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LISTE DES ABBREVIATIONS 
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A Adénine 

C Cytosine 

CCM Chromatographie sur Couche Mince  

CDCl3 Chloroforme deutéré 

CH2Cl2 Dichlorométhane 

d Doublet 

DMF Diméthyl formamide 

DMSO Diméthyl sulphoxide 

ds26 5’-d(CAATCGGATCG AATTCGATCCGATTG) 

EtOAc Acétate d’éthyle 

F21T 5’-d(GGG(TTAGGG)3) 

FAM 6-carboxyfluorescéine 

Fenyl meso-tetrakis[(4-(N-methylpyridinium-2-yl)-2,3,5,6-tetrafluorophenyl]porphyrin 

FRET Förster Resonance Energy Transfert 

Fyridine meso-tetrakis[(4-(3,4,5,6-tetrafluoro-N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]porphyrin 

Fyrrole meso-tetrakis[(4-(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]-octafluoroporphyrin 

G Guanine 

G4 G-quadruplex 

HCl Acide chlorhydrique 

HPLC High Pressure Liquid Chromatography 

IC50 concentration qui inhibe de 50% une activité 

KNO3 Nitrate de potassium 

m Multiplet 

MeCN Acétonitrile 

MeOH Méthanol 

PDB Protein Data Bank 

ppm partie par million 

q Quadruplet 

RMN Résonance magnétique nucléaire 

s Singulet 

SiO2 Silice 

SM-ES+ Spectrométrie de Masse (Electrospray positif) 

SMHR-ES+ Spectrométrie de Masse Haute Résolution  (Electrospray positif) 

T Thymine 

t Triplet 

TAMRA Carboxytétraméthylrhodamine 

TFA Acide trifluoroacétique 

TMPyP4 meso-tetrakis[4-(N-methylpyridinium)]porphyrin 

UV-vis Domaine du visible et de l’ultraviolet 
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INTRODUCTION 

De nombreuses épidémies majeures voire pandémies survenues au cours de l’histoire ont réécris les chroniques de 

l’humanité tant elles ont été dévastatrices. D’origines multiples, elles ont en commun leurs conséquences sociales, 

économiques et politiques dramatiques. Les différents épisodes de peste, notamment aux VIème, IXème et XIVème siècles, 

sont un bon exemple des ravages que peuvent occasionner de grandes périodes infectieuses.  

Les progrès de la médecine et de la pharmacie ont permis de mieux gérer et prévenir de nouveaux épisodes infectieux. 

Du développement de nouveaux médicaments à une meilleure compréhension des mécanismes pathogènes, il serait 

logique de penser que de tels évènements puissent être contenus voire être évités. Il y a cependant une multiplication 

des épisodes infectieux depuis le début de l’époque moderne. 

 

En effet, au cours du siècle dernier, l’humanité a vu émerger près de dix épidémies majeures dont certaines ont par la 

suite évolué en pandémies. Toutes sont d’origines virales et ont été transmises à l’homme par contact via un animal 

infecté. On parle alors de zoonoses, des maladies qui sont transmissibles de l’animal à l’homme et vice versa1,2. 

L’introduction de ces maladies peut s’expliquer de plusieurs façons. La domestication de certaines espèces, la 

consommation de viande d’animaux sauvages issue du braconnage ou l’industrialisation de l’élevage sont autant de 

situations qui facilitent l’apparition de zoonoses. En effet, ce rapport avec les animaux d’élevage destinés à 

l’alimentation humaine entraine un contact prolongé tout à fait propice à l’apparition de pathogènes capables de 

traverser la barrière inter-espèces. Le cas de la pandémie de SARS-Cov-2 dit Covid-19 est un bon exemple des 

conséquences que peuvent avoir une zoonose non contenue. Un autre cas bien connu de zoonose ayant entrainé une 

pandémie qui sévit encore de nos jours est celui du virus VIH-1 qui trouve son origine chez les primates non-humains.  

 

Depuis le début de la pandémie de VIH-1 déclarée officiellement dans les années 80, des millions de personnes ont été 

victimes du virus. En 2020, près de 38 millions d’individus sont infectés et presque autant sont décédés des suites de la 

maladie (site de l’ONU SIDA https://www.unaids.org/fr/resources/fact-sheet). 

À l’heure actuelle, l’OMS définit cette situation comme étant un problème majeur de santé publique. La maladie 

progresse et de nouvelles personnes découvrent chaque jour leur séropositivité. Il n’existe actuellement aucun 

traitement curatif à l’infection par le VIH-1. Ces traitements sont difficiles à mettre en place dans la mesure où peu de 

cibles sont connues chez les virus.  

 

Les virus représentent une catégorie particulière d’agents pathogènes. Ces particules nanoscopiques dont la 

qualification d’êtres vivants est sujette à débat, sont des agents infectieux définis par leur nécessité d’un hôte pour 

survivre et se propager. Ils s’accaparent la machinerie métabolique de l’hôte infecté pour se reproduire. Ils coexistent 

avec toutes les formes de vie et peuvent se retrouver au sein d’hôtes extrêmophiles3. Il en existe donc aussi bien dans 

les océans qu’en région polaire ou équatoriale.  

Les traitements anti viraux que nous avons à notre disposition sont relativement limités. En effet, à l’inverse des 

infections par d’autres pathogènes, comme des parasites ou des bactéries, les infections virales ne peuvent qu’être 

ralenties jusqu’à ce que le système immunitaire prenne le relai. Dans le cadre d’une infection par un pathogène non 
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viral, le recours à un médicament antibiotique qui souvent cible une voie métabolique propre au pathogène, mène à sa 

mort en perturbant sa biochimie. Lors d’une infection virale, les cibles, et donc les types de médicaments, sont assez 

limitées. Il existe trois grandes familles de médicaments antiviraux : ceux qui empêchent le virus de coloniser la cellule, 

ceux qui perturbent le cycle de réplication du génome viral et ceux qui bloquent la formation de nouveaux virions. Le 

premier médicament anti-viral autorisé sur le marché en 1963, est l’idoxuridine4, un inhibiteur nucléosidique d’ADN 

polymérase utilisé contre le virus de l’herpès. 

 

À l’heure actuelle, le moyen le plus efficace de se prémunir d’une infection virale est la vaccination. Ce processus 

consiste à inoculer à un patient sain des particules virales non pathogènes ou des protéines virales immunisantes. De 

ce fait, il est généré artificiellement une réponse immunitaire à une infection peu virulente. De cette manière, 

l’organisme est capable de reconnaître l’agent infectieux lors d’une véritable infection et donc de se défendre. Le 

système immunitaire serait éventuellement assisté par des médicaments antiviraux mais en aucun cas ces traitements 

ne détruisent les virions. C’est là tout l’aspect dramatique de l’infection par le virus VIH-1. Celui-ci, comme tous les virus, 

colonise les cellules de l’hôte, et détourne la machinerie cellulaire à ses propres fins de réplication. Or, les cellules 

ciblées par le VIH-1 sont justement celles du système immunitaire, rendant l’infection impossible à combattre sans 

traitement.  

Il existe actuellement un traitement symptomatique de l’infection par le VIH-1. Il consiste en l’administration de 

plusieurs médicaments antirétroviraux destinés à bloquer le cycle viral et à lutter contre la résistance en employant des 

molécules aux modes d’actions différents. Si ce traitement permet aux personnes séropositives au VIH-1 d’avoir une 

espérance de vie similaire à celle d’une personne saine et empêche la transmission du virus, il est nécessaire de trouver 

un traitement curatif afin d’endiguer la progression de la pandémie. D’autre part, Il devient indispensable de trouver 

de nouvelles cibles afin d’étoffer l’arsenal thérapeutique dont nous disposons.  

 

Lors de ces travaux de thèse, nous nous sommes intéressés à la conception de porphyrines d’or(III), pour le ciblage des 

acides nucléiques G-quadruplex (ou G4s) du virus VIH-1. Ces structures particulières d’acides nucléiques à quatre brins, 

apparaissent aujourd’hui comme des éléments clés dans la régulation des mécanismes fondamentaux du vivant et en 

particulier dans la régulation du cycle des virus, incluant le VIH-1. Cibler ces structures avec des petites molécules ou 

ligands perturbe leur fonctionnement et peut mener à l’interruption du cycle viral lorsque des G4s y sont impliqués. 

Une corrélation entre la capacité des porphyrines à lier les G4s et leur potentiel inhibiteur de la réplication du VIH-1 in 

vitro avait déjà été mise en évidence par le groupe. Durant cette thèse, les porphyrines d’or(III), ligands de G4s, seront 

conçues non seulement en vue de rechercher des meilleures molécules antivirales potentielles contre le virus du VIH-1 

mais aussi comme outil d’investigation quant aux mécanismes biologiques de G4s impliqués chez le VIH-1.  

Dans le premier chapitre bibliographique, nous aborderons les G4s ainsi que leurs implications multiples au sein du 

vivant. Les différents aspects topologiques des structures en G4 seront décrits ainsi que leurs différents rôles chez 

l’Homme, les procaryotes non viraux puis les virus. Il sera ensuite discuté de leur intérêt en tant que cibles 

thérapeutiques chez l’Homme, notamment dans les cas de cancers, ou en tant que cibles potentielles chez les micro-

organismes et en particulier les virus. Il sera présenté un ensemble de molécules appartenant à la famille des 

porphyrines ayant démontré un potentiel antiviral dû à leurs propriétés de ligands des G4s. Enfin, le chapitre se 
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poursuivra sur la place des porphyrines au sein de l’arsenal thérapeutique actuel et de leur potentiel en tant que ligand 

de G4s. Une attention particulière sera accordée aux porphyrines d’or(III) pour lesquelles nous constatons un intérêt 

grandissant en tant que molécules anti cancéreuses. Nous aborderons ensuite leur potentiel en tant que ligands de G4 

viraux et les travaux réalisés par nos collaborateurs bordelais.  

 

Dans le second chapitre, seront présentées les différentes voies de synthèse menées lors de ces travaux de thèse afin 

de préparer une sonde moléculaire à base de porphyrine d’or(III) pour réaliser des études de pull down des G4 viraux 

impliqués dans le cycle de réplication du virus VIH-1.  

Différentes porphyrines d’or(III) ont été préparées puis évaluées dans des expériences de FRET melting afin de réaliser 

une étude de relations structure/affinité. Elles ont été classées selon leur affinité pour les G4s. Cette étude a permis de 

définir la meilleure structure de base pour la construction d’un conjugué porphyrine d’or-biotine dont la synthèse sera 

ensuite décrite. 

 

Le troisième chapitre présentera les travaux de modélisation moléculaire réalisés. Dans un premier temps, la méthode 

alchimique choisie pour réaliser les études structure/affinité théoriques a été validée sur la base des résultats 

expérimentaux présentés dans le chapitre précédent. Les énergies libres d’interaction des porphyrines de la librairie de 

FRET ont été calculées. Finalement, de nouvelles porphyrines ont été modélisées suivant cette procédure et les 

premiers résultats ont mis en avant des modifications structurales potentiellement intéressantes, susceptibles 

d’augmenter l’interaction entre les porphyrines cationiques et les G4s. Les essais de synthèse desdites porphyrines 

seront également présentés. 
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CHAPITRE 1  

INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

I. Les G-quadruplex d’acides nucléiques 

I. 1. Généralités  

I. 1. i.  Définition  

Les nucléotides sont les briques constitutives du génome. Fondations des acides nucléiques du vivant que sont l’Acide 

DésoxyriboNucléique (ADN) et de l’Acide RiboNucléique (ARN), ils sont constitués d’un sucre de type ribose ou 2-

désoxyribose, d’un groupement phosphate et d’une base azotée. La structure des principales bases constitutives de 

l’ADN et de l’ARN ainsi qu’un enchaînement de plusieurs nucléotides formant un brin d’ADN sont présentés sur la 

Figure 1. La liaison entre nucléotides est une liaison phosphodiester, elle se fait entre le groupement hydroxyle en 3’ 

d’un nucléotide et le groupement hydroxyle en 5’ du suivant. Une séquence d’ADN se lit de l’extrémité 5’-OH libre vers 

l’extrémité 3’-OH libre. 

Les interactions entre les différents nucléotides permettent la structuration des brins. La structure la plus connue est 

celle de l’ADN double brin permise par les interactions de type liaisons hydrogènes entre les nucléotides deux à deux. 

Ces liaisons hydrogène se font par appariement sur la face appelée Watson-Crick (en violet sur la Figure 1)1. Le Prix 

Nobel de médecine1 qui a été attribué en 1962 à ces auteurs, sur la base des travaux de Rosalind Franklin a marqué 

l’importance de cette structure. Ces appariements dits canoniques concernent les interactions entre les bases adénine 

(A) et thymine (T), cytosine (C) et guanine (G), deux à deux de type A=T et C≡G.  

L’appariement en double brin d’ADN n’est pas le seul existant cependant. Des appariements de plusieurs types sont 

connus également, entre des bases non canoniques par exemple ou suivant une face différente de la face Watson-

Crick, qui permettent des structurations différentes indispensables au bon fonctionnement d’un organisme vivant. Ce 

sont ces dernières qui vont nous intéresser plus particulièrement. 

 

Figure 1 : a. Représentation des cinq principales bases nucléiques. b. Représentation d'un enchaînement de trois nucléotides 
dans un brin d'ADN. 
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En effet, les travaux présentés ci-après portent sur des structures d’acides nucléiques constitués d’assemblages à 

quatre brins d’ADN ou d’ARN que l’on appelle des G-quadruplex (G4s). On les appelle ainsi car ces assemblages 

supramoléculaires se forment grâce aux guanines qui interagissent via des liaisons hydrogènes par leur face 

Hoogsteen2 (en rose sur la Figure 2a) et non pas Watson-Crick (en violet sur la Figure 2a) pour former ce que l’on appelle 

un plateau (quartet en anglais) de quatre guanines. On parle aussi de tétrade de guanines. Ces plateaux peuvent se 

superposer par deux ou par trois par exemple grâce à des interactions de π-stacking entre les surfaces aromatiques des 

guanines et former un assemblage supramoléculaire (Figure 2b). Au centre de ces structures on retrouve des ions 

cationiques monovalents, potassium ou sodium, qui stabilisent encore davantage l’ensemble. 

 

I. 1. ii. Topologie des G4s  

Les G4s sont des structures qui présentent un certain polymorphisme illustré sur la Figure 33. Cette variation de 

topologie implique plusieurs aspects. On peut citer notamment l’orientation relative des brins impliqués. Par exemple, 

si tous les brins sont orientés dans le même sens, on parlera d’un G4 parallèle. Si les brins sont orientés dans le même 

sens que deux à deux, on parlera de G4 antiparallèle. Enfin, si une structure dite 3+1 présente trois brins de même sens 

et un brin de sens opposé, on parlera de G4 hybride. Il existe des G4s inter et intramoléculaires. La position relative des 

bases au sein de l’assemblage par rapport aux sucres est également un facteur de polymorphisme. En effet selon que 

 

Figure 2 : a. Structure d'un plateau de guanines b. Une représentation schématique d'un quadruplex formé par l'empilement de 
trois plateaux. c. Vue supérieure d’un G4 télomérique (PDB : 1KF1) dont la structure, déterminée par rayons X, est parallèle. d. 
vues latérales d’une autre structure G4 (PDB : 2JPZ) dont la structure a été déterminée par RMN. Les G sont en violet, les A sont 
rose, les T sont orange. 

 

 

 

a. 

c. 
d. 

b. 
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les bases sont placées en position syn ou en position anti, le G4 aura une géométrie différente.  

On peut également s’intéresser au nombre de nucléotides qui composent les boucles ou encore aux différentes boucles 

possibles entre les brins etc.4,5 Ainsi des boucles externes (en forme d’hélice) relieront entre eux des brins parallèles 

tandis que des boucles latérales relieront des brins d’orientation antiparallèles. Les boucles diagonales relient deux 

brins d’orientation opposées mais diamétralement opposés l’un par rapport à l’autre. Il est intéressant de noter que la 

taille des boucles a une incidence sur la stabilité et la cinétique de formation des G4s6–8. 

 

I. 1. iii. Dispersion des G4s dans le génome  

Des assemblages de guanine sont connus depuis les années 609. On les a observés une première fois dans une solution 

tampon contenant un gel de guanosine 5’-monophosphate. Par la suite, il sera mis en évidence que des assemblages à 

4 brins peuvent également se former dans un ADN monobrin contenant des régions à forte proportion de guanine10 en 

conditions physiologiques. Des séquences riches en guanines existent au sein du génome humain au niveau des chaînes 

lourdes des immunoglobulines10,11, de l’ADN ribosomal12 ou encore des télomères13,14. Bien qu’il s’agisse de structures 

dynamiques au sein du vivant, ces G4s peuvent s’avérer être également des structures extrêmement stables15. Leur 

dynamisme in vivo est régulé par des protéines15. 

Des études bio-informatiques montrent qu’il existe chez l’Homme plus de 350 000 séquences susceptibles de former 

des G4s in vivo 16–18.On peut également remarquer la prévalence de G4s potentiels dans certaines zones bien précises 

du génome, au niveau des télomères bien sûr mais également au niveau des promoteurs de certains gènes, ce qui 

 

Figure 3 : Illustration du polymorphisme des G4. Adaptée de Kaushnik et al.3 
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suggère que les G4s peuvent jouer un rôle à différentes étapes de la transcription de ces gènes19–21. 

Les séquences contenant des G4s sont également très largement conservées dans le vivant aussi bien chez les 

procaryotes que chez les eucaryotes, ce qui confirme leur importance pour certaines fonctions biologiques20,22–24. 

Pour réaliser ces fonctions au niveau de l’ADN, les G4s doivent pouvoir se former. Cependant, pour que cela se 

produise, l’ADN doit se trouver sous la forme simple brin, ce qui ne se produit qu’à certaines occasions particulières 

(réplication, transcription). La plupart du temps, l’ADN est condensé pour pouvoir être contenu dans une cellule 

procaryote ou dans le noyau des cellules eucaryotes. Cette structure condensée porte un nom, Il s’agit de la 

chromatine. L’élément constitutif de la chromatine est appelé nucléosome, qui est lui-même formé par un assemblage 

de huit histones. Une histone est une protéine autour de laquelle s’enroule la molécule d’ADN, lui donnant ainsi un 

aspect dit en collier de perles. Il existe deux types de chromatine durant l’interphase cellulaire. On parle 

d’hétérochromatine lorsque celle-ci est extrêmement condensée et d’euchromatine lorsqu’elle l’est peu. 

L’hétérochromatine, en effet, contient peu de régions transcrites, majoritairement des séquences répétées ayant un 

rôle structural comme les centromères ou les télomères. L’euchromatine, en revanche, est relativement accessible à la 

machinerie cellulaire de transcription lors de l’interphase. Elle contient la majorité des gènes transcrits. Ce n’est que 

lorsque l’ADN est sous sa forme monocaténaire qu’il est susceptible de former ou non des G4s, ce qui renforce l’idée 

d’un rôle transcriptionnel de ces structures.  

 

En résumé, les G4s sont des structures dynamiques qui se forment dans des régions du génome riches en guanine 

comme par exemple les régions des promoteurs ou les télomères. Du fait de leur localisation non aléatoire et de la forte 

conservation des séquences contenant des G4s, il est supposé une pression de conservations de ces assemblages aussi 

bien que des rôles majeurs dans plusieurs fonctions biologiques, notamment durant la transcription ou la division 

cellulaire25. 

 

I. 2. Rôles des G4s dans le vivant chez l’Homme et les pathogènes non viraux 

Dans cette partie nous aborderons les différents rôles attribués aux G4s depuis leur découverte au sein du vivant chez 

l’Homme et chez les micro-organismes non viraux. La partie II sera tout particulièrement dédiée aux cas des virus. 

I. 2. i. Chez l’Homme 

I. 2. i. a. Les télomères 

Les télomères sont des complexes nucléoprotéiques qui contiennent des séquences répétées non codantes d’ADN qui 

se situent en fin de chromosome. Chez les eucaryotes cette séquence est (TTAGGG)n. Ils servent à la protection de la 

molécule d’ADN dans la mesure où l’ADN polymérase, responsable de la synthèse d’une nouvelle molécule d’ADN lors 

de la division cellulaire, est incapable de copier la fin de la séquence dupliquée26. Ce sont donc les télomères situés en 

fin de chromosome qui diminuent à chaque réplication cellulaire et non pas les régions codantes, pour éviter une perte 

de l’information génétique et donc la mort cellulaire. Une cellule humaine en culture in vitro peut se diviser en moyenne 

50 fois avant d’entrer en phase de sénescence27. Ce nombre de division limite est appelé limite de Hayflick et est 

directement corrélé à la longueur des télomères. 
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Nous l’avons abordé plus haut, les séquences télomériques sont des séquences riches en guanine qui peuvent former 

des G4s28. La capacité des régions télomériques à former des G4s est hautement conservée dans le vivant ce qui 

suggère un rôle participatif de ces structures au bon fonctionnement des télomères29. Leur extrémité, qui est linéaire 

et monobrin du fait de la réplication incomplète des chromosomes, peut se structurer de sorte à recouvrir l’extrémité 

du télomère. On appelle cette structure le G-overhang29–31 (Figure 429). Cette structure particulière joue un rôle 

protecteur des télomères en permettant la formation de la T-loop (Telomere Loop) en fin de séquence télomérique32. 

Cette boucle protège le télomère de la dégradation par les enzymes de réparation de l’ADN qui pourrait confondre la 

terminaison simple brin avec une cassure de l’ADN. Elle se forme par insertion de la portion simple brin du télomère 

dans la boucle de réplication, la D-loop33. L’extrémité simple brin sert également de substrat à la télomérase. 

 

La télomérase est une ADN polymérase ARN dépendante. Elle est composée de deux sous-unités, une sous-unité à 

activité polymérase que l’on appelle la sous-unité TERT (TElomerase Reverse Transcriptase) et une sous-unité portant 

le motif ARN qui sert de template à la synthèse de l’ADN télomérique. Son rôle est d’allonger les séquences 

télomériques pour pallier leur raccourcissement. Son activité est généralement très faible dans les cellules somatiques 

dans lesquelles la région codant pour la sous-unité TERT est placée sous haute régulation transcriptionnelle34.  

La télomérase est inhibée par les G4s. En effet, elle doit trouver l’extrémité 3’-OH du chromosome pour commencer à 

polymériser l’ADN. Si cette extrémité est masquée de par le repliement en G4 du simple-brin télomérique, elle ne sera 

pas accessible et l’allongement du télomère n’aura pas lieu. Par contre, il est intéressant de constater que des G4s 

peuvent avoir aussi un effet positif sur la télomérase35,36
. Le repliement en G4 du brin d’ADN neosynthétisé au sein du 

complexe de la télomérase active joue un rôle positif sur son efficacité à polymériser. 

 

Il est à noter qu’il existe des TERRA, des ARN télomériques, qui peuvent jouer un rôle stabilisant au sein des structures 

télomériques29, comme par exemple la T-loop.  

 

Figure 4 : À gauche, une représentation de la T-loop qui se forme par intercalation du G overhang, lui-même pouvant se 
structurer en G4. Est également montré la participation potentielle d’un ARN télomérique (en vert) à la stabilisation des G4s. À 
droite, un cliché du phénomène observé en microscopie électronique dans une lignée de cellules HeLa. Schéma de Bryan et al., 
202029. 

 

D-loop

T-loop

TERRA
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I. 2. i. b. Les G4s impliqués dans les phénomènes de transcription et traduction. 

Les promoteurs de gènes sont des séquences précises qui se situent en amont de la séquence codante d’un gène. C’est 

cette région qui est reconnue par l’ARN polymérase. Elle contient des séquences régulatrices qui permettent de 

contrôler le taux d’expression des gènes et après les télomères, ce sont les zones du génome les plus enrichies en G4s.  

En effet, près de 40% des promoteurs de gènes contiennent au moins une séquence susceptible de former un G419.  

Il est intéressant de remarquer que la plupart des promoteurs de proto-oncogènes19,37 possèdent des zones riches en 

guanines capables de former des G4s alors qu’au niveau des promoteurs des gènes suppresseurs de tumeurs la 

probabilité de trouver des séquences riches en guanines est très faible20. Des G4s ont été identifiés dans les séquences 

de certains de ces gènes in vitro38. Le premier G4 à avoir été démontré comme ayant une activité de régulation sur 

l’expression des gènes a été identifié au niveau du promoteur de l’oncogène c-myc, responsable de la régulation 

positive de la transcription de nombreux gènes impliqués dans la réplication cellulaire et donc le cancer37,39. Si la 

séquence promotrice présente un G4 structuré, elle devient inaccessible à la machinerie de transcription. Cela suggère 

un rôle des G4s dans la régulation de l’expression des gènes (Figure 5).  

On retrouve un enrichissement en G4s dans le 1e intron de certains gènes en aval de leur site de début de transcription, 

mais cette fois ci sur le brin non transcrit21. La formation d’un G4 à cet endroit induit une pause de l’ARN polymérase II, 

qui est responsable de 90% de la transcription des gènes. Ainsi les G4s auraient un rôle supplémentaire dans la 

régulation de l’expression des gènes (Figure 6). 

 

Figure 5 : Impact de la présence d'un G4 structuré sur l'étape de transcription. 

 

 

 

Figure 6 : Région riche en G du brin non transcrit qui forme une G-loop. 
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La présence de séquences de G4s dans le brin non transcrit implique leur présence également au sein de l’ARNm 

résultant. Cela suggère la possibilité d’un rôle des G4s lors de l’étape de traduction. 

 

I. 2. i. c. Les G4s dans la réplication, réparation et recombinaison 

La réplication de l’ADN est un phénomène hautement régulé. C’est un processus qui s’effectue lors de la division 

cellulaire et qui consiste en la duplication de la totalité de l’ADN contenu dans la cellule. Cette réplication est initiée à 

plusieurs endroits différents au sein du génome que l’on appelle origine de réplication (ORI). C’est à l’ORI que s’effectue 

l’ouverture de la double hélice d’ADN permettant la copie par la polymérase. Des séquences potentielles de G4s ont 

été identifiées près de certaines ORI, ce qui suggère que les premières étapes de la réplication pourraient être régulées 

par la formation de ces G4s40,41. 

Lors de la réplication, les brins d’ADN se retrouvent un certain temps sous la forme simple brin, rendant possible la 

formation de G4s. Ces G4s sont des obstacles potentiels à la progression de l’ADN polymérase. Heureusement, il existe 

des hélicases particulières pouvant déplier les G4s et permettant d’éviter une perte d’information lors de la réplication 

du fait de l’arrêt des ADN polymérases42. Ces zones sont donc à risque de forte instabilité génomique. En effet la 

présence de G4s au niveau des télomères, des centrosomes ou des ORI peut induire un phénomène de translocation43 

qui est normalement inhibé par la présence d’hélicases. 

Le phénomène de recombinaison permet l’échange de brins d’ADN entre deux brins possédant des séquences 

similaires. Il intervient aussi au niveau des échanges de séquences des chaînes lourdes des immunoglobulines44,45.  Des 

séquences de G4 ont été identifiées dans le voisinage de zones sujettes à la recombinaison, ce qui indique que les 

structures G4s pourraient jouer un rôle de signalisation dans ce phénomène46. 

 

I. 2. i. d. Les quadruplex d’ARN chez l’Homme 

Jusqu’à présent nous n’avons abordé que les G4s d’ADN chez l’Homme. Cependant il est à noter que des G4s d’ARN 

existent également. Bien que cela ne soit pas détaillé, il est cependant important de mentionner quelques propriétés 

et rôles de ces G4s lorsque ceux-ci diffèrent de ceux de G4s d’ADN. 

Comme souligné plus haut, pour que les G4s puissent se former, il faut que l’acide nucléique soit sous forme simple 

brin. Pour l’ADN cela implique une rupture des liaisons Watson-Crick au profit de la formation des liaisons Hoosgteen. 

Cependant, l’ARN est quant à lui déjà sous une forme simple brin et des G4s peuvent également s’y former. Il a même 

été montré que les G4s d’ARN étaient plus stables que les G4s d’ADN47,48, du fait de la présence de ribose à la place du 

désoxyribose47,48.  

Certains ARNs contiennent donc des séquences potentielles de G4s. Par exemple, il a été déterminé par séquençage 

bio-informatique qu’il existerait près de 3000 séquences potentielles de G4s dans les régions 5’UTRs des ARNm (UTR : 

UnTranslated Region), des régions non traduites qui participent à la régulation post-transcriptionnelle des gènes49,50. 

La présence de G4 dans la région 5’UTR inhibe la traduction. 

On peut citer le rôle de G4s dans la traduction des ARNm, des modifications post-transcriptionnelles de ces ARNm ou 

encore le maintien de l’homéostasie des télomères. Les différentes fonctions des G4s d’ARN sont documentées dans 



CHAPITRE 1 
Introduction Bibliographique 

 
12 

plusieurs revues48,51–53.  

 

En conclusion de cette partie, les G4s sont des structures extrêmement intéressantes à étudier dans la mesure où leurs 

fonctions dans le génome sont très diverses et bien que déjà documentées, de nombreux mécanismes de 

fonctionnement restent inconnus. De cette importance dans nombre de fonctions biologiques, il parait évident que ces 

structures pourraient tout aussi bien être impliquées dans des mécanismes délétères amenant à un phénotype 

pathogène. Comprendre le fonctionnement des G4s peut aider à mieux s’en servir comme cible thérapeutique et cela 

sera abordé dans la partie I. 3 pour l’Homme et les micro-organismes, et dans la partie II. 1 pour le cas particulier des 

virus. 

 

I. 2. ii. Rôles des G4s chez les micro-organismes non viraux 

On ne s’intéresse que depuis récemment aux différents G4s existants chez les micro-organismes. Si certains de leurs 

rôles peuvent être similaires à ceux trouvés chez l’Homme, il existe d’autres intérêts évolutifs des G4s chez ces 

pathogènes qui seront abordés ci-dessous54. 

Tout comme pour l’Homme, des analyses bio-informatiques ont été menées afin d’identifier la présence de structures 

potentielles de G4s chez les pathogènes22. Il s’avère que, tout comme pour l’Homme, leur distribution au sein du 

génome n’est pas aléatoire. Il s’agit de séquences hautement conservées22–24 qui seraient de plus associées à la 

virulence de ces pathogènes55–57. 

 

Figure 7 : Les différents rôles des G4s chez les micro-organismes. Qu'ils soient conservés ou non au fur et à mesure de 
l’évolution, ces structures sont impliquées dans leur évolution et introduisent de la variabilité au sein des espèces via différents 
mécanismes. Figure issue de Saranathan et Vivekanandan, 201956. 

x 
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La Figure 7 résume les différents rôles des G4s chez les micro-organismes. Dans la suite de cette partie nous 

n’aborderons que les pathogènes non viraux, les G4s viraux étant développés dans la partie II. 

 

I. 2. ii. a. Fonctions des G4s chez les pathogènes 

Les recherches des G4s dans le génome des pathogènes mettent en évidence que ceux-ci, lorsqu’ils existent, se 

concentrent au niveau des séquences régulatrices. Les séquences de G4s sont importantes chez les micro-organismes 

dans la régulation de l’expression des gènes lors de la transcription58–60. Leur stabilisation affecte la transcription61. 

Chez les bactéries, il a été mis en évidence in vitro que le contrôle de la terminaison de la transcription est 

potentiellement régulé par la formation d’un G4 hybride intermoléculaire entre de l’ADN et de l’ARN62. Chez d’autres 

bactéries encore, les G4s sont impliqués dans le métabolisme de l’azote de ces mêmes bactéries, et leur stabilisation 

par un ligand de G4s empêche l’expression des gènes nécessaires au bon développement de la bactérie en milieu 

azoté56. 

 

I. 2. ii. b. Les G4s et la variation antigénique. 

Le phénomène de recombinaison sert un intérêt tout particulier chez certains microorganismes. Chez les bactéries par 

exemple, ou certains parasites, le recours à la recombinaison génique permet à la bactérie d’échapper au système 

immunitaire de l’hôte en modifiant les séquences codant pour des protéines de surface58 qui sont ciblées par le système 

immunitaire, leur permettant de générer une forme de résistance43,63. Ce processus est appelé variation antigénique. 

Il existe des cas rapportés où ce phénomène implique la formation de séquences de G4s43,63. On peut citer par exemple 

la bactérie responsable de la gonorrhée, Neisseria gonorroheae64,65 ou encore chez le parasite Plasmodium 

falciparum57,66,67. 

 

I. 3. Intérêt thérapeutique des G4s 

I. 3. i. Dans le traitement des cancers 

Les G4s sont des structures connues depuis des dizaines d’années et les premiers efforts dans la recherche les 

concernant se sont surtout centrés sur leur intérêt en tant que cible dans le traitement des cancers68. En effet, cela a 

été abordé plus haut, les G4s sont impliqués dans le fonctionnement des télomères et de la télomérase mais sont 

également très représentés dans les promoteurs des proto-oncogènes. Ce sont les deux voies majeures de la recherche 

de nouvelles molécules ciblant les G4s. D’ailleurs, les nouveaux ligands sont très souvent évalués de par leur affinité 

pour un G4 donné mais également de par leur potentiel inhibiteur de la télomérase.  
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I. 3. i. a. Ciblage des G4s télomériques 

La télomérase est réactivée dans 90% des cancers69 chez l’Homme. Elle est peu exprimée dans les cellules somatiques, 

qui se divisent très peu. Son activité augmentée dans les cellules entraine une capacité de division cellulaire infinie du 

fait d’un rallongement des séquences télomériques. Cette transformation est nécessaire à l’apparition de traits 

cancéreux34. Il a été prouvé que l’utilisation de ligands stabilisants les G4s entraine une chute de l’activité télomérase 

in vivo et in vitro avec pour conséquence le raccourcissement des télomères qui entraine la sénescence, puis la mort des 

cellules tumorales70,71. Le principe de la recherche de ligands de G4 pour inhiber la télomérase et ainsi provoquer la 

mort des cellules cancéreuses est attractif dans la mesure où cette enzyme étant non exprimée dans les cellules 

normales on peut espérer une sélectivité d’action sur les cellules cancéreuses. 

Beaucoup de ligands de G4s ont vu leur activité inhibitrice de la télomérase testée70,72–74.  

 

I. 3. i. b. Ciblage des G4s dans les promoteurs des proto-oncogènes 

Les G4s sont connus pour exister au sein de nombreux promoteurs de proto-oncogènes38,75. Les proto-oncogènes sont 

surexprimés dans les cellules tumorales et participent à favoriser leur croissance. Les G4s font partie des structures de 

régulation négatives pour ces gènes, ce qui signifie que leur formation régule de façon négative l’expression de ces 

gènes. Outre le proto-oncogène c-myc abordé plus haut comme étant le premier gène dont le promoteur contenait un 

G4 impliqué dans son expression37,76, il existe d’autres proto-oncogènes comme c-kit, KRAS39, VEGF77, dont l’expression 

est placée sous le contrôle d’une séquence de G4 qui, lorsqu’elle est structurée ne permet pas la transcription de ces 

gènes. Stabiliser les structures de G4s correspondantes est un bon moyen de bloquer l’expression de ces gènes et ainsi 

bloquer les tumeurs cancéreuses dans leur expansion. 

 

En conclusion sur cette partie, la recherche sur l’utilisation des G4s comme cibles thérapeutiques est prometteuse et 

ces recherches ne cessent de se multiplier. Bien qu’aucun ligand de G4 ne soit encore employé comme anticancéreux, 

certains composés ont toutefois été en évaluation à différentes phases cliniques sans succès jusqu’à présent78. Les 

essais sur la quarfloxine ont été arrêtés à cause de problèmes de biodisponibilité.  

Les chercheurs concentrent leurs efforts sur le design de ligands capables de se lier sélectivement à un G4 précis mais 

les mécanismes les impliquant dans le cas des cancers sont multiples, aussi avoir des ligands capables d’induire un effet 

sur plusieurs G4s impliqués dans la pathogénicité des tumeurs peut se relever un très bon point79. De plus, la formation 

des G4s étant directement liés au fort taux de réplication des cellules tumorales (promoteurs très stimulés, télomérase 

sollicitée à chaque division) il est possible que l’emploi de ligands de G4s occasionne moins de toxicité sur les cellules 

saines. 

 

I. 3. ii. Les G4s comme aptamères 

Il s’agit ici d’utiliser un oligonucléotide structuré en G4 comme un ligand afin de cibler directement une protéine 

donnée. Ces aptamères sont généralement obtenus par la méthode SELEX (Systematic Evolution of Ligands by 
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EXponential enrichment, Evolution Systématique de Ligands par Enrichissement Exponentiel en français). Il s’agit de 

générer de façon aléatoire une séquence avec des propriétés de liaison données et dont le début et la fin de la séquence 

sont connues. Ces séquences sont ensuite discriminées par leur capacité à se lier avec une affinité suffisante à une cible, 

ce qui permet l’accès à plusieurs séquences intéressantes. 

Dans ce cas-ci la séquence en question est une séquence formant un G4. Leur intérêt réside dans leur stabilité dans les 

conditions physiologiques, leur résistance à de nombreuses nucléases, leur potentiel aspect inoffensif en termes de 

réponse immunitaire. Ainsi, en se liant à une protéine choisie, on obtient un effet thérapeutique.80  

Un exemple d’aptamère à base de G4 est un inhibiteur de la thrombine humaine utilisé comme anticoagulant par liaison 

à la protéine81. Ces aptamères peuvent également être utilisés de façon similaire à des anticorps lorsqu’il s’agit 

d’identifier une molécule particulière82. 

Ainsi, certains aptamères à base de G4 sont étudiés en vue d’en faire de nouvelles options thérapeutiques 

anticancéreuses70 tandis qu’une séquence particulière appelée séquence de Hotoda a été identifiée comme inhibiteur 

du VIH par reconnaissance de ses glycoprotéines de surface83. On peut citer AS1411 qui a été identifié comme aptamère 

de la nucléoline, une protéine surexprimée dans les cellules cancéreuses.84 

 

Les aptamères de G4s constituent un domaine de recherche intéressant de par la pluralité de leur usage. Il est rapporté 

dans la littérature des aptamères employés comme anticoagulants, agents anticancéreux, antiviraux ou même 

détecteurs de molécules et on parle alors d’aptasensor63,85,86. 

 

I. 3. iii. Les G4 comme transporteurs 

Les G4s suscitent un certain intérêt dans le développement de transporteurs de petites molécules actives. Il s’agit 

d’exploiter leur potentiel en tant qu’aptamères pour les détourner en drug carriers. Par leur capacité à pénétrer à 

l’intérieur des cellules en se liant à un récepteur membranaire, il s’avère très intéressant de développer des séquences 

de G4s capables de séquestrer une petite molécule et de l’acheminer jusqu’à son site d’action, par exemple une tumeur 

cancéreuse. Leur grande stabilité thermodynamique et le fait qu’il s’agisse d’oligonucléotides non modifiés, donc 

faciles à métaboliser, fait de ces G4s des transporteurs de choix. 

Cette capacité est surtout étudiée dans le cas de la thérapie anticancéreuse87 mais cette technique peut être amenée à 

se diversifier par la suite pour l’adapter à d’autres problématiques. Un exemple de G4 transporteur est l’aptamère 

AS141184 employé pour l’adressage de l’acridine orange au sein de tumeurs du col de l’utérus dont le cellules 

surexpriment la nucléoline sur leur surface externe88. 

 

I. 3. iv. Les G4s comme cibles d’antibiotiques ou agents antimicrobiens 

Les G4s ont été identifiés dans plusieurs processus biologiques importants chez certains pathogènes comme des 

bactéries ou des parasites. Certains de ces processus sont liés à la virulence de ces microorganismes et mieux les 

comprendre pourrait ouvrir la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques en employant par exemple des ligands de 

G4s.  
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Dans la mesure où l’apparition de résistance concerne de plus en plus de pathogènes, une cible pharmacologique 

comme les G4s est à considérer car ces séquences ne sont pas sujettes à mutations et donc ne seront pas responsables 

de l’apparition de résistance. De plus, si l’on considère que le cycle de réplication du pathogène est plus actif que celui 

de l’hôte, il est possible qu’une sélectivité discriminant les G4s de l’hôte et du pathogène ne soit pas nécessaire.  

Cependant il est à noter que la recherche se concentre surtout sur les G4s chez les virus en tant que nouvelles cibles 

thérapeutiques, davantage que chez d’autres organismes. 

En conclusion sur cette partie, si les rôles des G4s sont nombreux dans le vivant, leur exploitation en tant qu’agents 

thérapeutiques est en pleine expansion bien que surreprésentée dans le cas de la recherche contre le cancer ou les virus 

par rapport aux antibiotiques. On leur trouve un intérêt en tant que cible directe dans le cas du ciblage des G4s in vivo, 

qu’il s’agisse de ceux de l’Homme ou d’un pathogène donné mais également en tant qu’agent actif comme dans le cas 

des aptamères de G4s ou des transporteurs.  
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II. Rôles et intérêt thérapeutique des G4s chez les virus 

Les virus sont un type particulier de pathogènes puisque ceux-ci n’ont pas de machinerie cellulaire propre. En effet, lors 

d’une infection virale, le pathogène pénètre les cellules de l’hôte et entame un processus de détournement de la 

machinerie cellulaire de l’hôte qu’il infecte. Ainsi, c’est la machinerie cellulaire de l’hôte qui est responsable de la 

transcription puis de la traduction des protéines virales qui viennent alors perturber le bon fonctionnement de la cellule 

jusqu’à entrainer sa mort. 

Les virus peuvent être présents dans l’organisme de façon extracellulaire où ils évoluent dans l’organisme sous forme 

infectieuse (une capside virale renfermant le matériel génétique viral) ou intracellulaire. Dans la cellule, le virus peut 

être en réplication active ou au contraire en phase latente, comme par exemple le VIH qui est un rétrovirus, ce qui le 

rend difficile à éliminer par le système immunitaire. 

Les virus sont des pathogènes difficiles à combattre sans tuer la cellule qui les abrite. Depuis la découverte du premier 

agent antiviral utilisé, l’idoxuridine, nous avons à notre disposition quelques inhibiteurs viraux utilisés dans le 

traitement d’infections virales89 ainsi que des vaccins.  
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Certaines maladies d’origine virale n’ont toujours pas de traitements définitifs. C’est notamment le cas des maladies 

provoquées par la famille des virus herpétiques, du virus Ebola ou encore du virus du VIH. 

Il y a peu de recherches sur les G4s dans le cadre du développement de nouveaux composés ciblant les 

microorganismes comme les bactéries où les parasites parce que la recherche peut se focaliser sur d’autres cibles 

biochimiques propre au pathogène très différentes de celle de l’hôte. Cela n’est pas possible lorsqu’il s’agit de 

rechercher de nouveaux antiviraux dans la mesure où le virus ne présente que très peu de cibles potentielles. Les 

options disponibles sont les quelques protéines virales ou le ciblage de l’acide nucléique viral. Les G4s viraux constituent 

ainsi une nouvelle cible prometteuse dans le cadre de la recherche d’antiviraux.  

Des études bio-informatiques ont permis de mettre en lumière la présence de structures potentielles de G4s chez ces 

nombreux types de virus, indépendamment du fait qu’il s’agisse de virus à ADN ou à ARN. Ces séquences sont 

également hautement conservées malgré le fort taux de mutations existant chez ces pathogènes et ne sont pas 

disposées au hasard. Cela indique un rôle majeur de ces dernières90,91. 

 

L’inventaire actuel montre que des structures de G4s sont impliquées chez SARS-COV92, chez HIV-1, chez le virus 

Epstein-Barr (EBV)93 et les autres virus herpétiques humains94, ainsi que les virus des hépatites B et C95. La Figure 8 

recense les G4s viraux connus96. 

  

 

Figure 8 : Liste des virus contenant des G4s connus jusqu'à présent. Sont indiqués les types de virus, les localisations des G4s, 
la présence de protéine de liaison connue et les ligands ayant été testés sur ces G4s. Figure de Ruggiero et al., 201896. 
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II. 1. Rôles des G4s chez les virus 

II. 1. i. Cycle viral 

Les G4s des virus sont impliqués dans la réplication, la recombinaison, l’encapsidation, la régulation de la virulence de 

ces pathogènes43,63,96–98.  

 

Le virus du VIH-1 fait partie des virus les plus étudiés. Quelques fonctions de G4s chez le VIH-1 sont répertoriées ci-

après : (i) trois G4s d’ADN (qui s’excluent mutuellement) dans la région U3 du promoteur LTR de VIH-199–102. Cette 

région fixe les facteurs de transcription comme Sp1 et NF-B. La région où sont localisés ces G4s est sous le contrôle 

de deux protéines de l’hôte : la nucléoline, qui stabilise les G4s, et la ribonucléoprotéine hnRNP, une hélicase qui déplie 

les G4s. On trouve donc des G4s dans une région qui régule la transcription et donc la réplication du virus (ii) trois G4s 

dans la région U3 de l’ARN viral. Un rôle dans la dimérisation des ARNs lors de l’encapsidation est évoqué et un rôle 

dans la recombinaison au niveau de la région U3 est proposé (iii) un G4 dans le gène gag qui serait impliqué dans la 

dimérisation des deux brins d’ARN dans la capside du nouveau virion et stimulerait la recombinaison (iv) des G4 dans 

la région centrale du génome de VIH-1 (dans le gène pol) près de la région cPPT (central polypurine tract) jouent un 

rôle dans la formation du « DNA flap » impliqué dans le transport de l’ADN viral dans le noyau de la cellule hôte103 (v) 

trois G4 dans le gène nef104 essentiel pour la réplication et la virulence du virus. 

 

Le génome du virus Herpes simplex HSV-1 montre plusieurs clusters de séquences répétées qui forment des G4 très 

stables et qui sont impliquées dans la réplication105. Cependant, tous les rôles de ces clusters ne sont pas encore 

clairement identifiés.  

 

La régulation associée aux G4s est souvent une régulation négative, c’est-à-dire que la structuration du G4 affecte 

négativement le cycle viral. Cela peut être mis en place par le virus lui-même lors du phénomène appelée latence virale. 

 

II. 1. ii. Les G4s et le phénomène de latence 

Dans le cas des herpès virus, le cas des G4s est particulièrement intéressant dans la mesure où près de 90% de la 

population humaine est infectée par ces virus106 et pourtant reste asymptomatique. La capacité à passer inaperçu dans 

l’organisme caractérise la latence de ces virus, qui ne se révèlent qu’à certains moments et peuvent être responsables 

de cancers associés, comme par exemple le sarcome de Kaposi provoqué par le virus (KSHV ou HHV-8). Divers rôles 

sont évoqués pour des G4s impliqués dans la latence des virus. 

 

La régulation négative de la production de protéines virales repose sur des protéines virales qui répriment leur propre 

synthèse et sont appelées des « genome maintenance proteins ». Pour cela, les virus utiliseraient des G4s ARN comme 

éléments de régulation en cis. La faible quantité de ces protéines empêche la détection du virus par le système 

immunitaire, participant à son évasion immunitaire.  

On peut citer l’exemple des virus KSHV et EBV, deux membres de la famille des virus herpétiques humains. Chez KSHV, 
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la présence d’une séquence de G4 dans l’ARNm de sa protéine régulatrice LANA (latence associated nuclear antigen) 

inhibe sa traduction107. Dans le cas d’EBV, la protéine EBNA1 (EBV encoded nuclear antigen) lie des ARNs G4. Son 

ARNm présente des G4s qui régulent sa traduction93 et entraine une diminution de la présentation des antigènes à la 

surface des cellules108. La capacité d’EBNA1 à lier des ARNs G4 participe aussi à sa capacité à recruter des facteurs 

cellulaires en relation avec l’établissement d’une origine de réplication109. 

Le virus herpétique HHV-6A/B intègre son génome dans les télomères des cellules hôtes. Cette intégration serait 

possible grâce à une recombinaison homologue entre les extrémités du génome viral composées de séquences mimant 

la séquence télomérique et les télomères110.  

 

Chez les virus herpétiques, une analyse bioinformatique des séquences susceptibles de former des G4s montre en outre 

comment une coévolution des virus avec leurs hôtes permettent aux G4s viraux de s’adapter au recrutement de 

facteurs de transcription ou de sélectionner des séquences mimant les séquences télomériques111. 

 

II. 2. Intérêt thérapeutique des G4s 

Les G4s sont donc des structures associées à une régulation souvent négative du cycle viral chez les virus infectant 

l’Homme. Stabiliser les G4s chez les virus amène souvent à une diminution de la réplication96 ou une altération du 

mécanisme de l’évasion immunitaire, révélant le virus à l’hôte et déclenchant une réponse immunitaire107. Il s’agit donc 

de très bonnes cibles thérapeutiques pour la lutte contre les infections virales. De plus, ces séquences revêtent une 

importance majeure pour les organismes viraux et ne sont donc pas sujettes à des mutations, ce qui en fait des cibles 

d’autant plus intéressantes que les cibler ne déclencherait à priori pas de phénomène de résistance. C’est par exemple 

pour éviter un phénomène de résistance du VIH-1 que les traitements sont constitués de différents inhibiteurs viraux 

administrés en même temps. 

 

Il est de plus mis en lumière par Abiri et al., que cibler les G4s viraux de façon non spécifique peut contribuer au 

traitement98. En effet, on peut craindre l’utilisation de ligands de G4s chez l’Homme alors qu’il existe également des 

G4s humains impliqués dans de nombreux mécanismes. Certains de ces mécanismes cependant sont directement 

impliqués dans la réponse immunitaire antivirale98. Dans le cas des oncovirus de la famille des virus herpétiques, il est 

établi par exemple que les proto-oncogènes chez l’Homme, lorsqu’ils sont exprimés, participent également de façon 

générale à l’inhibition de la réponse immunitaire, favorisant ainsi l’infection virale. Ainsi, des ligands de G4s pourraient 

à la fois participer à la régulation négative de la réplication de ces virus mais également empêcher l’expression 

d’oncogènes favorisant la baisse de la réponse immunitaire. 

Dans le cas de KSHV les ligands de G4s sont capables de réduire le nombre de copies de génome viral dans les cellules 

infectées94. Dans le cas des virus herpétiques HHV-6 A/B, il a été démontré qu’un ligand de G4s (BRACO-19) était 

capable d’empêcher l’insertion du génome viral dans celui de l’hôte110. En effet, la séquence virale porte à ses 

extrémités des séquences pouvant former des G4s, ce qui participerait à leur intégration au niveau des télomères 

humains. 
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En résumé, il reste beaucoup de recherches nécessaires à une bonne utilisation des G4s comme cibles thérapeutiques, 

même si elles s’avèrent prometteuses. La majorité de la recherche sur les G4s viraux provient de l’étude du virus du 

VIH-1, et tous les constats faits ne sont pas applicables à tous les virus. 

Afin de bien utiliser ces structures comme cible, il est nécessaire de bien identifier leur existence in vivo au sein d’un 

virus donné puis d’établir si son rôle est important pour la virulence et le maintien du cycle viral. Enfin, même s’il est 

vrai que dans une cellule dont la réplication est peu active, il peut être intéressant de chercher de nouveaux moyens de 

cibler sélectivement des G4s pathogènes afin d’éviter des interactions non désirées au sein d’une cellule où les sites de 

fixation pour un ligand potentiel restent nombreux. 

 

III. Ligands de structures G quadruplex 

Les G4s sont une famille de structures qui regroupent un certain nombre de topologies différentes. La partie invariable 

de ces G4s est la tétrade de guanine qui est à la base de l’assemblage en G4. La très large majorité des ligands des G4s 

qui existent établissent une interaction avec une tétrade de guanine. Si d’autres interactions sont possibles, 

notamment avec les sillons des G4s112,113, comme dans le cas de la distamycin A ou le TOxaPy , le ciblage d’une tétrade 

de guanines reste le principal mode de reconnaissance rencontré.  

Un bon ligand de G4s est caractérisé par une surface aromatique large pour interagir par π-stacking avec les quatre 

surfaces aromatiques d’une tétrade de guanines, mais aussi une (des) charge(s) positive(s) afin de contracter des 

interactions électrostatiques avec les groupements phosphates. De plus l’incorporation de charges au sein de la 

molécule présente un avantage en termes de solubilité en milieu aqueux.  

Il est également important de s’assurer de la sélectivité des ligands vis-à-vis des G4 pour éviter des effets non 

spécifiques. Cette sélectivité peut être obtenue par (i) une surface aromatique plus large que celle requise pour un 

intercalant de l’ADN (ii) l’ajout des substituants encombrants et/ou flexibles sur la plateforme aromatique pour 

empêcher l’intercalation entre les plateaux de paires de bases de l’ADN double brin (iii) ou la conception de ligands 

possédant plusieurs parties aromatiques mobiles qui ne deviennent coplanaires que lorsqu’un -stacking sur une 

tétrade de guanines s’opère. Dans ce cas, aucune des parties aromatiques ne constitue à elle seule un bon intercalant 

de l’ADN. 

De très nombreux ligands de G4s ont été décrits dans la littérature70,114–116. Nous avons sélectionné dans cette partie 

les ligands de G4 ayant été étudiés en rapport avec des G4s viraux. Ils interagissent tous par π-stacking sur une tétrade 

externe du quadruplex.  
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III. 1. BRACO-19 

Le groupe de Neidle a mis point il y a près de vingt ans un ligand extrêmement sélectif des G4s qui est aujourd’hui 

encore un composé de référence dans l’étude de ces structures, il s’agit de BRACO-19 dont l’interaction avec un G4 

télomérique est montré sur la Figure 9. Il s’agit une structure cristalline du G4 qui a été co-cristallisée avec son ligand. 

Les deux premières familles de composés à avoir été évaluées sont d’une part des dérivés d’anthracène-9,10-dione117 

et d’autre part des dérivés d’acridine à laquelle appartient BRACO-19.  

Les résultats théoriques (utilisant la méthode LIE (Linear Interaction Energy) pour le calcul de l’énergie d’interaction) et 

expérimentaux (mesure des constantes d’affinité) donnent la faveur aux composés dérivés de l’acridine118. Un premier 

composé se démarque, il s’agit de la 3,6-bis(3-pyrrolidinopropionamido)acridine (BSU6039 sur le Schéma 1) dont la 

constante d’affinité pour les G4s télomériques est de l’ordre de 105 M-1. Par la suite, une troisième chaîne a été 

incorporée sur le noyau acridine conduisant ainsi au composé BRACO-19. L’ajout de la chaîne permet de gagner deux 

ordres de grandeur en terme d’affinité pour les G4s72 et le composé est 100 fois plus affin pour les G4s que pour l’ADN 

duplex. Ce composé interagit avec les guanines par des interactions de π-stacking via son noyau acridine mais est 

 

 
Schéma 1 : Structures de BSU6039, un dérivé d’acridine disubstitué et de BRACO-19, le dérivé trisubstitué 

 

Figure 9 : Interaction de BRACO-19 avec un G4 télomérique bimoléculaire (PDB :3CE5) 
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également capable d’interagir avec les sillons du G4 par ses chaînes latérales119. Cette découverte a fait l’objet d’un 

brevet120. Il a été le premier ligand de G4 à démontrer une activité antitumorale121,122. 

 

Le composé BRACO-19 a conduit par ailleurs à une chute du taux de réplication in vitro du virus Epstein-Barr109, d’autres 

virus de la famille des herpès105 ainsi que du virus VIH-1. BRACO-19 est capable d’inhiber la réplication virale chez le 

VIH-1 avec un IC50 de l’ordre de 10-6 M.123. 

BRACO-19 entraine in vitro une chute de l’activité du promoteur LTR de la transcription de VIH-1. Cette inhibition est 

due à une stabilisation d’un G4 dans la séquence du LTR.99  

 

III. 2. Les dérivés du pérylène et du naphtalène 

Si beaucoup de ligands de G4s interagissent avec la tétrade extérieure du G4 structuré, les dérivés du pérylène sont les 

premiers ligands à avoir été identifiés comme capable d’induire la formation d’un G4124. Ils ont été caractérisés pour la 

première fois comme inhibiteurs de la télomérase par stabilisation de G4s télomériques125.  

L’étude de ces composés en tant que ligands potentiels à mis en avant des critères importants pour l’élaboration de 

ligands pérylènes diimides efficaces. Premièrement, la distance entre le cœur aromatique et les chaînes latérales 

protonées est importante, car d’elle dépend la forte liaison avec des G4s et également la solubilité de la molécule, les 

cœurs pérylène ayant une faible solubilité en milieu aqueux. De plus, synthétiser des composés chargés est nécessaire 

pour limiter l’auto agrégation des molécules126,127. La synthèse d’analogues solubles et non chargés prouve que les 

charges induites par les chaînes latérales sont importantes128. 

L’étude de ces composés s’est poursuivie par des études visant à déterminer l’importance de la taille du cœur 

aromatique sur l’affinité pour les G4s127. Il a été démontré qu’à partir de quatre cycles aromatiques on observe une 

inhibition de la télomérase avec une IC50 de l’ordre du micromolaire et on commence alors à s’intéresser à des 

polycycles de taille plus modeste comme par exemple des dérivés du naphtalène (Schéma 2) 

Les composés naphtalènes diimides (NDI) sont connus pour interagir avec l’ADN duplex, leur conférant des propriétés 

anticancéreuses mais également une grande toxicité129.  

 

 

Schéma 2 : Structures de dérivés de naphtalène diimide (à gauche) et de pérylène (à droite). 
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Le groupe de Neidle s’intéresse à ces composés NDI et leur ajoute des chaînes latérales afin de les rendre plus sélectifs 

des Gs4130,131. Ils élaborent des molécules portant jusqu’à quatre chaînes latérales aminées contre seulement deux pour 

les pérylènes73,132. Par la suite, sont élaborés par le groupe de Richter des dérivés dits core extended naphtalene diimide 

à visée antivirale. Cette fois ci l’effort n’est plus concentré sur les chaînes latérales mais sur le cycle naphtalène qui est 

étendu133. Ces travaux ont conduit à la découverte d’un composé très intéressant dont le cœur NDI a été fusionné avec 

un noyau dihydrobenzophenazine, (Schéma 2) qui a été évalué sur les séquences de G4s présentes dans la région LTR 

du virus VIH-1. Le composé présenté sous l’appellation c-exNDI dans le Schéma 2 a démontré une remarquable activité 

anti-VIH (IC50 = 13,2 nm) et antiherpétique134 (IC50 = 18,4 nM).  

 

III. 3. Les dérivés bisquinolinium 

III. 3. i. La pyridostatine 

Les premiers composés dérivés de noyau bisquinoline étudiés le sont par le groupe de Riou dans les années 2000. Il 

s’agira d’abord de molécules portant un cœur triazine135 et deux bras bisquinoline avant d’évoluer vers un cœur pyridine 

dicarboxamide136,137 (Schéma 3) dont le meilleur ligand de G4 est le composé 360A137. S’ils ont d’abord été testés 

comme inhibiteurs de la télomérase, il est apparu par la suite que ces composés étaient également capables de cibler 

le G4 qui se formait dans la région promotrice de c-myc avec une bonne sélectivité des structures de G4s136. Ces travaux 

mettent en évidence un composé efficace quant à son activité anticancéreuse qui servira de base à la synthèse du 

composé pyridostatine (PDS) quelques années plus tard par l’ajout de trois chaînes protonables in situ dont une sur le 

cœur pyridine138. La PDS et ses dérivés s’avèrent être de très bons ligands de G4s, capable de très bien discriminer entre 

les G4s et l’ADN double brin74 avec une IC50 envers les cellules cancéreuses de l’ordre du micromolaire. 

 

La pyridostatine a démontré une activité antivirale contre des virus d’Epstein-Barr et de l’hépatite B93,97.  

 

Schéma 3 : Structures de dérivés bisquinoline à base pyridine. 
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Un dérivé de la PDS, la PDP, a ensuite été synthétisé par le groupe de Balasubramanian également, pour réaliser des 

expériences de pool down sur des G4s télomériques en fonctionnalisant l’amine primaire libre avec un dérivé 

biotinylé139. Ce composé sans la biotine a démontré une activité antivirale contre le virus de l’hépatite C en se liant à un 

G4 présent dans la séquence du gène codant pour la protéine de la capside du virus95. Quant au ligand PyDH2, il s’agit 

d’un dérivé du composé 360A, à la différence que le lien entre le cycle pyridine et les quinolines est un lien 

acylhydrazone140, employé ici pour ses propriétés pharmacologiques141. Ce composé a été élaboré par Reznichenko et 

al, dans le but de lutter contre le phénomène de latence au sein du virus d’Epstein-Barr qui, comme de nombreux virus 

de la famille des herpès humains pratique l’évasion immunitaire. 

 

III. 3. ii. Les phenanthrolines 

En s’inspirant des composés à base de pyridine dicarboxamide, des molécules analogues avec un cœur aromatique 

étendu ont été préparées. Il s’agit d’une part d’insérer une charge positive fixe sur les quinolines à la place de chaînes 

protonables et d’autre part de relier les unités bisquinolinium par un noyau phénanthroline, conférant au ligand une 

forme en U tout à fait adaptée au recouvrement des tétrades des G4s142,143 (Figure 10). 

Ce ligand a été évalué en FRET melting assay en utilisant l’oligomère fonctionnalisé F21T et démontre une température 

de stabilisation d’environ 30 °C à une concentration de 3 µM. Comme tous les ligands présentés dans cette partie, 

l’objectif initial était de cibler les G4s télomériques. En effet, ce ligand a montré une grande sélectivité à l’encontre de 

l’ADN duplex par rapport à son analogue 307A ne comportant qu’un noyau pyridine. 

PhenDC3 a été employé dans une étude visant à déterminer l’importance des structures de G4s dans le cycle de latence 

du virus de l’herpès HHV-894. En effet, comme de nombreux virus de la famille des herpès humains, celui-ci se retrouve 

à l’état latent chez son hôte et est impossible à détruire dans la mesure où il pratique l’évasion immunitaire.  

Ce phénomène d’évasion immunitaire chez les virus de la famille des herpès humains a été associé à la présence de G4s 

qui participent à la réduction de l’expression des gènes à un niveau suffisant pour que le système immunitaire 

compétent ne soit pas en mesure de détecter la présence du virus107,140. 

Le ligand PhenDH2 a été synthétisé lors de la même étude que PyDH2140 dans le cadre de la lutte contre l’évasion 

 

 

Schéma 4 : Structures de dérivés bisquinolinium à base phénanthroline. 
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immunitaire du virus d’Epstein-Barr qui, comme le virus HHV-8, possède des séquences de G4s dont l’interaction avec 

un ligand exogène empêche la régulation de l’expression de sa protéine génératrice d’antigène. De ce fait, le taux de 

cette protéine n’étant plus régulée, le virus revient visible aux yeux du système immunitaire.  

En conclusion de cette partie, s’il existe de nombreux ligands connus à ce jour dans la littérature comme étant capables 

de se lier à des structures de G4, peu d’entre eux ont été testés dans le cas d’une infection virale alors que les G4s sont 

identifiés comme des structures secondaires d’acides nucléiques aux rôles multiples et prépondérant dans la virulence 

de nombreux pathogènes, allant de la simple régulation du cycle viral à des processus bien plus complexes comme 

l’évasion immunitaire. Il s’agit d’une cible d’autant plus intéressante que les séquences les contenant sont hautement 

conservées au sein des espèces virales qui sont pourtant connues pour avoir un taux de mutations très élevés du fait de 

leur réplication extrêmement rapide.  

 

 

Figure 10 Recouvrement du ligand PhenDC3 optimal sur une tétrade de G4. (Figure de De Cian et al. 2007142) 

 

 

Figure 11 : Interaction de PhenDC3 avec le quadruplex parallèle Pu24T de Chung et al.143 (PDB : 2MGN). Les G sont en violet, 
les adénines en rose et les thymines en orange. 
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IV. Méthodes pour l’étude des interactions ligand /G4 

Les méthodes d’évaluation des ligands de G4s permettent de caractériser soit directement soit indirectement la liaison 

du ligand (constante d’affinité KA/KD ou affinités relatives d’un ligand par rapport à un autre) et le mode de 

reconnaissance (stœchiométrie de l’interaction, mode d’interaction) sur une structure de G4. Ces méthodes doivent 

également permettre d’évaluer la sélectivité des ligands vis-à-vis des structures G4s par rapport à l’ADN duplex. 

Plusieurs de ces méthodes sont souvent employées car elles apportent des informations complémentaires. Ces 

méthodes peuvent être classées en plusieurs catégories, les méthodes structurales (la RMN et la diffraction aux rayons 

X), les méthodes indirectes (le dichroïsme circulaire, le FRET, la FID), les méthodes quantitatives (la Résonance 

Plasmonique de Surface (SPR), la Titration Calométrique Isotherme (ITC) et la spectrométrie de masse) et les méthodes 

enzymatiques (Telomerase Repeat Amplification Protocol (TRAP)).  

 

IV. 1. Méthodes structurales 

IV. 1. i. La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

La spectroscopie RMN est très utilisée afin d’obtenir des informations structurales sur des macromolécules du vivant 

comme des protéines ou des chaînes d’acides nucléiques. Cela permet d’obtenir une résolution atomique de ces 

macromolécules et donc une structure en solution. Cette méthode a permis la résolution d’un certain nombre de 

structures de G4s143,144. Elle peut également être employée afin d’observer des changements dynamiques au sein d’une 

même structure ou d’étudier les interactions entre ces macromolécules et des ligands.  

Dans le cas de l’étude des G4s, la RMN permet de caractériser de façon très précise leur interaction avec des ligands.  

La RMN est une méthode extrêmement précise qui permet l’accès aux structures naturelles des G4s en solution et 

permet de caractériser au niveau atomique les interactions avec leurs ligands. Cependant il s’agit d’une méthode qui 

requiert une certaine quantité de produit et une grande expertise pour l’analyse des données. 

 

IV. 1. ii. La diffraction aux rayons X (RX) 

La diffraction aux rayons X donne l’accès aux structures de G4s et de complexes ligand/G4 après l’obtention d’un 

monocristal. Cela nécessite une certaine quantité de produit. De plus les conditions de cristallisation ne reflètent pas 

forcément la réalité biologique, le G4 peut donc avoir une conformation différente de celle qui existe en solution. 
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IV. 2. Méthodes indirectes 

IV. 2. i. Le Dichroïsme Circulaire (CD) 

Le dichroïsme circulaire est une méthode optique non destructive qui repose sur le principe suivant : une molécule ou 

une structure chirale possède un dichroïsme circulaire lorsque la lumière est absorbée différemment selon sa 

polarisation. On parle de polarisation droite et de polarisation gauche. Si la molécule absorbe préférentiellement l’une 

des deux lumières polarisées, alors elle a un dichroïsme circulaire. On présente alors la différence entre les deux 

absorbances à une longueur d’onde donnée comme spectre de CD (Figure 12). 

 

Cette méthode est bien adaptée à l’étude des molécules du vivant, puisque le monde vivant est chiral, et permet 

également l’étude des changements structuraux d’un assemblage donné en temps réel. Dans le cas des acides 

nucléiques, le signal en CD provient de l’asymétrie du squelette osidique ainsi que de la structure hélicoïdale de la 

chaîne d’acides nucléiques145. Le CD mesuré via l’absorbance en UV des bases nucléiques renseigne sur leurs positions 

mutuelles. Cette méthode permet, lors de l’étude des G4s, de discriminer entre différentes topologies puisque chacune 

a sa propre signature en CD. De ce fait, il est possible de suivre un changement de conformation milieu-dépendant ou 

induit par le ligand73,146–148. 

Ainsi des G4 de topologies différentes auront des spectres distinguables en CD. Un G4 parallèle aura une bande positive 

à 260 nm et une bande négative à 240 nm. Un G4 anti parallèle aura deux bandes positives à 295 et 240 nm ainsi qu’une 

bande négative à 260 nm. Enfin, un G4 hybride aura une bande positive avec un épaulement à 290 et 270 nm et une 

bande négative à 240 nm147. Si plusieurs conformations existent dans le milieu, le spectre sera la résultante moyenne 

de toutes les conformations. 

 

Le CD est une technique classique dans la caractérisation des structures de G4s et de leurs interactions avec un ligand 

donné. Elle est facile à mettre en place, requiert peu de matériel et peut être utilisée pour suivre des changements de 

conformation en temps réel. 

 

Figure 12 : Représentation du dichroïsme circulaire. Une lumière polarisée est envoyée sur un échantillon dont les polarisations 
gauche et droite ne sont pas absorbées de la même façon. 
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IV. 2. ii. Förster Energy Transfert (FRET) 

Le FRET (Förster Resonance Energy Transfer) repose sur un principe de transfert d’énergie sans émission de lumière 

entre deux dipôles. Ces deux dipôles, dont l’un est défini comme le donneur et l’autre l’accepteur, sont dans ce cas deux 

fluorophores dont les zones d’absorption et d’émission respectives se chevauchent (Figure 13). En effet, un premier 

fluorophore est excité à une longueur d’onde précise. Il y aura dans un deuxième temps émission d’un photon à une 

longueur d’onde compatible avec la zone d’absorption du second fluorophore. Ce dernier est excité à son tour et 

émettra un photon. Le phénomène de FRET est mis en évidence à l’aide d’un fluorimètre qui mesure l’apparition ou la 

disparition du signal lumineux. 

 

Pour que le transfert d’énergie soit possible, les deux composés doivent se trouver dans un intervalle de distance 

n’excédant pas le rayon de Förster qui caractérise la distance à laquelle le transfert énergétique est à 50% efficace. Plus 

les fluorophores s’éloignent l’un de l’autre, plus la probabilité d’un transfert énergétique non radiatif entre les deux 

parties diminue. Suivant ce principe, les expériences de FRET sont très utiles pour déterminer les interactions 

dynamiques entre deux espèces, notamment en milieu biologique. Cette technique présente de nombreux avantages 

dont en particulier une certaine facilité à mettre en œuvre et une grande sensibilité.  

Cette méthode a été adaptée à la caractérisation des interactions entre les G4s et les ligands évalués dans les années 

2000 par Jean-Louis Mergny et Jean-Claude Maurizot149. Pour cela, il y a recours à un oligonucléotide comportant une 

séquence télomérique capable de se structurer en G4 en solution qui est fonctionnalisé de part et d’autre avec un couple 

de fluorophores. Cet oligonucléotide est F21T et le couple de fluorophore employé est le couple FAM/TAMRA (6-

carboxyfluorescéine/ carboxytétraméthylrhodamin). Le rayon de Förster associé à ce couple est compris entre 3,5 et 

5,2 nm. C’est traditionnellement cet oligonucléotide qui est employé lors des tests de FRET. Lorsque le G4 est structuré 

la fluorescence de FAM est éteinte. 

 

Figure 13 : Représentation schématique des prérequis pour l'obtention d'un signal en FRET. Les zones d’excitation des fluorophores 
sont représentées en pointillés tandis que les zones d’émission sont représentées par des traits pleins. La zone grisée est la zone de 
chevauchement entre les zones d’émission et d’absorption des deux partenaires. 
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Ainsi l’étude de l’affinité apparente d’un ligand pour la séquence F21T repose sur la libération de fluorescence de FAM 

lors de la dénaturation de la chaîne d’acides nucléiques induite par chauffage. La dénaturation du G4 F21T implique 

l’éloignement des deux fluorophores et donc la disparition du FRET. La fluorescence retrouvée du fluorophore donneur, 

FAM, est celle qui est mesurée. Cela permet de déterminer la température de demi-dénaturation du G4 qui est la 

température à laquelle la moitié du G4 est dénaturée. Cette température est caractéristique de la séquence du G4.  

L’application d’un ligand de G4 stabilise la structure et induit une augmentation de la température de demi-

dénaturation. Cette différence entre la température de demi-dénaturation du G4 seul et du G4 avec son ligand (T1/2) 

est la valeur qui permet de caractériser indirectement l’affinité du ligand pour le G4. Plus cette différence est 

importante, plus le ligand interagit de manière forte.  

Cette méthode permet également d’étudier la sélectivité des ligands pour une forme G4 en les mettant en compétition 

avec de l’ADN duplex. Ainsi, lorsque l’ajout d’ADN duplex dans le milieu n’a pas d’incidence sur le T1/2 entre le G4 lié 

et le G4 libre, cela indique une préférence du ligand pour la structure G4 et donc sa sélectivité.  

 

IV. 2. iii. Fluorescence Intercalator Displacement (FID) 

La méthode repose sur l’emploi d’une sonde d’acides nucléiques dont la fluorescence augmente de manière 

significative lorsqu’elle se trouve liée à une chaîne d’acides nucléiques. La méthode a été appliquée à l’étude des ligands 

de G4 par l’équipe de Teulade-Fichou en 2006150 (Figure 14). En effet, si on incube la séquence de G4 avec la sonde, par 

exemple du thiazole orange (TO) comme dans l’exemple cité, on observe une fluorescence induite par l’interaction du 

TO avec le G4. Le TO se lie aux G4s avec une constante d’affinité de l’ordre de 10-6 M-1. L’introduction dans le milieu 

d’un meilleur ligand entrainera un déplacement du TO et une chute de la fluorescence.  

L’expérience consiste donc à évaluer la capacité d’un ligand à déplacer ou non le TO d’un G4 donné. Il est également 

possible de varier les sondes s’il y a risque d’interférence avec la fluorescence du ligand utilisé. Le FID est une technique 

facile à mettre en œuvre, elle est d’une sensibilité suffisante pour travailler avec de petites quantités de produits et ne 

nécessite pas l’emploi d’oligomères marqués comme pour le FRET par exemple. De plus, dans la mesure où les sondes 

utilisées se lient également sur l’ADN duplex, on peut s’en servir pour des études de sélectivité si le ligand ne déplace 

pas la sonde en présence de duplex. 

 

Figure 14 : Représentation du déplacement de la sonde d'acides nucléiques fluorescente par l'insertion d'un ligand compétiteur. 
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Il n’en reste pas moins que, tout comme le FRET, le FID est une méthode indirecte d’accès à l’affinité d’un ligand donné 

pour une structure de G4 donné. En effet, par la mesure de la concentration en ligand capable de déplacer 50% de la 

sonde, on peut classer les ligands selon leur capacité à déplacer la sonde et donc leur affinité apparente pour les G4s.  

 

IV. 2. iv. La chromatographie d’affinité 

La chromatographie d’affinité permet d’isoler l’un des partenaires d’un complexe d’interaction (ex ligand /récepteur, 

ligand / G4) en ayant recours à l’immobilisation sur une colonne de l’autre partenaire. Seuls les complexes d’interaction 

spécifique sont retenus sur la colonne. C’est un procédé qui est applicable aux G4s151. On peut fixer un ligand de G4 sur 

une colonne et faire un screening d’oligonucléotides. Cette méthode ne fournit cependant aucune information 

structurale sur le G4, elle n’est destinée qu’à isoler la séquence du reste de la librairie. Il est également possible de 

réaliser l’inverse, c’est-à-dire un screening de ligands potentiels en utilisant cette fois une colonne contenant des G4s 

dans laquelle on ferait passer un mélange de molécules152.  

 

IV. 2. v. La spectroscopie UV-visible 

Dans le cas des ligands qui absorbent dans le visible, en particulier les porphyrines153, il est possible de suivre les 

variations du spectre d’absorption UV-visible du ligand en présence d’ADN (ou d’ARN) G-quadruplex. L’interaction de 

-stacking entre le ligand et l’acide nucléique se traduit par un déplacement bathochrome de la bande d’absorption du 

ligand ainsi que d’un effet hypochrome (Figure 15). Une titration de l’interaction en présence de concentrations 

croissantes d’acide nucléique permet de tracer des courbes de saturation dont la valeur du KD est extraite ainsi que la 

stœchiométrie de l’association. Une limitation de cette méthode est la sensibilité de détection, c’est à dire la gamme 

 

Figure 15 : Représentation de l’effet hypochrome et du déplacement bathochrome de la bande de Soret de la porphyrine 
TMPyP4 lorsqu’elle interagit avec de l’ADN G4 (TTAGGG) (Wheelhouse et al., 1998153). 
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de concentrations à laquelle on peut travailler puisque pour mesurer une constante d’affinité il faut se trouver à une 

concentration inférieure au KD. 

 

IV. 3. Méthodes quantitatives 

IV. 3. i. La Résonance Plasmonique de Surface (SPR) 

La résonance plasmonique de surface (ou SPR en anglais) est une méthode qui permet de déterminer la constante 

d’affinité d’un composé pour une cible donnée. Cela est possible par l’étude de l’interaction lumière-matière. Une onde 

lumineuse est envoyée sur une surface recouverte d’or et fonctionnalisée par une espèce donnée, dans notre cas des 

G4s structurés. 

 

Un faisceau lumineux monochromatique est projeté sur cette surface de verre et est donc réfléchi par cette surface. 

Cependant la partie du faisceau qui est réfracté dans le milieu va entrer en résonance avec les nombreux électrons libres 

présents au sein de la couche d’or. Cette perturbation énergétique est observable dans le faisceau réfléchi qui est alors 

analysé. En effet, on observera une chute d’intensité du rayon réfléchi lorsque celui-ci est réfléchi à l’angle de 

résonance. Ce phénomène est donc appelé résonance plasmonique de surface et ce qui est mesuré lors de l’analyse, 

est la variation d’angle de résonance lorsque le faisceau touche une molécule couplée ou non à son ligand, dans la 

mesure où le couplage au ligand indique un changement de réfringence du milieu. La surface est plongée dans une 

solution contenant un flot continu de tampon contenant le ligand.  Le signal de résonance, traduit en RU (resonance 

unity) obtenu est analysé sur un sensorgramme qui permet de visualiser la phase d’association du ligand, suivie par une 

phase d’équilibre avant d’entamer la phase de dissociation lorsque le milieu est rincé avec la solution tampon ne 

contenant pas de ligand (Figure 16). On peut ainsi mesurer les constantes cinétiques d’association (kon) et de 

dissociation koff) (Figure 17) et donc en déduire la constante d’association à l’équilibre KA = kon / koff. 

 

 
 
Figure 16 : Représentation du phénomène de SPR. Un faisceau lumineux monochrome est envoyé vers le milieu imbibé de 
solution tampon contenant le ligand et la différence d’angle de résonance est mesurée. 
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 Cette méthode est extrêmement sensible et est donc réalisable avec peu de produit, non marqué de surcroit. Elle 

permet également de déterminer les constantes d’affinité des différents ligands évalués ainsi que le suivi en temps réel 

de la liaison des ligands sur les G4s. Cependant, elle requiert un certain appareillage et il faut s’assurer que les G4s 

resteront bien structurés après avoir été immobilisés sur la surface d’or. Généralement l’immobilisation de 

l’oligonucléotide est réalisée par un accrochage biotine/streptavidine. 

 

IV. 3. ii. La Titration Calométrique Isotherme (ITC) 

La Titration Calorimétrique Isotherme (ITC) est une méthode quantitative qui permet de mesurer directement les 

paramètres de liaisons entre deux entités dans leur état natif. Elle permet d’avoir accès à l’enthalpie de liaison entre 

deux molécules et est largement répandue dans l’étude des biomolécules et est applicable aux G4s et à leurs ligands154. 

C’est une méthode complète qui permet de déterminer les énergies mises en jeu lors de l’association ligand-molécule, 

elle permet lors de la même mesure de déterminer la constante de liaison KD, l’enthalpie de liaison ΔH, l’entropie de 

liaison ΔS et la stœchiométrie de l’association n.  

Il s’agit de placer dans une cuve adiabatique deux cellules dont l’une servira de référence, l’autre étant la cellule 

d’échantillonnage contenant la biomolécule, ici le G4. Cette méthode requiert l’emploi d’un calorimètre d’une grande 

sensibilité qui permet de mesurer les différences de chaleur prenant place dans la cuve. Un titrage par le ligand va 

induire une variation de chaleur au sein de la cuve qui sera mesurée par le calorimètre. Après chaque ajout de ligand, la 

cellule d’échantillonnage est ramenée à la même température que la cellule de référence et un nouvel aliquot de ligand 

est ajouté, saturant progressivement la cellule d’échantillonnage jusqu’à ce qu’aucun échange ne soit détecté, 

indiquant une saturation de l’échantillon. 

C’est une méthode très utile qui permet d’avoir accès à beaucoup de données en une seule expérience et qui en plus ne 

requiert aucun marquage. Cependant c’est une méthode coûteuse en produit et il est nécessaire de réaliser l’expérience 

en solution dans l’eau. 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique d'un sensorgamme. Les mesures des temps d’association et dissociation donnent 
accès à la constante d’affinité.  
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IV. 3. iii. La spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est une méthode utilisée pour analyser les biomomolécules puisque celles-ci sont 

facilement ionisables au niveau des chaînes phosphates pour les acides nucléiques ou des acides aminés pour les 

protéines. 

Dans le cas des G4s, la spectrométrie de masse est une méthode intéressante dans l’étude des interactions avec les 

ligands parce qu’elle permet de mesurer la stœchiométrie de liaison entre le ligand et le G4. Si elle requiert peu de 

matériel, une grande expertise dans l’analyse des données est toutefois nécessaire.  

 

IV. 4. Méthode enzymatique : l’inhibition de la télomérase. 

Les ligands de G4s peuvent être évalués en fonction de leur capacité à inhiber l’enzyme télomérase. En effet, les 

télomères sont des régions enrichies en G4s et la télomérase est inhibée par la présence de ligands stabilisants les G4s. 

Une méthode classique dans la caractérisation des G4s est donc le recours à la TRAP (Telomerase Repeat Amplification 

Protocole)155,156. Cela consiste en l’utilisation d’une séquence télomérique prête à servir de substrat à l’élongation par 

la télomérase. Les brins d’ADN télomérique rallongés par la télomérase sont ensuite analysés par amplification PCR. 

L’analyse de la longueur des brins néosynthétisés permet de quantifier directement l’activité télomérase. La présence 

d’un ligand de G4 va venir interagir avec le G4 in situ et bloquer la progression de la télomérase. Ainsi, le potentiel 

inhibiteur du ligand est directement corrélé à l’affinité du ligand pour les structures de G4s. 

 

V. Les porphyrines 

Les porphyrines sont des macrocycles aromatiques constitués de quatre unités pyrroles reliées ensemble par des ponts 

méthynes. L’origine de leur nom vient du grec porphyra qui désigne la couleur violette caractéristique de ces composés. 

Du fait de leur large surface aromatique, ces composés absorbent fortement dans le visible et possèdent une signature 

UV-vis caractéristique. Ces molécules en effet possèdent une bande d’absorption unique aux environs de 400 nm que 

l’on désigne comme étant la bande de Soret.  

Il existe de nombreuses déclinaisons de ces composés selon l’état d’oxydation du cœur pyrrolique. Ainsi, si l’un des 

cycles pyrroles est réduit on parle alors de chlorine. Une réduction à 6 électrons conduit au porphyrinogène (Schéma 

5). Les porphyrines sont également connues pour être capables de coordiner les métaux, leur conférant des propriétés 

redox dans le cas de métaux rédox actifs. Il s’agit dans ce cas d’un ligand de type L2X2 qui pourra coordiner des métaux 

du groupe d ayant une sphère de coordination plan carrée, or(III), pyramidale à base carrée, zinc(II) ou octaédrique, 

cobalt(III), fer(III), manganèse(III).  

Ce sont des molécules qui existent dans le vivant en tant que groupement prostétiques sous forme de métallo-

porphyrines. C’est le cas des porphyrines de fer présentes dans le site actif de l’hémoglobine et responsable du 

transport des gaz dans le corps humain ou des cytochromes de la chaîne respiratoire qui servent de transporteur 

d’électrons, ou encore des cytochromes P450 et péroxidases qui sont des enzymes d’oxydation. 
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Nous verrons dans cette partie que les porphyrines sont d’une part une famille de molécules très importantes dans le 

vivant mais qu’elles possèdent également des propriétés intéressantes en tant qu’agents thérapeutiques potentiels 

dans plusieurs affections allant du cancer aux infections par des pathogènes. Il sera consacré une partie à leur potentiel 

en tant que ligand des G4s viraux. 

 

V. 1. Les porphyrines chez l’Homme 

V. 1. i. L’hémoglobine 

Les globules rouges, aussi appelées hématies, sont des cellules de la circulation sanguine qui sont fabriquées par la 

moelle osseuse. Ce type de cellules possède une particularité, il s’agit de cellules eucaryotes qui sont énuclées lors de 

leur maturation, constituant un groupe de cellules dépourvues d’information génétique. Elles contiennent en revanche 

une grande quantité d’hémoglobine, ce qui leur donne leur couleur rouge caractéristique.  

L’hémoglobine est une protéine hétéro-tetramérique constituée de quatre sous-unités identiques deux à deux et 

responsable du transport de l’oxygène et du dioxyde de carbone. Elle est capable de se lier à d’autres gaz également 

comme le monoxyde d’azote ou le monoxyde de carbone. Le transport des gaz est possible grâce à un complexe 

métallique constituant le site actif de cette protéine. Ce complexe métallique est une porphyrine de fer particulière que 

l’on appelle l’hème. Le ligand porphyrine entoure un ion fer(II) sur lequel va se coordiner le gaz transporté. 

 

 

Schéma 5 : Structures du cœur porphyrine et deux analogues courants. 

 

 

Schéma 6 La porphyrine héminique.  
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V. 1. ii. Les protéines héminiques 

Les cytochromes sont une famille de protéines impliquées dans la chaine respiratoire et qui possèdent elles aussi 

l’hème (ou un dérivé). On en connait quatre types. Ces cytochromes utilisent les capacités de cycle redox de la 

porphyrine de fer se trouvant dans le site actif157.  

Il existe une autre famille de protéines héminiques, les enzymes d’oxydation comme les péroxidases et les cytochromes 

P450, caractérisées par une bande de Soret à 450 nm lorsqu’ils sont à l’état réduit et complexés avec du monoxyde de 

carbone. Ces péroxidases ou monooxygénases sont quant à elles impliquées dans les réactions d’oxydation du 

métabolisme cellulaire et de la détoxification. Leur mécanisme catalytique met en jeu des espèces actives de type 

métal-oxo de haut degré d’oxydation du fer.  

 

V. 2. Les porphyrines en tant que molécules thérapeutiques 

V. 2. i. Usages des porphyrines en tant que molécules anticancéreuses 

Nous aborderons dans cette partie des propriétés variées des porphyrines comme leurs propriétés redox et leur 

potentiel en tant que molécule ligand d’acides nucléiques. 

 

V. 2. i. a. Les porphyrines, des photosensibilisateurs en thérapie photodynamique (PDT) 

La thérapie photodynamique, ou photodynamic therapy en anglais (PDT), est une méthode de traitement qui implique 

l’usage de lumière et d’une molécule ayant des propriétés phototoxiques, c’est-à-dire qui devient toxique en présence 

de lumière et d’oxygène moléculaire. La molécule est activée par un rayon lumineux, ce qui induit la formation 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). La présence de ROS dans les tissus est délétère puisque ce sont des espèces 

connues pour être extrêmement réactives. (Figure 18).  

Elle est surtout utilisée dans le traitement de maladies de surface, notamment des maladies de peau incluant des 

cancers mais également de l’acné, du psoriasis ou encore de l’herpès158,159. L’intérêt d’une telle méthode est qu’elle est 

 

Figure 18 : Mode d'action de la PDT. Génération in situ d'oxygène singulet qui à son tour génère d’autres ROS responsables de 
l'inflammation locale et de la mort des cellules touchées. 
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non invasive, sélective (effet défini par la zone irradiée) et peut-être utilisée en complément d’une chirurgie ou d’une 

chimiothérapie.  

 

Les porphyrines, de par leurs propriétés spectroscopiques uniques (forte absorption) sont globalement compatibles 

avec la PDT. Elles possèdent une longueur d’onde d’excitation dans le visible et sont capables de produire de l’oxygène 

singulet. Ces propriétés en font des photosensibilisateurs de choix160. La première génération de composés employés 

en PDT était des dérivés de porphyrines et la première molécule approuvée par la FDA pour un usage en PDT était aussi 

une porphyrine (Photofrin Schéma 7). Cependant, du fait d’une bande d’absorption d’intensité assez faible dans le 

rouge (les longueurs d’ondes qui sont le mieux transmises dans les tissus sont comprises entre 650 et 800 nm), les 

générations suivantes de molécules employées en PDT sont des porphyrines ou analogues modifiés dont la surface 

aromatique a été étendue afin de les rendre plus efficaces161. 

 

V. 2. i. b. Autres modes d’actions des porphyrines anticancéreuses 

En plus des porphyrines et dérivés employés en PDT, les porphyrines sont également étudiées pour des propriétés 

anticancéreuses ne faisant pas intervenir la lumière162–165. De plus, cela reste compatible avec leurs propriétés en PDT, 

ce qui en fait des composés très attractifs.  

Des porphyrines d’or(III) hydrophobes peuvent pénétrer dans des cellules cancéreuses et montrent des activités 

anticancéreuses. La coordination de l’or(III) au cœur de la porphyrine est stable dans l’environnement réducteur 

intracellulaire166. Des porphyrines d’or(III), non fonctionnalisées en position meso, sont capables de se lier de manière 

covalente au glutathion ou sur des protéines comportant des résidus cystéines et reliées aux caractère cancéreux d’une 

cellule, ce qui peut expliquer leur activité anticancéreuse167. Elles sont également capables d’induire l’apoptose 

cellulaire ou d’interagir avec la protéine chaperone mitochondriale Hsp60163,168. 

 

 

 

Schéma 7 : Structure du polymère Photofrin (Sodium Porfimer). 
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V. 2. ii. Porphyrines antivirales 

Il est rapporté quelques exemples dans la littérature de porphyrines ayant des propriétés antivirales, notamment anti 

VIH-1. Des porphyrines anioniques ont montré des activité antivirales qui sont corrélées à leur liaison avec la 

glycoprotéine de surface gp120 du VIH-1 conduisant à l’inhibition de son interaction avec le récepteur CD4, empêchant 

ainsi la pénétration du virus dans la cellule hôte169,170.  

Dans le cas du virus de la grippe, il est rapporté un exemple de l’accrochage d’une porphyrine sur une molécule 

antivirale, le zanamivir. La photoactivation de la porphyrine permet de générer de l’oxygène singulet in situ de sorte à 

apporter une toxicité supplémentaire sur le virus171. 

Enfin, des dérivés de porphyrines ont été évalués sur plusieurs classes de virus et seraient capables d’interagir avec 

l’enveloppe virale, empêchant la formation de nouveaux virions172. 

 

Les porphyrines (et dérivés) sont donc des composés aux propriétés multiples qui leur confèrent un potentiel en 

thérapeutique. Ainsi, des porphyrines d’or démontrent une cytotoxicité intéressante dans le cas des cancers tandis que 

des porphyrines non-métallées ou (métallées par du zinc) sont plus utilisées pour leur propriété à générer in situ de 

l’oxygène singulet. Enfin, testées sur des virus, elles se montrent capables d’interagir à plusieurs niveaux pour limiter 

la progression de l’infection. 

À toutes ces propriétés s’ajoutent celle de ligands de G4s qui sera détaillée dans le paragraphe suivant. En effet, nous 

avons vu que ces structures étaient très étudiées pour mieux comprendre leur impact sur le cycle viral de nombreux 

pathogènes et que leur stabilisation pouvait avoir un effet antiviral.  

 

V. 3. Les porphyrines comme ligand de G4s  

Les porphyrines sont des molécules qui correspondent tout à fait au cahier des charges d’un ligand classique de G4s. 

Ce sont de larges molécules aromatiques et planes qui, une fois fonctionnalisées de sorte à introduire une charge 

positive, seraient capable d’interagir à la fois avec le plateau extérieur des G4s mais également par interaction 

électrostatiques avec les phosphates et éventuellement les sillons des G4s.  

 

 

Schéma 8 : Structure de H2TMPyP4. 
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La porphyrine tetracationique H2TMPyP4 est très utilisée comme ligand de G4 de référence (Schéma 8)153. Cependant, 

elle n’est pas spécifique des G4s96. Les modifications structurales à partir de cette porphyrine simple ont conduit à des 

porphyrines cationiques de deuxième génération plus affines et plus spécifiques.  

 

V. 4. Les travaux antérieurs du groupe 

V. 4. i. Les porphyrines cationiques 

La porphyrine de référence H2TMPyP4 est capable de se lier avec une bonne affinité aux G4s (KD  10-6 M) mais n’est 

pas sélective car elle peut s’intercaler entre les plateaux de paires de bases de l’ADN double brin (KD  10-6 M) et peut 

interagir dans le petit sillon des zones riches en AT (KD  10-6-10-7 M). Pour empêcher ces deux types d’interactions, des 

porphyrines plus encombrées ont été synthétisées : H2LA, H2MA et H2PG (Schéma 9). Elles s’avèrent aussi affines 

(H2LA) ou plus affines (H2MA et H2PG) pour les G4s et toutes sont par contre plus sélectives que H2TMPyP4173–176. 

Des analogues métallés par le nickel(II), le manganèse(III) et le cobalt(III) de ces porphyrines ont également été 

préparés. L’introduction d’un cœur métallique sur H2LA ne change pas l’affinité des porphyrines pour les G4s de 

manière claire par contre, pour la série des TMPyP4, lorsque le métal central porte deux ligands axiaux, l’affinité 

diminue clairement173,174. 

Les analogues métallés de H2MA et H2PG avec les ions nickel(II)175, manganèse(II)177 et cobalt(III)176 montrent que l’ajout 

d’un centre métallique (en apportant une charge positive pour le cobalt et le manganèse ou un effet acide de Lewis 

pour le nickel) augmente l’affinité des porphyrines MA et PG pour les G4s, même dans le cas du cobalt(III) et du 

manganèse(III) qui présentent des ligands axiaux susceptibles de gêner les interactions avec les plateaux de guanine174. 

Des porphyrines d’or(III) ont aussi été synthétisées. On peut attendre de l’or(III) coordiné au cœur de la porphyrine 

l’apport d’une charge supplémentaire à la molécule, la diminution de la densité électronique sur la structure aromatique 

et surtout l’absence de ligands axiaux du fait de sa sphère de coordination carrée plane. Cela en fait un ion métallique 

prometteur et les résultats expérimentaux confirment cette hypothèse. 

En effet, l’ajout d’un ion d’or(III) au cœur des porphyrines H2TMPyP4, H2MA et H2PG a pour effet d’améliorer leur 

affinité pour les G4s178,179. La métallation de la porphyrine H2MA par l’or a pour effet de multiplier par trois sa 
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température de stabilisation des G4s en FRET (T1/2 = 10 °C pour H2MA contre T1/2 = 30 °C pour AuMA) et de faire 

gagner un ordre de grandeur sur la constante d’affinité, le KD de AuMA pour les G4s étant de l’ordre de 50 nM180.  

 

V. 4. ii. Les résultats biologiques 

Le virus HIV-1 est un retrovirus. Son génome consiste en deux brins d’ARN de 9,2 kb. Lors de l’infection, l’ARN viral est 

retrotranscrit en un ADN double brin de 9,6 kb incluant deux extrémités régulatrices long terminal repeat (LTR). 

L’ADN viral est ensuite intégré au génome de la cellule hôte puis transcrit et traduit par la machinerie cellulaire pour 

produire de nouvelles particules virales. La présence de G4s dans la région U3 des LTRs a été mise en évidence99–102. 

Dans le 5‘LTR, la séquence formant des G4s se situe sur le site de fixation du facteur de transcription SP1 et sert de 

promoteur pour la transcription du génome entier. D’autres séquence potentielles de G4 ont été identifiées103,180,181. 

 

Schéma 9 : Structure des porphyrines synthétisées dans le groupe avec des bras de nature différente. 

  

Figure 19 : A. Les métaux utilisés pendant l’étude des porphyrines cationiques. B. Les différentes structures des porphyrines. 
C. Prolifération des cellules HeLA sous concentration croissantes de AuMA pour attester de la non cytotoxicité de AuMA. D. 
L’inhibiton de la réplication du VIH-1 dans les cellules incubées avec de l’AZT ou les porphyrines AuMA et AuPG. E. Corrélation 
entre l’affinité des porphyrines évaluées en FRET et leur activité antivirale. 
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Parmi ces séquences potentielles de G4 très conservées il en existe 8 qui forment des structures G4 stables en ARN et 

5 stables en version ADN in vitro180. 

Le Docteur Samir Amrane (Institut Européen de Chimie Biologie, Pessac) a montré que les porphyrines cationiques 

interagissent fortement avec les trois G4 de la région U3 en version ADN et établi une relation structure / affinité qui 

désigne AuMA et AuPG comme les meilleurs ligands (Figure 19 A,B,E).  

En parallèle, le Docteur Marie-Line Andreola (Laboratoire de Microbiologie Fondamentale et Pathogénicité, Bordeaux) 

a montré que les porphyrines cationiques d’or peuvent être d’excellents inhibiteurs du VIH-1. L’activité antivirale atteint 

même celle de l’AZT pour les deux meilleures porphyrines AuMA et AuPG (Figure 19D et E) 179,180. AuMA ne montre 

pas de toxicité sur les cellules HeLA (Figure 19C).  

Fait remarquable : on observe une corrélation entre la capacité des porphyrines cationiques (et autres ligands de G4 

inclus dans la série de molécules) à stabiliser les G4s (T1/2 FRET melting) et leur capacité à inhiber la réplication de HIV-

1 (Figure 19E). Le mécanisme d’action des porphyrines cationiques sur HIV-1 pourrait donc passer par leur 

reconnaissance d’un G4 viral.  

De nombreux G4s ont été identifiés à différents endroits de la séquence, et chacun avec un rôle différent101,104,104,182. 

Cependant les travaux de l’équipe de Bordeaux mettent en lumière que l’action des porphyrines a lieu au cours des 

événements précoces de l’infection, en inhibant l’initiation de la reverse transcription. 

Ce travail démontre l’implication déterminante d’un G4 viral dans les premières étapes de l’infection et ouvre la 

perspective du ciblage de ce G4 dans une stratégie thérapeutique. 

 

L’un des objectifs des travaux de ma thèse est de contribuer à l’étude de la formation des G4s viraux in cellulo. Pour 

cela, il a été envisagé de préparer une sonde moléculaire afin d’isoler le G4 responsable de l’inhibition de la reverse 

transcription. Cette sonde sera constituée d’une entité porphyrine cationique d’or(III) semblable à AuMA ou AuPG afin 

de conserver l’excellente affinité pour les G4s pour laquelle ces porphyrines ont été optimisées, et un bras 

fonctionnalisé portant un tag qui permettra l’isolement de la séquence de G4 par chromatographie d’affinité. La 

séquence d’ARN viral sera ensuite amplifiée afin d’identifier le G4 qui, lors de son interaction avec un ligand 

stabilisateur, inhibe la transcription reverse chez le VIH-1. Pour la réalisation de ces travaux, il a été décidé de travailler 

sur la porphyrine AuMA liée à un tag biotine.  
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CHAPITRE 2  

FONCTIONNALISATION DE LA PORPHYRINE D’OR ANTIVIRALE AUMA EN VUE DE 

L’ACCROCHAGE COVALENT D’UNE BIOTINE 

I. Introduction 

L’un des objectifs de la thèse est de fournir un outil moléculaire destiné à l’étude in cellulo du mécanisme d’action des 

porphyrines antivirales sur le virus VIH-1. Ce travail est réalisé en collaboration avec le Docteur. Samir Amrane, Institut 

Européen de Chimie et Biologie, Pessac et le Docteur. Marie-Line Andreola, Laboratoire Microbiologie fondamentale 

et pathogénicité, Université de Bordeaux. Les travaux envisagés consistent en un « pull-down » des G4 potentiellement 

ciblés par les porphyrines antivirales. Cette sonde moléculaire doit comporter deux parties. La première consistera en 

une entité porphyrine de structure la plus proche possible par rapport à une porphyrine ayant montré une activité 

antivirale afin qu’elle se lie au G4 potentiellement impliqué dans le mécanisme de la rétro transcription1. La deuxième 

partie de la sonde consistera en un « tag » de purification.  

 

 
 

Figure 1 : Purification du milieu biologique avec récupération de la séquence cible par colonne d'affinité recouverte de 
streptavidine. La séquence cible sera liée à la porphyrine fonctionnalisée avec une biotine. 
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Nous l’avons vu précédemment, les porphyrines cationiques sont d’excellents ligands de G4 et en particulier la 

porphyrine AuMA2. Cette porphyrine présente une affinité pour les G4 (KD < 50 nM) et une activité antivirale (IC50 = 390 

nM pour l’inhibition de la réplication du virus VIH-1 sur cellules humaines) remarquables1, ce qui en fait un hameçon de 

choix. Elle a en effet été optimisée tant au niveau de la longueur des bras meso que du nombre de charges, l’atome d’or 

central augmentant significativement l’affinité par rapport aux porphyrines non métallées3. Il a donc été décidé de 

synthétiser une porphyrine d’or(III) analogue à AuMA portant un bras modifié pour l’accrochage de la seconde partie. 

Il s’agira donc d’une porphyrine de type A3B. 

Pour la deuxième partie de la sonde il a été envisagé d’attacher une biotine à la porphyrine. La biotine servira à isoler 

le composé porphyrine lié à sa cible après un passage du milieu biologique sur une colonne d’affinité recouverte de 

streptavidine. La biotine possède une constante d’affinité pour la streptavidine de l’ordre de 1015 M-1 (Figure 1). De plus, 

diverses biotines fonctionnalisées existent dans le commerce offrant ainsi plusieurs options de conjugaison (biotine 

COOH, biotine NH2, biotine hydrazide, etc.). 

La fonctionnalisation directe d’un seul des substituants meso de la porphyrine AuMA par mono-alkylation a été 

écartée. En effet, une gêne stérique due à la position de l’atome d’azote en position 2 des pyridines ne serait pas 

favorable à une bonne orientation de la biotine. Une porphyrine comportant une entité biotine sur un substituant meso 

 

 
 

Schéma 1 : Synthèse classique de porphyrine selon Adler et Longo13. 

 
 
.  
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ne présentant pas de charge positive pourrait être préparée. Il s’agirait d’une porphyrine dissymétrique de type A3B 

dont le bras B ne porterait pas de charge positive. Cependant, il est déjà connu que le nombre de charges positives est 

d’une importance capitale pour une bonne affinité pour les G44–7. Bien que cette chimie ait déjà été pratiquée dans le 

groupe8,9 (Schéma 1), nous avons décidé de privilégier une chimie qui introduise une charge positive sur le « bras » 

biotinylé. Le conjugué porphyrine-biotine visé remplira donc le cahier des charges suivant : un atome d’or(III) central, 

trois bras meso de type (N-methylpyridinium-2-yl)phenyl (type « MA ») et un bras chargé positivement permettant 

l’accrochage covalent d’une biotine. Le Schéma 2 représente le composé attendu, la boule rouge représentant le lien 

entre la porphyrine et la biotine. 

La première idée considérée consistait en le remplacement d’une des 2-pyridine d’AuMA par une 4-pyridine. On espère 

ainsi réaliser une fonctionnalisation unique de la porphyrine sur l’azote de la seule 4-pyridine, plus accessible. Le 

problème d’orientation du bras biotinylé, vers l’extérieur du motif porphyrine, serait également résolu. La mono-

alkylation d’une porphyrine portant des 4-pyridine a déjà été réalisée10. D’autre part, les aldéhydes correspondants 4-

(pyridin-2-yl)benzaldéhyde et 4-(pyridin-4-yl)benzaldéhyde) sont disponibles commercialement. 

Cependant, la molécule attendue (Schéma 3, composé 5) présente un inconvénient en termes de purification. En effet, 

le peu de différence structurale entre les différents produits de synthèse de la porphyrine dissymétrique (4-pyridine 

versus 2-pyridine) (Schéma 1) constituerait un obstacle à la purification déjà difficile d’un mélange de porphyrines.  

 

Il a donc été décidé de passer par un intermédiaire, toujours du type A3B, dont le bras B serait un bras bromophenyl 

qui, en plus de permettre par la suite plusieurs types de réactions de couplage, devrait conduire à un dérivé A3B plus 

facile à isoler par chromatographie (Schéma 3, composé 4). Ce composé, par couplage de Suzuki-Miyaura avec un 

dérivé acide boronique porteur d’une 4-pyridine pour l’accrochage de la biotine, nous permettrait d’obtenir la molécule 

présentée sur le Schéma 3. Cette molécule serait engagée dans une mono fonctionnalisation permettant l’accrochage 

d’une fonction X compatible avec l’accrochage covalent d’une biotine fonctionnalisée (Schéma 4). La biotine que nous 

avons choisie pour ces travaux est un sel de biotine-NH2.TFA commerciale. Pour réaliser la liaison entre la porphyrine 

 

 
 

Schéma 2 : Représentation du composé biotinylé final.  
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et ce dérivé biotine, un lien peptidique est proposé. La fonctionnalisation de la porphyrine se ferait donc avec une 

chaîne carbonée comportant à son extrémité une fonction X = acide carboxylique. Ce dérivé a été synthétisé et nous 

verrons que le chemin qui a mené à ce résultat n’était pas aussi simple que nous l’avions espéré.   

 

 
 

Schéma 4 : Représentation du précurseur A3B en vue de l’accrochage d’une biotine. 

 
 
 

 
 
 

 

 

Schéma 3 : Représentation de la porphyrine désirée 5 ainsi que du précurseur choisi 4. 
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II. Principes généraux de synthèse des porphyrines 

II. 1. Méthode dite « mixed aldehydes » et mécanisme 

La synthèse de porphyrines a été décrite pour la première fois en 1936 par Paul Rothemund11,12. Elle a ensuite été 

améliorée par Adler et Longo qui réalisent la synthèse non pas dans de la pyridine mais dans de l’acide propionique et 

à l’air libre, ce qui augmente le rendement d’obtention d’une porphyrine symétrique de 9% à 20%13,14. Leurs synthèses 

seront reprises et améliorées par Lindsey15 dans les années 80 en employant des conditions douces et le recours à des 

catalyseurs de type acide de Lewis ainsi que l’ajout d’un oxydant pour passer du porphyrinogène à la porphyrine. Dans 

 

 

Schéma 5 : Mécanisme proposé de la réaction de synthèse d'une porphyrine. 
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tous les cas, la synthèse d’une porphyrine requiert l’usage de pyrrole et du ou des aldéhydes correspondants. Un 

potentiel mécanisme réactionnel est décrit sur le Schéma 5. 

Cependant, malgré une amélioration du rendement, la méthode reste peu efficace lorsque la synthèse requiert des 

aldéhydes multiples dans le cas d’une porphyrine asymétrique. Lorsque l’on utilise deux aldéhydes A et B, le nombre 

de porphyrines générées est de six : les porphyrines symétriques A4 et B4, les 3/1 A3B et AB3, les 2/2 A2B2 cis et trans 

(Schéma 5). Les rendements chutent donc d’autant plus. Dans le cas qui nous intéresse, c’est-à-dire la synthèse d’une 

porphyrine A3B, nous avons préféré suivre la méthode de Lindsey16 . Cette dernière fait appel à un composé 

intermédiaire, le dipyrrométhane, ce qui permet de limiter le nombre de sous-produits générés. Le recours à un 

dipyrrométhane constitué du bras majoritaire ainsi que de deux aldéhydes A et B ne conduit à l’obtention que deux 

trois composés : A4, A3B et A2B2 trans, l’obtention du composé A2B2 cis n’étant pas possible (Schéma 6). 

 

II. 2. Purification des porphyrines 

La purification des porphyrines est sans doute l’étape la plus complexe. En effet, ce genre de composé réclame une 

grande quantité à la fois de silice et de solvant pour réaliser une séparation efficace. De ce fait, ces purifications sont 

généralement longues.  

La purification de 150 mg du composé A3B, porphyrine 4, obtenu conjointement avec le composé 3 (A2B2 trans portant 

deux substituants bromophenyl) ainsi que le précurseur d’AuMA (porphyrine symétrique) à partir d’un mélange brut 

contenant environ 500 mg de porphyrines, a nécessité un kilogramme de silice, soixante litres de solvant et environ 

quatre jours d’élution. Il est de plus nécessaire d’éluer avec un gradient lent pour éviter un mélange pendant la 

séparation. Les composés sont élués avec une très faible quantité de méthanol, qui est le solvant rendant les composés 

mobiles sur la colonne. 

 

La difficulté de purification de ces composés a été le principal argument qui nous a dissuadés de synthétiser la 

porphyrine 5 par une voie classique de synthèse (Schéma 1). En effet, même en n’ayant que trois composés à séparer, 

ce qui est le cas lors d’une synthèse utilisant un dipyrrométhane A et des aldéhydes A et B (Schéma 6), leurs propriétés 

physico-chimiques risquent de ne pas être suffisamment différentes pour permettre une bonne séparation dans la 

mesure où leur différence structurale réside dans la position de l’atome d’azote de la pyridine.  

Concernant les porphyrines cationiques, il était d’usage dans le groupe de réaliser les purifications après la méthylation 

et la métallation sur une colonne de phase inverse, Sep Pak C18 5 g, en utilisant comme éluant un mélange d’eau et 

d’acétonitrile contenant 0,1% d’acide trifluoroacétique (TFA). Lorsqu’il s’agit de réaliser un simple dessalage comme 

dans le cas d’une métallation complète, cela s’avère très efficace. Cependant, lorsqu’il est nécessaire de réaliser une 

séparation, la faible résolution de la colonne devient un problème car il est parfois nécessaire de faire plusieurs 

purifications successives.  

Nous avons réalisé les purifications de porphyrines cationiques non pas sur ce type de colonne C18, mais sur une 

colonne de silice classique avec un éluant un peu particulier17. Il s’agit d’une solution à base d’acétonitrile et d’eau, mais 

à la place du TFA utilisé sur la colonne C18, on utilise une solution saturée en KNO3. Les rapports d’eau et d’acétonitrile 
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sont également inversés puisque sur silice classique, c’est l’eau qui rend les composés mobiles sur la colonne. 

L’avantage de cette méthode est sa grande rapidité puisqu’il est possible de faire sortir un composé en moins d’une 

demi-heure d’élution, ce qui est spectaculaire par rapport à la purification de porphyrines non chargées.  

Il est à noter cependant que la résolution est moins bonne mais il est possible d’obtenir des fractions pures. 

L’inconvénient majeur de cette méthode est qu’elle nécessite l’élimination du KNO3 après la collecte des produits. Ce 

dessalage s’avère être un peu fastidieux car il consiste à faire précipiter les sels par ajout de grands volumes d’éthanol 

aux fractions concentrées.  

Une fois la quantité de sels restants estimée suffisamment faible, il est possible, toujours en suivant la méthode de 

Batinic-Haberle et al., de faire précipiter les porphyrines en changeant le contre-ion NO3
- par un contre ion PF6

- plus 

volumineux, rendant le produit insoluble dans l’eau. Il s’agit par la suite de changer à nouveau ce contre-ion PF6
- par un 

contre-ion chlorure pour récupérer un composé soluble dans l’eau. Le protocole employé pour réaliser ces 

précipitations est décrit dans la partie « Matériels et Méthodes ». 

 

III. Synthèse des porphyrines 

III. 1. Stratégie de départ 

Cette partie sera consacrée à la synthèse du composé bromé, porphyrine 4 (Schéma 4), ainsi qu’aux différents essais 

réalisés dans la voie de synthèse de la porphyrine visée dans le Schéma 2. Nous aborderons ainsi les différentes 

conditions de réactions testées pour le couplage de Suzuki-Miyaura pour obtenir la porphyrine 5 (Schéma 4) puis 

l’alkylation des pyridines de la porphyrine 5. 

 

III. 1. i. La porphyrine 5-(4-bromophenyl)-10,15,20-tris[4-(pyridin-2-yl)phenyl]porphyrin 4 

Pour la synthèse du composé 4 on peut envisager deux dipyrrométhanes16 , afin de limiter le nombre de composés 

formés, le 4-(pyridin-2-yl)phenyl dipyrrométhane (1, Schéma 6) et le 4-bromophenyl dipyrrométhane (2). Les 

rendements de réaction lorsqu’on utilise deux dipyrrométhanes et un aldéhyde ou deux aldéhydes et un 

dipyrrométhane ont été comparés. Ces rendements après purification sur colonne sont les mêmes. Nous avons choisi 

la synthèse impliquant le dipyrrométhane 1 pour la synthèse du précurseur bromé (Schéma 6). Elle génère deux sous-

produits : la porphyrine 3 A2B2 trans ainsi que la porphyrine A4, composé précurseur de la porphyrine AuMA. Ces 

composés ont été isolés séparément lors de la purification sur colonne de silice. Les rendements sont indiqués sur le 

Schéma 6. 

L’étape suivant l’obtention de la porphyrine dissymétrique 4 est le couplage avec l’entité 4-pyridine. 
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III. 1. ii. Mise au point des conditions du couplage de Suzuki-Miyaura 

Afin de déterminer les meilleures conditions de réaction, des essais de couplage avec l’acide pyridine-4-boronique 

commercial sur la meso-tetrakis(4-bromophenyl)porphyrin (H2TBPP) (disponible au laboratoire) ont été réalisés 

(Tableau 1). Nous avons testé deux complexes de palladium comme catalyseurs, le 

tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (Pd0(PPh3)4) et le tris(dibenzylideneacetone)dipalladium(0) (Pd0
2(dba)3), 

trois solvants, le dimethylformamide (DMF), le dioxane et le diméthoxyéthane (DME) et avons choisi comme base le 

carbonate de césium.  

Les différentes réactions ont été suivies en CCM sur SiO2 (éluant CH2Cl2/MeOH 98/2) afin de déterminer les 

avancements des réactions. Dans ces conditions, plus la porphyrine porte de groupements pyridine, plus son élution 

est retardée. Ainsi les analyses en CCM permettent de suivre la disparition du produit de départ au profit de l’apparition 

de plusieurs produits de réaction (cinq au maximum pour les quatre positions meso et les deux composés cis et trans di-

fonctionnalisés) dont la migration est inversement proportionnelle au nombre de pyridines présentes sur la porphyrine. 

  

 

Schéma 6 : Synthèse du précurseur bromé 4. 
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Tableau 1 : Essais de couplage sur le substrat H2TBPP. Conditions générales : 0,4 eq. de catalyseur, 12 eq. de base Cs2CO3. 

Réactions Catalyseur Solvant Eq.AB* ° C Base Résultat 

1 Pd0(PPh3)4 DMF 5 100 Cs2CO3 Pas de réaction 

2 Pd0(PPh3)4 DME 5 90 Cs2CO3 + 

3 Pd0(PPh3)4 dioxane 5 100 Cs2CO3 ++ 

4 Pd0
2(dba)3 DMFanh 5 100 Cs2CO3 Pas de réaction 

5 Pd0(PPh3)4 dioxaneanh 10 100 Cs2CO3 +++ 

 
*AB pour l’acide pyridine-4-boronique 
(+) 2 produits de couplage et produit de départ non totalement consommé  
(++) 4 produits de couplage dont 2 majoritaires correspondant aux composés tri et tetra couplés avec disparition du produit de 
départ.  
(+++) 2 produits de couplage correspondant aux composés tri et tetra couplés et disparition du produit de départ.  

 

Le Tableau 1 rassemble les essais effectués avec différentes conditions expérimentales. La première entrée n’est pas 

satisfaisante : aucun composé n’est obtenu. Le changement de catalyseur de Pd(PPh3)4 par du Pd2(dba)3 dans la 

quatrième entrée, ne donne pas de meilleur résultat. Le DMF est à exclure pour ce couplage. Les essais des entrées 2 

et 3 sont plus encourageants. Le changement du solvant DMF par du diméthoxyethane (DME) dans l’entrée 2 permet 

l’obtention de plusieurs produits et une disparition du produit de départ. Dans le dioxane (entrée 3) on observe deux 

taches majoritaires en CCM sur SiO2 (dont les Rf sont les plus bas observés jusqu’à présent) ainsi que des traces des 

autres produits de moindre couplage et une disparition du produit de départ. Enfin, le recours à du dioxane anhydre 

(entrée 5) ne donne plus que les deux tâches les plus basses observées correspondant aux composés tri et 

tetrasubstitués avec disparition du produit de départ. 

Les conditions de couplage les plus favorables à l’obtention du produit sont donc celles présentées dans la cinquième 

entrée du tableau. 

 

Le couplage entre la porphyrine bromée 4 et l’acide pyridine-4-boronique génère bien un unique produit différent du 

produit de départ que l’on peut espérer être le composé attendu, avec un ratio apparent de 20/80 en faveur du produit 

de la réaction. Une purification est donc mise en œuvre par colonne de silice en utilisant les mêmes conditions d’élution 

que pour la purification du composé 4. Cependant, un très faible rendement de purification est observé. Plusieurs 

dizaines de milligrammes étaient attendus en sortie de colonne (50 mg de composé 4 mis en jeu, les masses molaires 

des deux porphyrines sont identiques et on avait observé un fort ratio de produit attendu). Seuls quelques 

milligrammes ont été laborieusement récupérés. 

Il s’avère que le composé 5 présente des propriétés de solubilité telles qu’une purification par colonne de silice est 

exclue. En effet, la porphyrine 5 est peu soluble dans les solvants organiques et se trouve très retenue par la silice. La 

quantité isolée lors de cette première synthèse a été suffisante pour sa caractérisation, cependant il n’est pas 

envisageable de purifier le brut réactionnel. 

Nous avons donc décidé d’enchaîner les étapes d’alkylation de la 4-pyridine et de méthylation des 2-pyridines sans 

purification intermédiaire en tablant sur une purification ultérieure des porphyrines quaternarisées. Pour cela, une 

optimisation des conditions d’alkylation a été réalisée. 
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III. 1. iii. Mise en place des conditions d’alkylation 

Les étapes suivantes, à partir de la porphyrine 5, consistent en deux alkylations successives : une première alkylation 

de la 4-pyridine nouvellement greffée (par un bras fonctionnalisé) puis une méthylation des 2-pyridine restantes.  

Afin de s’assurer du bon déroulement de ces étapes, des essais d’alkylation10 ont été réalisés sur deux substrats 

porphyrines différents que sont la meso-tetrakis(4-(pyridin-2-yl)phenyl)porphyrin (H2TPhPy2) et la meso-

tetrakis(pyridin-4-yl)porphyrin (H2TPyP), en utilisant du 5-bromovalérate d’éthyle (Schéma 7). Le but recherché est 

une alkylation de la 4-pyridine par le bromovalérate d’éthyle dans des conditions pour lesquelles la 2-pyridine moins 

réactive ne serait pas alkylée. 

 

Les réactions d’alkylation sont suivies en CCM sur SiO2 en utilisant MeCN/H2O/KNO3 saturé comme éluant pour 

visualiser la migration des produits cationiques qui se forment, ainsi qu’avec l’éluant classique CH2Cl2/MeOH (98/2), 

afin de vérifier la disparition du produit de départ non chargé qui est le seul produit migrant dans ces conditions. Les 

conditions de réactions sont résumées dans le Tableau 2.  

Un protocole de mono-alkylation de la H2TPyP a été décrit10. La réaction dure six jours dans un mélange 

chloroforme/éthanol à 60 °C. Nous avons testé également un autre solvant, le DMF à 90 °C pendant quatre jours. 

 

Tableau 2 : Essais d’alkylation des porphyrines tests en présence de 10 équivalents de bromovalérate d’éthyle 

Porphyrine Solvant °C Résultats 

H2TPhPy2 DMF 90 Pas de réaction 

H2TPhPy2 CHCl3/EtOH (3/1)10 60 Pas de réaction 

H2TPyP DMF 90 ++ 

H2TPyP CHCl3/EtOH (3/1)10 60 + 

 
(+) Apparition d’une légère tache qui migre en conditions MeCN/H2O/KNO3sat. 
(++) Apparition de deux taches, toujours en conditions MeCN/H2O/KNO3sat. 

 

 

 

Schéma 7 : Les porphyrines utilisées pour les essais d'alkylation. 
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Les réactions menées sur la porphyrine H2TPyP ont amené pour les deux conditions expérimentales testées à 

l’apparition d’un produit migrant dans les conditions MeCN/H2O/KNO3 (8/1/1), ce qui indique sa nature cationique. Dans 

le cas de la porphyrine portant les 2-pyridines, quelles que soient les conditions, aucun produit n’a été observé. Il semble 

alors clair, que sur le composé 5 une alkylation sélective de la 4-pyridine est possible dans les conditions du Tableau 2. 

Les étapes suivant le couplage de Suzuki-Miyaura consistent en une alkylation de la 4-pyridine et une méthylation des 

2-pyridine. Nous avons choisi de les réaliser de façon successive puis de purifier le mélange de porphyrines cationiques. 

 

Dans les conditions présentées sur le Schéma 8, à la fin de l’enchaînement de réactions, seuls trois composés se 

retrouvent dans le brut. La porphyrine 4 n’ayant pas réagi lors du couplage de Suzuki ne réagit que lors de la 

méthylation pour donner la molécule H2(MA)3Br. La porphyrine 5 réagit dans une certaine mesure dans les conditions 

d’alkylation mises en place ci-dessus (Tableau 2), ce qui génère deux autres produits possibles après la méthylation qui 

sont, la molécule H2(MA)3(MA4) et la molécule attendue, H2(MA)3COOH après une hydrolyse de l’ester (observé en 

RMN lors de l’analyse du produit final) qui a probablement eu lieu sur la colonne. 

Malheureusement le rendement de la réaction d’alkylation de la 4-pyridine est très bas et la quantité de produit final 

obtenue infime : inférieure à 10 mg de H2(MA)3COOH pour 120 mg de porphyrine 4 engagés au départ. Sachant qu’il 

reste encore une étape de métallation et une étape de couplage avec la biotine, nous devons adopter une nouvelle 

stratégie. 

 

Malgré tout, cet échantillon de la porphyrine attendue non métallée H2(MA)3COOH pourra servir de référence dans les 

futures réactions. 
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Schéma 8 : Réactions se produisant lors de la synthèse one pot du composé H2(MA)3COOH attendu. 
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III. 2. Stratégies potentielles 

D’autres stratégies de synthèse ont donc été envisagées. Toutes n’ont pas abouti à un composé exploitable. Les 

synthèses partielles ainsi que les autres stratégies envisagées seront présentées dans cette partie. Nous aborderons 

notamment un couplage de Buchwald-Hartwig sur la porphyrine 4 (synthèse partielle) ainsi que la synthèse de 

différents aldéhydes fonctionnalisés (synthèses en vue d’une stratégie différente) et enfin un couplage de Suzuki-

Miyaura réalisé dans des conditions aqueuses (synthèse préliminaire qui va mener à la stratégie finale présentée dans 

la partie III. 3.). 

 

III. 2. i. Le couplage de Buchwald-Hartwig 

Le couplage de Buchwald-Hartwig est, comme le couplage de Suzuki-Miyaura, un couplage pallado-catalysé. Il se 

produit entre un groupement halogène d’une part et une amine primaire de l’autre18. Le couplage est réalisé 

classiquement avec un catalyseur de palladium(II) et l’ajout d’une phosphine. On utilise l’acide 5-aminovalérique pour 

réaliser ce couplage (Schéma 9).  

Cette stratégie présente l’avantage, après méthylation, que l’amine secondaire générée sur le bras nouvellement 

introduit devrait être protonée à pH physiologique et donc fournir la charge positive sur le quatrième substituant meso 

de la porphyrine (Schéma 10).  

Le brut est purifié sur colonne de silice en utilisant l’éluant classique CH2Cl2/MeOH (98/2) et caractérisé par RMN du 

proton et spectrométrie de masse. 

 

La réaction de Buchwald-Hartwig présentée dans le Schéma 9 a été réalisée à partir de 40 mg de 4 et a conduit à 

l’obtention, après colonne de silice classique, à une vingtaine de milligrammes de produit. L’analyse en spectrométrie 

de masse ne donne pas le pic moléculaire de masse attendu à [M+H]+ = 961,4 uma mais un pic à [M+H]+ = 943,4 uma, 

soit une masse moléculaire correspondant à la perte de 18 uma.  

 

Schéma 9 : Couplage de Buchwald-Hartwig sur la porphyrine 4. 
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D’autre part, le spectre RMN du proton dans le DMSO-d6 ne présente pas le signal attendu pour l’amine secondaire. 

Enfin, les protons de la chaîne aliphatique apparaissent comme 2 triplets (chacun comptant pour 2H) à 4,01 et 2,74 ppm 

et 1 multiplet (4H) vers 2,1 ppm. Si l’amine secondaire était présente, l’un des deux triplets serait dédoublé par la 

constante de couplage avec le NH. L’ensemble de ces éléments nous amène à proposer une cyclisation de la chaine par 

la perte d’une molécule d’eau, formant un cycle à six atomes (Schéma 11). La molécule obtenue lors de cette réaction 

(porphyrine 6) est donc inutilisable dans la poursuite de la préparation d’un produit de couplage porphyrine-biotine.  

Un couplage Buchwald-Hartwig de 4 avec une amine judicieusement choisie pour éviter cette cyclisation 

intramoléculaire (allongement de la chaîne aliphatique par exemple, changement de fonction terminale) serait 

certainement envisageable, mais cette voie n’a pas été explorée par manque de temps.  

 

 

Schéma 10 : Composé attendu après couplage de Buchwald-Hartwig et méthylation. À pH physiologique on attend une 
protonation de l'amine tertiaire. 

 

 

 

 

Schéma 11 : Molécule attendue (à gauche) versus la molécule (6) obtenue lors du couplage. 
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III. 2. ii. La synthèse d’aldéhydes fonctionnalisés 

Le recours à des aldéhydes fonctionnalisés a été également envisagé. Cela permettrait de générer directement une 

porphyrine prête à être fonctionnalisée et à concentrer les efforts de synthèses sur des composés plus accessibles. Dans 

cette voie, deux chemins sont envisageables. D’une part, la conservation d’un motif 4-pyridine sur l’aldéhyde pourrait 

être une solution. D’autre part, l’utilisation d’aldéhydes conservant le motif 2-pyridine est envisageable. L’avantage 

d’une telle voie réside notamment dans la conservation plus fidèle du modèle de base de la porphyrine AuMA.  

 

Deux aldéhydes portant un groupement fonctionnel en position meta de la 2-pyridine ont été envisagés (Schéma 12). 

L’un d’eux, le composé 8, décrit dans la littérature19, a été synthétisé. Le second envisagé aurait dû être préparé à partir 

du composé 10 mais sa préparation n’a pas abouti, par manque de temps. 

De plus, un aldéhyde cationique, le 4-(4-pyridinium-1-pentanoic acid) benzaldehyde (composé 12), a été également 

synthétisé. Plusieurs conditions de réactions ont été tentées notamment en faisant varier le solvant et par voie de 

conséquence la température puisque cette réaction a toujours été menée à reflux.  

La quaternarisation de la pyridine par le 5-bromopentanoic acid a été menée dans du dichlorométhane, de 

l’acétonitrile, du DMF et du toluène. Ce dernier solvant est apparu comme la meilleure option en termes de rendement 

et de traitement. Le Schéma 13 présente les synthèses ayant mené à l’obtention des différentes molécules19–22.  

 

Les composés 8 et 12 sont des aldéhydes prêts à être employés dans une synthèse de porphyrine. La fonction acide 

carboxylique qu’ils présentent servirait à un couplage peptidique direct avec un dérivé de biotine portant une amine 

terminale. 

Malheureusement, nous avons découvert ultérieurement que la présence d’une fonction acide carboxylique sur une 

porphyrine empêche la métallation par de l’or(III) de par son effet coordinant qui provoque une 

 

 

Schéma 12 : Les différents aldéhydes proposés. 
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précipitation/agrégation de la porphyrine en présence des sels d’or. Il a été ainsi été impossible de métaller la 

porphyrine H2(MA3)COOH décrite dans le paragraphe  III. 1. Iii. Les deux aldéhydes 8 et 12 à notre disposition sont donc 

inutilisables pour la synthèse du conjugué porphyrine-biotine que nous avions envisagée.  

Par contre il est ainsi devenu clair, au fur et à mesure de l’avancement des travaux, que la stratégie d’accrochage d’un 

dérivé biotine sur une porphyrine fonctionnalisée par un acide carboxylique devait se concevoir avec un ordre précis 

dans les étapes. Il est nécessaire d’avoir une porphyrine déjà métallée par l’or(III) lors de l’accrochage d’un bras portant 

une fonction carboxylique. Le même constat serait probablement vrai pour une fonction amine. 

La stratégie de synthèse suivante va donc se baser sur une modification de l’ordre des étapes en gardant le principe 

d’un couplage de Suzuki-Miyaura à partir du composé clé de départ : la porphyrine 4 qui porte un groupement 4-

bromophenyl (Schéma 4).  

  

 

 

Schéma 13 : Synthèses des différents aldéhydes. 
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III. 2. iii. Le retour au couplage de Suzuki-Miyaura mais en conditions aqueuses 

En cherchant à réaliser un couplage de Suzuki-Miyaura sur une porphyrine déjà méthylée et métallée, on va s’orienter 

vers des précurseurs de porphyrines hydrosolubles. Un couplage de Suzuki-Miyaura en milieu aqueux a déjà été décrit 

dans la littérature23. De plus il sera possible d’utiliser un acide boronique déjà fonctionnalisé et soluble dans des solvants 

protiques. On pourrait partir d’acides boroniques 2-pyridine ou 4-pyridine. Notre choix s’est porté sur un dérivé de la 

4-pyridine.  

 

 

Schéma 14 : Synthèse du précurseur cationique pour le couplage de Suzuki-Miyaura en milieu aqueux. 

 

Schéma 15 : Synthèse de l'acide boronique fonctionnalisé 15 et description de l'obtention du mélange 16. 
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Une synthèse inspirée des travaux de Gao et al.24 a été réalisée et a permis l’obtention d’un acide boronique portant 

une pyridine quaternarisée, composé 15 ou 16 (Schéma 15). Cette synthèse comporte trois étapes. La première étape 

est une étape de protection de la fonction acide boronique par le neopentyl glycol pour former un acétal (composé 13). 

S’en suit une alkylation par le 5-ethyl bromovalerate conduisant au composé 14, qui est isolé sous la forme d’une huile 

jaune, suivie après un lavage du milieu réactionnel, d’une étape de déprotection.  

L’étape de déprotection du groupement acide boronique entraine également une hydrolyse de l’ester. L’hydrolyse de 

l’ester est incomplète si la déprotection dure 1 nuit (16 constitué d’un mélange de 75% d’ester et 25% d’acide) ou 

complète si la déprotection est laissée 4 jours (15). Cette hydrolyse de l’ester n’est pas gênante puisqu’elle devra être 

réalisée in fine en vue du couplage avec la biotine. Il est à noter que lors de la première réaction de couplage décrite 

dans le Schéma 16 ci-dessous, nous avons utilisé le composé partiellement hydrolysé 16 alors que dans les suivantes 

(Schéma 17), ce sera le composé 15.  

 

 

 

Schéma 16 : Synthèse de la porphyrine cible H2(MA)3COOH. 
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Le couplage de Suzuki-Miyaura a d’abord été tenté avec des porphyrines métallées avec du zinc(II) (Schéma 16) en 

s’inspirant des travaux de Tremblay-Morin et al.23 qui décrivent des couplages de Suzuki-Miyaura sur des porphyrines 

cationiques similaires au précurseur 4 employé. La préparation du précurseur métallé Zn(MA3)Br est décrite dans le 

Schéma 14.  

 

La métallation de la molécule 4 est suivie en UV par le déplacement bathochrome de la bande de Soret ainsi que la 

disparition des bandes Q. La métallation complète est par la suite confirmée en RMN par la disparition du singulet situé 

dans la région négative du spectre. Une fois le solvant évaporé, le résidu est dissous dans du dichlorométhane et passé 

sur une colonne de Célite® afin d’éliminer les traces de sels. La méthylation du précurseur est effectuée directement 

sur le résidu après ajout de DMF et d’iodométhane. 

Une fois le précurseur Zn(II) obtenu, le couplage est réalisé dans les conditions indiquées par Tremblay et al.23 (Schéma 

16). Le couplage met en jeu Zn(MA)3Br et l’acide boronique 16, en présence de K2CO3, de sel de Pd(II)(OAc)2 et de 

phosphine TPPTS (triphenylphosphine-3,3′,3’’-trisulfonic acid trisodium salt) pendant 15 h sous argon à 80 °C, dans un 

mélange MeCN/H2O 50/50. 

Malgré un faible rendement, le composé attendu a pu être obtenu après purification par colonne de silice en employant 

MeCN/H2O/KNO3sat (8/1/1) comme éluant. S’en suit alors l’étape de démétallation qui se réalise par agitation du 

composé dans une solution acide à 0,5 M de HCl pour obtenir le composé H2(MA)3COOH en vue du remplacement du 

zinc par l’or. La démétallation est suivie en UV, elle est instantanée. La bande de Soret du composé métallé à 425 nm 

disparait au profit de la bande caractéristique de la protonation du cœur non métallé à 447 nm. Il a été constaté lors de 

la caractérisation du composé démétallé, que l’ester présent en bout de chaîne avait été complètement hydrolysé, 

probablement au cours de l’étape de purification. La porphyrine H2(MA)3COOH a ensuite été engagée en totalité dans 

l’étape de métallation avec KAuCl4. Comme nous l’avons évoqué plus haut, cette étape s’est avérée impossible à 

réaliser. Un précipité noirâtre s’est formé dans le milieu. Il a été impossible de solubiliser le précipité collecté dans aucun 

des solvants à notre disposition. 

Ce travail a montré qu’un couplage de Suzuki-Miyaura est possible en milieu aqueux entre une porphyrine métallée et 

méthylée (Zn(MA)3Br) et un acide boronique pré-fonctionnalisé (16). L’étape suivante consiste à reproduire ce 

couplage avec une porphyrine métallée par de l’or(III). 

 

III. 3. Stratégie finale 

III. 3. i. Synthèse du précurseur fonctionnalisé par un bras COOH : Au(MA)3COOH 

Le couplage pallado-catalysé entre la porphyrine Au(MA)3Br et l’acide boronique fonctionnalisé portant un bras acide 

pentanoïque 15 (dans des conditions similaires à celles de la porphyrine métallée par le zinc, paragraphe III. 2. iii) a été 

celle qui a permis d’isoler une porphyrine portant une fonction carboxylique avec le meilleur rendement et la meilleure 

pureté. Le couplage entre la porphyrine d’or et l’acide boronique fonctionnalisé a été optimisé à plusieurs niveaux.  

La dernière étape de la synthèse de l’acide boronique 15 ainsi que son traitement a permis d’isoler un produit solide 

pur, ce qui n’était pas le cas lors des premières synthèses. Celle présentée sur le Schéma 16 avait été réalisée avec le 
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composé 16. En effet, la déprotection du composé 14 pendant 4 jours (Schéma 14) a permis d’obtenir l’acide boronique 

15 portant une fonction carboxylique sous sa forme pure, qui précipite dans l’acétone, et se présente sous la forme d’un 

solide plus facile à manipuler.  

La synthèse présentée sur le Schéma 17 représente la pénultième étape de la synthèse du composé final biotinylé 

présenté sur le Schéma 2. Elle a fait l’objet de plusieurs étapes d’optimisation avant d’arriver à une conversion totale 

du produit de départ. 

Les réactions sont suivies en CCM sur SiO2 en employant MeCN/H2O/KNO3 sat. comme éluant, dans la mesure où les 

composés suivis sont chargés. Ce sont également dans ces conditions que les purifications ont été réalisées. 

 

Tableau 3 : Conditions du couplage de Suzuki-Miyaura sur des porphyrines méthylées et métallées.  

Réactions métal solvant eq AB* AB base °C temps produit 

1 Zn MeCN/eau 3 16 K2CO3 80 15 h oui ++ 

2 Au MeCN/eau 2,4 15 K2CO3 70 20 h oui +++ 

3 Au MeCN/eau 2 16 Na2CO3 70 20 h oui + 

4 Au DMF 3 16 Cs2CO3 100 8 h non 

5 Au DMF 3 NF* Cs2CO3 100 8 h non 

 
AB : acide boronique 
*acide pyridine-4-boronique 
*NF pour non fonctionnalisé. 
(+) Obtention du produit attendu mais présence de sous-produits non identifiés et présence du produit de départ. 
(++) Obtention du produit attendu, présence d’un sous-produit non identifié et disparition du produit de départ. 
(+++) Obtention du produit attendu, 100% de conversion. 
 

 

Schéma 17 : Synthèse du composé Au(MA)3COOH . 
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Les porphyrines utilisées lors des essais de couplage décrits dans le Tableau 3 sont les porphyrine métallées Au(MA)3Br 

ou Zn(MA)3Br. La réaction 1 du Tableau 3, est la réaction présentée précédemment dans la partie III. 2. iii. Les essais 

de couplages des entrées 2 à 5 ont été réalisés sur la porphyrine Au(MA)3Br. Les entrées 4 et 5 montrent que le DMF 

n’est pas un solvant compatible avec la réaction. Ce constat est similaire à celui observé lors de la synthèse de 5 

présentée dans le Tableau 1. 

La 2e entrée du tableau présente les meilleures conditions de couplage. Non seulement le produit a été obtenu mais il 

l’a été avec une conversion complète du substrat de départ. La différence entre les entrées 2 et 3 est la base utilisée, 

qui visiblement a un impact important sur le bon fonctionnement de la réaction. Les conditions employées pour l’entrée 

1 et 2 sont celles de Tremblay-Morin23 et s’avèrent donc les plus efficaces pour le couplage sur la porphyrine d’or(III).  

La purification de cette réaction a été effectuée par précipitations successives de la porphyrine avec des sels 

d’hexafluorophosphate puis de chlorure17. En effet, les contre-ions PF6
- rendent les porphyrines cationiques insolubles 

dans l’eau. La porphyrine est en revanche soluble dans l’acétone, dans laquelle elle précipite par ajout de chlorure de 

tert-butylammonium, l’échange des ions PF6
- par des ions Cl- rendant le composé insoluble dans l’acétone (mais à 

nouveau dans l’eau). Ainsi, ce passage successif d’un solvant à l’autre permet d’éliminer les réactifs, l’acide boronique 

15 et la phosphine TPPTS, ces composés étant solubles dans l’eau. Le palladium est éliminé par centrifugation, ce 

dernier n’étant soluble ni dans l’eau ni dans l’acétone. Le précurseur Au(MA)3COOH est donc finalement obtenu. Il a 

été caractérisé par RMN et spectrométrie de masse haute résolution. 

 

III. 3. ii. Synthèse du composé biotinylé : Au(MA)3biotine 

 Le composé biotinylé est obtenu par couplage peptidique entre le composé Au(MA)3COOH et la biotine cadaverine 

(commercialisée sous forme de sel de TFA) portant une amine primaire au bout d’une longue chaîne carbonée. 

Les conditions de couplage requièrent l’activation de l’acide carboxylique terminal par le couple CDI/HOBt dans du 

DMF en conditions anhydres. L’intérêt de ce couple d’activateurs est de générer le benzotriazolylester capable de 

 

 

 

Figure 2 : Chromatogrammes HPLC sur colonne C18 analytique, détection à 408 nm, de (A) Au(MA)3COOH et de deux réactions 
de couplage avec la biotine dans des conditions illustrant l’importance du pourcentage d’eau sur le rendement de couplage : 
(B) 20% H2O, 65% de conjugué Au(MA)3biotine et (C) 2% H2O, 86% de conjugué. Les annotations correspondent à : a, impureté 
de la porphyrine de départ, X, porphyrine non identifiée et COOH, Au(MA)3COOH. 
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réagir sur une amine en conditions aqueuses. En effet, une fois le produit de départ entièrement consommé (3 h à 30 

°C), ce qui est suivi en CCM sur SiO2 avec MeCN/H2O/KNO3sat comme éluant, de l’eau est ajoutée pour neutraliser 

l’excès de CDI n’ayant pas réagi. Le sel de biotine est alors ajouté au milieu réactionnel dans un minimum d’eau. La 

réaction de couplage se fait dans un mélange contenant 2% d’eau en 1 h à 60 °C. La réaction de couplage est suivie en 

HPLC afin de vérifier le taux de conversion de l’ester activé en composé biotinylé. Il est de presque 90% dans les 

conditions optimisées (Figure 2)  

Les impuretés présentes sont une porphyrine non encore identifiée appelée X, un reliquat de synthèse du précurseur 

non identifié appelé a et la porphyrine Au(MA)3COOH de départ. La présence de Au(MA)3COOH peut s’expliquer soit 

par une activation incomplète non détectée en CCM ou par la désactivation d’une partie de l’ester activé au contact de 

l’eau ajoutée. 

Quelques remarques sont à faire sur la mise au point des meilleures conditions pour le couplage : 

o La porphyrine Au(MA)3COOH(Cl) n’est pas bien soluble dans le DMF. Il faut donc veiller à faire l’activation à une 

concentration inférieure à 1 mM pour assurer une solubilisation complète du milieu d’activation. Pour aider à la 

solubilisation nous avons procédé à une sonication préalablement à l’ajout du CDI et nous avons effectué 

l’activation à 30 °C.  

o Le couplage avec la biotine doit être réalisé dans un milieu contenant le moins d’eau possible. Dans un milieu 

contenant 20% d’eau, le rendement de couplage chute à 65%; dans un milieu contenant 30% d’eau, ce dernier 

chute à 55%. 

o L’excès de biotine peut être ramené de 10 à 5 équivalents sans chute du rendement de couplage. 

o La biotine peut être dissoute directement dans de l’eau, l’ajout d’un tampon (tampon PIPES 20 mM pH 7,5) ne 

change pas le rendement du couplage. 

 

Figure 3 : Exemple de chromatogramme de Au(MA)3biotine purifié. Colonne C18 analytique, détection à 408 nm. Sur ce 
chromatogramme, la mesure des aires des différents pics donne une pureté de 89,5%. 
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La purification du produit biotinylé (voir Schéma 18) a été faite au moyen de deux systèmes de chromatographie : en 

chromatographie flash ou bien en HPLC semi-préparative. Les deux méthodes conduisent aux mêmes résultats (Figure 

3). Alors que la séparation en HPLC analytique a pu être optimisée (Figure 2) la purification a posé problème puisque 

bien souvent la pureté du produit récupéré a varié (entre 87 et 95%). Il est troublant de retrouver des porphyrines non 

couplées dans les fractions d’adduit collectées. Les meilleures qualités de produit sont obtenues lorsqu’on veille à 

recueillir séparément la fin du pic de l’adduit ce qui se traduit par un rendement de purification très bas.  

 

Les analyses du produit biotinylé en spectrométrie de masse et en RMN confirment la structure attendue (Figures 4 à 

7). La spectrométrie de masse en haute résolution, du conjugué avec des contre ions TFA, montre les signaux à m/z = 

959,287 et 599,863 etc. correspondant respectivement aux ions [M + 3 TFA]2+ et [M + 2 TFA]3+ etc. On note une rupture 

facile de la molécule dans le spectromètre de masse qui est atténuée quand la tension de cône est abaissée à 15 V. Les 

fragmentations observées correspondent à la rupture de la liaison C-N des pyridiniums (déméthylation, perte du bras 

alkyle). En RMN du proton on voit bien les deux triplets des protons amides à 7,87 et 7,77 ppm qui prouvent la présence 

des deux liaisons peptidiques du bras de jonction entre la porphyrine et la biotine. Les intégrations des protons des 

parties porphyrine et biotine correspondent bien à un rapport de 1 pour 1 des deux entités. 

 

 

Schéma 18 : Représentation du composé final biotinylé Au(MA)3biotine. 
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Figure 4 : Spectre 1H RMN complet de la porphyrine Au(MA)3biotine dans le DMSO-d6. 

 

 

 

 

Figure 5 : Spectre 1H RMN de la porphyrine de 1,2 à 6,4 ppm. 
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Figure 6 : Spectre 1H RMN de la porphyrine de 6,2 à 9,6 ppm. 

 

 

Figure 7 : Spectre de masse en SMHR-ES+ de la porphyrine Au(MA)3biotine. 
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IV. Etude de la relation structure/affinité pour les G4s à l’aide d’une série de 
porphyrines. 

IV. 1. Les porphyrines synthétisées 

Les différentes porphyrines dont les synthèses vont être décrites dans cette partie sont présentées sur le Schéma 19. 

Elles ont été synthétisées dans le but d’obtenir une librairie de porphyrines cationiques dont le nombre de charge et la 

position de la charge varie. Les conditions générales de méthylation et de métallation sont détaillées dans les parties 

IV. 2 et IV. 3. Cette librairie a été évaluée par des tests de FRET melting  présentés ci-après dans la partie V.  

 

 

IV. 1. i. La porphyrine Au(MA)2Br2 

La porphyrine 3 correspond à un sous-produit de synthèse du précurseur 4 sur lequel est basée notre voie de synthèse 

(Schéma 6).  Lors de la synthèse des composés 3 et 4, le composé attendu était la porphyrine 4. Lors de la première 

purification, le composé 3 a été élué très lentement afin de le séparer d’une impureté non identifiée. Lors des synthèses 

suivantes, il a été élué plus vite afin d’accéder plus rapidement au composé 4. Il est alors collecté avec cette impureté 

 

 

Schéma 19 : Les porphyrines de la librairie test. 
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non identifiée. Par la suite, lorsque nous avons décidé d’utiliser cette molécule dans notre librairie en tant que 

porphyrine portant 3 charges positives, elle a subi une seconde purification. Un passage sur colonne de silice avec une 

élution au dichlorométhane pur permet une séparation efficace et bien plus rapide de l’impureté et du composé 3.  

Une fois le composé 3 purifié, il est engagé dans l’étape de méthylation. Le composé méthylé est ensuite purifié sur 

une colonne Sep Pak C18 5g avec un éluant à base d’acétonitrile, d’eau et de TFA qui conduit au produit H2(MA)2Br2 

avec des contre-ions TFA. Compte tenu du fait que cette molécule ne présente que deux charges positives, sa solubilité 

dans l’eau est faible. Afin de procéder à la métallation, le produit est dissous dans un mélange d’eau et d’éthanol. La 

métallation du composé n’est pas complète et une seconde purification sur une colonne Sep Pak C18 5g permet 

d’obtenir la porphyrine Au(MA)2Br2, toujours avec des contre-ions TFA. Un échange d’anions est réalisé sur une résine 

échangeuse d’ions (chlorure) pour obtenir le composé final (Schéma 20). 

 

IV. 1. ii. La porphyrine Au(MA)3Br 

La porphyrine 4 a été notre principal précurseur durant ces travaux de thèse. Le composé 4 est engagé dans les étapes 

de méthylation et de métallation. Ces deux étapes ont nécessité une purification réalisée non pas sur une phase C18 

comme pour le produit précédent, mais sur une colonne de silice classique en utilisant l’éluant à base d’acétonitrile, 

d’eau et de solution saturée en KNO3. L’échange d’ions est réalisé sur une résine échangeuse d’ions chlorure pour 

obtenir le composé final Au(MA)3Br (Schéma 21).  

Ce composé a été introduit dans la librairie de FRET et a également servi de précurseur à la synthèse du composé 

fonctionnalisé Au(MA)3COOH présenté dans la partie III. 3. i. 

 

 

Schéma 20 : Composé tricationique Au(MA)2Br2. 
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IV. 1. iii. La porphyrine Au(MA4)4 

La porphyrine Au(MA4)4 (N-méthylée en position 4 du cycle pyridinium) et la porphyrine de référence AuMA (N-

méthylée en position 2 du cycle pyridinium) devraient avoir des propriétés similaires quant à leur affinité pour les G4 et 

donc leurs propriétés antivirales. La molécule a donc été synthétisée selon le protocole publié par Jin et al4. La 

porphyrine présentée sur la gauche du Schéma 22 est isolée après une synthèse classique de porphyrine (Schéma 1) 

en partant de l’aldéhyde correspondant commercial et de pyrrole.  

Il s’agit d’un composé insoluble quel que soit le solvant utilisé. Le brut réactionnel, après lavage avec du DMF, est 

employé directement dans l’étape de méthylation, selon le protocole classique (paragraphe IV.2.). Le composé 

H2(MA4)4 présente des propriétés de solubilité meilleures que le composé non méthylé mais reste beaucoup moins 

soluble que les autres porphyrines cationiques comme H2MA ou H2(MA)3Br (à l’exclusion de H2(MA)2Br2, qui ne 

présente que deux charges positives). Il est possible que l’absence de gêne stérique entre les cycles aromatiques des 

bras « MA4 », contrairement au bras « MA » permette aux porphyrines de s’auto agréger, limitant leur solubilité.  

 

 

Schéma 21 : Composé tétracationique  Au(MA)3Br. 

 

 

 

 
Schéma 22 : Composé pentacationique Au(MA4)4. 
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Le composé H2(MA4)4(I) a été directement engagé dans l’étape de métallation sans purification préalable.  

La métallation de ce composé étant complète, un simple dessalage est réalisé sur une colonne Sep Pak C18 5g avec de 

l’eau à 0,1% de TFA. La porphyrine métallée est ensuite éluée avec un mélange composé à 80% d’acétonitrile et à 20% 

d’eau, l’éluant contenant toujours 0,1% de TFA. Un échange d’ions est réalisé par précipitations successives avec des 

sels d’hexafluorophosphate puis de chlorure et la porphyrine Au(MA4)4(Cl) est obtenue (Schéma 22). 

 

IV. 1. iv. La porphyrine Au(MA)3MA4 

Ce composé est obtenu par méthylation directe du brut réactionnel de la synthèse de 5 (Schéma 23). Il présente une 

très faible solubilité. Le couplage a donc été réalisé dans les conditions déterminées précédemment (Tableau 1). La 

méthylation a été faite en one pot. La méthylation rendant la molécule 4 et la molécule 5 solubles, par ajout de charges 

positives, dans des solvants polaires tels que l’acétonitrile, une séparation sur colonne de silice a pu être effectuée et a 

permis d’isoler le composé hybride portant deux motifs N-méthylpyridinium différents.  

Après la métallation, le composé rejoint la librairie en tant que molécule test. En effet, si l’affinité d’un tel composé 

pour les G4 s’avère décevante, notre stratégie de départ pour la synthèse d’un conjugué biotinylé doit être modifiée en 

conséquence.  

 

IV. 2. Méthylation des groupements pyridines 

Les conditions générales de méthylation sont inspirées de la bibliographie25. Dans notre cas, chaque méthylation suit 

le même protocole. On conserve un large excès d’iodométhane dans le milieu réactionnel mais la température de 

réaction est maintenue à 100 °C et non pas à reflux. Concernant l’excès d’iodométhane, il a été établi que pour 30 

milligrammes de porphyrine, 1 mL d’iodométhane serait mis en jeu (environ 540 équivalents). Cet excès est nécessaire 

dans la mesure où la température de réaction est très supérieure à la température d’ébullition de l’iodométhane qui est 

 
 

 

 

Schéma 23 : Composé pentacationique Au(MA)3MA4. 
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de 42,5 °C. L’excès sert à compenser le réactif perdu par évaporation de sorte qu’il en reste suffisamment dans le milieu 

pour réaliser la méthylation. 

 

IV. 3. Métallation 

Les conditions de métallation sont également standardisées. En dehors des ajustements de solvants réalisés en cas de 

faible solubilité de la porphyrine comme c’est le cas pour les porphyrines H2(MA4)4 et H2(MA)2Br2, la métallation se fait 

en milieu aqueux avec du tetrachloroaurate de potassium (KAuCl4) (entre 2 et 4 équivalents) et un ajout de la base 

NaOH en solution (entre 4 et 6 équivalents). La métallation est suivie en CCM sur SiO2 avec MeCN/H2O/KNO3sat 

comme éluant mais également en UV-vis (Figure 8). En effet, lors de la métallation d’une porphyrine on peut observer 

un déplacement de la bande de Soret (la bande d’absorption majoritaire correspondant à une transition π-π* vers 400 

nm) et une disparition des bandes Q (les bandes minoritaires correspondant à des transitions π-π* plus faibles)26.  

Du fait de la proximité des bandes de Soret du composé non métallé H2 et du composé métallé par l’or, il est nécessaire 

de vérifier la disparition de composé non métallé en ajoutant de l’acide dans la cuve. En effet, lors de la protonation du 

cœur non métallé, le shift de la bande de Soret est bien plus grand. Si deux bandes de Soret sont visibles après l’ajout 

d’acide, cela trahit la présence du composé non métallé dans le milieu réactionnel. Cette méthode ne peut être utilisée 

lors de la métallation au zinc, ce métal n’étant pas assez « dur » pour rester au cœur de la porphyrine dans un 

environnement acide. 
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Figure 8 : Spectres UV-Vis dans l’eau de la porphyrine H2(MA)3Br (marron), sa forme protonée (orange) et la porphyrine Au(MA)3Br 
(violet). On constate la proximité des bandes de Soret entre le composé métallé avec de l'or(III) (406 nm) et le composé non métallé. 
(415 nm) alors que la bande de Soret de la porphyrine protonée est déplacée à 440 nm. Les courbes ont été normalisées. Les epsilons 
des porphyrines H2(MA)3Br et Au(MA)3Br sont respectivement de 370 x 103 et 340 x 103 M-1 cm-1.  
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V. Relation structure/affinité pour les G4s : tests de FRET melting 

Après l’obtention des différentes porphyrines constituant la librairie d’évaluation, des tests de FRET melting ont été 

réalisés. Cette librairie doit permettre d’établir la meilleure stratégie de fonctionnalisation du précurseur 4 permettant 

de conserver une bonne affinité pour les G4s.  

En effet, pour réaliser des expériences de fishing avec une porphyrine biotinylée, il est nécessaire que le conjugué 

porphyrine-biotine final soit capable de se fixer sur un G4 de manière suffisamment stable pour que le G4 puisse être 

isolé.  

Deux questions se posent:  

o Est-ce qu’avec un atome d’or central apportant une charge positive au complexe on peut se contenter de trois 

charges positives sur le squelette de la porphyrine (trois substituants meso chargés de type « MA » et un substituant 

meso non chargé), ce qui nous permettrait une fonctionnalisation plus simple du précurseur ? 

o Est-ce que la substitution d’une 2-pyridine par une 4-pyridine modifie de façon conséquente l’affinité des 

porphyrines pour les G4s ? 

 

V. 1. Principe du FRET melting 

Les expériences de FRET impliquent une interaction entre deux fluorophores, un donneur et un accepteur de 

fluorescence dont les zones d’émission et d’absorption respectives se chevauchent. L’oligonucléotide F21T (qui se 

structure en G4) porte à son extrémité 5’ le fluorophore donneur FAM (6-carboxyfluorescéine) et à son extrémité 3’ le 

fluorophore accepteur TAMRA (tétraméthylrhodamine). Lorsque le quadruplex est structuré, les deux fluorophores 

sont proches l’un de l’autre et un signal de fluorescence pour TAMRA pourra être observé. Lorsque la température 

augmente, l’oligonucléotide se dénature et passe sous forme simple brin. La température de demi-dénaturation du 

F21T (température à laquelle la moitié du G4 est sous forme dénaturée) est d’environ 55 °C dans les conditions 

expérimentales choisies. Ainsi, lorsque le G4 se dénature, les fluorophores s’éloignent l’un de l’autre et la probabilité 

d’un transfert radiatif diminue (Figure 9). On observe alors la fluorescence du fluorophore donneur FAM. Plus la 

température augmente, plus la fluorescence de FAM s’intensifie (Figure 9). 

Les porphyrines, en qualité de ligands stabilisateurs des G4, peuvent être évaluées par ce biais. En effet, lorsqu’une 

porphyrine se lie à un G-quadruplex, la stabilisation induite augmente la température nécessaire à la dénaturation de 

la structure G-quadruplex. Plus une porphyrine est fortement liée au G4, plus la température nécessaire à sa 

dénaturation sera importante. On mesure le T1/2 qui est la différence entre la température de demi-dénaturation du 

F21T en présence et en absence de porphyrine. Nous allons par la suite évaluer les T1/2 induits par chacune des 

porphyrines de la librairie afin de pouvoir les classer en fonction de leur affinité. 
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V. 2. Résultats des tests de FRET melting 

V. 2. i. FRET sur l’oligonucléotide F21T 

Les courbes sur la Figure 10 représentent la mesure de la fluorescence du fluorophore FAM lors de la dénaturation du 

G4 (Figure 927 ) en absence et en présence de deux équivalents molaires de porphyrine. Ces courbes sont normalisées. 

Les températures correspondant à 50% de fluorescence sont relevées et le T1/2 induit par la porphyrine  est calculé. 

L’ensemble des résultats est rassemblé sur le graphique de la Figure 11. Ces résultats nous indiquent que les 

 

 

Figure 9 : Représentation de la dénaturation du G4 de F21T par augmentation de la température avec apparition de la 
fluorescence de FAM. 
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Figure 10 : Représentation des courbes de demi-dénaturation de F21T seul (orange) et F21T avec 2 équivalents de la porphyrine 
AuMA (bleu) en solution tampon composée de tampon lithium cacodylate pH 7.2 10 mM, 90 mM LiCl, 10 mM KCl. Les T1/2 sont 

respectivement 52 et 80 °C. Le T1/2 d’AuMA est de 28 °C 
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porphyrines portant cinq charges positives (Au(MA)3MA4, Au(MA4)4 et Au-MA) montrent des T1/2 supérieurs à 15 °C. 

Elles possèdent donc une plus grande affinité que les porphyrines tetra-cationique (Au(MA)3Br) ou tri-cationique 

(Au(MA)2Br2) vis-à-vis du G-quadruplex. Ainsi, si la porphyrine AuMA reste la plus affine de toutes (T1/2 = 32,4 ± 0,9  

°C)3, son analogue Au(MA)3MA4 (T1/2 = 23,8 ± 0,9 °C) présente une affinité très satisfaisante. Cela nous conforte dans 

l’idée que modifier la position d’un pyridinium ne constitue pas un obstacle à l’efficacité. Il est donc tout à fait 

envisageable de fonctionnaliser un bras portant un groupement 4-N-méthylpyridinium et d’attendre du composé 

biotinylé dérivé, des résultats satisfaisants en termes d’affinité pour les G4 et en termes d’hameçon moléculaire28.  

 

La faible capacité de la porphyrine Au(MA4)4 à stabiliser le F21T par rapport aux deux analogues portant cinq charges 

positives peut s’expliquer de par les propriétés de la molécule elle-même. En effet, si les premières expériences de 

docking ne semblaient pas indiquer de différences significatives avec AuMA28, il a été constaté durant les synthèses, 

comme nous l’avions indiqué dans la partie IV. 1. iii, que cette porphyrine a tendance à former des microagrégats.  Bien 

qu’une fois sous sa forme cationique, la porphyrine est plus soluble et plus facile à manipuler, cela n’est sans doute pas 

suffisant pour s’opposer aux phénomènes d’agrégation. Il en résulte une baisse de concentration de la porphyrine en 

solution et donc une affinité apparente plus faible pour les G4.  

Certains résultats sont en accord avec cette possibilité de formation de microagrégats en solution : on remarque en 

effet que l’epsilon de Au(MA4)4 est plus faible que celui des autres porphyrines pentacationiques (200 000 M-1 cm-1 

versus 400 000 M-1 cm-1 pour AuMA) et que sa bande de Soret se trouve décalée vers le rouge (410 nm contre 406 nm 

pour AuMA). 

 

 

Figure 11 : T1/2 de l'oligonucléotide F21T, 0,2 µM (1 eq), en présence des différentes porphyrines de la librairie, 0,4 µM (2 eq.), en 
solution tampon composée de tampon lithium cacodylate pH 7,2 10 mM, 90 mM LiCl, 10 mM KCl. Les porphyrines sont représentées 
simplifiées. Le nombre de charges de chaque porphyrine est indiqué. 
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Les porphyrines ne portant que trois (Au(MA)2Br2) ou quatre (Au(MA)3Br) charges positives sont nettement moins 

efficaces vis-à-vis de la stabilisation du F21T. Cela indique que le nombre de charges positives est à prendre en 

considération lors du choix de la porphyrine à fonctionnaliser. Il est donc peu judicieux de fonctionnaliser une 

porphyrine par un « bras » meso non chargé. Cette étude de relation structure/affinité confirme que la porphyrine finale 

biotinylée devra comporter cinq charges positives. 

 

V. 2. ii. Essais de compétitions entre l’ADN G-quadruplex F21T et l’ADN duplex 

Afin de confirmer la sélectivité des composés pour l’ADN G-quadruplex, des expériences impliquant une compétition 

entre cet ADN G-quadruplex et de l’ADN duplex introduit en excès ont également été menées sur les trois composés 

pentacationiques. En effet, si lors de l’introduction de cet ADN compétiteur, on notait une chute du T1/2, cela 

indiquerait que la porphyrine se fixerait préférentiellement sur le compétiteur ADN duplex. Les expériences sont 

réalisées dans les mêmes conditions que lors des mesures de T1/2 précédents avec un ajout d’un excès croissant d’ADN 

duplex allant de 5 à 50 équivalents par rapport au F21T.  

Nous voyons dans le graphique de la Figure 12 que malgré une diminution progressive des valeurs de T1/2, on peut 

toutefois noter une préférence marquée des composés testés pour la structure G4 de F21T. Il est nécessaire d’atteindre 

la barre des 50 équivalents de compétiteur duplex avant d’observer une chute significative du T1/2. Nous pouvons donc 

conclure que les porphyrines penta-cationiques de cette étude présentent une spécificité importante vis-à-vis des G4s. 

La conclusion de ces expériences est que les trois composés pentacationiques conservent la sélectivité d’AuMA vis-à-

vis de l’ADN G-quadruplex. La porphyrine P-COOH que nous devons préparer devra comporter préférentiellement cinq 

 

 

Figure 12 : Sélectivité des trois composés pentacationiques pour la structure G4 de F21T par la mesure du T1/2 de l’oligonucléotide 
en présence de quantité croissante d'ADN duplex compétiteur (ds26) (0, 5, 20, 50 mol. equiv. de ds26 par rapport au F21T) en 
solution tampon composée de tampon lithium cacodylate pH 7. 
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charges positives ; la fonctionnalisation sur un bras portant une 4-pyridine ne devrait pas gêner l’interaction du 

composé avec la cible.  

 

VI. Conclusion du chapitre 

En conclusion, nous avons abordé dans ce chapitre le travail de synthèse autour de la porphyrine d’or(III) 

pentacationique de référence AuMA, dotée de propriétés antivirales remarquables in vitro. Le but visé était la 

préparation d’un analogue de AuMA biotinylé qui soit structurellement le plus proche possible de la molécule de départ 

pour étudier le mécanisme soutenant son activité antivirale. A partir de la porphyrine symétrique AuMA il a donc fallu 

modifier l’un des substituants meso de la porphyrine par un bras fonctionnalisé permettant l’accrochage covalent de la 

biotine (et ainsi aboutir à une porphyrine dissymétrique de type A3B).  

Pour définir le type de chimie compatible avec la modification d’un substituant meso de AuMA, une librairie de 

porphyrines d’or cationiques a été évaluée dans des expériences de FRET melting, afin de vérifier l’influence du nombre 

de charges positives portées par la porphyrine et de leur position sur son affinité pour les G4. La suppression d’une 

charge positive sur le squelette de la porphyrine diminue sa capacité à stabiliser l’ADN G4 en « FRET melting », ce qui 

indique une perte d’affinité du composé pour les G4s. Par contre le remplacement d’un motif 2-pyridine par un motif 

4-pyridine sur une seule des positions meso de la porphyrine n’a aucune incidence sur son affinité pour les G4. Nos 

efforts de synthèse ont donc porté sur l’introduction d’un motif 4-pyridinium fonctionnalisé sur un des substituants 

meso de la porphyrine de référence AuMA. 

La porphyrine finale porte en position meso trois substituants de type « MA » (N-methylpyridinium-2-yl)phenyl et un 

substituant (N-methylpyridinium-4-yl)phenyl sur lequel est greffée la biotine. Sa synthèse consiste, à partir du 

précurseur dissymétrique A3B, Au(MA)3Br en un couplage du Suzuki-Miyaura en milieu aqueux avec l’acide boronique, 

5-(4-borono-pyridiniu-1-yl)pentanoic acid bromide (15), suivi (ii) d’un couplage peptidique avec la biotine cadavérine. 

Cette molécule est actuellement en cours de test. 
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CHAPITRE 3  

MODELISATION ET OUVERTURE VERS DE NOUVELLES PORPHYRINES  

Dans ce chapitre, nous aborderons les travaux de modélisation moléculaire effectués durant la thèse. Il s’agissait, par 

des calculs de dynamique moléculaire, d’accéder à des informations énergétiques nous permettant d’orienter les 

futures synthèses vers des dérivés porphyrines intéressants pour le ciblage des G4s.  

Notre objectif a consisté en la détermination de l’énergie libre de liaison entre différentes porphyrines dont les données 

expérimentales étaient connues, ou non, et une structure de G4 de VIH-1 afin de réaliser une étude de relation 

structure-affinité. Leur classement en fonction des énergies libres d’interaction calculées nous permettrait de 

déterminer quels dérivés pourraient se révéler prometteurs et donc d’orienter les synthèses à réaliser. 

 

Pour cela, il a été nécessaire de valider la méthode de calcul que nous avons choisie en réalisant les premiers calculs 

avec des molécules dont les données expérimentales de liaison aux G4s étaient connues. Ces molécules sont les 

porphyrines d’or(III) présentées au chapitre précédent. Par la suite une série de nouvelles porphyrines a été également 

évaluée par cette approche théorique et nous verrons que les résultats obtenus ont permis la sélection d’un composé 

potentiel dont la rétrosynthèse sera présentée. 

 

I. Les méthodes de calcul de l’énergie libre de liaison 

De nombreux processus retrouvés en biologie impliquent des interactions entre molécules. Ces interactions non 

covalentes, telles que celles retrouvées entre les enzymes et leurs substrats, les ligands et les récepteurs protéiques, 

ou bien encore les protéines et les acides nucléiques, gouvernent la plupart des processus biologiques retrouvés au sein 

des cellules. Elles impliquent des mécanismes complexes qui mettent en jeu des modifications des interactions 

électrostatiques et des forces de Van der Waals (vdW) entre les molécules mises en contact. De nombreux événements 

thermodynamiques vont conduire à des changements conformationnels et entropiques, ou encore des phénomènes 

de solvatation-désolvatation1,2.  

L’évaluation de l’affinité d’une molécule vis-à-vis d’une biomolécule par des approches théoriques représente de ce fait 

un défi majeur. La multiplicité des mécanismes mis en jeu rend cependant cette évaluation complexe et les ressources 

en temps de calculs seront d’autant plus importantes que l’on réduira le nombre d’approximations.  

I. 1. Les fonctions de score 

Les approches les plus simples et les moins coûteuses en temps calcul pour calculer l’énergie libre d’interaction sont 

représentées par les fonctions de scores3. Ces méthodes sont généralement implémentées dans les logiciels de 

« docking moléculaire » et elles ont pour avantage de calculer rapidement l’affinité d’une molécule vis-à-vis d’une cible 

et peuvent donc être utilisées pour faire du screening virtuel.  

 



CHAPITRE 3 
Modélisation et ouverture vers de nouvelles porphyrines 

 
94 

Ces fonctions de score sont soit : 

o empiriques, et sont basées sur la contribution de termes individuels dont la somme donne l'enthalpie libre 

totale4–6. Les fonctions et les coefficients décrivant chacun de ces termes sont déterminés par régression 

linéaire multiple, en utilisant un « ensemble d’apprentissage » constitué d’une librairie de complexes ligands-

récepteurs résolus par cristallographie, dont les constantes d’affinités expérimentales sont connues.  

o basées sur les équations retrouvées dans les champs de force utilisés en mécanique moléculaire7,8. La 

détermination de l'enthalpie libre nécessite ici aussi un étalonnage à partir d’un ensemble d’apprentissage. 

Du fait de leurs conceptions, les fonctions de score sont le fruit de diverses approximations et simplifications ; elles ne 

prennent en compte que partiellement certains phénomènes physiques qui déterminent la reconnaissance 

intermoléculaire, en particulier les phénomènes entropiques ainsi que les changements conformationnels. Elles sont 

par ailleurs fortement dépendantes de l’ensemble d’apprentissage qui a été utilisé pour les modéliser. En conséquence, 

elles ne présentent pas suffisamment de robustesse pour déterminer de façon précise l'enthalpie libre de liaison des 

ligands9. 

 

I. 2. Les méthodes basées sur les calculs de dynamique moléculaire 

À l’opposé des méthodes empiriques précédentes, se trouvent des méthodes faisant appel à des simulations de Monte 

Carlo ou de dynamique moléculaire. Les énergies libres sont moyennées sur un ensemble de conformations extraites 

d’une trajectoire plutôt que calculées sur une conformation unique comme pour les fonctions de score. Elles 

nécessitent un échantillonnage important du complexe et du ligand libre en solution dans le solvant et sont de ce fait 

nettement plus coûteuses en temps calcul. Plusieurs stratégies existent pour calculer l’énergie libre de liaison. Elles 

sont basées sur la mise en place d’un cycle thermodynamique. Trois méthodes couramment utilisées peuvent être 

citées : 

o La méthode MM/PBSA (Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area solvatation)9–11 : l’énergie libre 

de liaison est évaluée selon l’équation : G liaison = GPL - GP - GL dans laquelle G est l’énergie libre, d’un ligand 

(L), d’une protéine (P) et d’un complexe (PL) à l’équilibre. Une seule trajectoire de dynamique moléculaire est 

réalisée et les énergies libres de P et L sont calculées après isolation à partir du complexe. C’est une méthode 

qui est très utilisée et globalement plus robuste que les méthodes empiriques sans être aussi lourde en temps 

de calcul qu’une méthode alchimique. 

Le terme entropique, difficile à calculer via cette méthode sans importants temps de calcul, est souvent 

négligé. Les incertitudes sur les calculs peuvent être importantes9. 

o La méthode LIE (Linear Interaction Energy)12,13 : Tout comme la méthode MM/PBSA, la méthode LIE se 

présente comme un bon compromis entre les méthodes de docking/scoring et les coûteuses méthodes 

alchimiques. L’énergie libre de liaison est obtenue selon l’équation suivante : 

ΔGbind = α (⟨Vvdw
lig−solv⟩lié−⟨Vvdw

lig−solv⟩libre) + β (⟨Veleliglig-solv⟩lié−⟨Vele
lig−solv⟩libre).  

Deux trajectoires de dynamique sont utilisées, l’une pour le ligand seul en solution et l’autre pour le complexe 

en solution. L’énergie libre de liaison est obtenue par différence entre les contributions électrostatiques et de 
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Van der Waals issues de ces trajectoires. Cependant, elle présente également des limites, notamment dans 

l’attribution des valeurs des coefficients α et β qui sont issus d’ajustements et dont les valeurs sont 

dépendantes des modèles ayant servi à les obtenir. 

o Enfin, la méthode alchimique ABFE (Alchemical Binding Free Energy)14 : Il s’agit d’une méthode, qui repose 

sur la simulation d’états non physiques (d’où le nom méthode de méthode alchimique). Elle donne accès à 

l’énergie libre de liaison entre les deux parties modélisées grâce à deux trajectoires de dynamiques composées 

chacune d’un certain nombre d’états intermédiaires. Elle présente l’avantage d’inclure les effets entropiques 

et de solvatation et est d’une grande précision15–17. Les calculs des différences d'énergie libre sont fondés sur 

des principes de mécanique statistique bien établis. Ils sont basés sur la conception d’un cycle 

thermodynamique dans lequel le ligand est progressivement "retiré" de la phase aqueuse et "inséré" dans le 

site de liaison de la macromolécule. La différence d'énergie libre entre les deux états physiques pourra être 

calculée en faisant la somme des différences d'énergie libre entre toutes les paires d'états intermédiaires 

alchimiques18. 

C’est la méthode que nous avons choisie, dans la mesure où elle était décrite pour être précise en termes de calculs 

d’énergies libres. Le gain en précision a cependant pour contrepartie des coûts de calcul élevés.  

 

Considérons la réaction équilibrée P + L ⇌ PL  

À l'équilibre, la constante de liaison K peut s’écrire : K = 
[𝑃𝐿]

[𝑃]𝑥 [𝐿]
 

K est reliée à l'énergie libre de liaison par l'équation : ΔG° = -kB.T.ln K, où kB est la constante de Boltzmann et T, la 

température.  

La constante d’équilibre peut aussi s’exprimer par le rapport des probabilités pour que le système soit dans un état i ou 

un état j : K = 
𝑃𝑖

𝑃𝑗
 (i pouvant représenter l’état libre : P ou L et j, l’état lié : PL)  

La probabilité de trouver le système dans un état par rapport à un autre est déterminée par le rapport des fonctions de 

partition Qi et Qj, de sorte que la différence d'énergie libre pour un ensemble NVT s’écrit :  

Ai→j = -kB.T. ln 
𝑄𝑖

𝑄𝑗
 = -kB.T.ln 

∫𝚪𝐣
𝐞
− 

𝐔𝐣
𝐤𝐁𝐓 𝒅�⃗⃗� 

∫𝚪𝐢
𝐞
− 

𝐔𝐢
𝐤𝐁𝐓 𝒅�⃗⃗� 

 où Ai→j est la différence d'énergie libre de Helmholtz entre l'état i et l'état j, Ui 

et Uj sont les énergies potentielles du système, i et j sont les volumes de l'espace de phase.  

Soit U, le changement d’énergie potentielle associé à la transformation de i vers j : Ui  = Uj  + U  

L’équation devient : Ai→j = -kB.T.ln 
∫Γj

e
− 

Ui
kBT 𝑑�⃗�   𝑥 ∫ e

− 
Δ𝑈
kBT 𝑑�⃗� 

∫Γi
e
− 

Ui
kBT 𝑑�⃗� 

 =  -kB.T.ln ⟨e
−

Δ𝑈

kBT 𝑑𝑞 ⟩ 

Les crochets indiquent une moyenne sur un ensemble conformationnel obtenu par simulation de dynamique 

moléculaire.  

En raison de la compressibilité limitée de l'eau, à 1 atm, l'effet des changements de volume sur l'énergie libre de liaison 

est négligeable19. Cela signifie que la composante pV de l'énergie libre peut être ignorée sans effets majeurs sur les 

résultats. Dans ces conditions, l'énergie libre de Helmholtz est très proche de l'énergie libre de Gibbs : 
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G°i→j = A°i→j = -kB.T.ln ⟨e
−

Δ𝑈

kBT 𝑑𝑞 ⟩ 

Cette formulation, développée par Zwanzig20 est à la base de la théorie des perturbations (connue sous le terme de 

free energy perturbation : FEP). Elle n’est cependant applicable que si les états i et j sont suffisamment proches. Dans 

les méthodes alchimiques de calcul de l'énergie libre, la transformation de l’état pour lequel L et P sont totalement 

libres (état 0) à l’état pour lequel L et P sont totalement liés (état 1) est effectué via une série de transformations non 

physiques (ou alchimiques) reliant ces deux états extrêmes21. On introduit pour cela un paramètre de couplage 22  qui 

est une variable décrivant une série d'états intermédiaires entre les deux états extrêmes  = 0 et  = 1. Elle permettra 

de découpler progressivement les interactions électrostatiques et de van der Waals retrouvées entre le ligand et le 

solvant ou la macromolécule. Une intégration numérique est alors nécessaire pour calculer la différence d'énergie libre 

entre  = 0 et  = 1. 

Dans la méthode de l’intégration thermodynamique (TI), la différence d’énergie libre sera calculée par la relation 

suivante  : Δ𝐺0,1 = ∫
∂U(λ,x)

∂λ

𝜆=1

𝜆=0 𝜆
. 

Pour une valeur de λ donnée, la moyenne de l’ensemble 〈∂U/ ∂λ〉 est obtenue à partir d'une trajectoire issue d’une 

simulation.  

D’autres méthodes permettent de calculer la différence d’énergie entre les états intermédiaires, on peut notamment 

citer la Weighted Histogram Analysis Method (WHAM)23, ou encore le ratio d’acceptation de Bennett (Bennett 

Acceptance Ratio : BAR)24.  

À la différence de la méthode TI, la méthode BAR nécessite de connaitre la configuration de deux états  adjacents 

pour estimer les différences d'énergie libre. Elle est cependant moins dépendante du choix des états intermédiaires, ce 

qui la rend plus robuste que les autres méthodes25,26. 

Le programme de dynamique moléculaire GROMACS27–29 intègre un module de calcul de l’énergie libre utilisant la 

méthode BAR  
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II. Conception d’un cycle thermodynamique permettant de calculer l’énergie 

libre absolue de liaison 

Dans les méthodes de perturbation l’estimation fiable de la différence d'énergie libre entre l’état initial pour lequel L et 

P sont libres et final pour lequel ces derniers sont liés, nécessite de définir un chemin reliant ces deux états extrêmes, 

qui passera par un ensemble d’états intermédiaires. Le cycle thermodynamique ci-dessous qui relie les états liés et non 

liés pourra être utilisé (Figure 1). 

Le ligand (orange sombre) en interaction avec le solvant () est progressivement découplé et transformé en un soluté 

(orange pâle) sans interaction () avec une série de calculs durant laquelle les interactions électrostatiques et de van 

der Waals sont progressivement réduites à zéro, (terme solvG°découplage). Le ligand « libre » est soumis ensuite à une 

contrainte () d’énergie égale à G°contrainte. Cet état énergétique est identique à celui de l’état  dans lequel le ligand 

est retenu à l'intérieur de la cavité sans toutefois interagir. Les interactions électrostatiques et de vdW sont ensuite 

rétablies (), avec la mise en jeux de l’énergie libre protG°couplage. Enfin, l'état final (), pour lequel le ligand est dans 

un état non contraint et en interaction complète avec la macromolécule, est obtenu en annihilant progressivement les 

contraintes entre le ligand et la protéine (terme protG°contrainte).  

Ce cycle peut être subdivisé en N états  qui sont simulés indépendamment les uns des autres. Ces simulations 

indépendantes sont souvent appelées fenêtres. Dans notre cas, 41 fenêtres ont été utilisées pour le découplage du 

 

Figure 1 : Cycle thermodynamique utilisé pour calculer l'énergie libre absolue de liaison. 
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ligand et 31 pour l’interaction du ligand avec le solvant.  

Le cycle est caractérisé par six états : les deux états lié et non lié, qui ont une réalité physique dans la partie haute du 

cycle. L’énergie libre de liaison correspond à la flèche horizontale supérieure et représente l’association du ligand et de 

la macromolécule. 

Les quatre autres états sont les intermédiaires alchimiques pour lesquels le ligand est découplé de l'environnement, 

c'est-à-dire qu'il n'interagit plus de façon progressive avec le solvant et avec la macromolécule. Lorsque les interactions 

intermoléculaires du ligand sont supprimées (les interactions intramoléculaires étant toujours présentes), on dit que ce 

dernier est découplé. Le découplage consiste à supprimer progressivement les forces résultant des interactions 

électrostatiques et de van der Waals avec l’environnement.  

Dans l'état initial non lié (état ), le ligand est libre en solution. Ce ligand en solution interagit totalement avec le 

milieu ; il est ensuite progressivement transformé en un soluté découplé (état ), pour lequel les interactions 

électrostatiques et de vdW sont progressivement supprimées, en passant par plusieurs états intermédiaires non 

physiques. Le ligand qui n’a plus aucune interaction avec l'environnement, est ensuite contraint afin de limiter son 

espace de déplacement (état  : présence de ressorts de contrainte). L'état  est équivalent l’état  pour lequel le 

ligand découplé est contraint dans la cavité. Le ligand découplé et contraint dans la cavité de la macromolécule voit 

alors ses interactions électrostatiques et de vdW progressivement réactivées (état ). Les contraintes entre le ligand 

et la macromolécule sont finalement supprimées, ce qui ferme le cycle et permet d'atteindre l'état final physique, c'est-

à-dire celui correspondant à la liaison entre les deux parties (état ).  

 

Le cycle décrit cinq étapes :  

o Etape → : solvG°découplage est l'énergie libre de découplage du ligand de la solution, l'amenant dans un état 

correspondant à la phase gazeuse. 

o Etape → : G°contrainte est l'énergie libre de contrainte appliquée au ligand de sorte qu’il reste localisé dans 

une même zone, alors qu’il n'interagit pas avec l'environnement. 

o Etape → : L'énergie libre nécessaire pour positionner le ligand découplé et contraint dans le site de liaison 

de la cible, qui est égale à zéro 

o Etape → : protG°couplage est l'énergie libre de couplage du ligand avec son environnement. Les interactions 

électrostatiques et de vdW sont réactivées, le ligand étant toujours dans un état contraint dans la poche de 

liaison de la molécule cible. 

o Etape → : protG°contrainte représente l'énergie libre de la suppression des contraintes qui maintenaient le 

ligand en place. 

 

L'énergie libre de liaison peut alors être calculée en faisant la somme des quatre étapes principales :  

G°liaison = solvG°découplage + G°contrainte + protG°couplage + protG°contrainte. 

Il est à noter que dans notre cas, le ligand L est une porphyrine H2, (non métallée) ou Au(III), (métallée par de l’or(III)) et 

la macromolécule est un G4. Le site de liaison de la porphyrine est une tétrade extérieure du G4. 

 



CHAPITRE 3 
Modélisation et ouverture vers de nouvelles porphyrines 

 
99 

II. 1. Les contraintes de position 

L'utilisation de contraintes est importante dans le protocole décrit ci-dessus car elle empêche la porphyrine de quitter 

le voisinage de la tétrade extérieure de G alors qu'elle n'interagit plus avec l'environnement. Si la porphyrine n'était pas 

retenue lors du découplage, elle pourrait quitter la cavité de liaison et évoluer dans toute la boîte de simulation. 

L'utilisation de contraintes permet d’avoir un bon chevauchement de l'espace de phase entre les différentes fenêtres 

et une convergence plus rapide des calculs37,38. 

On utilise en général l’ensemble de potentiels harmoniques proposées par Boresch et al31. Trois atomes (P1, P2, P3) 

sont choisis sur le G4 et trois autres (L1, L2, L3) sur la porphyrine (Figure 2). 

L’ensemble de contraintes se compose d'une distance (P1-L1), de deux angles (L1-P1-P2 et P1-L1-L2) et de trois dièdres 

(L3-L2-L1-P1, L2-L1-P1-P2 et L1-P1-P2-P3) à appliquer entre trois atomes de la porphyrine et trois du G4. 

 

Cet ensemble de potentiels permet de maintenir la porphyrine dans une position spécifique par rapport au site de 

liaison. L’énergie libre mise en jeu par ces contraintes est par ailleurs facilement accessible par une méthode 

analytique31. La détermination de G°contrainte dans l’étape → ne nécessite donc pas de simulations de dynamique 

moléculaire.  

 

 

 
Figure 2 : Ensemble de contraintes proposées par Boresch et al. 
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II. 2. Mise en place des états intermédiaires 

La Figure 314 illustre le schéma de calcul utilisé. Elle montre que plusieurs états intermédiaires doivent être utilisés pour 

relier les états liés et non liés et obtenir une estimation précise de l'énergie libre de liaison. L’échantillonnage des 

différents états alchimiques le long du chemin réactionnel, nécessitera de choisir le nombre d'états intermédiaires à 

déterminer, leur répartition le long du chemin alchimique et la durée des simulations. 

Pour une molécule étudiée, il faudra prévoir deux séries de calculs : une pour la porphyrine seule (partie inférieure de la 

Figure 3) et une pour le complexe porphyrine-G4 (partie supérieure de la Figure 3). 

Le paramètre de couplage λ définit l'état thermodynamique du système le long du cycle thermodynamique. Il peut 

prendre toutes valeurs comprises entre 0 et 1. Il sera utilisé pour le découplage des interactions coulombiennes et de 

vdW, ainsi que celui des potentiels harmoniques retenant la porphyrine.  

Dans le logiciel GROMACS, il nous faut définir trois ensembles distincts de paramètres de couplage : λcoul, λvdw, λrestr.  

 

Les trois transformations seront conduites séparément : dans un premier ensemble de fenêtres, seules les charges sont 

progressivement annihilées, puis dans un deuxième ensemble, ce seront les interactions de vdW, et enfin les 

contraintes dans un troisième ensemble. Nous considèrerons que l’état  = 0 correspond à l'état pour lequel la 

porphyrine est non contrainte et entièrement couplée et que l’état  = 1 correspond à l'état pour lequel la porphyrine 

est contrainte et entièrement découplée.  

Chacun des états est contrôlés par les paramètres λ. La ligne supérieure représente le découplage et mise en contrainte 

de la porphyrine dans le complexe porphyrine-G4 solvaté ; la ligne inférieure représente le découplage de la porphyrine 

isolée en solution. Les états thermodynamiques - correspondent aux états indiqués dans le cycle 

thermodynamique de la Figure 1. Une couleur sombre pour la porphyrine indique la présence d'interactions 

coulombiennes et de vdW avec l'environnement, tandis qu'une couleur claire leur absence. Les ressorts schématisent 

la présence de contraintes. Les valeurs de λrestr, λcoul, et λvdw définissent l'état thermodynamique de la simulation. 

 

 
Figure 3 : Figure simplifiée de calcul de l’énergie libre par la méthode alchimique. 
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Dans la partie haute de la Figure 3, la porphyrine est progressivement découplée et annihilée de l'environnement du 

quadruplex, alors que dans la partie basse, elle est progressivement découplée et annihilée de l'environnement du 

solvant.  

Chacune des colonnes de valeurs de λ correspond à une fenêtre thermodynamique. Les états  et  (équivalents à 

ceux de la Figure 3) correspondent à de systèmes L et LR en interaction totale avec leur environnement et ne 

présentant aucune contrainte, alors que les états  et  sont totalement découplés. 

Une représentation du complexe porphyrine-G4 est montrée sur la Figure 4. Le quadruplex utilisé pour les simulations 

est une structure d’un G4 caractérisée par RMN (code PDB : 2NAY), cible potentielle qui se trouve dans la région Long 

Terminal Repeat (LTR) du VIH-132. 

  

 

Figure 4 : Représentation de la porphyrine Au(MA)3MA4 sur un G4 du VIH-1. En violet les G, en rose les A, en orange les T et en 
rouge les C. 
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II. 3. Les porphyrines d’or(III) 

II. 3. i. Validation de la méthode 

Nous avons utilisé la méthode Alchemical Binding Free Energy (ABFE) afin de vérifier que les résultats obtenus via les 

calculs étaient compatibles avec les données expérimentales des molécules. Nous avons utilisé les structures des 

porphyrines testées en FRET dans le chapitre précédent pour les premières simulations effectuées. Les porphyrines 

simulées sont présentées sur le Schéma 1. Les T1/2 mesurés (Chapitre II Figure 11) nous ont permis de classer ces 

molécules de la plus affine à la moins affine, ce classement s’étant révélé dépendant du nombre de charges et de leur 

position sur le cycle pyridine.  

La porphyrine la plus affine est Au-MA. Puis viennent par ordre d’affinité décroissante Au(MA)3MA4, Au(MA4)4, 

Au(MA)3Br et enfin la porphyrine Au(MA)2Br2. Il apparaît clairement que les porphyrines pentacationiques sont de bien 

meilleurs ligands de G4s. 

Parmi les porphyrines pentacationiques celle qui a les moins bonnes capacités de liaison, Au(MA)4, est aussi la moins 

soluble. La moins bonne capacité de ce composé à stabiliser le G4 en FRET peut s’expliquer par une concentration de 

porphyrine moins importante en solution du fait qu’elle a tendance à former des microagrégats. 

 

 
Schéma 1 : Structures des porphyrines testées en FRET et utilisées pour valider la méthode de calcul. 
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II. 3. ii. Résultats 

Les résultats de ces premiers calculs sont présentés dans le Tableau 1. On peut constater que la tendance observée 

expérimentalement est conservée. En effet, si l’on regarde les cinq premières entrées du tableau qui concernent les 

porphyrines testées au chapitre précédent, on remarque effectivement que les meilleures énergies d’interaction sont 

bien retrouvées avec les porphyrines pentacationique et que l’affinité baisse en même temps que la diminution de la 

charge. Ainsi, l’énergie libre de liaison calculée de la porphyrine Au(MA)3Br (tetracationique) est moins favorable et 

dans le cas de la porphyrine Au(MA)2Br2 (tricationique), elle l’est encore moins. 

On remarque également que la porphyrine pentacationique Au(MA4)4, qui stabilisait moins bien le G-quadruplex que 

les deux autres porphyrines pentacationiques en FRET, se retrouve ici avec une énergie libre de liaison toute aussi forte. 

Cela va dans le sens de la proposition de microagrégations de cette porphyrine en solution, qui diminuent sa 

concentration effective, effet qui n’apparait pas dans le calcul. 

Enfin, la porphyrine Au-TMPyP4 (entrée 6) présente un G° supérieur à celui de AuMA et cela correspond bien aux 

résultats de FRET précédemment publiés33.  

 

Tableau 1 : Résultats des calculs d'énergies des différentes porphyrines seules, en complexe avec le G4 2N4Y, les contraintes 
appliquées et l'énergie de liaison. Les énergies sont données en kJ/mol. 

Porphyrines 
Nombre de 

+ 
ΔG°L

(1) ΔG°PL
(2) ΔG°rest  ΔG° bind 

* 

AuMA 5 1275,18 1427,11 29,72 -122,21 
Au(MA)2Br2 3 540,71 605,77 29,59 -35,47 
Au(MA)3Br 4 977,28 1075,61 29,52 -68,81 

Au(MA)3MA4 5 1248,87 1463,01 30,49 -183,65 
Au(MA4)4 5 1224,13 1372,46 28,76 -119,57 
AuTMPyP 5 1844,71 1949,96 29,744 -75,51 

 

1 variation de l’énergie libre du ligand 
2 variation de l’énergie du complexe G4-porphyrine 
*G°bind = ΔGL + ΔG°rest - ΔG°PL  
 

Ces résultats indiquent que la méthode employée semble d’une fiabilité suffisante pour prévoir l’affinité de porphyrines 

pour lesquelles nous n’avons pas de données expérimentales.  

 

L’objectif suivant est donc le design de porphyrines qui seront présumées être de meilleurs ligands de G4s qu’AuMA. 

Ces composés sont présentés dans la partie suivante et se scindent en deux familles. La première regroupe trois dérivés 

fluorés de H2MA destinés à étudier le remplacement de l’ion Au(III) au centre de la porphyrine par des atomes de fluor 

dont l'effet attendu serait de diminuer la densité électronique du coeur de la porphyrine. La seconde série a été 

modélisée à la suite des résultats obtenus sur la première série fluorée et ne comporte que deux molécules, cette fois-

ci des analogues métallés d’AuMA.  

 

En conclusion de cette partie, les porphyrines synthétisées précédemment et dont l’affinité apparente pour les G4s a 

été évaluée en FRET ont fait l’objet d’une étude de modélisation et leur énergie de liaison avec le G4 du VIH-1 (PDB id. 
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2N4Y) ont été évaluées en faisant appel à une méthode alchimique. Les résultats de ces calculs concordent avec les 

données expérimentales qui nous ont permis de classer ces porphyrines de la plus affine à la moins affine. 

Cette phase de test nous a permis de valider la méthode de calcul et d’aborder dans la partie suivante les calculs des 

énergies de liaison de porphyrines nouvelles qui ne sont pas disponibles. 

 

III. La modélisation de nouvelles porphyrines vers la synthèse de meilleurs 

dérivés 

III. 1. Modélisation de nouvelles porphyrines 

III. 1. i. Les porphyrines fluorées 

Le postulat de départ était de modéliser des dérivés de la porphyrine H2MA portant de multiples groupements fluors 

afin d’étudier l’influence de ces groupements très électroattracteurs sur l’affinité pour les G4s. Il s’agit de vérifier si la 

présence de ces groupements peut se substituer à un ion Au(III) pour augmenter les interactions de -stacking avec la 

tétrade de G4 en appauvrissant la densité électronique au cœur de la porphyrine. Les structures des porphyrines sont 

indiquées sur le Schéma 2. 

La première porphyrine fluorée envisagée porte des atomes de fluor sur le cœur pyrrole, il s’agit de la meso-tetrakis[(4-

(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]-octafluoroporphyrin (Fyrrole). Sa synthèse peut être envisagée en employant la 

synthèse classique d’Adler et Longo en remplaçant le pyrrole par du pyrrole 3,4-difluoré dont la synthèse est décrite à 

partir de l’analogue dibromé34. Il a été également envisagé de modéliser la porphyrine dont les bras meso seraient 

porteurs d’atomes de fluors sur la partie médiane du bras, la porphyrine meso-tetrakis[(4-(N-methylpyridinium-2-yl)-

2,3,5,6-tetrafluorophenyl]porphyrin dont la synthèse a déjà été reportée35 (Fenyl). Enfin, une porphyrine dont les 

groupes pyridinium seraient fluorés a également été envisagée bien que cette dernière représente un défi en termes 

de synthèse organique dans la mesure où les précurseurs de pyridines perfluorées fonctionnalisées ne sont pas très 

 
 
 
 

Schéma 2 : Structures des porphyrines H2 fluorées. 
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abondants. Ce composé serait la meso-tetrakis[(4-(3,4,5,6-tetrafluoro-N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]porphyrin 

appelée Fyridine.  

Les valeurs d’énergie libre de liaison calculées sont reportées dans le Tableau 2 et comparées avec les valeurs obtenues 

pour AuMA et H2MA respectivement. 

 

Tableau 2 : Résultats des calculs d'énergies des différentes porphyrines de fluor seules, en complexe avec le G4 2N4Y, les 
contraintes appliquées et l'énergie de liaison. Les énergies sont données en kJ/mol. 

Porphyrines ΔG°L
(1) ΔG°PL

(2) ΔG°rest ΔG° bind
* 

Fyridine 1034,07 1252,71 28,98 -189,66 
Fyrrole 950,87 1067,36 29,49 -86,99 
Fenyl 1002 1108,27 28,35 -77,92 
AuMA 1275,18 1427,27 29,75 -122,34 
H2MA 608,44 740,13 29,45 -102,24 

 
1 variation de l’énergie libre du ligand 
2 variation de l’énergie du complexe G4-porphyrine 
*G°bind = ΔGL + ΔG°rest - ΔG°PL  

 

On observe que l’absence de l’ion Au(III) au cœur de la porphyrine ne peut être compensée dans le cas des porphyrines 

Fyrrole et Fenyl dont les valeurs des G° calculées sont supérieures à celle d’AuMA. Elles s’avèrent avoir des valeurs 

de G° du même ordre que celle de H2MA. La présence de cycles perfluorés ne semble pas significativement jouer sur 

l’affinité de ces porphyrines. Par contre, il s’avère que la porphyrine Fyridine montre un G° inférieur à AuMA, et ce 

malgré l’absence d’un cœur métallique.  

Nous avons également étudié la répartition des potentiels électrostatiques sur les différentes porphyrines (Figure 5). 

Les charges partielles de chaque molécule ont été calculées avec la méthode RESP (Restreint ElectroStatic Potentiel) 

36, implémentée dans la suite AMBER®, et elles ont été visualisées avec le logiciel Discovery Studio Vizualizer®, qui a 

été l’interface principale de visualisation de cette étude. 

Nous nous attendions à ce que la présence de groupements électroattracteurs modifie les potentiels électrostatiques 

locaux d’une façon similaire à l’ion Au(III), qui apporte une charge positive supplémentaire au cœur de la porphyrine. 

Nous observons sur la Figure 5 que cela ne semble pas être le cas. La présence de groupements électroattracteurs sur 

le cycle pyridinium modifie la répartition de la densité positive sur ce dernier. Il est possible que la modification de cette 

répartition renforce localement les interactions électrostatiques du cycle pyridinium avec les groupements phosphates 

périphériques du G4. 

Nous déduisons de ces résultats qu’un moyen d’augmenter l’énergie de liaison d’AuMA pour une structure de G4 serait 

d’ajouter des groupements électroattracteurs, non pas sur le cœur tetrapyrrolique de la porphyrine, ni sur les phenyls, 

mais sur les groupements pyridiniums extérieurs. C’est ce qui a été envisagé dans la partie suivante. Il est à noter que 

dans cette dernière partie, les porphyrines comportent bien un atome d’Au(III) au cœur de la porphyrine.  
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En conclusion, les modélisations de dérivés fluorés de H2MA nous ont permis de constater que la présence de 

groupements électroattracteurs sur le cycle pyridinium semblait être favorable à une diminution du G° de liaison 

entre la porphyrine et le G4. Ce constat a orienté le design des porphyrines qui seront présentées dans la partie 

suivante.   

 

III. 1. ii. Des composés aux 2-pyridinium substitués 

Nous avons choisi de réaliser les calculs d’énergie de liaison de porphyrines d’or portant un groupement 

électroattracteur sur le cycle pyridinium. Les groupements choisis sont un groupement nitro ou bien un atome de fluor, 

tous deux très électroattracteurs. De plus, les dérivés présentés sont potentiellement plus accessibles en termes de 

synthèse qu’une porphyrine comme la Fyridine. 

La position du groupement sur le cycle peut être discutée. Dans ce cas-ci, il a été choisi dans un premier temps, de 

placer ce groupement en position 4, en position para de l’azote, de façon à renforcer la charge positive présente sur cet 

atome. Il serait tout à fait possible d’envisager de le placer en position 5 de sorte que l’effet attracteur soit plutôt dirigé 

vers la porphyrine. Par manque de temps, cela n’a pas été fait mais peut tout à fait être considéré en guise de 

perspectives. Les structures des porphyrines sont représentées sur le Schéma 3. 

 

 

 

 

Figure 5 : Représentation de la distribution des potentiels électrostatiques sur les différentes porphyrines fluorées, ainsi que sur 
AuMA et H2MA employées comme références. 
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Tableau 3 : Résultats des calculs d'énergies des différentes porphyrines seules, en complexe avec le G4 2N4Y, les contraintes 
appliquées et l'énergie de liaison. Les énergies sont données en kJ/mol. 

 
1 variation de l’énergie libre du ligand 
2 variation de l’énergie du complexe G4-porphyrine 
*G°bind = ΔGL + ΔG°rest - ΔG°PL  

 

D’après les résultats regroupés dans le Tableau 3, un groupement nitro serait un meilleur groupement que l’atome de 

fluor seul. Une modification de la porphyrine AuMA dans ce sens devrait donc en théorie améliorer l’affinité de la 

porphyrine pour le quadruplex. Suite à ces résultats théoriques et afin de vérifier expérimentalement que ce composé 

est un bien meilleur ligand de G4s, la synthèse du composé AuMA NpNO2 a été envisagée. Seule sa rétrosynthèse est 

proposée dans la partie suivante.  

  

Porphyrines ΔG°L
(1) ΔG°PL

(2) ΔG°rest ΔG° bind
*

  
AuNpNO2 1406,46 1584,88 29,43 -148,99 

AuNpF 1351,94 1494,57 29,59 -113,04 
AuMA 1275,18 1427,27 29,75 -122,34 

 
 
 

Schéma 3 : Structures de deux porphyrines substituées sur les noyaux pyridinium. 
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III. 2. Les essais de synthèses 

Dans cette partie seront présentées les premières étapes de synthèses des porphyrines Fyrrole et Fenyl, ainsi qu’une 

rétrosynthèse proposée de la porphyrine AuMA NpNO2. 

 

III. 2. i. La porphyrine « Fenyl » 19 

La porphyrine H2MAFenyl (Schéma 2) est décrite dans la littérature et sa synthèse a été reproduite bien que celle-ci se 

soit avérée plus difficile que prévu. La première étape consistait en la synthèse de la porphyrine symétrique meso-

tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin, H2TFPP. Cette synthèse, également publiée37, a été effectuée selon le protocole 

classique d’Adler et Longo en mettant en jeu l’aldéhyde correspondant et du pyrrole dans de l’acide propionique 

(Schéma 4). 

 

La porphyrine H2TFPP est obtenue après une purification grossière sur un plug de silice en éluant uniquement au 

dichlorométhane puis en faisant une séparation sur colonne d’alumine neutre en éluant cette fois avec de l’éther de 

pétrole et un gradient de dichlorométhane.  

L’étape suivante consiste à substituer l’atome de fluor en position 4 par une 2-pyridine. Cela est possible en générant 

un intermédiaire réactionnel carbanion sur la 2-bromopyridine par échange halogène-métal réalisé avec une solution 

de n-butyllithium à très basse température. Cet intermédiaire 2-lithiopyridine s’additionne sur le groupement 

pentafluorophenyl par substitution nucléophile aromatique pour donner 19.  

Cependant, la première étape, qui consiste en la génération de l’intermédiaire 2-lithiopyridine à -80 °C a été difficile à 

réaliser. Il est nécessaire de contrôler rigoureusement la vitesse d’addition du n-BuLi. En effet le produit est très réactif 

et une addition trop rapide ou au contraire trop lente du n-BuLi conduit à sa dégradation. La formation de la 2-

lithiopyridine peut être vérifiée par l’apparition d’une couleur jaune dans le milieu, les composés de départ étant 

incolores. Il faut veiller à ce que la couleur jaune se maintienne pendant l’ajout progressif du n-BuLi sans que le milieu 

 
 

Schéma 4 : Synthèse de la porphyrine H2TFPP puis de la porphyrine 19. 
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devienne marron. Après agitation pendant 3 h à -80 °C, la porphyrine H2TFPP est canulée directement dans le milieu 

réactionnel et l’agitation se poursuit à -80 °C pendant 1 h. Préalablement à l’ajout, la porphyrine doit être solubilisée 

dans du THF anhydre et placée à -80 °C pendant 15 min afin de ne pas créer de choc thermique au moment de l’ajout. 

Au terme de la réaction, on obtient, après une purification sur colonne de silice, le composé attendu 19 mais avec un 

rendement extrêmement faible de l’ordre de 4% (Schéma 4).  

 

Les conditions de réaction et la difficulté de l’échange halogène métal n’étant malheureusement pas totalement 

maitrisées, la synthèse de la porphyrine 19 s’est avérée très délicate.  

Cette porphyrine est destinée à être méthylée pour obtenir H2MAFenyl, voire métallée, sous réserve d’accumuler 

suffisamment de matériel afin d’être testée en FRET pour évaluer son affinité pour les structures de G4s et la comparer 

aux données dont nous disposons. Dans la bibliographie, il avait été montré que cette porphyrine avait un potentiel en 

tant qu’inhibiteur de la prolifération cellulaire en interférant avec la reconnaissance ligand-récepteur de facteurs de 

croissance comme FGF (Fibroblast Growth Factor) ou VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)35. Il est possible que 

l’activité in vivo de ce composé soit également reliée à ses propriétés de ligand de G4s puisqu’il est connu que de telles 

séquences existent au sein du promoteur de VEGF38. 

 

III. 2. ii. La porphyrine « Fyrrole »  

Les premières étapes de la synthèse de la porphyrine H2MAFyrrole (Schéma 2) sont décrites sur le Schéma 5. Les 

étapes n’ayant pas abouti sont marquées en pointillés. 

Le point de départ de la synthèse de cette porphyrine est le pyrrole. Avant l’halogénation du composé, il est nécessaire 

de passer par une première étape de fonctionnalisation du pyrrole. En ajoutant un groupement triisopropyl silyl (TIPS) 

sur l’azote, on introduit une gêne stérique au niveau des positions en α du cycle. De cette façon, on minimise 

l’halogénation de ces positions lors de l’étape suivante. Le composé 17 est isolé sous la forme d’une huile rose qui est 

conservée sous argon et à -22 °C. 

Cette huile est ensuite mise en jeu dans une étape de bromation39 avec deux équivalents de N-bromosuccinimide (NBS) 

ajoutés simultanément à -80 °C. L’agitation est maintenue 1 h à cette température puis la réaction est laissée à 

 

 
Schéma 5 : Synthèse du 3,4-dibromo-1-triisopropylsilylpyrrole. Les étapes n’ayant pas abouti, sont présentées avec des 

flèches pointillées. 
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réchauffer jusqu’à température ambiante. Le produit attendu, 18, est récupéré par extraction à l’éther du milieu 

réactionnel sous forme d’un mélange avec le sous-produit 3-bromo-1-triisopropylpyrrole. Ce dernier existe sous la 

forme d’une huile tandis que le composé 18 est un solide blanc. Ce solide peut être isolé de l’huile par recristallisations 

successives et un retrait manuel de l’huile par essorage des cristaux avec du papier filtre.  

Contrairement à ce qui est indiqué dans la publication de référence39, le composé 18 n’est pas stable dans le temps 

dans les conditions ambiantes. En effet, lorsqu’il est laissé à l’air libre sur la paillasse, on observe la formation d’une 

poudre noire insoluble en une nuit. Le composé 18 non dégradé peut être isolé de cette poudre par solubilisation puis 

filtration avant d’être à nouveau recristallisé. Il se conserve cependant très bien sous argon et au congélateur. Il se 

présente sous la forme de cristaux blancs dégageant une forte odeur, très désagréable et caractéristique. 

 

L’étape suivante consiste en l’échange des atomes de brome par des atomes de fluor. Cette substitution se fait en deux 

temps. Il s’agit de réaliser dans un premier temps un échange halogène-métal entre un brome du cycle pyrrole et le 

lithium du n-BuLi afin de générer un carbanion. Le carbanion sera ensuite engagé dans une monofluoration lors de 

l’ajout de N-fluorobenzenesulfonimide. Ce processus est répété deux fois et, à l’issue de la purification, il s’avère que 

nous obtenons un mélange qui, même s’il contient le produit attendu, ne peut être utilisé pour la suite de de la synthèse. 

D’après la RMN du résidu récupéré, l’impureté est le 3-fluoro-1-triisopropylsilylpyrrole (environ 30%). Il ne manquait 

ensuite que l’étape de déprotection en présence de fluorure de tetrabutylammonium (TBAF) pour obtenir le 3,4-

difluoro-1H-pyrrole.  

 

C’est à nouveau la réaction impliquant la génération d’un carbanion par échange halogène-métal qui pose problème. 

La difficulté de ces réactions demande donc une mise au point rigoureuse afin de mieux maitriser les conditions 

expérimentales. 

 

III. 2. iii. La porphyrine « PGF » 

Deux porphyrines cationiques d’or ont montré une activité antivirale remarquable sur le VIH-1 : la porphyrine AuMA et 

la porphyrine AuPG. L’introduction d’atomes de fluor sur le squelette de la porphyrine H2PG (Schéma 6) a donc 

également été envisagée. 

Dans cette optique nous avons tenté de synthétiser le dérivé porphyrine fluorée au niveau du phenyl, H2PGF (Schéma 

6). Classiquement, la H2PG est obtenue à partir de la meso-tetrakis(4-aminophenyl)porphyrin40,41. Le point de départ 

de la synthèse de l’analogue fluoré sera donc la meso-tetrakis(2,3,5,6-tetrafluoro-4-aminophenyl)porphyrin. 

Pour réaliser la synthèse de ce composé, nous partons de la H2TFPP synthétisée précédemment. La première stratégie 

consistait à engager la porphyrine dans des réactions de substitutions nucléophiles42,43. La première réaction tentée a 

été l’introduction d’une fonction amine primaire en faisant réagir la porphyrine H2TFPP avec une solution d’ammoniac 

afin de substituer le fluor en position 4 comme décrit pour d’autres noyaux aromatiques fluorés. La réaction n’a 

cependant rien donné.  
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La nouvelle stratégie consiste alors en l’introduction de fonctions azotures en position 4 des groupements 

fluorophenyl. La synthèse de la porphyrine 20 a été décrite précédemment44. Cette réaction se fait relativement 

facilement avec un rendement de 87% et génère la porphyrine 20 (Schéma 7). Ces fonctions azotures peuvent être 

réduites de différentes manières afin de générer une fonction amine primaire qui pourra être fonctionnalisée de sorte 

à obtenir la fonction guanidinium. 

 

 

 
Schéma 7 : Tentative pour l'obtention du précurseur aminé pour la synthèse de la porphyrine H2PGF. 

 

 

 

 
Schéma 6 : Structure de la porphyrine H2PG. 
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Nous avons choisi comme protocole de réduction une réaction de Staudinger45,46, pour son apparente simplicité à 

mettre en place. En effet, cette réaction se fait en deux étapes, la première étant la génération d’une imine 

triphenylphosphine et la seconde une hydrolyse de l’imine. La réaction de la porphyrine 20 avec la triphenylphosphine 

génère la porphyrine 21. L’étape de réduction n’a pas pu être menée au bout car l’intermédiaire phosphazène 21 est 

totalement insoluble dans l’eau dont la présence, même en quantité minime, entraine une précipitation immédiate du 

composé. L’hydrolyse de l’imine intermédiaire a été impossible à réaliser. Cette voie de réduction est alors 

abandonnée. 

Pour préparer la porphyrine attendue, d’autres protocoles de réduction à partir de 20 auraient pu être testés, comme 

par exemple avec des sels d’étain ou du LiAlH4
47. 

 

III. 2. iv. La rétrosynthèse proposée de AuMA NpNO2 

Afin de synthétiser le composé AuMA NpNO2, il est envisagé de débuter la synthèse à partir d’une porphyrine A4 

commerciale, meso-tetrakis(4-dihydroxyborylphenyl)porphyrin (Schéma 8).  

Un couplage de Suzuki-Miyaura à partir de la 2-bromo-4-nitropyridine commerciale est proposé comme moyen 

d’introduire la fonction nitro sur le cycle pyridine. Les étapes classiques de méthylation et métallation se feraient à la 

suite de ce couplage et permettraient normalement d’accéder au composé attendu. La même stratégie serait 

applicable à partir de la 2-bromo-5-nitropyridine, également commerciale. Il est également possible de synthétiser 

l’aldéhyde correspondant à partir du 4-boronic-benzaldehyde puis de réaliser la porphyrine. 

Ce composé semble accessible facilement après un nombre limité d’étapes et constituerait un bon point de départ à 

l’investigation de futures porphyrines anti VIH-1.  

  

 

Schéma 8 : Rétrosynthèse proposée du composé AuMA NpNO2. 
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IV. Conclusion du chapitre 

Les travaux présentés dans ce chapitre présentent la méthode ABFE appliquée à des porphyrines d’or(III) dans l’étude 

de leur interaction avec une structure de G4 décrite. Nous avons validé la méthode théorique avec les résultats 

expérimentaux présentés au chapitre précédent, ce qui nous a permis de préparer de nouvelles porphyrines et de 

réaliser une étude théorique structure/affinité. 

Cette étude a permis de mettre en évidence que des modifications structurales telles que l’ajout d’un groupement 

électroattracteur sur le cycle pyridinium de la porphyrine de référence AuMA semble augmenter son énergie de liaison 

avec la tétrade de G. Une telle porphyrine peut être attendue expérimentalement comme étant un meilleur ligand de 

G4. Si la synthèse du meilleur composé de l’étude, à savoir la porphyrine Fyridine semble difficilement réalisable, nous 

nous sommes alors concentrés sur la modélisation de porphyrines plus accessibles ne comportant qu’une seule 

fonction supplémentaire. La rétrosynthèse du meilleur composé de cette deuxième étude AuMA NpNO2 a été 

présentée. 

 

Dans la continuité de ce travail, il est possible de réaliser la modélisation de nouvelles structures portant des 

modifications sur le cycle pyridinium. Il est possible de varier la position du groupement électroattracteur, de modifier 

sa nature ou son nombre par exemple, comme il est possible de vérifier l’effet d’une seconde charge positive présente 

sur le cycle. 

 

La synthèse du composé AuMA NpNO2 constituerait un bon point de départ à cette étude par la confirmation 

expérimentale de son potentiel en tant que ligand de G4.  
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MATERIEL ET MÉTHODES 

I. Matériels et produits 

Les composés commercialement disponibles ont été achetés chez Sigma Aldrich et/ou Fluorochem. Les colonnes Sep 

Pak C18 5 g ont été achetées chez Waters. La biotine cadaverine employée lors du couplage final a été achetée chez 

Iris Biotech. La résine Dowex 1x8-200 (Cl form) a été achetée chez Sigma Aldrich. Les solvants employés lors des 

synthèses proviennent de chez Carlo Erba et ont été utilisés directement sans purification ou distillation 

supplémentaire sauf si indiqué. Les analyses par chromatographie sur couche mince (CCM) ont été réalisées sur des 

plaques de silice (SiO2), silica gel 60 F254 de chez Merck ou alumine neutre de chez Sigma Aldrich. Les spectres RMN 

ont été réalisés sur des spectromètres Bruker Avance 300, 400 ou NEO 600. Le pic résiduel du solvant de RMN est utilisé 

comme référence. Les spectres de masse ont été réalisés sur des spectromètres QTof premier HAB262 (electrospray) 

ou Xevo G2 QTOF (haute résolution, electrospray) de chez Waters, DSQ II (Thermo Fisher Scientific) (DCI). Les 

analyses par chromatographie liquide haute pression (HPLC) ont été réalisées sur un appareil Lachrom Elite équipé 

d’un détecteur à barrette de diode. La colonne utilisée est une colonne nucleosil C18, 10 µ, 250 mm x 4,6 mm (Interchim, 

France).   

 

II. Expériences de FRET 

Les oligonucléotiques ont été achetés chez Eurogentec. Les expériences sont réalisées dans des plaques 96 puits avec 

l’oligonucléotide F21T (FAM-5’-d(GGG(TTAGGG)3)-3’-TAMRA) (FAM ex 490 nm em 520 nm | TAMRA ex 515 nm em 

588 nm).qui correspond à la séquence télomérique. Les oligonucléotides F-HIV-21-T (FAM-5’-

d(TGGGCGGGACTGGGGAGTGGC)-3’-TAMRA), F-HIV-321-T (FAM-5’d(TGGCCTGGGCGGGACTGGG)-3’-TAMRA) et F-

HIV-32-T (FAM-5’-d(AGGGAGGCGTGGCCTGGGCGGG)-3’-TAMRA) qui correspondent à des séquences présentes dans 

la région U3 du « long terminal repeat » (LTR) de HIV-1 sont également employés. Les mesures et les courbes de 

dénaturation ont été réalisées sur un fluorimètre CFX96 real-time PCR (Bio-Rad). Après une stabilisation du milieu à 

une température de 20 °C, la température est augmentée progressivement de 0,5 °C en 0,5 °C toute les minutes, 

jusqu’à atteindre la température de 99 °C. Le volume total de chaque puit est de 25 µL suivant la composition ci-après : 

porphyrine à 0,4 µM, oligonucléotide à 0,2 µM dans du tampon cacodylate de lithium 10 mM pH 7.2, 90 mM LiCl, 10 

mM KCl pour l’oligomère F21T et du tampon cacodylate de lithium 10 mM pH 7.2, 100 mM KCl pour les oligonucléotides 

F-HIV-21-T, F-HIV-321-T et F-HIV-32-T.  

Pour les tests de compétition, de l’ADN duplex ds26, 5’-d(CAATCGGATCG AATTCGATCCGATTG), est ajouté au milieu 

à différentes concentrations (1, 4 et 10 µM) correspondant à 5, 20 ou 50 équivalents par rapport à l’oligonucléotide 

formant le G4. On conserve la même concentration en ligands. 

Chaque mesure est réalisée trois fois en utilisant trois puits par expérience à chaque fois. L’analyse des données a été 

effectuée avec les logiciels Prism® et Excel®. 
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III.  Spectroscopie UV-Vis 

Principe 

Les molécules d’intérêt synthétisées lors de ces travaux (les porphyrines) absorbent dans l’UV et le visible. On peut 

directement corréler leur absorbance A à la concentration c de la solution étudiée ainsi qu’à la longueur parcourue dans 

le milieu l et enfin le coefficient d’extinction molaire  via la loi de Beer-Lambert :  

A = log(I / I0) =  x c x l 
 

I représente l’intensité de la lumière transmise, I0 l’intensité de la lumière incidente à une longueur d’onde donnée et  

le coefficient d’extinction molaire, caractéristique de chaque molécule. Chaque bande d’absorption générée sur un 

spectre UV-vis donne des informations structurales sur le composé étudié. 

 

Partie expérimentale 

Les spectres UV-vis ont été réalisés sur un spectromètre Hewlett Packard 8452A à 25 °C dans des cuves de quartz d’un 

centimètre de trajet optique. Les spectres ont été mesurés sur une amplitude allant de 200 nm à 800 nm. La 

détermination du coefficient d’extinction molaire de chaque composé a été réalisée suivant trois mesures à trois 

concentrations, 0,5 µM, 1 µM et 2 µM. Lors des suivis de métallation à l’or(III), une solution de HCl 1M ou 2M est utilisée 

pour acidifier le milieu et vérifier l’avancement de la réaction.  

 

IV.  Synthèse des composés  

Remarques préliminaires :  

- les masses molaires (MM) indiquées sur les schémas sont en g/mol ; 

- les numéros des atomes sur les schémas correspondent aux attributions des signaux sur les spectres RMN ; 

- à chaque composé est attribué un numéro ou une abréviation ; 

- les noms des produits sont en anglais sauf pour certains réactifs courants pour lesquels le nom en français est utilisé. 
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 (4-(pyridin-2-yl)phenyl)dipyrromethane1  

 

On prépare un volume suffisant de pyrrole pour la réaction. Le volume souhaité est mis à sécher sur CaH2 (entre 1 et 3 

jours). Le pyrrole est ensuite collecté par distillation sous vide. L’excédent sera stocké sous argon et à -20 °C. Le pyrrole 

fraîchement distillé (6,5 mL, 93,6 mmol) est placé dans un ballon de Schlenk sec et sous argon contenant 0,865 g de 4-

(2-pyridinyl)benzaldehyde (4,72 mmol). Le mélange est mis à buller sous argon à l’abri de la lumière pendant 10 min. 

On ajoute enfin 40 µL d’acide trifluoroacétique (TFA) (0,52 mmol). Le mélange est mis sous agitation à température 

ambiante, à l’abri de la lumière et sous argon pendant une nuit, voire deux (environ 27 h en moyenne). La réaction est 

suivie en CCM (sur SiO2) avec comme système éluant CH2Cl2/EtOAc (7/1) et la réaction est poursuivie jusqu’à disparition 

du produit de départ. Une fois la réaction complète, le pyrrole est distillé une nouvelle fois et le milieu sec est déposé 

sur une colonne de silice fine (43-60 µm) et purifié en utilisant un gradient d’acétate d’éthyle (0 → 15%). Le résidu 

obtenu est solubilisé dans un minimum d’EtOAc et précipité depuis de l’éther de pétrole (40-60). Le produit est 

récupéré sous forme d’une poudre très légèrement jaunâtre (607 mg, rendement 43%). CCM (SiO2, CH2Cl2/EtOAc, 7/1) 

Rf : 0,46. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,97 (ddd, J = 5, 2, 1 Hz, 1H, 4), 8,01 (bs, 2H, 11), 7,93 (ddd, J = 8, 2, 2 Hz, 

2H, 5), 7,77 – 7,68 (m, 2H, 2 & 3), 7,32 (ddd, J = 8, 2, 2 Hz, 2H, 6), 7,23 (ddd, J = 7, 5 ; 1,5 Hz, 1H, 1), 6,70 (ddd, J = 2,5 ; 2,5 ; 

1,5 Hz, 2H, 10), 6,18 (ddd, J = 3,5 ; 2,5 ; 2,5 Hz, 2H, 9), 5,95 (dddd, J = 3,5 ; 2,5 ; 1,5 ; 1 Hz, 2H, 8), 5,53 (bs, 1H, 7). SM-ES+ 

m/z : 300,1 [M+H]+.  
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(4-bromophenyl)dipyrromethane  

 

 

Dans un ballon de Schlenk préalablement séché, on place 1 g de 4-bromobenzaldehyde (5,4 mmol) sous flux d’argon. 

On introduit ensuite un excès de pyrrole fraîchement distillé (7,5 mL). Après un bullage de 10 minutes sous argon, on 

introduit 40 µL de TFA (0,52 mmol) et on laisse agiter à l’abri de la lumière et à température ambiante. La réaction est 

suivie par CCM (sur SiO2) avec le système éluant CH2Cl2/EtOAc (5/5) et est arrêtée lorsque l’aldéhyde de départ est 

complètement consommé (environ 20 h). Le pyrrole est distillé et le résidu est déposé sur une colonne de silice fine 

(43-60 µm) et purifié. Le système d’éluant utilisé est le suivant : CH2Cl2/EtOAc/NEt3 (70/30/3). La première fraction est 

récupérée sous forme d’un produit légèrement rose. Le résidu obtenu est solubilisé dans un minimum d’EtOAc et 

précipité depuis de l’éther de pétrole (40-60). Le produit est obtenu après filtration, il est de couleur beige (300 mg, 

rendement 18%). CCM (SiO2, CH2Cl2/EtOAc/NEt3, 85/15/1) Rf : 0,41. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 7,92 (bs, 2H, 

NH), 7,44 (ddd, J = 6,5 ; 2 ; 2 Hz, 2H, phe), 7,09 (dddd, J = 6,5 ; 2 ; 2 ; 0,6 Hz, 2H, phe), 6,71 (ddd, J = 2,7 ; 2,7 ; 1,5 Hz, 2H), 

6,16 (ddd, J = 3,4 ; 2,7 ; 2,7 Hz, 2H), 5,89 (dddd, J = 3,4 ; 2,5 ; 1,6 ; 1 Hz, 2H), 5,44 (bs, 1H). SM (DCI NH3) m/z : 301,1 (50%) 

et 302,2 (50%) [M+H]+. 
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5-(4-bromophenyl)-10,15,20-tris[4-(pyridin-2-yl)phenyl]porphyrin | 5,15-bis(4-bromophenyl)-10,20-

bis[4-(pyridin-2-yl)phenyl]porphyrin2  

 

1 g de 4-(2-pyridinyl)dipyrrométhane 1 (3,3 mmol, 2 eq.), 304,6 mg de 4-bromobenzaldehyde (1,64 mmole, 1 eq.), et 

308,5 mg de 4-(2-pyridinyl)benzaldehyde (1,68 mole, 1 eq.) sont dissous dans 50 mL d’acide propionique et chauffés à 

reflux pendant 3 h. L’acide propionique est distillé sous vide. Le résidu est purifié sur colonne de silice (CH2Cl2/MeOH) 

avec un gradient de MeOH (0% → 1%) qui permet d’isoler chaque produit. La première porphyrine obtenue est la 

porphyrine symétrique A2B2 en éluant avec 100% de dichlorométhane. En éluant avec 0,4% de MeOH, on obtient la 

seconde porphyrine A3B. Les fractions sont évaporées. Les produits sont dissous dans un minimum de 

dichlorométhane puis précipités en utilisant de l’éther de pétrole (40-60) (rendement 3, 120 mg, 8% ; rendement 4, 240 

mg, 16%). 

4 : CCM (SiO2, CH2Cl2/MeOH, 98/2), Rf : 0,65. RMN 1H (600 MHz, CDCl3, 323 K) δ ppm : 8,95 – 8,94 (m, 6H, 12 & 20), 

8,87 – 8,85 (m, 5H, 1), 8,84 (d, J = 4,6 Hz, 2H, 19), 8,40 (d, J = 8 Hz, 6H, 7), 8,33 (dd, J = 8 ; 3 Hz, 6H, 8), 8,10 (dd, J = 8 ; 2 

Hz, 2H, 15), 8,04 – 8,02 (m, 3H, 4), 7,90 – 7,87 (m, 5H, 14 & 3), 7,37 – 7,34 (m, 3H, 2), -2,65 (s, 2H, 22). RMN 13C (151 MHz, 

CDCl3, 323 K) δ ppm : 157,6 (5), 150,2 (1), 143,1 (9), 141,3 (16), 139,2 (6), 137,1 (3), 136,0 (15), 135,2 (8), 131,5 (11,12,18-

21), 130,1 (14), 125,5 (7), 122,5 (2), 121,0 (4), 120,2 (10, 17), 118,7 (13). SM-ES+ m/z : 924,2 (45%) [M+H]+, 926,2 (50%) 

[M+H]+, 462,6 (80%) [M+2H]2+, 463,6 (100%) [M+2H]2+. UV-vis (CHCl3)  nm ( M-1 cm-1) : 422 (520 103) (Soret), 517 (18,3 

103), 553 (9,9 103), 591 (4,7 103), 648 (4 103). 

 

3 CCM (SiO2, CH2Cl2/MeOH, 98/2), Rf : 0,83. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,95 (d, J = 4,5Hz, 4H, 8), 8,88 – 8,84 

(m, 6H, 7 & 1), 8,40 (d, J = 8,2 Hz, 4H, 5), 8,33 (d, J = 8,2 Hz, 4H, 6), 8,09 (m, 4H, 9), 8,07 —8,05 (m, 2H 4), 7,95 – 7,89 (m, 

6H, 10 & 3), 7,40 — 7,37 (m, 2H, 2), -2,78 (s, 2H, 11). SM-ES+ m/z : 925,1 (80%) [M+H]+, 927,1 (100%) [M+H]+. UV-vis 

(CHCl3)  nm ( M-1 cm-1) : 421 (520 103) (Soret), 517 (20 103), 552 (10 103), 591 (6 103), 648 (5 103).  
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5-(4-bromophenyl)-10,15,20-tris[4-(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]porphyrin tristrifluoroacetate3  

 

 

La porphyrine 4 précédemment isolée (70 mg, 0,075 mmol) est dissoute dans du DMF anhydre à hauteur de 4 mL. Un 

très large excès de iodométhane est ajouté (1,5 mL). Le milieu est mis à chauffer à 100 °C pendant environ 3 h  à l’abri 

de la lumière. La réaction est suivie par CCM (sur SiO2) avec deux systèmes d’éluant qui sont CH2Cl2/MeOH (98/2) et 

MeCN/H2O/KNO3sat., 8/1/1. Le premier système permet de visualiser la porphyrine de départ (Rf : 0,65), le deuxième 

la porphyrine méthylée. Lorsque la réaction est terminée, le DMF et l’iodométhane sont évaporés par distillation sous 

vide. Le résidu obtenu est dissous dans un minimum d’acétonitrile et précipité avec de l’éther diéthylique. Après 

centrifugation et séchage, le solide obtenu est dissous dans un mélange H2O/MeCN (95/5) et purifié sur une colonne 

Sep Pak C18 5 g. L’élution est faite avec un gradient d’acétonitrile (0 – 40%) et l’éluant contient 0,1% de TFA. La fraction 

rouge est collectée et évaporée. Le produit est solubilisé dans du méthanol et obtenu par précipitation dans l’éther 

diéthylique et séché sous vide. Le composé est obtenu sous forme d’une poudre violette (rendement 87 mg, 88%). CCM 

(SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 6/1/1), Rf : 0,5. RMN 1H(400 MHz, DMSO-d6) δ ppm : 9,35 – 9,33 (m, 3H, py), 9,02 (s, 4H, 

pyrrole), 9,00  (d, J = 5 Hz, 2H, pyrrole), 8,96  (d, J = 5 Hz, 2H, pyrrole), 8,85 − 8,81 (m, 3H, py), 8,54 (d, J = 8 Hz, 2H, 

phe), 8,53 (d, J = 8 Hz, 4H, phe), 8,54 − 8,47 (m, 3H, py), 8,34 – 8,30 (m, 3H, py), 8,21 (d, J = 8 Hz, 2H, Br-phe), 8,18 (d, J 

= 8 Hz, 2H, phe), 8,18 (d, J = 8 Hz, 4H, phe), 8,07 (d, J = 8 Hz, 2H, Br-phe), 4,52 (s, 9H, methyl), -2,87 (s, 2H, NH). SM-

ES+ m/z : 322,77 (80%) [M]3+, 323,44 (100%) [M]3+. UV-vis (H2O)  nm ( M-1 cm-1) : 415 (370 103) (Soret), 516 (13,8 103), 

554 (6,9 103), 580 (5,4 103), 635 (3,2 103). UV-vis (H2O acidifiée)  nm : 437 (Soret), 649. 
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5,15-di(4-bromophenyl)-10,20-bis[4-(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]porphyrin] bistrifluoroacetate3  

 

 

La porphyrine 3 (75 mg, 0,081 mmol) est dissoute dans du DMF anhydre à hauteur de 4 mL. Un très large excès de 

iodométhane est ajouté (1,5 mL). Le milieu est mis à chauffer à 100 °C pendant environ 3 h à l’abri de la lumière. La 

réaction est suivie en CCM (SiO2) avec deux systèmes d’éluant qui sont CH2Cl2/MeOH (98/2) et MeCN/H2O/KNO3sat. 

(6/1/1). Le premier système permet de visualiser la porphyrine de départ (Rf : 0,83), le deuxième la porphyrine méthylée. 

Lorsque la réaction est terminée, le DMF et l’iodométhane sont évaporés par distillation sous vide. Le résidu obtenu 

est dissous dans un minimum d’acétonitrile et précipité avec de l’éther diéthylique. Après centrifugation et séchage, le 

solide obtenu est dissous dans un mélange H2O/MeCN (95/5) et purifié sur une colonne Sep Pak C18 5 g. L’élution est 

faite avec un gradient d’acétonitrile (0 – 40%) et l’éluant contient 0,1% de TFA. La fraction rouge est collectée et 

évaporée. Le produit est solubilisé dans de l’acétonitrile et obtenu par précipitation dans l’éther diéthylique et séché 

sous vide. On obtient 45 mg du composé sous la forme d’une poudre violette (rendement 47%). CCM (SiO2, 

MeCN/H2O/KNO3sat., 6/1/1), Rf : 0,7. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm : 9,32 (dd, J = 6 ; 1,5 Hz, 2H, py), 8,98 (d, J = 

4,8 Hz, 4H, pyrrole), 8,94 (d, J = 4,8 Hz, 4H, pyrrole), 8,82 (ddd, J = 8 ; 8 ; 1,5 Hz, 2H, py), 8,52 (d, J = 8,4 Hz, 4H, phe), 

8,49 (d, J = 8 Hz, 2H, py), 8,31 (ddd, J = 8 ; 6 ; 1,2 Hz, 2H, py), 8,20 (d, J = 8,4 Hz, 4H, phe), 8,16 (d, J = 8,4 Hz, 4H, phe), 

8,07 (d, J = 8,4 Hz, 4H, phe), 4,52 (s, 6H, methyl), -2,91 (s, 2H, NH). SM-ES+ m/z : 477,1 (50%) [M]2+, 478,1 (100%) [M]2+. 

UV-vis (H2O/MeCN, 50/50)  nm ( M-1 cm-1) : 416 (160 103) (Soret), 513 (6,8 103), 549 (3 103), 588 (2 103), 645 (1,8 103). 

UV-vis (H2O/MeCN acidifié)  nm : 444 (Soret), 658.  
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5-(4-bromophenyl)-10,15,20-tris[4-(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]porphyrinato gold(III) 

tetrachloride  

 

Le composé H2(MA)3Br(TFA) (87 mg, 66,5 µmol) est dissous dans 40 mL d’eau distillée. On y ajoute le sel d’or (III) 

KAuCl4 (66,3 mg, 175 µmol, 2,5 eq.). La réaction est mise à reflux pendant 20 h et suivie en UV-vis. Le shift de la bande 

de Soret est observé dans l’eau entre 415 nm pour le composé de départ et 406 nm pour le composé métallé. La 

disparition du composé de départ (415 nm) est vérifiée par acidification de la solution UV-vis avec HCl (porphyrine acide 

444 nm). Après évaporation du solvant, le résidu est dessalé sur une colonne Sep Pak C18 5 g. Le dessalage est effectué 

par élution avec H2O/0,1% TFA. L’élution du produit est faite avec l’éluant acétonitrile/eau (40/60) contenant 0,1% de 

TFA. La fraction contenant le produit est collectée puis le solvant est évaporé. Le composé est resolubilisé dans de 

l’acétonitrile puis évaporé trois fois pour éliminer le TFA. Il est ensuite dissous dans un mélange 50/50 H2O/MeCN puis 

passé sur une résine Dowex 1x8 (Cl- form) échangeuse d’ions pendant 24 h. La solution est filtrée et la résine est rincée 

jusqu’à ce que le filtrat soit limpide. Le solvant est évaporé, le résidu est dissous dans un minimum de méthanol et le 

produit est obtenu par précipitation avec de l’éther diéthylique. Après centrifugation, on récupère le composé sous la 

forme de 65 mg d’une poudre rouge (rendement 75%). CCM (SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 6/1/1), Rf : 0,42. RMN 1H (400 

MHz, MeOD) δ ppm : 9,58 (s, 4H, pyrrole), 9,55 (d, J = 5,3 Hz, 2H, pyrrole), 9,48 (d, J = 5,3 Hz, 2H, pyrrole), 9,25 – 9,23 

(m, 3H, py), 8,85 – 8,81 (m, 3H, py), 8,65 (d, J = 8 Hz, 2H, phe 15), 8,63 (d, J = 8 Hz, 4H, phe 10, 20), 8,49 – 8,47 (m, 3H, 

py), 8,29 – 8,24 (m, 11H, py, phe), 8,14 (d, J = 8,4 Hz, 2H, phe), 4,64 (s, 3H, methyl), 4,63 (s, 6H, methyl). RMN 13C (101 

MHz, MeOD) δ ppm : 156,4 ; 147,7 ; 146,6 ; 142,6 ; 138,4 ; 137,8 ; 137.7 ; 137,6 ; 136,3 ; 135,5 ; 133,7 ; 133,1 ; 133,0 ; 131,6 ; 

131,1 ; 129,3 ; 129,2 ; 128,1 ; 127,9 ; 124,7 ; 123,4 ; 122,9 ; 122,8. RMN 19F (376 MHz, DMSO-d6) : pas de signal. SMHR-

ES+ m/z : calc. pour C62H45AuBrN7 290,81460 (et 291,31450) ; observé 290,8140 (et 291,3140) [M]4+. UV-vis (H2O)  nm 

( M-1 cm-1) : 406 (340 103) (Soret), 520 (16 103). 
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5,15-bis(4-bromophenyl)-10,20-bis[4-(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]porphyrinato gold(III) 

trichloride 

 

 

La porphyrine H2(MA)2(Br)2(TFA) (45 mg, 38 µmol) est dissoute dans 10 mL d’un mélange 50/50 H2O/EtOH. La base 

NaOH (76 µmol, 2 eq.) ainsi que le sel d’or KAuCl4 en solution dans 1 mL d’H2O (87 mg, 228 µmol, 6 eq.) sont ajoutés. 

Le milieu réactionnel est chauffé à reflux pendant 24 h et suivi en UV-vis. Le shift de la bande de Soret est observé dans 

l’eau entre 417 nm pour le composé de départ et 406 nm pour le composé métallé. La disparition du composé de départ 

(417 nm) est vérifiée par acidification de la solution UV-vis avec HCl (porphyrine acide 444 nm). La métallation est 

réalisée à 90%. Après évaporation du solvant, le résidu est dessalé et séparé du composé non métallé sur une colonne 

Sep Pak C18 5 g. Le dessalage est effectué avec H2O/0,1% TFA. L’élution du produit est faite avec un mélange éluant 

acétonitrile/eau 80/20. L’éluant contient 0,1% de TFA. La première fraction est collectée puis le solvant est évaporé. Le 

composé est resolubilisé dans l’acétonitrile puis évaporé trois fois pour éliminer le TFA. Le composé est dissous dans 

un mélange 50/50 H2O/MeCN et est passé sur une résine Dowex 1x8 (Cl- form) échangeuse d’ions pendant 24 h. La 

solution est filtrée et la résine est rincée jusqu’à ce que le filtrat soit limpide. Le solvant est évaporé, le résidu est dissous 

dans un minimum de MeCN et le produit obtenu par précipitation avec de l’éther diéthylique. Après centrifugation, on 

récupère 26 mg du composé sous la forme d’une poudre rouge (rendement 56%). CCM (SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 

6/1/1), Rf : 0,65. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 9,53 (d, J = 5,3 Hz, 4H, pyrrole), 9,47 (d, J = 5,3 Hz, 4H, pyrrole), 

9,24 (d, J = 6 Hz, 2H, py), 8,83 (t, J = 7,8 Hz, 2H, py), 8,60 (d, J = 8 Hz, 4H, phe), 8,47 (d, J = 8 Hz, 2H, py), 8,29 – 8.22 (m, 

10H, py, Br-phe, phe), 8,13 (d, J = 8 Hz, 4H, Br-phe), 4,62 (s, 6H, methyl). RMN 13C (101 MHz, MeOD)  ppm: 156,4 ; 

147,7 ; 146,6 ; 142.6 ; 138,4 ; 137,8 ; 137,6 ; 136,3 ; 135,5 ; 133,7 ; 133,1 ; 132,9 ; 131,7 ; 131.1 ; 129,2 ; 127,9 ; 124,7 ; 123,3 ; 

122,8. RMN 19F (376 MHz, DMSO-d6) : pas de signal. SMHR-ES+ m/z : calc. pour C56H38AuBr2N6 383,03970 (et 383,70590 

100%) ; observé 383,0396 (et 383,7059 100%) [M]3+. UV-vis (H2O)  nm ( M-1 cm-1) : 406 (260 103) (Soret), 521 (13 103). 
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5,10,15-tris[4-(pyridin-2-yl)phenyl]-20-[4-(pyridin-4-yl)phenyl]porphyrin 

 

 

40 mg de porphyrine 4 (43 µmol), 5 mg de Pd(PPh3)4 (4 µmol, 0,1 eq.), 50 mg de Cs2CO3 (153 µmol, 3,5 eq.) et 40 mg 

d’acide pyridine-4-boronique (325 µmol, 7,5 eq.) sont placés dans un Schlenk sec sous argon. A l’aide d’une seringue on 

ajoute 10 mL de dioxane anhydre et dégazé. Le milieu réactionnel est chauffé à 90 °C pendant la nuit. La réaction est 

suivie par CCM sur SiO2 avec CH2Cl2/MeOH (98/2) comme éluant. Après une nuit, la conversion est complète. Le brut 

réactionnel est engagé directement dans l’étape suivante de méthylation. CCM (SiO2, CH2Cl2/MeOH, 98/2), Rf : 0,48.   

RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,97 – 8,96 (m, 6H, pyrrole), 8,92 (d, J = 4,5 Hz, 2H, pyrrole), 8,87 – 8,86 (m, 3H, py2), 

8,81 (d, J = 5 Hz, 2H, py4), 8,42 – 8,34 (m, 13H, phe2, phe4, py2), 8,08 – 8,05 (m, 6H, phe2), 7,93 (ddd, J = 8 ; 7,5 ; 2 Hz, 

3H, py2), 7,86 – 7,84 (m, 2H, py4), 7,40 – 7,36 (m, 3H, py2), -2.70 (s, 2H, NH). 
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5,10,15-tris[4-(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]-20-[4-(N-methylpyridinium-4-yl)phenyl]porphyrin 

tetrachloride3  

 

 

Le brut réactionnel précédent, après évaporation du solvant, est engagé dans une étape de méthylation. On ajoute 10 

mL de DMF au résidu ainsi que 1,5 mL d’iodométhane. Le mélange est mis à chauffer à 100 °C pendant 1 h 30. La 

réaction est suivie en CCM sur SiO2 en utilisant MeCN/H2O/KNO3sat (8/1/1) comme éluant. Lorsque la réaction est 

terminée, le DMF et l’iodométhane sont évaporés par distillation sous vide. Le résidu obtenu est purifié par colonne de 

silice en utilisant MeCN/H2O/KNO3sat. (8/1/1) comme éluant. La fraction rouge est collectée et dessalée par 

précipitation des sels de KNO3 à l’éthanol. Le résidu grossièrement dessalé est ensuite solubilisé dans un minimum 

d’eau. Une solution concentrée de NH4PF6 est utilisée jusqu’à précipitation du composé d’intérêt. Après centrifugation 

et rinçages à l’eau, le résidu est solubilisé dans un minimum d’acétone. Une solution concentrée de chlorure de 

tetrabutylammonium est ensuite ajoutée jusqu’à précipitation4. Le composé précipite sous la forme de chlorure. Après 

centrifugation et rinçages à l’acétone, le composé est séché sous vide. On obtient 18 mg d’une poudre violette 

(rendement 37%). CCM (SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 6/1/1), Rf : 0,31. RMN 1H (400 MHz, MeOD) δ ppm : 9,2 – 8,4 (broad 

signal, pyrrole), 9,22 (d, J = 6 Hz, 3H, py2), 9,08 (d, J = 7 Hz, 2H, py4), 8,82 (t, J = 7,5 Hz, 3H, py2), 8,76 (d, J = 7 Hz, 2H, 

py4), 8,59 – 8,56 (m, 8H, phe2, phe4), 8,53 (d, J = 6 Hz, 2H, phe4), 8,48 – 8,46 (m, 3H, py2), 8,28 – 8,24 (m, 3H, py2), 

8,16 (d, J = 8 Hz, 2H, phe2), 8,15 (d, J = 8 Hz, 4H, phe2), 4,62 (s, 3H, CH3-py2), 4,61 (s, 6H, CH3-py2), 4,53 (s, 3H, CH3-

py4). RMN 19F (376 MHz, MeOD) : pas de signal. SMHR-ES+ m/z : calc. pour C68H54N8 245,6112 ; observé 245,6120 [M]4+. 

UV-vis (H2O)  nm ( m-1 cm-1) : 416 (390 103) (Soret), 517 (16 103), 554 (8,7 103), 581 (6,6 103), 635 (4,1 103). UV-vis (H2O 

acidifiée)  nm : 440 (Soret), 649. 
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5,10,15-tris[4-(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]-20-[4-(N-methylpyridinium-4-

yl)phenyl]porphyrinato gold(III) pentachloride 

 

 

La porphyrine H2(MA3)MA4(Cl) (30 mg, 26 µmol) est dissoute dans un mélange 50/50 H2O/EtOH. On ajoute 0,15 mL 

d’une solution 1M de NaOH (150 µmol, 6 eq.) ainsi que le sel d’or KAuCl4 (25 mg, 66 µmol, 2,5 eq.). Le milieu réactionnel 

est porté à reflux pendant plusieurs heures et suivi en UV-vis. Le shift de la bande de Soret est observé dans l’eau entre 

421 nm pour le composé de départ et 406 nm pour le composé métallé. La disparition du composé de départ (421 nm) 

est vérifiée par acidification de la solution UV-vis avec HCl (porphyrine acide 440 nm). La métallation est complète. 

Après évaporation du solvant, le résidu est dessalé sur une colonne Sep Pak C18 5 g. Le dessalage est effectué par 

élution avec H2O 0,1% TFA. L’élution du produit est faite avec un mélange éluant acétonitrile/eau (70/30) contenant 

0,1% de TFA. La fraction d’intérêt est collectée puis le solvant est évaporé.  Le composé est resolubilisé dans de l’eau 

et la solution est évaporée pour éliminer le TFA.  Le composé est ensuite solubilisé dans un minimum d’eau. Une 

solution concentrée de NH4PF6 est ajoutée jusqu’à précipitation du composé. Après centrifugation et rinçages à l’eau, 

le précipité est solubilisé dans un minimum d’acétone. Une solution concentrée de chlorure de tetrabutylammonium 

est ensuite ajoutée jusqu’à précipitation4. Le composé précipite sous la forme de chlorure. Après centrifugation et 

rinçages à l’acétone, le composé est séché sous vide. On récupère 6 mg du produit sous forme d’une poudre rouge 

(rendement 17%). CCM (SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 6/1/1), Rf : 0,14. RMN 1H (400 MHz, MeOD) δ ppm : 9,59 (s, 4H, 

pyrrole), 9,57 (d, J = 5 Hz, 2H, pyrrole), 9,52 (d, J = 5 Hz, 2H, pyrrole), 9,24 (d, J = 6 Hz, 3H, pyr2), 9,12 (d, J = 6,5 Hz, 2H, 

py4), 8,85 – 8,82 (m, 3H, py2), 8,79 (d, J = 6,5 Hz, 2H, py4), 8,66 – 8,61 (m, 10H, phe2, phe4), 8,49 – 8,47 (m, 3H, py2), 

8,30 – 8,24 (m, 9H, phe2, py2), 4,64 (s, 3H, CH3-py2), 4,63 (s, 6H, CH3-py2), 4,55 (s, 3H, CH3-py4). RMN 13C (101 MHz, 

MeOD)  ppm : 156,4 ; 156,3 ; 147,7 ; 146,5 ; 143,1 ; 142,5 ; 137,8 ; 137,7 ; 137,7 ; 137,7 ; 136,0 ; 135,9 ; 135,5 ; 133,7 ; 133,2 ; 

133,0 ; 131,1 ; 129,3 ; 128,1 ; 127,9 ; 127,3 ; 125,9 ; 123,2 ; 123,0. RMN 19F (376 MHz, MeOD) : pas de signal. SMHR-ES+ 

m/z : calc. pour C68H52AuN8 235,4796 ; observé 235,4794 [M]5+. UV-vis (H2O)  nm ( M-1 cm-1) : 407 (330 103) (Soret), 521 

(15 103). 
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meso-tetrakis[4-(N-methylpyridinium-4-yl)phenyl]porphyrin tetraiodide5 

 

 

1,50 g de 4-(4-pyridine)benzaldéhyde (8,2 mmol) sont dissous dans 40 mL d’acide propionique. Puis 0,58 mL de pyrrole 

distillé (8,3 mmol) est ajouté. Le milieu réactionnel est porté à reflux pendant 1 h 30 à l’abri de la lumière. L’acide 

propionique est ensuite distillé et le résidu obtenu est mis en suspension dans du DMF et filtré. Le résidu est rincé au 

DMF puis à l’éther et séché sous vide. Le solide obtenu est une poudre violette très sombre (263 mg, rendement 14%). 

Ce composé insoluble ne pouvant être caractérisé en l’état est utilisé tel quel dans la réaction suivante. On récupère 

une partie du composé obtenu (166 mg, 0,18mmol) et on le met en suspension dans 3 mL de DMF. On ajoute un large 

excès d’iodométhane (3 mL) et on chauffe le milieu réactionnel pendant 3 h à 100 °C. La réaction est suivie en CCM sur 

SiO2 avec deux systèmes d’éluant qui sont CH2Cl2/MeOH (98/2) et MeCN/H2O/KNO3sat. (8/1/1). Le premier système 

permet de visualiser la porphyrine de départ, le deuxième la porphyrine méthylée. Lorsque la réaction est terminée, le 

DMF et l’iodométhane sont éliminés par distillation sous vide. La réaction est complète et le produit ainsi obtenu est 

utilisé tel quel sans purification supplémentaire. CCM (SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 8/1/1), Rf : 0,48. RMN 1H (400 MHz, 

DMSO-d6) δ ppm: 9,23 (d, 8H, J = 7 Hz, 1), 8,97 (s, 8H, 5), 8,88 (d, 8H, J = 7 Hz, 2), 8,59 (d, 8H, J = 8,5 Hz, 3 ou 4), 8,53 (d, 

8H, J = 8,5 Hz, 4 ou 3), 4,47 (s, 12H, 7), -2,84 (s, 2H, 6). SM-ES+ m/z : 245,6 (80%) [M]4+, 322,5 (100%) [M-CH3]3+. UV-vis 

(H2O)  nm ( M-1 cm-1) : 420 (Soret), 523, 559, 590, 650. 
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meso-tetrakis[4-(N-methylpyridinium-4-yl)phenyl]porphyrinato gold(III) pentachloride 

 

 

La porphyrine H2(MA4)4(I) (105 mg, 70 µmol) est dissoute dans 5 mL d’un mélange 50/50 H2O/EtOH. Le sel d’or KAuCl4 

(107 mg, 283 µmol, 4 eq.) est dissous dans 5 mL du même mélange et incorporé à la solution de porphyrine. Le milieu 

réactionnel est porté à reflux pendant la nuit et la réaction est suivie en CCM sur SiO2 avec MeCN/H2O/KNO3sat. (8/1/1) 

comme éluant. La métallation est complète. Après évaporation de l’éthanol, la solution aqueuse est passée sur une 

colonne Sep Pak C18 5 g pour un dessalage avec H2O 0,1% TFA. L’élution du produit est faite avec mélange éluant 

acétonitrile/eau 30/70, l’éluant contenant 0,1% de TFA. La fraction contenant le composé est récupérée et évaporée. 

Le composé est repris dans un mélange 50/50 H2O/EtOH et est passé sur une résine Dowex 1x8 (Cl- form) échangeuse 

d’ions pendant 24 h. La solution est filtrée et la résine est rincée jusqu’à ce que le filtrat soit limpide. Le solvant est 

évaporé, le résidu est dissous dans un minimum de MeOH et obtenu par précipitation avec de l’éther diéthylique. Après 

centrifugation, on récupère 25 mg du composé sous la forme d’une poudre rouge (rendement 20%). CCM (SiO2, 

MeCN/H2O/KNO3sat., 8/1/1), Rf : 0,17. RMN 1H (400 MHz, MeOD) δ ppm : 9,50 (s, 8H, pyrrole), 9,11 (d, 8H, J = 7 Hz, 

pyr), 8,78 (d, 8H, J = 7 Hz, pyr), 8,63 − 8,59 (m, 16H, phe), 4,55 (s, 12H, methyl). RMN 13C (101 MHz, MeOD)  ppm : 

156,3; 146,5; 143,1; 137,6; 136,1; 135,9; 133,0; 128,0; 125,9; 123,1. RMN 19F (376 MHz, MeOD) pas de signal. SMHR-ES+ 

m/z : calc. pour C68H52AuN8 235,4796 ; observé 235,4793 [M]5+. UV-vis (H2O)  nm ( M-1 cm-1) : 410 (204 103) (Soret), 

523 (11 103).  
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meso-tetrakis[4-(N-methylpyridinium-4-yl)phenyl]porphyrinato zinc(II) tetrachloride 

 

 

On met en suspension 20 mg de la porphyrine H2(MA4)4(I) (13,4 µmol) dans 10 mL d’un mélange 50/50 H2O/EtOH. On 

ajoute 23 mg de chlorure de zinc (13 eq.) et le milieu est ensuite porté à reflux pendant un week-end. Après vérification 

en UV-vis de la disparition complète des quatre bandes Q du composé de départ (523, 559, 590 et 650) au profit de deux 

nouvelles bandes à 565 et 607 nm, l’éthanol est évaporé. Une solution concentrée de NH4PF6 est ajoutée jusqu’à 

précipitation du composé. Après centrifugation et rinçages à l’eau, le résidu est solubilisé dans un minimum d’acétone. 

Une solution concentrée de chlorure de tetrabutylammonium est ensuite ajoutée jusqu’à précipitation4. Le composé 

précipite sous la forme de chlorure. On récupère 12 mg d’une poudre verte (rendement 75%).  RMN 1H (400 MHz, 

DMSO-d6) δ ppm : 9,19 (d, J = 6,7 Hz, 8H, py), 8,89 (s, 8H, pyrrole), 8,86 (d, J = 6,7 Hz, 8H, py), 8,56 – 8,53 (m, 8H, phe), 

8,46 (d, J = 8 Hz, 8H, phe), 4,45 (s, 12H, methyl). SM-ES+ m/z : 261,1 [M]4+. UV-vis (H2O)  nm : 430 (Soret), 565, 607. 
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5-[4(2-piperidinon)1-yl)phenyl]-10,15,20-tris[4-(pyridin-2-yl)phenyl]porphyrin6 

 

 

Dans un ballon sec placé sous argon puis chargé par un précurseur de palladium Pd(OAc)2 (0,0025 mmol, 0,57 mg), un 

ligand phosphine Xantphos (0,005 mmol, 3 mg), la porphyrine 4 (0, 045 mmoles, 42 mg) et la base NaOtBu (0,2 mmol, 

20 mg) sont ajoutés. On ajoute 10 mL de toluène et l’acide 5-aminovalérique (0,2 mmol, 24 mg) au milieu réactionnel. 

Le mélange réactionnel est porté à reflux pendant 48 h et la réaction est suivie par CCM sur SiO2 avec le système éluant 

CH2Cl2/MeOH (98/2). Le produit d’intérêt est purifié sur colonne de silice CH2Cl2/MeOH avec un gradient progressif de 

MeOH. Il est élué avec 1% de méthanol. Après évaporation du solvant, le composé est repris dans un minimum de 

CH2Cl2 et précipité à l’éther de pétrole. On récupère par centrifugation 17,4 mg d’une poudre violet sombre (rendement 

40%). CCM (SiO2, CH2Cl2/MeOH (98/2), Rf : 0,46.  RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,95 – 8,94 (m, 8H, pyrrole), 8,87 

– 8,86 (m, 3H, py), 8,40 (d, J = 8 Hz, 6H, phe), 8,35 (d, J = 8 Hz, 6H, phe), 8,25 (d, J = 8 Hz, 2H, H aminophe), 8,06 (d, J = 

8 Hz, 3H, py), 7,94 –7,90 (m, 3H, py), 7,69 (d, J = 8 Hz, 2H, aminophe), 7,39 –  7,36 (m, 3H, py), 4,01 (t, J = 6 Hz, 2H), 2,74 

(t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,17 – 2,08 (m, 4H), -2,72 (s, 2H). SM (DCI NH3) m/z : 943,4 [M+H]+. 
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5-(4-bromophenyl)-10,15,20-tris[4-(N-methylpyridinium-2-yl)phenyl]porphyrinato zinc(II) 

tristrifluoroacetate 

  

128 mg (138 µmol) de la porphyrine 4 sont dissous dans 20 mL de DMF. On y ajoute du Cs2CO3 (168 mg, 516 µmol, 3 eq) 

et du ZnCl2 (155 mg, 1,14 mmol, 8 eq.) et on chauffe à reflux. La réaction est suivie en UV-vis dans CH2Cl2 en observant 

la disparition des quatre bandes Q du composé de départ (517, 552, 591 et 648) au profit des deux bandes Q du composé 

final (555 et 598). La complétion de la réaction est également vérifiée en RMN par la disparition du signal des protons 

du cœur de la porphyrine (-2,74 ppm dans CDCl3). La réaction est donc stoppée au bout de 1 h 30. Le DMF est évaporé 

à la rampe et le milieu réactionnel, solubilisé dans du dichlorométhane, est passé sur Celite® pour éliminer les sels. UV-

vis (CH2Cl2)  nm : 426 (Soret), 555, 598. SM-ES+ m/z : 986,2 [M+H]+, 493,6 [M+2H]2+.  

Après évaporation du solvant, le résidu est à nouveau solubilisé dans 5 mL de DMF. On y ajoute 2 mL d’iodométhane 

et le milieu est porté à 100 °C pendant 6 h. La réaction est suivie en CCM sur SiO2 avec deux systèmes d’éluant qui sont 

CH2Cl2/MeOH (98/2) et MeCN/H2O/KNO3sat. (8/1/1). Le premier système permet de visualiser la porphyrine de départ 

(Rf : 0,65), le deuxième la porphyrine méthylée. Lorsque la réaction est terminée, le DMF et l’iodométhane sont retirés 

par distillation sous vide. Le résidu est purifié par colonne de silice fine (43-60 µm) en utilisant un mélange 

MeCN/H2O/KNO3sat. (8/1/1) comme éluant. La première fraction est collectée et concentrée. Un premier dessalage 

grossier est réalisé par précipitation du KNO3 avec de l’éthanol. Le processus est répété jusqu’à ce que la quantité de 

sels précipités ait fortement diminuée. Un dessalage sur colonne Sep Pak 5g C18 est ensuite réalisé. Le produit est 

déposé sur la colonne puis longuement rincé à avec H2O/0,1% TFA avant d’être élué avec un mélange MeCN/H2O (5/5) 

contenant 0,1 % de TFA. On récupère 100 mg du composé final sous forme de sel de TFA (rendement 52%). CCM (SiO2, 

MeCN/H2O/KNO3sat., 8/1/1), Rf : 0,48. RMN 1H (400 MHz, MeOD) δ ppm : 9,19 – 9,17 (m, 3H, py), 8,98 (s, 4H, pyrrole), 

8,95 (d, J = 4,7 Hz, 2H, pyrrole), 8,92 (d, J = 4,7 Hz, 2H, pyrrole), 8,78 (t, J = 7,8 Hz, 3H, py), 8,54 – 8,50 (m, 6H, phe), 

8,45 – 8,43 (m, 3H, py), 8,23 – 8,20 (m, 3H, py), 8,12 (d, J = 8 Hz, 2H, phe), 8,09 – 8,05 (m, 6H, phe), 7,95 (d, J = 8 Hz, 2H, 

phe), 4,59 (s, 3H, methyl), 4,58 (s, 6H, methyl). SM-ES+ m/z : 343,1 [M]3+.   
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5-[4-(N-carboxybutylpyridinium-4-yl)phenyl]-10,15,20-tris[4-(N-methylpyridinium-2-

yl)phenyl]porphyrin tetrachloride7  

 

50 mg de Zn(MA)3Br(TFA) (36 µmol), 1 mg de Pd(II)(OAc)2 (4,54 µmol), 13 mg de 3,3′,3′′-

phosphanetriyltris(benzenesulfonic acid) trisodium salt, (TPPTS) (22,8 µmol), 20 mg de K2CO3 (145 µmol, 4 eq), 30 mg 

d’acide boronique 16 (120 µmol, 3 eq) sont placés dans un Schlenk séché au préalable puis placés sous argon. On ajoute 

séparément 10 mL d’eau et 10 mL de MeCN que l’on a dégazé par bullage d’argon pendant 30 min. Le milieu réactionnel 

est chauffé à 80 °C pendant une nuit. La réaction est suivie en CCM sur SiO2 en utilisant le système éluant 

MeCN/H2O/KNO3sat. (8/1/1). Lorsque la réaction est terminée, le solvant est évaporé et le résidu est purifié sur une 

colonne de silice fine (43-60 µm). La deuxième fraction est collectée puis concentrée. Le dessalage est réalisé par ajout 

d’EtOH sur la fraction concentrée et filtration des cristaux de sel. La porphyrine est dissoute dans mélange 50/50 de 

EtOH et de HCl 1M (2 x 20 mL). La démétallation est suivie en UV-vis jusqu’à disparition de la bande de Soret du 

composé Zn(II) (425 nm dans H2O) et apparition de la bande de Soret du composé non métallé dans l’eau acidifiée à 

447 nm. Quand la réaction est complète, l’éthanol est évaporé et la phase aqueuse concentrée. Une solution 

concentrée de sel de NH4PF6 (260 mg dans 1 mL d’eau) est ajoutée pour précipiter la porphyrine. Le résidu est solubilisé 

dans un mélange 50/50 d’eau et d’éthanol et passé sur une résine Dowex 1x8-200 (Cl-) pendant 24 h pour obtenir le 

composé final sous forme de sel de chlorure. La résine est ensuite rincée à l’éthanol jusqu’à ce que le filtrat soit limpide. 

Le milieu est évaporé à sec et on obtient 30 mg du produit sous forme d’une poudre sombre (rendement 65%). NB : on 

note une hydrolyse totale de l’ester sur le composé. CCM (SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 8/1/1), Rf : 0,27. RMN 1H (400 

MHz, MeOD) δ ppm : 9,22 (d, J = 6,5 Hz, 3H, py2), 9,17 (d, J = 7 Hz, 2H, py4), 9,2 – 8,9 (bs, pyrrole), 8,84 – 8,77 (m, 5H, 

py2, py4), 8,59 – 8,53 (m, 10H, phe2, phe4), 8,47 (d, J = 6 Hz, 3H, py2), 8,27 – 8,24 (m, 3H, py2), 8,15 (dd, J = 8, 3 Hz, 6H, 

phe2), 4,77 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 4,62 (s, 3H, methyl), 4,61 (s, 6H, methyl), 2,44 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,22 – 2,16 (m, 2H), 1,79 

– 1,76 (m, 2H). SM-ES+ m/z : 267,1 (30%) [M]4+, 322,5 (100%) [M-(C5H9O2)]3+, 355,8 (50%) [M-H]3+. UV-vis (H2O)  nm : 

419 (Soret), 513, 548, 588, 648.  UV-vis (H2O acidifiée)  nm : 447 (Soret), 659.  
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6-bromonicotinic acid8  

 

 

5 g de 5-methyl-2-bromopyridine (29 mmol) sont placés dans un erlenmeyer bien sec dans un bain de glace. On ajoute 

goutte à goutte suivant un rythme lent 50 mL de H2SO4 concentré. Le mélange visqueux est agité pendant l’ajout ainsi 

que durant 30 min après la fin de l’ajout de l’acide. Toujours à 0 °C, on ajoute sur un intervalle de 30 min, 25,6 g de 

K2Cr2O7 (87 mmol, 3 eq). L’agitation est maintenue durant la nuit. Le lendemain, la mixture verte est versée dans 200 

mL d’eau glacée. Un mélange de cristaux blancs et d’un solide amorphe se forme. L’ensemble est isolé par filtration et 

rinçage à l’eau glacée. Le composé est ensuite recristallisé dans l’eau pour obtenir des cristaux uniformes. On récupère 

2,5 g d’un composé pur et cristallin (rendement 42%).  RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm : 8,84 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 

8,16 (dd, J = 8,3, 2,5 Hz, 2H), 7,80 (d, J = 8,3 Hz, 2H). 
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6-(4-formylphenyl)-3-pyridinecarboxylic acid9  

 

 

On place dans un bicol sous argon 2,25 g du composé 6-bromonicotinic acid (7) (11,1 mmol) avec 600 mg de Pd(PPh3)4 

(0,52 mmol). On canule dans le bicol 50 mL de dimétoxyéthane fraîchement dégazé puis, après 15 min d’agitation, 40 

mL d’une solution à 2M de Na2CO3 dans laquelle on a fait buller de l’argon pendant 30 min. On ajoute ensuite sous flux 

d’argon 2,18 g d'acide 4-formylboronique (14,5 mmol). Le milieu réactionnel est chauffé à reflux pendant la nuit. Il est 

ensuite passé sur Celite®. On ajoute à la phase récupérée, une quantité suffisante d’une solution 2M d’HCl pour obtenir 

un pH voisin de 3. Le composé attendu précipite et est récupéré par centrifugation sous forme de 1,75 g de poudre 

blanche (rendement 69%). RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm : 10,08 (s, 1H, CHO), 9,16 (d, J = 2 Hz, 1H, py), 8,39 – 

8,34 (m, 3H, phe, py), 8,21 (d, J = 8 Hz, 1H, py), 8,05 – 8,03 (m, 2H, phe). 
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5-amino-2-bromopyridine10 

 

 

 

On place dans 260 mL d’acétonitrile 2 g de 3-aminopyridine (21,2 mmol). On ajoute 3,8 g de N-bromosuccinimide (NBS) 

recristallisé (21,3 mmol). La réaction est mise sous agitation pendant 24 h à l’abri de la lumière. Le solvant est évaporé 

et le résidu est purifié sur flash chromatographie en utilisant un mélange Et2O/hexane comme système d’éluant. Le 

composé attendu est ensuite élué avec un ratio Et2O/hexane de 4/1. Après évaporation du solvant, on récupère 1,3 g 

du composé final (rendement 35%).  RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 7,85 (dd, J = 3 ; 0,6 Hz, 1H), 7,22 (dd, J = 8,5 ; 0,6 

Hz, 1H), 6,87 (dd, J = 8,5 ; 3 Hz, 1H). SM (DCI NH3) m/z : 172,9 [M+H]+.  
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5-azido-2-bromopyridine11 

 

 

 

On dissout 500 mg du composé 5-amino-2-bromopyridine (2,9 mmol) dans 12 mL d’acétonitrile. On ajoute 0,45 mL 

d’azidotriméthylsilane (3,4 mmol, 1,2 eq). On place le milieu à 0 °C puis on ajoute lentement 0,35 mL de nitrite de tert-

butyle (2,9 mmol). L’agitation est maintenue pendant 2 h à température ambiante. Après évaporation du solvant, le 

résidu est passé sur colonne de silice fine (43-60 µm) et élué avec du CH2Cl2. On récupère 484 mg d’un solide vert 

sombre (rendement 83%). RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,13 (dd, J = 2,9 ; 0,7 Hz, 1H), 7,46 (dd, J = 8,5 ; 0,7 Hz, 1H), 

7,22 (dd, J = 8,5 ; 2,9 Hz, 1H).  
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5-bromopentanoic acid12 

 

 

120 mL d’acide formique sont mélangés avec 40 mL d’eau oxygénée à 30%. On ajoute lentement 10 mL de 

cyclopentanone (0,112 mol) sur 1 h 30. Le milieu est ensuite laissé sous agitation pendant 24 h à température ambiante 

puis extrait cinq fois au chloroforme. La phase organique est lavée trois fois avec une solution saturée de NaCl, séchée 

puis évaporée. On récupère 2 g d’un produit huileux qui est un mélange de produit attendu (l’acide 5-

hydroxypentanoique) et de sa forme lactone. Ce mélange est introduit directement dans l’étape de bromation.  

Dans 8 mL de HBr 47% placés à 0 °C on ajoute goutte à goutte 4 mL de H2SO4 96%. Puis on incorpore ce mélange 

goutte à goutte à l’huile obtenue précédemment. Le mélange est porté à reflux à 115 °C pendant 8 h. Le même volume 

en eau est ajouté et une extraction à l’éther est réalisée trois fois. La phase organique est lavée avec une solution 

saturée de NaCl puis séchée et évaporée. On obtient 2 g d’un solide jaune que l’on recristallise avec de l’éther de pétrole 

(rendement 10%). RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 11,09 (bs, OH), 3,41 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,95 

– 1,88 (m, 2H), 1,83 – 1.75 (m, 2H). 
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4-(4-pyridinium-1-pentanoic acid)benzaldehyde 

 

 

 

1 g de 11 (5,5 mmol) et 500 mg de 4-(4-pyridyl)benzaldéhyde (2,7 mmol) sont placés dans un ballon. Environ 20 mL de 

toluène sont ajoutés et le mélange est porté à reflux pendant 4 jours. La réaction est suivie par CCM sur SiO2 en utilisant 

le système éluant MeCN/H2O/KNO3sat., 8/1/1. Une fois la réaction terminée, le solvant est évaporé. On reprend le 

milieu dans du dichlorométhane et on réalise une extraction à l’eau du composé. La phase aqueuse est évaporée et le 

résidu est repris dans de l’éther de pétrole chaud. Le précipité est filtré et séché sous vide. On récupère 400 mg d’un 

composé solide jaune (rendement 40%). CCM (SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 8/1/1), Rf : 0,3. RMN 1H (300 MHz, MeOD) 

δ ppm : 8,99 (d, J = 7 Hz, 2H), 8,43 (d, J = 7 Hz, 2H), 8,04 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 4,66 (t, J = 7,4 Hz, 

2H), 2,42 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,16 – 2,05 (m, 2H), 1,75 – 1,65 (m, 2H). SM-ES+ m/z : 284,3 [M]+.   
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4-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)pyridin13 

 

 

2 g d’acide boronique 4-pyridine (16,3 mmol, 1 eq) et 1,7 g de neopentyl glycol (16,3 mmol, 1 eq) sont mis à reflux dans 

250 mL de toluène. Le reflux dure toute la nuit. Lorsqu’on le coupe le lendemain, alors que la température diminue, un 

précipité se forme. Ce précipité est collecté par filtration puis rincé avec de l’éther diéthylique. On récupère 2,5 g d’acide 

boronique protégé sous la forme d’un solide blanc (rendement 80%). RMN 1H (300 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,60 (dd, J = 

4,2 ; 1,6 Hz, 2H), 7,61 (dd, J = 4,2 ; 1,6 Hz, 2H), 3,77 (s, 4H), 1,02 (s, 6H).  
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ethyl 5-[4-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-1-yl)pyridinium-1-yl]pentanoate ester bromide13 

 

 

500 mg de l’acide boronique 4-pyridine protégé 13 (2,62 mmol, 1 eq) sont mis à reflux avec 1,64 g de bromovalérate 

d’éthyle (7,84 mmol, 3 eq) dans 50 mL d’acétonitrile pendant 3 jours. Le milieu réactionnel est lavé avec de l’éther de 

pétrole trois fois puis évaporé. On récupère 753 mg d’une huile jaune (rendement 72%). RMN 1H (400 MHz, MeOD) δ 

ppm : 9,40 (d, J = 6,0 Hz, 2H, 3), 8,25 (d, J = 6 Hz, 2H, 4), 5,06 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 5), 4,06 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH2, 9), 3,80 (s, 

4H, 2), 2,37 (t, J = 7,1 Hz, 2H, 8), 2,14 – 2.06 (m, 2H, 6), 1,73 – 1,65 (m, 2H, 7), 1,21 (t, J = 7,2 Hz, 3H, 10), 1,01 (s, 6H, 1).  
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5-(4-boronopyridinium-1-yl)pentanoic acid bromide13  

 

 

753 mg du composé 14 (1,89 mmol) sont solubilisés dans un mélange 50/50 d’eau et d’acétone (50 mL). Le milieu 

réactionnel est porté à 60°C pendant 4 jours. L’acétone est évaporée et la phase aqueuse est lavée 5 fois avec de l’éther 

diéthylique. L’eau est ensuite évaporée, conduisant à une huile jaune qui est reprise dans l’acétone. Un précipité se 

forme au fur et à mesure et est isolé par centrifugation et rincé à l’acétone. On collecte 460 mg d’acide boronique 

fonctionnalisé et déprotégé sous la forme d’une poudre jaune (rendement 80%). RMN 1H (400 MHz, MeOD) δ ppm : 

8,93 (dd, J = 5 ; 2 Hz, 2H), 8,28 (dd, J = 5 ; 2 Hz, 2H), 4,66 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,11 – 2,03 (m, 2H), 

1,70 – 1,62 (m, 2H). RMN 13C (101 MHz, MeOD) δ ppm : 176,6 ; 144,2 ; 133,3 ; 62,4 ; 33,8 ; 31,7 ; 22,4. SM-ES+ m/z : 224,11 

[M]+. Mp 153-154 °C.  
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ethyl 5-(4-boronopyridinium-1-yl)pentanoate ester bromide13 

 

 

En partant du composé fonctionnalisé et protégé 14, la déprotection se fait dans un mélange 50/50 d’eau et d’acétone 

(20 mL). Le milieu réactionnel est porté à 60 °C pendant une nuit. L’acétone est évaporée et la phase aqueuse lavée 2 

fois avec de l’éther diéthylique et 2 fois avec du toluène. L’eau est ensuite évaporée, conduisant à une huile jaune. Le 

produit n’est plus que partiellement estérifié (75% ester). RMN 1H (400 MHz, MeOD) δ ppm : 8,90 (d, J = 7 Hz, 2H, 2), 

8,26 (d, J = 7 Hz, 2H, 1), 4,64 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 3), 4,11 (q, J = 7 Hz, 1,5H, 7), 2,45 – 2,38 (m, 2H, 6), 2,11 – 2,04 (m, 2H,4 

ou 5), 1,73 – 1,62 (m, 2H, 4 ou 5), 1,23 (t, J = 7 Hz, 2H, 8).  
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5-[4-(N-carboxybutylpyridinium-4-yl)phenyl]-10,15,20-tris[4-(N-methylpyridinium-2-

yl)phenyl]porphyrinato gold(III) tetrachloride7  

 

65 mg de la porphyrine Au(MA)3Br(Cl) (0,05 mmol), 35 mg de l’acide boronique  15 (0,12 mmol, 2,4 eq), 21 mg de K2CO3 

(0,15 mmol, 3 eq), 4 mg de Pd(OAc)2 (0,018 mmol, 0,36 eq) et 20 mg de 3,3′,3′′-phosphanetriyltris(benzenesulfonic acid) 

trisodium salt, (TPPTS) (0,035 mmol, 0,7 eq) sont placés dans un Schlenk sous argon. De l’acétonitrile et de l’eau sont 

dégazés séparément par bullage d’argon pendant une heure. On prélève 5 mL de chaque et on les mélange dans le 

Schlenk. Le mélange réactionnel est placé sous agitation et chauffage à 70 °C. La réaction est suivie en CCM sur SiO2 

en utilisant MeCN/H2O/KNO3sat. (6/1/1) comme éluant. Le produit de départ est totalement converti en produit 

attendu au bout de 24 h.  L’acétonitrile est évaporé et la phase aqueuse restante est concentrée. Le composé désiré 

est obtenu par précipitation par ajout d’une solution concentrée d’hexafluorophosphate d'ammonium. Le produit est 

rincé à l’eau puis solubilisé dans de l’acétone. On le récupère par précipitation sous forme de sel de chlorure avec du 

chlorure de tetrabutyl ammonium4. Le solide est récupéré par centrifugation et rincé à l’acétone. Le composé final est 

obtenu sous la forme de 40 mg de poudre rouge (rendement 55%). CCM (SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 6/1/1), Rf : 0,15. 

RMN 1H (400 MHz, MeOD) δ ppm : 9,59 (s, 4H, 12), 9,58 (d, J = 5 Hz, 2H, 23), 9,52 (d, J = 5 Hz, 2H, 22), 9,25 – 9,23 (m, 

3H, 1), 9,21 (d, J = 7 Hz, 2H, 13), 8.85 – 8.80 (m, 5H, 3 & 14), 8.65 – 8.62 (m, 10H, 8, 17, 18), 8.50 – 8,48 (m, 3H, 4), 8.29 

– 8.24 (m, 9H, 7, 2), 4,79 (t, J = 7 Hz, 2H, 25), 4,64 (s, 3H, 30), 4,63 (s, 6H, 30), 2,44 (t, J = 7 Hz, 2H, 28), 2,23 – 2,16 (m, 

2H, 26), 1,82 – 1,75 (m, 2H, 27). RMN 13C (101 MHz, MeOD) δ ppm : 178,1 (29), 157,3 (15), 157,1 (6), 148,4 (1), 147,2 (3), 

146,3 (13), 143,8 (19), 143,2 (9), 138,4 (11, 24), 138,3 (21), 136,7 (18), 136,6 (16), 136,1 (8), 134,4 (6), 133,8 (12, 23), 133,6 

(22), 131,8 (4), 129,9 (7), 128,8 (17), 128,5 (2), 126,9 (14), 123,8 (20), 123,7 (10), 62,2 (25), 48,4 (30), 35,1 (28), 31,9 (26), 

22,9 (27). SMHR-ES+ m/z : calc. pour C72H58AuN8O2 252,6870 ; observé 252.6866 [M]5+. UV-vis (H2O)  nm ( M-1 cm-1) : 

406 (320 103) (Soret), 522 (16 103).  
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Porphyrine « AuMA-biotine »14  

 

21 mg de Au(MA)3COOH (14,5 µmol) sont dissous dans 8 mL de DMF anhydre et placés sous argon et soniqués pour 

faciliter la solubilisation. Sont ajoutés 24,3 mg de carbonyldiimidazole (15 mmol, 10 eq) dissous dans 4 mL de DMF 

anhydre. Après 15 min à 30 °C, 24,2 mg d’hydroxybenzotriazole (HOBT) (158 µmol, 11 eq) dissous au prélable dans 4 

mL de DMF anhydre sont ajoutés. La réaction est laissée à 30 °C pendant 3 h. Le suivi de la réaction est effectué par 

CCM sur SiO2, MeCN/H2O/KNO3sat., 6/1/1 et montre une disparition complète du produit de départ. Le 

carbonyldiimidazole n’ayant pas réagi est inactivé par l’ajout de 100 µL d’eau. Après 15 min, 33,2 mg de biotine 

cadaverine (75 µmol, 5 eq) préalablement dissoute dans 0,2 mL H2O est ajoutée. Le milieu réactionnel est incubé à 60 

°C pendant 1 h. La réaction est alors analysée par HPLC et montre un couplage à 90%. Les conditions d’analyse sont 

les suivantes : le débit est de 1 mL/min, le solvant A est H2O 0,1% TFA et le solvant B est MeCN 0,1% TFA, le gradient 

monte de 30 à 40% de B en 30 min. Deux méthodes de purification sont alors possibles en fin de réaction. 

1e méthode de purification par chromatographie flash : le solvant du milieu réactionnel est évaporé sous vide. Le résidu 

sec est repris dans 4 mL H2O et purifié par chromatographie flash, sur un appareil Interchim, par portions de 1 mL sur 

une colonne puriflash C18 monolith 30 µ, 25 g (Interchim). L’élution se fait à 20 mL/min avec un gradient : MeCN/H2O 

15/85 0,1% TFA pendant 20 min, MeCN/H2O 20/80 0,1% TFA pendant 40 min, MeCN/H2O 25/75 0,1% TFA pendant 15 

min, MeCN/H2O 30/70 0,1% TFA pendant 15 min. La détection est à 408 nm. Le produit est collecté dans les fractions 

contenant 35% MeCN. Les fractions sont lyophilisées, le produit est solubilisé dans H2O (0,3 mL) et passé sur une résine 

Dowex 1x8 (Cl- form, 0,5 g) échangeuse d’ions pendant 24 h. La solution est filtrée et la résine est rincée par 0,2 mL 
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H2O. Le solvant est évaporé. Le produit est repris par 0,1 mL de MeOH et précipité par ajout d’éther diéthylique (1 mL). 

Le précipité est séché sous vide. On récupère 7,5 mg de produit sous forme de poudre rouge (rendement 30%).  

2e méthode de purification par HPLC semi-préparative : le solvant du milieu réactionnel est évaporé sous vide.  Le 

résidu sec est repris dans 4 mL H2O et purifié par HPLC semi-préparative (Autopurification Waters 2767 équipé d’un 

détecteur Photodiode Array 2998 et d’une pompe Waters 2545) sur une colonne C18 (Atlantis dC18 OBD 5µ 150 mm × 

19 mm). H2O 0,05% TFA et acétonitrile 0,05% TFA sont respectivement utilisés comme solvants A et B avec un débit 

de 20 mL/min. La détection se fait à 408 nm. Le gradient d’élution consiste en : 1 min à 15 % B, 5 min à 28% B, gradient 

sur 5 min de 28% à 29% B, gradient sur 5 min de 29% à 30% B, gradient sur 1 min de 30% à 100% B, 2 min à 100% B, 

retour aux conditions initiales 15% B en 1 min. Les fractions contenant le produit sont lyophilisées, le produit est 

solubilisé dans H2O (0,3 mL) et passé sur une résine Dowex 1x8 (Cl- form, o,5 g) échangeuse d’ions pendant 24 h. La 

solution est filtrée et la résine rincée à l’eau. Le solvant est évaporé. Le produit est repris par 0,1 mL de MeOH et 

précipité par ajout d’éther diéthylique (1 mL). Le précipité est séché sous vide.  

 

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6)  ppm : 9,53 − 9,52 (m, 6H, 12, 23), 9,47 (d, J = 5 Hz, 2H, 22), 9,35 – 9,32 (m, 5H, 1, 13), 

8,93 (d, J = 6 Hz, 2H, 14), 8,87 − 8,83 (m, 3H, 3), 8,71 (d, J = 8 Hz, 2H, 17 ou 18), 8,60 – 8,56 (m, 8H, 17 ou 18, 8), 8,47 (d, 

J = 8 Hz , 3H, 4), 8,37 – 8,33 (m, 3H, 2), 8,27 (d, J = 8 Hz, 2H, 7), 8,26 (d, J = 8 Hz, 4H, 7), 7,87 (t, J = 5,5 Hz, 1H, a ou g), 7,77 

(t, J = 5,5 Hz, 1H, a ou g), 6,37 (s, 1H, p ou q), 6,32 (s, 1H, p ou q), 4,74 (t, J = 5,5 Hz, 2H, 25), 4,53 (s, 9H, 30), 4,28 – 4,25 

(m, 1H, n ou o), 4,10 – 4,07 (m, 1H, n ou o), 3,07 – 3,02 (m, 6H, m, b, f), 2,78 (dd, J = 12 Hz, 5 Hz, 1H, m’), 2,20 (t, J = 7 Hz, 

2H, 28 ou h), 2,07 – 2,01 (m, 4H, 26, 28 ou h), 1,61 – 1,24 (m, 14H, 12, i, j, k, c, d, e). SMHR-ES+ m/z : calc. pour 

C87H84AuN12O3S 314,9241 ; observé 314,9237 [M]5+. UV-vis (H2O)  nm (  M-1 cm-1) : 409 (250 103) (Soret), 522 (14 103).   
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N-triisopropylsilylpyrrole15  

 

 

Dans 250 mL de THF anhydre, 7,65 g de NaH (60% dispersion dans l’huile de paraffine, 191,2 mmol, 1,3 eq) sont 

progressivement mis en suspension sous flux continu d’argon. On ajoute ensuite tout aussi progressivement 10 mL de 

pyrrole (144,5 mmol) fraîchement distillé. Le mélange est agité à température ambiante pendant 1 h 30. Lentement, 

on introduit 31 mL de chlorure de triisopropylsilyle (TIPSCl) (144,8 mmol) toujours sous flux d’argon. L’agitation est 

maintenue durant 1 h 30 supplémentaire. De l’eau froide est ajoutée progressivement jusqu’à cessation du dégagement 

gazeux et le mélange est transvasé dans une ampoule à décanter. Le produit est extrait à l’éther diéthylique par trois 

fois. La phase organique résultante est lavée par trois fois avec une solution saturée de NaCl. Elle est ensuite séchée 

sur MgSO4 et évaporée. Le produit attendu est récupéré sous la forme de 30 mL d’une huile rosé-jaune qui sera 

conservée au congélateur et sous argon (rendement 84%).   RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 6,81 (t, J = 2 Hz, 2H), 

6,33 (t, J = 2 Hz, 2H), 1,47 (hept, J = 7,5 Hz, 3H), 1,12 (d, J = 7,5 Hz, 18H). SM (DCI NH3) m/z : 224 [M+H]+. 
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3,4-dibromo-1-triisopropylsilylpyrrole16  

 

 

 

Dans 100 mL de THF anhydre à -78 °C on introduit 15 mL du composé 17 (60,7 mmol). On ajoute spatule par spatule 22 

g de N-bromosuccinimide (NBS) recristallisé (123,6 mmol, 2 eq). L’agitation est maintenue 1 h à cette température puis 

la réaction est laissée à réchauffer jusqu’à température ambiante. On ajoute 50 mL d’une solution saturée en NaHCO3 

et le mélange est transféré dans une ampoule à décanter pour y être extrait par trois fois à l’éther diéthylique. La phase 

organique est séchée sur MgSO4 puis évaporée. Le résidu est solubilisé dans un minimum de pentane à ébullition puis 

la solution est laissée à évaporer sous la sorbonne. Les cristaux qui se forment sont collectés manuellement, épongés 

au papier filtre puis remis à cristalliser. Ce processus, répété cinq fois, nous permet d’obtenir 7,7 g de composé pur sous 

la forme de cristaux blancs qui seront conservés au congélateur et sous argon (rendement 33%). RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm : 6.72 (s, 2H), 1,41 (hept, J = 7,5 Hz, 3H), 1,09 (d, J = 7,5 Hz, 18H). SM (DCI NH3) m/z : 379 [M+H]+.  
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meso-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin17  

 

 

 

Dans un ballon de 250 mL, 5 g (25,5 mmol) de 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldéhyde, 1,78 mL (25,3 mmol) de pyrrole sont 

mis à réagir dans 125 mL d’acide propionique. La solution est portée à reflux pendant 2 h. L’acide propionique est 

ensuite éliminé par distillation sous vide. Le résidu obtenu est élué sur un plug de silice avec du dichlorométhane puis 

le filtrat est collecté et concentré. Le composé est purifié sur colonne d’alumine neutre en utilisant un gradient d’éther 

de pétrole/CH2Cl2 (95/5 → 80/20) comme éluant. Les fractions contenant le produit sont récupérées. Après 

évaporation, 532 mg du composé sont obtenus sous la forme d’un solide violet (rendement 9%). CCM (alumine neutre, 

éther de pétrole/CH2Cl2, 70/30), Rf : 0,78. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,95 (s, 8H, pyrrole), -2,88 (s, 2H, NH). SM-

ES+ m/z : 975 [M+H]+, 488 [M+2H]2+. 
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meso-tetrakis[(4-(2-pyridyl)-2,3,5,6-tetrafluorophenyl]porphyrin18  

 

 

 

100 µL de 2-bromopyridine (1 mmol) sont séchés sous vide dans un Schlenk bien sec pendant 15 min. On ajoute 4 mL 

de THF anhydre. Le Schlenk est placé dans un bain d’acétone dont la température est régulée à -85 °C. Un ajout lent 

de n-buthyllithium est effectué (1,8 M, 0,4 mL, 0,72 mmol). Le milieu est laissé une heure sous agitation. On canule 

ensuite une solution de porphyrine H2TFPP (50 mg, 0,05 mmol) dans 3 mL de THF anhydre, placée au préalable à la 

même température, dans le milieu réactionnel. L’agitation est maintenue durant 3 h supplémentaires. Une fois la 

réaction terminée, le milieu est extrait à l’éther diéthylique après ajout d’une solution saturée de NaHCO3. Après 

séchage sur MgSO4 et évaporation du solvant, le résidu est purifié sur une colonne de silice fine (43-60 µm) en utilisant 

CH2Cl2/EtOAc comme système éluant avec un gradient d’EtOAc. Le composé d’intérêt est élué avec 50% d’EtOAc. 

Après évaporation des fractions, le composé est solubilisé dans un minimum d’EtOAc et précipité avec de l’éthanol. 

Après centrifugation et séchage, on obtient 2,5 mg d’une poudre marron sombre (rendement 4%). RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm : 9,09 (s, 8H), 8,99 (ddd, J = 5 ; 2 ; 1 Hz, 4H), 8,07 (ddd, J = 7,5 ; 7,5 ; 2 Hz, 4H), 7,93 (d, J = 7,5 Hz, 4H), 7,57 

(ddd, J = 7,5 ; 5 ; 1 Hz, 4H), -2,80 (s, 2H). SM-ES+ m/z : 404,4 (100%) [M+H]3+, 606,1 (50%) [M+H]2+. 
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meso-tetrakis(2,3,5,6-tetrafluoro-4-azidophenyl)porphyrin19,20 

 

 

 

Dans un ballon bicol de 50 mL sont introduits sous argon, 270 mg (0,28 mmol) de H2TFPP et 78 mg (1,2 mmol) d’azoture 

de sodium ainsi que 8,1 mL de DMF. Le tout est laissé réagir pendant 1 h 30 à 60 °C sous agitation. On ajoute 100 mL 

de dichlorométhane dans le milieu puis on transfère la solution dans une ampoule à décanter. On ajoute 3 fois 50 mL 

d’eau pour laver la phase organique et retirer le DMF. La phase organique est ensuite séchée avec MgSO4. Le solvant 

est évaporé, la purification se fait par chromatographie sur une colonne de silice (diamètre 8 cm hauteur 15 cm) avec 

un gradient d’élution éther de pétrole/CH2Cl2 de 8/2 à 6/4. Le produit d’intérêt est élué en premier. Les fractions pures 

sont évaporées et 257 mg (0,24 mmol) du produit pur sous la forme d’une poudre violette sont récupérés (rendement 

87%). CCM (SiO2, éther de pétrole/CH2Cl2, 7/3), Rf : 0,46. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,95 (s, 8H, pyrrole), -2,89 

(s, 2H, NH). SM (MALDI LD+) m/z : 1066,3 [M]+. 
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meso-tetrakis[(4-(triphenylphosphazenyl)-2,3,5,6-tetrafluorophenyl]porphyrin21,22 

 

 

Dans un ballon on place 100 mg (0,09 mmol) de 20, 130 mg (0,5 mmol) de triphénylphosphine puis on ajoute 20 mL de 

dioxane. Le milieu est chauffé à reflux pendant 24 h. Puis 7 mL d’eau sont ajoutés et la réaction est laissée 15 min de 

plus à reflux sous agitation avant de laisser refroidir le milieu à température ambiante. Après évaporation du solvant, 

le résidu est purifié par colonne de silice en utilisant CH2Cl2 comme éluant. Le composé d’intérêt correspond à la 

seconde fraction. Après évaporation du solvant, on récupère 54 mg (0,027 mmol) de composé pur (rendement 29%). 

CCM (SiO2, CH2Cl2) Rf : 0,3. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm : 8,88 (s, 8H), 7,98 – 7,92 (m, 24H), 7,65 – 7,57 (m, 36H), -

2,86 (s, 2H). RMN 19F (376 MHz, CDCl3) δ ppm : -143,01 (d, 3JFF = 10,6 Hz, 8F), -153,17 (d, 3JFF = 10,6 Hz, 8F). SM-ES+ m/z 

: 2003,5 [M+H]+, 1002,2 [M+2H]2+, 668,5 [M+3H]3+. 
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V. Modélisation Moléculaire 

Principe 

L’ensemble des simulations alchimiques ont été effectuées sur la séquence d’ADN quadruplex correspondant à une 

région riche en Guanines, retrouvée dans la partie terminale du promoteur (LTR IV) dans le génome proviral du VIH-

123. La structure de cette séquence G4 a été caractérisée par RMN et est accessible sous le code 2N4Y sur le serveur de 

la Protein Data Bank24. 

Le logiciel Discovery Studio Visualizer® (DSV) a été utilisé comme interface de visualisation et pour manipuler ou 

modifier les molécules. Les différentes porphyrines étudiées ont été construites avec le logiciel Chemdraw ® et 

optimisées avant l'étape de docking à l’aide du logiciel Avogadro® (v1.2)25, avec le champ de force « Universal Force 

Field » (UFF). 

 

Docking 

Afin d’identifier l’orientation optimale entre le G4 et les porphyrrines de notre étude, chacune d’entre elles a été 

soumise à un calcul préalable de docking. C’est la conformation ayant donné le meilleur score énergétique qui a ensuite 

servi de point de départ pour la détermination de l’énergie libre par la méthode ABFE. L’interface graphique 

AutoDockTools®26 a été utilisée pour préparer l’ensemble des fichiers nécessaires aux calculs de docking.  Les calculs 

de docking ont été réalisés à l’aide du logiciel Autodock vina®27. L'espace exploré par les ligands correspond à un cube 

de 25 Å de côté, centré sur la tétrade de guanines G3-G7-G14-G18. 

 

Paramétrage du quadruplex et des porphyrines 

Le paramétrage et les topologies des porphyrines ont été effectués à l'aide des modules Antechamber, Leap et 

Parmchk de la suite de programmes Ambertools 16i en utilisant le champ de force GAFF28. Les charges ont été calculées 

en utilisant le schéma de Merz-Singh-Kollman (MK)29, dans lequel les charges atomiques sont ajustées pour reproduire 

les potentiels électrostatiques moléculaire (méthode RESP) en un certain nombre de points autour de la molécule. 

L’utilitaire MCPB.py30, a été utilisé pour accéder aux paramètres de l’atome d’or retrouvé dans certaines porphyrines. 

Cet utilitaire fait appel à une série de calculs de mécanique quantique, au cours desquels la géométrie de la molécule 

est optimisée, les charges sont calculées par la méthode RESP et les termes du champ de force en relation avec le 

centre métallique sont par un calcul des fréquences vibrationnelles. Nous avons effectué ces calculs avec le programme 

Gaussian G09ii. La fonctionnelle de densité B3LYP a été utilisée avec l’ensemble de bases gaussiennes 6-31G*31. Dans 

 
i D.A. Case, R.M. Betz, D.S. Cerutti, T.E. Cheatham, III, T.A. Darden, R.E. Duke, T.J. Giese, H. Gohlke, A.W. Goetz, N. Homeyer, S. Izadi, P. Janowski, J. Kaus, A. Kovalenko, 
T.S. Lee, S. LeGrand, P. Li, C. Lin, T. Luchko, R. Luo, B. Madej, D. Mermelstein, K.M. Merz, G. Monard, H. Nguyen, H.T. Nguyen, I. Omelyan, A. Onufriev, D.R. Roe, A. 
Roitberg, C. Sagui, C.L. Simmerling, W.M. Botello-Smith, J. Swails, R.C. Walker, J. Wang, R.M. Wolf, X. Wu, L. Xiao and P.A. Kollman (2016), AMBER 2016, University of 
California, San Francisco 
ii Gaussian 09, Revision D.01, M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, J. R. Cheeseman, G. Scalmani, V. Barone, G. A. Petersson, H. Nakatsuji, 
X. Li, M. Caricato, A. Marenich, J. Bloino, B. G. Janesko, R. Gomperts, B. Mennucci, H. P. Hratchian, J. V. Ortiz, A. F. Izmaylov, J. L. Sonnenberg, D. Williams-Young, F. 
Ding, F. Lipparini, F. Egidi, J. Goings, B. Peng, A. Petrone, T. Henderson, D. Ranasinghe, V. G. Zakrzewski, J. Gao, N. Rega, G. Zheng, W. Liang, M. Hada, M. Ehara, K. 
Toyota, R. Fukuda, J. Hasegawa, M. Ishida, T. Nakajima, Y. Honda, O. Kitao, H. Nakai, T. Vreven, K. Throssell, J. A. Montgomery, Jr., J. E. Peralta, F. Ogliaro, M. Bearpark, 
J. J. Heyd, E. Brothers, K. N. Kudin, V. N. Staroverov, T. Keith, R. Kobayashi, J. Normand, K. Raghavachari, A. Rendell, J. C. Burant, S. S. Iyengar, J. Tomasi, M. Cossi, J. M. 
Millam, M. Klene, C. Adamo, R. Cammi, J. W. Ochterski, R. L. Martin, K. Morokuma, O. Farkas, J. B. Foresman, and D. J. Fox, Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2016 
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le cas de l’atome d’or, les bases DEF2TZVP32 ont été employées. 

La structure RMN de la séquence d’ADN quadruplex du génome proviral du VIH-1 a été utilisée comme structure de 

départ pour les simulations de dynamique moléculaire (MD) à l'aide du programme de dynamique moléculaire 

GROMACS 202033.  

L’ensemble des paramètres topologiques et géométriques ont dans un deuxième temps été convertis en un format 

compatible avec Gromacs, à l'aide de l’utilitaire écrit en python : Acpype.py34. Le quadruplex a été paramétré avec le 

champ de force AMBER-99SB35.  

Les systèmes Porphyrine-Quadruplex ont été solvatés avec le modèle d’eau SPC (~ 20000 molécules d'eau) dans une 

boîte dodécaédrique, en utilisant les conditions aux limites périodiques (PBC), avec une distance moyenne de 2,5 nm 

entre le soluté et les bords de la boîte de simulation. Les systèmes ont été neutralisés par l'ajout d’ions K+. 

 

Simulations de dynamique moléculaire et calculs alchimiques 

Pour chaque système porphyrine-quadruplex étudié, 41 fenêtres de calculs alchimiques ont été paramétrées selon 

l’enchainement : 

- Activation des contraintes harmoniques : 

0 0.01 0.025 0.05 0.075 0.1 0.2 0.35 0.5 0.75 1 

- découplage des interactions coulombiennes :  

0 0.1 0.25 0.4 0.55 0.65 0.725 0.8 0.875 0.95 1 

- découplage des interactions de vdW :  

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.475 0.55 0.6 0.65 0.675 0.7 0.725 0.75 0.775

 0.8 0.825 0.85 0.875 0.9 0.95 1. 

 

Pour chacune de ces fenêtres la procédure suivante a été suivie : 

- Les complexes solvatés ont d'abord été soumis à une minimisation de l'énergie avec une combinaison des algorithmes 

de la plus forte pente (steepest descent) et du gradient conjugué.  

- Les systèmes ont ensuite été équilibrés avec, dans un premier temps une simulation d’une durée de 300 ps dans un 

ensemble NVT (nombre de particules, volume et température constants) et dans un deuxième temps, une simulation 

d’une durée de 400 ps dans un ensemble NPT (nombre de particules, pression et température constants). Le solvant et 

le soluté ont été couplés séparément à des bains à la température de 300 K. L'approche de Parrinello-Rahman36 a été 

utilisée pour maintenir la pression à 1 bar, avec un temps de relaxation de 1,0 ps et une compressibilité isotherme de 

4,5 × 10-5 bar-1. Au cours de l'étape d'équilibrage, les atomes lourds du soluté ont été contraints avec des forces 

harmoniques de 1000 kJ.mol-1.nm-2.  
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- L'étape d'équilibrage a été suivie d'une simulation sans contraintes d’une durée de 2 ns. Les simulations ont été 

effectuées en utilisant un pas de temps d'intégration de 2 fs.  

La méthode de Particle-Mesh Ewald (PME)37 a été appliquée pour modéliser les interactions électrostatiques à longue 

distance en utilisant une distance de coupure de 12 Å. Les liaisons des atomes d’hydrogènes ont été contraintes en 

utilisant l'algorithme de LINCS38. 

La position et l'orientation relatives du ligand par rapport à la protéine ont été restreintes au moyen d'une distance, de 

deux angles et de trois potentiels harmoniques dièdres avec une constante de force de 1000 kcal mol-1.nm-2 pour la 

distance et de 10 kcal mol-1.deg-2 pour les angles. La contribution de cet ensemble de contraintes à l'énergie libre a été 

calculée analytiquement selon la procédure décrite par Boresch et al39. 

 

- Un protocole similaire a été suivi pour accéder à l’énergie libre de désolvatation des porphyrines seules en solution. 

42 fenêtres de calculs alchimiques ont été paramétrées selon l’enchainement : 

 

- découplage des interactions coulombiennes :  

0.0 0.05 0.1 0.15 0.20 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 1.0  

- découplage des interactions de vdW :  

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.475 0.55 0.6 0.65 0.675 0.70 0.725 0.75 0.775 0.8 0.825 0.85 0.875 0.9 0.95 0.975 1.0 
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CONCLUSION 

Le contexte de ces travaux est inclus dans l’étude du rôle des G4s chez les virus. Il a été montré à plusieurs reprises que 

ces structures avaient un rôle important de régulation chez ces pathogènes et que les ligands de G4s venaient perturber 

cette régulation, conduisant à l’arrêt du cycle viral. La recherche dans le domaine des G4s viraux est prometteuse dans 

la mesure où ces structures constituent des cibles originales non sujettes à des mutations résistantes. Il s’agit d’une 

part de trouver de nouveaux ligands de ces structures et d’autre part de démontrer leur importance au sein des virus et 

d’élucider leur rôle dans le cycle viral. Nous nous sommes concentrés sur l’étude des G4s du virus du VIH-1. 

 

Le groupe travaille d’une part sur l’élaboration de porphyrines cationiques d’or(III), qui se sont révélées d’excellents 

ligands de G4s, et d’autre part sur l’étude de leur mécanisme d’action. Il s’est avéré que ces porphyrines étaient 

capables d’interrompre le cycle viral du VIH-1. Leur potentiel inhibiteur a été directement corrélé à leur affinité pour les 

structures de G4s. 

Elles ont donc servi de support à l’élaboration d’un dérivé destiné à des études de pull down qui permettraient d’isoler 

la séquence du G4 clé impliquée dans l’inhibition de la réplication du VIH-1 par les porphyrines. Cela serait la preuve 

qu’il existe bien un G4 impliqué dans ce processus et que ce G4 constitue une cible potentielle pour le développement 

de nouveaux antiviraux. Ce composé devait comporter une partie porphyrine susceptible de se lier in vivo au G4 

potentiellement impliqué dans le cycle de réplication. L’autre partie devait comporter un tag permettant l’isolement 

dudit G4 par colonne d’affinité à des fins de séquençage.  

 

Une nouvelle série de porphyrines d’or(III) a été préparée afin de réaliser une étude de relations structure/affinité envers 

les G4s. Cette étude a mis en évidence l’importance du nombre de charges positives, ainsi que leur position, sur l’affinité 

des porphyrines pour les G4s. Elle a été réalisée en ayant recours à la méthode de FRET-melting et les porphyrines 

testées ont donc été classées en fonction de la température de demi-dénaturation du complexe G4-porphyrine. Il a été 

conclu que plus la porphyrine portait de charges positives, meilleure était son affinité pour les G4s. 

La porphyrine choisie pour réaliser l’accrochage du tag a été sélectionnée à l’issue de cette étude structure/affinité. 

Cette porphyrine a été conçue sur le modèle d’AuMA en modifiant un des bras meso afin de permettre l’accrochage du 

tag biotine. Ce composé est actuellement en phase de test. 

 

En parallèle de ces synthèses, des études de modélisation moléculaire ont été menées. Elles ont d’abord consisté en 

une validation de la méthode théorique choisie grâce aux résultats expérimentaux. La méthode de calcul est une 

méthode alchimique qui a été vérifiée en réalisant les calculs d’énergie libre de liaison des porphyrines d’or(III) de la 

série de molécules testées en FRET. La méthode a pu être validée. De nouvelles porphyrines ont ensuite été évaluées 

afin de déterminer quelles modifications structurales pourraient être apportées à la porphyrine AuMA pour obtenir un 

meilleur ligand de G4s.  

Les premières porphyrines modélisées ont été des porphyrines portant des atomes de fluor à différentes positions de 

la porphyrine (le cycle pyrrole, le cycle phenyl ou le cycle pyridinium). Le postulat de départ était de vérifier si la 

présence de groupement électroattracteurs tels que des atomes de fluor pouvaient remplacer la présence de l’atome 
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d’or(III) au cœur de la porphyrine. Les résultats des calculs ont montré que l’ajout de groupements électroattracteurs 

sur les cycles pyridiniums de la porphyrine pouvait augmenter son énergie libre de liaison avec le G4.  

Parmi les dérivés comportant un groupement électroattracteur sur le pyridinium un composé prometteur montre une 

énergie libre de liaison pour le G4 plus importante qu’AuMA.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



RESUME EN FRANÇAIS 
 

 

Les séquences d’acides nucléiques riches en guanines peuvent former des structures non canoniques d’ADN ou d’ARN 

par repliements à 4 brins appelées G-quadruplex (G4). Ces structures particulières interviennent comme régulateurs 

dans les processus fondamentaux du vivant (transcription, traduction, etc.). De par leur structure originale les G4s 

peuvent être ciblés par des petites molécules, ou ligands, de façon à interférer avec leur fonction biologique. Les G4s 

ont notamment fait l’objet d’une attention particulière comme cible pharmacologique pour le traitement du cancer ou 

des infections virales. Il est à noter que dans le génome du virus VIH-1 les séquences de G4s se trouvent 

particulièrement bien conservées et constituent donc des cibles privilégiées. 

Les porphyrines sont connues pour être d’excellents ligands de G4. Certains dérivés de porphyrines portant plusieurs 

charges cationiques et présentant un cœur métallé par de l’or(III) possèdent une activité antivirale remarquable contre 

le virus VIH-1 qui de plus, se corrèle avec leur capacité à se lier in vitro à des G4s présents dans le génome du VIH-1. Le 

travail de thèse a consisté dans une première partie à préparer un dérivé biotinylé de la porphyrine la plus active sur le 

VIH-1 pour mieux comprendre son mécanisme d’action biologique et identifier les G4s cibles responsables de 

l’inhibition de la réplication virale par cette molécule. L’élaboration de ce dérivé biotinylé, a donné lieu à la synthèse 

d’une librairie de molécules qui ont fait l’objet d’une étude de relation structure/activité pour le ciblage des G4s. Le 

composé biotinylé ainsi optimisé a permis d’isoler de l’ARN du VIH-1 à partir de cellules infectées in vitro. Ce résultat 

démontre l’efficacité du composé porphyrine-biotine à séquestrer des ARNs viraux structurés en G-quadruplex et 

confirme donc l’existence de G4s essentiels à la réplication dans le génome de VIH-1. 

Dans une deuxième partie, la modélisation moléculaire est mise à profit afin, d’une part de compléter les études de 

relation structure/activité effectuées sur les porphyrines déjà synthétisées et d’autre part d’orienter la synthèse vers de 

nouvelles porphyrines dont l’affinité pour les G4s viraux et en conséquence, l’activité antivirale seraient meilleures. 

Nous avons pour cela effectué des calculs d’énergie libre d’interaction en appliquant la méthode de transformation 

alchimique, qui est basée sur un ensemble de simulations de dynamique moléculaire. La méthode a été dans un premier 

temps validée par la détermination des énergies libres d’interaction entre les porphyrines expérimentales et un G-

quadruplex de VIH-1 dont la structure est décrite. Elle a ensuite été mise œuvre sur une librairie originale de porphyrines 

fluorées et/ou nitrées. Ces résultats théoriques nous permettent de proposer de nouveaux dérivés de porphyrines 

potentiellement plus affins pour les G4s par comparaison avec la meilleure porphyrine antivirale prise comme 

référence. 

Mots clés : G-quadruplex, ADN, ARN, porphyrine, HIV-1, alchemical free energy 
 

  



ABSTRACT 
Modélisation et ouverture vers de nouvelles porphyrines  

 

Guanine-rich DNA and RNA sequences are capable of folding into non-canonic, four-stranded G-quadruplex structures 

referred to as G4. They are involved in the fundamental processes of life (transcription, translation, etc.). Due to their 

original structure they may be targeted by small molecules, or ligands, in order to tune their biological function. Indeed, 

G-quadruplex structures have received particular attention as potential pharmacological targets for the treatment of 

cancer or viral infections. It is worth noting that the G4 sequences of HIV-1 virus genome are highly conserved regions 

and thus correspond to attractive target. 

Porphyrins are known as excellent G4 ligands. Some porphyrin derivatives bearing several cationic charges and a 

central gold(III) metal ion show a noticeable antiviral activity against HIV-1 virus. Besides, their activity correlates with 

their affinity for viral G4s in vitro. The work was devoted, in a first part, to the preparation of a porphyrin-biotin 

conjugate of the most active porphyrin against HIV-1 in order to better understand its mechanism of action and to 

identify the targeted viral G4s responsible for the inhibition of viral replication by the porphyrin. The design/synthesis 

of such a biotinylated conjugate implied the preparation of a library of porphyrin derivatives that were subjected to a 

structure/activity study for their capacity of recognition of viral G4s. The resulting best porphyrin-biotin conjugate 

allowed the pull-down of HIV-1 RNA from infected cells in vitro. This result demonstrates the efficiency of the 

porphyrin-biotin conjugate to trap viral G4-folded RNA and confirms the importance of such structures in HIV-1 

replication cycle. 

In the second part of the thesis, molecular modeling was used on the one hand, to explore the structure/activity 

relationship of already available porphyrin derivatives, and on the other hand, to propose new porphyrins endowed 

with higher affinity for G4s and as a consequence, better antiviral activity. We performed interaction free energy 

calculations with the Alchemical Binding Free Energy method based on successive molecular dynamic simulations. In 

a first step, we validated the method with existing porphyrins and a HIV-1 virus G4 sequence of known structure. Then, 

the method was applied to original fluoro- and nitro-porphyrin derivatives. The data allow us to propose some new 

porphyrins with potential higher affinity for G4 with respect to the best antiviral porphyrin taken as a reference 

compound. 

Key words: G-quadruplex, DNA, RNA, porphyrin, HIV-1, alchemical free energy 
 


