

comme toute tétrade guanine, stabilisé par les ions K+.  

  

Figure 1.7. Aptamère antithrombine [107] 

L’aptamère antithrombine présente en outre une activité inhibitrice in vitro [35] et in vivo 

[108] se traduisant par une augmentation du temps de coagulation plasmatique. 

Contrairement à l’héparine, l’effet anticoagulant de l’aptamère antithrombine disparaît 

quasi instantanément après la fin de la perfusion du fait de la dégradation très rapide de 

l’aptamère par les nucléases sanguines (demi-vie de l’ordre de 100 secondes chez le singe) 

[108]. La facilité de sa manipulation et son changement de conformation en présence de la 

cible en a fait un outil de choix pour des applications dans le domaine des biocapteurs [109].  

C.5.2. Aptamère anti cocaïne:  

L’aptamère anti-cocaïne est composé de 38 désoxyribonucléotides [36]. Son affinité 

pour la cocaïne est inférieure à 5 µM. Une structure secondaire a été proposée (présentée 

en Figure 1.8). Le site de reconnaissance de la cocaïne est localisé à la jonction de trois tiges. 

La cavité hydrophobe formée est très riche en charges négatives, ce qui nécessite des tiges 

d’une longueur et d’une complémentarité suffisantes pour stabiliser la structure. 
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Figure 1.8. Structure secondaire de l’aptamère anti-cocaïne lié à sa cible (ellipse noire) [36] 

C.5.3. Aptamère anti- VIH-1:  

Cet aptamere ARN adoptent un repliement de type tige-boucle et interagit avec la 

cible (elle-même structurée en tige-boucle) par reconnaissance boucle-boucle pour former 

un complexe enlacé ou “kissing complex” (Figure 1.9) [110]. Des appariements de type 

Watson-Crick se créent entre les deux boucles et donnent naissance à une structure très 

stable, plus table que la simple interaction anti-sens correspondante. L’analyse de cette 

structure par RMN a révélé que l’introduction d’une paire GA permet la stabilisation du 

complexe par un réseau de liaisons hydrogènes inter sucre et l’appariement de deux paires 

de bases supplémentaires. Cette méthode a rationalisé le rôle stabilisateur de la paire GA à 

la jonction tige/boucle dans les kissing complexes, et devrait permettre le développement de 

nouvelles molécules bioactives ayant pour cible des boucles d’ARN impliquées dans des 

fonctions biologiques importantes. 

 

Figure 1.9. Kissing complexe entre la séquence TAR du VIH (bleu foncé et bleu clair) et l'ARN de 

synthèse (jaune, orange et rouge) [110] 

 

D. Modifications chimiques des aptamères 
Les ARNs et les ADNs naturels sont rapidement dégradés par les nucléases (en 

quelques minutes dans le plasma [111]). En effet, la présence du 2-désoxyribose et le pont 

phosphodiester rend l’oligonucléotide fragile à l’hydrolyse. Dans le but d’améliorer la 
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stabilité in vivo des aptamères, des modifications peuvent être apportées sur différents 

sites: le lien phosphate, le sucre ribose, ou encore la base nucléique (Figure 1.10). Il est 

possible d’introduire des modifications chimiques sans altérer les propriétés de 

reconnaissance. Certaines de ces modifications sont introduites au cours de la synthèse 

automatisée des oligonucléotides, par l’utilisation de phosphoramidites modifiés. Elles 

permettent de développer des aptamères stabilisés possédant une demi-vie plus longue. Par 

ailleurs, l’introduction de modifications permet de conférer certaines fonctionnalités, 

comme par exemple la transformation d’un aptamère en sonde pour l’imagerie [112]. 

  

Figure 1.10. Des modifications chimiques possibles sur des nucléotides, R: modification sur le Sucre 

en 2', Y: modification sur le phosphodiester et B : modification sur la base 

D.1. Les modifications pré SELEX : 

Une première approche fut l’introduction de nucléotides non naturels dans le cycle 

SELEX ce qui en résulte l’obtention d’aptamères modifiés insensibles aux nucléases. Ces 

modifications doivent être compatibles avec les enzymes utilisées pendant les étapes 

d’amplification, ce qui restreint considérablement leur choix. En pratique, seules certaines 

modifications chimiques en 2’ du ribose augmentent la stabilité des oligonucléotides tout en 

restant compatibles avec l’utilisation des polymérases (Figure 1.11).  

   
2’-O-Me ARN 2’ F- ARN 2’ NH2- ARN 

 
  

ADN 4’-Thio HNA 
 

Figure 1.11. Modifications chimiques des aptamères, compatibles avec le SELEX [113, 114] 
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Un aptamère contenant des 2’-NH2-2’-désoxypyrimidines à la place des 2’-OH-pyrimidines a 

été le premier aptamère modifié sélectionné en 1994 [115]. Les modifications des bases sont 

souvent réalisées dans le but d’améliorer les propriétés de polarisabilité ou d'empilement 

des bases afin de stabiliser le complexe aptamère-cible [116, 117]. Quelques exemples sont 

décrits dans la figure 1.12 : 

    

5-Méthyle-dC 5-Propynyl-dC 5-Propynyl-dU 2-Thiouracil 

   

Phénoxazine 

Phénothiazine 

Propenyluracil 5-(N-aminoalkyl) carbamoyluracil 

 

Figure 1.12. Différentes modifications possibles sur les bases 

Les modifications 2’ F-ARN permettent également aux siRNAs d’être plus stables en présence 

de sérum [118]. Les acides nucléiques comportant des modifications 2’-fluoro-2’désoxy-

nucléosides ont une haute stabilité thermique et sont stables vis-à-vis des nucléases. Ainsi, 

un aptamère sélectionné à partir d’une bibliothèque aléatoire contenant des 2’-fluoro-2’-

désoxypyrimidine contre le VEGF possède une affinité supérieure pour le VEGF en 

comparaison à la version non modifiée de l’aptamère. La modification 2’ OMe sur les 

nucléotides ARNs permet d’augmenter l’affinité d’hybridation ainsi que la stabilité vis-à-vis 

des nucléases [119, 120]. Il est intéressant de noter que les 2’ fluoro et les 2’ OMe 

nucléotides triphosphates sont incorporés par les polymérases. Ils peuvent donc être 

employés dès le début de la sélection, évitant ainsi des modifications post-sélection pouvant 

altérer la spécificité et l’affinité pour la cible de la séquence retenue [121]. Par exemple, 

l’aptamère anti-VEGF : ils n’ont pas pu remplacer tous les 2’ OH par des 2’ OMe, car cela 

conduisait à une perte d’activité [122]. 

La substitution du phosphate (phosphorothioates, méthylphosphonates, phosphoramidates) 

stabilise fortement les oligonucléotides vis-à-vis des nucléases, mais améliore aussi leurs 

propriétés d'hybridation en permettant de former des duplexes et triplexes plus stables. Les 

liaisons boranophosphates sont fonctionnelles et ont montré une meilleure activité du siRNA 

qui les porte, en comparaison avec les liaisons inter-nucléotides PS et phosphodiesters. Mais 

pour que l’efficacité du siRNA soit maximale les liens boranophosphates ne doivent pas être 

placés au centre du siRNA [123]. 
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D.2. Les modifications post-SELEX 

Certaines des modifications chimiques destinées à améliorer les propriétés 

pharmacologique pharmacocinétique des oligonucléotides ne sont pas acceptées par les 

enzymes utilisées pendant le processus de sélection. Elles ne peuvent être réalisées de ce 

fait qu’après la sélection.  

Dans le cas des aptamères ARN, le remplacement ciblé de différents riboses par des 2’ OMe-

riboses ou des 2’-4’ LNA (Locked Nucleic Acid) permet d’améliorer la résistance aux 

nucléases, sans altérer les propriétés de reconnaissance. L’inconvénient majeur de cette 

approche vient du fait qu’elle procède par essai/erreur afin de trouver le meilleur 

compromis résistance/reconnaissance [110]. Les LNAs sont des nucléotides modifiés (Figure 

1.13) dont le pentose a été rigidifié par le biais d’une liaison méthylène entre l’oxygène en 2’ 

avec le carbone en 4’ du sucre. Leur rigidité permet d’augmenter leur affinité d’hybridation. 

L’introduction de modifications LNAs en post-selex permet également de stabiliser les 

aptamères [124], car ils engendrent une meilleure stabilité thermique, une résistance à la 

dégradation par les nucléases et sans modifier l’affinité [125].  

 

Figure 1.13. Structure des acides nucléiques verrouillés (LNAs) 

Les aptamères LNA ont montré une grande affinité et stabilité que les simple-brins d’ADN et 

d’ARN. Par exemple, il a été démontré que l’ajout à l’extrémité 3’ d’au moins deux 

monomères LNA, permettait d’atteindre des temps de vie de plusieurs heures en présence 

de sérum [126].  

La protection les extrémités 5' et 3' peut également augmenter la résistance des aptamères 

aux exonucléases. Par exemple, la demi-vie d'un aptamère ADN dirigé contre le PDGF 

(facteur de croissance dérivé des plaquettes), modifié 2' F, 2' OMe et protégé en extrémité 

3’ (par une jonction inversée 3’-3’) a été augmentée de 0,6 h à 8 h dans le sérum de rat [99]. 

Récemment, l’équipe de Hirao ont réussi à augmenter la stabilité de l’aptamère ADN anti 

VEGF165 aux exonucléases en introduisant une séquence d'ADN mini-épingle à cheveux en 

extrémité 3’ (GCGAAAGC ou GCGAAGC). Cette modification a augmenté la température de 

fusion à 75°C, montrant un gain important en stabilité. Ils ont aussi remplacé les paires A-T 

dans la tige des aptamères d'ADN par des paires G-C. Par cette méthode de stabilisation, 
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plus de 70% de l’aptamère anti-interféron-γ ont survécu dans un sérum humain à 37 °C 

après 3 jours [127]. 

 

E. Synthèse chimique des aptamères  
La chimie de l’ADN permet la synthèse de fragments pour des études de réactivité 

structurale et biologique des acides nucléiques. On présente ici les principes généraux des 

méthodes de synthèse des acides nucléiques et plus particulièrement la méthode aux 

phosphoramidites, utilisée pour la préparation des oligonucléotides modifiés. Nous 

présentons aussi les groupements protecteurs utilisés dans la préparation des synthons 

nucléotidiques. Synthétiser un fragment d'aptamère consiste à relier des nucléosides entre 

eux par un groupement phosphate, en formant des liens phosphodiester entre un groupe 

phosphoramidite porté par la fonction alcool secondaire 3'-OH du 2-désoxyribose du 

premier nucléoside et la fonction alcool primaire 5'-OH du 2-désoxyribose du second 

nucléoside. La synthèse chimique s’effectue donc dans le sens 3' → 5'.  

E.1. La synthèse en solution 

La première synthèse totale d'un gène de l’ARN de transfert de l’alanine a été 

décrite par Khorana en 1958 [128]. Cette synthèse a été réalisée en solution (en milieu 

homogène) et conduit directement en présence d’un agent de condensation (DCC) au 

dinucléoside phosphodiester désiré (Figure 1.14).  

 

Figure 1.14. Synthèse de dinucléoside phosphodiester en solution, Px, Pb groupe protection 

La voie phosphodiester présente de nombreux inconvénients, tels que des difficultés de 

purification des intermédiaires chargés, la diminution des rendements avec la longueur de la 

chaîne.  

E.2. La synthèse sur support 

La première synthèse d’oligonucléotides sur support a été réalisée par la méthode 

phosphotriester [129]. Différents types de supports solides ont été utilisés tels que le 

polystyrène, le polyacrylamide, le composite de polydiméthylacrylamide, la silice ou les 

disques de cellulose [130-133]. Cependant le support solide le plus utilisé reste les billes à 

base de verre à porosité contrôlée (CPG, 200 à 3000 Å, dont la porosité est choisie selon la 

taille de l’oligonucléotide demandé) [134] ou à base de polymères. Le verre est 
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fonctionnalisé par réaction entre les résidus hydroxyles présents à sa surface et le dérivé 

silylé EtO3Si(CH2)3NH2. Le premier nucléoside est ensuite introduit par réaction entre des 

résidus amines à la surface du support et un succinate diester (Figure 1.15). Une fois 

l’allongement terminée, l’oligonucléotide synthétisé sera conjugué au support par une 

liaison ester de type succinate. Le support solide possède la première base de la séquence 

oligonucléotidique (A, T, C, G). Pour la synthèse des oligonucléotides courts, les supports 

assurent une grande efficacité de couplage et un bon rendement.  

 

Figure 1.15. Synthèse des supports 

La synthèse sur support présente de nombreux avantages tels qu’un temps de couplage plus 

court, la possibilité de travailler à une échelle de quelque micro molaire, le fait qu’elle soit 

mécaniquement stable et que le support ne gonfle pas dans les solvants organiques. 

L’automatisation de la synthèse sur support a été généralisée à partir du début des années 

80 [135]. Aujourd'hui, la commercialisation d'appareils de synthèse automatisés sur support 

solide et des réactifs utilisés permet la production en routine d’oligonucléotides avec et sans 

modifications.  

E.3. Synthèse d’oligonucléotides par la méthode au phosphoramidite  

Les aptamères sont produits à grande échelle suivant la synthèse classique sur 

support solide aux phosphoramidites. Dans le cas des phosphoramidites en série 2’-désoxy, 

2’-OMéthyle et 2’-fluoro, seules les bases nécessitent un groupe protecteur. Les 

phosphoramidites 2’-hydroxyle nécessitent quant à eux une protection supplémentaire, en 

2’, classiquement par un groupe tert-butyldiméthylsilyle. Le cycle de synthèse des 

oligonucléotides par la méthode aux phosphoramidites comprend plusieurs étapes : la 

détritylation, l'activation, le "capping" et l’oxydation (Figure 1.16).  
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Figure 1.16. Cycle de synthèse d’oligonucléotides sur support par la méthode aux phosphoramidites 

1- Déprotection : Le nucléoside étant fixé par sa fonction alcool 3'-OH au support solide, le 

groupement protecteur de l'hydroxyle en 5' est clivé à l'aide d'une solution d'acide 

trichloroacétique à 3 % dans le DCM (Figure 1.17). Le couple acide triichloroacétique/alcool 

tritylé constitue un bon compromis puisque la détritylation se déroule en quelques 

secondes. De plus, l’acidité reste suffisamment faible pour minimiser les phénomènes de 

dépurination. Le support est ensuite rincé avec de l’acétonitrile afin d’éliminer les traces 

d’acide. 
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Figure 1.17. Mécanisme réactionnel de déprotection d’un oligonucléotide protégé  
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2- Couplage : Le phosphoramidite protégé par un groupement cyanoéthyle est introduit et 

réagit avec l'hydroxyle 5' qui vient d'être déprotégé. Le couplage s'effectue en présence d’un 

acide faible, classiquement le tétrazole. Ce dernier est un activateur. Il agit par protonation 

du groupe diisopropylamino suivie de la substitution de ce groupe par l’ion tetrazolium 

(Figure 1.18). Cet acide faible servant d'activateur pour permettre le couplage et la 

formation d'un phosphite triester. 
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Figure 1.18. Mécanisme réactionnel de couplage au phosphoramidite 

3- Capping: Le couplage à chaque étape de synthèse n'est jamais total (> 99,5%) et certains 

hydroxyles en 5' restent libres. Pour éviter la formation d'oligonucléotides tronqués, 

l'anhydride acétique est utilisée afin d'acétyler les hydroxyles libres et par conséquence 

d’empêcher les fonctions alcools primaires de réagir lors du futur cycle de synthèse et 

faciliter la purification des oligonucléotides en fin de synthèse. 

4- Oxydation: La liaison phosphite est oxydée afin d'obtenir la liaison phosphate triester, 

grâce à une solution d’iode 0.02 M dans un mélange THF/eau/pyridine. La réaction 

d'oxydation est rapide et boucle le cycle de synthèse (Figure 1.19). Une nouvelle 

condensation peut alors avoir lieu. Ce processus est répété autant de fois qu'il y a de 

nucléosides à incorporer. 
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Figure 1.19. Mécanisme réactionnel de l’oxydation, étape 4 

5- Déprotection : En fin de synthèse, un traitement à l’ammoniac concentré 28-32% à chaud 

(55°C, 4h) ou à température ambiante (1 nuit) permet de détacher l’oligonucléotide du 

support et de déprotéger les bases et les groupes phosphates. Selon la nature des 

groupements protecteurs, la méthode de déprotection peut être aménagée. Dans le cas des 

ARN, un traitement supplémentaire réalisé par une solution de fluorure de 

tétrabutylamonium/ triéthylamine (HF/TEA) permet ensuite de déprotéger l’hydroxyle en 2’ 

(Figure 1.20), suivant un mécanisme SN2.  

 

Figure 1.20. Déprotection de la position 2’ des ARN 

Le groupement MMTr ou DMTr terminal est conservé en fin de synthèse (mode MMTr-on ou 

DMTr-on) selon l'étape suivante sur l'oligonucléotide. Principalement conservé avec une 

modification 5’ C6 amino, le groupement MMTr présente une déprotection plus lente que le 
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DMTr (Figure 1.21). Il est éliminé par traitement acide et les oligonucléotides sont à nouveau 

purifiés. 

OO O

O

O O

> >

DMTr MMTrTMTr
 

Figure 1.21. Stabilisation des groupes de protection par mésomérie étendue en fonction du nombre 

de groupes méthoxy présents 

On voit ici que cette approche permet d’introduire aisément toute sorte de modifications 

chimiques sur l’aptamère, en 5’ ou 2’ du sucre, ou sur les bases. Enfin, la taille d’un 

oligonucléotide à synthétiser est d'environ 25-40 nucléotides [102]. Bien que la synthèse 

chimique d'un aptamère plus de 60 nt est plus coûteuse et difficile à réaliser. 
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A. Les différentes techniques d’imagerie médicale 

A.1. Introduction 

De nos jours, l’imagerie médicale (Figure 2.1) est un domaine en pleine expansion. 

Elle permet d’établir des diagnostics de plus en plus précis à des stades de pathologie de 

plus en plus précoces. Première technique d’imagerie médicale, développée par Wilhelm 

Röntgen à la fin du XIXème siècle, la radiographie repose sur l’utilisation des rayons X. Par la 

suite, les techniques se sont améliorées et diversifiés rapidement avec l’arrivée de la 

scintigraphie, du scanner, de l’échographie, de l’IRM, de la tomodensitométrie et plus 

récemment les techniques optiques. L’ensemble de ces modalités permet actuellement 

d’explorer quasiment toutes les composantes du corps humain, d’un point de vue 

morphologique et/ou fonctionnel.  

On peut classer les techniques d’imagerie médicale en deux catégories : l’imagerie 

anatomique (radiographie, IRM, etc…) et l’imagerie moléculaire qui permet après injection 

d’une sonde de pouvoir visualiser des phénomènes physiologiques in vivo. Dans le cadre de 

cette thèse, nous nous sommes intéressés à l’imagerie moléculaire et en particulier aux 

techniques d’imagerie nucléaires (TEP et TEMP) et à l’imagerie de fluorescence. 

 Radio Microonde Infrarouge Visible Ultra-
violet 

X-Ray Gamma 
Rays 

longueur 
d'onde λ 

(m) 
10

3
-10

-1
 10

-1
-10

-3
 10

-3
-10

-6
 10

-6
-10

-7
 10

-7
-10

-8
 10

-8
-10

-11
 10

-11
-10

-15
 

Fréquence 
(Hz) 

10
6
-10

10
 10

10
-10

12
 10

12
-10

15
 10

15
-10

16
 10

16
-10

17
 10

17
-10

21
 10

21
-10

24
 

 

   

  

  

 Echographie IRM Fluorescence   Radiographie TEMP ou 

TEP 
 

Figure 2.1. Représentation des différentes modalités imageries médicales avec les longueurs d’ondes 

A.2. Imagerie nucléaire 

L’imagerie nucléaire permet l’obtention d’images fonctionnelles et métaboliques. 

Son principe repose sur l’injection par voie intraveineuse d’un traceur radiomarqué 

spécifique. L’image est obtenue par détection externe grâce à une caméra adaptée. 

L’imagerie nucléaire comprend deux techniques : la TEMP et la TEP. 

L’évolution de ces techniques est liée au développement rapide de l’appareillage et des 

techniques utilisés en imagerie médicale. Dans les services de médecine nucléaire le 

développement de ces techniques passe par l’étude de nouveaux chélates et de nouveaux 
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marqueurs mais surtout par le développement de nouveaux ligands ou vecteurs spécifiques 

de cibles biologiques à étudier.  

A.2.1. Tomographie par émission monophotonique (TEMP) 

L'imagerie TEMP est une technique d'imagerie médicale nucléaire tomographique 

basée sur la scintigraphie et inventée par Anger en 1953. La tomographie (du grec tomos 

« section, coupe » et graphein « écrire ») désigne tout processus d’imagerie ayant pour 

résultat un cube de données c’est-à-dire un objet tridimensionnel, visible de ce fait en 

coupe. L’acquisition d’images autour de l’animal permet d’obtenir après reconstruction 

tomographique une image TEMP 3D. 

Afin de pouvoir effectuer un examen TEMP, le patient se voit injecter un produit radioactif 

qui émettra des rayonnements gamma [136]. Un collimateur est utilisé au niveau de la 

caméra pour permettre la sélection des photons gamma émis suivant une incidence 

particulière en corrigeant ce phénomène d’atténuation. Cette correction permet d’obtenir 

avec précision l’activité reconstruite et donc de la quantifier. La TEMP est utilisée entre 

autres pour visualiser le fonctionnement du muscle cardiaque, pour le diagnostic d’embolie 

pulmonaire, pour le diagnostic des maladies osseuses ou pour détecter des 

dysfonctionnements de la thyroïde.  

A.2.2. Tomographie par émission de positons (TEP) 

La TEP est également une technique d’imagerie isotopique utilisant des traceurs 

marqués ici avec des radioéléments émetteurs de positons (particules β+), qui sont 

caractérisés par un défaut relatif de neutrons dans leurs noyaux (Figure 2.2).  

 

Figure 2.2. Schéma représentatif d’une machine TEP 

Ils se désintègrent vers un état stable par la transformation d’un proton en un neutron qui 

conduit à l’émission d’un positon e+ et d’un neutrino ν.         
     

     
 

 
  

Une fois dans l’organisme ces positons perdent leur énergie cinétique avant de se 

recombiner avec un électron selon un processus appelé annihilation. Deux photons ɣ 

d’énergie 511 keV sont alors émis en coïncidence à 180° l’un de l’autre (Figure 2.3).  
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Figure 2.3. Réaction d’annihilation et émission des photons ɣ 

Une couronne de détecteur entourant le patient permet de détecter ces deux photons ɣ 

simultanément. La distribution tridimensionnelle du traceur est visualisée après une 

reconstruction informatique complexe [137]. La durée de vie très courte des radioisotopes 

nécessite que l’équipement soit installé à proximité d’un cyclotron et d’un laboratoire de 

biochimie permettant la production et la mise en œuvre des isotopes [138]. 

Les systèmes micro-PET développés pour le petit animal ont une résolution limitée de l’ordre 

de 1 mm à 2 mm mais bénéficient d’une haute sensibilité d’environ 10− 11 mol/L [139]. Les 

temps d’acquisition d’une image peuvent être relativement courts (de l’ordre de la seconde) 

permettant l’étude dans le temps de l’évolution du traceur mais aussi par exemple l’étude 

dynamique du cœur [140]. 

Le principe de la TEP est donc assez proche de celui de la TEMP dans le sens où il s'agit 

également d'une tomographie d'émission utilisant un radiopharmaceutique. Mais ces deux 

types d’imageries sont basés sur l’utilisation de radioéléments différents. En effet, les 

radionucléides couramment utilisés en TEP tels que le 11C, le 18F, le 68Ga possèdent une 

demi-vie courte en comparaison à ceux utilisés pour la TEMP tels que le 99mTc, le 99Tc, 125I, 
131I ou encore l’111In.  

Ces techniques présentent l’avantage majeur d’avoir une haute sensibilité [141]. Dans le cas 

de l’imagerie tumorale, le développement de radioligands spécifiques de l’angiogenèse 

tumorale a permis la détection précoce de tumeurs lors des premiers stades de croissance. 

L’imagerie nucléaire apporte alors des informations d’ordre fonctionnel sur des zones 

internes à la tumeur, permettant ainsi l’ajustement des traitements administrés aux 

patients.  

A.2.3. Radiotraceur 

L’utilisation optimale d’un isotope en imagerie est dépendante des propriétés 

nucléaires du radionucléide c’est-à-dire le type et l’énergie du rayonnement émis, la demi-

vie et le mode de production. La demi-vie physique du radionucléide doit être suffisamment 

longue pour lui permettre d'atteindre sa cible, mais aussi suffisamment courte afin de limiter 

l’irradiation de l’organisme. Egalement, la demi-vie détermine la possibilité d’utilisation d’un 
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radionucléide à distance du lieu de sa production. Le traceur peut-être sous la forme d’un 

atome, une molécule simple, un médicament, une hormone, un peptide, un anticorps, une 

cellule (globules rouges ou blancs), spécifique à l'organe et même spécifique d’une fonction 

métabolique de l'organe. Il est important d’évaluer l’impact du marquage sur l’activité 

biologique de la molécule marquée. En médecine nucléaire, le marqueur, est un isotope 

permettant la détection externe de la répartition spatiale du traceur. On admet que le 

traceur marqué possède le même comportement que le traceur non marqué, appelé traceur 

froid. La différence de masse entre les isotopes et les phénomènes de radiolyse sont 

considérés comme négligeables.  

Le radiotraceur est l’association entre un radionucléide (marqueur) et une molécule 

spécifique (traceur) localisée de façon sélective au niveau d’une structure (Figure 2.4). 

 

Figure 2.4. Schéma générale des radiotraceurs TEP ou TEMP [142] 

Les stratégies de marquage sont différentes suivant que l’on marque des petites ou des 

grosses molécules. Pour les petites molécules, le marquage le plus simple est la substitution 

directe. Elle consiste à remplacer un atome stable par un des ses isotopes radioactif. Le 

composé résultant possède les mêmes propriétés chimiques et physiques que le composé 

non marqué. Cette technique est bien adaptée pour les marqueurs qui sont des éléments 

naturellement présents dans l’organisme (15O, 11C, 13N, 18F). Pour les grosses molécules 

(anticorps, peptides, protéines), la stratégie consiste le plus souvent à fixer, via un groupe 

prosthétique, le marqueur loin du site biologiquement actif de la molécule, de sorte que le 

marquage n’interfère pas avec les propriétés biologiques de la molécule. Ainsi, il peut être 

nécessaire d’introduire sur les molécules vectrices des fonctionnalités qui vont permettre le 

couplage spécifique des différents éléments. Les principaux isotopes utilisés comme 

marqueur in vivo sont les 67Ga, 68Ga, 111In, 99mTc, 123I, et 131I. Mais on peut citer également 

l’utilisation dans des cas moins fréquents du xénon 133, du thallium 201 et du krypton 81m.  

Pour des processus biologiques rapides, un radioisotope à courte demi-vie sera préférée afin 

de limiter au maximum l’exposition du patient aux radiations alors que dans le cas de 

processus présentant une pharmacocinétique plus longue, des radioisotopes présentant une 

longue période seront nécessaires. La plupart des radionucléides utilisés en imagerie sont 
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produits par des réacteurs nucléaires, des générateurs ou des cyclotrons. Les radionucléides 

sont ensuite associés aux substances traceuses par différentes stratégies de marquage. 

Tableau 2.1. Présentation des différents radioisotopes avec leurs demi-vie utilisés en imagerie 

médicale, CE : Capture d’électrons 

Radioisotope Rayonnement Demi-vie Chimie 
15O β+ 2.07 min covalente 
13N β+ 9.97 min covalente 
11C β+ 20.3 min covalente 
68Ga β+ 68 min Coordination 
18F β+ 109.7 min covalente 
99mTc γ 6 h Coordination 
123I γ 13 h covalente 
111In γ (CE) 67 h Coordination 
67Ga γ 78 h Coordination 

 

Le premier radiotraceur utilisé en TEP a été le 18F-FDG (2-désoxy-2-[18F] fluoro-D-glucose 

[143]. Ce traceur de la consommation régionale en glucose, est utilisé en oncologie, 

neurologie mais également en cardiologie pour identifier les patients susceptibles de 

bénéficier d'une revascularisation du myocarde après un infarctus. Malgré son manque de 

spécificité, ce traceur reste majoritairement utilisé aujourd’hui en clinique. Depuis 2010, 

plusieurs autres traceurs sont disponibles en TEP tels que la 18F-choline (précurseur des 

membranes cellulaires) pour des indications autorisées dans le cancer prostatique et le 

carcinome hépatocellulaire, le 18F-Na (fluorure de sodium) pour des tomoscintigraphies 

osseuses avec les mêmes indications que la scintigraphie osseuse classique mais avec les 

performances de la TEP, la 18F-DOPA (fluoro-dihydroxyphénylalanine) pour des indications 

en cancérologie (certaines tumeurs endocrines) ou en neurologie (syndromes Parkinsoniens) 

(Figure 2.5). 

  

 

18F-FDG 18F-DOPA 18F- Fluoromethylcholine 
 

Figure 2.5. Structures des traceurs utilisés pour l’imagerie TEP 

En TEMP, les radioéléments couramment employés sont le technétium métastable (99mTc), 

l’indium 111 (111In) et l’iode 123 (123I). Le technétium 99m (99mTc) présente une demi-vie 

moyenne de 6h et est produit facilement au moyen d’un générateur par désintégration β du 

molybdène 99. Il permet grâce à ses propriétés physiques et électrochimiques l’obtention de 

bonnes images scintigraphiques sans risque d’irradiation excessive [144]. 98Mo → 99Mo → 
99mTc. 
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Le technétium 99m permet l'exploration de nombreuses parties du corps et n'émet que des 

rayonnements gamma dont l'énergie (140 Kev) est adaptée aux détecteurs des gamma-

caméras (Figure 2.6A). Le premier agent marqué au technétium 99m approuvé par la FDA a 

été le Cardiolite® ou (99mTc-Sestamibi). Le Yoview® ou (99mTc-Tetrafosmin) a été ensuite 

développé pour la réalisation de mammographies scintigraphiques. Des dérivés 

phosphonates du technétium tels que le 99mTc-Méthylène DiPhosphonate (MDP) et le 99mTc-

Hydroxy DiPhosphonate (HDP) sont quant à eux utilisés pour l’imagerie de l’activité 

ostéoblastique. L’indium, découvert en 1863 par Reich et Richter, possède une demi-vie de 

62 h et est produit au moyen d’un cyclotron : il se décompose par capture électronique (CE) 

avec émission de photons gamma de 173 et 247 KeV (89% et 95% respectivement) [142] 

(Figure 2.6B). Les traceurs marqués à l’indium 111 sont principalement utilisés pour la 

détection de cancers et le ciblage des antigènes et des récepteurs surexprimés dans 

certaines tumeurs. L’111In3+ forme des complexes très stables avec des ligands qui sont 

constituées par des chélates macrocycliques contenant les atomes donneurs d'azote et 

d'oxygène ou d'azote et de soufre comme NOTA, DOTA, DTPA et TETA [145]. Ainsi, l’111In 

complexé par un DTPA a été utilisé dans un premier temps pour l’imagerie rénale et 

cérébrale. Aujourd’hui, Il est couramment utilisé pour l’imagerie du fluide cérébro-spinal.  

A.   B.  

Figure 2.6. Schéma de décroissance : A) du 99mTc et B) de l’111In 

A.3. Imagerie optique 

De par sa facilité de mise en œuvre (synthèse, hygiène-sécurité) et son coût 

moindre, l’imagerie optique est une alternative intéressante à l’imagerie nucléaire. Des 

progrès rapides de résolution spatiale (brillance des fluorophores et précision des caméras 

optiques) permettent d’envisager à l’avenir de nombreuses applications biomédicales.  

A.3.1. Principe de l’imagerie optique 

Le principe de l’imagerie optique repose sur l’absorption de photons par un atome ou 

par une molécule, le ou la faisant passer de son état fondamental à un état excité. Cette 

molécule est excitée par un rayonnement de longueur d’onde λ, produit généralement par 

une lampe ou un laser dont les photons possèdent une énergie E = h ν = hc/λ où ‘’c’’ est la 

célérité de la lumière dans le vide, ‘’h’’ la constante de Planck et ‘’ν’’ la fréquence de 
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vibration [146]. Cette absorption de lumière se fait de façon extrêmement rapide (environ 

10−15s). Le retour à l’état fondamental se fait par émission d’un photon qui pourra être capté 

et transformé en image (Figure 2.7).  

  

Figure 2.7. Diagramme de Jablonski simplifié 

Cette détection par fluorescence est le mode le plus utilisé dans les systèmes miniaturisés 

[147]. Les molécules fluorescentes ont la particularité de posséder un groupe d’atomes 

formant structuralement un chromophore (ou fluorochrome). Ce sont généralement des 

cycles aromatiques interagissant entre eux et ayant des électrons π délocalisés qui forment 

le centre fluorescent des molécules. 

A.3.2. Transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET) 

Cette technique a été développée par Förster à la fin des années 40 [148]. C’est plus 

tard que cette technique fut appliquée au domaine des acides nucléiques au milieu des 

années 80. Elle utilise deux fluorophores, l’un est donneur d’énergie et l’autre est accepteur 

d’énergie (Figure 2.8), le spectre d’émission du premier devant recouvrir le spectre 

d’absorption du second. En absence d’accepteur, l'irradiation de donneur à son λMax aboutit 

à un signal correspondant à l'émission de donneur. Cette technique permet d’obtenir un 

signal d’émission décalé par rapport à celui du donneur.  

 

Figure 2.8. Schéma du processus FRET [148] 
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L’efficacité du FRET dépend de la distance r entre les deux marqueurs, déterminée par la 

formule 1/[1 + (r/R0)6] ou R0 représente le rayon de Förster [149], distance à laquelle 50 % de 

l’énergie d’excitation du donneur est transférée à l’accepteur (comprise généralement entre 

10 et 100 Å). Par exemple, cette technique est appliquée aux acides nucléiques en utilisant 

du couple pyrène (donneur) / pérylène (accepteur) [150].  

A.3.3. Balises moléculaires (molecular beacon MB) 

Les balises moléculaires (MB) sont formées d'un brin d'ADN en épingle à cheveu, 

chacune des extrémités portant un fluorophore. L'un est dit reporter et l'autre quencher. La 

partie centrale de la séquence est complémentaire de la cible alors que les deux extrémités 

sont auto-complémentaires et forment le pied du molecular beacon (en moyenne de 5 à 8 

paires de bases). Le molecular beacon se retrouve donc dans une conformation dite de tige-

boucle à l’état libre où le donneur et l’accepteur sont en contact. La fluorescence du 

donneur est donc inhibée ou modifiée. De ce fait, en présence de la cible, le molecular 

beacon s’ouvre et s’hybride sur la séquence cible car ce nouveau complexe est plus stable 

que le molecular beacon replié du fait du plus grand nombre d’appariements formés (Figure 

2.9) [151]. Les premières sondes Scorpion étaient basées sur un format boucle-épingle à 

cheveux semblable aux molecular beacon [152]. Un autre exemple, un capteur de cocaïne 

par inhibition de fluorescence été décris par Zhang et ses collaborateurs [36, 153]. Le 

molecular beacon peut également être un aptamère changeant de structure telle que 

l’aptamère Sgc8 activable AAP [188]. 

 

Figure 2.9. Structure et fonctionnement d'un molecular beacon sur leur cible [151] 

On peut utiliser pour l’imagerie de fluorescence des fluorophores émettant dans le proche-

infrarouge (vers 700 nm), ce qui présente de nombreux avantages tels que la haute 

sensibilité, l’absence de radioactivité ainsi qu’une grande profondeur de pénétration 

tissulaire [154]. En effet , l’utilisation de longueurs d’onde d’excitation et d’émission 

comprises dans la région du proche infrarouge (600 – 900 nm) limite le phénomène 

d’absorption du rayonnement par les tissus permettant ainsi une faible autofluorescence de 

ces tissus. La figure 2.10 représente la variation des coefficients d’absorption de différents 

tissus organiques en fonction de la longueur d’onde [155, 156], les valeurs maximales des 

spectres d’émission de fluorescence sont d’environ 810 nm dans l'eau et 830 nm dans le 

sang. Pour les applications médicales, l'absorption maximale est à environ 800 nm dans le 

plasma sanguin, dû à l’adsorption de la molécule sur les protéines plasmatiques. 
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Figure 2.10. Coefficients d’absorption de différents tissus organiques en fonction de la longueur 

d’onde [156] 

La figure 2.11 montre la relation entre les longueurs d'onde d'excitation/émission et 

l'autofluorescence des tissus [157]. De nombreux organes (peau, intestin, vessie) sont 

fluorescents dans les longueurs d’onde du visible. Dans le vert, l'autofluorescence de la 

peau, des viscères, et surtout de la vésicule biliaire, de l'intestin grêle et de l’urine est très 

importante. Dans le rouge, l'autofluorescence diminue notablement mais les intestins 

restent fluorescents principalement du fait de la chlorophylle présente dans l’alimentation.  

 

Figure 2.11. Auto-fluorescence des organes de la souris dans différentes conditions optiques des 

longueurs d’ondes d’émission/excitation [157] 

L’imagerie de fluorescence nécessite, comme toutes les techniques d’imagerie moléculaire, 

l’injection d’agents de contraste ou traceurs, qui sont dans ce cas des fluorophores tels que 

la Cyanine, l’ATTO ou encore la fluorescéine. La recherche de nouveaux fluorophores 

absorbant et émettant dans les régions spectrales du visible et du proche infrarouge 
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présente un grand intérêt en raison de leurs possibles applications en biologie, diagnostic 

médical et imagerie [158]. Les fluorophores les plus couramment employés sont les dérivés 

de la fluorescéine, de la rhodamine, la série des BODIPYs et les Cyanines [159, 160]. Si la 

fluorescence est une technique fortement répandue dans le domaine biomédical, 

notamment à l’échelle moléculaire (ADN ou protéine) ou cellulaire, elle est encore peu 

employée pour de l’imagerie in vivo. 

A.4. Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) 

L’IRM est une technologie utilisée pour la première fois dans le début des années 

1980. Cette technique permet d’obtenir des images anatomiques en trois dimensions avec 

une excellente résolution. Elle permet l’étude des tissus dits mous, tels que le cerveau, la 

moelle épinière, les muscles permettant ainsi d’en connaître la structure anatomique. Un 

des avantages majeurs de cette technique est le fait qu’elle n’utilise pas de rayonnements 

ionisants. L'IRM visualise la relaxation des protons de l’eau d'un tissu et sa densité après une 

impulsion radio-fréquence. Environ 35% des examens IRM sont réalisés avec injection d’un 

agent de contraste non spécifique telle que le Gd-DTPA (sous le nom commercial 

Magnevist®) [161] et le Gd-DOTA (sous le nom commercial Dotarem®) [162]. Depuis, des 

recherches pour mettre au point des agents de contraste spécifiques ont été mises en œuvre 

et sont encore actuellement très actives afin de permettre un diagnostic plus précis de 

certaines pathologies. L’objectif est d’augmenter le temps de relaxation des protons de l’eau 

et ainsi d’obtenir un meilleur contraste. L’inconvénient majeur du gadolinium en imagerie 

médicale est sa toxicité sous sa forme libre. Du fait de sa toxicité, le principal est de s’assurer 

qu’il n’y ait pas de relargage de Gd(III) libre. 

A.5. Imagerie multimodale  

Toutes les techniques d’imagerie médicale sont quotidiennement au service des 

patients (Échographie, Scanner, IRM, TEP). Elles possèdent leurs avantages et inconvénients 

en termes de résolution [163], de sensibilité, de spécificité et de type de rayonnement 

utilisé. Mais les informations spécifiquement apportées par chacune de ces modalités sont 

complémentaires. La fusion dans une même sonde de différentes techniques conduit à la 

possibilité de mettre en œuvre une imagerie multimodale. Ainsi, l’imagerie multimodale 

grâce à un système intégré TEP/IRM bénéficie de la possibilité d’optimisation des deux 

méthodes grâce à leur complémentarité et à la simultanéité des acquisitions [164]. Cette 

imagerie nécessite le développement de nouveaux marqueurs tels que des liposomes, des 

macromolécules, des lipoprotéines, des petites molécules organiques et des nanoparticules 

[165, 166]. Les combinaisons bimodales les plus utilisées sont IRM/imagerie optique, 

imagerie optique/imagerie nucléaire et IRM/imagerie nucléaire (Figure 2.12).  
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Traceur (A) : modalité IRM/Imagerie optique Traceur (B) : modalité Imagerie 

optique/TEMP 

  
Traceur (C) : modalité IRM/imagerie nucléaire. M= 
64Cu ou 68Ga pour TEP. 111In pour TEMP 

Traceur (D) : modalité Imagerie optique/TEP 

 

Figure 2.12. Différents traceurs pour différentes imageries multimodales : Traceur (A) complexe de 

Gd-DOTA-aminobenzyl conjugué à un dérivé tétraméthylrhodamine pour la modalité IRM/Imagerie 

optique [167]. Traceur (B) SAACQ (dérivé de la lysine sur lequel deux groupements quinolines sont 

greffés sur l’amine de la chaîne latérale) du rhénium ou du technétium 99m afin de pouvoir visualiser 

les neutrophiles en ciblant des récepteurs peptidiques formyles (FPR) par la modalité Imagerie 

optique/TEMP [168]. Traceur (C) d’un dérivé de deux macrocycles similaires pour la chélation du 

gallium et du gadolinium, le DO3A pour la modalité TEP/IRM, ou la chélation d’111In et du gadolinium 

[169]. Traceur (D) d’un dérivé porphyrinique photosensible sur lequel un atome d’iode 124 est 

introduit par substitution électrophile aromatique. Ce traceur est prometteur pour la modalité 

Imagerie optique/TEP [170]. 

 

B. Aptamères in vivo 

Les capacités de reconnaissance moléculaire des aptamères en font un outil de 

choix pour la détection in vivo de marqueurs, par exemple tumoraux. On trouve de 

nombreux exemples d’application en oncologie. Des aptamères ont été développés pour 

cibler des protéines oncogènes telles que l’EGFR [171] surexprimée dans les glioblastomes, 

HER2 et MUC1 surexprimées dans les cancers du sein, et CD30 et CD4 surexprimés dans les 

cellules de lymphome [172-174]. Comme on l’a mentionné précédemment les aptamères 

ont été utilisés comme alternative aux anticorps dans de nombreuses techniques de 

détection : approche de type Elisa, électrophorèse capillaire ou cytométrie de flux. Ils sont 

aussi à l’origine de méthodes originales de détection. Le faible poids moléculaire des 

aptamères (10 à 15 contre 150 kDa pour les anticorps) tout comme leur relativement bonne 

délivrance tissulaire et leur clairance sanguine rapide en font de bons candidats pour 
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l’imagerie. La première étude publiée à ce sujet visait à visualiser la réaction inflammatoire 

grâce à un aptamère anti-élastase et montrait que l’image obtenue par l'imagerie TEP 

présentait un meilleur rapport signal sur bruit que celle obtenue avec l’anticorps de 

référence [175]. 

L’absence de toxicité des aptamères est un réel avantage pour leur utilisation en tant 

qu’agents d’imagerie. De plus, leur spécificité élevée pour leur cible permet un ciblage 

précis, et une diffusion rapide par la circulation sanguine. L'utilisation de ces molécules peut 

donc augmenter la certitude des résultats obtenus pendant le diagnostic ou l'analyse 

clinique [176].  
Des aptamères ont été sélectionnés contre des protéines en solution, des récepteurs 

membranaires ou même des cellules vivantes, permettant le suivi de cibles choisies 

notamment des marqueurs de pathologies tumorales [177-179]. L'aptamère sert ici de 

traceur sur lequel on peut greffer différents fluorophores (Cyn, ATTO) ou ligands 

correspondant à différentes modalités d’imagerie tels que le 99mTc, l’111In pour l'imagerie 

TEMP, le 64Cu pour l'imagerie TEP ou encore le Gd pour l'IRM. La figure 2.13 présente un 

exemple de l’utilisation d’un aptamère ARN 14-16 pour l’imagerie de tissus cancéreux du 

colon [29].  

 

Figure 2.13. La détection de l'aptamère (ARN14-16) - fluorescence Cy3 (rouge) colocalise avec sa cible 

à base de microscopie à fluorescence, p68 (vert), exprimé dans les tumeurs hépatiques (panneau 

supérieur). Bibliothèque d'ARN aléatoire est injectée en tant que témoin (panneau inférieur), (200× 

magnification). Bar, 100µm 

B.1. Aptamère anti-tenascine 

La tenascine est une métalloprotéase de la matrice extracellulaire, fortement 

surexprimée dans de nombreuses tumeurs. Un aptamère ARN de 39 nucléotides, TTA-1, 

dirigé contre cette protéine avec une grande affinité (Kd= 5 nM), a été développé et son 

efficacité pour la détection de tumeurs a été étudiée in vivo [45, 180]. La figure 2.14 

présente la structure de l’aptamère et son utilisation in vivo, qui a nécessité la fixation d’un 
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ligand du technetium. TTA-1 est capable de détecter un gliome de type U251, même 20 h 

après injection. 

A.   B.  C.   

Figure 2.14. A/ structure de l’aptamère TTA-1, 2’F Pyrimidine et 2’OCH3 Purine sauf les cinq Gs 

(indiquer par un fléche) qui sont resté 2'-OH. B/ groupe MAG, chélatant du 99mTc, fixé en position 5’-

NH2 de TTA-1. C/ détection d’une tumeur de type U-251 

Il présente un synthon inversé en position 3’-3’-T, pour prévenir l’action des exonucléases. 

La chaîne hexylamine en 5’ sert à fixer le ligand de technetium, MAG. L'aptamère anti-

tenascine, marqué au 18F ou au 64Cu, peut être utilisé comme un traceur pour l'imagerie TEP 

de l'expression par la tumeur de la tenascine-C [181]. 

B.2. Aptamère anti-PSMA 

L’antigène PSMA (prostate specific membrane antigen) est surexprimé dans les 

cellules cancéreuses prostatiques. Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez 

l’homme et il est la deuxième cause de mortalité par cancer après celui du poumon. La 

mortalité liée au cancer de la prostate chute mais le nombre de cas augmente. Le PSMA est 

un excellent marqueur du cancer de la prostate et il peut être ciblé au moyen de petites 

molécules de la famille des urées. Certains de ces agents sont déjà utilisés chez l’homme 

[182]. Un aptamère ARN modifié 2’F (71 nucléotides), reconnait spécifiquement cette 

protéine PSMA [183]. Cet aptamère a été fusionné à un siARN (21 mère) dirigé contre un 

gène de survie cellulaire (Plk1 ou Bcl2) (Figure 2.15a). Il a été lié par liaison phosphodiester 

directement sur le brin sens du siRNA. L'injection intratumorale de cette chimère (sonde) 

inhibe la croissance des tumeurs surexprimant l'antigène PSMA dans des souris [184]. La 

conjugaison de cette sonde en 5’ de siRNA à un PEG 20 kDa, a permis d’allonger sa demi-vie 

de 35 min à 30h et d’améliorer de la biodisponibilité de cette sonde (Figure 2.15b) [185]. 

 

Figure 2.15. a) Formule simplifiée du complexe aptamérique anti-PSMA et un siARN dirigé contre le 

gène de survie cellulaire Plk1. b) Conjugaison de la sonde en 5’ de siRNA à un PEG 20 kDa [185]. 
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B.3. Aptamère Sgc8 

Cet aptamère structuré en tige-boucle de 88 nucléotides présente une grande 

affinité (Kd = 0,8 nM) pour la protéine tyrosine kinase 7 (PTK7) [19]. Cette protéine participe 

à la transduction du signal au cours du développement et de la propagation métastatique 

des tumeurs malignes [186]. Afin d’améliorer la biodisponibilité de l’agent 

chimiothérapeutique, l'aptamère Sgc8 a été conjugué de manière covalente à la 

Doxorubicine (Dox). Le conjugué Sgc8-Dox est alors préférentiellement liée et internalisée 

par les cellules cibles [187]. Shi et al. ont développée une sonde d'aptamères Sgc8 activable 

(AAP) pour l’imagerie de la leucémie lymphoblastique aiguë humaine in vivo [188]; cette 

sonde est fluorescente uniquement en présence des cellules cibles (cellules CCRF-CEM), 

suivant un processus de balise moléculaire. Les mêmes auteurs ont ensuite développé une 

autre sonde utilisable pour l’imagerie bimodale (fluorescence/IRM) pour la même cible 

cancéreuse [189]. 

B.4. Aptamère AS1411 

L’aptamère AS1411 (ADN, 26 nucléotides, tétrade de guanine) est spécifique de la 

protéine transmembranaire de nucléoline surexprimée dans des cellules cancéreuses dans la 

phase I et de phase II [190]. L’aptamère AS1411 est marquée avec un radioisotope 64Cu 

chélaté avec quatre ligands déférents (DOTA, CB-TE2A, DOTA-Bn et NOTA-Bn) pour l'utiliser 

en imagerie TEP comme un agent d'imagerie diagnostique potentiel pour la détection du 

cancer du poumon [191]. Récemment, l'aptamère AS1411 a été conjugué de manière 

covalente avec Doxorubicine (Dox) en présence le bicarbonate d'ammonium (ABC, un agent 

de génération de bulle). Cette nouvelle sonde (AS1411- liposome) est ensuite utilisée pour 

cibler les cellules cancéreuses du sein DOX-résistant (MCF-7/ADR) [192]. 

 

C. Amélioration de la sonde pour des applications in vivo 

C.1. Amélioration de la biodisponibilité des aptamères 

C.1.1. Poly (éthylène glycol) (PEG) 

L’approche la plus classique pour diminuer la clairance d’un oligonucléotide consiste à 

introduire un polymère d’éthylène glycol à une extrémité 3’ ou 5’. Ce type de groupement 

améliore la furtivité de la molécule et évite sa prise en charge par les systèmes de 

détoxification. Le PEG présente l’avantage d’être soluble en milieu aqueux, non toxique, non 

influence notable sur l'affinité [105, 193] et en outre faiblement immunogène et antigène. 

Les aptamères porteurs d’un PEG présentent un temps de résidence dans le sang allongé, 

une meilleure résistance aux nucléases (par la fixation en 5’) et une diminution de leur 

accumulation dans les tissus non ciblés [194-196]. Un exemple de cette approche est le 

pegaptanib [122], cet aptamère dirigé contre le récepteur au VEGF est le premier 

commercialisé, sous le nom de Macugen©, pour la résorption de la dégénérescence 
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maculaire liée à l’âge (DMLA). Il présente un PEG de 40 kDa à son extrémité 5’ et un 

nucléotide inversé en 3’ pour la résistance aux exonucléases (Figure 2.16). 

  

Figure 2.16. Structure de l’aptamère pegaptanib. 2’ OMe purine en rouge; 2’ Fluoro pyrimidine en 

bleu; ribonucléotide non modifié en noir; 5’ PEG (40 kDa) et 3’ dT inversé [122].  

On peut citer comme exemple le travail de Blom et al. qui ont démontré que la conjugaison 

de chélateurs de radionucléides via un PEG diminuent l'absorption non spécifique des 

traceurs radio-marqués avec du 64Cu et du 99mTc [197]. Un autre exemple concerne 

l’aptamère MUC1 qui permet un ciblage des mucines, marqueurs tumoraux connus présents 

dans une grande variété de tumeurs malignes. Les études in vivo de ciblage et d'analyse 

semi-quantitative ont indiqué que l’aptamère porteur démontre une plus grande 

accumulation tumorale chez des souris porteuses de tumeurs MUC1 en comparaison à 

l’aptamère sans PEG [154]. Dans une autre étude, l’aptamère anti-MUC1 conjugué à un 

ligand MAG2 radiomarqué au 99mTc a été modifié par introduction d’un PEG de 20 kDa ou de 

17 kDa. Les auteurs n’observent pas d’influence notable du PEG sur l'affinité de l'aptamère 

in vitro; alors qu’in vivo, la présence du PEG conduit à une augmentation de l’absorption 

tissulaire de l’aptamère. Par ailleurs, il a également été mis en évidence que la clairance des 

aptamères PEGylés est réduite [195]. 

C.1.2. Applications des dendrimères en biologie et en imagerie 

Afin de pouvoir être utilisés en biologie [198] les dendrimères doivent présenter une 

très faible toxicité [199, 200], ne pas être immunogène et avoir une tolérance vis-à-vis des 

dégradations enzymatiques dans le flux sanguin. Les dendrimères de petites générations 

(G<5) ne sont pas toxiques et aucune immunogénicité n’a été observée [201]. Les 

dendrimères cationiques présentent une toxicité et une tendance à l’hémolyse accrue à 

faible concentration comparée à celle des dendrimères anioniques. De plus, les dendrimères 

cationiques ont tendance à déstabiliser les membranes cellulaires (chargées négativement) 

et à provoquer une lyse cellulaire [202]. 

Les propriétés des dendrimères, telles que leur structure uniforme, leur haut degré de 

ramification, leur hydrosolubilité, leur multivalence, la présence de sites internes d’inclusion 
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ainsi qu’une grande variabilité de composition chimique, en font des matériaux très 

attractifs pour des applications biologiques [203-204]. La plupart des dendrimères ont des 

propriétés particulières de solubilité dans l'eau, de viscosité, de stabilité thermique qui 

offrent une large palette d'applications notamment en IRM [205-208], optique [209-211] ou 

en imagerie nucléaire [212, 213]. Les fonctions présentes à la surface des dendrimères 

permettent le greffage d’agents de contraste, de fluorochromes et d’agents de ciblage [214, 

215].  

Par ailleurs, les dendrimères jouent un rôle important dans le domaine de la thérapie 

génique. Dans ce domaine, Vincent et al. ont décrit l’inhibition du grossissement tumoral et 

de l’angiogenèse par un oligonucléotide de 36-mère délivrant des gènes codant pour 

l’angiostatine et un inhibiteur des métalloprotéinases (TIMP-2). Ces oligonucléotides ont été 

greffés sur des dendrimères (PAMAM) [216]. Afin d’illustrer l’utilisation des dendrimères in 

vivo, on peut citer les travaux de l’équipe d’Hammond qui a développé une sonde ‘’ligand-

cluster’’ pour le ciblage de tumeur in vivo [217, 218]. 

Une propriété intéressante des dendrimères est que leur volume augmente quand ils sont 

chargés positivement. En s’appuyant sur cette propriété les dendrimères pourraient être 

utilisés dans les systèmes de transport d'éléments chimiques qui permettent de délivrer un 

médicament directement dans une partie ciblée de l’organisme (tumeur par exemple) [219, 

220]. 

C.2. greffage de groupes d’intérêt  

L’incorporation de groupes permettant une amélioration de la persistance dans 

l’organisme, ou le suivi de la sonde par diverses techniques d’imagerie, est plus aisée en 

post-synthèse des oligonucléotides. Elle nécessite l’introduction de points d’ancrage sur 

l’oligonucléotide, incorporés au cours de la synthèse via un phosphoramidite modifié. Puis la 

fixation de la modification nécessite une réaction d’incorporation parfaitement sélective et à 

haut rendement, même en milieu aqueux. Même si de nombreux phosphoramidites 

commerciaux présentant des groupes d’intérêt (fluorophores, chaînes polycationiques) ont 

été développés ces vingt dernières années, il est toujours important de pouvoir présenter 

sur les aptamères des sites de fixation post-synthétiques. 

Les aptamères ARN fluorescents peuvent être obtenus par synthèse en phase solide. 

Cependant, le rendement de la synthèse supportée ne permet pas de préparer des ARNs de 

plus de 60 nucléotides. Des modifications d'ARN à l'extrémité 5' peuvent être faites par voie 

enzymatique, par transcription in vitro avec des ARN T7 polymérases ou en présence 

d’initiateur nucléotide tel que la guanosine monophosphothioate (GMPS) [221].  

C.2.1. Greffage en 5’ ou 3' de groupes d’intérêt 

L'incorporation des groupes d’intérêt en 3' est réalisée avant le décrochage de la 

séquence de son support CPG, ou avant le couplage en solution sur un aptamère déprotégé 

ou enfin avant l'introduction du marqueur sur le support CPG et donc avant le couplage du 
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phosphoramidite suivant, cette étape ne devant pas perturber la synthèse. Les marqueurs 

introduits doivent être résistants aux conditions de synthèse et de déprotection de 

l'oligonucléotide. De nos jours, il existe certains marqueurs commerciaux ou groupe 

d’intérêt couplés directement sur un support CPG (Figure 2.17). 
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3'-TAMRA CPG 3'-Protected Biotin Serinol CPG 

 
3'-Biotine-TEG CPG 

Figure 2.17. Directement groupe d’intérêt sur support CPG 

Une fonction amine primaire, alcyne ou thiol peut être introduite sous forme protégée sur 

l'oligonucléotide encore fixé sur support par couplage en 5' du phosphoramidite (tableau 

2.2). L'aptamère est donc adaptable aux différentes stratégies d'étiquetage, comme par 

exemple le greffage sur des nanoparticules et l’introduction de radioisotopes pour une 

utilisation en imagerie TEP [180].  
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Tableau 2.2. Différentes molécules commerciale pour l’introduction de ces groupes d’intérêt au cours 

de la synthèse des aptamères. 

  
3'-Amino-Modifier C7 CPG Amino-Modifié C6-CE Phosphoramidite 

  
Espaceur HEG Modifié-CE Phosphoramidite Thiol-Modifié C6-CE Phosphoramidite 

 

O

O

O

N

NH

O

O

'5

3'  
Cy5-NHS ester Alcyne sur un nucléoside 

 

 

ATTO590-NHS ester DOTA-NHS ester 

 

C.2.2. Couplage orthogonal: approche «chimie - click» 

La synthèse d’analogues d’oligonucléotides, nécessite des réactions avec de hauts 

rendements associés à des temps très courts. Par ailleurs des modes opératoires simples 

sont nécessaires afin de minimiser les étapes de purifications, et d’éviter des étapes de 

protection et déprotection, et de réduire ainsi le nombre d’étapes total. Le concept de 

«chimie-click» est associé à ce type de réactions. Cette notion de «chimie - click» définit un 

ensemble de réactions permettant la conjugaison covalente et irréversible de groupes 

d’intérêt dans des conditions de réactions douces (possible en milieu aqueux) et spécifiques 

[222]. Elles doivent permettre un contrôle de la régiosélectivité, avec des rendements 

élevés, et peu de sous-produits. Elles doivent de plus être insensibles à l'oxygène et l'eau et 

utiliser des matières premières facilement disponibles.  
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Une liaison thioéther peut également être obtenue par chimie click entre un thiol et un 

maléimide. Cette méthode a été utilisée la première fois sur les peptides en 1995 pour la 

synthèse de TASP (Template Assembled Synthetic Protein) (Schéma 2.1). 

SH + N

O

O

N

O

O

S

PH= 6.5-7.5

 

Schéma 2.1. Chimie click entre un thiol et un maléimide 

Réaction de Huisgen 

Parmi les réactions de « chimie-click » défini par Sharpless, la cycloaddition 1,3-dipolaire de 

Huisgen entre un alcyne terminal et un azoture (qui peut être porté par un bras espaceur) 

est rapidement devenu la plus populaire [223]. La réaction génère un mélange de triazoles 

1,4 et 1,5 disubstitués (Schéma 2.2). De plus, elle peut être effectuée dans une grande 

variété de solvants organiques ainsi que dans l'eau. 

 

Schéma 2.2. 1,2,3-Triazole via Huisgen 1,3-Dipolar Cycloaddition pour la fixation covalente de 

groupes d’intérêt 

L’addition de cuivre (I) permet de favoriser très largement l’addition 1,4 (Schéma 2.3). Cette 

réaction est couramment appelée CuAAC pour «Copper-Catalyzed Azide-

AlkyneCycloaddition». La CuAAC a été utilisée pour la première fois en 2003 dans le domaine 

de la chimie des acides nucléiques pour fixer un marqueur fluorescent sur des séquençages 

automatisé d’ADN [224]. 
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Schéma 2.3. Cycle catalytique proposé pour la réaction de cycloaddition catalysée par le cuivre entre 

un azoture et un alcyne terminal (CuAAC) [225] 

La réaction de Huisgen implique donc la présence de cuivre pour favoriser la formation d’un 

composé majoritaire. Cependant, l’introduction du cuivre dans des structures d’acides 

nucléiques peut présenter deux inconvénients majeurs : un risque d’hydrolyse des liens 

phosphodiester et une impossibilité à éliminer le cuivre en fin de réaction. Afin de résoudre 

ce problème, Phillip et al. ont proposé l’utilisation de chélatant du cuivre I [226].  

Récemment, l’utilisation d’alcynes cycliques très contraints a permis de développer le 

couplage de Huisgen, sans utilisation de catalyseur cuivré [227, 228] (Schéma 2.4). En 2007, 

l'équipe de Bertozzi a décrit l’utilisation d’un cyclooctyne afin de réaliser une réaction de 

« chimie-click » sans catalyseur tout en gardant un contrôle de la régioséléctivité [229]. Du 

fait qu’elles n’utilisent pas de cuivre, ces conditions de réaction permettent d'avoir des 

applications in vivo telles que le marquage sélectif de biomolécules injectées chez des souris 

[230]. Le schéma 2.4 présente un alcyne cyclique qui se couple en post-synthèse sur une 

amine en 5’ [231]. 
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Schéma 2.4. La cycloaddition via Huisgen entre un alcyne cyclique et un azoture sans cuivre [231] 
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L’objectif de ma thèse était de développer de nouvelles sondes utilisables en 

imagerie médicale, basées sur l’utilisation d’aptamères, pour la détection de deux types de 

tumeurs : les glioblastomes et les mélanomes. L'angiogenèse est le processus de croissance 

de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Ce processus 

physiologique normal peut être pathologique dans le cas de cancers, où il devient primordial 

pour la croissance des tumeurs malignes et le développement des métastases. Ainsi, au 

cours du développement des tumeurs, les cellules cancéreuses vont libérer dans leur 

environnement de nombreuses molécules, et plus particulièrement une protéine appelée 

facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF), des intégrines et des 

métalloprotéases matricielles (MMPs en particulier MMP-2 et MMP-9) [232, 233]. La MMP-9 

est l'un des types de métalloprotéases matricielles, elle est produite par les cellules 

inflammatoires comme les polynucléaires neutrophiles, les macrophages, les monocytes, les 

lymphocytes et parfois par les cellules endothéliales et épithéliales. Les MMPs jouent un rôle 

dans la modification de la matrice extracellulaire (MEC). Dans les tumeurs, l’expression des 

MMP, MMP-2 et MMP-9 en particulier, est généralement augmentée, essentiellement au 

niveau où les processus d’invasion sont actifs [234]. Les MMPs sont utilisées comme 

marqueurs tumoraux à différents stades de progression [235].  

Les traceurs développés ont pour objectif de cibler la protéine hMMP-9. C’est dans ce 

contexte qu’un aptamère a été sélectionné au sein de notre laboratoire, suite à une 

précédente thèse [236]. Cet aptamère nommé F3B (ARN modifié, 36 nucléotides, Kd= 20 nM) 

est de chimie modifié en 2’ OH du ribose : 2’F pour les nucléotides pyrimidiques et 2’ OMe 

pour les nucléotides puriques. Cet aptamère présente comme structure : 5' –UGC CCU GCC 

CUC ACC CGU UAG CCU GAG CGC CCC GCA- 3'. Après des essais concluants de détection de 

la protéine sur des coupes de tumeurs, il a été envisagé de transformer cet aptamère en une 

sonde pour l’imagerie biomédicale.  

Nous disposons en effet d’un deuxième aptamère, nommé 11F46A (ADN, 41 nucléotides, Kd= 

70 nM), synthétisé par le laboratoire Novaptech par sélection contre le site actif de l’hMMP-

9. Il a été démontré par SPR que les aptamères F3B et 11F46A n’interagissent pas avec la 

même partie de la protéine.  

 

1. Sélection et structure 

La sélection, en série 2’F pyrimidine, 2’OH purine a été effectuée à l’aide d’une 

approche SELEX, par rétention sur filtre de la protéine. Le candidat le plus fortement 

représenté dans la banque d’oligonucléotides à l’issue du quatorzième tour de sélection a 

été cloné. Après un changement de chimie pour le rendre résistant aux nucléases, il a été 

raccourci, afin d’obtenir le meilleur compromis taille/affinité pour la molécule cible. Ainsi, 

l’aptamère F3B, structuré en tige boucle, présente un Kd pour la protéine hMMP-9 de 20 nM 

(Figure 1, Projet de thèse).  
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2. Détection de glioblastomes 

2.1. Activité in vitro  

L’efficacité de l’aptamère F3B dans la détection de tumeurs de type glioblastome 

[237], a ensuite été démontrée. Après conjugaison en 5’ d’un ligand MAG3, le F3B a été 

radiomarqué par du 99mTc (Figure 1, A.2, Projet de thèse). L’observation au -imager de son 

interaction avec la protéine hMMP-9 sur des coupes de glioblastome est présentée sur la 

figure 1 (C.1, C.2, Projet de thèse). Sa spécificité est telle qu’il ne reconnaît pas l’hMMP-2, ni 

l’hMMP-7 et ni la MMP-9 murine (mMMP-9) (Figure 1.B, Projet de thèse). 

A.1  A.2 B.  

C.1   C.2    D.  

Figure 1. A/ 1.Structure de l’aptamère F3B; 2. Structure de F3B-MAG3-
99mTc et du contrôle (séquence 

mélangé de F3B)- MAG3-
99mTc. B/ Graphique témoignant de la spécificité de l’aptamère F3B pour la 

protéine MMP-9 humaine. C/ Imagerie TEMP 1.Détection de MMP-9 sur une coupe de glioblastome; 

2. Absence de détection de MMP-9 par un oligonucléotide contrôle. D. Détection de MMP-9 par 

immunohistochimie 

2.2. Activité in vivo  

Toutefois, les premiers essais in vivo visant à détecter l’hMMP-9 de tumeurs humaines 

(U87) xénogreffées sur des souris immunodéficientes se sont révélés infructueux [236]. On 

peut formuler plusieurs hypothèses (non exclusives) à cet échec et proposer des stratégies 

palliatives :  

1) Une clairance rénale et hépatique beaucoup trop rapide et le temps d’interaction avec la 

cible est trop court, qui peut être lié à une faible concentration en hMMP-9. 

2) La biodistribution et la pharmacocinétique des oligonucléotides sont peu favorables à 

l’imagerie : la conjugaison des aptamères à des dendrimères/dendrons ou à des 
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nanoparticules doit permettre de moduler leur persistance dans le flux sanguin, de 

favoriser l’accumulation et la rétention spécifique au niveau des tumeurs et d’améliorer 

ainsi la détection (sensibilité) (diminution du koff) [238].  

 

2.3. Développement d’outils biotechnologiques basés sur l’aptamère 

F3B  

Afin d’accroître la force d’interaction entre le ligand et sa cible, deux types de 

modifications sont envisagées. La première est de développer des structures multimériques 

de F3B (Figure 2, Projet de thèse). Cela devrait permettre une amélioration du Kd, en 

modifiant la composante koff de la constante d’équilibre du complexe aptamère-protéine. Il a 

été démontré dans la littérature que l’affinité des traceurs vis-à-vis de leur cible biologique 

pouvait être améliorée en synthétisant des dimères de biomolécules [239, 240]. La seconde 

est d’élaborer un système bifonctionnel, utilisant deux aptamères différents dirigés contre la 

protéine MMP-9. On vise également ici une amélioration du Kd par modification des 

composantes kon et koff de la constante. Ce phénomène s’explique par un double effet : 

d’une part deux biomolécules peuvent se lier à deux récepteurs biologiques de manière 

simultanée et d’autre part la concentration locale en biomolécule est augmentée [239, 240], 

on peut citer l’exemple, l’aptamère antithrombine présente une activité inhibitrice in vitro et 

in vivo se traduisant par une augmentation du temps de coagulation plasmatique [35, 108]. 

 

Figure 2. Structures multimériques et multifonctionnelles : dendrimère/dendron portant des chaînes 

PEG (polyéthylène glycol) et présentant plusieurs copies de deux aptamères de structures différentes 

ou non (F3B, 11F46A), pour les différents types d’imageries (R : ligand pour l’imagerie ex : Biotine, 

DOTA, NOTA, Cy5 et ATTO 590) 

On se propose donc de mettre au point une nouvelle structure, un système pince, afin 

d’améliorer l’affinité envers la cible. Sur cette molécule servant de support on peut fixer 

deux ou trois bras espaceurs porteurs d’un groupement azoture utilisé pour le couplage avec 

les aptamères par « chimie-click ». Il a également été envisagé d’introduire un groupement 
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maléimide utilisé pour le couplage avec les aptamères portant les groupements thiol par 

« chimie-click ». Comme il a été mentionné précédemment différentes stratégies ont été 

développées dans le but d’augmenter le temps d’interaction entre la cible et la sonde 

consistant en l’association de deux aptamères de structures différentes ou non, portés par 

un même dendrimère/dendron et introduits par « chimie-click » afin d’obtenir une sonde 

multimérique ou multifonctionnelle. Il a par la suite été envisagé d’introduire un marqueur 

fluorescent et/ou un ligand de radioélément afin d’avoir accès à différentes modalités 

d’imagerie (Tableau 1, Projet de thèse).  

Tableau 1. Présente différents molécules synthétisée pour différents types d’imageries in vivo 

 

 
 

F3B- dT- CY5 F3B- espaceur HEG- DOTA F3B- espaceur HEG- ATTO 
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Sonde multi-aptamères: dendron rattaché à 2 copies 
de F3B-DOTA 

Sonde multi-aptamères: diF3B-dendron-

Biotine 
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Sonde Biotine-multi-aptamères F3B-PEG20000-DOTA  

 

Sonde multi-aptamères: H2N-dendrimère Janus -2F3B-2(11F46A) 

 

Le second paramètre à améliorer pour l’obtention de sondes est d’augmenter le temps de 

résidence des aptamères dans l’organisme afin d’améliorer la furtivité des molécules. Donc, 

la fixation d’une chaine PEG et un bras espaceur HEG à l’extrémité 5’ des aptamères devrait 

permettre de remédier à ce problème [195, 240, 241].  

Plusieurs types d’imageries sont envisagés, en utilisant un marqueur spécifique d’une cible, 

afin de détecter in vivo un processus pathologique TEMP (99mTc ou 111In), TEP (18F ou 64Cu), 

IRM (DOTA-Gd) et fluorescence (Cy5 ou ATTO 590).  

 

2.4. Implication dans différents projets autour de F3B  

2.4.1. ImMelApt: Imaging Melanome with Aptamers. 

Nous souhaitons développer des sondes pour l'imagerie des mélanomes sur la base 

d'un aptamère F3B précédemment identifié et caractérisé spécifique pour la MMP-9 
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humaine. Donc, différentes modalités d'imagerie sera considéré (Optique, TEMP et TEP) et 

appliqué à la détection de la MMP-9 dans les deux environnements différents: i) des biopsies 

de tumeurs humaines, et ii) une xénogreffe de modèle de souris avec des cellules de 

mélanome humain [A375 (mélanome humain) et B16F0 (mélanome murin)]. Ce projet est en 

collaboration avec Pr. JANIER Marc et Dr. KRYZA David (LAGEP UMR 5007 CNRS, Université 

de Lyon 1) et Pr. FERNANDEZ Phillippe, Pr. ALLARD Michelle et Dr. Jürgen SCHULZ (CNRS, 

INCIA, UMR 5287, CHU de Bordeaux). 

2.4.2. Imagerie Photonique In Vivo à l’aide de conjugués Aptamère-Nanoparticule. 

Ce projet porte sur la production d’un aptamère F3B modifié, porteur d’une fonction 

thiol. Cette nouvelle modification permettra l’ancrage de F3B sur les nanoparticules via un 

couplage click thiol-maléimide. Ce projet consiste à développer une nouvelle sonde 

d’imagerie biomédicale. Cette sonde sera composée d’une nanoparticule hybride à base de 

silice, portant en son cœur un fluorophore et recouverte de l’agent de ciblage, l’aptamère 

F3B (Figure 3, Projet de thèse). Elle sera évaluée in vivo en imagerie photonique, sur des 

modèles murins, en mettant à profit le développement de lignée cellulaire U87 exprimant la 

protéine MMP-9 de façon contrôlée et inductible. Ce projet est en collaboration avec : M. 

Couillaud Franck (RMSB, CNRS, UMR 5536, CHU de Bordeaux) et M. Mornet Stéphane 

(ICMCB, ISM, CNRS, UPR 9048, Université de Bordeaux). 

 

 

Figure 3. Schéma de principe montrant la stratégie d’élaboration des nanoparticules cœur-couronne 

fonctionnalisées comme marqueur fluorescent de l’aptamère F3B. A droite image de MET des 

nanoparticules de silice fluorescentes 
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A. Synthèse des dérivés de F3B 

La stratégie de synthèse utilise des phosphoramidites modifiés qui sont couplés sur 

l’oligonucléotide pendant sa synthèse automatisée en position 5' (Figure 3.1). Différents 

groupes ont ainsi été introduits sur F3B: amine, alcyne, ou bien encore thiol. La fonction 

amine a été introduite avec un espaceur C6 afin de l’éloigner de la séquence nucléotidique 

et pour fixer un marqueur (biotine-NHS ester, DOTA-NHS ester, ATTO 590-NHS ester ou 

Cyanine-NHS ester). De même la fonction alcyne a été introduite sur un dT avec un espaceur 

HEG et la fonction thiol a été introduite sous une forme protégée avec un espaceur HEG 

(Tableau 2.2 et Tableau 3.1). 

 

Figure 3.1. Schéma d'un aptamère porte sur la position 5' un ligand 

Tableau 3.1. Molécules synthétisées pour différents types d’imageries in vivo 

   
F3B- espaceur HEG-NH2 F3B- dT- NH2 F3B- espaceur HEG-SH 

 
  

F3B- espaceur HEG-alcyne F3B- espaceur HEG-alcyne-NH2 11F46A- espaceur HEG-alcyne 



Chapitre 3 : Sonde monomériques de F3B 

62 
 

  
 

F3B- espaceur HEG- Biotine F3B- dT- Biotine 11F46A- espaceur HEG- Biotine 

   

F3B- dT- CY5 F3B- espaceur HEG- DOTA F3B- espaceur HEG- ATTO 

 

Un oligonucléotide contrôle ou scramble est synthétisé en parallèle; celui-ci présente la 

même composition en bases que le F3B, mais elles sont disposées dans un ordre aléatoire. 

Des études préalables ont montré que le scramble ne reconnaissait pas la cible c’est-à-dire la 

MMP-9.  

Les oligonucléotides F3B-espaceur HEG-DOTA (Schéma 5.1), F3B-dT-Cy5 (Schéma 5.2), F3B-

espaceur HEG-ATTO 590 (Schéma 5.3) et Contrôle-espaceur HEG-DOTA (Schéma 5.1), 

Contrôle-dT-Cy5 (Schéma 5.2), Contrôle-espaceur HEG-ATTO 590 (Schéma 5.3) (Tableau 3.1) 

ont été préparés afin de valider la fixation des aptamères F3B modifiés avec la protéine 

MMP-9. Nous avons réalisé des tests de compétition en présence de ces aptamères modifiés 

ainsi que des oligonucléotides contrôles.  

 

 

B. Validation de la reconnaissance des F3B modifiés avec la 

protéine MMP-9 

Nous avons vérifié ici, par SPR, que ces aptamères modifiés (DOTA, Cy5 ou ATTO 

590) ont conservé ses propriétés de fixation de la protéine hMMP-9 avec la même efficacité 

que l’aptamère F3B. 



Chapitre 3 : Sonde monomériques de F3B 

63 
 

B.1. SPR 

B.1.1. Principe de SPR 

La résonance plasmonique de surface (SPR) est une technique optique permettant la 

mesure de la liaison d'un "ligand" sur un "récepteur" adsorbé à la surface d'une couche 

métallique (Al, Ag, Au, Cu, métaux riches en électrons mobiles). Il existe différentes surfaces 

selon le type de ligand à immobiliser (carboxyméthyle CM5, nickel NTA, streptavidine SA). La 

SPR est très utilisée durant le procédé SELEX pour évaluer l’affinité des candidats au cours 

des cycles. Elle donne des informations sur l’interaction entre des molécules, typiquement 

entre des protéines et d’autres protéines ou bien avec des acides nucléiques, ou encore avec 

des petites molécules [242]. D’un point de vue technique, une solution incluant le récepteur 

est injectée dans le système permettant le contact du récepteur avec le ligand immobilisé. 

Les photons de l'onde évanescente vont alors entrer en résonance avec les nuages 

électroniques du métal (plasmon). Le faisceau réfléchi va présenter une chute d'intensité 

avec un angle défini, l'angle de résonance. Les interactions moléculaires entre un ligand 

retenu sur la surface et un analyse en solution vont entraîner un changement de masse 

induite par l'association ou la dissociation des complexes, ce qui va modifier l'indice de 

réfraction du milieu et décaler la position de l'angle de résonance (Figure 

3.2). L'enregistrement de la variation de l'angle de résonance permet de suivre en temps réel 

la fixation des molécules injectées sur le biocapteur. Ces changements sont détectés par le 

système et enregistré par le logiciel de contrôle sous forme de "unités de résonance" (RU). 

Lorsque le récepteur se lie, il y a une augmentation du signal SPR. Inversement, lorsqu’il se 

sépare du ligand le signal SPR diminue. 

 

Figure 3.2. Représentation du principe de résonance plasmonique de surface 

L’injection successive d’une série de concentrations de récepteur génère des courbes SPR. 

Par modélisation, suivant le modèle de Langmuir, il est alors possible de retrouver les 

constantes d’association (ka) et de dissociation (kd) pour le couple sonde / cible et par 

extension la constante d’équilibre de la réaction aussi nommée constante d’affinité (Figure 

3.3) [243]. 
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Figure 3.3. Suivi cinétique en temps réel de la réflectivité décrivant successivement une phase 

d’association et une phase de dissociation 

B.1.2. Préparation la protéine hMMP-9 

Pour vérifier la pureté des hMMPs-9, un gel de polyacrylamide SDS dénaturant a été 

réalisé. Une quantité de 100 ng a été déposée et une coloration aux sels d’argent a permis 

de révéler la migration des hMMPs-9. L’analyse a permis de déduire une taille de 83 kDa 

pour l’hMMP-9 (Figure 3.4). 

 

Figure 3.4. Vérification hMMP-9 par l’électrophorèse SDS-PAGE dénaturant. A droite, le marqueur de 

poids moléculaire est indiqué. Les bandes correspondant à la taille attendue sont encadrées en 

pointillés rouge pour les deux échantillons de la protéine hMMP-9 

B.1.3. Tests de compétition des aptamères et contrôles modifiés 

L’immobilisation choisie pour l’aptamère F3B et de son contrôle repose sur 

l’interaction classique steptavidine-biotine, donc, nous avons préparé des dérivés F3B et 

contrôle biotinylés (Tableau 3.1). 

La figure 3.5 résume la distribution des oligonucléotides à la surface de la biopuce SAD.  
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Figure 3.5. Schéma résumant la distribution des aptamères à la surface de la biopuce SAD sur les trois 

pistes 

Pour les tests de compétition, la protéine hMMP-9 est incubée à une concentration de 50 

nM pendant 10 minutes à température ambiante avec les aptamères F3B-espaceur HEG-

DOTA, F3B-dT-Cy5 et F3B-espaceur HEG-ATTO 590 ou les oligonucléotides Contrôle-espaceur 

HEG-DOTA, Contrôle-dT-Cy5 et Contrôle-espaceur HEG-ATTO 590 à une concentration de 

200 nM. Les mélanges (hMMP-9/aptamère (B) ou hMMP-9/Contrôle (R)) sont ensuite 

injectés à la surface de la biopuce. 

Tableau 3.2. Données SPR brutes post-injection, en RU 

 
SA 

F3B-HEG-
Biotine 

Contrôle-
HEG-Biotine 

F3B-dT-
Biotine 

[hMMP-9] 50nM 27.8 247 15 463 

[hMMP-9] 50 nM + [F3B-HEG-ATTO 590] 200 nM - 102 34 49 44 

[hMMP-9] 50 nM + [F3B-dT-Cy5] 200 nM 119 42 50 35 

[hMMP-9] 50 nM + [F3B-HEG-DOTA] 200 nM 35 27 24 20 

[hMMP-9] 50 nM + [Contrôle-HEG-ATTO 590] 
200 nM 

54.9 205 71 352 

[hMMP-9] 50 nM + [Contrôle-dT-Cy5] 200 nM 38.4 169.5 23.9 322.8 

[hMMP-9] 50 nM + [Contrôle-HEG-DOTA] 200 
nM 

80 243 70 417 

[hMMP-9] 50 nM fin journée 39 210 25 390 

 

Chaque sensorgramme est double référencé : pour chaque piste, le signal obtenu avec le 

tampon de course et le bruit de fond observé sur la streptavidine sont soustraits afin de 

détecter le signal propre du F3B- espaceur HEG et du Contrôle-espaceur HEG. Les profils de 

fixation du F3B-espaceur HEG et du Contrôle-espaceur HEG, sont représentés sur les figures 

3.6 et 3.7 respectivement. 
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Figure 3.6. Compétition hMMP-9 50nM avec Oligonucléotides 200 nM sur Piste F3B-espaceur HEG-

Biotine 

 

Figure 3.7. Compétition hMMP-9 50nM avec Oligonucléotides 200 nM sur Piste Contrôle-espaceur 

HEG-Biotine 

Lorsque les aptamères F3B-espaceur HEG-ATTO 590, F3B-dT-Cy5 ou F3B-espaceur HEG-

DOTA sont incubés avec la protéine hMMP-9, aucune fixation n’est observée pour les F3B 

immobilisés sur la biopuce (sensorgrammes bleu, rose et orange, Figure 3.6). Les aptamères 

F3B modifiés forment un complexe avec l’hMMP-9 et entrent en compétition avec 

l’aptamère F3B immobilisé. Les aptamères F3B modifiés reconnaissent la protéine hMMP-9 

avec la même efficacité que l’aptamère F3B. 

Les tests de compétition mettant en jeu les oligonucléotides contrôles modifiés Contrôle-

espaceur HEG-ATTO 590, Contrôle-dT-Cy5 et Contrôle-espaceur HEG-DOTA incubés avec la 

protéine, montrent que la protéine libre, non associée à ces derniers, peut se fixer sur 

l’aptamère F3B immobilisé sur la biopuce (sensorgrammes vert clair, vert foncé et gris, 

Figure 3.6), c'est-à-dire que le contrôle n’a pas empêcher l’aptamère F3B de connaitre sa 

cible (hMMP-9). L’intensité du signal lors de ces compétitions n’est pas identique au signal 

correspondant à la fixation de l’hMMP-9 seule (courbe bleue claire, Figure 3.6). Néanmoins, 

les signaux correspondants aux tests de compétition sont équivalents au signal de la fixation 

de l’hMMP-9 après les tests (hMMP-9 endday). En effet, les régénérations successives au 

cours des tests de compétition altèrent les oligonucléotides immobilisés à la surface de la 

biopuce, et diminuent le signal détecté. 

D’autre part, aucune fixation de la protéine n’est détectée sur le Contrôle R immobilisé sur la 

piste 3, quelle que soit la compétition réalisée. En effet, l’hMMP-9 n’est pas reconnue par 

cet oligonucléotide contrôle (Figure 3.7). 
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Les sensorgrammes présentés dans la figure 3.8 montrent une fixation de l’hMMP-9 sur F3B-

espaceur HEG (en bleu) et F3B-dT (en vert), et aucune association avec le contrôle-espaceur 

HEG (en rouge et rose). Le signal obtenu sur F3B-dT est plus important que sur F3B- 

espaceur HEG. En effet, davantage de F3B-dT a été immobilisé (711 RU) sur la piste fc 4.  

 

Figure 3.8. Injection hMMP-9 50 nM sur les Pistes: F3B-espaceur HEG-Biotine, Contrôle-espaceur 

HEG-Biotine et F3B-dT-Biotine 

En effet, les aptamères F3B modifiés reconnaissent la protéine hMMP-9 avec la même 

efficacité que l’aptamère F3B. Donc, Les modifications n’entraînent pas de la reconnaissance 

d’hMMP-9. 

B.2. Polarisation de Fluorescence 

B.2.1. Principe de Polarisation de Fluorescence- Anisotropie 

La polarisation de fluorescence est une propriété de la fluorescence dans laquelle la 

polarisation de fluorescence d’un fluorophore change en fonction de l’interaction entre un 

aptamère et sa molécule cible. Cette méthode de transduction permette d’étudier la 

reconnaissance entre un aptamère et une cible en conditions homogènes. 

La lumière est une onde électromagnétique qui se propage dans toutes les directions. Mais 

on peut à l’aide de filtres exciter un fluorophore suivant un seul plan (lumière polarisée). 

L’émission pourra se faire suivant le même plan, ou dans différents plans si l’émission est 

dépolarisée. Cette dépolarisation de fluorescence des molécules diluées dans le milieu 

environnant l'échantillon (souvent milieu aqueux) peut provenir de mouvement brownien, 

de vibration, de torsion, transfert d'énergie; mais la principale cause est la diffusion par 

rotation des fluorophores. L'anisotropie est une mesure de la dépolarisation de fluorescence 

[244]:  

 

Où I║ et I┴ représentent les intensités de la fluorescence polarisée parallèlement ou 

perpendiculairement par rapport à la polarisation d'incidence (Figure 3.9).  
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Figure 3.9. Principe de la Polarisation de fluorescence 

Lorsqu’une molécule fluorescente est excitée par une lumière polarisée, i.e. dans un plan, la 

lumière est émise dans le même plan à condition que la molécule reste immobile à travers 

l’état [245]. Par contre, si la molécule tourne et sort hors du plan pendant l’état excité, la 

lumière sera émise dans un plan différent de celui dans le lequel elle a été excitée. On peut 

ainsi mesurer des phénomènes d’interactions entre un aptamère et sa cible, un des deux 

partenaires étant marqué par un fluorophore. La formation du complexe alourdit la 

molécule fluorescente, conduisant à une modification de son anisotropie. On peut ainsi 

suivre et quantifier la formation du complexe, et en déduire une constante de dissociation 

du complexe.  

En 2008, cette technique a été introduite pour la première fois pour les aptamères en 

étudiant le complexe formé par l’Ochratoxine A et son aptamère, la cible était alors en 

compétition avec un court brin d’ADN complémentaire de l'aptamère marqué par un 

fluorophore [246]. L’interaction avec la cible induit le déplacement du court brin 

complémentaire fluorescent, ce qui conduit à une variation de l’anisotropie de ce dernier. En 

2009, cette technique a été également utilisée pour un aptamère anti (L)-Tyrosinamide 

marqué directement par un fluorophore de fluorescéine (Figure 3.10) [247]. 

 

Figure 3.10. Schéma de la polarisation de fluorescence non compétitive de l'aptasensor. Les doubles 

flèches représentent les mouvements locaux et globaux contribuant à la variation d’anisotropie de 

fluorescence [247] 
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B.2.2. Evaluation de l'affinité F3B-espaceur HEG-ATTO 590  

Afin d'évaluer l'affinité d'un aptamère, on utilise classiquement la résonance 

plasmonique de surface (SPR). Mais pour éviter les étapes de greffage et pour valider, en 

même temps, la l’interaction de l’aptamères F3B modifié avec la protéine hMMP-9, on peut 

effectuer des évaluations par Polarisation de Fluorescence. C'est pour quoi, il est nécessaire 

de conjuguer l'aptamère F3B à un fluorophore telle qu’ATTO 590 (Figure 3.11, Schéma 5.3). 

Les deux synthèses sont purifiées par CLHP sur colonne HEG (Figure 5.8), et sont confirmés 

par spectrométrie de Masse (ESI-MS, mode positif) (Figure 5.10). 

  

Figure 3.11. Conjugué F3B-espaceur HEG-ATTO 590 

Les mesures ont été effectuées à TA en présence de concentration constante de l'aptamère 

F3B-espaceur HEG-ATTO 590 (C= 10 nM) avec des concentrations croissantes de leur cible 

hMMP-9 en nM dans volume total 50 µl présenté dans le tableau 3.4.  

Tableau 3.4: présente les conditions expérimentales post-injection 

 1 2 3 4 5 6 

F3B-espaceur HEG-
ATTO 590 µl 

5 5 5 5 5 5 

V hMMP-9 µl 0 0.208 0.416 0.832 2.08 4.16 

C hMMP-9 nM 0 5 10 20 50 100 

PBS (10X) µl  5 5 5 5 5 5 

H2O µl 40 39.79 39.58 39.17 37.92 35.84 

V total µl 50 50 50 50 50 50 

 

Le Kd est la concentration requise en hMMP-9 pour la formation de la moitié des interactions 

spécifiques maximales. On déduit de la courbe un Kd =17 nM (Figure 3.12). Cette valeur est 

en accord avec les valeurs obtenues précédemment par SPR [236]. 
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Figure 3.12. Mesure anisotropie de fluorescence d’interactions F3B-espaceur HEG-ATTO 590/hMMP-

9 

Nous avons synthétisé cette molécule F3B-espaceur HEG-ATTO 590 pour un projet intitulé: 

Evaluation des aptamères comme substituts aux anticorps pour la quantification de 

biomarqueurs tissulaires en anatomopathologie clinique. Ce projet porte sur l’évaluation de 

l'intérêt des aptamères (F3B, 11F46A) comme substituts aux anticorps dans le contexte du 

cancer du colon. En effet, ces aptamères seront ensuite utilisés sur une série unique de 

prélèvements tumoraux (cancer du colon) afin d'évaluer ses propriétés de marquage sur 

échantillons tissulaires et valider les bénéfices de ce marquage par rapport à un marquage 

anticorps standard. L’étude est effectuée sur des Tissue Micro Array (TMA) comprenant des 

échantillons provenant de tumeurs colorectales, ou d’autres tissus sains sélectionnés afin de 

générer une collection d’intérêt par rapport au contexte tumoral hMMP-9.  

 

C. Travaux en collaboration sur les aptamères in imagerie 

biomédicale (ImMelApt ) 

Comme il a été mentionné dans les précédents chapitres du manuscrit, les 

aptamères présentent de différents caractères qui les rendent des excellents candidats pour 

l'imagerie. Ces oligonucléotides présentent une forte affinité et une reconnaissance 

spécifique de leur cible et sont faciles à synthétiser et à modifier. Les propriétés de liaison 

d’un aptamère sont liées à sa forme en trois dimensions qui résulte de repliement 

intramoléculaire de l'oligonucléotide, dictée par la séquence primaire. Ces aptamères 

peuvent être utilisés pour développer de nouveaux outils pour le diagnostic du cancer 

diagnostics. Jusqu’au maintenant, peu d’études sur la détection des tumeurs in vivo ont été 

réalisé en utilisant un aptamère marqué avec l’imagerie TEMP.  

Le projet ImMelApt (Imaging Melanome with Aptamers) a pour objectif de développer des 

sondes pour l'imagerie des mélanomes humains en utilisant comme biovecteur un aptamère 

F3B. Ce projet est en collaboration avec : Pr. JANIER Marc et Dr. KRYZA David (LAGEP UMR 

5007 CNRS, Université de Lyon 1) et Pr. FERNANDEZ Phillippe, Pr. ALLARD Michelle et Dr. 

Jürgen SCHULZ (CNRS, INCIA, UMR 5287, CHU de Bordeaux). Le F3B est un aptamère 
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spécifique d’un marqueur tumoral (hMMP-9) surexprimé dans plusieurs types de tumeurs 

parmi lesquelles le glioblastome.  

De ce fait, il a été envisagé de développer des traceurs pour deux modalités d'imagerie 

différentes : l’imagerie de fluorescence et la TEMP. Ces traceurs devront alors permettre la 

détection de l’hMMP-9 sur des biopsies de tumeurs humaines et sur un modèle de 

xénogreffe de cellules de mélanome humain chez la souris. Les modifications qui seront 

introduites pour l'étiquetage [fluorophore ou radionucléide] ne devraient pas modifier les 

propriétés de liaison de l'aptamère. Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet seront 

présentés sous la forme d’une publication intitulée « Ex Vivo and In Vivo Imaging and 

Biodistribution of Aptamers Targeting the Human Matrix MetalloProtease-9 in Melanomas » 

qui est apparue dans la revue PLOS one.  

Dans cette étude, la capacité de l’aptamère F3B marqués (F3B-Cy5, F3B-DOTA et F3B-MAG3) 

à détecter l’hMMP-9 in vivo (sur des souris porteurs de glioblastome ou mélanome A375 

« mélanome humain ») et ex vivo sur des tissus a été évaluée.  

Des études de biodistribution des F3B-DOTA et F3B-MAG3 ont été réalisé sur des souris 

portant le mélanome à trois temps (30min, 1h et 2h) après l’injection de ces dérivés. Les 

résultats ont montré que les deux aptamères marqués détectent spécifiquement l’hMMP-9. 

Par contre, l’accumulation de F3B-MAG3 dans le tube digestif a été plus important que celle 

observé avec F3B-DOTA ce qui suppose que le DOTA pourrait être un bon candidat pour 

détecter la tumeur hMMP-9 de différents types d’imagerie. De plus, une concentration en 

F3B-DOTA dans la tumeur est trois fois supérieure à celle du contrôle-DOTA, et un haut 

niveau de la radioactivité F3B-DOTA a été observée dans les reins et la vessie. En ex vivo, le 

radiomarqué 111In-DOTA-F3B induit un signal fort comparé au 111In-DOTA-contrôle. De plus, 

la détection de la protéine hMMP-9 par F3B-Cy5 a été ensuite confirmée par l’imagerie de 

fluorescente. Alors que l’injection F3B-Cy5 chez des souris porteuses de mélanome a 

augmenté le signal de fluorescence à l'intérieur de la tumeur, la tumeur n’était pas localisée 

avec le contrôle-Cy5.   
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D. Modification l’aptamère F3B avec une chaine PEG20000 

Notre aptamère a une bonne affinité envers leur molécule cible (hMMP-9, 20 nM). 

Comme présenté précédemment, l’aptamère F3B présente une clairance rénale et 

hépatique trop rapide. Nous envisageons ici de diminuer la clairance de l’aptamère F3B. 

Donc, nous avons choisi une chaine PEG 20000 Da pour la conjuguer sur F3B à l’extrémité 5’ 

par la réaction chimie click, par la suite, un ligand DOTA sera fixer par un couplage 

peptidique (Figure 3.13). Cette nouvelle sonde devant permettre de favoriser l’accumulation 

et la rétention spécifique au niveau des tumeurs ainsi que d’améliorer la détection 

(augmentation de la sensibilité avec la diminution du koff) [154].  

 

Figure 3.13. Plateforme PEG20000-aptamère F3B-DOTA 

D.1. Stratégie générale de synthèse 

Nous utilisons l’aptamère F3B porte une fonction amine en 5’ et un alcyne en position 5 

d’une thymine modifiée. Cette stratégie consiste à introduire en première lieu le PEG20000 

parce que la fixation de PEG20000-N3 sur F3B-alcyne-NH2 via la réaction de Huisgen impliquera 

alors l’utilisation de cuivre. Le ligand DOTA étant déjà introduit, il y a un risque que celui-ci 

gêne la réaction de couplage puis que le cuivre ne puisse pas être retiré du ligand.  

D.2. Stratégie de synthèse détaillée  

La première réaction de Huisgen a donc été réalisée en utilisant 1.5 équivalents du PEG20000-

N3 et un équivalent de l’aptamère F3B-espaceur HEG-alcyne-NH2 en présence de CuSO4, du 

NaAsc et du TBTA. Après agitation à 45°C sur 72h, le composé PEG20000-F3B-NH2 (Schéma 

3.1) a été obtenu avec un faible rendement [226]. On a refait cette manipulation en utilisant 

les conditions précédemment optimisées pour le couplage biotine-dendron-2F3B (activation 

sous microondes avec un chauffage à 60°C pendant 45 min à 100W) [273]. Les 

oligonucléotides ont été purifiés par CLHP et ont été quantifiés par Nanodrop. Le DOTA-NHS 

ester réagit avec la fonction NH2 du composé PEG20000-F3B-NH2 par un couplage peptidique 

dans un tampon de couplage à pH 8.3 (Schéma 3.1). L’analyse par spectrométrie de masse 

MALDI-TOF n’a confirmé aucun produit dans l’échantillon. 
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Schéma 3.1. Stratégie de synthèse de la plateforme PEG20000-aptamère F3B-DOTA 

Il a alors été choisi de tester la réaction sur billes CPG-NH-Aptamère F3B-NH2. Dans un 

premier temps, le DOTA-NHS ester sera attaché sur les billes en 5’ par un couplage 

peptidique puis dans un deuxième temps, après le clivage des billes par NH4OH, le PEG20000-

NHS ester sera introduit sur le H2N-aptamère F3B-DOTA en 3’ (Schéma 3.2) pour obtenir la 

sonde finale. Synthèse est en cours. 

 

Schéma 3.2. Stratégie de synthèse de la plateforme PEG20000-aptamère F3B-DOTA 

La sonde PEG20000-aptamère F3B-DOTA serait intéressante selon la taille de la molécule qui 

serait augmentée et donc sa relaxivité améliorée par augmentation de son temps in vivo.   



 

 

 

 

CHAPITRE IV : 

SONDE MULTIMERIQUES ET 

MULTIFONCTIONNELLES DE F3B 

 

 

 

 

 

  



Chapitre 4 : Sonde multimériques et multifonctionnelles de F3B 

91 
 

Comme mentionné précédemment, afin de pouvoir utiliser les aptamères in vivo, il 

est nécessaire d’augmenter leur temps de résidence dans l’organisme. La plupart des 

aptamères ont un poids moléculaire compris entre 5 et 20 kDa et sont donc sensibles à 

l'excrétion rénale. Par exemple, un aptamère court, résistant aux nucléases, présente in vivo 

une demi-vie inférieure à 10 min [248]. La filtration rénale peut être surmontée en 

augmentant le poids moléculaire de l'aptamère. Pour cela, les aptamères peuvent être 

conjugués à des polyéthylènes glycol (PEG) [195], à une molécule de cholestérol [249], à un 

système biotine-streptavidine [250] ou encore à des liposomes [251] (Figure 4.1).  

  
Cholestérol Liposome 

 
Biotine-streptavidine 

 

Figure 4.1. Les modifications aptamères qui peuvent être introduites pour empêcher la filtration 

rénale, y compris la conjugaison au PEG, le cholestérol, la biotine-streptavidine ou des liposomes 

[117] 

Les aptamères peuvent également être conjugués à des nanoparticules [252-255] (Figure 4. 

2C).  

 

Figure 4.2. A. Représentation schématique de bioconjugaison du Dox@Apt.dON'T-DEN pour cible 

chimio-immunothérapie. B. Quatre aptamères Muc-1 ont été fixés aux quatre bras d’un DOTA pour 

former une sonde multimérique pour l'imagerie de tumeurs Muc-1 positifs. C. Nanoparticule (TCL-

SPION) modifiée en surface avec des polymères et attaché avec un aptamère fluorescent A10-PSMA 

pour l'imagerie et/ou la thérapie du cancer de la prostate [256] 
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Les modifications de surface de nanoparticules par des anticorps, des aptamères, des 

peptides ou encore des petites molécules sont particulièrement intéressantes. Elles 

permettent une liaison à des antigènes présents sur des cellules ou des tissus cibles et ont 

permis d’aboutir au développement de méthodes d’imagerie sensibles et spécifiques pour 

des applications in vitro et in vivo. On peut citer comme exemple les nanoparticules MFR-

AS1411 composées de ferrite de cobalt magnétique dans le noyau central et de rhodamine 

B. De plus, un motif PEG (1x104/nanoparticule) et un aptamère (aptamère AS1411), 

permettant un ciblage, sont présents sur la nanoparticule (Schéma 4.1) [253]. Cette particule 

permet ainsi l’imagerie ciblée de tumeurs, suivant deux modalités : l’IRM et la fluorescence. 

 

Schéma 4.1. Préparation de la nanoparticule MFR-AS1411 

Cependant, l’utilisation des nanoparticules in vivo est largement controversée de par leur 

toxicité intrinsèque. En effet, elles sont souvent composées de métaux lourds et leur 

dégradation peut entraîner une accumulation de résidus dans les tissus. 

Une autre façon d’augmenter le poids moléculaire d’un aptamère est la formation de 

multimères (Figure 4. 2A, 2B) [105, 257, 258]. Dans ce contexte, Borbas et al. ont observé 

que en comparaison au dérivé monomérique les aptamères tétramériques présentaient de 

meilleures propriétés pharmacocinétiques figure 4.2B [257]. Dans la littérature, les 

aptamères multimériques présentent une plus grande affinité, une meilleure stabilité 

conformationnelle ainsi qu’une meilleure résistance aux nucléases [114]. Par exemple, Kim 

et al. ont montré que l'assemblage de deux aptamères déférents (15 nucléotides et 27 

nucléotides) se liant à la thrombine amène une efficacité d’inhibition 16,6 fois meilleure en 

comparaison à la version monomérique. Par ailleurs, le taux koff est plus rapide environ 50 

fois [259]. Cependant, les aptamères multimériques présentent une haute masse 

moléculaire ainsi qu’une gêne stérique importante. C’est pourquoi leur activité n’est pas 

proportionnelle au nombre de monomères [260]. 

Dans le cadre de notre projet, afin d’augmenter le poids moléculaire de l'aptamère et ainsi 

augmenter le temps de résidence des aptamères dans l’organisme, nous avons choisi 

d’utiliser un dendron de deux bras afin de pouvoir introduire deux aptamères différents (F3B 
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et 11F46A) (Figure 4.3). Ce système de « pince » bifonctionnel, utilisant deux aptamères 

différents dirigés contre la protéine hMMP-9, devrait permettre d’améliorer le KD par 

modification des composantes kon et koff, sachant que les aptamères F3B et 11F46A 

n’interagissent pas avec la même partie de la protéine. La synthèse de plateformes 

dimériques et/ ou multifonctionnelles (Figure 4.3) a également été envisagé soit par 

introduction de deux copies d’un même aptamère sur le dendron par chimie « click » soit 

par introduction d’un marqueur fluorescent et/ou d’un ligand de radioélément. 

 

Figure 4.3. H2N-dendron-F3B-11F46A (à gauche), H2N-dendron-2F3B (à droite) 

Le dendron au cœur doit comporter une fonction amine afin de permettre le couplage des 

différents ligands tels que la biotine, le DOTA, le NOTA, la Cy5 ou l’ATTO 590 par liaison 

amide. 

 

A. Travaux en collaboration sur l'Imagerie Photonique In Vivo à 

l’aide de conjugués Aptamère-Nanoparticule 

Ce projet consiste à développer une sonde nanoparticule-aptamère pour l'imagerie 

de fluorescence, cette sonde est composé des nanoparticules de silice fluorescentes 

doublement marquées et recouverte de l’agent de ciblage, l’aptamère F3B pour la détection 

de tumeurs in vivo chez la souris, et d’évaluer sa capacité à détecter par imagerie 

l’expression de l’hMMP-9 dans des tumeurs humaines xénogreffées. La stratégie de greffage 

de surface de silice par des macromolécules de POE hétérobifonctionnelles permettant 

d’atteindre de hautes densités de greffage (Figure 3, projet de thèse). La modification de la 

surface des nanoparticules est souvent réalisée pour modifier ses propriétés de surface et 

donc son profile ADME (Administration, Distribution, Métabolisation et Elimination). Ces 

macromolécules de POE rendent ce système plus efficace en éliminant les interactions non 

spécifiques dans le cadre de l’extraction magnétique, et augmente la propriété de furtivité 

des nanoparticules vis-à-vis du système immunitaire dans le cadre du marquage de tumeurs. 

Le choix du système de marquage porte sur des nanoparticules de silice qui renfermeront 

des fluorophores (le DyLight 680) dans le proche infrarouge au sein même de la matrice 
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transparente. Ces macromolécules de POE jouent non seulement le rôle de stabilisateur 

stérique des dispersions colloïdales dans les différents milieux biologiques mais également 

de bras espaceurs afin de réaliser le couplage de l’aptamère avec la nanoparticule. Ce projet 

est en collaboration avec : M. Couillaud Franck (RMSB, CNRS, UMR 5536, CHU de Bordeaux) 

et M. Mornet Stéphane (ICMCB, ISM, CNRS, UPR 9048, Université de Bordeaux). 

A.1. Discussion  

L’aptamère F3B et de son contrôle, sont synthétisée en incluant ainsi une fonction 

thiol 5’ terminale (Figure 4.4) pour autoriser une chimie-click avec les fonctions maléimide 

portées par les extrémités des chaînes de la nanoparticule. Par la suite, ces conjugués sont 

caractérisés par spectrométrie de masse MALDI-ToF (mode positif, Figure 5.4).  

A.    B.   

Figure 4.4. A) Structure de l’aptamère F3B-espaceur HEG- SH. B) Gel natif après la purification de 

F3B-espaceur HEG- SH (à gauche) et son contrôle-espaceur HEG- SH (à droite) 

Le diamètre du cœur hybride de la nanoparticule est de l’ordre de 15 nm, entourée de la 

couronne polymère d’épaisseur hydrodynamique de l’ordre de 5 nm pour atteindre après 

greffage de l’aptamère un volume hydrodynamique de l’ordre de 40 nm, taille qui permet 

d’atteindre efficacement les tumeurs cérébrales.  

A.2. Perspectives sur le projet 

Les nanoparticules cœur-couronne ainsi formées seront caractérisées aux différentes 

étapes d’élaboration (notamment la densité de fonctions chimiques de surface et le taux de 

greffage en macromolécules de POE) au moyen de différents outils physico-chimiques et 

analytiques, (ATG, DRIFT, spotentiel zêta, pectroscopie de fluorescence, spectroscopie UV…) 

et les tailles réelles et hydrodynamiques déterminées par MET et DLS. Le taux de greffage en 

aptamères sera déterminé par spectroscopie UV; le gain en affinité pour hMMP-9 sera 

évalué par SPR pour différents taux de greffage. La lignée U87 Tet-On-hMMP9-lucF obtenue 

sera caractérisée in vitro pour sa capacité à produire l’hMMP-9 en fonction de la 

concentration de doxycycline dans le milieu de culture. L’expression d’hMMP-9 sera évaluée 

par western blot et l’activité enzymatique évaluée par zymogramme. L’expression de 

l’hMMP-9 sera corrélée à l’expression de la LucF. La lignée sera ensuite injectée à des souris 
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immunodéficientes (NOG) afin de générer des tumeurs expérimentales soit sous-cutanées, 

soit intracérébrales. Une première série d’expérience consistera à tester chez des souris 

porteuses de tumeurs la biodistribution et la pharmacocinétique des nanoparticules par 

imagerie de fluorescence in vivo. Nous déterminerons la persistance dans la circulation, les 

voies de dégradation et une probable accumulation au niveau des tumeurs par EPR. La 

tomographie moléculaire de fluorescence (FMT) permettra une quantification des 

nanoparticules dans les différents compartiments. Nous comparerons le comportement des 

nanoparticules non-fonctionnalisées à celles des nanoparticules fonctionnalisées par 

l’aptamère F3B ou son contrôle. Dans une seconde phase, l’expression de l’hMMP-9 par les 

tumeurs sera modulée par doxycycline afin de déterminer les conséquences sur 

l’accumulation des nanoparticules dans la tumeur et son environnement.  

 

B. Sonde multimériques et multifonctionnelles  

B.1. Synthèse d’une plateforme Biotine-dendron-2F3B 

Il a donc été envisagé de synthétiser une sonde multi-aptamère (Figure 4.5) en 

utilisant un dendron disubstitué porteur deux copies de l’aptamère F3B afin d’améliorer 

l’affinité pour la cible [239, 240]. Afin de garantir une bonne utilisation de l’aptamère in vivo 

il est nécessaire d’augmenter sont temps de résidence dans l’organisme. C’est pourquoi 

nous avons envisagé de greffer un polyéthylène glycol [122, 261]. Un témoin triéthylène 

glycol a été préparé (Composé 2), la fixation de deux copies de F3B sur un dendron devrait 

permettre d’augmenter l’affinité de la sonde pour la cible. 

 

Figure 4.5. Plateforme Biotine-dendron-2F3B 

B.1.1. Stratégie générale de synthèse  

En vue de l’obtention de cette sonde Biotine-dendron-2F3B (Composé 10, Figure 4.5), 

un dendron disubstitué porteur de deux groupements azotures pour fixer deux copies de 
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F3B. Par ailleurs ce dendron est également porteur d’un groupement amine pour fixer dans 

un premier temps une biotine afin de déterminer l'affinité Kd de cette nouvelle sonde par 

des études physicochimique par SPR. En effet, la biotine est connue pour interagir fortement 

avec la streptavidine (Kd de l’ordre de 10-15 M), ce qui en fait une molécule de choix pour la 

fixation d’oligonucléotides sur des biopuces. La chaîne carbonée de la biotine et la chaîne 

triéthylène glycole sur le dendron permettent d’éloigner le groupe biotine de 

l’oligonucléotide, et ainsi d’optimiser la fixation sur des biopuces en limitant la gêne stérique 

[262]. Dans un second temps un ligand DOTA sera fixé sur le dendron par liaison amide afin 

de permettre la chélation d’111In et ainsi de pouvoir visualiser ce traceur en TEMP.  

La présence de groupements azotures sur un acide nucléique est en effet incompatible avec 

la synthèse automatisée des oligonucléotides. Le phosphore (III) réagit avec les azotures 

pour former un iminophosphorane hydrolysable en amine primaire, comme décrit par 

Staudinger (Schéma 4.2) [263, 264]. 

 

Schéma 4.2. Mécanisme de la réaction de Staudinger, entre un azoture et une phosphine (III) 

Nous avons donc préparé des oligonucléotides porteurs d’un groupe alcyne. L’introduction 

de ce groupe alcyne en 5’ de l’oligonucléotide a été faite par un phosphoramidite présentant 

un alcyne en position 5 d’une thymine modifiée. La fonction azoture a alors été placée sur le 

dendron-biotine (Composé 8) (Schéma 4.3). 

 

 

 

Schéma 4.3. Stratégie de synthèse de la plateforme Biotine-dendron-2F3B 
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Le méthyle-3,5-dihydroxybenzoate présente deux fonctions hydroxyles et une fonction acide 

carboxylique protégée sous forme d’ester et semble donc être un réactif de choix pour la 

synthèse du dendron. La stratégie envisagée a été d’introduire un bras triéthylèneglycol 

activé modifié par une fonction azoture. La fonction acide carboxylique protégée sera 

hydrolysée pour générer l’acide carboxylique en vue d’introduire un bras espaceur 2,2’-

(éthylène-dioxy)bis(éthylamine) par couplage peptidique. Enfin, la fonction amine va réagir 

avec la biotine activée pour donner le dendron final (Schéma 4.4). 
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Schéma 4.4. Stratégie pour la synthèse de la plateforme Biotine-dendron-2N3 

B.1.2. Stratégie de synthèse détaillée  

La première étape de synthèse consiste à introduire un groupe azoture (groupement 

indispensable au couplage futur avec l’aptamère par la réaction de Huigsen) sur le bras 

espaceur triéthylèneglycol, par substitution nucléophile de l’azoture de sodium sur le 1-

chloro-triéthylèneglycol commercial, dans du DMF. L’azoture de triéthylène glycol (Composé 

1, Schéma 4.5) a été obtenu avec un rendement de 97% [265, 266]. 

 

Schéma 4.5. Synthèse du triéthylène glycol azoture, composé 1 

 La fonction hydroxyle du composé 1 est ensuite activée sous forme de groupement tosyle 

(Composé 2, Schéma 4.6) [267, 268] par réaction du chlorure de tosyle sur le composé 1. La 

fonction hydroxyle a été remplacée par un groupement Ts-O- qui est un meilleur groupe 

partant afin de réaliser une substitution nucléophile avec un rendement de 82.01%. 
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Schéma 4.6. Synthèse du triéthylène glycol tosylé -azoture, composé 2 

La fixation des deux bras espaceurs sur le cœur du dendron est obtenue par substitution du 

composé 2 sur le méthyle-3,5-dihydroxybenzoate en présence de carbonate de potassium. 

Le dendron-azoture G1 (Composé 3, Schéma 4.7) a été obtenu avec un rendement de 87% 

[265, 267, 268].  
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Schéma 4.7. Synthèse du composé 3 par couplage entre le méthyle-3,5-dihydroxybenzoate et le 

composé 2 

La fonction ester du composé 3 est ensuite hydrolysée en milieu basique par une solution de 

KOH (1M) avec un rendement total, pour générer l’acide carboxylique (Composé 4, Schéma 

4.8) [265, 267]. L’excès de base KOH a été facilement éliminé par l’addition de résine acide 

jusqu'à pH = 1-2. La résine est éliminée par simple filtration, le filtrat est alors évaporé sous 

pression réduite. L’acide carboxylique du composé 4 est activé par la suite sous forme 

d’ester succinimide avec un rendement total (Composé 5, Schéma 4.8) par le N-

hydroxysuccinimide (NHS), introduit en présence de N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 

dans le DMF [269, 270]. Tout d’abord, l’acide réagit avec le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide 

(DCC) pour former un intermédiaire. L’addition d’un auxiliaire nucléophile (NHS) permet de 

former l’ester activé correspondant et la dicyclohexylurée (DCU) formé, insoluble dans les 

solvants organiques est donc éliminée par simple filtration. L’ester de N-hydroxysuccinimide 

s’hydrolyse très facilement que ce soit en solution ou sur une surface. Cette hydrolyse est 

d’autant plus rapide que le pH est élevé.  
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Schéma 4.8. Déprotection d’ester composé 3. Activé l’acide carboxylique composé 4 

Le composé 6 est obtenu par couplage peptidique entre le composé 5 et le 2,2’-(éthylène-

dioxy)bis(éthylamine) disponible commercialement en présence de triéthylamine dans le 

dioxane. Après purification sur une colonne de silice le composé 6 a été obtenu avec un 

rendement de 81% (Schéma 4.9). Ce couplage a été confirmé par RMN et par spectrométrie 

de masse SM-ESI (Figure 5.14) [271]. 

O
O N3

O
O

O

O
O N3

H2N O
O

N
HO

O N3

O

O
O

O

O
O

N

O

O

N3

5

Et3N, Dioxane, 
TA, 24h

O
OH2N

NH2

6 81%
 

Schéma 4.9. Synthèse du dendron multifonctionnelle, composé 6 

L’étape suivante consiste à réaliser un couplage peptidique entre la biotine activée 7 et le 

dendron comportant deux fonctions azoture et une fonction amine 6. Il est nécessaire dans 

un premier temps d’activer la fonction acide de la biotine en formant l’ester activé NHS. Le 

dérivé NHS de la biotine est disponible commercialement, néanmoins son prix reste très 

élevé. Il a donc été choisi de le synthétiser par réaction entre la biotine et le NHS en 

présence de N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dans le DMF (Schéma 4.10). Après simple 

précipitation dans l’éther diéthylique, la biotine activée (Composé 7) a été obtenue avec un 

rendement de 93% [270, 272].  
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Schéma 4.10. Synthèse du dérivé NHS de la biotine, composé 7 

La biotine-dendron-2N3 8 est obtenue par couplage peptidique entre les deux composés 6 et 

7 en présence de triéthylamine dans le DMF. Après purification sur une colonne de silice le 

produit 8 est isolé avec un rendement de 62 % (Schéma 4.11). Ce couplage est confirmé par 

RMN (Figure 5.15, 5.16) et par spectromètre de masse SM-ESI (Figure 5.17). 
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Schéma 4.11. Couplage du dendron, composé 6, et de la biotine-NHS ester, composé 7 

Le Biotine-dendron-2N3 8 a ainsi pu être synthétisée avec succès en 8 étapes. Il est 

maintenant possible d’utiliser ce composé pour coupler des aptamères présentant entre 

autres des fonctions alcynes.  

La réaction de Huisgen entre le composé 8 et l’aptamère F3B- alcyne-NH2 (en solution) a été 

testée en utilisant du CuCl comme catalyseur, du NaAsc et du TBTA. En effet, les catalyseurs 

au cuivre (1) sont instables et peuvent s'oxyder en cuivre (II) facilement. Malheureusement 

cette réaction n’a pas conduit à la formation du composé biotine-dendron-2F3B [226]. Des 

analyses du brut réactionnel par CLHP et par spectrométrie de masse ont montré seulement 

la présence des produits de départ et le monomère biotine-dendron (1N3)-F3B. Il a été choisi 

de chauffer le brut réactionnel sous microondes (2 cycles, avec un chauffage à 60°C pendant 

45 min à 100W). L’analyse du brut réactionnel par CLHP a révélé une nouvelle fois 

uniquement la présence des produits de départ et le monomère biotine-dendron (N3)-F3B. 

Nous avons pensé que la concentration des réactifs en solution et les nombres 

d’équivalents sont très dilués, donc, il a alors été choisi de tester la réaction sur billes (CPG). 

La réaction de Huisgen entre le composé 8 et le CPG-F3B-HEG-alcyne (support solide) a été 
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réalisée sous microondes et a conduit à l’obtention du produit 9 (Schéma 4.12) [273]. Un 

mélange CuSO4/NaAsc a été utilisé afin de réduire le Cu2+ au Cu+ qui permet de catalyser la 

réaction. Par ailleurs, le TBTA a également été utilisé afin de chélater le cuivre (I) [274]. 

Enfin, de nombreux lavages avec de l’EDTA a permis d'éliminer au maximum le cuivre en fin 

de réaction.  

 

Schéma 4.12. Couplage du dendron, composé 8, et de CPG-F3B-alcyne par réaction de Huisgen dans 

la microonde 

Par la suite les oligonucléotides ont été déprotégés par une solution de NH4OH [226] et ont 

été purifiés sur gel d'acrylamide 10% (Figure 4.6) puis dialysés (citrate d’ammonium 0,1M, 

4h). Les oligonucléotides purifiés ont été quantifiés par Nanodrop. Une analyse par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 5.18) a confirmé qu’il s’agissait du produit 

attendu c’est-à-dire la biotine-dendron-2F3B (Composé 10, Schéma 4.13). 

  
 

Schéma 4.13. Déprotection de la sonde final, composé 10 
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Figure 4.6. Gel PAGE dénaturant avant la purification de Biotine-dendron- espaceur HEG-2F3B et 

Biotine-dendron- espaceur HEG-2Contrôle 

 

B.2. Résultat de SPR de la plateforme Biotine-dendron-2F3B [D(F3B- 

espaceur HEG)2] 

L’objectif a ensuite été de déterminer l’affinité de D(F3B- espaceur HEG)2 [D : 

dendron] par rapport à l’aptamère F3B- espaceur HEG en utilisant la résonance plasmonique 

de surface (SPR, appareil Biacore®).  

Les immobilisations des aptamères F3B- espaceur HEG, de son contrôle- espaceur HEG et 

D(F3B- espaceur HEG)2 ont été réalisées sur une puce de streptavidine. Pour cela, nous avons 

préparé les molécules suivantes : F3B- espaceur HEG-Biotine, Contrôle-espaceur HEG-Biotine 

et D(F3B- espaceur HEG)2-Biotine (Figure 4.7). 

 

 
 

Figure 4.7. Les aptamères modifiés, F3B- espaceur HEG- Biotine (à gauche) et D(F3B- espaceur HEG)2-

Biotine (à droite) 

Les immobilisations de ces trois aptamères ont été réalisées à 23°C. Un volume de 30 µl de 

F3B- espaceur HEG-Biotine et de son Contrôle- espaceur HEG-Biotine et de 15 µl de D(F3B- 
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espaceur HEG)2-Biotine est injecté à une concentration de 100 nM à 20 µl/min (mode 

Quickinject), avec le tampon de course PBS 1X. 

Le Contrôle- espaceur HEG-biotine est immobilisé sur la piste fc1, l’aptamère F3B- espaceur 

HEG-biotine est immobilisé sur la piste fc2 et l’aptamère D(F3B- espaceur HEG)2-Biotine est 

immobilisé sur la piste fc3 (Figure 4.8). Il a donc été fixé en moyenne, 618 RU de Contrôle- 

espaceur HEG, 669.7 RU de F3B- espaceur HEG et 638.6 RU de D(F3B- espaceur HEG)2.  

 

Figure 4.8. Schéma résume la distribution des aptamères à la surface de la biopuce SAD sur les trois 

pistes, Piste 1 : Contrôle-HEG-Biotine, Piste 2 : F3B-HEG-Biotine, Piste 3 : Dendron-(F3B-HEG)-Biotine 

et Piste 4 : Streptavidine 

Les aptamères ont été incubés sur le puce de streptavidine, à une concentration de 100 nM, 

en présence de concentration croissante de l’hMMP-9 (5, 10, 20, 40 et 80 nM) qui ont été 

injectés dans le tampon de course à un débit de 20 µl/min sur les trois pistes.  

Les constantes d’affinité Kd de F3B- espaceur HEG et D(F3B- espaceur HEG)2 ont été calculées 

à partir des courbes d’interaction obtenues figure 4.9 et figure 4.10 respectivement. 

L’affinité moyenne de l’aptamère D(F3B- espaceur HEG)2 a été estimée à 42 nM et l’affinité 

moyenne de l’aptamère F3B- espaceur HEG a été estimée quant à elle à 33 nM. 

 

Figure 4.9. Courbe de l’affinité de F3B- espaceur HEG, en présence de concentration croissante 

d’hMMP-9 
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Figure 4.10. Courbe de l’affinité de D(F3B- espaceur HEG)2, en présence de concentration croissante 

d’hMMP-9 

On a remarqué que l’affinité de D(F3B- espaceur HEG)2 est très proche de l’affinité de F3B- 

espaceur HEG, c'est-à-dire que l’affinité de deux copies de F3B n’est pas améliorée donc 

chaque copie de F3B sur le dendron fait la reconnaissance de l’hMMP-9 toute seule. Afin de 

vérifier ce résultat, les courbes de F3B- espaceur HEG et de D(F3B- espaceur HEG)2 à la 

concentration 40 nM de hMMP-9 ont été comparées. La vitesse d’association de F3B- 

espaceur HEG (kon = 9.41x10+3 M-1.S-1) (Figure 4.11A) est plus rapide que celle de D(F3B- 

espaceur HEG)2 (kon = 1.35x10+3 M-1.S-1) (Figure 4.11B). Mais la vitesse de dissociation (koff = 

4.3x10-4 S-1) de F3B- espaceur HEG est plus lente que la vitesse de dissociation de D(F3B- 

espaceur HEG)2 (koff = 59.7x10-4 S-1). Il a été calculé un Kd = 45.7 nM pour F3B- espaceur HEG 

et un Kd = 44.2 nM pour D(F3B- espaceur HEG)2.  

A.  

B.  

Figure 4.11. A. Le profil de fixation d’hMMP-9 40nM sur F3B- espaceur HEG. B. Le profil de fixation 

d’hMMP-9 40nM sur D(F3B- espaceur HEG)2 
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On pense qu’une haute masse moléculaire ainsi qu’une gêne stérique et une concentration 

plus élevé de la sonde Biotine-dendron-2F3B sur la puce empêchant un bon kon et le koff n’est 

pas plus amélioré [260]. C’est peut être la longueur de l’espaceur sur le dendron et sur 

l’extrémité 5’ ne sont pas assez longue [239, 240]. Donc, Il est très intéressant de refaire 

cette manipulation en immobilisant moins de concentration de la sonde. 

 

B.3. Synthèse d’une plateforme dendron-2F3B-2DOTA 

Les résultats de SPR laissent supposer que l’analyse sur la biopuce n’est peut être 

pas optimale pour l’étude du dimère. Son organisation en solution peut être différente et 

son efficacité de reconnaissance améliorée. C’est pourquoi nous avons tout de même 

envisagé de préparer un dimère de F3B pour une étude in vivo. Nous envisageons ici de 

synthétiser une sonde sur laquelle serait attaché un ligand de type DOTA (Figure 4.12), 

chélateur de l’111In pour une utilisation en imagerie TEMP.  
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Figure 4.12. Plateforme dendron-2F3B-2DOTA 

B.3.1. Stratégie générale de synthèse  

En vue de l’obtention de cette sonde (Composé 14), la synthèse en parallèle des deux 

partenaires de la réaction de Huisgen a été réalisée. Le dendron-2N3 (Composé 8) porte une 

fonction amine qui sera protégé par un groupement MMTr-Cl. Par la suite ce dendron 

(Composé 11) sera couplé sur le support solide d’aptamère F3B-espaceur HEG-alcyne-CPG 

(Composé 12). Puis un traitement basique par une solution de NH4OH permettra d’éliminer 

les deux groupements protecteurs le CPG et le Fmoc (Composé 13). Enfin, le DOTA sera 

introduit par couplage peptidique sur la fonction amine en vue de l’obtention de la 

plateforme finale (Composé 14, Schéma 4.14). 
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Schéma 4.14. Stratégie de synthèse de la plateforme dendron-2F3B-2DOTA 

Nous aurions pu choisir d’utiliser le point focal pour coupler un groupe DOTA. Mais cette 

étape de couplage est incompatible avec la chimie au cuivre du couplage des aptamères et 

aurait donc dû arriver après couplage de F3B et purification du dimère formé. La fixation du 

DOTA au point focal aurait été délicate, par gêne stérique et difficulté d’analyse en Masse de 

l’efficacité de la réaction. 

De plus, nous gardons ainsi si nécessaire la possibilité d’une amélioration de la persistance 

de la sonde dans l’organisme, par greffage d’une chaîne PEG au point focal. 

B.3.2. Stratégie de synthèse détaillée  

La première étape de synthèse a consisté à protéger la fonction amine sur le dendron 

6 par le groupement MMTr-Cl pour obtenir le produit 11 (Schéma 4.15) avec un rendement 

de 75%. Il est nécessaire de protéger cette fonction amine par le groupement MMTr-Cl afin 

d’éviter lors de l’étape ultérieure de couplage du DOTA-NHS ester d’une réaction sur cette 

position. De plus, ce groupement est stable dans le milieu basique, donc compatible avec la 

déprotection de l’oligonucléotide. 
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Schéma 4.15. Synthèse du MMTr-dendron-2N3, composé 11 
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L’étape suivante a consisté à coupler le composé 11 avec l’aptamère F3B-HEG-alcyne-CPG 

(NH-Fmoc) (support solide) par la réaction de Huisgen en utilisant les conditions 

précédemment optimisées pour le couplage biotine-dendron-2F3B (activation sous 

microondes avec un chauffage à 60°C pendant 45 min à 100W). Ce couplage a conduit au 

composé 12 (Schéma 4.16) [273].  

 

Schéma 4.16. Couplage du dendron, composé 11, et de CPG-F3B-alcyne par réaction de Huisgen dans 

la microonde 

Par la suite les oligonucléotides ont été déprotégés en milieu basique (NH4OH) [226] pour 

éliminer le CPG et le groupement Fmoc et ont été purifiés sur gel d'acrylamide 6% (Figure 

4.13). Les oligonucléotides purifiés ont été quantifiés par Nanodrop et une analyse par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 5.19) a confirmé qu’il s’agissait du produit 

attendu composé 13 (Schéma 4.17). 

  
 

Schéma 4.17. Déprotection du composé 13 
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Figure 4.13. Gel PAGE dénaturant après la purification de MMTr-HN-dendron-espaceur HEG-2F3B-

2NH2 et MMTr-HN-dendron-espaceur HEG-2Contrôle-2NH2 

La Plateforme H2N-dendron-2F3B-2DOTA (Composé 14, Schéma 4.18) a été obtenue par 

couplage peptidique entre le ligand DOTA-NHS ester et le composé 13. La déprotection du 

groupement MMTr sur le dendron a été réalisée par l’acide acétique 80%. La sonde a été 

purifiée sur gel d'acrylamide 6% et a été quantifiée par Nanodrop avec un rendement de 46 

% pour H2N-dendron- espaceur HEG-2F3B-2DOTA et 60 % pour son contrôle. Une analyse 

par spectrométrie de masse MALDI-TOF a confirmé que le produit formé était bien le 

composé H2N-dendron- espaceur HEG-2F3B-2DOTA (Figure 5.20).  

 

Schéma 4.18. La sonde final H2N-dendron- espaceur HEG-2F3B-2DOTA, composé 14 

Cette sonde (Composé 14) est en cours d’étude in vivo dans le cadre du projet immelapt en 

collaboration avec : Pr. JANIER Marc et Dr. KRYZA David (LAGEP UMR 5007 CNRS, Université 

de Lyon 1). 
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B.4. Synthèse d’une plateforme dendron-F3B-11F46A 

Nous envisageons ici de synthétiser une sonde multi-aptamères c’est-à-dire une 

sonde sur laquelle seraient attachés deux aptamères différents (F3B et 11F46A) dirigés 

contre la protéine hMMP-9 (Figure 4.14). On rappelle que les aptamères F3B et 11F46A 

n’interagissent pas avec la même partie de la protéine hMMP-9. En effet, chacun reconnaît 

un site spécifique de cette protéine. On vise également ici une amélioration du Kd par 

modification des composantes kon et koff de la constante. Il est espéré qu’en combinant deux 

aptamères différents les résultats montreront un Kd inférieur à celui de l’aptamère F3B.  
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Figure 4.14. Plateforme biotine-dendron-F3B-11F46A 

Il a été choisi d’utiliser le dendron précédemment utilisé porteur de deux fonctions azotures 

permettant l’introduction des aptamères par chimie « click ». La fonction amine permettre 

l’introduction dans un premier temps d’une molécule de biotine afin de déterminer l'affinité 

Kd par des études physicochimique réalisées par SPR. Dans un second temps, un marqueur 

(variable selon le type d’imagerie souhaité) pourra être introduit sur cette fonction. 

B.4.1. Stratégie générale de synthèse  

L’aptamère F3B-espaceur HEG-alcyne sera fixé sur un seul site de la biotine-dendron-

2N3 (Composé 8) en jouant sur le nombre d’équivalents des deux réactifs. En effet, le 

composé 8 sera introduit en large excès afin d’obtenir le dendron monosubstitué (Composé 

15). Par la suite, le deuxième aptamère pourra être introduit sur la seconde fonction azoture 

(Schéma 4.19). 
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Schéma 4.19. Stratégie de synthèse de la plateforme biotine-dendron-F3B-11F46A 

B.4.2. Stratégie de synthèse détaillée  

La première réaction de Huisgen a donc été réalisée en utilisant 10 équivalents du 

composé 10 et un équivalent de l’aptamère F3B-espaceur HEG-alcyne en présence de CuBr, 

du NaAsc et de TBTA. Après agitation à 45°C sur une nuit, le composé biotine-dendron-N3-

F3B (Composé 15, Schéma 4.20) a été obtenu [226]. Les oligonucléotides ont été purifiés par 

CLHP et ont été quantifiés par Nanodrop. Une analyse par spectrométrie de masse MALDI-

TOF (Figure 5.21) a confirmé que le produit formé était bien le composé 15. 

 

Schéma 4.20. Couplage du dendron, composé 8, et de F3B-HEG-alcyne par réaction de Huisgen 

L’inconvénient de cette synthèse est l’utilisation en large excès (10 eq) de l’aptamère 

11F46A-espaceur HEG-alcyne dont le prix est très élevé. Afin de réduire le coût de cette 
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synthèse il a été envisagé d’autres solutions telles que le développement d’une nouvelle 

plateforme biotine-11F46A-F3B (Oligonucléotide complémentaire) (Figure 4.15). 

 

Figure 4.15. Plateforme biotine- F3B-espaceur HEG- 11F46A 

La stratégie séquence complémentaire [275] ici de synthétiser les deux aptamères (11F46A, 

F3B), chaque aptamère porte sur l’extrémité 5’ un bras espaceur HEG et des séquences A ou 

T, l’aptamère F3B porte de plus, sur l’extrémité 5’ une biotine. Les séquences sur l’extrémité 

5’ de chaque aptamère doivent être complémentaires de celle-ci sur les extrémités sur le 

bras espaceur HEG de cœur. Une fois les deux synthèses se sont prêtes, la dernière étape de 

cette sonde sera de coupler les deux synthèses sur le bras espaceur de cœur, un après 

l’autre, en solution de tampon PBS (1x) pour obtenir la sonde finale biotine-11F46A-F3B. Les 

brins des deux aptamères vont se réapparier, c’est-à-dire que les deux brins qui sont 

complémentaires vont se ré-hybrider pour conformer une nouvelle molécule stable. En 

effet, cette stabilisation est principalement due aux interactions d’empilement des 

hétérocycles des bases azotées [276]. Par la suite, des études physico-chimiques par SPR 

seront réalisées pour déterminer l’affinité de cette sonde. 

De plus, sur la même méthode on a la possibilité d’introduire une modification permettant 

d’avoir jusqu’à 3 copies de chaque aptamère en utilisant une autre phosphoramidite (Figure 

4.16). 
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Figure 4.16. Stratégie de synthèse une plateforme multi-aptamère 3F3B-espaceur HEG-

3(11F46A) 
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B.5. Synthèse d’une sonde tétramérique bifonctionnelle H2N-

dendrimère Janus -2F3B-2(11F46A) 

Nous proposons de synthétiser une plateforme permettant la fixation de deux 

copies de chaque aptamère à disposition, F3B et 11F46A, afin d’obtenir une sonde 

tétramérique bifonctionnelle. Cette sonde sera combinée à un marqueur qui peut être varié 

suivant le type d’imagerie que nous voulons utiliser (Figure 4.17).  

 

Figure 4.17. La sonde H2N-dendrimère Janus -2F3B-2(11F46A) 

L’échafaudage proposé comporte trois points d’ancrage, utilisables de façon séquentielle 

(Schéma 4.21). F3B et 11F46A seront fixés de part et d’autres du dendrimère grâce à deux 

réactions de chimie-click orthogonale, alors que la position centrale amino servira à fixer un 

agent d’imagerie telles que DOTA, NOTA ou Cy5…. Ces deux aptamères ayant une affinité 

forte pour la protéine hMMP-9, nous allons pouvoir nous servir de ce complexe comme d’un 

système de pince sur hMMP-9. De ce fait, cela nous permet d’augmenter l’affinité et par 

voie de conséquence le temps d’interaction entre notre complexe aptamère/marqueur et sa 

molécule cible.  

B.5.1. Stratégie générale de synthèse  

La stratégie adoptée pour synthétiser ce dendrimère a été dans un premier temps 

d’effectuer la synthèse du « cœur » de la molécule qui est un dendron à trois bras espaceurs. 

Dans un second temps, la synthèse des échafaudages qui possèdent également trois bras 

espaceurs sur lesquels les F3B et 11F46A ont été couplés. A la suite de l’analyse et la 

caractérisation des molécules obtenues, nous avons procédé à l’assemblage de ces synthons 

pour arriver à un seul dendrimère final (Schéma 4.21).  
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Schéma 4.21. Rétro synthèse générale de la sonde H2N-dendrimère Janus -2F3B-2(11F46A) 

B.5.2. Stratégie de synthèse détaillée  

Le schéma 4.21 représente la synthèse générale du cœur tri-amino du dendrimère. Au 

bout de chacun de ces trois bras, nous aurons une amine primaire nous permettant d’y 
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attacher les deux autres parties du dendrimère final qui nous servent à accrocher les 

aptamères F3B et 11F46A. Nous avons choisi des protections orthogonales des amines, afin 

d’autoriser une introduction séquentielle des groupements sur les fonctions amines. Pour 

obtenir ces protections orthogonales, nous sommes partis de trois propylamines modifiées, 

assemblées séquentiellement pour conduire à l’échafaudage centré sur une amine tertiaire. 

Ce cœur à trois bras est obtenu par le couplage de trois « bras » qui sont respectivement les 

composés 17, 18 et 19.  

La première étape de synthèse consiste à introduire un groupe azoture sur le bras espaceur 

bromopropanol, par substitution nucléophile de l’azoture de sodium sur le 3-bromopropan-

1-ol commercial, dans du DMF. L’azoture de propanol-1 (Composé 16, Schéma 4.22) a été 

obtenu avec un rendement de 69% [277]. 

 

Schéma 4.22. Synthèse du 3-azoturepropan-1-ol, composé 16 

La fonction hydroxyle du composé 16 est ensuite activée sous forme de groupement tosyle 

(Composé 17, Schéma 4.23) [277] par réaction du chlorure de tosyle sur le composé 16. La 

fonction hydroxyle a été remplacée par un groupement Ts-O- qui est un meilleur groupe 

partant qu’un alcool afin de réaliser une substitution nucléophile avec un rendement de 

28%. 

 

Schéma 4.23. Synthèse du propanglycol tosylé -azoture, composé 17 

Le composé 18 est obtenu en une seule étape à partir du 1,3-diaminopropane commercial 

avec un rendement de 94% (Schéma 4.24) [278], la monosubstitution étant obtenue en 

jouant sur le nombre d’équivalents, l’ordre d’introduction des réactifs et le facteur de 

dilution. L’amine protégée par un Boc sera déprotégé par un traitement en milieu acide, au 

moment de l’incorporation des benzoates. 

 

Schéma 4.24. Synthèse du tert-butyl 3-aminopropylcarbamate, composé 18 

Le composé 19, est obtenu en une étape à partir du 3-bromopropan-1-amine commercial 

avec un rendement de 80% (Schéma 4.25) [279]. L’amine est protégée par un groupement 

TFA. Cette amine constituera la 3ème extrémité du dendrimère à 3 bras. Cette dernière 
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pourra être déprotégée à la demande en milieu basique avec du méthanol et de la potasse 

par exemple. 

 

Schéma 4.25. Synthèse du N-(3-bromopropyl)-2,2,2-trifluoroacetamide, composé 19 

Les composés 20 et 21 sont ensuite obtenus par substitutions nucléophiles en couplant les 3 

bras espaceurs obtenus auparavant (Schéma 4.26) [271, 280]. Le composé 21 est confirmé 

par spectromètre de masse SM-ESI (Figure 5.22). Les bras espaceurs sont couplés un à un 

afin d’obtenir notre dendron à 3 bras espaceurs avec une amine tertiaire en guise de point 

de ramification [281]. Les extrémités de cette molécule sont respectivement NH-Boc, NH-

TFA et N3. Nous avons bien une protection orthogonale des amines puisque le Boc et le TFA 

ne s’éliminent pas de la même façon. Enfin, la fonction azoture peut être réduite en amine 

primaire via la réaction spécifique de Staudinger [282] pour obtenir le produit 22. Cette 

amine sera la 1ère à réagir lors du couplage avec les deux autres dendrons en vue de 

l’obtention du dendron final. Les composés 20, 21 et 22 sont obtenus avec un rendement de 

47%, 37% et 73% respectivement. 

 

Schéma 4.26. Synthèse du cœur de dendron, composé 22 

Le schéma 4.21 représente de synthèse générale du dendrimère à cœur benzoate, qui sera 

couplé au support tri-amino et qui nous permettra d’attacher 11F46A-alcyne grâce à ses 

deux bras aux terminaisons azoture. La synthèse du composé 23 s’effectue en une étape. La 

fonction d’ester de succinimide du composé 5 à former une liaison amide par réaction avec 

l’acide aminocaproïque commercial, conduisant au composé 23 avec un rendement de 

50.2% (Schéma 4.27) [270]. 
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Schéma 4.27. Synthèse du dendron à 3 bras cœur benzoate terminaison azoture 

La suite de la synthèse de ce composé 23 n’a pas pu être réalisée parce que la fonctionne 

acide carboxyle est plus stable par rapport la fonctionne NHS ester. Il nous restera à activer 

une nouvelle fois le OH du carboxyle [271] afin de terminer la synthèse de ce dendron et 

coupler ce dernier au dendron cœur tri-amino par liaison amide.  

La synthèse de dendron à cœur benzoate terminaison maléimide n’a pas pu être terminée 

(Schéma 4.21). Ce dendron qui sera couplé au support tri-amino et qui nous permettra 

d’attacher F3B-espaceur HEG-SH grâce à ses deux bras aux terminaisons maléimide. On a 

commencé, dans la première étape, à générer les groupes maléimide par substitution 

nucléophile entre deux produit commerciaux 1H-pyrrole-2,5-dione et méthyle 

chloroformate en présence 4-methylmorpholine, conduisant au composé 24 avec un 

rendement de 41.2% (Schéma 4.28) [283, 284]. 

 

Schéma 4.28. Synthèse du composé 24 

En parallèle, les fonctions azoture de composé 4 peuvent être réduites en amine primaire via 

la réaction spécifique de Staudinger [282] en utilisant la résine de tri-phinilphosphine pour 

obtenir le produit 25 avec un rendement de 97% (Schéma 4.29).  

 

Schéma 4.29. Synthèse du composé 25 
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La suite de la synthèse sera le couplage entre les composés 24 et 25 afin d’obtenir le 

dendron à terminaison maléimide [284]. En suite, La fonction ester de ce composé sera 

hydrolysée en milieu basique par une solution de KOH (1M), pour générer l’acide 

carboxylique [265, 267]. L’acide carboxylique sera activé par la suite sous forme d’ester 

succinimide par le N-hydroxysuccinimide (NHS), introduit en présence de N,N'-

dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dans le DMF [269, 270]. La fonction d’ester de succinimide 

va former une liaison amide par la réaction avec l’espaceur acide aminocaproïque 

commercial, conduisant au dendron à cœur benzoate terminaison maléimide [270]. Une 

nouvelle activation du carboxyle de cœur permettra alors le couplage du synthon sur le 

cœur triamino (Schéma 4.30). 

 

 

Schéma 4.30. Synthèse du dendron à 3 bras cœur benzoate terminaison maléimide 
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B.5.3. Couplage des 3 dendrons (perspective) 

La schéma 4.31 montre de quelle façon les deux dendrons aux terminaisons azoture et 

maléimide sont couplés au dendron cœur tri-amino afin d’obtenir le dendrimère final. Le 

marqueur prendra donc la place du TFA qui nous reste à éliminer, F3B-SH sera couplé aux 

maléimide et 11F46A-alcyne sera quant à lui coupler aux azotures. 

 

Schéma 4.31. Obtention du dendrimère final 

 

B.6. Synthèse d’une plateforme biotine-dendrimère PAMAM-nF3B-

nDOTA 

Dans le même motif, afin d’améliorer l’affinité pour la molécule cible on se propose 

d’utiliser le dendrimère PAMAM-COOH (1.5G) sur laquelle 16 bras espaceur porteurs d’un 

groupement carboxylate qui seront activer sous forme NHS ester présents pour coupler 4 

copies de l’aptamère DOTA-F3B-NH2 (Figure 4.18).  
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Figure 4.18. Plateforme multi-aptamères : biotine-dendrimère PAMAM-4F3B-4DOTA 

B.6.1. Stratégie générale de synthèse  

Dans un premier temps, une molécule de biotine-NH2 sera greffée sur un seul site de la 

dendrimère PAMAM-16NHS (Composé 30) en jouant sur le nombre d’équivalents des deux 

réactifs afin d’obtenir PAMAM (15NHS)-Biotine (Composé 31). Ce composé permet de 

réaliser les études physico-chimiques par SPR puis dans un second temps l’aptamère DOTA-

F3B-NH2 sera greffé en jouant sur le nombre d’équivalents des deux réactifs (c'est-à-dire le 

composé 31 et DOTA-F3B-NH2). Ainsi, une sonde multimérique et multifonctionnelle sera 

obtenue (Figure 4.17). Cette nouvelle sonde devant permettre de favoriser l’accumulation et 

la rétention spécifique au niveau des tumeurs ainsi que d’améliorer la détection 

(augmentation de la sensibilité avec la diminution du koff). Le ligand DOTA fixé sur l’aptamère 

F3B permettre la chélation d’111In et ainsi de pouvoir visualiser ce traceur en TEMP.  

Les oligonucléotides porteurs d’un ligand DOTA en position 5’ et une fonction amine en 

position 3’ ont été prépararé en parallèle du composé dendrimère PAMAM-biotine porteur 

des fonctions NHS ester (Composé 31). Le dendrimère PAMAM-16COOH a été choisi comme 

réactif initial de cette synthèse afin de fixer plusieurs copies de l’aptamère F3B-DOTA. La 

stratégie envisagée a été de préparer un bras espaceur triéthylèneglycol porteur d’une 
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fonction azoture et une fonction amine (Composé 27) afin de permettre un couplage 

peptidique la biotine active sous forme NHS ester (Composé 7) pour obtenir le composé 28. 

La fonction azoture de composé 28 sera réduite en fonction amine primaire en utilisant la 

triphénylphosphine sur support solide afin d’obtenir le composé 29. Les fonctions acide 

carboxylique du dendrimère commercial PAMAMA-16COOH seront activer sous forme NHS 

ester (Composé 30). En jouant sur le nombre d’équivalents des deux réactifs composé 29 et 

composé 30 afin d’obtenir le dendrimère PAMAM (15NHS)-Biotine (Composé 31). Par la 

suite, l’aptamère DOTA-F3B-NH2 sera greffé sur le composé 31 pour donner la sonde finale. 

La voie de rétro synthèse utilisée pour former la plateforme Biotine-dendrimère PAMAM-

4F3B-4DOTA est présenté dans les schémas 4.32 et 4.33 : 
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Schéma 4.32. Stratégie de synthèse de la plateforme biotine-dendrimère PAMAM-4F3B-4DOTA 
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Schéma 4.33. Stratégie de synthèse de la plateforme biotine-bras espaceur-NH2 

B.6.2. Stratégie de synthèse détaillée  

La première étape de synthèse consiste à introduire deux groupes azoture sur le bras 

espaceur triéthylèneglycol, par substitution nucléophile de l’azoture de sodium sur le di-

chloro-triéthylène glycol commercial, dans du DMF/H2O 9/1 v/v. Le di-azoture de triéthylène 

glycol (Composé 26, Schéma 4.34) a été obtenu avec un rendement de 80% [282]. 
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Schéma 4.34. Synthèse du triéthylène glycol azoture, composé 26 

L’un de deux fonctions azoture du composé 26 est ensuite réduite en fonction amine 

primaire en milieu acide HCl (1N) (Composé 27, Schéma 4.35) avec un rendement de 70% 

[282]. 
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Schéma 4.35. Synthèse de l’amine-triéthylène glycol azoture, composé 27 

Il est à noter que la préparation de composé 27, par dissymétrisation de l’azoture, est une 

étape délicate, à cause du réactif de la réaction de Staudinger, PPh3, et de son produit 

PPh3=O. En fait, le milieu acide ici HCl a aidé à l’obtention d’une seule fonction amine selon 

le mécanisme réactionnel suivant (Schéma 4.36) : 
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Schéma 4.36. Mécanisme réactionnel de formation de l’amine-triéthylène glycol azoture, composé 

27 

La biotine-bras espaceur triéthylèneglycol-N3 (Composé 28) est obtenue par couplage 

peptidique entre les composés 7 et 27 en présence de triéthylamine dans le DMF [270, 272]. 

Après purification sur une colonne de silice le produit 28 a été isolé avec un rendement de 

64 % (Schéma 4.37).  
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Schéma 4.37. Synthèse de la biotine-bras espaceur triéthylèneglycol-N3, composé 28 

La fonction azoture du composé 28 est ensuite réduite sous forme de groupement amine 

primaire (Composé 29, Schéma 4.38) avec un rendement de 98.3% [272, 281] en utilisant 

résine de PPh3. Ce couplage a été confirmé par spectrométrie de masse SM-ESI (Figure 5.23). 
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Schéma 4.38. Synthèse du composé 29 

L’activation des fonctions carboxylique de dendrimère PAMAM-16COOH commercial sous 

forme d’ester succinimide est obtenue avec un rendement de 93.1% (Composé 30, Schéma 

4.39) par un excès le N-hydroxysuccinimide (NHS), introduit en présence de N,N'-

dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dans le DMF [269, 270]. 
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Schéma 4.39. Synthèse du composé 30 

La fixation d’une seule molécule biotine-NH2 (Composé 29) sur le dendrimère PAMAM-

16NHS (Composé 30) est faite en utilisant un équivalent de chaque réactif pour obtenir le 

produit dendrimère PAMAM (15NHS)-Biotine (Composé 31, Schéma 4.40) avec un 

rendement de 89.76% [270, 272], ce couplage a été confirmé par une CCM avec un 

révélateur chimique spécifique de la biotine (Révélateur Biotine/Indole). 



Chapitre 4 : Sonde multimériques et multifonctionnelles de F3B 

125 
 

N

O

NH

O

NH

N

ON
H

O

NH

N

O

O
O

O

N

O

O

O
O

N

O
HN

O

HN

N

OO

O

O

N

O

O

O
O

N

O

HN

O

HN

N

O
H
N

O

HN

N

O

O
O

O

N
O

O

OO

N

O

NH

O
NH

N

O O

O

O

N

O

O

O

O

N

O

O

N

O

O

N

O

O

N
O

O

N

O

O
N

O

O

N

O

O

N

O

O

N

O

O

N

O

O

N

O

O

N

O

O

N

O

O
N

O

O

N

O

O

N

O

O

30

29, Et3N, DMF

Une nuit, TA

  
Schéma 4.40. Synthèse du composé 31 

La dernière étape de cette sonde sera de greffer 4 copies de l’aptamère DOTA-F3B-NH2 sur 

le composé 31 en jouant sur le nombre d’équivalents des deux réactifs. Une fois cette sonde 

obtenue, des études physico-chimiques par SPR seront réalisées, par la suite le ligand DOTA 

sur la même sonde permettra la chélation d’111In et ainsi de pouvoir visualiser ce traceur en 

TEMP sur des souris xénogreffées. 
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L’objectif principal de cette thèse a consisté en la synthèse de sondes utilisables en 

imagerie biomédicale porteuses d’aptamères pour la détection le métallo protéases 

matricielles hMMP-9 des tumeurs. Cette protéine est fortement surexprimée dans ces 

cancers; elle est impliquée dans l’invasion tumorale, en dégradant la matrice extracellulaire, 

permettant ainsi la migration des tumeurs. L’aptamère anti hMMP-9 a été développé au sein 

de notre laboratoire INSERM U1212 (ex-U869) [236]. Après des essais concluants de 

détection de la protéine sur des coupes de tumeurs, il a été intéressant de transformer cet 

aptamère en une sonde pour l’imagerie biomédicale. Différentes approches ont alors été 

suivies : une approche monomère c’est-à-dire la synthèse d’une molécule porteuse de 

seulement une copie de l’aptamère F3B (Chapitre III), une approche multimériques c’est-à-

dire la synthèse de dendrimères/dendrons portant plusieurs copies de l’aptamère F3B 

(Chapitre IV) et une approche multimériques et multifonctionnelles c’est-à-dire la synthèse 

de dendrimères/dendrons portant deux aptamères différents (F3B, 11F46A) ciblant les 

hMMP-9 (Chapitre IV). La caractérisation de ces sondes in vitro et in vivo sur un model 

animal a nécessité l’usage de modèles tumoraux pour lesquels l’hMMP-9 est surexprimée. Le 

mélanome et le glioblastome malins ont donc été sélectionnés pour fournir les supports 

cellulaires et tissulaires nécessaires à ce projet. 

 

La première approche a été suivie en synthétisant dans un premier temps, des 

aptamères modifiés utilisables en imagerie, liés à une fonction amine sur l’extrémité 5’ en 

vue de l’introduction dans un second temps, d’un ligand porteur d’une fonction NHS ester 

telles que MAG3-NHS ester, DOTA-NHS ester ou Cy5-NHS ester par liaison peptidique. Le 

couplage de diverses biomolécules sur cette plateforme a permis de valider la méthode de 

bioconjugaison et ainsi d’obtenir un ensemble de précurseurs pouvant être marqués et 

utilisés par différentes modalités d’imagerie afin de détecter les hMMP-9 surexprimés dans 

un certain type de tumeurs. L’affinité des nouveaux conjugués (DOTA, Cy5) pour l’hMMP-9 a 

été évaluée par SPR. Il a ainsi été démontré que l’efficacité de l’aptamère pour la détection 

de sa molécule cible était conservée. Le dérivé F3B-DOTA a été marqué à l’111In pour 

permettre une imagerie en TEMP. Ce radiotraceur a présenté une forte affinité pour les 

hMMP-9 et a permis de les détecter efficacement. Il convient de poursuivre l’étude de la 

dosimétrie liée à l’usage de ce traceur afin de permettre l’élaboration d’essais cliniques. En 

parallèle, le traceur F3B-Cy5 a été injecté chez des souris porteuses de mélanome. Une 

augmentation du signal de fluorescence à l'intérieur de la tumeur a ainsi pu être observée. 

Des études de biodistribution des conjugués F3B-DOTA et F3B-MAG3 ont été réalisées sur 

des souris porteuses de mélanome, en collaboration avec le CHU de Lyon (éq. du Pr. Marc 

Janier) et des études ex-vivo sur des coupes de tumeurs ont été réalisées en collaboration 

avec le CHU de Bordeaux, (éq. du Pr. Phillippe Fernandez). L’affinité de l’aptamère F3B-

espaceur HEG-ATTO a également été déterminée par polarisation de la fluorescence. En 

conclusion, ces traceurs monomériques nécessitent encore d’être améliorés et caractérisés 

mais constituent une piste intéressante pour l’imagerie de l’expression de marqueurs 
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tumoraux. Sur la même approche pour la sonde DOTA-F3B-PEG20000, nous avons synthétisé 

l’aptamère F3B porte une fonction amine et un alcyne, pour fixer le DOTA-NHS ester par un 

couplage peptidique et le PEG20000-N3 par chimie «click». Malheureusement, le produit 

obtenu n’a pas confirmé par spectrométrie de masse. Donc, on est en trains de refaire cette 

manipulation avec une nouvelle stratégie (sur les billes). La chaine PEG20000 devrait 

permettre d’augmenter le point moléculaire de la sonde, et donc d’améliorer sa 

biodistribution in vivo.  

 

La deuxième approche présente l’avantage d’avoir sur une même molécule 

(dendrimère/dendron) plusieurs copies de l’aptamère F3B. Cela devrait permettre 

d’augmenter le point moléculaire de la sonde et d’améliorer l’affinité envers sa cible, et donc 

d’améliorer sa biodistribution in vivo. Nous avons synthétisé plusieurs dendrons portant 

deux ou trois bras espaceur fonctionnalisé par un groupement azoture avec de bons 

rendements. Ces dendrons ont ensuite pu être couplés aux aptamères par chimie «click». Le 

dendron porte également une fonction amine NH2 utilisée dans un premier temps pour fixer 

une biotine, afin de déterminer l'affinité Kd de cette nouvelle sonde par SPR. Dans un 

deuxième temps un ligand de type DOTA sera fixé, pour permettre la chélation d’111In afin de 

pouvoir visualiser ce traceur en TEMP. La synthèse d’une sonde dimérique de F3B a été 

réalisée. Une synthèse en solution a dans un premier temps été testée mais l’introduction de 

deux copies de F3B n’a pu être réalisée. Une synthèse sur support solide (CPG) a alors, dans 

un deuxième temps, été utilisée pour obtenir cette sonde dimérique afin de montrer par SPR 

qu’il est possible d’améliorer l’affinité de la sonde. Cependant, le résultat obtenu n’a pas été 

celui escompté. Ce résultat est attribué à une masse moléculaire trop élevée et des causes 

de gène stérique [239, 240]. Il serait intéressant de refaire cette manipulation en 

immobilisant une concentration plus faible de la sonde sur la biopuce. Par la suite, un ligand 

de type DOTA a été fixé sur cette sonde afin de permettre la chélation d’111In pour permettre 

une visualisation en TEMP du traceur. Une étude de biodistribution in vivo de cette sonde 

est en cours.  

 

La troisième approche présente l’avantage d’avoir sur une même molécule 

(dendrimère/dendron) deux aptamères différents (F3B et 11F46A) dirigés contre la protéine 

hMMP-9 (sonde multimérique). La synthèse de cette plateforme a donné de bons résultats. 

L’inconvénient de la stratégie utilisée est son coût élevé. Il a donc été choisi de se tourner 

vers la stratégie séquence complémentaire. En parallèle sur la même approche, on a 

commencé à synthétiser une plateforme (dendrimère Janus) permettant la fixation de deux 

copies de chaque aptamère à disposition, F3B et 11F46A, afin d’obtenir une sonde 

tétramérique bifonctionnelle, il nous reste à réaliser le fragment 2 de ce dendron, en suite, 

nous allons procéder à l’assemblage de ces synthons pour arriver à un seul dendrimère final. 

Une fois ce dendrimère est obtenu, il sera intéressant de fixer les deux aptamères F3B-
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alcyne et 11F46A-SH de part et d’autres du dendrimère grâce à deux réactions de chimie-

click orthogonale, alors que la position centrale amino servira à fixer la biotine, en première 

temps, pour déterminer l’affinité de cette sonde en SPR. En suite, un agent d’imagerie pour 

les différents types d’imageries.  

 

Enfin, afin d’obtenir des traceurs PAMAM-nF3B-nDOTA, seule l’étape de couplage le 

F3B-DOTA-NH2 sur le dendrimère PAMAM-NHS reste à réaliser et caractérisation de cette 

sonde en SPR. La suite de cette étape sera de synthétiser le traceur PAMAM-nF3B-nDOTA, et 

il sera intéressant d’étudier leur biodistribution in vivo, des tests de toxicité pourraient être 

effectués, ce que nous n'avons pas eu le temps de faire. 
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A. Matériel et méthodes 

 

A.1. Solvants et réactifs  

Les manipulations ont été effectuées sous atmosphère inerte d’argon à l’aide d’une 

rampe à vide. 

Les produits commerciaux utilisés proviennent, pour la plupart, des sociétés Sigma-Aldrich et 

Alfa Aesar ont été utilisés sans purification préalable. Dans les expériences nécessitant des 

solvants anhydres, triméthylamine, acétonitrile, sont distillés sur hydrure de calcium (CaH2) 

sous argon et stockés sur tamis moléculaire à l’abri de la lumière.  

Le N,N-diméthylformamide (DMF), le diméthylsulfoxide (DMSO), le dichlorométhane 

(CH2Cl2), la pyridine (Py), la dioxine, tétrahydrofurane (THF), le N-methylpyrrolidone (NMP), 

la toluène, l'éthanol absolu (EtOH), de qualité Synthèse, lorsqu’il est fourni par la société 

Sigma-Aldrich (anhydre), ainsi que les réactifs commerciaux sont utilisés sans purification 

préalable comme la diisopropyléthylamine (DIEA), n-butyllithium (n-BuLi), lithium bis 

(triméthylsilyl) amide (LiHMDS).  

Les solvants deutérés CD3OD, DMSO-d6, CDCl3, D2O sont utilisés directement sans 

purification sous leurs forme commerciale. CDCl3 est passé sur une colonne d'alumine avant 

utilisation, afin de neutraliser son acidité pour les produits sensibles à l'acide. 

La température ambiante est comprise entre 20 et 27°C. Les réactions à basses 

températures sont réalisées dans un bain de glace (0°C). Les évaporations sont conduites 

sous pression réduite grâce à un évaporateur rotatif de marque Heidolph (Laborota 4000-

efficient) où la pression réduite a été obtenue par l'utilisation d'une trompe d'eau, à des 

températures inférieures à 40°C et à 50°C pour le DMF. 

Puce de streptavidine (SAD 200m Xantec, lot SC SAD 200m0114.a). hMMP-9 est obtenue 

auprès de la société Calbiochem (lot : D00171988). Black, 384 WELL, 127.0/85 MM, non 

Binding (Référence 381900, lot E13Ø7ØEA). 

 

A.2. Techniques Chromatographiques 

A.2.1. Chromatographies sur couche mince (CCM) : 

La progression des réactions sont effectuées par chromatographie sur des feuilles couche 

mince en employant des plaques commerciales de silice sur aluminium Merck (silica gel 60 

F254). La révélation des plaques CCM se fait dans un premier temps sous UV 254 nm et 365 

nm suivie (si nécessaire) la révélation chimique (I2, H2SO4 10%, Ninhydrine, PMA: Acide 

PhosphoMolybdique, KMNO4, Biotine/Indole, CAM: Cérium Ammonium Molybdate), suivie 

d'un chauffage en utilisant un séchoir à air chaud. 
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A.2.2. Chromatographies sur colonne:  

Les séparations par chromatographies sur colonne ouverte ou chromatographies flash sont 

faites sur gel de silice 60 (43-60 µm) de Merck, poussée à l’air comprimé. Les solvants 

d’élution sont indiqués en rapport de volume et sont utilisés sans purification 

supplémentaire sous leurs formes commerciales. 

A.2.3. Spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN): 

Résonance Magnétique Nucléaire ont été enregistrés sur un appareil Brüker Avance 300, 

fonctionnant à 300 Mhz en 1H, 75 MHz en 13C et 120 MHz en 31P, à température ambiante à 

partir d’échantillons en solution dans des solvants appropriés. Les déplacements chimiques 

(δ) sont exprimés en parties par millions (ppm) relativement au signal résiduel du solvant 

utilisé comme référence interne (CDCl3: δ 7,26 ppm; CD3OD : δ 3,31 ppm; DMSO : δ 2,50 

ppm) et Pour la RMN du carbone, les valeurs suivantes ont été employées: (CDCl3 : δ 77,0 

ppm; CD3OD : δ 49,0 ppm; DMSO : δ 39,0 ppm). La présence de protons échangeables 

(alcools, amines) est confirmée par ajout de D2O. Les constantes de couplage (n J) sont 

exprimées en Hertz (Hz). Les abréviations suivantes sont utilisées pour décrire la multiplicité 

des signaux : s : singulet; d : doublet; t : triplet; q : quadruplet; quint : quintuplet; m : 

multiplet; dd : doublet de doublet. 

A.2.4. Spectres de masse (MS/ESI): 

Les spectres de masse Haute Résolution sont effectuées par le Centre d’Etude Structurales et 

d’Analyses des Molécules Organique (CESAMO) à l’Université Bordeaux ou ils sont effectuées 

par l’Institut Européen de Chimie et Biologie (IECB) PESSAC, en ionisation électrospray (ESI), 

en mode positif (+). Les solvants employés ont été le chloroforme, le méthanol et le 

dichlorométhane. 

A.2.5. Stockage des produits chimiques : 

Toutes les molécules chimiques sont séchées sous vide à l’aide d’une rampe à vide ou dans 

un dessiccateur contenant de l’anhydride phosphorique (P2O5). Ensuite, elles sont stockées 

sec dans le frigo à + 4°C.  

A.2.6. Rendements : 

Les rendements chimiques des produits isolés purs sont exprimés en pourcentages molaires 

(%) par rapport au produit de départ en défaut. 

A.2.7. Révélateur chimique : 

A.2.7.1. Révélateur Biotine/Indole, 300 ml : On dissout 1.5 g de 

dimethylaminocinnamaldehyde dans 150 ml de HCl 5 M et on ajoute 150 ml d'EtOH. 

Conservation au frigo. 
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A.2.7.2. Révélateur Ninhydrine : 300 mg ninhydrine, 5 ml 2,4,6-collidine, 5 ml acide acétique 

96% et 95 ml isopropanol. 

A.2.7.3. Révélateur KI/I2, 200 ml : S1 : 4 g de KI dans 25 ml d’eau Q, ajoute 1.27 g de I2. Le 

volume est complété à 100 ml avec de l’eau milliq. S2: 100 ml H2SO4 10%. On ajoute S2 sur 

S1. Conservation au frigo à l’abri de la lumière. 

A.3. Oligonucléotides  

A.3.1. Synthèse  

Les oligonucléotides utilisés sont synthétisés dans notre laboratoire, INSERM U869, 

Université de Bordeaux Segalen, France). Ils sont préparés selon la méthode aux 

phosphoramidites β-cyano-éthyle sur un synthétiseur Expedit 8909, à l’échelle de 1 mol. 

Les billes de CPG (porosité 1000 Å) de la colonne sont fonctionnalisées avec le nucléotide (A, 

C, G ou T) correspondant à la position 3’ terminale de l’oligonucléotide. 

A.3.2. Déprotection des oligonucléotides 

Après avoir fait chaque synthèse des oligonucléotides, il est nécessaire de cliver les 

oligonucléotides du support solide et aussi d’enlever les différents groupements protecteurs, 

Donc les supports solides portant les dérivés F3B et son Contrôle sont transférés dans deux 

tubes eppendorf 2 ml à bouchon vissé et incubés dans 1 ml d’ammoniaque concentrée 28-

30%, sous agitation et à 55 °C pendant 5h. Le milieu est progressivement laissé refroidir à 

température ambiante 3 min. Chaque brut de déprotection a été transféré dans un nouveau 

tube eppendorf sous l'hotte et les billes sont rincées par de l’eau (3x250µL). Le mélange brut 

de déprotection est alors évaporé sous pression réduite à l'aide d'un appareil Speed-vac 

(SC110 A speed-vac plus), puis solubiliser dans 200µl d’eau milliq. Les échantillons sont filtrés 

à l’aide de filtres adaptables sur une syringe filtre (membrane 0.4 mm). Les oligonucléotides 

sont purifiés par CLHP sur une colonne HEG de phase inverse ou par PAGE 10-20%, 

(dénaturation sur gel de polyacrylamide), récupérés par électro élution (système BioRad) et 

dialysés (citrate d’ammonium 0,1M; 3h). Les oligonucléotides purifiés sont quantifiés par 

Nanodrop et analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF. 

Il existe aussi d’autres étapes de déprotection à réaliser en fonction de la nature des 

oligonucléotides utilisées. Par exemple pour les ARNs, les hydroxyles en 2’ sont protégés par 

un groupement terbutyldiméthylsilyle (TBDMS), donc la déprotection de ce groupe est 

réalisée par une solution de fluorure de tétrabutylamonium/triéthylamine (HF/TEA). 

A.3.3. Déprotection le MMTr ou DMTr des oligonucléotides 

A la suite de l’étape de Déprotection les oligonucléotides sur le support solide, un traitement 

acide par une solution aqueuse d’acide acétique 80 % 2h à 25°C, a permis la déprotection du 

groupement MMTr ou DMTr. Ensuite, les oligonucléotides ont été évaporés à sec par le 

Speed-vac.  
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A.3.4. Analyse et purification 

Différents systèmes chromatographiques ont été utilisés à des fins analytiques et de 

purifications, les spectres CLHP, analytique et préparative, sont obtenus sur un appareil 

Hitachi, le système est composé d’une pompe, d’un injecteur, d’une colonne HEG et d’un 

détecteur UV (détection à 260 nm). 

CLHP analytique sur une colonne C-18 (Macherey-Nagel, 100-5 HEG ec, 5 µ, 4.6 x 250 mm)  

CLHP semi-préparative sur une colonne C-18 (Macherey-Nagel, 100-7 HEG ec, 10 µ, 10 x 250 

mm). 

A.3.4.1. Analyse par CLHP en phase inverse  

Chaque oligonucléotide est analysé par CLHP analytique phase inverse sur une colonne HEG, 

cette technique a permis de séparer et donc de purifier des oligonucléotides de séquences 

et de tailles variées, en fonction de leur hydrophobicité. 2 μl de l’échantillon diluée avec 20 

μl de l’eau Milliq sont injectés. L’élution est réalisée à 25°C à l’aide d’un tampon TEAA 0,5 M 

pH 7,0 selon un gradient allant de 95% TEAA 0.1 M / 5% acétonitrile à 20% TEAA 0.1 M / 80% 

acétonitrile en 45 minutes avec un débit de 1 mL/min, Détection : UV à λ = 260 nm. 

A.3.4.2. Purification par CLHP préparative en phase inverse 

La totalité du volume contenant les oligonucléotides est injecté en CLHP préparative. Les 

fractions collectées sont contrôlées en CLHP analytique dans les mêmes conditions que 

précédemment avec un débit de 5 mL/min, Détection: UV à λ = 260 nm. 

Les purifications sur colonne d’exclusion stérique sont réalisées sur une colonne G-25 

SephadexTM en utilisant de l’eau milliq comme éluant. 

A.3.4.3. Quantification des oligonucléotides par Nanodrop ND-1000 

Les quantités d’oligonucléotides sont données en unités de DO (densité optique) mesurées à 

la longueur d’onde de 260 nm sur un appareil spectrophotomètre (Nanodrop ND-1000). En 

utilisant généralement des tampons l'eau MQ qui n’absorbent pas ou peu dans le domaine 

de longueurs d’onde étudiées 260 nm, PH neutre. Une unité de DO est la quantité 

d’oligonucléotide qui donne une absorbance de 1 quand elle est dissoute dans 1 mL de 

tampon et mesurée dans une cuve de trajet optique 1 cm. Cette unité découle de la loi de 

Beer-Lambert : DO=ξ.C.L où DO: est l’absorbance, L: le trajet optique de la cuve (cm), C: la 

concentration de la solution analysée (moL.L-1) et ξ le coefficient d’extinction molaire du 

composé en solution à une longueur d’onde précise (L.mol -1.cm-1).  

A.3.4.4. Stocks des oligonucléotides 

Tous les stocks d’oligonucléotides sont conservés à -20°C dans de l’eau MQ pour éviter 

l’introduction d’ions non désirés, pouvant ainsi influencer la stabilité et la cinétique de 
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formation de certaines structures ou ils sont conservés sec après séché les oligonucléotides 

sur un appareil speed-vac. 

A.3.4.5. Les spectres de masse  

Les analyses de masse des oligonucléotides sont effectuées à Centre de Génomique 

Fonctionnelle (CGF) à l’Université de Bordeaux, Tout d’abord, les échantillons contiennent 

1nmol dans 50µl d'eau MQ (20 µmol/L) ont été dialysé contre citrate d'ammonium puis 

analysés par spectrométrie de masse (MALDI-MS) en mode d’ionisation positif (+) ou négatif 

(-). 

A.3.4.6. Stains All 

Après la synthèse des aptamères, la taille et la qualité de synthèse des molécules ont été 

vérifiées par la technique de Stains All : les molécules sont séparées sur un gel de 

polyacrylamide 20 % dénaturant, et le gel est placé dans un bain de coloration contenant 

0,017 % de (1-Ethyl-2[3-(1-Ethylnaphto[1,2d]Thiarolin-2-Ylidène)-2-méthylpropenyl]naphto-

[1,2d]Thiarolium bromide) et 60% formamide pendant 15 min à l’obscurité. Le gel est 

décoloré à l’eau 20 min. 

A.3.4.7. Purification des mélanges bruts des acides nucléiques par gel d'acrylamide  

L'électrophorèse sur gel est utilisée pour séparer les macromolécules biologiques (comme 

l'ADN/ARN) en fonction de leur taille et de leur charge électrique, donc, la purification des 

oligonucléotides s’est effectuée par migration sur gel de polyacryl amide 10-20% en 

conditions dénaturantes (Urée 7M, TBE 1X) selon leur taille. 

Le gel d’acrylamide est polymérisé par 1% d’ammonium persulfate (APS 10%) et 0,1% de 

TEMED (N,N,N’,N’-Tetraméthylènediamine) par rapport de l'acrylamide. Une migration du 

gel 15 W pendant 45 min est effectuée avant le dépôt des échantillons afin de chauffer le gel 

et que la migration se fasse mieux. Les échantillons sont dilués dans un tampon de charge 

dénaturant et pouvant contenir éventuellement des marqueurs colorés (xylène-cyanol et 

bleu de bromophénol) afin de visualiser la vitesse de migration. Ils sont ensuite centrifugés 

puis, dénaturés 2 minutes à 95°C dans un bain à sec par la suite laissés 1 min dans la glace. 

Ils sont ensuite déposés sur gel. La migration se fait sur système d’électrophorèse, à 17W 

(pour un gel de 15 cm x 30 cm) et à 15W (pour un gel de 15 cm x 25 cm). Les 

oligonucléotides sont des molécules chargées négativement, si on les met à un endroit sur le 

gel et qu'on fait passer un courant dans le gel, elles migrent de la borne moins vers la borne 

plus. Au cours de cette migration, les brins d'ADN de petite taille migrent plus vite que les 

brins plus gros; le gel agit comme un tamis pour séparer les brins d'ADN en fonction de leur 

taille.  

Après migration, une bande majoritaire d’ADN/ARN est révélée, par UV, puis la récupération 

des bandes d’intérêt. l'étape finale est l'extraction les oligonucléotides de gel d'acrylamide 

puis l’électroélution 1h par cellule (Model 422 Electro-Eluter) sur un membrane (membrane 
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cap, green, MW limit 3,500), puis le solvant est alors évaporé sous pression réduite à l'aide 

d'un appareil Speed-vac, ensuite , l'échantillon est résolubilisé dans l'eau MQ et passé sur 

une colonne de G 25 SephadexTM. 

A.3.4.8. Électrophorèse en gel d'agarose 

L'agarose est un polymère utilisé sous forme de gel en biochimie et en biologie moléculaire 

au cours d'une méthode appelée électrophorèse en gel d'agarose. Cette méthode est 

utilisée en biochimie pour séparer les oligonucléotides (ADNs, ARNs) ou des protéines en 

fonction de leur poids moléculaire, préalable indispensable dans de multiples applications, 

notamment pour identifier des fragments d’ADN découpés par des enzymes, pour identifier 

un gène. Les molécules d'ADN linéaires migrent en fonction de leur longueur: La vitesse de 

migration est inversement proportionnelle au logarithme du nombre de paires de bases. En 

fonction de la concentration d’agarose on peut cibler la gamme de taille qu’on souhaite 

séparer. Le principe de l'électrophorèse en gel d'agarose est que l’acide nucléique libre 

migre vers la cathode à une certaine vitesse différente par rapport à la vitesse de migration 

de l’acide nucléique complexé. 

A.3.4.8.1. Préparation du gel d'agarose 3% m/v 

3 g d’agarose dans 100 ml de tampon TAE 0.5x, chauffé au four micro-onde (2 à 3 min). 

Attendre la dissolution de l’agarose : le gel devient translucide. Laisser refroidir jusqu’à 50-

55 °C puis additionné 7µl de BET à 10 mg/mL. Couler les 100 ml de gel dans le plateau de 

moulage, disposé bien à plat et équipé de peignes. Ne jamais déposer de l’agarose à plus de 

55 °C dans le plateau de moulage. Le peigne permet de marquer l’empreinte des puits de 

dépôt de l’ADN. Le gel ne doit pas atteindre le sommet des dents du peigne. Laisser le gel se 

solidifier 30-45 min à température ambiante. Retirer alors délicatement et bien 

verticalement les peignes. 

Placer le gel dans la cuve à électrophorèes, les puits disposés côté cathode. Remplir la cuve 

avec le tampon TAE 0.5x jusqu’à ce que le gel soit recouvert de quelques mm de tampon. Le 

BET (Bromure d'éthidium: cancérigène et mutagène), fluorescent aux UV, se fixe sur l’ADN. Il 

permettra la lecture du gel sur la table à UV. Du fait de la planéité de sa structure, cette 

molécule possède la propriété de s'intercaler entre les paires de base des acides nucléiques, 

où sa fluorescence dans le visible est exaltée Elle est révélée par excitation sous illumination 

par UV courts. Le BET doit être manipulé avec d'extrêmes précautions car c'est un produit 

hautement mutagène. 

Marqueur de Taille  

2 µL Marqueur GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder, 0.5 µg/µl. lot: 00118522. 2 µL de 6X 

DNA Loading Dye Thermo Scientific 6X DNA Loading Dye 1M. Lot: 00113401. 2 µL tampon de 

charge 5X préparé précédemment. 6 µL H2O BM. Conserver à 4°C. 
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A.3.4.8.2. Protocole 

- Placer les échantillons d’ADN pendant 3 min à 60-65°C.  

- Les transférer sur de la glace pendant 2-3 min.  

Ces deux opérations sont destinées à empêcher la ligation de fragments possédant 

éventuellement des extrémités cohésives. 

Préparez les échantillons et un marqueur pour l’ADN génomique en procédant comme suit: 

Échantillon Marqueur  
eau 3 µl eau 6 µl 
tampon de chargement 2 µl tampon de charge 2 µl  
Échantillon 5 µl λ DNA EcoR I / Hind III 2 µl  
Total  10 µl Total 10 µl 
 

Charger 10 µl de chaque échantillon dans des puits consécutifs et placez le marqueur d’ADN 

adéquat dans le premier et le dernier puits. Mélanger le colorant de charge et l’ADN sur un 

morceau de parafilm et prélever le mélange avec une micropipette réglée sur le volume 

approprié en changeant de cône à chaque prélèvement. Remplir les puits en faisant 

attention de ne pas déchirer le fond du gel avec la pointe de la pipette. Placer le support 

avec le gel chargé dans la cuve d'électrophorèse en positionnant les puits du côté de la 

cathode. Remplir la cuve de tampon TBE (réutilisable plusieurs fois) en versant délicatement 

et très lentement lorsque le gel commence à être recouvert pour éviter les fuites d’ADN vers 

le tampon. Fermer la cuve, brancher les fils et mettre sous tension. Laisser migrer jusqu’à ce 

que le colorant de charge xylène cyanole a migré à l’intérieur du gel sur la distance voulue 

(environ 30-45 min à 100 V). Couper le courant et récupérer le gel dans son 

support. Positionner le gel sur une boîte d’éclairage UV et photographiez le gel. Jeter le gel 

dans la poubelle pour déchets solides à base de bromure d’éthidium. 

A.3.4.9. Analyse SDS-PAGE de la protéine MMP-9 

Les hMMPs-9 ont été obtenues auprès de la société Calbiochem (lot : D00137499). Elles sont 

commercialisées avec une pureté supérieure à 95%. Il est néanmoins nécessaire de le 

vérifier par SDS-PAGE.  

Le tampon de charge et le tampon de migration contiennent du sodium dodécyl sulfate 

(SDS) qui est un détergent anionique. Ce détergent a deux fonctions. La première est de 

détruire la structure secondaire des protéines et la seconde d’imposer une densité de charge 

nette comparable à toutes les chaînes polypeptidiques permettant une migration des 

protéines en fonction de leur masse moléculaire. Le SDS possède une longue chaîne 

carbonée hydrophobe et un groupement polaire chargé négativement. C’est par sa chaîne 

aliphatique qu’il va se lier aux domaines hydrophobes des protéines et leur attribuer une 

charge négative.  

Le gel est composé de 2 compartiments. Tout d’abord, le gel de tassement ou «stacking gel» 

est le gel dans lequel les protéines entrent dans l’acrylamide. Dans cette section du gel, les 
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protéines ne se séparent pas mais migrent ensemble en s’entassant en bande mince pour 

augmenter la résolution de la séparation. Un gel de tassement de polyacrylamide 5 % (30 % 

d’acrylamide/bisacrylamide (37,5 : 1)), composé de 125 mM Tris-HCl (pH 6,8), 0,1 % SDS 

dans un volume final de 10 ml, a été utilisé. Dans le second compartiment on trouve le gel de 

séparation ou « separating gel » dans lequel les protéines entassées dans le gel précédent 

peuvent être séparées les unes des autres. Un gel de séparation de polyacrylamide 10 % (30 

% d’acrylamide/bisacrylamide (37,5 :1)), composé de 375 mM Tris-HCl (pH 8,8), 0,1 % SDS 

dans un volume final de 20 ml a été utilisé. La migration a été réalisée dans un tampon Tris-

glycine (25 mM Tris, 250 mM glycine, 0,1 % SDS). Une quantité de 100 ng pour chaque 

protéine a été déposée dans le gel et préalablement chauffée 3 min à 100 °C dans un 

tampon de charge comprenant 100 mM Tris-HCl pH 6,8, 4 % SDS, 20 % glycérol, 200 mM DTT 

et 0,2 % bleu de bromophénol. Le marqueur Prestained Protein Marker, Broad Range 

(Biolabs) a été utilisé comme marqueur de poids moléculaire. Il contient un mélange de 8 

protéines purifiées dont le poids moléculaire varie de 6,5 à 175 kDa. 

A.3.4.10. Immobilisation des oligonucléotides sur la puce steptavidine 

Une puce SAD 200m (Xantec, lot SC SAD 200m0114.a) est utilisée sur l’appareil Biacore 3000. 

Les immobilisations de l’aptamère F3B et de son contrôle sont réalisées à 23°C. Un volume 

de 50 µl de chaque oligonucléotide est injecté à une concentration de 50 nM à 20 µl/min 

(mode Quickinject), avec le tampon de course PBS 1X. L’aptamère F3B-espaceur HEG-biotine 

est immobilisé sur la piste fc2. Le contrôle-espaceur HEG-biotine est immobilisé sur la piste 

fc3. L’aptamère F3B-dT-biotine est immobilisé sur la piste fc4 (Figure 3.5, chapitre III). Il a 

donc été fixé en moyenne, 598 RU de F3B-espaceur HEG, 620 RU de Contrôle-espaceur HEG 

et 721.3 RU de F3B-dT. 

Pour chaque point, un volume de 80 µl est injecté sur les 4 pistes à 20 µl/min (mode 

Quickinject). Les oligonucléotides et la protéine sont préparés dans le tampon PBS 1X final. 

La régénération intervient après 10 minutes de dissociation. Deux solutions de régénération 

ont été utilisées: formamide/urée/EDTA (40%/3,6 M/30 mM) et 20 mM NaOH. Les solutions 

utilisées ont été préalablement filtrées sur des filtres 0,22 µm. La protéine hMMP-9 seule est 

injectée à une concentration de 50 nM, avant et après les tests de compétition (hMMP-9 

endday).  

A.3.5. Préparation des tampons : 

A.3.5.1. Tampon de couplage (Tampon carbonate, 0.2 M, PH 8.3, 100ml): NaHCO3 2.1 g, 

NaCl 5.84 g, EDTA 37.2 mg dans 80 ml d’eau milliq. Le pH est ajusté à 8.3 par addition de 

NaOH 1N. Le volume est complété à 100 ml avec de l’eau milliq. 

A.3.5.2. Tampon TEAA 0,5 M, PH 7, 1L : 800 ml de l’eau milliq, 27 ml d’AcOH, 70 ml de TEN 

(ET3N) d’eau. Le pH est ajusté à 7 par addition d’AcOH. Le volume est complété à 1000 ml 

avec de l’eau milliq. Le tampon est filtré et conservé à 4°C. 
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A.3.5.3. Tampon citrate d’ammonium dibasique, 0,1 M, 500 ml: 11,309 g d'ammonium 

citrate dibasique, 400 ml de l'eau milliq. Apres la solubilité, le volume est complété à 500 ml 

avec de l’eau milliq. Le tampon est filtré et conservé à 4°C. 

A.3.5.4. Tampon de charge 5X pour gel agarose : 8 ml glycérol 99.5% (80% final). 1 ml TBE 

5X (0.5X final). 10 ml H2O BM. 1 point bleu de bromphénol. Conserver à 4°C. 

 

B. Synthèse des dérivés de F3B et de 11F46A 

B.1. Synthèse de F3B- espaceur HEG-NH2 

B.1.1. Purification : 

Les synthèses sont purifiées par CLHP.  

Temps min 0 33 38 43 45 50 

A 95 70 0 0 95 95 

B 5 30 100 100 5 5 

 

B.1.2. Caractérisation, Spectrométrie de masse : 

 

Figure 5.1. Spectrométrie de masse (ESI-MS, mode positif) de F3B- espaceur HEG -NH2 (à gauche) et 

(Maldi-ToF, mode positif) de contrôle- espaceur HEG -NH2 (à droite) 

B.2. Synthèse de F3B- dT-NH2  

B.2.1. Purification : 

Les synthèses sont purifiées par CLHP.  

Temps min 0 25 32 37 42 45 

A 90 78 0 0 90 90 

B 10 22 100 100 10 10 
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B.2.2. Caractérisation, Spectrométrie de Masse : 

   

Figure 5.2. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de F3B- dT-NH2 (à gauche) et de son 

contrôle- dT-NH2 (à droite) 

B.3. Synthèse de F3B- espaceur HEG-SH 

B.3.1. Déprotection-Purification : 

B.3.1.1. Déprotection du support solide : 

Les supports solides portant les F3B-espaceur HEG-S-Tr et Contrôle- espaceur HEG-S-Tr sont 

transférés dans des tubes eppendorf et incubés dans 1 ml d’ammoniaque concentrée, sous 

agitation et à 55 °C pendant 5h. Les billes sont rincées à l’eau (3x250µL). Le mélange brut de 

déprotection est alors évaporé sous pression réduite, puis reprises dans 200µl d’eau et 

filtrées (membrane 0.4 µm). Les oligonucléotides F3B-espaceur HEG-S-Tr et Contrôle- 

espaceur HEG-S-Tr sont purifiés par CLHP. 

Temps min 0 38 43 48 50 55 

A 95 78 0 0 95 95 

B 5 22 100 100 5 5 
 

B.3.1.2. Déprotection le Thiol-C6 : 

Le groupe trityle utilisé pour protéger le thiol ne sotte pas en milieu acide et par conséquent 

ne peut pas être éliminé sur un synthétiseur d'ADN en utilisant la déprotection de l'acide 

normal. Aussi, le clivage de l'oligonucléotide du support et élimination des groupes 

protecteurs de bases sont réalisées dans les conditions normales. Le groupe Trityl qui 

protège le thiol doit être enlevé par oxydation avec du nitrate d'argent 0.2M, en excès étant 

précipité avec du dithiothréitol (DTT). Avant d'éliminer le groupe Trityl, il faut purifier les 

oligonucléotides après avoir fait la déprotection CPG. Solubiliser les oligonucléotides dans 

0.1M triethylammonium acetate (TEAA) à concentration C= 300 µM. A=100 (absorbation à 

260nm). Ensuite, on ajoute 15% v/v de solution aqueuse Nitrate de silver AgNO3 (1M), 

l’incubation est maintenue 30 min sous agitation à 800 rpm à 25°C. Apres, on ajoute 20% v/v 

de solution aqueuse de DiThioThréitol (DTT), on laisse la nouvelle solution sous agitation 5 

min, 800 rpm à TA. Vortex, centrifugeuse afin de précipiter le complexe Silver-DTT, récupéré 
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le surnageant, Rancé la précipité par triethylammonium acétate (TEAA 0.1M) 2 fois x 200µl. 

Le surnageant total est alors évaporé sous pression réduite, puis reprises dans 200µl d’eau 

et passer sur G25. 

B.3.2. Gel électrophorèse : 

 

Figure 5.3. Gel PAGE dénaturant 20% après la purification 

B.3.3. Caractérisation par spectrométrie de Masse : 

   

Figure 5.4. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de F3B-espaceur HEG- SH (à gauche) et 

de son contrôle-espaceur HEG- SH (à droite) 

B.3.4. Stokage: 

 L'Oligonucléotide thiol libre doit être stocké sous une atmosphère inerte pour éviter 

l'oxydation dimérisation au disulfure. 

B.4. F3B-espaceur HEG-alcyne 

Purification par CLHP : 

Les synthèses sont purifiées par CLHP.  

Temps min 0 33 38 43 45 50 

A 95 74 0 0 95 95 

B 5 26 100 100 5 5 
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B.5. 11F46A-espaceur HEG-alcyne 

B.5.1. Purification : 

 La synthèse est purifiée par gel acrylamide, puis vérifié par CLHP   

Temps min 0 33 38 43 45 50 

A 95 74 0 0 95 95 

B 5 26 100 100 5 5 

 

B.5.2. Caractérisation, Spectrométrie de masse : 

 

Figure 5.5. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de 11F46A- espaceur HEG – alcyne 

 

B.6. Synthèse de F3B- espaceur HEG-DOTA 

B.6.1. Synthèse : 

 

Schéma 5.1. Stratégie pour la synthèse de la plateforme F3B-espaceur HEG-DOTA 

Couplage: 

20 n.mol de F3B-espaceur HEG-NH2 ou contrôle-espaceur HEG-NH2 sont repris dans 50 μl de 

tampon de couplage. On additionne une solution de DOTA-NHS ester (4 mg) dans 40 μl de 

DMF en quatre fois. Entre chaque addition, on laisse la réaction sous agitation à 600 rpm à 
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25°C pendant 2h. Après la dernière addition, l’incubation est maintenue une nuit sous 

agitation à 600 rpm à 25°C. Le produit est injecté directement en CLHP pour purification. On 

mène 6 synthèses en parallèle. Les manips sont ensuite regroupées avant purification CLHP. 

B.6.2. Purification-Caractérisation : 

B.6.2.1. Purification par CLHP :  

Temps min 0 33 38 43 45 50 

A 95 70 0 0 95 95 

B 5 30 100 100 5 5 

 

B.6.2.2. Spectrométrie de masse : 

  

Figure 5.6. Spectrométrie de masse (ESI-MS, mode positif) de F3B-espaceur HEG- DOTA (à gauche) et 

de son contrôle-espaceur HEG- DOTA (à droite) 

 

B.6.2.3. Rendement : 

Dosage nanodrop : Les quantités sont estimées par spectrométrie UV-visible, à 260 nm avec 

un rendement 79.6 % pour F3B- espaceur HEG –DOTA et 65 % pour Contrôle- espaceur HEG 

–DOTA. Le rendement de Contrôle- espaceur HEG –DOTA est faible parce que la réaction 

n’est pas complète et il reste des produits de départ. Donc, on a rajouté DOTA-NHS ester 

pour consommer le produit de départ et pour améliorer le rendement. 
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B.7. Synthèse de F3B- dT-Cy5 

B.7.1. Synthèse : 

 

Schéma 5.2. Stratégie pour la synthèse de la plateforme F3B-dT-Cy5 

Couplage :  

20 nmol de F3B-dT-NH2 ou control-dT-NH2 sont repris dans 50 µl de tampon de couplage. On 

additionne une solution de Cyanine5-NHS ester (Batch: N0312PH9) (3 mg) dans 30 µl de 

DMF en trois fois. Entre chaque addition, on laisse la réaction sous agitation à 600 rpm à 

25°C pendant 2h. Après la dernière addition, l’incubation est maintenue une nuit sous 

agitation à 600 rpm à 25°C. Le produit est injecté directement en CLHP pour purification. On 

mène 4 synthèses en parallèle. Les manips sont ensuite regroupées avant purification CLHP.  

B.7.2. Purification : 

Purification par CLHP.  

Temps min 0 15 30 35 40 

A 95 0 0 95 95 

B 5 100 100 5 5 

 

B.7.3. Caractérisation, Spectrométrie de masse : 

  

Figure 5.7. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de F3B- dT-Cy5 (à gauche) et de son 

contrôle- dT-Cy5 (à droite) 
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B.8. Synthèse de F3B- espaceur HEG-ATTO 590 

B.8.1. Synthèse 

 

Schéma 5.3. Stratégie pour la synthèse de la plateforme F3B-espaceur HEG-ATTO 590 

Couplage :  

20 n.mol de F3B-espaceur HEG-NH2 ou contrôle-espaceur HEG-NH2 sont repris dans 50 μl de 

tampon de couplage. On additionne une solution de ATTO 590-NHS ester (1 mg) dans 30 μl 

de DMF anhydre en trois fois. Entre chaque addition, on laisse la réaction sous agitation à 

600 rpm à 25°C pendant 2h. Après la dernière addition, l’incubation est maintenue une nuit 

sous agitation à 600 rpm à 25°C. Le produit est injecté directement en CLHP pour 

purification. On mène 3 synthèses en parallèle. Les manips sont ensuite regroupées avant 

purification CLHP. 

B.8.2. Purification-Caractérisation : 

B.8.2.1. Purification par CLHP :  

Temps min 0 33 38 43 45 50 

A 95 70 0 0 95 95 

B 5 30 100 100 5 5 

 

B.8.2.2. Chromatogramme après purification : 

 

Figure 5.8. RP-CLHP F3B- espaceur HEG-ATTO 590, RP-CLHP Contrôle- espaceur HEG- ATTO 590. Profil 

bleu à 260 nm et profil vert à 590 nm 
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B.8.2.3. Gel électrophorèse  

 

Figure 5.9. Gel PAGE dénaturant 20% après la purification. Le produit de départ (à gauche), contrôle - 

espaceur HEG- ATTO 590 (au milieu) et de F3B - espaceur HEG- ATTO 590 (à droite) 

B.8.2.4. Spectrométrie de masse : 

  

Figure 5.10. Spectrométrie de masse (ESI-MS, mode positif) de F3B- espaceur HEG- ATTO 590 (à 

gauche) et de son contrôle- espaceur HEG- ATTO 590 (à droite) 

 

B.9. Synthèse de F3B- espaceur HEG-Biotine 

B.9.1. Synthèse : 

 

Schéma 5.4. Stratégie pour la synthèse de la plateforme F3B-espaceur HEG-Biotine 
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Couplage :  

20 nmol de F3B-espaceur HEG-NH2 ou control-espaceur HEG-NH2 sont repris dans 60 µl de 

tampon de couplage. On additionne une solution de Biotine-NHS ester (4 mg) dans 40 µl de 

DMF en quatre fois. Entre chaque addition, on laisse la réaction sous agitation à 600 rpm à 

40°C pendant 2h. Après la dernière addition, l’incubation est maintenue une nuit sous 

agitation à 600 rpm à 40°C. Le produit est injecté directement en CLHP pour purification.  

B.9.2. Purification-Caractérisation : 

B.9.2.1. Purification par CLHP :  

Temps min 0 33 37 42 45 50 

A 95 74 0 0 95 95 

B 5 26 100 100 5 5 

 

B.9.2.2. Spectrométrie de masse : 

  

Figure 5.11. Spectrométrie de masse (ESI-MS, mode positif) de F3B- espaceur HEG- Biotine (à gauche) 

et de son contrôle- espaceur HEG- Biotine (à droite) 

 

B.10. Synthèse de F3B- dT-Biotine 

B.10.1. Synthèse : 

 

Schéma 5.5. Stratégie pour la synthèse de la plateforme F3B-dT-Biotine 
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Couplage :  

25 nmol de F3B-dT-NH2 ou control-dT-NH2 sont repris dans 60 µl de tampon de couplage. On 

additionne une solution de Biotine-NHS ester (5 mg) dans 40 µl de DMF en quatre fois. Entre 

chaque addition, on laisse la réaction sous agitation à 600 rpm à 40°C pendant 2h. Après la 

dernière addition, l’incubation est maintenue une nuit sous agitation à 600 rpm à 40°C. Le 

produit est injecté directement en CLHP pour purification.  

B.10.2. Purification-Caractérisation : 

B.10.2.1. Purification par CLHP :  

Temps min 0 33 37 42 45 50 

A 95 74 0 0 95 95 

B 5 26 100 100 5 5 

 

B.10.2.2. Spectrométrie de masse : 

 

Figure 5.12. Spectrométrie de masse (ESI-MS, mode positif) de F3B- dT - Biotine (à gauche) et de son 

contrôle- dT - Biotine (à droite) 

B.11. 11F46A- espaceur HEG-Biotine 

B.11.1. 11F46A- espaceur HEG-Biotine-DMTr : 

B.11.1.1. Purification par CLHP : 

Temps min 0 33 38 43 45 50 

A 95 74 0 0 95 95 

B 5 26 100 100 5 5 

 

 

 

 



Chapitre 5 : Parti expérimental 

149 
 

B.11.1.2. Caractérisation, Spectrométrie de masse : 

 

Figure 5.13. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de 11F46A- espaceur HEG - Biotine 
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C. Synthèse des dérivés de dendron/dendrimère 

 

Composé 1: 2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy) éthanol.  

C6H13N3O3  
MM = 175.19 g.mol-1 
Rf : 0.35 (EtOAc/CH2Cl2 = 5/5 v/v)   

 

5 g de 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)éthanol (4.32 mL, 30 mmoL) sont dissous dans 

100 mL de DMF anhydre, 3 g d’azoture de sodium (45 mmoL) sont ensuite ajoutés à la 

solution. Le mélange est alors agité 48 h à 100 °C. Après avoir observée la fin de la réaction 

par chromatographie sur couche mince (CH2Cl2/AcOEt 1/1 v/v). Le milieu réactionnel est 

progressivement laissé refroidir à température ambiante. Le DMF est éliminé sous pression 

réduite. Le résidu est repris dans 100 mL de DCM puis est successivement lavé par 3 fois 60 

mL d’eau et une fois par 50 mL d’une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium. La 

phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre puis évaporée sous pression 

réduite. On obtient le composé 1 sous forme d’une huile jaune; m = 5.09 g, 97%.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 3.73-3.58 (m, 8H, 4xCH2O); 3.41-3.30 (m, 2H, CH2OH); 

3.58-3.51 (m, 2H, CH2-N3).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 72.5; 70.5; 70.3; 69.9; 61.5; 50.5. 

 

Composé 2 : 2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate 

C13H19N3O5S  

MM = 329.372 g.mol-1 

Rf : 0.65 (M2/hexane = 5/5 v/v)  

 

Sous d’argon inerte, on additionne à une solution d’azoture de triéthylglycol 1 (2 g, 

11.41 mmoL) dans du CH2Cl2 anhydre (60 mL), de la Et3N distillé (11.14 mL, 79.91 mmoL) et 

du DMAP (0.21 g, 1.71 mmoL). A 0°C, on ajoute progressivement le TsCl (9.79 g, 51.37 

mmoL), en maintenant la température à 5°C. Après retour à température ambiante, le 

mélange est ensuite agité durant 18h à température ambiante. La réaction est suivie par 

Chromatographie sur Couche Mince (M2/hexane 1/1 v/v). Après disparition du composé de 

départ, la solution est filtrée et concentrée. Le mélange réactionnel est solubilisé dans 50 mL 

d’AcOEt puis transféré dans une ampoule à décanter et lavé par une fois 100 mL de NaHCO3 

et par deux fois 100 mL d’eau. Après élimination des produits secondaires, la solution est 

séchée par Na2SO4 et concentrée. On obtient, après purification par chromatographie 
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(éluant M2/Hexane 2/8 jusqu’à 4/6 v/v), le composé 2 sous forme d’une huile jaune-orangé; 

m = 3.08 g, 82.1%.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 7.84-7.77 (s, 2H, 2xCH=C); 7.39-7.32 (s, 2H, 2xCH=C); 

4.20-4.13 (m, 2H, CH2O); 3.73-3.68 (m, 2H, CH2O); 3.67-3.59 (m, 4H, 2xCH2O); 3.42-3.34 

(m, 2H, CH2-N3); 2.49-2.43 (s, 3H, CH3).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 144.5; 132.9; 129.8 (2C); 127.9 (2C); 70.8; 70.6; 70.1; 

69.3; 68.8; 50.6; 21.7.  

 

Composé 3 : methyl 3,5-bis(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzoate 

C20H30N6O8  
MM = 482.21 g.mol-1 
Rf : 0.55 (M2/Hexane = 5/5 v/v) 

  
 

0.4 g de méthyl 3,5-dihydroxybenzoate (2.38 mmoL), 1.47 g de carbonate de 

potassium (10.71 mmoL), sont dissous dans 6 mL de DMF anhydre, une solution du 2 (2.35 g, 

7.14 mmoL) dans 3 mL du DMF anhydre à été additionné goutte à goutte. Après la fin de 

l’addition, le milieu est agité 18h à 80°C. La réaction à été suivi par chromatographie sur 

couche mince (M2/hexane 1/1 v/v). Le milieu réactionnel est progressivement laissé 

refroidir à température ambiante, puis filtré, le filtrat est alors éliminé sous pression réduite. 

Le résidu est donc repris dans 50 ml d’AcOEt, puis successivement lavé par trois fois 50 mL 

d’eau et une fois par 50 mL d’une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium. La phase 

organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre puis le solvant est éliminé sous pression 

réduite. On obtient 3 après purification par chromatographie (éluant M2/Hexane 2/8 jusqu'à 

5/5 v/v) sous forme visqueuse jaune; m = 0.94 g, 87%.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 7.22-7.18 (s, 2H, 2 x CH=C); 6.72-6.68 (s, 1H, CH=C); 4.18-

4.12 (m, 4H, 2 x CH2O); 3.91-3.84 (m, 7H, CH3, 2 x CH2O); 3.77-3.64 (m, 12H, 6 x CH2O); 

3,42-3,36 (m, 4H, 2 x CH2-N3).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 166.7; 159.7 (2C); 131.8; 108 (2C); 106.8; 70.9 (2C); 70.7 

(2C); 70.1 (2C); 69.7 (2C); 67.7 (2C); 52.2; 50.6 (2C).  

13C NMR (DEPT) (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 108 (2 C); 106.8; 70.9 (2C); 70.7 (2C); 70.1 (2C); 

69.7 (2C); 67.7 (2C); 52.2; 50.6 (2C). 
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Composé 4 : 3,5-bis(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzoic acid 

C19H28N6O8  
MM = 468.2 g.mol-1 
Rf : 0.15 (M2/MeOH = 9.5/ 0.5 v/v) 
 

  
 

On ajoute à une solution du composé 3 (0.8 g, 1.66 mmoL) dans de l’éthanol (20 

mL), du KOH (1M, 0.14 g, 2.48 mL, 2.49 mmoL). Le mélange est ensuite porté à reflux (80°C) 

pendant 1h30. La réaction est suivie par CCM (M2/MeOH 9.5/0.5 v/v). Le milieu réactionnel 

est progressivement laissé refroidir à température ambiante, on ajoute 2 g de résine acide 

jusqu'a PH=1-2 et laissé 30 min sous agitation à température ambiante. La solution est alors 

filtrée sur célite. Le filtrat est alors éliminé sous pression réduite. On obtient le composé 4 

sous forme d’une huile jaune-orangée. m = 0.77 g, 100%.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 7.27-7.24 (s, 2H, CH=C); 6.76-6.73 (t, 1H, CH=C); 4.2-4.13 

(t, 4H, 2xCH2O); 3.92-3.85 (t, 4H, 2xCH2O); 3.79-3.73 (m, 4H, 2xCH2O); 3.73-3.67 (m, 8H, 

4xCH2O); 3.43-3.37 (t, 4H, 2xCH2-N3).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 171.1; 159.7 (2C); 131.1; 108.5 (2C); 107.6; 70.9 (2C); 

70.7 (2C); 70.1 (2C); 69.7 (2C); 67.7 (2C); 50.5 (2C). 

 

Composé 5 : 2, 5 – dioxopyrrolidin-1-yl 3, 5-bis (2-(2-(2-

azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzoate 

C23H31N7O10  

MM = 565.21 g.mol-1 

Rf : 0.8 (M2/MeOH = 9.5/0.5 v/v) 

 

 

 

Sous d’argon inerte, on ajoute à une solution du composé 4 (0.250 g, 0.54 mmoL) 

dans du DMF anhydre (8 mL), du NHS (0.09 g, 0.8 mmoL) et du DCC (0.16 g, 0.8 mmoL). La 

solution est ensuite laissée sous agitation magnétique 24h à température ambiante. Après 

avoir observée la fin de la réaction par CCM (M2/MeOH 9.5/0.5 v/v), le mélange est ensuite 

filtrée. Le filtrat est alors éliminé sous pression réduite. Puis rincée plusieurs fois avec CH2Cl2 

jusqu’à élimination complète du DCU. On obtient le produit 5 sous forme d’huile jaune-

orangée introduite directement sans purification ultérieure dans l’étape suivante, m= 0.3 g; 

100%. 
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Composé 6 : (N-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl-3,5-bis(2-(2-(2- 

azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzamide) 

C25H42N8O9  

MM = 598.31 g.mol-1 

Rf : 0.25 (M2/MeOH = 9/1 
Et3N 1% v/v). 

 

 

Sous atmosphère d’azote inerte, on additionne, à une solution de 2,2’-(ethylene-

dioxy)bis(ethylamine) (0.47 g, 0.46 mL, 3.18 mmoL) dans du Dioxane anhydre (5 mL), de 

l'Et3N distillé (0.22 mL, 1.59 mmoL), une solution du 5 (0.3 g, 0.53 mmoL) dans 5 mL du 

Dioxane anhydre à été additionné goutte à goutte. Après la fin de l’addition, le milieu est 

agité une nuit à température ambiante. La réaction à été suivi par chromatographie sur 

couche mince (M2/MeOH/Et3N 1% 9/1 v/v). Lendemain; la solution est alors évaporée à sec. 

le résidu est donc solubilisé dans 25 mL du CH2Cl2 et puis successivement lavé par trois fois 

25 mL d’eau et une fois par 25 mL d’une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium. La 

phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre puis le solvant est éliminé sous 

pression réduite. Le composé 6 est obtenu pur par chromatographie sur colonne flash 

(élution M2/Hexane/Et3N 1% 8 : 2 v/v jusqu'à M2/MeOH/Et3N 1% 9/1 v/v) après 

concentration sous forme d’une huileuse m=0.26 g, 81.04 %.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 7.10-7.02 (s, 1H, NH); 6.99-6.93 (d, 2H, 2xCH=C); 6.62-

6.57 (s, 1H, 1xCH=C); 4.16-4.08 (t, 4H, 2xCH2O); 3.87-3.80 (t, 4H, 2xCH2O); 3.74-3.56 (m, 

20H, 10xCH2O); 3.52-3.46 (t, 2H, CH2-NH2); 3.40-3.33 (t, 4H, 2xCH2-N3); 2.88-2.79 (t, 2H, 

CH2-NH); 2.17-2.06 (s, 2H, NH2).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 166.75; 159.39 (2C); 136.2; 105.46 (2C); 104.12; 72.46; 

70.36 (2C); 70.24 (2C); 69.8; 69.61 (3C); 69.37; 69.23 (2C); 67.18 (2C); 50.19 (2C); 41.06; 

39.33.  

MS (ESI) : calculer pour C25H42N8O9 : théorique 598.31 g.mol-1; trouver 599.32 (M + H+), 

1197.63 (2M + H+). 
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Figure 5.14. Spectromètre de masse MS (ESI) du composé 6 

 

Composé 7: 2, 5-dioxopyrrolidin-1-yl 5-(4S)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-

d]imidazol-4-yl)pentanoate 

C14H19N3O5S  

MM = 341.1 g.mol-1  

Rf : 0.35 (M2/MeOH = 8/2 v/v) 

 
 

Sous d’argon inerte, on ajoute à une solution de biotine (1 g, 4.09 mmoL), dans du 

DMF anhydre (10 mL), du NHS (0.68 g, 4.9 mmoL) et du DCC (0.8 g, 4.09 mmoL). La solution 

est ensuite laissée sous agitation magnétique à température ambiante. Après une nuit, le 

DCU précipite. La solution est alors filtrée puis concentrée, ensuite lavée par Et2O (2 x 50 mL) 

et par de l’isopropanol (30 mL). Après séchage à sec avec P2O5, on obtient le composé 7 sous 

forme d’une poudre blanche introduite directement sans purification ultérieure dans l’étape 

suivante; m = 1.29 g, 93%. 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 6.41 (d, 2H, J = 19.3 Hz); 4.30 (m, 1H); 4.14 (m, 1H); 3.10 

(m, 1H); 2.92-2.55 (m, 8H); 1.71-1.31 (m, 6H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 170.7; 163.1; 61.4; 59.6; 55.7; 33.8; 31.2; 30.4; 28.3; 24.9. 
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Composé 8 : 3, 5-bis(2-(2-(2-azidoethoxy) ethoxy) ethoxy)-N- (2-(2-(2-(5-((4S)-

2-oxohexahydro-1 H-thieno [3, 4-d]imidazol-4-yl) pentanamido) ethoxy) 

ethoxy) ethyl) benzamide 

C35H56N10O11S  

MM = 824.39 g.mol-1 

Rf : 0.35 (M2/MeOH = 9/1 
v/v) 

  
 

Sous atmosphère inerte d’argon, on ajoute à une solution du composé 6 (0.2 g, 0.51 

mmoL) dans 5 mL de DMF anhydre, Et3N (0.14 mL, 1.01 mmoL) et la biotine-NHS 7 (0.35 g, 

1.01 mmoL). Le mélange est mis sous agitation à température ambiante 24h. Après avoir 

observée la fin de la réaction par chromatographie sur couche mince (M2/MeOH 9/1 v/v). La 

solution est alors concentrée sous pression réduite. Le produit est ensuite purifié par 

chromatographie sur colonne (éluant M2/MeOH 9.7/0.3 jusqu’à 8.5/1.5 v/v). Le composé 8 

est obtenu après concentration sous forme huileuse; m = 0.26 g, 62.05%.  

1H NMR (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) : 7.05-7.01(s,2H, 2 x CH=C); 6.74-6.70(s,1H, 2 x CH=C); 

4.52-4.45 (m, 1H, CH-N); 4.32-4.25 (m, 1H, CH-N); 4.20-4.13 (m, 4H, 2 x OCH2); 3.90-3.83 

(m, 4H, 2 x OCH2); 3.70-3.61 (m, 20H, 10 x OCH2); 3.60-3.52 (m, 4H, 2 x CH2-N); 3.41-3.29 

(m, 6H, CH-S, 2 x CH2-N3, CH2-S); 3.22-3.13 (m, 1H, CH2-S); 2.96-2.87 (m, 1H, CH2-S); 2.24-

2.14 (t, 2H, CH2-CO); 1.79-1.50 (m, 4H, 2 x CH2); 1.82-1.36 (m, 2H, CH2).  

13C NMR (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) : 174.5; 173.06; 167.96; 159.66 (2C); 135.82; 105.34 (2C); 

104.01; 70 (2C); 69.73 (2C); 69.48 (2C); 69.46; 69.33 (2C); 68.97(2C); 68.79; 68.70; 67.12 

(2C); 61.50; 59.75; 55.15; 49.93 (2C); 39.23; 39.10; 38.43; 34.90; 27.91; 27.65; 24.98.  

MS (ESI) : calculer pour C35H56N10O11S : théorique 824.39 g.mol-1; trouver 847.5 (M + Na+). 

 

Figure 5.15. Spectromètre 1H RMN du composé 8 
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Figure 5.16. Spectromètre RMN 13C du composé 8 

 

Figure 5.17. Spectromètre de masse MS (ESI) du composé 8 

 

Composé 9: 3, 5-bis(2-(2-(2-triazole - espaceur HEG-F3B-CPG ethoxy) ethoxy) 

ethoxy)-N- (2-(2-(2-(5-((4S)-2-oxohexahydro-1 H-thieno [3, 4-d]imidazol-4-yl) 

pentanamido) ethoxy) ethoxy) ethyl) benzamide 
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Couplage en utilisation de micro-ondes. Une demi synthèse (500 nmol) de CPG-F3B-

espaceur HEG- alcyne ou CPG-Contrôle- espaceur HEG- alcyne est repris dans 90 µl de 

tampon DMSO/t-BuOH (3/1 : v/v) dans une tube de microonde. On additionne une solution 

100µl de composé 8 (2 eq, de solution 10 mM dans DMSO anhydre), 150 µl de TBTA (30 eq, 

de solution 100 mM dans DMF anhydre), 35 µl du NaAsc (50 eq, de solution 1 M dans H2O 

BM), dégazé le mélange réactionnel sous atmosphère inerte d’argon. On ajoute 125 µl de 

CuSO4 (25 eq, de solution 100 mM dans H2O BM). Le mélange est ensuite mis dans la 

microonde 100W à 45°C pendant 30 min. 5 Cycles dans la microonde, entre chaque cycle, le 

mélange réactionnel est dégazé et rajouté 10 µl du NaAsc. Le mélange réactionnel a ensuite 

été centrifugé pour éliminer le surnageant. Les billes ont été lavées avec 300µl du DMF, 2 

fois avec une solution d'EDTA 300µl à 0,5 M PH8 et une fois avec de l'eau 300µl pour obtenir 

le composé 9. 

 

Composé 10: 3, 5-bis(2-(2-(2-triazole - espaceur HEG-F3B ethoxy) ethoxy) 

ethoxy)-N- (2-(2-(2-(5-((4S)-2-oxohexahydro-1 H-thieno [3, 4-d]imidazol-4-yl) 

pentanamido) ethoxy) ethoxy) ethyl) benzamide 

 
 

Les supports solides portant les Biotine-dendron- espaceur HEG-2F3B et Biotine-

dendron- espaceur HEG-2Contrôle (composé 9) sont transférés dans deux tubes eppendorf 2 

ml à bouchon vissé et incubés dans 500 µl d’ammoniaque concentrée 28-30%, sous agitation 

à 55 °C pendant 5h. Le milieu est progressivement laissé refroidir à température ambiante 2 

min. Chaque brut de déprotection a été transféré dans un nouveau tube eppendorf sous 

l'hotte et les billes sont rincées par de l’eau (4 x 200µL). Le mélange brut de déprotection est 

alors évaporé sous pression réduite à l'aide d'un appareil Speed-vac. Les oligonucléotides 

sont ensuite purifiés par gel d'acrylamide 10 % pour obtenir le composé 10. Les 

oligonucléotides purifiés sont quantifiés par Nanodrop et analysés par spectrométrie de 

masse MALDI-TOF (Figure 5.18). 

MALDI-TOF: calculer pour Biotine-dendron-2F3B : théorique 25425 g.mol-1; trouver 25395 

(M + H+), 50724 (2M + H+).  
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MALDI-TOF: calculer pour Biotine-dendron-2Controle : théorique 25425 g.mol-1; trouver 

25407 (M + H+), 50612 (2M + H+), 75527 (3M + H+) et 100787 (4M + H+). 

 

Figure 5.18. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de biotine-dendron- espaceur HEG-

2F3B (à gauche) et de son biotine-dendron- espaceur HEG-2Contrôle (à droite) 

 

Composé 11: N-(2-(2-(2-((4-methoxyphenyl) diphenylmethylamino) ethoxy) 

ethoxy)ethyl) -3,5-bis(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzamide 

C45H58N8O10  

MM = 870.43 g.mol-1 

 

 

 

 

À une solution du composé 6 (0.4 g, 0.67 mmoL) dans du DMF anhydre (10 ml), du 

K2CO3 (93 mg, 0.67 mmoL), une solution du MMTr-Cl (0.25 g, 0.81 m.moL) dans 5 ml du DMF 

anhydre à été additionné goutte à goutte. Après, la solution est mise sous agitation 24h à 

70°C. La réaction à été suivi par chromatographie sur couche mince (M2 : MeOH 9 : 1 v/v). 

Lendemain, la solution est alors éliminée sous vide. Le résidu est donc solubilisé dans 50 mL 

de CH2Cl2, puis successivement lavé par trois fois 50 mL d’eau et une fois par 50 mL d’une 

solution aqueuse saturée de chlorure de sodium. La phase organique est séchée sur sulfate 

de sodium anhydre puis le solvant est éliminé sous pression réduite. On obtient 11 après 

purification par chromatographie (éluant M2 jusqu'à M2/MeOH 9/1 v/v) sous forme d’une 

huile colorée; m = 0.502 g, 75%. 
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Composé 12: MMTr-HN-dendron- espaceur HEG-2F3B-2NHFmoc-CPG 

 
 

Couplage en utilisation de micro-ondes. Une demi-synthèse (500 nmol) d’alcyne- 

espaceur HEG-F3B-NHFmoc–CPG ou alcyne- espaceur HEG- Contrôle –NHFmoc-CPG est 

repris dans 100 µl de tampon DMSO/t-BuOH (3:1) dans un tube de microonde. On 

additionne une solution 100 µl de composé 11 (2 eq, de solution 10 mM dans DMSO 

anhydre), dégazé le mélange réactionnel sous atmosphère inerte d’argon, 150 µl de TBTA 

(30 eq, de solution 100 mM dans DMSO/t-BuOH (3:1)), dégazé le mélange réactionnel sous 

atmosphère inerte d’argon, 35 µl du NaAsc (50 eq, de solution 1 M dans H2O BM), dégazé le 

mélange réactionnel sous atmosphère inerte d’argon. On ajoute 125 µl de CuSO4 (25 eq, de 

solution 100 mM dans H2O BM). On laisse la réaction sous agitation à 45°C pendant 1h à 750 

rpm. Le mélange est ensuite mis dans la microonde 100W à 60°C pendant 30 min. 7 Cycles 

dans la microonde, entre chaque cycle, le mélange réactionnel est dégazé et rajouté 10 µl du 

NaAsc. Le mélange réactionnel a ensuite été centrifugé pour éliminer le surnageant. Les 

billes portant les oligos ont été lavées avec 300µl du DMF, 2 fois avec une solution d'EDTA 

300µl à 0,5 M PH8 et une fois avec de l'eau 300µl pour obtenir le composé 12. 
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Composé 13: MMTr-HN-dendron- espaceur HEG-2F3B-2NH2 

 
 

Les supports solides CPG portant les MMTr-HN-dendron- espaceur HEG-2F3B-

2NHFmoc et MMTr-HN-dendron- espaceur HEG-2Contrôle -2NHFmoc (composé 12) sont 

transférés dans deux tubes eppendorf 2 ml à bouchon vissé et incubés dans 500 µl 

d’ammoniaque concentrée 28-30%, sous agitation à 55 °C pendant 5h30. Le milieu est 

progressivement laissé refroidir à température ambiante 2 min. Chaque brut de 

déprotection a été transféré dans un nouveau tube eppendorf sous l'hotte et les billes sont 

rincées par de l’eau (4 x 200µL). Le mélange brut de déprotection est alors évaporé sous 

pression réduite à l'aide d'un appareil Speed-vac. Les oligonucléotides sont ensuite purifiés 

par gel d'acrylamide 6 % pour obtenir le composé 13. Les oligonucléotides purifiés sont 

quantifiés par Nanodrop et analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 5.19). 

MALDI-TOF: calculer pour MMTr-HN-dendron- espaceur HEG-2F3B-2NH2 : théorique 25197 

g.mol-1; trouver 25109 (M + H+).  

MALDI-TOF: calculer pour MMTr-HN-dendron- espaceur HEG-2Contrôle -2NH2 : théorique 

25197 g.mol-1; trouver 25091 (M + H+). 

 

Figure 5.19. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de MMTr-HN-dendron- espaceur 

HEG-2F3B-2NH2 (à gauche) et de son MMTr-HN-dendron- espaceur HEG-2Contrôle -2NH2 (à droite) 



Chapitre 5 : Parti expérimental 

161 
 

Composé 14: H2N-dendron- espaceur HEG-2F3B-2DOTA 

 
 

50 n.mol de MMTr-HN-dendron-espaceur HEG-2F3B-2NH2 ou MMTr-HN-dendron- 

espaceur HEG-2Contrôle -2NH2 (composé 13) sont repris dans 150 μl de tampon de 

couplage. On additionne une solution de DOTA-NHS ester (1 mg, 100 eq) dans 30 μl de DMF 

anhydre en trois fois. Entre chaque addition, on laisse la réaction sous agitation à 45°C 

pendant 1h à 750 rpm. Après la dernière addition, l’incubation est maintenue une nuit sous 

agitation à 750 rpm à 25°C. Lendemain, les oligonucléotides ont été évaporé à sec, un 

traitement acide par une solution aqueuse d’acide acétique 80 % à 25°C pendant 1h30 à 750 

rpm, a permis la déprotection du groupement MMTr. Les oligonucléotides sont ensuite 

purifiés par gel d'acrylamide 6 % pour obtenir le composé 14. Les oligonucléotides purifiés 

sont quantifiés par Nanodrop à 260 nm avec un rendement 46 % pour H2N-dendron- 

espaceur HEG-2F3B-2DOTA et 60 % pour H2N-dendron- espaceur HEG-2Contrôle -2DOTA et 

sont analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 5.20). 

MALDI-TOF: calculer pour H2N-dendron- espaceur HEG-2F3B-2DOTA: théorique 25702 

g.mol-1; trouver 25644 (M + H+).  

 

Figure 5.20. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de H2N-dendron- espaceur HEG-2F3B-

2DOTA 
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Composé 15: biotine-dendron-N3-F3B 

 
10 nmol du F3B-espaceur HEG- alcyne-NH2 ou Contrôle-espaceur HEG- alcyne-NH2 

sont repris dans 10 µl H2O BM. On additionne une solution 9 µl du composé 8 (10 eq, de 

solution 100 mM dans DMSO), 4 µl de TBTA (de solution 100 mM dans DMSO/t-BuOH 3/1 

v/v), 2 µl de CuCl (de solution 100 mM dans DMSO/t-BuOH 3/1 v/v) et 10 µl du NaAsc (de 

solution 100 mM dans H2O BM), dégazé le mélange réactionnel sous atmosphère inerte 

d’argon. On laisse la réaction sous agitation à 45°C pendant 3h à 750 rpm. Ensuite, 10 µl du 

NaAsc est ajouté, le mélange est laissé sous agitation à 45°C une nuit à 750 rpm. Lendemain, 

le mélange réactionnel est alors évaporé sous pression réduite à l'aide d'un appareil Speed-

vac. Les oligonucléotides sont ensuite purifiés par CLHP sur une colonne HEG pour obtenir le 

composé 15. Les oligonucléotides purifiés sont quantifiés par Nanodrop avec un rendement 

12 % pour Biotine-dendron (1N3)- espaceur HEG-1F3B-1NH2 et 15 % pour Biotine-dendron 

(1N3)- espaceur HEG-1Contrôle -1NH2 et sont analysés par spectrométrie de masse MALDI-

TOF (Figure 5.21). 

MALDI-TOF: calculer pour Biotine-dendron (1N3)- espaceur HEG-1F3B-1NH2 : théorique 

14176 g.mol-1; trouver 14495 (M + H+). 

MALDI-TOF: calculer pour Biotine-dendron (1N3)-espaceur HEG-1Contrôle-1NH2 : théorique 

14176 g.mol-1; trouver 14491 (M + H+). 

 

Figure 5.21. Spectrométrie de masse (Maldi-ToF, mode positif) de biotine-dendron-N3-F3B (à gauche) 

et de son biotine-dendron-N3-Controle (à droite) 
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Composé 16 : 3-azidopropan-1-ol 

C3H7N3O 

MM = 101.06 g.mol-1 
N3 OH  

 

Dans un tricol de 100 mL, 2 g (14.4 mmoL, 1.30 mL) de 1-bromo-3-propanol sont 

dilués dans 20 mL de DMF anhydre. Après addition de 1.41 g d’azoture de sodium (21.6 

mmoL), le milieu est alors agité et chauffé à 80 °C pendant 8h. La réaction est stoppée par 

l’ajout de 200 mL d’eau et le milieu à AcOEt (3 x 20 mL). Les phases organiques sont 

regroupées puis lavé par 3 fois 100 mL d’eau et une fois avec une solution aqueuse saturée 

de chlorure de sodium (3 x 100 mL). La phase organique est séchée sur sulfate de sodium 

anhydre puis évaporée sous pression réduite. On obtient le composé 16 sous forme d’une 

huile jaune, le produit utilisé sans autre purification, m = 1.01 g, 69%. 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 3.74-3.68 (t, 2H); 3.44-3.39 (t, 2H); 1.82-1.76 (m, 2H).  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 59.8; 48.4; 31.4. 

 

Composé 17 : 3-azidopropyl 4-methylbenzenesulfonate 

C10H13N3O3S 

MM = 255.29 g.mol-1 
N3 OTs  

 

Dans un tricol de 250 mL, on ajoute 8 mL d’une solution de NaOH à 50% à une 

solution de composé 16 (0.5 g, 4.9 mmoL) dans 50 mL de THF. Le milieu réactionnel est agité 

à 0 °C pendant 30 min avant addition aux gouttes à gouttes via une ampoule à brome 4,20 g 

(22,1 mmoL) de TsCl dissous dans 50 mL de THF. Après 8h d’agitation, le milieu est dilué avec 

de l’eau et extrait au CHCl3 (3 x 30 mL). Les phases organiques sont regroupées puis lavées 

avec une solution de NaCl saturé (100 mL). Après élimination des produits secondaires, la 

solution est séchée par Na2SO4 et concentrée. On obtient, après purification par 

chromatographie (éluant M2/Hexane 5/5 v/v), le composé 17 sous forme d’une huile jaune-

orangé; m = 0.354 g, 28%.  

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 7.81-7.74 (d, 2H); 7.42-7.35 (d, 2H); 4.19-4.12 (t, 2H); 

3.43-3.39 (t, 2H); 2.49-2.44 (s, 3H); 1.89-1.82 (m, 2H).  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 145.1; 132.7; 123; 128; 67; 47.3; 28.5; 21.7.  
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Composé 18 : tert-butyl 3-aminopropylcarbamate 

C8H18N2O2 

MM = 174.14 g.mol-1 N
H

NH2

Boc

 
 

Dans un tricol de 500 mL sous atmosphère inerte, contenant le 1,3-diaminopropane 

(6.76 mL, 81 mmoL) dans 200 mL de DCM anhydre, on additionne très lentement via une 

ampoule à brome 3.53 g (16.2 mmoL) de dicarbonate de di-tert-butyle dissous dans 100 mL 

de DCM anhydre. Après 2h d’agitation à TA, le milieu réactionnel est filtré sur fritté, le 

précipité est lavé au DCM et le filtrat récupéré et évaporé à sec. L’huile formée est mise en 

solution dans du Et2O et la phase organique est lavée avec une solution de K2CO3 saturée. La 

phase organique est séchée sur Na2SO4 puis le solvant est évaporé. On récupère le composé 

18 sous forme d’une huile incolore; m = 2.568 g, 94%. 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 3.26-3.16 (q, 2H); 2.73-2.68 (q, 3H); 1.63-1.57 (m, 5H); 

1.48-1.41 (s, 9H).  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 156.15; 39.8; 39.8; 38.3; 37.2; 33.4; 31.2; 28.4. 

 

Composé 19 : N-(3-bromopropyl)-2,2,2-trifluoroacetamide 

C5H7BrF3NO 

MM = 234.01 g.mol-1 Br N
H

TFA

 
 

Dans un bicol de 250 mL, contenant du bromhydrate de 3-bromopropan-1-amine (4 

g, 18.3 mmoL) en solution dans 100 mL de méthanol, on additionne 14.8 mL (11 mmoL) de 

triéthylamine et le milieu réactionnel est mis à 0°C et 13 mL (11 mmoL) de TFA sont ajoutés. 

Après 3h d’agitation à 0°C, le solvant est évaporé puis le résidu mis en solution dans 100 mL 

de DCM. La solution est lavée avec de l’eau (100 mL) puis une solution de NaHCO3 saturée (2 

x 100 mL) et par une solution de NaCl saturée (100 mL). La phase organique est séchée sur 

Na2SO4 puis le solvant est évaporé. On récupère le composé 19 sous forme d’une poudre 

jaune; m = 3.4 g, 80%. 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 6.87-6.76 (s, 1H); 3.66-3.53 (q, 2H); 3.46-3.41 (m, 2H); 

2.23-2.18 (m, 2H). 

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 157.4; 117.6; 113.8; 38.6; 31.2; 30. 
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Composé 20 : tert-butyl 3-(3-azidopropylamino)propylcarbamate 

C11H23N5O2 

MM = 257.33 g.mol-1 N
H

N
H

Boc
N3

 
 

Dans un ballon de 25 mL sous atmosphère inerte contenant 103 mg (0.58 mmoL) de 

composé 18 en solution dans 10 mL d’acetonitrile anhydre, on ajoute 342 mg de KF suivi de 

150 mg (0.58 mmoL) de composé 17. Après 3 jours d’agitation à 50°C, le milieu est filtré sur 

frité puis le filtrat est récupéré et évaporé. On obtient 20 après purification par 

chromatographie (éluant CH2Cl2/MeOH/ NH3 1% : 100/2.5/1 v/v/v) sous forme d’une huile 

jaune-orangée; m = 70 mg, 47%. 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 3.46-3.39 (t, 2H); 3.18-3.10 (m, 2H); 2.67-2.58 (m, 2H); 

1.83-1.78 (m, 2H); 1.69-1.61 (t, 2H); 1.48-1.37 (s, 9H).  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 156.8; 78.1; 37.2; 28.8; 27.9; 27. 

 

Composé 21 : N-(3-azidopropyl)-N-(3-(2,2,2-trifluoroacetamide)propyl)-N-

tert-butyl 3-aminopropylcarbamate 

C16H29F3N6O3 

MM = 410.44 g.mol-1 N
H

N
Boc

N3

NH

TFA  
 

Dans un ballon de 25 mL sous atmosphère inerte contenant 70.5 mg (0.27 mmoL) 

de composé 20 en solution dans 5 mL d’acetonitrile anhydre, on ajoute 160 mg (2,7 mmoL) 

de KF suivi de 64 mg (0,27 mmoL) de composé 19. Après 3 jours d’agitation à 50°C, le milieu 

est filtré sur frité puis le filtrat récupéré et évaporé. On obtient 21 après purification par 

chromatographie (éluant CH2Cl2/MeOH/ NH3 1% : 100/2.5/1 v/v/v) sous forme d’une huile 

jaune-orangée; m = 39 mg, 35%. 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 3.46-3.39 (t, 4H); 3.18-3.10 (m, 2H); 2.64-2.47 (m, 6H); 

1.80-1.75 (m, 4H); 1.69-1.59 (t, 2H); 1.44-1.37 (s, 9H).  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 156.8; 78.1; 37.2; 28.8; 27.9; 27. 
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MS (ESI) : calculer pour C16H29F3N6O3 : théorique 410.44 g.mol-1; trouver 409.2 (M - H+). 

 

 

Figure 2.22. Spectromètre de masse MS (ESI) du composé 21 

 

Composé 22 : N-(3-aminoopropyl)-N-(3-(2,2,2-trifluoroacetamide)propyl)-N-

tert-butyl 3-aminopropylcarbamate 

C16H31F3N4O3 
MM = 384.44 g.mol-1 N

H
N

NH

Boc
NH2

TFA  
 

Dans un tube eppendorf de 2 mL muni d’un bouchon, contenant 80 mg (0.3 mmoL) 

de résine de PPh3 et 0.3 mL de THF anhydre, on additionne 25 mg (0.06 mmoL) de composé 

21. Après 2h d’agitation à TA, on additionne 0.5 mL d’eau. Les billes de PPh3 sont évacuées et 

le solvant évaporé. On récupère le produit pur suivant CCM sous la forme d’une huile jaune 

orangée, utilisé tel quel pour l’étape suivante; m = 84.2 mg, 73%. 
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Composé 23 : 6-(3,5-bis(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzamido) 

hexanoic acid 

C25H39N7O9 
MM = 581.62 g.mol-1 

O

O N3

O

O

O

O

O N3

N
H

HO

O

 
 

Dans un bicol de 100 mL contenant 130 mg (0.23 mmoL) de composé 5 en solution 

dans 15 mL de DMF anhydre, on additionne goutte à goutte en 1h, 52 mg (0.39 mmoL) 

d’acide aminocaproique dissous dans 15 mL de NaHCO3 1M. Après 24 h d’agitation à TA, on 

neutralise avec 15 mL d’HCl 1N puis on extrait au DCM (3 x 40 mL). Les phases organiques 

sont regroupées et évaporées. On obtient 23 après purification par chromatographie (éluant 

M2 AcOH 2% : v/v) sous forme d’une huile jaune-orangée; m = 0.652 g, 50.2%. 

 

Composé 24 : methyl 2,5-dioxo-2H-pyrrole-1(5H)-carboxylate 

C6H5NO4 

MM = 155.11 g.mol-1 

N

O

O

OMe

O

 
 

Dans un bicol de 250 mL, contenant du maléimide (2 g, 0.2 mmoL) en solution dans 

80 mL d’AcOH, on additionne 2 mL (0.21 mmoL) de N-methyl morpholine et le milieu 

réactionnel est mis à 0°C pendant 10 min. on additionne ensuite 2 mL 

demethylchloroformate dans 5 mL d’AcOEt. L’agitation est maintenue 1h à TA, le milieu 

réactionnel est dilué avec 100 mL d’AcOEt puis lavée avec une solution de NaHCO3 saturée 

(2 x 100 mL) et par une solution de NaCl saturée (100 mL). La phase organique est séchée sur 

Na2SO4 puis le solvant est évaporé. On récupère le composé 24 sous forme d’une poudre; m 

= 1.28 g, 41.2%. 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 6.91-6.86 (d, 2H); 4-3.92 (s, 3H).  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 165.8; 148; 146; 54.9. 
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Composé 25 : methyl 3,5-bis(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)benzoate 

C20H34N2O8 

MM = 430.49 g.mol-1 

O

O NH2

O

O
O

OCH3

O

O NH2

 
 

Dans un ballon de 10 mL contenant 100 mg (0.21 mmoL) 4 en solution dans 5 mL de 

THF et 0.3 mL d’eau, on additionne 170 mg (0.64 mmoL) de PPh3. Après 24 h d’agitation à 

TA, le THF est évaporé et 10 mL d’eau sont ajoutés au résidu. Le milieu est lavé au DCM (3 x 

50 mL). La phase aqueuse est récupérée et l’eau est évaporée. Le brut est filtré sur silice. On 

obtient 25 sous forme d’une huile jaune orangée; m = 0.69 g, 97%.  

 

Composé 26: 1,2-bis(2-azidoethoxy)-ethane 

C6H12N6O2  

MM = 200.01 g.mol-1 
N3

O
O

N3  

 

A un mélange de DMF/H2O (9/1 : 200 mL v/v) est additionné du 

dichlorotriethylglycol (8.91 mL, 56.7 mmoL) et de l’azoture de sodium (11.05 g, 170 mmoL). 

Le mélange est alors agité 22h à 80°C. Après retour à température ambiante, le composé est 

extrait avec Et2O (3 x 50 mL); la phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre et 

concentrée sous pression réduite. On obtient le composé 26 sous forme d’une huile 

incolore; m= 9.1 g, 80%. 

 

Composé 27 : 2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethanamine 

C6H14N4O2  

MM = 174.11 g.mol-1 

Rf : 0.25 (M2/MeOH = 9/1 v/v) 

N3
O

O
H2N  

 

L’intermédiaire diazido-TEG 26 (8 g, 40 mmoL) est ajouté à une solution aqueuse de 

HCl (1M, 70 mL), THF (14 mL) et Et2O (70 mL) sous agitation forte à 0°C pendant 10 minutes. 

PPh3 (10.5 g, 40 mmoL) en solution dans Et2O (75 mL), est additionné par portions sur 1h à 

0°C puis l’agitation est maintenue pendant 20 h à température ambiante. La solution est 
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diluée avec HCl (50 mL, 4N) et la phase organique est lavée avec d’HCl (2x50 mL, 4N). La 

phase aqueuse est ensuite lavée avec Et2O (3x50 mL), puis NaOH solide est ajoutée sur la 

phase aqueuse jusqu’à pH=14; le composé est alors extrait par CH2Cl2 (3x50 mL), séchée sur 

sulfate de sodium anhydre et concentré sous pression réduite. On obtient le produit 27 sous 

forme d’une huile incolore; m=4.85 g, 70%.  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 3.45-3.73 (m, 6H, 3 x CH2-O); 3.49-3.56 (m, 2H, CH2); 

3.37-3.45 (m, 2H, CH2-N3); 2.84-2.92 (m, 2H, CH2-NH2).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) : 73.1; 70.2; 69.8; 69.6; 50.2; 41.3.  

MS (ESI) : calculer pour C6H14N4O2 : 174.1 g.mol-1; trouver [M+H]+: 174.9 g.mol-1. 

 

Composé 28 : N-(2-{{{2-(2-azidoethoxy)ethoxy}}}ethyl)-5-[(4R)-2-

oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl]pentanamide 

C16H28N6O4S 
MM = 400.19 g.mol-1 
Rf : 0.30 (M2/MeOH = 8.5/1.5 v/v) 
 

 

O

NH

O
S

HN

H
N

O
O

N3

HH

 
 

Sous d’argon inerte, on ajoute à une solution du composé 7 (0.3 g, 0.88 mmoL), 

dans du DMF anhydre (10 mL), de l'Et3N distillé (0.68 mL, 4.87 mmoL). Une solution du 27 

(0.23 g, 1.32 mmoL) dans 2 mL du DMF anhydre à été additionné goutte à goutte. Après la 

fin de l’addition, le milieu est agité une nuit à température ambiante. La réaction à été suivi 

par chromatographie sur couche mince (M2/MeOH : 8/2 v/v). Lendemain; la solution est 

alors évaporée à sec, ensuite lavée par Et2O (2x50 mL). On obtient, après concentration par 

chromatographie sur colonne (élution M2/MeOH : 9.5/0.5 v/v jusqu'à M2/MeOH : 8.5/1.5 

v/v), le composé 28 sous forme d'une poudre blanche m=0.27 g, 64 %.  

1H NMR (300 MHz, MeOD-d4) δ (ppm) : 4.55-4.48 (m, 1H, CH-NH); 4.36-4.29 (m, 1H, CH-NH); 

3.74-3.61 (m, 8H, 4xCH2); 3.6-3.53 (m, 3H, CH); 3.43-3.34 (m, 6H, 3xCH2); 3.26-3.18 (m, 

1H, CH2-S); 2.56-2.47 (m, 1H, CH2-S); 2.43-2.34 (m, 1H, CH2-S); 2.28-2.19 (m, 2H, CH2-CO); 

1.8-1.56 (m, 4H, 2xCH2); 1.51-1.38 (m, 2H, CH2).  

13C NMR (75 MHz, MeOD-d4) δ (ppm) : 174.7; 164.7; 70.1; 69.9; 69.7; 69.2; 62; 60; 55.6; 50; 

39.7; 38.9; 35.4; 28.4; 28; 25.5.  

13C NMR (DEPT) (75 MHz, MeOD-d4) δ (ppm) : 70.1; 69.9; 69.7; 69.3; 61.9; 60.2; 55.6; 50.3; 

39.7; 38.9; 35.4; 28.4; 28.1; 25.5. 
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Composé 29 : N-(2-{{{2-(2-aminoethoxy)ethoxy}}}ethyl)-5-[(4R)-2-

oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl]pentanamide 

C16H30N4O4S 
MM = 374.2 g.mol-1 
Rf : 0.15 (M2/MeOH = 8/2 v/v) 

 

O

NH

O
S

HN
H
N

O
O

NH2

HH

 
 

Dans un tube eppondorf de 2 mL muni d’un bouchon vissé, contenant 0.25 g (0.75 

mmoL) de résine de PPh3 et 0.7 mL de DMF anhydre, une solution du 28 (0.15 g, 0.37 mmoL) 

dans 0.3 mL du DMF anhydre à été additionné. Après la fin de l’addition, le milieu est agité 

3h à température ambiante, on additionne (0.19 mL, 9.37 mmoL) d’eau et le milieu est 

encore agité 15h à température ambiante. La réaction à été suivi par chromatographie sur 

couche mince (M2/MeOH : 8/2 v/v). Les billes de PPh3 sont évacuées et le solvant évaporé. 

On récupère le produit 29 pur sous la forme d’une poudre blanche m=0.14 g, 98.3%. 

1H NMR (300 MHz, MeOD-d4) δ (ppm) : 4.55-4.48 (m, 1H, CH-NH); 4.36-4.28 (m, 1H, CH-NH); 

3.69-3.50 (m, 8H, 4xCH2); 3.43-3.29 (m, 4H, 2xCH2); 3.27-3.17 (m, 1H, CH2-S); 2.95-2.89 

(m, 2H, CH2-NH2); 2.76-2.66 (m, 1H, CH2-S); 2.56-2.43 (m, 2H, CH2-S); 2.29-2.18 (m, 2H, 

CH2-CO); 1.81-1.56 (m, 4H, 2xCH2); 1.51-1.41 (m, 2H, CH2).  

13C NMR (75 MHz, MeOD-d4) δ (ppm) : 174.7; 163.4; 70.4; 70; 69.9; 69.3; 62; 60; 55.6; 40.3; 

39.7; 38.9; 35.6; 28.4; 28.1; 25.5.  

MS (ESI) : calculer pour C16H30N4O4S : 374.2 g.mol-1; Trouver : [M+H]+: 375.3 g.mol-1. 

 

Figure 5.23. Spectromètre de masse MS (ESI) du composé 29 
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Composé 30 : Dendrimère PAMAM-16NHS 

C174H240N42O76 

MM = 4133.62 g.mol-1 
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Sous d’argon inerte, on ajoute à une solution du dendrimère commercial PAMAM-

16COOH (0.1 g, 0.04 mmoL) dans du DMF anhydre (2 mL), du NHS (0.12 g, 0.93 mmoL) et du 

DCC (0.19 g, 0.93 mmoL). La solution est ensuite laissée sous agitation magnétique 24h à 

température ambiante, le mélange est ensuite filtré. Le filtrat est alors éliminé sous pression 

réduite. Puis rincée plusieurs fois avec CH2Cl2 jusqu’à élimination complète du DCU. On 

obtient le produit 30 sous forme d’huile visco introduite directement sans purification 

ultérieure dans l’étape suivante, m= 0.15 g, 93.1%. 
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Composé 31 : Dendrimère PAMAM(15NHS)-Biotine 

 
 
C186H265N45O77S 
MM = 4395.41 g.mol-1 
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Sous d’argon inerte, on ajoute à une solution du composé 30 (2.5 mg, 6.67 µmoL, 1 

eq), dans du DMF anhydre (1.2 mL), de l'Et3N distillé (1.39 µL, 10.01 µmoL), une solution du 

29 (27.59 mg, 6.67 µmoL, 1 eq) dans 1 mL du DMF anhydre à été additionné goutte à goutte. 

Après la fin de l’addition, le milieu est agité une nuit à température ambiante. Lendemain, la 

solution est alors évaporée à sec, ensuite lavée par Et2O (2 x 1 mL). Le composé 31 est 

obtenu sous forme d’une huile visco m= 26.3 mg, 89.76%. 
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Modifications chimiques des aptamères, pour des applications en imagerie biomédicale 

Résumé : l’objectif de ma thèse a été de développer de nouvelles sondes utilisables en imagerie 
biomédicale, basées sur l’utilisation d’aptamères, pour la détection de deux types de tumeurs : les 
glioblastomes et les mélanomes. Les traceurs développés ont pour objectif de cibler la protéine 
matricielle hMMP-9. Lors d’une thèse précédente, un aptamère anti hMMP-9 noté F3B a été obtenu. 
Afin de transformer cet aptamère en une sonde pour l’imagerie biomédicale, différents conjugués 
F3B ont été préparés: Cy5, DOTA ou MAG3. L’affinité des nouveaux conjugués pour l’hMMP-9 a été 
évaluée par SPR et sur coupes de tumeurs. Des études de biodistribution des conjugués F3B-DOTA et 
F3B-MAG3 ont été réalisées sur des souris portant le mélanome, les résultats ont montré que les 
deux aptamères marqués détectent spécifiquement l’hMMP-9. De plus, la détection de la protéine 
hMMP-9 par le conjugué F3B-CY5 a été confirmée par imagerie de fluorescence.  

Afin d’améliorer la sensibilité de détection des tumeurs, deux types de modifications ont été 
envisagées, développer des structures multimériques de F3B et élaborer d’un système bi-
fonctionnel. Pour ces deux approches, nous avons synthétisé un dendrimère à point focal, pouvant 
donner accès à une imagerie multi-modale. Ce dendrimère porte deux ou trois bras espaceur 
porteurs d’un groupement azoture utilisé pour le couplage avec les aptamères par la chimie «click». 
Le dendrimère porte au point focal une fonction amine NH2 utilisée pour fixer une biotine, afin de 
déterminer l'affinité Kd de cette nouvelle sonde par SPR. Par la suite un ligand DOTA sera fixé afin de 
pouvoir visualiser ce traceur en TEMP. 

Mots-clés : Aptamère, SELEX, MMP-9, Mélanome, Imagerie biomédicale, Chimie «click», Dendrimère, 
Tumeur. 

Chemical modifications of aptamers, for biomedical imagery applications 

Abstract: The aim of my thesis was to develop new probes that can be used in biomedical imaging, 
based on the use of aptamers for the detection of two types of tumors: glioblastomas and 
melanomas. Tracers have been developed with the aim to target the matrix protein hMMP-9. In a 
thesis, an aptamer anti-hMMP-9 noted F3B was obtained. Based on this compound, different 
derivatives were prepared for using in biomedical imaging: F3B-Cy5, F3B-DOTA or F3B-MAG3. The 
affinity of the new conjugates for hMMP-9 was evaluated by SPR and on sections of human 
melanomas. Biodistribution studies of F3B-DOTA conjugates and F3B-MAG3 were performed at on 
melanoma bearing mice, the results showed that both radiolabeled aptamers specifically detected 
the hMMP-9. In addition, optical fluorescence imaging confirmed the binding to hMMP-9 by F3B-
CY5.  

In order to improve tumor detection sensitivity, two types of modifications were investigated: 
developing of F3B multimeric structures and a bi-functional system. For both these approaches, we 
synthesized a dendrimer with a focal point, which could give access to a multi-modal imaging. This 
dendrimer has two or three spacers bearing an azide group used for coupling with aptamers by 
"click" chemistry. The dendrimer carrying at the focal point an amine function NH2 used for fixing 
biotin in order to determine the affinity Kd of this new probe by using SPR. A DOTA ligand will be fixed 
later in order to view this tracer in SPECT. 

Keywords: Aptamer, SELEX, MMP-9, Melanoma, Biomedical imaging, Click chemistry, Dendrimer, 
Tumor. 
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