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Résumé :  

La conception de nouveaux fluorophores est aujourd’hui essentielle pour le développement de l’imagerie 

des systèmes biologiques et plus particulièrement des acides nucléiques afin de mieux comprendre leurs 

implications dans le vivant. Ce type de sonde exige des paramètres photophysiques précis comme des 

longueurs d’onde d’absorption et d’émission décalées vers le rouge ainsi qu’une bonne photostabilité. 

Aujourd’hui les sondes fluorogéniques font partie des systèmes les plus prometteurs pour l’imagerie des 

acides nucléiques. Les systèmes permettant de passer d’un simple brin d’acide nucléique non-fluorescent 

à un duplexe fluorescent après l’hybridation permet de réduire considérablement le bruit de fond tout 

en gardant un système peu complexe. Dans cette thèse, nous rapportons le développement et la 

caractérisation de 14 nouvelles sondes fluorogéniques qui ont été liées par des réactions de CuAAC à de 

multiples séquences d’ADN. Celles-ci nous ont permis d’étudier les amplifications fluorogéniques après 

hybridation du simple brin à sa cible. Plusieurs stratégies ont été utilisées pour accroitre ces 

amplifications. Nous avons étudié plusieurs familles de molécules utilisant des mécanismes 

fluorogéniques variés. Il s’est révélé que les sondes dérivées de la Miami Green répondent au mieux au 

cahier des charges que nous nous étions fixé. Ses longueurs d’ondes d’absorption et d’émission sont 

fortement décalées vers le rouge tout en gardant un très large déplacement de Stokes et une bonne 

photostabilité. Par-dessus tout, ces sondes ont permis l’obtention d’amplifications de fluorescence les 

plus importantes avec un facteur allant jusqu’à 30 lors de la formation d’un duplexe d’ADN. Ces résultats 

très prometteurs offrent de nouvelles perspectives pour des applications en imagerie classique ou de super 

résolution.  

Mots-clés : Fluorophore, détection fluorogénique, acides nucléiques, hybridation fluorogénique. 

Abstract: 

The design of new fluorophores is now essential for the development of imaging of biological systems 

and more particularly of nucleic acids in order to better understand their implications in life. This type 

of probe requires precise photophysical parameters such as red-shifted absorption and emission 

wavelengths as well as good photostability. Today, fluorogenic probes are among the most promising 

systems for nucleic acid imaging. Systems that allow to switch from a single strand of non-fluorescent 

nucleic acid to a fluorescent duplex after hybridization allow to reduce considerably the background 

noise while keeping a low complexity system. In this thesis, we report the development and 

characterization of 14 novel fluorogenic probes that were linked by CuAAC reactions to multiple DNA 

sequences. These allowed us to study fluorogenic amplifications after hybridization of the single strand 

to its target. Several strategies were used to increase these amplifications. We studied several families of 

molecules using various fluorogenic mechanisms. It turned out that the probes derived from Miami 

Green best meet the specifications we had set ourselves. Its absorption and emission wavelengths are 

strongly red-shifted while keeping a very large Stokes shift and exhibiting good photostability. Above 

all, these probes have allowed us to obtain fluorescence amplification higher than a factor of 30 during 

the formation of a DNA duplex. These promising results offer new perspectives for classical and super-

resolution imaging applications. 

Keywords: Fluorophore, fluorogenic sensing, nucleic acids, fluorogenic hybridization. 
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Abréviations 

3-HC    3-hydroxychromone  

3-MC   3-méthoxychromone 
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ACN    Acétonitrile  

ACQ   Aggregation-caused quenching  

ADN    Acide désoxyribonucléique 

ADNss   Acide désoxyribonucléique single strand 
ADNds   Acide désoxyribonucléique double strand 

A     Adénine 

AN   Acide Nucléique 

ARN   Acide ribonucléique 
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ε    Coefficient d’absorption molaire 

FRET    Förster Resonance Energy Transfer 

G     Guanine  

GFP    Green fluorescent protein 

h     Constante de Planck 

liaison H   Liaison hydrogène 

HOMO    Highest occupied molecular orbital 

HPLC    High-performance liquid chromatography 
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ICT    Intramolecular charge transfer 

IR     Infrarouge 

J     Intégrale de recouvrement 

kr    Constante de vitesse radiative 

knr     Constante de vitesse non radiative 

kFRET    Constante de vitesse du FRET 

LUMO    Lowest unoccupied molecular orbital 
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M     Multiplicité de spin 

MeOH    Méthanol 

MW    Microwave 

N*     Forme normale excitée  

nm    Nanomètre 

nM    Nanomolaire 
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Ph    Phényle 

pH    Potentiel hydrogène 
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s     Seconde / spin électronique 
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S1     Etat excité singulet 
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STED    Stimulated-emission-depletion microscopy 

STORM   Stochastic optical reconstruction microscopy 
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Tol    Toluoyle 
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UV–Vis   Ultraviolet-visible 

vs.     Versus 
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Δλ    Déplacement de Stokes 
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epuis des siècles, le phénomène de fluorescence a été maintes fois observé et a 

longtemps été un objet de fascination pour les hommes et les scientifiques, 

jusqu’à l’arrivée de Sir George Gabriel Stokes et de sa fameuse publication « On 

the Refrangibility of Light », en 1852. Après cela, et pendant plus d’un siècle, la 

fluorescence a été considérablement étudiée et, au début des années 1990, le clonage du 

gène de la protéine fluorescente verte (GFP en anglais) et l’étude de son expression dans des 

bactéries ont conduit à sa large application en microscopie de fluorescence, en particulier dans 

le domaine biologique.  

La « Fluorescence » et ses applications en recherche constituent un domaine particulier de 

la science. Ce dernier s’appuie sur de nombreuses disciplines interdépendantes, telles que la 

chimie de synthèse, la chimie computationnelle, la biologie/biochimie, la photophysique, la 

biophotonique et l’imagerie. De nos jours, l’instrumentation dans le domaine de la 

fluorescence est devenue facile d’accès et peu onéreuse grâce à de grandes avancées telles 

que la « microscopie confocale » ou, plus récemment, de nouvelles techniques, telles que la 

« microscopie à molécule unique », récompensée par un prix Nobel en 2014.  

La fluorescence représente un outil d’analyses très puissant. Ses applications sont très larges, 

en particulier dans les domaines des sciences médicinales et pharmaceutiques. Elles 

s’étendent à l’analyse environnementale (détection de traces d’espèces chimiques dans le 

milieu environnant), au diagnostic (de cancer par exemple, par le biais de puces à ADN), à 

la visualisation et détection de biomolécules dans les cellules et l’imagerie du vivant 

(microscopie de fluorescence).  

Pour l’analyse de milieux biologiques telles que les cellules vivantes, la fluorescence est la 

technique la plus sensible, permettant de détecter des biomolécules telles que des protéines 

ou des acides nucléiques. Pour ce type d’études, les sondes fluorescentes utilisent, des 

« fluorophores » qui doivent permettre une résolution spatiale et temporelle très élevée, 

avec un haut degré de précision, et doivent être non-invasives dans les cellules vivantes.  

Dans ce cadre, il est crucial de disposer d’un large éventail de fluorophores, spécifiques à 

chaque type d’analyses et au milieu dans lequel ils sont utilisés.  

D 
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La conception de nouveaux fluorophores est essentielle et permet aujourd’hui l’émergence 

de nouvelles applications dans le domaine de la fluorescence. Ces sondes doivent respecter 

un cahier des charges particulier, en accord avec les caractéristiques liées à l’imagerie, elles 

doivent posséder les propriétés adéquates en photophysique, ainsi que la 

possibilité d’introduire des substituants nécessaires pour une bioconjugaison, tout comme 

le réglage de la solubilité. 

Respecter un cahier des charges si exigeant est un défi en soi. Pour une application 

particulière, les chimistes en charge de synthétiser ces sondes vont alors développer une 

chimiothèque de fluorophores, étudier leurs propriétés physiques et photophysiques puis 

identifier la sonde adéquate à l’application donnée.  

Dans notre cas, nous nous sommes penchés sur la détection des acides nucléiques (AN). Ces 

derniers jouent des rôles prépondérants dans le stockage de l’information génétique ainsi 

que dans la régulation des processus biologiques. Au vu de leurs fonctions complexes, il est 

nécessaire de pouvoir les localiser afin de mieux comprendre leur implication dans le 

fonctionnement des cellules vivantes. La fluorescence est une technique de choix, 

permettant à la fois leur détection, leur quantification et leur visualisation dans leur 

environnement naturel (la cellule).  

De nos jours, de nombreux fluorophores existent mais leur mode de fluorescence peut 

différer. On peut les séparer en deux catégories, les traceurs et les capteurs pour la détection 

dans des milieux biologiques. Les capteurs diffèrent des traceurs par leurs propriétés de 

fluorescence qui sont variables en fonction des paramètres physico-chimiques du milieu 

environnant, ce qui leur vaut le nom de sondes fluorogéniques. 

Dans le cadre de cette thèse, les objectifs qui m’ont été confiés ont consisté à développer de 

nouvelles sondes fluorogéniques adaptées à la détection spécifique de séquences primaires 

d’acides nucléiques (AN). Peu de sondes commerciales ou décrites dans la littérature sont 

capables d’une telle spécificité et il est donc alors nécessaire d’en développer de nouvelles. 

Notre équipe de recherche, « Sondes Fluorescentes », est spécialisée dans le développement 

de sondes fluorogéniques, en particulier de type Push-Pull. Leur intensité de fluorescence 
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ainsi que leurs longueurs d’ondes d’absorption et/ou d’émission varient en fonction de la 

nature du solvant et, plus généralement, de l’environnement qui les entoure.  

D’un autre côté, l’intention générale de cette thèse est de faire progresser le développement 

de nouveaux fluorophores répondant à un cahier des charges photophysique rigoureux, 

pour une application biologique ayant trait aux acides nucléiques. 

L’ensemble de mes travaux de thèse est décrit dans 5 chapitres : 

Le chapitre 1 est un chapitre bibliographique, rappelant les différents concepts liés à la 

spectroscopie de fluorescence et ceux liés aux acides nucléiques.  

Après la présentation des objectifs de cette thèse, le chapitre 2 concerne le développement 

de deux sondes fluorescentes de type Push-Pull, dérivant de la chromone, et leur application 

à la détection directe ou par FRET d’AN spécifiques. Ces travaux ayant été publiés, ils sont 

brièvement résumés et les publications correspondantes sont données à la suite.  

Le chapitre 3 décrit la synthèse et l’étude photophysique de nouvelles sondes de type 

« molecular rotor » et leur application en tant que sondes fluorogéniques lors de 

l’hybridation des AN. Une première partie concerne un dérivé de chromone, le 6-EMT. Les 

travaux s’y référant ont fait l’objet d’une publication, qui est jointe au manuscrit. Une 

deuxième partie concerne l’élaboration de dérivés de « Malachite Green » et leur application 

à la détection des AN par de multiples mécanismes. 

Le chapitre 4 concerne la synthèse de dérivés de type Miami Green et Yellow, qui 

combinent à la fois les propriétés Push-Pull et molecular rotor, et leur application à la 

détection directe de séquences d’ADN ainsi qu’à celle d’un ARN cible dérivant de l’ARNm 

oskar.  

Le chapitre 5 rassemble les données expérimentales des 3 publications insérées dans le 

manuscrit ainsi que celles des chapitres 3 et 4. 

Par ailleurs et à la suite, dans une partie « Annexe », sont rajoutées trois publications 

concernant des projets de recherche auxquels j’ai participé et qui ne font pas partie du sujet 

de ma thèse, mais y sont tout de même corrélés. 

Les références bibliographiques sont rassemblées à la fin du manuscrit.   
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Chapitre 1 : État de l’art 
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I. Spectroscopie de Fluorescence 

 La luminescence traduit le phénomène d’émission de lumière à partir d’un état excité 

de la matière (atome, molécule, cristal). Le processus d’excitation peut être de différentes 

natures : réaction chimique (chimioluminescence) ou biochimique (bioluminescence), 

transfert d’énergie thermique (thermoluminescence), absorption de la lumière 

(photoluminescence), etc… 

La photoluminescence englobe deux termes qui sont la fluorescence et la phosphorescence.  

I.1. Principe 

La lumière est considérée comme une entité duale onde-corpuscule. Plus 

précisément, elle présente les caractéristiques d’une onde avec une longueur d’onde λ (en 

nm) ou un nombre d’onde ν (en cm-1) mais également d’une particule, appelée photon, ayant 

une énergie E. L’énergie du photon est corrélée à sa longueur d’onde par la relation de 

Planck-Einstein (Équation 1) : 

𝐸 = ℎν = ℎ
𝑐

𝜆
 

Équation 1. Relation de Planck-Einstein.  

Avec h : la constante de Planck (ℎ ≈ 6,63 × 10−34 J. s) et c : la célérité de la lumière dans le 

vide (𝑐 = 3,0 × 108 m. 𝑠−1). 

Toute molécule capable d’absorber de la lumière dans la région UV/Visible est appelée 

chromophore. Dans le cas particulier où elle présente des propriétés de fluorescence, elle 

sera appelée fluorophore. Le phénomène de fluorescence est composé de 2 étapes clés : 

l’absorption et l’émission. 

I.1.1. Absorption 

En l’absence de source d’excitation, toute molécule organique est présente dans son 

état fondamental appelé S0 (Figure 2). Dans cet état S0, deux électrons sont présents dans 

l’orbitale appelé HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), contrairement à la LUMO 



22 

(Lowest Unoccupied Molecular Orbital) qui, par définition, est vide (Figure 1). Dans le cas 

général, sous l’effet de l’apport d’une énergie lumineuse (laser ou lampe), les électrons sont 

capables de passer de l’état S0 à des états d’énergie supérieurs S1, S2 etc… 

 

Figure 1. Phénomènes d'absorption et de relaxation. 

Généralement, dans le cas de fluorophores organiques, l’écart énergétique HOMO - LUMO 

correspond à des longueurs d’ondes comprises entre 200-800 nm. Le phénomène 

d’absorption est étudié à l’aide d’un spectromètre UV/Visible. Le spectre obtenu donne les 

valeurs d’absorbance du chromophore à chaque longueur d’onde. Cette dernière est reliée 

au coefficient d’absorption molaire (ε) et à la concentration, suivant la relation de Beer-

Lambert (Équation 2) : 

𝐴 =  𝜀𝑙𝐶 

Équation 2. Loi de Beer-Lambert.  

A est l’absorbance ; ε est le coefficient d’absorption molaire (M-1.cm-1) ; l la longueur du 

trajet lumineux (cm) ; C la concentration du soluté à analyser en solution (M). 

I.1.2. Emission 

A la suite de la transition électronique, le composé organique se retrouve dans un 

état énergétique plus élevé (par exemple S1). Il va alors tout d’abord chercher à libérer 

l’excédent énergétique emmagasiné en réalisant une série de cascades vibrationnelles, afin 

de se retrouver dans l’état vibrationnel le plus stable de l’état excité (état excité relaxé) 

(Figure 2). 
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Figure 2. Diagramme de Jablonski. 

Le temps de vie (τ) d’un fluorophore dans cet état excité relaxé est très court (compris en 

général entre 10-8 à 10-11 s) et dépend des différents facteurs de décroissance (kr et knr) 

(Équation 3) : 

𝜏 =  
1

𝑘𝑟 + 𝑘𝑛𝑟
 

Équation 3. Temps de vie d'un fluorophore. 

où kr correspond à la constante de vitesse radiative (fluorescence) et knr à la constante de 

vitesse non-radiative. Cette valeur de temps de vie peut être obtenue par le biais d’analyses 

spectroscopiques en temps de vie. Cette relation nous montre que lorsque le kr augmente, 

le temps de vie du fluorophore dans l’état excité relaxé est plus court. 

Le phénomène de fluorescence correspond au retour à l’état fondamental qui s’accompagne 

de l’émission d’un photon (kr).  L’énergie de ce photon émis sera généralement inférieure à 

celui du photon absorbé, en raison des cascades de relaxations vibrationnelles. Si l’on suit 

alors la relation de Planck-Einstein (Équation 1), l’évolution de l’énergie est inversement 

proportionnelle à la longueur d’onde, soit Eabs > Eem conduit alors à λabs < λem.   
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Le retour à l’état fondamental peut aussi s’effectuer par un mécanisme non-radiatif (knr) de 

conversion interne, résultant en une transition vibronique (changement d’état électronique 

et vibrationnel), ou également provenir de nombreux processus alternatifs (vide infra). 

I.2. Caractéristiques de la fluorescence 

Un fluorophore est caractérisé par un ensemble de paramètres photophysiques. 

I.2.1. Déplacement de Stokes 

La différence entre le maximum d’absorption et le maximum d’émission d’un 

fluorophore est appelée déplacement de Stokes (Stokes Shift, Équation 4, Figure 3). Elle 

correspond à la différence des maxima d’absorption et d’émission exprimée soit à partir de 

des nombres d’onde soit à partir des longueurs d’onde : 

∆𝑣𝑠𝑠 =  𝑣𝑎𝑏𝑠 −  𝑣𝑒𝑚 

∆𝜆𝑠𝑠 =  𝜆𝑒𝑚 −  𝜆𝑎𝑏𝑠 

Équation 4. Déplacement de Stokes. 

avec abs et em les nombres d’onde, en cm-1, correspondant respectivement aux maxima 

d’absorption et d’émission du fluorophore  

avec λem et λabs, les longueurs d’onde, en nm, correspondant respectivement aux maxima 

d’émission et d’absorption du fluorophore. 
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Figure 3. Représentation du déplacement de Stokes. 

I.2.2. Rendement quantique 

Le rendement quantique correspond au rapport entre le nombre de photons émis et 

le nombre de photons absorbés (Équation 5). Il est égal au rapport entre la constante de 

vitesses radiative et la somme des constantes de vitesse radiative et non-radiative. Il peut 

être également décrit comme le produit de la constante radiative par le temps de vie. 

Φ =  
𝑝ℎ𝑜𝑡𝑜𝑛𝑠 é𝑚𝑖𝑠

𝑝ℎ𝑜𝑡𝑜𝑛𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏é𝑠
=

𝑘𝑟

𝑘𝑟 + 𝑘𝑛𝑟
=  𝑘𝑟  ×  𝜏 

Équation 5. Rendement quantique. 

I.2.3. Brillance 

La brillance est le produit du rendement quantique et du coefficient d’extinction 

molaire du fluorophore. Cette donnée caractérise la sensibilité du fluorophore et sa limite 

de détection (Équation 6) :  

𝐵 =  𝜀 ×  𝛷 

Équation 6. Brillance d'un fluorophore. 

B est la brillance (M-1.cm-1) ; ε le coefficient d’extinction molaire (M-1.cm-1) ; Φ le rendement 

quantique. 

  



26 

II. Sondes sensibles aux changements 

environnementaux 

Il existe deux catégories de sondes fluorescentes. La première regroupe les 

fluorophores, appelés traceurs. Ces derniers sont insensibles aux changements 

d’environnement, impliquant que leurs propriétés photophysiques restent constantes. Ils 

sont caractérisés par un signal stable et une très forte brillance, leur permettant d’être 

facilement employés pour de la microscopie de fluorescence ou du diagnostic. C’est le cas 

notamment des sondes Cyanines (c.f. Chap. 1 : II.2.2.). Elles peuvent, par exemple, 

remplacer le phosphore radioactif dans des applications de séquençage. 

La seconde catégorie comprend les molécules fluorescentes sensibles à leur environnement, 

elles sont appelées capteurs. Ce manuscrit se concentre uniquement sur cette seconde 

catégorie et, plus précisément, sur les petites molécules organiques fluorogéniques ou 

ratiométriques.  

Le terme fluorogénique définit un changement d’état de fluorescence1. Le passage d’un état 

non-fluorescent à un second état fluorescent est appelé turn-on. Le phénomène inverse est 

appelé turn-off 2. Le changement d’état de fluorescence permet de caractériser un 

évènement. Il peut notamment être induit par des modifications des paramètres physico-

chimiques du solvant (polarité, viscosité, pH), par des processus photophysiques intervenant 

à l’état excité (PET, FRET, ICT…) ou, également, par un changement de conformation du 

fluorophore. Ces mécanismes fluorogéniques impliquent un ou plusieurs fluorophores. 
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II.1. Processus à un seul partenaire 

Dans cette partie, 5 types de mécanismes de fluorescence seront décrits : le transfert 

de charge, le transfert de proton, le changement de conformation, la sensibilité au pH, 

l’isomérisation à l’état fondamental et le phénomène d’agrégation (Figure 4). 

 

Figure 4. Mécanismes mis en jeu dans un système fluorogénique. (Adapté de la ref 3). 

II.1.1 Transfert de charge intramoléculaire (ICT)  

i. Principe 

 

Figure 5. Construction des sondes Push-Pull. 

Le transfert de charge intramoléculaire s’opère au sein de fluorophores dits « push–

pull ». Au niveau structural, les sondes push-pull sont constituées d’un groupement 

électrodonneur conjugué, généralement par un système  à un groupement 

électroattracteur (Figure 5). Dans la majorité des cas, le système peut être ordonné de 

plusieurs manières : 
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- D-π-A (dipolaire) 

- D-π-A-π-D ou A-π-D-π-A (quadrupolaire) 

- (D-π)3-A, (D-π)4-A, etc… (Octupolaire) 

Le système  est couramment composé de noyaux aromatiques, hétéroaromatiques 

(thiophène, pyrole, furane…) et/ou d’un système aliphatique insaturé (alcène ou alcyne). 

Le groupement donneur (D) est principalement une fonction simple mésomère donneur : 

OH, NH, OR, NR2… Inversement, le groupement accepteur (A) est mésomère et/ou inductif 

attracteur : CN, CHO ou même des noyaux hétérocycliques électroniquement déficients 

comme les (di)azines, benzothiazoles ou imidazoles.  

En termes de diversité structurale, la famille des sondes push-pull est celle qui est la plus 

représentée dans la littérature. Les plus communes d’entre elles sont présentées dans la 

Figure 6.  

 

Figure 6. Exemples de sondes push-pull classiques (en vert est indiqué le groupement donneur, en rouge l’accepteur). 

Le transfert de charge intramoléculaire photo-induit (ICT – Intramolecular charge 

transfert) fait référence au transfert de charge, à l’état excité, s’opérant du groupement 

électrodonneur vers le groupement électroattracteur4. Dans la plupart des cas, le 

fluorophore présente alors un moment dipolaire plus important, ce qui lui confère des 

propriétés photophysiques singulières, en particulier à l’état excité. 
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Les sondes push-pull sont très sensibles à la polarité du solvant et à sa proticité lorsqu’elles 

ont des groupements accepteurs sensibles aux liaisons hydrogène (ex. cétone, aldéhyde). 

Cette sensibilité au solvant se traduit par un déplacement vers le rouge du maximum 

d’émission (red-shift) pour une augmentation de la polarité du solvant. Ce déplacement 

bathochrome d’émission est induit par un écart énergétique plus faible entre les niveaux 

d’énergie S1 et S0 (Figure 7). À la suite du transfert de charge à l’état excité (S1), les molécules 

de solvant environnantes vont alors se réorienter afin de stabiliser le dipôle du fluorophore 

(S1’). Plus la polarité du solvant est élevée, plus cette stabilisation va être grande. 

Simultanément, lors du retour à l’état fondamental le solvant, toujours orienté, conduira à 

une déstabilisation de l’état S0 appelé transitoire S0’. 

 

Figure 7. Diagramme énergétique des sondes push-pull sous l’influence de solvant. 

En addition de l’effet de stabilisation apporté par les solvants polaires, la formation de 

liaisons hydrogène entre le solvant et le soluté est observée dans le cas des solvants 

protiques. Ce type de liaison confère une stabilisation supplémentaire de l’état excité et ainsi 

amplifie l’effet bathochrome des solvants polaires. Résultant de ces fortes diminutions 

énergétiques de l’état S1, la probabilité d’une désexcitation non-radiative par un mécanisme 

de conversion interne est fortement accrue. Ceci est observé lors de la présence, sur les 

sondes, d’un groupement accepteur de liaison hydrogène de type « C=O » (oxygène plus 

basique à l’état excité). Par conséquent, les solvants les plus polaires protiques induisent une 
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neutralisation du signal de fluorescence (quenching). Cette propriété confère aux sondes 

push-pull une grande sensibilité aux changements environnementaux. Elles ont été 

utilisées, par exemple, pour étudier la structure et la dynamique des biomembranes ainsi 

que les interactions qui s’y établissent5.  

En complément, certaines sondes push-pull peuvent présenter un état torsadé appelé TICT 

(Twisted Intermolecular Charge Transfert)6,7 également fortement éteint. 

 

Figure 8. Diagramme énergétique du phénomène de TICT.7 

Le TICT est le résultat de la rotation hors du plan des groupements donneur et accepteur à 

l’état excité qui permet de maximiser la séparation de charge entre D et A.  Cet état torsadé 

est favorisé dans les milieux polaires. Il se traduit par un déplacement du maximum 

d’émission encore plus marqué vers le rouge qui est dû à une réduction accrue de la 

différence énergétique entre la S1 et la S0 (Figure 8). La réduction très prononcée du 

rendement quantique est principalement due au fait que les deux groupements sont 

positionnés orthogonalement. 

II.1.2. Transfert de proton intramoléculaire 

Le mécanisme d’ESIPT (Excited-State Intramolecular Proton Transfert) est mis en 

jeu pour des fluorophores dans lesquels un transfert de proton intramoléculaire a lieu à l’état 

excité. La sonde ESIPT est composée d’un groupement possédant un proton échangeable 
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(souvent hydroxyle) et d’un accepteur de proton (souvent carbonyle ou amine), les deux 

groupements étant proches dans l’espace (systèmes à 5 ou 6 centres, voir Figure 9 pour des 

exemples). Cette proximité va conduire à l’échange du proton entre ces deux fonctions. 

Parmi les exemples les plus courants, on retrouve les sondes 3-HC (3-hydroxychromone) et 

leurs aza-analogues (3-HQ) ainsi que les HBON (2-(2'-hydroxy-4'-diméthylaminophényl)-

benzoxazole) (Figure 9).  

 

Figure 9. Exemples de sondes push-pull qui présentent un mécanisme ESIPT. 

L’émission de fluorescence de ces sondes ESIPT est composée de deux bandes séparées, la 

bande normale (N*) et la bande tautomérique (T*) très décalée vers le rouge (Figure 10). 

L’ESIPT est fortement influencé par la nature électrodonneuse ou électroattractrice de ses 

substituants.  Par exemple dans le cas des 3-HC possédant un groupement aryle mésomère 

donneur fort (ex. p-diméthylaminophényl), les 3-HC se comportent comme des sondes 

push-pull pour le déplacement du maximum d’émission de la bande N* vers le rouge dans 

les solvants polaires et ratiométriques pour le rapport d’intensité des deux bandes d’émission 

N* et T* (N*/T*). Elles sont ainsi très sensibles aux changements environnementaux. Ici, c’est 

le rapport entre la bande N* et T* qui est le facteur le plus sensible. Celui-ci va être modifié 

en fonction de la polarité et de la proticité du solvant. Le N*/T* augmentera parallèlement 

avec l’augmentation de la polarité et proticité du solvant. En présence de solvant apolaire 

aprotique, l’ESIPT sera favorisé avec l’émission dominante de la forme tautomère (Figure 

10). L’inconvénient majeur des sondes ESIPT concerne leur faible photostabilité. 
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Figure 10. Réaction ESIPT et origine de l’émission duale sur la sonde 3-HC. (BPT : Back Proton Transfert)8 

L’exploitation de ce cette émission duale a permis d’observer et quantifier plus facilement 

certaines interactions biomoléculaires9 (hybridation de l’ADN10, interaction peptide-

protéine11 et, peptide-membrane lipidique12) mais également de créer des senseurs 

ioniques13 (cations métalliques, anions inorganiques ou petites molécules neutre). 

II.1.3. Changement de conformation 

 La planéité est une des caractéristiques principales requises pour la plupart des 

molécules fluorescentes. En réalité, lorsqu’une molécule fluorescente perd sa planéité, elle 

favorise les relaxations non-radiatives et ainsi le retour à l’état fondamental sans émission 

de photon. Cette propriété a permis d’engendrer les sondes fluorogéniques appelées 

molecular rotor. 

 

Figure 11. Exemples de sondes à changement de conformation. 

Dans un environnement visqueux ou restreint (intercalation, basse température), la rotation 

de ce type de molécules est ralentie, ce qui leur permet d’émettre de la fluorescence. Par 
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contre, l’émission de fluorescence en solution est très faible. Les sondes de ce type les plus 

connues sont (Figure 11) : 

- Les dérivés de CCVJ (dérivés de julolidine)14,15, utilisés pour étudier des interactions 

protéine-protéine, observer la microviscosité intracellulaire ou même utilisés en 

science du polymère. 

- La Thiofavin T16, couramment utilisée pour des tests biomédicaux, notamment en 

drug discovery17. 

- Les dérivés de BODIPY (bore-dipyrrométhène)18, pouvant être utilisés en imagerie 

en temps de vie de fluorescence pour observer la viscosité des membranes 

cellulaires19. 

II.1.4. Isomérisation à l’état fondamental 

 A l’état fondamental, certains fluorophores peuvent, par isomérisation, rompre la 

conjugaison de leur système , ce qui annihile leur capacité de fluorescence. Très peu de 

sondes fonctionnent suivant ce phénomène, nous y retrouvons principalement les dérivés 

de xanthènes (Figure 12). 

 

Figure 12. Schéma du fonctionnement des sondes d’isomérisation avec les rhodamines. 

Ainsi, dans le cas des rhodamines de type B, il existe un équilibre entre l’ouverture et la 

fermeture de la forme spirolactone, qui possède un carbone asymétrique. Du fait de cet 

équilibre, on observe une racémisation de la spirolactone. Cette isomérisation dépend de la 

polarité du solvant ainsi que du pH en solution aqueuse. Si l’isomérisation est bien contrôlée, 

la différence de brillance entre la forme ouverte et fermée est considérable, puisque la 

spirolactone n’émet pas de fluorescence. Grâce à cette propriété, et par l’utilisation de sila-

rhodamine20 (SIR), des protéines cibles ont pu être imagées par SIM21 (Structured 
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Illumination Microscopy) et des images super-résolues ont pu être obtenues 21,22 (dSTORM 

ou STED, c.f. p.76.). 

II.1.5. Sensibilité au pH 

De nombreux fluorophores sont sensibles à la variation du pH. En jouant sur la 

structure du fluorophore, il est possible d’obtenir un turn on/off dans des milieux basiques, 

neutres ou acides23. De nombreuses sondes à pH ont été décrites. On y retrouve, par 

exemple, les dérivés de fluorescéine ou de cyanine (Figure 13).  

 

Figure 13. Exemples de sondes fluorogéniques utilisées pour sonder le pH. 

En règle générale, toute sonde fluorescente existant en équilibre acido-basique est une 

sonde fluorogénique de pH, ce qui regroupe la quasi-totalité des sondes fluorescentes23. 

II.2. Processus à plusieurs partenaires 

Il existe plusieurs méthodes pour obtenir un système fluorogénique faisant 

intervenir au minimum 2 partenaires. Dans cette partie, nous allons décrire quatre 

mécanismes, l’agrégation, le PET, le FRET et le DRET. Pour ces trois dernières méthodes, 

la distance entre les partenaires est un des paramètres clés pour le développement du 

système fluorogénique. 
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II.2.1. Agrégation 

i. ACQ 

 Un phénomène couramment rencontré avec les fluorophores organiques 

(rhodamines, fluorescéines, ou BODIPY24) est leur propension à former des agrégats non  

émissifs ou ACQ25 (Aggregation-Caused Quenching). 

Ces fluorophores organiques possèdent des systèmes π planaires peu solubles dans les 

milieux polaires/protiques. Dans ces milieux, les sondes, en général hydrophobes, s’empilent 

(π-stacking), ce qui génère un effet entropique favorable, augmentant la stabilité 

thermodynamique. Deux modèles de systèmes fluorogéniques existent, basés sur 

l’agrégation intramoléculaire ou intermoléculaire (Figure 14B). 

L’agrégation intramoléculaire a été employée pour la détection de l’ADN double brin. Le 

dimère formé par les dérivés YOYO en solution est rompu après interaction avec le duplexe 

d’ADN, permettant ainsi de restaurer sa fluorescence (Figure 14A). 

En règle générale, lorsque ces fluorophores s’agrègent, leur rendement quantique s’atténue 

fortement. Or, certaines applications requièrent l’utilisation d’une forte concentration en 

sonde, par exemple dans le cadre d’études à l’état solide. La majorité des fluorophores ne 

sont donc pas compatibles avec cette exigence (travailler à haute concentration). 

  

Figure 14. A) Structure de la sonde YOYO-1. B) Les deux types d’ACQ : intra- et intermoléculaire. 

Pour les agrégats ordonnés, nous différentions généralement deux types 

d’agrégation : les H-agrégats et les J-agrégats. Ces deux agrégats se distinguent au niveau de 
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leur structuration géométrique26. Dans le cas des H-agrégats, un empilement parallèle est 

observé et conduit à un état excité de plus haute énergie (effet hypsochrome du maximum 

d’absorption) (Figure 15). Pour les J-agrégats, un arrangement de type tête-à-queue est 

observé. Contrairement aux H-agrégats, cet arrangement provoque un abaissement 

énergétique de l’état excité et donc un effet bathochrome du maximum d’absorption27. Cette 

différence de structuration mène à une modification contraire de la constante radiative kr. 

Dans la majorité des cas, les J-agrégats conduisent à une valeur de kr plus haute et ainsi à 

une forte émission (turn-on) contrairement aux H-agrégats, qui seront éteints (turn-off). 

Les H-agrégats sont donc non-fluorescents alors que les J-agrégats le sont. 

 

Figure 15. Propriétés électroniques suivant l’arrangement en H ou J-agrégats.28 

ii. AIE 

 Dans certains cas, des monomères non fluorescents en solution peuvent conduire à 

des agrégats fluorescents. Ils sont le résultat d’un phénomène appelé AIE29 (Aggregation-

Induced Emission). La compréhension des mécanismes qui régissent l’AIE reste l’objet de 

recherches intenses. Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer certains 

processus d'AIE comme la restriction de la rotation intramoléculaire (RIR), la restriction 

des vibrations intramoléculaires (RIV), l'agrégation J, l’aplanissement de la conformation, 

l'isomérisation E/Z, le transfert de charge intramoléculaire torsadé (TICT), le transfert de 

protons intramoléculaire à l'état excité (ESIPT), etc30. Ces phénomènes fluorogéniques ont 

été exploités pour de nombreuses applications31. 

Les exemples les plus courants reposent sur des molecular rotor (cf. Chap. 1 : II.1.3., p. 32). 

C’est le cas de l’exemple historique le tétraphénylethylène (TPE) et de ses dérivés (Figure 
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16A).  Suite à son agrégation, il a été proposé que l’émission de fluorescence de TPE repose 

sur la restriction des mouvements intramoléculaires (RIM) qui inclut les contributions dues 

aux rotations (RIR) et vibrations (RIV)32,33. Lorsque les molécules sont non-agrégées, le 

retour à l’état fondamental est dominé par les transitions non-radiatives. Au contraire, une 

fois agrégées, les contraintes stériques sont amplement augmentées. Elles permettent alors 

de limiter drastiquement rotations et vibrations favorisant ainsi la désexcitation radiative 

(Figure 16B). 

 

Figure 16. A) Structure des dérivés de TPE. B) Fonctionnement du phénomène d'AIE.34 

II.2.2. PET 

Le Transfert d’Electron Photoinduit (PET pour Photoinduced Electron Transfert) est 

un processus faisant intervenir les propriétés oxydo-réductrices d’un fluorophore à l’état 

excité35. Ce mécanisme peut intervenir de manière intra ou intermoléculaire  

 

Figure 17. Mécanismes de transfert de proton photoinduit A) Oxydatif B) Réductif. 
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Le PET peut procéder selon 2 mécanismes différents (Figure 17)., conduisant soit à 

l’oxydation soit à la réduction du fluorophore à l’état excité. Dans le cas du transfert 

électronique oxydatif, l’électron du fluorophore présent sur sa LUMO est transféré à la 

LUMO de l’espèce oxydante (Figure 17A). Ce premier cas peut être observé lors de 

l’interaction de fluorophores comme le pyrène avec la nucléobase thymine (T)36. En effet, 

celle-ci possède le potentiel de réduction le plus bas des bases nucléiques et est connue pour 

être la meilleure acceptrice d’électron. Cette propriété a été mise à profit pour développer 

des senseurs sensibles à l’activité d’exo et endonucléases (Figure 18)37. Dans le second cas, le 

réducteur possède une HOMO plus haute en énergie que celle du fluorophore. Un transfert 

entre le réducteur et le fluorophore s’opère pour combler le trou électronique de la sonde 

(Figure 17B). Ce second cas est couramment observé lors de l’interaction de composés 

fluorescents, telle la rhodamine, avec la nucléobase guanine (G). En effet, celle-ci possède 

le potentiel d’oxydation le plus bas des bases nucléiques et est connue pour être la meilleure 

donneuse d’électron38. Dans les deux cas, ces processus conduisent à l’extinction de 

fluorescence (quenching) de nombreux fluorophores organiques. Pour que ce mécanisme 

soit réalisable, il est nécessaire que les deux espèces soient proches spatialement39. La 

capacité des fluorophores à être éteints par les nucléobases a été mise à profit dans 

différentes applications en recherche fondamentale et appliquées. Le BODIPY a été 

plusieurs fois utilisé en raison de son potentiel réducteur élevé40. 

 

Figure 18. Effet d'extinction de fluorescence par PET du pyrène par la nucléobase T.37 

Des systèmes à deux partenaires intramoléculaires ont également été développés pour la 

détection d’ADN41. Ces systèmes sont composés d’un ligand de l’ADN et d’une sonde 

fluorescente. En cas d’une proximité spatiale entre les deux partenaires, un mécanisme PET 

s’effectue (turn-off). Cet effet est un exemple de ce qui est appelé « contact quenching ». La 
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liaison à l’ADN permet de séparer le « quencher » du fluorophore, le système devient alors 

fluorescent (turn-on) (Figure 19).  

 

Figure 19. A) Structure d'un motif fluorogénique ligand de l’ADN formé par une fluorescéine (en vert) et de bis-

benzamidine (en bleu) relié par une courte chaine (en noir). B) Fonctionnement de la sonde d’hybridation par PET. A 

gauche, la ligation au double brin induit le turn-on. A droite, l’orientation spatiale de la structure dans son état éteint.41 

II.2.3. FRET 

Le FRET (Förster Resonance Energy Transfer) est un mécanisme faisant intervenir 

deux fluorophores (ou plus), l’un jouant le rôle de donneur et l’autre d’accepteur. Ce 

processus photophysique est un transfert d’énergie non-radiatif. Le FRET se déroule en trois 

étapes (Figure 20A)42 : 

 Passage à l’état excité du donneur à la suite d’une irradiation lumineuse. 

 Transfert d’énergie par résonance du donneur vers l’accepteur. 

 Retour à l’état fondamental de l’accepteur de façon radiative et/ou non-radiative. 
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Figure 20. A) Diagramme énergétique simplifié montrant les 3 étapes clés du mécanisme FRET. B) Représentation de la 

distance nécessaire entre un donneur et un accepteur pour effectuer du FRET (en vert).   

Dans le schéma précédent, grandement simplifié, ne sont représentées que les 3 étapes 

permettant d’obtenir le mécanisme FRET. Les transitions radiatives du donneur et les 

transitions non-radiatives de l’accepteur ne sont pas dessinées.  

La seconde étape du mécanisme de FRET est capitale. Au cours de celle-ci, le donneur entre 

en résonance avec l’accepteur. Pour que le transfert d’énergie puisse se faire, la distance 

requise entre les deux fluorophores, nommée par Förster « Champ proche », se situe entre 1 

et 10 nm (Figure 20B). La zone inférieure à 1 nm correspond à la « zone de contact », où la 

collision entre le donneur et l’accepteur a lieu et où le mécanisme de Dexter intervient, 

entrainant une dissipation de l’énergie non-radiative. 

Au cours de la résonance, l’énergie entre la transition D* →D et A→A* est similaire. Cela 

signifie qu’il est nécessaire d’avoir un recouvrement du spectre d’émission du donneur et 

d’absorption de l’accepteur, appelé aire de recouvrement J(λ) (Figure 21). 
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Figure 21. Représentation de l'aire de recouvrement entre le spectre d'émission normalisé du donneur et le spectre 

d'absorption normalisé de l'accepteur.43 

Il existe une multitude de paires FRET, la plus connue étant le couple de sondes Cyanines 

Cy3/Cy5. On retrouve également des systèmes composés de plusieurs donneurs et/ou 

accepteurs. De nombreux guides sont disponibles dans la littérature, un large éventail de 

couples donneurs/accepteurs commerciaux y sont recensés44. 

II.2.4. DRET 

Contrairement au FRET, le DRET (Dark Resonance Energy Transfer) est un système 

fluorogénique très peu exploré. La littérature concerne principalement du DRET 

intramoléculaire (10 publications). Le premier exemple a été publié en 2002 et décrit un 

FRET à partir d’un donneur éteint45. Pour ce qui est du DRET intermoléculaire, seule une 

publication récente (2021) traite de ce sujet (c.f. p.363)46. 

Le principe du DRET est identique à celui du FRET, à la différence de la nature du donneur 

qui, dans le cas du FRET, est émissif. Dans le cas du DRET, un donneur éteint est utilisé : il 

possède donc une constante de vitesse non-radiative bien plus élevée que sa constante 

radiative. Néanmoins, le phénomène de transfert d’énergie par résonance est un processus 

non-radiatif extrêmement rapide (picoseconde). Par conséquent, il est tout de même 

possible qu’un transfert d’énergie se produise entre deux espèces. 

Suivant ce concept, l’association d’un donneur très peu émissif (espèce noire) et d’un 

accepteur très brillant conduit à un système fluorogénique. A l’exception de cette 

différence, les autres propriétés photophysiques du DRET restent similaires au FRET : un 
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recouvrement spectral (donneur-accepteur) ainsi qu’une distance préférentielle sont 

essentiels. L’atout majeur de la version, qui a été conçue et étudiée, est l’augmentation très 

importante du potentiel fluorogénique, résultant d’un fort déplacement de Stokes, et de la 

réduction de l’excitation (cross-excitation) et l’émission croisées (cross-emission) (Figure 22 

D à comparer avec A-C). 

 

Figure 22. Comparaison entre le système FRET et DRET avec un faible/fort déplacement de Stokes.46 
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III. Les acides nucléiques 

III.1. Rappels 

III.1.1 Composition 

Les acides nucléiques (AN) sont des macromolécules biologiques formées de la 

polymérisation de plusieurs nucléotides. Suivant la nature de ces nucléotides, on obtient de 

l’ADN (acide désoxyribonucléique) ou de l’ARN (acide ribonucléique).  

Les acides nucléiques sont composés de trois parties distinctes (Figure 23) : 

- La nucléobase 

- Le noyau (désoxy)ribose 

- Les groupements phosphates 

 

Figure 23. Vue schématique d'un acide nucléique. 

La nomenclature (numérotation) des bases et des sucres est représentée dans la Figure 24. 

Les atomes de carbone et d’azote des bases sont numérotés normalement (1,2,3…) alors que 

les (désoxy)riboses sont numérotés avec un prime en exposant (1’,2’,3’…). L’ADN et l’ARN 

sont différents structuralement en deux points. Tout d’abord, le sucre est un 2’-désoxyribose 

pour l’ADN et un ribose pour l’ARN (Figure 24), c’est-à-dire que ce dernier contient un 

groupement hydroxyle en position 2’. Par ailleurs, la nature des bases nucléiques diffère 

légèrement : les bases puriques Adénine (A) et Guanine (G) sont présentes à la fois dans 
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l’ADN et l’ARN. En ce qui concerne les bases pyrimidiques, la cytosine (C) est commune 

aux deux, par contre la Thymine et l’Uracile sont respectivement spécifiques de l’ADN et 

de l’ARN (Figure 24).  

 

Figure 24. Structure des nucléosides et nucléotides (nucléoside lié à un ou plusieurs groupements phosphate). 

III.1.2 Structure des acides nucléiques 

a) Structure de l’ADN 

L’ADN se présente le plus généralement sous la forme d’un duplexe, dans lesquels 

deux simple-brins d’ADN (Figure 25A) complémentaires sont en position antiparallèle. En 

fonction des conditions (concentration saline, nature des ions, composition en bases 

nucléiques, hydratation, etc.), ce double-brin peut adopter différentes conformations 

hélicoïdales en solution. La plus connue est la structure en double hélice B de l’ADN47 

(Figure 25C).   La complémentarité contribue bien évidemment à la stabilité de la structure, 

grâce aux liaisons H établies entre les paires de bases A-T et G-C (interactions de Watson-

Crick, Figure 25B), mais les interactions de Van der Waals notamment par recouvrement  

(π-stacking) qui s’établissent entre les plateaux de bases y participent aussi largement ainsi 

que l’élimination d’un grand nombre de molécules d’eau. 
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Figure 25. A) Structure chimique d'un simple brin d'ADN. B) Appariement des paires de bases de type Watson-Cricks. C) 

Paramètres de la double hélice en conformation B.48 

 En dehors de la forme B, l’ADN double-brin peut adopter 2 autres conformations, les 

conformations A et Z (Figure 26). 

 

Figure 26 : ADN A, B et Z49. 

De nombreux paramètres permettent de définir le type d’hélicité adopté par l’ADN : 

- Le sens de rotation de l’hélice (droite pour les formes B et A, gauche pour la forme 

Z). 

- Le tour d’hélice, qui correspond au nombre de bases nécessaires pour faire une 

rotation complète (360°) de l’hélice (Residues per turn). 

- La distance séparant 2 plateaux de bases (ADN-B ≈ 3,4 Å) (Axial rise). 
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- Le pas de l’hélice, correspondant à la longueur d’une rotation complète de l’hélice 

(ADN-B = 35,7 Å) (Helix pitch). 

- L’inclinaison entre le plan des bases et l’axe de l’hélice, (-6° pour l’ADN-B) (Base pair 

tilt). 

- Le diamètre de l’hélice (de 20 Å pour la forme B). 

- L’angle entre deux paires de bases adjacentes, souvent noté h (36° pour la forme 

ADN-B) (Rotation per residue ou Twist angle). 

Ces paramètres structuraux sont en relation étroite avec les conformations adoptées par la 

base et le sucre (Figure 27A).  

 

Figure 27. A) Conformation des nucléosides B) Exemple de liaisons de Watson-Crick ou de Hoogsteen sur les bases A-U. 

Les bases peuvent adopter deux conformations, anti ou syn, par rapport au sucre. 

Contrairement aux bases pyrimidiques, les conformations anti et syn sont énergétiquement 

proches pour les bases puriques. Des appariements classiques de type Watson-Crick 

s’établissent lorsque les quatre bases sont en conformation anti, alors que des appariements 

de type Hoogsteen se forment lorsque les bases sont en conformation syn50 (Figure 27B). Les 

sucres, quant à eux, peuvent également adopter deux conformations principales, C3’-endo 

ou C2’-endo, dans lesquelles le carbone C3’ ou C2’, pointe vers le haut par rapport au plan 

du sucre, respectivement. Dans le cas de l’ADN en conformation B, le sucre est de type C2’-

endo. Ceci conduit à un grand sillon large et un petit sillon fin et profond (Figure 28). L’ADN 

double-brin riche en paires G-C peut également adopter une forme A, dans certaines 
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conditions (faible taux d’hydratation, concentration saline élevée). Dans ce cas, le sucre est 

C3’-endo.  

 

Figure 28. Modèle des structures tertiaires de a) l'ADN-A et b) l’ADN-B.51 

Les paramètres structuraux des deux conformations principales de l’ADN (A et B) sont 

résumés dans le tableau suivant (Tableau 1)48,52 :  

Tableau 1. Paramètres structuraux des conformations de l'ADN. 

 ADN-A ADN-B 

Sens de l’hélice Droite Droite 

Paires de bases par tour d’hélice 11 10,5 

Distance entre 2 plateaux 2,55 Å 3,4 Å 

Pas de l’hélice 28,2 Å 34 Å 

Inclinaison des bases par rapport à l’hélice 20° -6° 

Angle entre deux paires adjacentes 32,7° 34,3° 

Diamètre 23 Å 20 Å 

Configuration des bases dA, dT, dC Anti anti 
Configuration de la base dG Anti anti 

Configuration des sucres dA, dT, dC C3’ endo C2’ endo 

Configuration du sucre dG C3’ endo C2’ endo 
 

Dans le paragraphe précédent, nous avons discuté des deux formes (hélices A et B) les plus 

classiques rencontrées dans l’ADN double-brins. Il existe cependant d’autres structures non-

canoniques pour l’ADN, telles que les triplexes (ADN-H), les tige-boucles, les renflements, 

les cruciformes. Certaines structures, telles que les i-motifs et les G-quadruplexes, 
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s’établissent uniquement lorsque certaines bases prédominent, via l’association de un, deux, 

trois ou quatre brins d’ADN (Figure 29). 

 

Figure 29. Liste non-exhaustive des structures non-canoniques de l'ADN.53 

La structure « i-motif » est constituée majoritairement de bases Cytosine, formant des 

liaisons Cytosine-Cytosine+ hémi-protonée (C-C+), correspondant à des liaisons non-

canoniques de Hoogsteen (Figure 30)54. Ce motif est favorisé par un pH légèrement acide.  

 

Figure 30. Représentation de la structure et orientation du i-motif.55,56,57 

Tout comme le « i-motif », la structure « G-quadruplexe » est favorisée lorsque la séquence 

ADN est riche en résidus Guanine (G). Contrairement à la plupart des autres structures de 
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l’ADN, ce ne sont pas des plateaux de deux bases liées par des liaisons H de type Watson–

Cricks  (base-pairing) qui sont formés, mais ce que l’on appelle des quartettes de G (G-

quartet ou G-tetrad), à savoir des plateaux de quatre bases liées par des liaisons H de type 

Hoogsteen58,59,  l’ensemble étant stabilisé par un cation (souvent potassium ou sodium) 

(Figure 31A)60. Il existe un grand nombre de structures G-quadruplexes, dépendantes à la 

fois de la séquence de nucléotides, de l’orientation des brins, des conformations syn/anti ou 

même du cation (Figure 31B et C). Contrairement à ce que l’on pourrait penser, ce motif 

n’est pas inhabituel. En réalité, on le retrouve en particulier dans l’ADN humain 

télomérique ou dans la région promotrice des oncogènes60,61,62,63. 

 

Figure 31. Différentes représentations du motif G-quadruplexe.64 

b) Structure de l’ARN 

Contrairement à l’ADN, l’ARN existe sous forme d’un simple brin qui se replie sur lui-

même, en formant des régions hélicoïdales et des régions non appariées (bulge, 

loops…,Figure 29). La présence sur le sucre du groupement hydroxyle en 2’ fixe la 

conformation des régions hélicoïdales en hélice A (Figure 28). La conformation C3’-endo 
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des sucres de l’hélice entraîne une réduction de la distance entre les phosphates adjacents, 

menant à une structure plus compacte que celle de l’ADN B. Ceci induit un rétrécissement 

du grand sillon et un élargissement du petit sillon de l’hélice (Figure 28). 

III.2. Marquage fluorescent des acides nucléiques (AN) 

Parmi les différentes techniques permettant la détection des acides nucléiques (AN), 

la fluorescence est prédominante. Les autres méthodes, comme le marquage radioactif, sont 

trop contraignantes et ne possèdent pas les avantages majeurs de la fluorescence. Celle-ci 

est plus facile d’accès, rapide, non-invasive et extraordinairement sensible (à l’échelle de la 

molécule unique, c.f. p.79). Cependant, les bases nucléiques canoniques sont peu 

fluorescentes. Il est alors nécessaire d’effectuer le marquage de l’AN par le biais de 

l’utilisation d’un fluorophore plus brillant. Il existe deux façons de marquer les acides 

nucléiques, une méthode utilisant des fluorophores non-covalents, la seconde des 

fluorophores covalents. 

III.2.1. Marquages non-covalents 

Le marquage fluorescent non-covalent est la méthode la plus simple pour la 

détection d’acide nucléique. En effet, ce marquage ne nécessite pas la modification de l’AN 

et peut-être réalisé rapidement par l’ajout d’une concentration voulue de fluorophore au 

simple ou double brin d’AN. Le point négatif de cette méthode est la non-spécificité de la 

détection. Dans ce marquage, les fluorophores se lient de manière non-covalente à tous les 

doubles-brins d’AN présents, quelle que soit leur séquence. 

III.2.1.1. Les intercalants 

Les intercalants sont des molécules fluorescentes qui vont aller se positionner entre 

deux plateaux de bases d’une double-hélice d’AN. Ces composés possèdent une structure 

planaire, capable d’établir des interactions de type π-stacking avec les paires de bases et sont 

souvent chargés positivement à pH physiologique. Cette charge permet d’augmenter la 

stabilité des complexes formés, via des interactions électrostatiques avec les groupements 

phosphates de l’AN. Dans la majorité des cas, lors de l’intercalation, le phénomène de 
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fluorescence est amplifié (système fluorogénique). Cette amplification peut être due à de 

multiples facteurs (cf. Chapitre 1 : II.1. p.27). Dans le cas du bromure d’éthydium (BET), ce 

fluorophore est fortement éteint au contact de l’eau mais devient très brillant lorsqu’il 

s’intercale entre les paires de bases de l’AN (ICT, c.f. Chapitre 1 : II.1.1. p.27)65. Les sondes 

thiazole orange (TO) vont, quant à elles, s’aplanir suite à l’intercalation (molecular rotor, 

c.f. Chapitre 1 : II.1.3. p.32). Dû à la formation d’un H-dimère, le bis-intercalant YOYO 

(vide infra) donne la sonde la plus éteinte (c.f. Chapitre 1 : II.2.1. p.35) dans l’eau et le signal 

de fluorescence le plus intense après liaison à l’ADN (Figure 32)66,67. 

 

Figure 32. Structures d'intercalants de l'ADN. 

III.2.1.2. Les ligands du petit sillon de l’ADN 

Les ligands du petit sillon se lient, par le biais de liaisons Hydrogène, dans le petit 

sillon de l’ADN. Leur caractère hydrophobe permet d’amplifier cette liaison, puisque le petit 

sillon agit comme une « poche » hydrophobe (effet d’écrantage de l’eau). De plus, ce sillon 

étant très fin, l’encombrement stérique permet de bloquer le fluorophore à l’intérieur. Ainsi 

le microenvironnement apolaire et la flexibilité réduite du ligand en interaction avec le petit 

sillon de l’ADN seraient à l‘origine de l’exaltation de fluorescence68. Les ligands les plus 

utilisés pour ce type d’interaction sont les dérivés du DAPI et du Hoescht (Figure 33)69 qui 

émettent dans le bleu. De nouveaux ligands émettant dans le rouge et proche infrarouge 

sont désormais également accessibles70.  
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Figure 33. Structures de ligands fluorogéniques du petit sillon. 

III.2.2. Marquages covalents 

 Le marquage covalent des acides nucléiques (AN), consistant à lier la molécule 

fluorescente à une séquence spécifique d’ADN, est une méthode plus complexe mais qui 

permet la détection spécifique d’un AN cible. Plusieurs groupes ont utilisé cette méthode 

pour obtenir une amplification de fluorescence lors de l’hybridation de deux brins d’ADN. 

C’est le cas des sondes à intercalation forcée (sondes FIT), introduites par O. Seitz71, qui 

tirent parti de la sensibilité à la viscosité des noyaux cyanines pour augmenter la 

fluorescence dans les milieux rigides (Figure 34C). C’est aujourd’hui l’une des sondes 

fluorogéniques les plus connues et performantes pour le marquage covalent des AN. Avant 

lui, cette technique avait été utilisée avec un intercalant inorganique72 (Figure 34A) mais 

également avec la sonde organique oxazole yellow73 (Figure 34B). Le fluorophore peut être 

lié à l’AN à l’une de ses extrémités 5’ ou 3’ (Figure 34A), au niveau d’un groupement 

phosphate (Figure 34B), via un espaceur, ou directement au niveau d’un sucre (Figure 34C). 

 

Figure 34 : Exemples de sondes intramoléculaires A) Intercalant inorganique complexe de RuII. B) Sonde organique oxazole 

yellow. C) Sonde organique thiazole orange (TO). 

Pour réaliser ce marquage covalent deux méthodes peuvent être mise en œuvre : 
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• Marquage pré-synthétique : le fluorophore est ajouté pendant la synthèse de l’AN. 

• Marquage post-synthétique : le fluorophore est ajouté après la synthèse de l’AN. 

Ces deux types de marquage nécessitent la synthèse d’oligonucléotides (ODN : petite 

séquence d’ADN ou ORN : petite séquence d’ARN). ODN ou ORN sont communément 

synthétisés en phase solide. Cependant, une autre alternative de synthèse existe, c’est la 

synthèse enzymatique. Cette dernière est moins versatile quant à la nature et à la position 

de marquage du fluorophore pouvant être introduit mais permet la formation de longs brins 

d’ADN ou d’ARN (104 nt)74,75. 

Seule la synthèse en phase solide d’ODN sera présentée dans ce travail.  

III.2.2.1. Synthèse sur support solide d’ODN 

La synthèse d’ODN sur support solide est représentée dans le Schéma 1.  

Le support solide est appelé CPG (Controlled Pore Glass). Un premier nucléoside, protégé 

en position 5’ par un groupement diméthoxytrityle, est relié au support via son groupement 

3’-OH. L’élongation de l’ON va donc se poursuivre dans le sens 3’-5’. 

La méthode de couplage la plus répandue est appelée « approche phosphoramidite »76. 

Suivant cette stratégie, les nucléotides utilisés lors des étapes de couplage sont des dérivés 

phosphoramidites protégés au niveau des nucléobases, et au niveau des groupements 

hydroxyle en 5’ par un groupement diméthoxytrityle. Quatre étapes sont répétées dans un 

processus cyclique (Schéma 1) :  
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Schéma 1. Synthèse sur support solide d’ADN 

 Clivage (détritylation) du groupement diméthoxytrityle (DMT) de l’hydroxyle en 

position 5’ du sucre, au moyen d’acide trichloroacétique (TCA). 

 Couplage d’un deuxième nucléoside phosphoramidite protégé, en présence d’un dérivé 

acide de 1-H-tétrazole : ETT ou BTT).  

 Acétylation (« capping ») de tous les 5’-OH libres n’ayant pas réagi lors de la réaction de 

couplage précédente, au moyen d’anhydride acétique et de N-méthylimidazole. 

 Oxydation du groupement phosphite (instable), en présence d’iode. Le motif 

cyanoéthyle agit comme protecteur du groupement phosphotriester, empêchant des 

réactions indésirables de se produire.  

A la fin de la quatrième étape, le cycle recommence à l’étape une, par la déprotection du 5’-

OH du dernier nucléotide ajouté.  
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A la fin de l’élongation, l’acide nucléique est clivé du support solide au moyen d’une solution 

d’ammoniaque à 30%. Ce traitement permet aussi le clivage simultanée de tous les 

groupements protecteurs des phosphates et nucléobases77,78.   

III.2.2.2 Approche pré-synthétique 

Dans le cadre de la synthèse des AN marqués par des sondes fluorescentes, l’approche 

pré-synthétique est basée sur l’incorporation, dans la chaine d’AN en cours d’élongation, de 

nucléotides fluorescents.  Suivant cette approche, le nucléotide marqué par le fluorophore 

peut être positionné à l’endroit désiré de la séquence de l’AN à savoir, au milieu ou en 

position 5’ ou 3’ de l’AN. La sonde fluorogénique peut être liée à une nucléobase naturelle, 

au groupement phosphate (backbone modification) ou encore, elle peut remplacer la 

nucléobase (voir Tableau 2 pour des exemples). Suivant cette stratégie, la partie fastidieuse 

siège dans la synthèse du nucléoside fluorescent 3’- phosphoramidite. 

Cependant, il faut noter que par le biais de cette méthode, toute sonde fluorescente ne peut 

pas être incorporée. En effet, si l’on se réfère aux conditions utilisées dans la synthèse sur 

support solide, la dernière étape consiste en une déprotection de l’AN au moyen d’une base 

forte (ammoniaque 30%). Certaines sondes sont instables dans de telles conditions. Il est 

alors nécessaire de protéger, si possible, les fonctions pouvant être instables lors de la 

synthèse, d’utiliser des conditions plus douces de clivage et de déprotection des ANs ou alors 

d’utiliser une autre méthode de marquage des acides nucléiques (partie suivante). 

 

 

 

 

 



56 

Tableau 2. Exemples de dérivés phosphoramidites fluorescents utilisés en synthèse en phase solide pour une approche pré-

synthétique - positions de marquage. 

Type de 

modification 
Structure 

Position de 

marquage 

Phosphoramidite 

non-modifié 

 

Site-spécifique 

pour une T 

Substitution de la 

base 

 

Site-spécifique, 

n’importe quelle 

position 

Modification de la 

base 

 

Site-spécifique, à 

la place d’une T 

Modification du 

squelette 

 

Site-spécifique, 

n’importe quelle 

position 

Modification du 

squelette 

 

Ajout en 3’ 

uniquement 

Modification du 

squelette 

 

Ajout en 5’ 

uniquement 

 

III.2.2.3. Approche post-synthétique 

 L’approche post-synthétique offre une bien plus grande facilité de synthèse 

comparée à l’approche pré-synthétique79. Il s’agit tout d’abord de synthétiser un AN 

incorporant, en une position choisie, un synthon fonctionnalisé par un groupement réactif. 
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Après l’élongation, le fluorophore, lui-même fonctionnalisé, est couplé directement sur 

l’AN, au niveau du synthon contenant le groupement réactif (Figure 35). Suivant cette 

approche, la réaction de couplage entre le fluorophore et le synthon fonctionnalisé de 

l’ODN se doit d’être spécifique. Elle doit être simple à mettre en œuvre mais doit surtout 

être compatible avec la nature chimique des ODNs.  

Contrairement à l’approche pré-synthétique, cette stratégie permet, à partir d’un même AN 

fonctionnalisé, d’obtenir plusieurs AN marqués par différentes sondes fluorescentes.  

 

Figure 35. Représentation conceptuelle de l'approche post-synthétique. 

i. Types de réactions post-synthétiques 

 La méthode post-synthétique est aujourd’hui largement répandue, en raison de la 

simplicité des réactions mises en œuvre, de leurs rendements élevés et de leur versatilité. 

La première réaction possible, la plus classique, est la formation d’une liaison amide entre 

le fluorophore et l’AN, via la réaction d’une amine avec un réactif électrophile tel qu’un 

ester activé, un thiocyanate ou un halogénure d’acide80. Une seconde méthode consiste à 

utiliser un composé thiol que l’on peut faire réagir, de façon orthogonale, sur différentes 

fonctions chimiques : haloacétyles, maleinimides, ou disulfures activés80. Une autre 

approche plus sélective repose sur la ligation bioorthogonale81 comme la cycloaddition de 
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Diels-Alder82 (Schéma 2A) ou la ligation de Staudinger83 (Schéma 2B). Ces réactions sont  

sélectives vis-à-vis des groupes fonctionnels portés par les composants cellulaires et peuvent 

être réalisées dans l’eau à pH physiologique avec une constante de vitesse élevée à 

température ambiante sans catalyseur84,85. 

 

Schéma 2. Exemples de réactions post-synthétiques A) Diels-Alder post-synthétique86, B) Ligation de Staudinger87. 

Ces qualités sont proches de celles de la chimie click introduite par Sharpless88. La chimie 

click a été abondamment décrite et utilisée dans la chimie des acides nucléiques et, 

particulièrement, la cycloaddition de  Huisgen89. Cette dernière utilise un métal comme 

catalyseur. Lorsque ce métal est du cuivre, la réaction est appelée CuAAC (Copper-catalyzed 

Azide-Alkyne Cyloaddition).  Plus récemment, en raison de la toxicité et/ou interférence 

métabolique des métaux, de nouvelles méthodes sans métal ont été développées. Dans 

celles-ci, on retrouve entre autres les SPAAC (Strain Promoted Azide-Alkyne 

Cyloadditions)90,91 aussi connues sous le nom de Copper-free Azide-Alkyne cycloadditions, 

l’équivalent avec les sydnones92, les réactions d’hétéro-Diels-Alder entre un alcène 

contraint et un tetrazine93,94 et les réactions de « photoclick » alcène-tétrazole95 (Schéma 3). 
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Schéma 3. Exemples de réactions post-synthétiques sans utilisation de métal: A) SPAAC96 B) Conjugaison entre un alcène 

contraint et un tétrazine93 C) Photoclick entre un alcène et un tetrazole95. 

Dans ce manuscrit, nous nous sommes principalement orientés vers la réaction CuAAC. En 

effet, celle-ci ne requiert pas l’utilisation de substrats complexes, contrairement aux 

réactions sans métaux (systèmes contraints ou noyaux hétéroaromatiques, voir Schéma 3). 

Dans ce cadre, le couplage AN/fluorophore doit s’effectuer via une fonction azoture et une 

fonction alcyne, chacune étant positionnée soit sur l’AN soit sur le fluorophore. Suivant 

cette méthode, il convient alors de réaliser la synthèse du fluorophore fonctionnalisé soit 

par l’azoture soit par l’alcyne. Ce choix est bien souvent dicté par la fonction présente sur 

l’ODN. Cette dernière sera discutée dans la sous-partie suivante (ii. Diversité des liens, p.61). 

Très récemment, une revue de T. Brown et al. (2021) a recensé toutes les réactions de Click-

Chemistry appliquées aux acides nucléiques, ainsi que leurs applications et 

biocompatibilités79. 

La réaction de CuAAC peut se dérouler suivant deux voies (Figure 36). La première (voie 

A), la plus lente, implique un complexe mononucléaire CuL où L est un ligand. La seconde 

(voie B), plus rapide, implique un complexe dinucléaire Cu2L et est cent fois plus rapide que 

la voie A. 
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Figure 36. Les deux voies synthétiques en compétition pour la réaction de CuAAC79. 

La voie B est préférentiellement suivie en présence de ligands permettant la formation et la 

protection de l’espèce active Cu(I). En effet, le faible potentiel redox entre le couple Cu2+/Cu+ 

(ECu2+/Cu+ = 0,15 V) tend vers un passage du Cu(I) réactif en Cu(II) non-réactif, en solution 

aqueuse. Ces ligands sont en général de type tris(triazolyl)amine (Figure 37). 

 

Figure 37. Exemples de ligands du cuivre pour la CuAAC. 

A l’origine, le TBTA a été utilisé dans des milieux organique. Puis, son analogue soluble 

dans l’eau, le THPTA, l’a remplacé97. Récemment, des ligands dérivés d’acides sulfoniques 

(BTTES) ont été développés et confèrent de meilleurs rendements, en raison de leur 

meilleure solubilité dans l’eau98 (Figure 37). De surcroît, ils agissent également comme 

capteurs de ROS (reactive oxygen species), formés lors de la réaction entre les ions cuivre 

libres, l’ascorbate (réducteur dans la CuAAC) et le dioxygène, dans une réaction similaire à 
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celle de Fenton. Utilisés en excès dans des cycloadditions impliquant des biomolécules, les 

BTTES permettent de préserver ces dernières d’une potentielle oxydation99. 

Les conditions réactionnelles des CuAAC sont très spécifiques et requièrent des quantités 

très précises de chaque réactif, en fonction du solvant ou des substrats (alcène et azoture). 

Par exemple, le ratio [L]:[Cu] entre le ligand et le cuivre doit être contrôlé et ajusté en 

fonction des solvants utilisés, faute de quoi, un complexe inactif de Cu2L2 peut se former.  

La présence de base doit être également évitée, pour ne pas inhiber l’étape finale de 

protonation du  produit cyclisé organocuivreux, conduisant à la libération du dérivé de 

triazole et au recyclage du complexe de cuivre initial100. 

ii. Diversité des liens  

Dans le cas particulier d’une approche post-synthétique par CuAAC, on peut envisager 

d’incorporer, à un endroit précis de la séquence ADN, un synthon contenant une fonction 

azoture ou alcyne. Ce synthon peut être par exemple un sucre fonctionnalisé en position 1’ 

(Figure 38A et B). Cependant, la présence d’un groupement azoture en position 1’ d’un sucre 

peut entrainer des réactions secondaires de Staudinger lors de la préparation du 

phosphoramidite et de l’élongation de l’AN en phase solide101. C’est pourquoi on lui préfère 

en général un sucre possédant un groupement alcyne en 1’ plus facile à manipuler. On peut 

également incorporer un dérivé nucléotidique dont la base nucléique est reliée à une 

fonction azoture ou alcyne par un bras de longueur choisie (Figure 38C). Dans tous les cas, 

la complémentarité alcyne/azoture permet alors d’élaborer une grande diversité de 

conjugués d’acides nucléiques et de fluorophores, reliés par des liens de nature et de 

longueur différente. En règle générale, un lien court (Figure 38B) conduira à un 

rapprochement structural du fluorophore et de l’ODN, contrairement à un lien plus long et 

plus flexible (Figure 38C). 

De la même manière que lors d’une approche pré-synthétique, le synthon (sucre ou 

nucléotide) fonctionnalisé azoture ou alcyne est intégré à l’endroit désiré dans l’ODN (3’, 

5’, ou interne) sous sa forme phosphoramidite. Aujourd’hui, il existe un large panel de 
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conjugués d’ODN et de fluorophores commerciaux, obtenus via des fonctionnalisations 

post-synthétiques diverses78. 

 

Figure 38. Types de synthons fonctionnalisés pour la CuAAC post-synthétique A) Lien court azoture incompatible avec la 

synthèse en chimie phosphoramidite sur support solide. B) Lien court alcyne compatible avec la synthèse sur support 

solide. C) Exemple de lien long azoture. 

III.3. Détection des acides nucléiques (AN) 

L'ARN joue un rôle essentiel en tant que messager de l'information du génotype 

(ADN) au phénotype (protéines), ainsi qu'en tant que molécule régulatrice (ARN non 

codants). Toutes les étapes du parcours de l'ARN, depuis sa synthèse (transcription), son 

épissage, son transport, sa localisation, sa traduction, jusqu'à sa dégradation finale, 

comprennent des étapes importantes de l'expression des gènes, contrôlant ainsi le destin de 

la cellule. Ce cycle de vie concerne la majorité des ARNs. L'imagerie de ces processus dans 

des cellules fixes et dans des cellules vivantes est un outil essentiel pour une meilleure 

compréhension des étapes de régulation du parcours des ARNs102,103. Les techniques 

d'imagerie unicellulaire et unimoléculaire permettent une compréhension beaucoup plus 

approfondie de la biologie cellulaire qui n’est pas accessible lorsqu’elle est réalisée avec de 

l’ARN isolé d'un grand nombre de cellules. Par exemple il a été démontré que la localisation 

de l'ARNm est importante dans de nombreuses situations. Par exemple lors de la croissance 

d’un ovocyte de drosophile, un ARNm localisé de façon asymétrique produit un gradient 



63 

localisé de protéine qui spécifie la polarité antérieure-postérieure de la larve en 

développement104. Il existe de nombreuses méthodes reposant sur différents concepts, allant 

des sondes d’hybridation, aux protéines de liaison à l'ARN et au marquage fluorogénique 

site spécifique de l'ARN. Ces méthodes présentent différents avantages et limites. Ce 

chapitre a pour but de présenter les principales techniques et de souligner leurs avantages 

et limites. 

III.3.1. Techniques basées sur l’ingénierie cellulaire 

III.3.1.1. La stratégie MS2 

Un certain nombre de protéines de liaison à l'ARN dérivées de bactériophages ont 

été utilisées pour marquer l'ARN dans les cellules. Le plus remarquable d'entre eux est le 

système MS2 (MS2-MCP) (Figure 39). Il comprend deux plasmides qui seront transfectés. 

L’un d’entre eux code pour la protéine fluorescente verte (GFP) accolée à la protéine de 

liaison du bactériophage MS2 afin de fixer spécifiquement les GFP sur la séquence cible 

(exprimée par le second plasmide) par l’intermédiaire de portions en conformation tige 

boucle accolée à l’ARN ciblé105. Récemment, le système MS2 a été utilisé pour visualiser des 

molécules uniques d'ARNm dans des cellules de souris vivantes106. 

 

Figure 39. Principe de fonctionnement de la stratégie MS2.107 
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Le gros avantage de cette stratégie réside dans le fait que la séquence tige-boucle MS2 ne 

perturbe pas le site de liaison de l’ARN à visualiser avec sa cible. De plus, une structure 

secondaire complexe de cet ARN ou des interactions avec des protéines ne gênent pas sa 

détection et sa localisation. En contrepartie, la grande taille de l’étiquette fluorescente ainsi 

que les appendices de l’ARN peuvent interférer avec la fonction ou la localisation normale 

de l’ARNm108. De plus, la quantité élevée de MS2 permettant la saturation de l’ARN cible 

conduit à l’augmentions importante du bruit de fond109. 

III.3.1.2. Les aptamères 

Les aptamères sont des oligonucléotides courts et simple brin capables de se lier 

spécifiquement à une molécule par l’intermédiaire de leurs structures secondaires. Ils sont 

généralement sélectionnés in vitro par la méthode SELEX110. La spécificité de certains 

aptamères pour certains ligands est telle, qu’elle égale la performance de leurs équivalents 

protéiques, les anticorps. Lorsque le ligand spécifique de l’aptamère est un fluorophore, il 

est alors possible de le visualiser en imagerie et ainsi de suivre l’ARN auquel il est accolé 

(Figure 40). 

 

Figure 40. Principe de fonctionnement des aptamères. Exemple de l'aptamère Mango. 

Afin de réduire considérablement le bruit de fond lors de l’utilisation de cette méthode, il 

est nécessaire d’utiliser une sonde générant un effet fluorogénique lors de sa ligation avec 

l’aptamère. C’est le cas de l’aptamère Spinach qui reconnait spécifiquement le DFHBI 
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(chromophore de la GFP)111,112. En solution, en raison des divers axes de libre rotations 

présents dans son squelette, ce colorant est peu fluorescent. A la suite de sa liaison à 

l’aptamère Spinach, l’augmentation de l’encombrement stérique autour du fluorophore 

permet d’accroitre considérablement sa fluorescence. Par ailleurs, un aptamère permettant 

la ligation spécifique de la sonde Thiazole Orange (TO) a été identifié. Il s’agit de l’aptamère 

Mango (Figure 40). Les propriétés fluorogéniques de ce molecular rotor présentant une 

affinité au nanomolaire pour cet aptamère font de cette combinaison un outil puissant pour 

localiser des ARN d’intérêts113,114114. 

Tout comme la stratégie MS2, les aptamères peuvent perturber le trajet des ARN auxquels 

ils sont associés. De plus, il est difficile de maintenir leur conformation intacte au sein de la 

cellule, provoquant ainsi une baisse de sensibilité de la détection. En complément des 

méthodes d’ingénierie moléculaire, des stratégies de détection basées sur l’utilisation de 

sondes oligonucléotides antisens ont été développées. 

III.3.2. Techniques d’hybridation directe 

La séquence d'ARN peut également être ciblée directement dans la cellule par des 

sondes oligonucléotidiques antisens marquées capables de se lier spécifiquement par 

appariement de bases Watson-Crick (par complémentarité des bases). Ces techniques sont 

connues sous le nom de FISH (Fluorescence in situ hybridization). Différentes stratégies ont 

été développées en fonction des propriétés photophysiques du ou des marqueurs.  

III.3.2.1. Stratégie simple marquage 

La première méthode FISH la plus simple est d’utiliser un marqueur avec une 

fluorescence similaire sur et en dehors de la cible. Dans ce cas précis, comme pour le système 

MS2, il est nécessaire d’augmenter le nombre de séquences marquées pour obtenir un signal 

de fluorescence supérieur au bruit de fond (Figure 41A). Cependant, la fixation d’un grand 

nombre de sondes ne peut convenir qu’aux ARN les plus longs. Pour permettre d’imager des 

petits ARN (miRNA, siRNA, …) l’arrangement linéaire juxtaposé ne convient plus, par 

contre une construction par empilement de sondes sur l’ARN cible est mieux adaptée. Pour 

ce faire, des stratégies telles que les HCR et RNAscope ont été conçues (Figure 41B). 
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Figure 41. Imagerie des ARN par FISH via des sondes non-fluorogénique. A) Technique simple utilisant de nombreux petit 

ODN marqués pour allumer la cible ARN. B) Technique RNAscope : Liaison séquentielle des sondes Z, des 

préamplificateurs puis des amplificateurs pour créer des sites de liaisons de plusieurs sondes génératrices de signaux.  

Néanmoins, ces tactiques nécessitent de nombreuses hybridations successives et sont 

difficiles à mettre en œuvre au sein de la cellule. Afin de simplifier le processus de 

localisation, il est judicieux de réduire le nombre de sondes employées. Il est alors 

indispensable d'utiliser une sonde portant un fluorophore capable d’accroitre sa 

fluorescence à la suite de l'hybridation.  

i. Sondes fluorogéniques : G-quenching 

L’extinction de la fluorescence entre un résidu guanine et un fluorophore est une 

observation courante en raison du caractère donneur PET de cette base. Comme décrit dans 

une partie précédente, la guanine est la base avec le potentiel d’oxydation le plus bas, elle 

est ainsi une très bonne donneuse d’électrons (p.38). Il existe deux façons d’utiliser cette 

propriété, soit l’hybridation conduit à l’extinction de la fluorescence par un rapprochement 

avec une G ou, à l’inverse, l’hybridation permet d’accroitre la distance entre la G et le 

fluorophore afin de restaurer sa fluorescence (Figure 42)115,116. 
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Figure 42. Mécanisme fluorogénique par PET du fluorophore avec la base guanine A) Activation du PET à l’hybridation. 

B) Désactivation du PET à l’hybridation. 

ii. Sonde fluorogénique : Sondes FIT 

Une autre approche consiste à utiliser des sondes FIT (Forced Intercalation). Ces 

sondes sont composées d’un court brin d’ADN, d’un PNA (Peptide Nucleic Acid) ou d’un 

LNA (Locked Nucleic Acid) marqué par un analogue de nucléoside fluorescent. Ceux-ci sont 

capables lors de l’hybridation avec leur brin complémentaire, d’amplifier leurs signaux de 

fluorescence une fois intercalé entre des paires de bases via la restriction de leurs 

mouvements (Figure 43). Il s’agit de sondes de type molecular rotor (vide infra p.32 et p.50). 

 

Figure 43. Mécanisme d’hybridation fluorogénique des sondes FIT. 

Dans la grande majorité des cas, les sondes FIT utilisées pour la détection des AN sont des 

dérivées de cyanines comme l’oxazole yellow (YO) ou encore le thiazole orange (TO) 

(Figure 44A). Lorsque la sonde TO est utilisée sur un brin d’ADN, c’est-à-dire pour former 

un duplexe ADN:ADN, des facteurs d’amplification de 9 entre le simple brin d’ADN et le 
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duplexe peuvent être observés117. Avec l’utilisation de LNA ce facteur augmente et dans le 

cas de l’utilisation d’un PNA marqué au TO, le duplexe PNA:DNA formé entraine des 

facteurs d’amplification bien plus conséquents, jusqu’à 28 fois supérieur au simple brin118,119.  

 

Figure 44. Structure des acides nucléiques et acides nucléiques modifiés. 

Ces différences d’amplifications sont fonctions de la structure du duplexe formé. Un LNA 

est un sucre dont la structure est bloquée dans une conformation C3’-endo (Figure 44B). 

Cette augmentation de rigidité s’accompagne d’une diminution du pas de l’hélice du 

duplexe. L’espace disponible entre les paires de base est réduit et accroit ainsi le rendement 

quantique du molecular rotor118. Les PNA quant à eux sont de structure entièrement 

différente de l’ADN et possèdent un squelette pseudopeptidique (Figure 44B). Ils se lient à 

l’ADN et à l’ARN avec une grande spécificité donnant même des duplexes PNA:DNA et 

PNA:RNA plus stables que les duplexes d’AN correspondant (meilleure stabilité thermique). 

Toute ces propriétés peuvent être attribuées au manque de charge sur les squelettes PNA. 

En effet, la répulsion électrostatique est moindre entre un PNA neutre et de l’ADN chargé 

négativement qu’entre deux ADN119. 

La sonde TO développée par le groupe de Seitz a par la suite été complexifiée par Okamoto 

et collaborateurs dans une version dimérique connue sous le nom de sonde ECHO120 afin 

d’accroitre ses capacités fluorogéniques. En plus des propriétés de la sonde FIT, ce système 
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démontre des amplifications fluorogéniques bien plus importantes que la sonde seule dues 

au fait que le dimère dans le simple brin est bien plus éteint (contact quenching) permettant 

ainsi de réduire de manière plus marquée le bruit de fond (cf. p.35).  

iii. Sonde fluorogénique : Analogue de nucléobase fluorescent 

Ces composés sont structurellement proches des bases naturelles. Ils ont été en 

particulier utilisés pour étudier in vitro le polymorphisme structurel et conformationnel des 

ANs, leur variabilité et dynamique, et leurs interactions avec les protéines, les métabolites 

et les drogues les ciblant. La 2-aminopurine (2AP) constitue l’exemple historique de 

nucléobase fluorescente. Analogue de l’adénine, elle maintient la complémentarité avec la 

thymine mais forme également une paire de type wobble (wobble pairing) avec la cytosine. 

Individuellement, elle possède un grand rendement quantique mais sa fluorescence est 

fortement réduite lors de l’interaction avec les bases121 ce qui limite son utilisation. De 

nombreux groupes se sont alors penchés sur le développement d’analogues de nucléobase 

fluorescents comme celui de Tor qui a introduit la thiénoadénine (thA) et la thiénoguanine 

(thG), des mimes plus performants de l’adénine et de la guanine122,123,124. 

Le groupe de Hawkins a développé une sonde (3-MI) qui lors de l’hybridation avec la cible 

va former un bulge menant à une augmentation significative de la fluorescence jusqu’à un 

facteur 27 suivant la séquence utilisée. Au travers de ces résultats, ils ont été capables 

d’utiliser cet analogue pour détecter des produits PCR positifs à l’aide d’un système de 

détection du VIH-1125. 

Les analogues de nucléobase fluorescents ont beaucoup été développés pour la détection des 

SNP ou l’altération de l’ARN. En effet, grâce à leurs grandes sensibilités aux bases 

complémentaires, leurs réponses en fluorescence est foncièrement différente. L’équipe de 

Saito a conçu la benzopyridopyrimidine (BPP) comme analogue de base et formant des 

paires stables de type Watson-Crick avec la G et wobble avec la A126. En revanche, le 

rendement quantique observé pour un appariement ODN(BPP)/ODN(G) est 20 fois 

inferieur que celui de ODN(BPP)/ODN(A). C’est pourquoi cette sonde est efficace pour 

discerner la mutation d’un seul nucléotide A/G (SNP) ou l’altération de l’ARN127. Des études 
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et résultats du même ordre ont été observé avec de nombreuses autres sondes comme la 

NPP, MDA, MDI, Chpp ou boPhpC (Figure 45)128,129,130,131. Cependant l’utilisation de ces dérivés 

dans les milieux biologiques est limitée. Leurs longueurs d’ondes d’absorption et d’émission 

sont dans le domaine de l’UV ou ne sont que très peu déplacées vers le rouge avec des  

proches de 400 nm. Ceci limite leurs applications, car de nombreux composés biologiques 

absorbent vers ces longueurs d’onde, contribuant ainsi fortement au bruit de fond. 

 

Figure 45. Structure de la 2AP, thA, thG, 3-MI, BPP, NPP, MDA, MDI, Chpp et boPhpC en série désoxyribose. 

iv. Sonde fluorogénique : Structure aromatique apolaire  

Les structures possédant un grand nombre de conjugaison sont souvent de bons 

fluorophores. Dans cette catégorie on retrouve des enchainements de cycles aromatiques 

saturés comme dans l’exemple du pyrène, de l’anthracène ou encore du fluorène (Figure 46) 
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Figure 46. Structure du pyrène de l'anthracène et du fluorène. 

Le groupe de Wagenknecht a développé des pyrimidines et purines conjuguées par le biais 

d’une triple liaison au 1-ethynylpyrène. Lors de l’étude photophysique de ces séquences 

marquées avec leurs brin complémentaire il obtient sur certaines séquences des 

amplifications de fluorescence d’un facteur 40132. Lors de l’hybridation la sonde va alors 

s’intercaler entre les paires de bases pour former du π-stacking et ainsi augmenter sa 

stabilité. De nombreuses publications exposent d’importantes amplifications de 

fluorescences en utilisant ces types de noyaux.  C’est le cas d’autres études faites sur le 

pyrène133,134 ou le fluorène135.  

En revanche, ces noyaux aromatiques souffrent de nombreux désavantages pour de réelles 

applications dans les milieux biologiques. Leurs structures, bien que conjuguées, ne 

possèdent pas ou peu de moment dipolaire et ne possèdent ainsi que de très petits 

déplacements de Stokes. Également, leurs longueurs d’ondes d’absorption et d’émission 

souffrent des mêmes limites que les analogues de nucléobase fluorescents. Pour ce faire, il 

est alors nécessaire de développer des sondes avec des moments dipolaires plus élevés telles 

que les sondes push-pull.  

v. Sonde fluorogénique : Sensible au microenvironnement.  

Il existe un très grand nombre de sondes fluorescentes utilisant leur 

microenvironnement (polarité, viscosité, pH, …) comme système fluorogénique (cf. p.27). 

Dans cette catégorie de sonde on y retrouve alors les sondes FIT puisqu’elles exacerbent 

leurs fluorescences en fonction de leur encombrement stérique. Également, les sondes push-

pull sont capables de tels changements grâce à un changement de la polarité du système. 

Dans cette catégorie on y retrouve par exemple les fluorènes push-pull136 ou les sondes 

ESIPT137,8 (vide infra p.27 à 34). 
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Une revue réalisée en partie par l’équipe « Sondes Fluorescente » décrit en détail l’utilisation 

des sondes sensibles à l’environnement pour la détection des acides nucléiques (Figure 47)37. 

 

Figure 47. Stratégies pour le marquage covalent des ANs via des liens flexibles A) en 3’ / 5’ B) ou en position interne une 

approche amidite. C) Via des liens très court pour augmenter la rigidité. D) Exemple de mimique de bases et nucléobases 

fluorescente par extension de conjugaison37.  
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III.3.2.2. Stratégie par marquage multiple : FRET  

La capacité des marqueurs fluorescents à transférer leur énergie par résonance 

(FRET) à un marqueur voisin ou à une autre molécule est également utilisée pour l'imagerie 

des ARN. L’objectif principal est d’améliorer la sensibilité des sondes d’hybridation 

(marquage simple). Le FRET peut être utilisé de différentes manières (Figure 48).  

 

Figure 48. Représentation schématique des stratégies FRET appliquées aux ANs. A) Stratégie FRET linéaire. B) Stratégie 

molecular beacon et C) double molecular beacon. 

i. FRET linéaire  

Cette première approche simple, a été utilisée pour imager l'ARNm c-Fos dans des 

cellules vivantes138,139. Celle-ci utilise deux sondes et ainsi elle bénéficie d'une meilleure 

sélectivité puisque la détection du signal spécifique nécessite la liaison des deux sondes. Par 

rapport aux sondes FIT et ECHO, ces sondes réduisent considérablement le risque de faux 

positifs car lorsqu'elles sont dégradées, l'accepteur n'est plus stimulé par FRET. En 

contrepartie, on observe des problèmes liés aux chevauchements spectraux des deux 

partenaires (cross-excitation de l'accepteur et cross-emission) qui réduisent la sensibilité de 

leur performance. 
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ii. Molecular beacon 

Les balises moléculaires (molecular beacons) sont de simples brins d’AN structurés 

en conformation tige-boucle fonctionnalisés sur les 2 positions terminales par un donneur 

et un quencher. La liaison du molecular beacon à sa cible AN permet de séparer le donneur 

du quencher et ainsi de restaurer le signal de fluorescence (turn on). Les molecular beacons 

ont été impliquées dans un grand nombre d’études de détection des ARNm140,141 et des petits 

ARN non codants (ARNnc) dans les cellules vivantes142. De nombreux fluorophores ont été 

utilisés dans ces sondes comme par exemple des dérivés de fluorescéine, rhodamine, 

BODIPY ou coumarine143. Dans le rôle de quencher de ces dérivés, le DABCYL permet 

l’extinction presque totale de leurs fluorescences. C’est aussi le cas des BHQ™ (Black Hole 

Quencher), qui neutralise la fluorescence des sondes sur une gamme pouvant aller du violet 

au proche IR144.  

Cependant, le système de molecular beacon est compliqué à mettre en œuvre dans des 

études en « multiplexing » car il est nécessaire de pouvoir trouver des couples FRET dont 

les domaines de longueurs d’onde sont compatibles145146. De même, l’utilisation de structures 

en tige boucle entrainent de nombreuses difficultés dont la principale est le contrôle de 

l’ouverture des beacons.  C’est-à-dire que lorsque le molecular beacon ne s’ouvre pas à 

l’approche de la cible ou inversement, si celui-ci s’ouvre sans la présence de la cible, 

l’information est polluée par de faux-positifs. L’utilisation de ce type de système, n’est pas 

compatible pour des expériences en molécule unique pour du DNA-PAINT (vide infra) du 

fait de la liaison trop lente du molecular beacon à sa cible147.  

iii. Double molecular beacon  

La stratégie de double molecular beacon est une manière d’associer le simple beacon et le 

FRET linéaire. Cette approche permet d’éliminer le problème lié à la sélectivité du 

marquage mais ajoute un degré supplémentaire dans la complexité du système à mettre en 

œuvre avec deux molecular beacons et 4 sites de marquage. Ce système plus complexe ne 

permet pas pour autant d’augmenter les facteurs d’amplification qui restent similaires à ceux 

obtenus avec un simple molcular beacon. 
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En tenant compte des différentes techniques pour la détection des acides nucléiques, les 

plus simples et celles offrant les possibilités les plus prometteuses pour des applications en 

molécule unique sont les stratégies de mono-marquage. Dans cette catégorie, nous nous 

concentrerons sur du marquage fluorogénique sensible à l’environnement. Ces dernières 

possèdent des structures simples pour des applications en imagerie des ANs en particulier 

dans les techniques d’imagerie super résolutive les plus récentes comme la microscopie à 

molécule unique DNA-PAINT. 
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IV. Microscopie 

IV.1. Contexte 

Au cours des dernières décennies, la microscopie photonique a été largement 

utilisée, principalement pour son coté non-invasif. La plupart des connaissances acquises en 

biologie cellulaire et subcellulaire l’ont été grâce à la possibilité d’observer directement les 

biomolécules dans la cellule.  

La microscopie de fluorescence est une des techniques les plus utilisées pour deux 

principales raisons : la capacité d’observer en temps réel, ainsi que la multitude de sondes 

fluorescentes disponibles, capables d’interagir spécifiquement avec une cible désignée. 

Ainsi, il est possible d’obtenir des images de plusieurs cibles simultanément, par le biais d’un 

marquage multicoloré basé sur différents fluorophores. De plus, en utilisant une mise au 

point à différents niveaux de profondeur, il est possible de générer une image en 3 

dimensions d’une ou de plusieurs cibles. 

Néanmoins, la microscopie de fluorescence souffre d’un problème majeur de résolution 

spatiale. Tout comme les autres microscopies photoniques, la résolution est limitée par la 

diffraction de la lumière. Cette limite est connue et est d’environ 200 nm en direction 

latérale (sur un plan 2D) et de 500 nm en direction axiale (en utilisation 3D). En 

conséquence, de nombreuses structures subcellulaires ne peuvent être observées en détail 

par microscopie de fluorescence, contrairement à d’autres techniques comme la microscopie 

électronique (ME), qui possède une plus grande résolution. Pour pallier ce problème de 

limite de diffraction et ainsi obtenir des images plus précises, des techniques dites de 

« super-résolution » ont été développées. Grâce à celles-ci, il devient possible d’obtenir des 

images précises (20 nm de résolution latérale) tout comme avec la ME, mais avec un 

marquage ciblé et la possibilité d’observer un milieu vivant et donc dynamique. Il existe 3 

différentes techniques super-résolutives : Le SSIM, le STED, et les SMLM148,149. 
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IV.1.1. Phénomène de diffraction 

Principale source de limitation du pouvoir de résolution d’un microscope optique, la 

diffraction est un phénomène physique fondamental. Il est facilement observable et se 

révèle lors d’une expérience où un laser traverse une fente plus petite que la longueur d’onde 

du laser.  Des phénomènes d’interférences destructives et constructives ont alors lieu, 

engendrant des motifs de diffraction de type rayures (Figure 49B). Si l’on remplace la fente 

par un trou circulaire, des disques de diffraction, appelés disques de Airy, sont plutôt 

observés (Figure 49C etD). 

 

Figure 49. A) Description d'une lumière cohérente, non cohérente, ou polarisée. B) Comportement d'une lumière 

cohérente sur une ouverture. C) Représentation de l'effet de diffraction d'une ouverture linéaire. D) Représentation de 

l'effet de diffraction d'une ouverture circulaire148. 

IV.1.2. Ouverture numérique et résolution 

Dans le cas du microscope, la lentille va se comporter comme un diaphragme et, 

analogiquement à l’expérience précédente, provoquera la création de disques de Airy, aussi 

appelés « Point Spread Function » (PSF). La résolution du microscope est alors fonction de 

la taille du PSF et, surtout, de la possibilité de différencier deux points proches dans l’espace. 

Cette valeur, variable, dépend de la longueur d’onde utilisée et elle est calculable par la 

relation (Équation 7) : 

𝑑 =
0,61𝜆

𝑁𝐴
 

Équation 7. Relation permettant de calculer la résolution d’un microscope. 



78 

Ici, d est la distance minimale entre deux points, 𝜆 la longueur d’onde de la lumière utilisée 

et NA, l’ouverture numérique (Numerical Aperture). NA (sans dimension) est définie par 

l’objectif du microscope, suivant la relation : NA = η sin (θ), avec η l’indice de réfraction du 

milieu et θ le demi-angle d’ouverture.  Pour la majorité des microscopes, la lentille est 

immergée dans de l’huile (η ≈ 1,45) et conduit à un NA ≈ 1,40. Avec cette valeur et 

l’utilisation d’un laser visible (𝜆 ≈ 550 nm), on obtient une résolution maximale d’environ 

200 nm (latérale). La résolution axiale est, quant à elle, 2 à 3 fois supérieure, soit environ 

500 mn (Figure 50). 

 

Figure 50. Description de d'épaulement de deux disques de Airy définissant la résolution d'un microscope optique. A 

gauche, les deux disques sont résolus alors qu’à droite, ils sont indiscernables. Au milieu se trouve la zone limite de 

discernement définie par la limite de Rayleigh148. 

Cette résolution maximale est restée longtemps la même, jusqu’à l’utilisation du microscope 

confocal. Au lieu de réaliser une illumination complète de l’échantillon, le microscope 

procède à un balayage de la cible en plaçant un sténopé (pinhole) devant le détecteur, ce 

qui permet d’obtenir uniquement les photons émis du plan focal désiré (Figure 51). Ces deux 

modifications ont permis une légère augmentation de la résolution des microscopes optiques 

d’un facteur √2. 
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Figure 51. Comparaison de la technique d'imagerie classique wide field avec une imagerie confocale148. 

 

IV.2. DNA-PAINT, technique de super-résolution des acides nucléiques 

 Les technologies de microscopie super-résolutive sont relativement récentes et ont 

permis de révolutionner les techniques d’imagerie du vivant, via le contournement des 

problèmes de diffraction. Les avancées qu’ont permis ces techniques, dans le cadre de 

l’observation du vivant, ont été récompensées par l’attribution du prix Nobel de chimie en 

2014 à Stefan Hell, Eric Betzig et William Moerner, pour leurs travaux sur le développement 

des techniques d’imagerie STED et en molécule unique (STORM/PALM). 

Plusieurs techniques sont dites de super-résolution et chacune d’entre elles utilisent des 

propriétés physiques distinctes :  

- SSIM (Saturated Structured Illumination Microscopy) : amélioration de la technique 

SIM se basant sur l’étude de phénomènes physiques et l’utilisation de calculs 

mathématiques complexes148,150,151. 

- STED (Stimulated emission depletion) : diminue la taille de la PSF (Point and Spread 

Function) par l’utilisation d’une émission stimulée152,153,154. 

- SMLM (Single molecule localization microscopy) : correspond à plusieurs 

techniques utilisant le clignotement d’une sonde fluorescente. Dans cette catégorie 

sont retrouvés le STORM/dSTORM155,156,157,158, le PALM/FPALM148 et le DNA-

PAINT.  
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La technique de DNA-PAINT (DNA-Point Accumulation for Imaging in Nanoscale 

Topography) s’applique en particulier à la détection des acides nucléiques.  

IV.2.1. Principe du DNA-PAINT 

 Le principe de fonctionnement classique des techniques de localisation en molécule 

unique (SMLM) se base sur le passage d’un état allumé/éteint (turn on/off) d’un fluorophore, 

que l’on appelle clignotement.  

 

Figure 52. Représentation schématique du fonctionnement de la microscopie en molécule unique (gauche) méthode 

classique d’imagerie par STORM.155 

Dans le cas où ce clignotement n’existe pas, les sondes sont alors simultanément « allumées 

» et un phénomène de recouvrement (overlapping) s’opère (Figure 52). Toutefois, ce 

problème peut être évité si deux fluorophores émettent successivement et non 

simultanément. Alors, un algorithme de localisation et l’application d’une méthode 

d’ajustement (fitting) Gaussien va permettre de déterminer la position exacte, en un point, 

du fluorophore. Il s’agit du principe de SMLM (Figure 52).  

Dans la méthode de DNA-PAINT, la localisation n’est pas créée à la suite du passage d’un 

état allumé à éteint du fluorophore, mais par l’hybridation transitoire programmable de 

courts brins d’ADN fluorescents (brins d’ADN imageurs) avec un brin complémentaire 

(étiquette d’ADN), lié à une cible. Les brins d'ADN imageurs sont des ODN courts (8-

10mères), marqués de façon covalente avec un fluorophore organique (Chapitre 1 : III.2. 

p.50), qui diffusent librement dans l'échantillon. Les brins d'ODN imageurs diffusent trop 

rapidement pour générer des spots fluorescents, à moins qu'ils ne soient liés au brin 
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d'amarrage complémentaire. L'ODN imageur lié de manière transitoire au brin d'ancrage 

génère des salves fluorescentes localisées qui contrastent avec le fond fluorescent résiduel 

des molécules diffusant au plan focal (Figure 53A).  

Les nombreuses preuves de concept publiées montrant l’efficacité et le potentiel de cette 

méthode utilisent des Origami d’ADN159,160,161 et comme cible cellulaire les microtubules qui 

constituent un étalon de référence162. Elle est basée sur le phénomène d’accumulation de 

photons au niveau de la cible (Figure 53 B et C). 

 

Figure 53. A) Principe du DNA-PAINT. B) Représentation schématique d’un origami d’ADN contenant trois sites de liaison 

(un brin d’ADN par zone rouge), séparés de 80 nm.  C) Données expérimentales brutes suite à l’ajout du brin 

complémentaire de l’origami et localisation des zones d’accumulation. Après soustraction du bruit de fond, seules les zones 

d’accumulation sont visibles et correspondent aux origamis. 

Ici, le rapport on/off est donc principalement contrôlé par la diffusion (définissant le temps 

off) et la constante de dissociation (kD) ADN/ADN (définissant le temps on)159 (Figure 53A). 

L'ajustement des séquences ODN imageurs (composition et longueur des bases) et de leur 

concentration est un moyen simple de fournir un temps de clignotement sélectif, prévisible 

et ajustable, et de découpler presque complètement ce paramètre des exigences 

photophysiques du fluorophore. Un autre avantage évident du DNA-PAINT est que les 
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brins de l'imageur hybridés à l’étiquette ADN sont continuellement échangés avec ceux en 

solution, ce qui permet un temps d'imagerie virtuellement infini (pas d'épuisement du 

fluorophore dans l'échantillon), d'où une accumulation de signaux plus importante et une 

meilleure sensibilité pour la détection de cibles peu abondantes.  

Le potentiel du DNA-PAINT a été démontré dans diverses expériences. Il permet entre 

autres de détecter et quantifier des protéines et des ARNm (qPAINT)163,164, et de réaliser du 

multiplexage (Exchange-PAINT) plus performant que les approches classiques165. En effet 

l’Exchange-PAINT n'est limitée que par le nombre de séquences d'ADN orthogonales, 

contrairement aux expériences de multiplexage classiques qui sont limitées par le nombre 

de colorants spectralement distincts disponibles (typiquement 4). 

Cependant, et malgré les résultats évidents obtenus avec le DNA-PAINT, cette méthode 

souffre d’un inconvénient majeur, son faible contraste. Le développement de cette 

technologie prometteuse est donc freiné par cet inconvénient majeur. La recherche actuelle 

vise à le corriger par une approche fluorogénique.(FRET DNA-PAINT166, Fluorogenic DNA-

PAINT147). 
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Présentation du projet de recherche 

 L’objectif principal de cette thèse est le développement de nouvelles sondes 

fluorogéniques d’hybridation des AN, de type push-pull, utilisables dans le cadre de 

différentes techniques d’analyse par fluorescence (FRET, DRET, DNA-PAINT…). Nous 

désirons développer des sondes presque non fluorescentes lorsque l'AN qui les portent est 

simple brin, mais qui émettent de façon très brillante lorsque l’AN est en double brin. En 

éliminant du signal de fond toutes les contributions du plan focal et hors plan des espèces 

fluorescentes qui diffusent, le contraste de fluorescence devrait être considérablement 

amélioré (Figure 54). Par ailleurs, pour être compatibles avec l’étude dans les milieux 

biologiques, il faut que les longueurs d’onde d’absorption et d’émission de la sonde soient 

fortement décalées vers le rouge, afin de réduire le bruit de fond inhérent aux constituants 

cellulaires. 

 

Figure 54 : Principe de fonctionnement d’une sonde fluorogénique d'hybridation de l’ADN. Le simple brin d’ADN en 

vert est le brin imageur (avec le fluorophore). Le simple brin d’ADN en bleu est la cible. 

De plus, la sonde doit perturber le moins possible la stabilité et la structure du duplexe afin 

de ne pas compromettre l'échange dynamique des deux brins d’AN. Enfin, la structure de la 

sonde doit pouvoir être facilement modifiable, afin d'optimiser la réponse de fluorescence 

suivant le milieu d’études. 

Dans ce cadre, nous nous sommes basés sur les travaux précédemment effectués au sein de 

l’équipe « Sondes Fluorescentes » pour développer, dans un premier temps, plusieurs sondes 
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fluorogéniques à l’hybridation, basées sur des noyaux « Chromone ». Ces travaux ont fait 

l’objet de deux publications qui seront présentées dans le chapitre suivant.  

Dans un deuxième temps, nous nous sommes penchés sur le développement de nouvelles 

sondes de type molecular rotor. Ces dernières, basées sur l’effet stérique, ont déjà fait leur 

preuve dans l’hybridation fluorogénique (cf. Chapitre 1 : III.2.2. p.52). Deux sondes de type 

molecular rotor, dont l’une a déjà fait l’objet d’une publication, seront décrites dans un 

deuxième chapitre.  

Enfin, dans un dernier chapitre, la synthèse et l’application de deux sondes interagissant soit 

par intercalation soit avec le petit sillon de l’ADN seront présentées.  

Dans tous les cas, la synthèse des sondes fluorescentes ainsi que la caractérisation de leurs 

propriétés photophysiques seront décrites. Les méthodes d’incorporation (pré ou post-

synthétique) dans les ODN ainsi que les propriétés photophysiques des simples brins 

marqués seront développées (Figure 55). Pour terminer, les études d’hybridation avec 

l’ADN ou l’ARN seront relatées.  

 

Figure 55. Types de modification utilisée dans ce projet de recherche pour les études d’hybridations fluorogéniques des 

ANs. 
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Chapitre 2 : Hybridation 

fluorogénique par sonde 

Push-Pull 
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I. Stratégie par FRET : Hydroxychromones 

Publication 1 

Les noyaux chromones sont des sondes push-pull connues principalement pour leur 

capacité à faire de l’ESIPT (c.f. Chapitre 1 : II.1.2. p. 30).  Une étude sur des dérivés 3HC, 

entreprise par le passé au sein de notre équipe, a démontré les importantes capacités 

fluorogéniques de ce type de noyaux167,137. De premier abord, celles-ci possèdent des 

propriétés photophysiques intéressante pour concevoir des sondes d’hybridation 

fluorogénique de l’ADN : forte sensibilité au taux d’hydratation, faible taille (équivalent à 

la taille d’une paire de bases), déplacement de Stokes très large (> 100nm), et émission dans 

le visible. Nous avons donc envisagé d’utiliser ce type de noyau chromone pour des études 

d’hybridation des AN potentiellement comme sonde éteinte avant hybridation puis allumée 

après hybridation, et comme donneur dans du FRET. 

Dans ce cadre, nous nous sommes focalisés sur deux dérivés de 3HC, possédant des 

groupements donneurs méthoxy et diéthylamino en position para du phényle (Figure 56). 

L’introduction de ses groupements augmente le caractère « push-pull » de la 3-HC qui se 

caractérise par un décalage vers le rouge des bandes d'absorption et d'émission de 

fluorescence qui est d’autant plus important que le groupement donneur est fort 

(diéthylamino > méthoxy).  

   

Figure 56. Dérivés de 3HC utilisés dans ce travail 

Dans le but d’incorporer ces fluorophores dans l’ADN suivant l’approche pré-synthétique 

(cf. Chapitre 1 : III.2.2.2. p.55), nous avons dans un premier temps synthétisé les analogues 

nucléosidiques M3HF et TdEAF, contenant respectivement un groupement méthoxy et 

diéthylamino (Figure 57) et avons étudié leurs propriétés d’absorption et d’émission. 
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Figure 57. Structures des analogues nucléosidique M3HF et TdEAF. 

Nous avons observé que les propriétés photophysiques de base des composés M3HF et 

TdEAF sont semblables à celles de la 3HC parente après couplage par click au désoxyribose.  

Ces composés absorbent dans l’UV/visible (ca. 370 nm et 440 nm, respectivement pour les 

dérivés méthoxy et diéthylamino), un domaine d’absorption compatible pour une excitation 

au laser violet, et présentent deux bandes N* et T* bien résolues dans leurs spectres 

d'émission, montrant que ces deux sondes fluorescent suivant un mécanisme de type ESIPT 

(cf. Chapitre 1 : II.1.2.). Comme attendu, certaines des propriétés photophysiques de TMoC 

et TdEAF sont améliorées comparativement à la 3-HC, avec un rendement quantique plus 

élevé (jusqu’à 60%), un décalage vers le rouge des bandes d’absorption et d’émission de 

fluorescence, un large déplacement de Stokes (∼190 & 110 nm, respectivement).  

Les deux sondes M3HF et TdEAF présentent néanmoins des différences. Ainsi, la variation 

du rapport N*/T* en fonction de la polarité et proticité du milieu diffère pour les deux 

sondes. Dans le cas de M3HF les deux bandes sont présentes dans le MeOH pur et le rapport 

N*/T* décroit lorsque le pourcentage de MeOH diminue dans le DMF. Comme la 3-HC 

parente le composé M3HF reste émissif dans l’eau pure. En revanche, TdEAF ne montre 

qu'une seule bande (N*) dans 100% de MeOH et la bande T* n’est observée que lorsque la 

proticité du milieu diminue de 80%. TdEAF est complètement éteint dans l’eau en accord 

avec le colorant parent. Ceci montre, que, comme on pouvait s’y attendre, l'effet push-pull 

est plus important dans le cas de TdEAF que dans celui de M3HF, du fait de la présence du 

groupement N, N-diéthylamine qui possède un effet (+M) plus fort que celui du OMe.  Lors 
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de l'excitation électronique, la redistribution de la charge crée un moment dipolaire plus 

élevé de la forme normale dans l'état excité (N*) contrairement à son tautomère (T*). Cela 

se traduit par un déplacement vers le rouge de la bande N*, se mélangeant ainsi avec la bande 

T* pour conduire à une seule bande d’émission large, en particulier dans les milieux plus 

polaires et protiques. 

La synthèse des phosphoramidites de TM3HF et TdEAF a ensuite été réalisée, puis ces 

derniers ont été incorporés au milieu de 16 séquences d’ODN simple-brins (15mères), 

présentant des différences au niveau de la nature des bases adjacentes au fluorophore 

incorporé. Une étude de dénaturation thermique a montré que l’incorporation des sondes 

dans un ODNss n’avait que peu d’influence sur la stabilité des duplexes formés avec des 

brins d’ODN complémentaires, quel que soit la nature du résidu (G, A, T, C ou site abasique) 

placé « en face » de la sonde. Cependant, la présence d’un résidu Cytosine semble 

préférentielle. De plus l’introduction de TM3HF et TdEAF dans l’ADN ne modifie pas la 

conformation canonique B de l’ADN double brin. 

Des études concernant les propriétés photophysiques des ODN marqués par M3HF et 

TdEAF dans un tampon phosphate, ont révélées un déplacement vers le rouge du maximum 

d’absorption de la chromone soulignant un couplage excitonique probablement dû à 

l’empilement des nucléobases des résidus entourant le fluorophore dans l’ODN. Cette 

variation est caractéristique des fluorophores s’intercalant dans l’ADN. En ce qui concerne 

l’émission, tous les ODNss marqués par M3HF montrent deux bandes N* et T*, centrées à 

environ 440nm (N*) et 540 nm (T*), quelques soient les résidus environnant le fluorophore 

dans le simple-brin. Dans le cas des ODNss marqués par TdEAF, ils montrent tous une seule 

bande, centrée à environ 540 nm, quelques soient les résidus environnant le fluorophore 

dans le simple-brin.  Les ODNss marqués par TdEAF sont tous très émissifs, ces résultats 

indiquent que dans un simple brin le fluorophore n’est plus dans de l’eau pure.    

Des études d’hybridation ont ensuite été menées avec des séquences 15mères d’ODNss 

complémentaires, présentant des différences au niveau de la nature des bases adjacentes au 

fluorophore incorporé et au niveau de la nature du résidu (G, A, T, C ou site abasique) placé 



89 

« en face » de la sonde. Dans le cas des ODN marqués par M3HF, les résultats d’hybridation 

ont montré des spectres d’absorption et d’émission duale des ODNds différents de ceux des 

ODNss marqués avec une bande T* dominant l’émission plus intense et un pseudo 

déplacement de Stokes particulièrement large (Δλ de l’ordre de 190 nm). Cependant, le 

rendement quantique est fortement impacté par la nature de la base adjacente. Il augmente 

lorsque la sonde est flanquée des bases Thymine ou Adénine et est quasiment nul lorsque 

des Guanines ou des Cytosines l’entourent. Dans le cas des ODNss et ODNds marqués par 

TdEAF, tous ne montrent qu’une bande unique centrée à environ 540 nm avec un 

rendement quantique important, quelques soient les résidus entourant le fluorophore dans 

l’ODNss marqué. Ce résultat est remarquable car de nombreux fluorophores sont éteints par 

une ou plusieurs bases nucléiques (G étant souvent l’extincteur le plus efficace). 

Par conséquent, TdEAF ne peut être utilisé comme sonde fluorogénique pour une approche 

« off/on ». 

Compte tenu des déplacements de Stokes très importants obtenus lors de l’hybridation avec 

nos sondes, nous avons cherché à les valoriser pour du FRET fluorogénique avec TdEAF et 

M3HF comme donneurs et Cy5 comme accepteur (Figure 58).  

 

Figure 58. Développement de la méthode FRET des sondes à motif 3HC. 

Les ODNs marqués par M3HF permettent de réaliser du FRET mais avec une sensibilité 

limitée (amplification du signal) du fait de l’excitation croisée et du donneur et de 

l’accepteur due au recouvrement des bandes d’absorption de M3HF et de Cy5. Par contre, 
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le couple FRET TdEAF/Cy5 ne présente pas cet inconvénient. Dans ce cas, le FRET est très 

efficace et sensible avec l’apparition de la bande d’émission de Cy5 lors le d’hybridation 

suite à l’excitation du donneur avec une contamination faible du signal due à l’excitation 

directe de l’accepteur.  

L’ensemble de ces travaux est décrit dans la publication (1), présentée ci-après en cours de 

soumission au journal International Journal of Molecular Science.  
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II. Stratégie directe : Méthoxychromones 

Publication 2 

Les travaux précédemment décrits ont mis en évidence que dEAF, une fois incorporé dans 

l’ADN, produisait une seule bande d’émission très fortement décalée vers le rouge et qu’il 

était moins sensible à la photodégradation. Le potentiel du dEAF a été mis en évidence 

comme donneur pour du FRET. Cependant le type de marquage utilisé, liant cette 

chromone au plus proche du squelette phosphodésoxyribose, n’a pas permis d’exploiter le 

potentiel fluorogénique (off/on) du dEAF dû à la faible différence d’intensité du signal de la 

sonde avant et après hybridation avec l’ADN cible. Pour pallier ce problème, notre intérêt 

s’est porté alors sur une approche de marquage différente basée sur de la chimie click post-

synthétique qui nous a permis d’explorer plus aisément différentes positions et liens de 

marquage. Par ailleurs pour renforcer la photostabilité du dEAF aux dégradations 

radicalaires, le groupement hydroxyle libre de la chromone a été remplacé par un 

groupement méthoxy (Figure 59, 3-MC). Cette substitution engendre potentiellement deux 

modifications physicochimiques de la sonde : la première est la disparition du mécanisme 

d’ESIPT, du fait de la disparition du proton labile, et la seconde est une différence de la 

solubilité de la sonde et donc, des propriétés solvatochromiques. 



107 

 

Figure 59. Développement des ODN marqué par des dérivés de méthoxychromone 3-MC à partir de la référence dEAF. 

Nous avons synthétisé plusieurs dérivés de 3-MC, fonctionnalisés par un groupement 

azoture ou alcyne, en vue de préparer les ODN marqués via la stratégie de modification 

post-synthétique (CuAAC). Deux d’entre eux sont neutres (AlMF, AzMF) et les trois autres 

sont chargés (AzMF+, AlMF-, AlMF+-), en vue d’augmenter la solubilité dans des milieux 

aqueux et, éventuellement, d’accroitre l’affinité du brin marqué pour sa cible AN 

complémentaire, par le biais d’interactions ioniques. 

Dans un premier temps, nous avons « clické » le composé modèle (AlMF) avec un nucléoside 

« nu », fonctionnalisé par un groupement azoture en position 1’, pour obtenir AlMF-Nu 

(Figure 60).  
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Figure 60. Structure du nucléoside marqué AlMF-Nu. 

Les études photophysiques comparatives concernant AlMF-Nu, AlMF et AzMF n’ont pas 

révélé de différences notoires avec la sonde 3-MC de référence. Dans tous les cas on observe, 

suite à l’augmentation de la polarité du solvant, un très fort effet bathochrome au niveau 

des longueurs d’onde d’absorption et émission, ainsi qu’une baisse du rendement quantique, 

confirmant que les sondes dérivant de 3-MC sont de type Push-Pull. De plus, ces dernières 

montrent une très grande sensibilité à l’hydratation, permettant d’envisager leur utilisation 

dans le cadre d’expériences d’hybridation des AN. Enfin, elles sont plus photostables que la 

chromone de référence avec l’hydroxyle en position 2 libre et stables à des pH supérieurs à 

5, ce qui est compatible à leur utilisation dans un environnement physiologique. 

Les 5 dérivés de la sonde 3-MC (AlMF, AzMF, AzMF+, AlMF-, AlMF+-, Figure 59) ont 

ensuite été intégrés dans des séquences d’ADN simple-brins, fonctionnalisées par un 

groupement alcyne ou azoture, via des réactions de « click » CuAAC. Les sondes ont été 

introduites soit à l’extrémité 5’ de l’ODN, soit au milieu de la séquence, et sont reliés à l’ODN 

par des liens de nature et de longueur différentes (Figure 61).   
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Figure 61. Structure des liens clicks sur l'ODN. 

Les ODN fonctionnalisés devant être clickés, conceptualisés par nos soins, ont été 

synthétisés par l’entreprise Microsynth®. 

En ce qui concerne la réaction « click », il faut noter que le protocole CuAAC est le fruit 

d’une optimisation précise des conditions expérimentales. En effet, la réaction de CuAAC 

entre les ODN et une molécule organique est très contraignante. Dans la majorité des cas, 

la solubilité des ODNs et celle des sondes sont opposées. L’ODN est soluble et stable dans 

l’eau ainsi que dans certains solvants polaires/protiques (MeOH), alors que la plupart des 

sondes organiques, apolaires, s’agrègent dans ces milieux. Il est donc nécessaire de trouver 

un mélange de solvants adéquat pour que la CuAAC fonctionne avec un ODN et une sonde 

soluble. Par ailleurs, comme décrit dans le chapitre 1 (p.59), la réaction de CuAAC dépend 

du nombre d’équivalents utilisé pour chaque réactif. Afin d’optimiser les rendements 

réactionnels des CuAAC, il a donc été nécessaire de : 
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1. Trouver un mélange de solvants adéquat pour que la CuAAC fonctionne avec un 

ODN et une sonde soluble. (Exemples de solvants utilisés : H2O/MeOH, H2O/DMSO, 

H2O/DMF). 

2. Trouver le ligand de CuAAC le mieux adapté à ce mélange de solvants, afin d’obtenir 

de meilleurs rendements. (Exemples de ligands utilisés : TBTA, THPTA, BTTES). 

3. Optimiser le nombre d’équivalents du mélange ligand/cuivre, de la sonde ainsi que 

du réducteur (ascorbate de sodium), pour que la réaction fonctionne avec de bon 

rendement. 

L’optimisation de ces paramètres nous a permis d’obtenir dix séquences d’ODNss marquées, 

avec des taux de conversion compris entre 60 et 95%, suivant la sonde utilisée. Ces ODN 

ont ensuite été purifiés par HPLC semi-préparative (gradient de tampon TEAB 

(triethylamonium bicarbonate)/acétonitrile ; (Méthode en SI). 

Les analyses des propriétés photophysiques des 10 séquences d’ODNss marquées ont ensuite 

été effectuées et leur hybridation avec le brin ODN complémentaire a été étudiée. 

Les résultats ont révélé que lorsque la sonde était en position 5’ de l’ODN (Y, V), aucune 

augmentation de fluorescence lors de l’hybridation n’était observée. Au contraire, une 

diminution de la fluorescence avait lieu. Celle-ci pourrait s’expliquer par un éloignement 

de la sonde par rapport à l’ODN, suite à l’hybridation. Lorsque la sonde se situe au milieu 

de la séquence ODN, la longueur du lien semble jouer un rôle essentiel pour obtenir une 

amplification significative de fluorescence lors de l’hybridation, ainsi qu’un déplacement 

vers le rouge du maximum d’absorption à l’hybridation. Ainsi, les sondes de type Z et Xs ne 

sont que peu fluorogéniques lors de l’hybridation à l’ODN, alors que celle de type X conduit 

aux meilleurs résultats. Il se pourrait donc que seul dans ce dernier cas, le lien soit 

suffisamment long et flexible pour permettre un repliement de la sonde, propice à son 

intercalation ou à sa liaison au sillon de l’ADN. Dans le cas où la sonde est directement reliée 

en position 1’ d’un sucre (W), les résultats semblent démontrer une intercalation dans le 

duplexe. Enfin, seules les sondes positionnées entre deux résidus Thymine ou Adénine dans 

les simple-brins conduisent à de bons résultats (amplification du signal de fluorescence d’un 
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facteur 13), celles situées entre deux résidus Cytosine ne conduisant qu’à de faibles 

variations de fluorescence lors de l’hybridation. Ceci pourrait s’expliquer par la capacité des 

bases Guanine, complémentaires des bases Cytosine dans le duplexe, d’éteindre les sondes 

fluorescentes voisines, par le biais du mécanisme PET (p.37). 

Les études concernant ce travail et les résultats obtenus ont été publiés dans l’article suivant 

du journal Molecules (cf vide infra) dans la section Medicinal chemistry pour l’édition 

spéciale Fluorescent Probes in Pharmaceutical and Drug Design Applications: Quantum 

Chemistry-Based Design, Synthesis, Photophysical and Chemical Properties,  Biological 

Applications.   
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Conclusion 

L’ensemble des études, par hybridation directe, de brins marqués par des chromones 

methoxylées (AzMF, AlMF, AzMF+, AlMF-, AlMF+-) ont montré que dans tous les cas, 

l’hybridation à l’AN complémentaire conduit à un effet fluorogénique, passant d’un système 

éteint pour le simple brin (pas ou peu de fluorescence) à un système allumé (fluorescence) 

après hybridation. Cet effet repose sur le fait que la sonde est sensible à la variation de la 

polarité du milieu qui l’entoure. Dans le cas d’un environnement aqueux, le système est 

éteint (simple brin) puis, lors de l’hybridation, le marqueur se retrouve dans un milieu plus 

hydrophobe, ce qui induit sa fluorescence. Grâce à cette méthode, une augmentation d’un 

facteur 13 du signal de fluorescence est obtenue. 

Au contraire, nous avons observé que dans le cas du dérivé hydroxychromone TdEAF, le, 

rendement quantique est élevé dans le simple brin, indépendamment des bases qui 

l’entourent et, de surcroit, reste inchangé lors de l’hybridation. C’est une propriété rarement 

observée pour les sondes fluorescentes couplées à l’ADN. Cette propriété nous a permis de 

construire un système FRET fiable, qu’importe la séquence de l’oligonucléotide utilisée. Ce 

comportement n’est pas observé avec les sondes méthoxychromones.  

Par exemple, lorsque le fluorophore est couplé sur une position terminale, le rendement 

quantique chute systématiquement après hybridation du simple brin avec sa séquence 

complémentaire (Y ou V). Par ailleurs, notre étude a également montré que lorsque le résidu 

marqué est positionné en milieu de séquence, et que le lien entre le fluorophore et l’ODN 

est soit très court (W), soit plus long (X), le signal de fluorescence est accru après 

hybridation. Lorsque le lien reliant l’ODN et le fluorophore est de longueur intermédiaire 

(Xs, Z), il n’est pas assez flexible pour permettre la bonne interaction avec le double brin. 

Ces résultats montrent l’importance de la nature du lien et de la position de marquage sur 

les propriétés de photo-physique de la sonde. Grace à ces précieux résultats, nous avons été 

en mesure de mieux conduire les projets suivants, concernant l’élaboration de nouveaux 

fluorophores.   
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I. Chromone rotor 

Publication 3 

Au cours des études concernant les sondes de type « méthoxychromone » décrites dans la 

publication 2, j’ai eu l’occasion de développer une sonde comportant un groupement 

donneur thiophène (6-EMT, Figure 62A). Les études photophysiques ont révélé qu’à 

l’opposé de ses semblables, cette sonde possédait un rendement quantique très faible dans 

tous les solvants, même les plus apolaires (<1% dans le THF), tout en conservant un 

déplacement de Stokes conséquent de 140nm. Cependant, nous avons noté que dans les 

solvants les plus visqueux (Butanol e.g.), les rendements quantiques sont légèrement 

supérieurs (3,7% dans le BuOH). Après une titration méthanol/glycérol, il s’est révélé que 

le rendement quantique augmentait fortement avec la hausse croissante de glycérol. Cette 

propriété est le propre des sondes de type molecular rotor (cf. Chapitre 1 : II.1.3. p.32).   

 

Figure 62. A) Représentation schématique de l'hybridation fluorogénique de l’ODN. B) Effet de rotation du groupement 

thiophène suite à l'intercalation pour retrouver une planéité et ainsi de la fluorescence. 

Cette propriété nous a poussés à incorporer cette sonde dans différentes séquences d’ODNss, 

suivant la stratégie post-synthétique (Figure 62A). Pour ce faire, nous avons synthétisé la 

sonde fonctionnalisée par un groupement alcyne, que nous avons ensuite « clickée » sur des 

séquences d’ODN commerciales fonctionnalisées par un groupement azoture, en position 

5’-terminale (Figure 63, type Y) ou en milieu de séquence de l’ODN (Figure 63, types X et 

Xs).  
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Figure 63. Structure des liens click sur l'ODN. 

Nous avons ensuite étudié photophysiquement l’hybridation des séquences marquées par 6-

EMT avec leur cible complémentaire (Figure 62B) : une amplification du signal de 

fluorescence pourrait alors signifier que la sonde 6-EMT s’intercale entre deux plateaux de 

bases des duplexes.  

De façon identique aux sondes dérivées de 3-MC, précédemment décrites, seul le marquage 

de type X produit une amplification du signal de fluorescence d’un facteur 10, que nous 

attribuons à un aplanissement de la sonde à la suite de l’intercalation dans le duplexe. 

Comme les résultats des dérivés de 3-MC le laissaient prévoir, les marquages de type Y et 

Xs n’ont pas permis une amplification significative du signal de fluorescence. 

Le marquage, au milieu d’une séquence d’ODN, via un lien de type X pourrait donc être 

généralisé à tout type de sondes intercalantes et à tout type de séquences d’ODN, la sonde 

devant être positionnée entre deux résidus Thymine pour obtenir la meilleure réponse 

fluorogénique lors de l’hybridation.  

Les résultats de ce travail sont décrits en détail dans l’article suivant, actuellement en 

soumission au journal ChemPlusChem. 
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II. Malachite Green 

II.1. Introduction 

Afin d’obtenir un système de molecular rotor avec une meilleure amplification de 

fluorescence que celui précédemment décrit avec le 6-EMT, nous nous sommes intéressés à 

la Malachite Green (MG), qui possède un très faible rendement quantique en solution. 

La Malachite Green fait partie de la famille des triarylméthanes. Dans celle-ci, on retrouve 

également les sondes méthyl violet, Victoria bleu ou phénolphtaleine (Figure 64).  

 

Figure 64. Exemples de triarylméthane. 

Les applications de la MG sont retreintes. Celle-ci fait partie des molécules utilisées dans la 

technologie FAP (Fluorogen Activating Proteins), tout comme le Thiazole Orange (TO). La 

technologie FAP, introduite en 2008 par Szent-Gyorgyi et al.168 est un système 

fluorogénique basé sur la reconnaissance du site actif d’une protéine (FAP) par une petite 

sonde organique, ce qui  active la fluorescence de cette dernière (Figure 65).  

 

Figure 65. Méthode d’utilisation des molécules FAP spécifiques d'une protéine (tag protein) pour l'imagerie d'une cible 

(TM : Targeting molecules).169 
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Le TO et la MG sont capables, sur certaines FAP, d’interagir avec une affinité nanomolaire, 

à l’instar de certains ligands vis-à-vis de leurs récepteurs, via des interactions de Van der 

Waals, de π-stacking et des liaisons Hydrogène. Contrairement au TO, la MG possède un 

nombre de degrés de liberté supérieure (Figure 66). 

 

Figure 66. Différence de degrés de liberté entre les FAP Malachite Green et Thiazole Orange. 

Cette différence induit une plus grande difficulté pour atteindre un système plan, mais 

conduit à une amplification bien supérieure lorsque la planéité est obtenue. Dans certains 

systèmes FAP utilisant la MG, une amplification de fluorescence d’un facteur 18 000 a été 

observée169. Ceci a mené les chercheurs à utiliser ces sondes FAP dans des techniques de 

microscopie à molécule unique170. Dans ces systèmes, la MG a également été utilisée comme 

accepteur FRET, par couplage avec plusieurs donneurs Cy3169,171. 

D’autres études prouvent qu’il est également possible d’utiliser la MG comme senseur de 

doubles brins d’ADN172,173,174, d’aptamères175,176 ou de G-quadruplexes177. Néanmoins, ce 

senseur a été étudié comme ligand labile sur des cibles d’acides nucléiques de structures 

différentes. Dans le cadre de mon travail de thèse, j’ai intégré la sonde MG dans des 

séquences d’ADN afin d’étudier leur hybridation avec leur brin complémentaire.   
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II.2. Résultats et discussion 

Comme pour les précédents marqueurs, la sonde MG a été introduite dans des ODNs 

de façon post-synthétique, à partir de précurseurs 2 et 5 possédant respectivement une 

fonction alcyne ou azoture sur un des cycles aromatiques. (Schéma 4). 

 

Schéma 4. Retrosynthèse de la malachite green clickable. 

II.2.1. Synthèse 

Nous avons choisi de positionner la fonction à « clicker » en para sur le cycle 

aromatique phényle, cette position n’interférant que peu avec le noyau du fluorophore. 

Puisque la MG est symétrique, cette position est également la plus simple à fonctionnaliser 

(Schéma 4). 

 

Schéma 5. Synthèse de la malachite green alcyne.  

La synthèse du dérivé alcyne (2) est très simple et s’effectue en seulement deux étapes. La 

première est la formation de la leuco malachite green (LMG : 1), par condensation du 4-

éthynylbenzaldéhyde avec la diméthylaniline, en présence de chlorure de zinc. L’étape 

d’oxydation pour obtenir la MG est très favorable et s’effectue même au simple contact de 

l’air. Elle s’accompagne d’un changement de couleur (du jaune (LMG) au vert (MG)). Pour 

accélérer ce processus, un simple ajout de tetrachloro-p-benzoquinone (TCB) permet 

d’obtenir la MG après 1h (Schéma 5). 

Le dérivé MG azoture 5, quant à lui, est obtenu en trois étapes (Schéma 6). 
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Schéma 6. Synthèse de la malachite green azoture.  

Le 4-azidobenzaldehyde n’étant pas distribué commercialement, sa synthèse a été réalisée 

à partir du 4-nitrobenzaldehyde et d’azoture de sodium, suivant le protocole décrit par A. 

Herner et al.178. Cette réaction est une substitution nucléophile aromatique, dont la 

cinétique est lente. Le dérivé 3 est ainsi obtenu avec un rendement quantitatif. Les deux 

étapes suivantes sont similaires à la synthèse du dérivé alcyne 2 :  après formation de la 

LMG-N3 4 avec un rendement de 40%, l’oxydation au TCB conduit au MG-N3 5 avec un 

faible rendement de 10% malgré une conversion totale vers le produit désiré 5 (Schéma 6). 

Ceci est dû aux difficultés de purification par gel de silice (molécule chargée).  

Les deux sondes MG ont ensuite été incorporées dans différents brins d’ODN présentant un 

lien azoture ou lien alcyne (Tableau 3), par le biais d’une réaction de CuAAC. Les conditions 

utilisées sont les mêmes que lors des projets précédents, de même que les séquences ODN 

utilisées (Tableau 3). 

Tableau 3. Descriptif des séquences pour les réactions « click » post-synthétiques.  

Séquences et positionnement 

de la modification 
Acronymes Structure du lien 

5´-YCAG TCG CTC GCT GAC-3´ YCAG 

 5´-YGCA AAA TTT AAA ACG-3´ YGCA 

5´-CAG TCG CXC GCT GAC-3´ CXC 

 
5´-GCA AAA TXT AAA ACG-3´ TXT 

5´-GCA AAA TXsT AAA ACG-3´ TXsT 

 

5´-VGCA AAA TTT AAA ACG-3´ VGCA 
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5´-GCA AAA TZT AAA ACG-3´ TZT 

 

5´-GCA AAA TWT AAA ACG-3´ TWT 

 

 

II.2.2. Hybridation fluorogénique 

Nous avons tout d’abord étudié l’hybridation des séquences d’ODNss marquées par la MG 

avec leur cible complémentaire, par hybridation directe.  

Malheureusement, pour toutes les séquences marquées, quel que soit le brin d’ODN 

complémentaire, les résultats n’ont été que très peu concluants (Les résultats sont exposés 

dans la partie expérimentale : Tableau S2-S3, figure S3-S4). La MG, très éteinte dans le 

simple brin (Φ < 0,2%), le reste après hybridation. Cela signifie probablement que lors de 

l’hybridation en double brin l’environnement de l’ADN ne permet pas de rendre plane la 

MG et de restreindre l’agitation moléculaire autour des liaisons simples du colorant (Figure 

67).  

  

Figure 67. Un exemple de l'effet non-fluorogénique de la MG entre un simple et double brin d'ODN. 

II.2.3. DRET 

Puisque la sonde MG est éteinte aussi bien en simple qu’en double-brin, la technique 

de l’hybridation directe n’est donc pas adaptée. Nous avons donc voulu tester le DRET 

(Chapitre 1 : II.2.4., p.41), qui est du FRET applicable dans le cas d’un donneur éteint. Pour 
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ce faire, nous avons réalisé des expériences d’hybridation entre les ODNss incorporant la 

sonde MG et leurs brins complémentaires, marqués par l’accepteur Cy5. Le choix de Cy5 se 

justifie car le spectre d’émission de la MG se recouvre en partie avec le spectre d’absorption 

de Cy5 (Figure 68).  Cependant, une excitation de la S1 (ε ≈ 55 000 L.mol-1.cm-1) de la MG 

conduirait à de l’excitation croisée trop grande du fait de son faible déplacement de Stokes 

(≈ 20 nm). Par contre, si l’on compare les spectres d’absorption de la MG et de Cy5, on 

s’aperçoit que la S2 (ε ≈ 27 000 L.mol-1.cm-1) de la MG se trouve dans une zone où Cy5 

absorbe très faiblement (430 < λ < 460 nm) (Figure 68). 

 

Figure 68. Spectre d'absorption et d’émission de Cy5 et de la MG dans le PBS. 

Des expériences de DRET intermoléculaire ont alors été réalisées, en excitant MG à 440 nm, 

avec 2 séquences d’ODNss marquées, différentes de par la nature du lien « click ».  

 

Figure 69. Exemple d'un spectre de DRET fluorogénique avec la séquence marqué TXT couplé au brin complémentaire 

Cy5 comparé au spectre de Cy5 seule obtenu par excitation directe à 440 nm. 
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Les résultats n’ont pas été concluants (Figure 69, Figure S5). Une composante DRET est tout 

de même observée lors de l’utilisation de la séquence TXT, mais l’émission de fluorescence 

est principalement due à l’excitation directe de Cy5, qui pourtant est faible à cette longueur 

d’onde d’excitation.  

Malgré les propriétés photophysiques qui semblaient adéquates (éteint, large Stokes shift 

(S2)), la Malachite Green ne semble pas un bon donneur pour du DRET dans un duplexe 

d’ADN dû à sa faible capacité à transférer son énergie par résonnance à l’accepteur. Nous 

n’avons pas poursuivi dans cette voie.  

II.2.4. G-quadruplexes 

La MG est connue pour interagir de façon non covalente avec les motifs G-quadruplexes, 

via des interactions -stacking177 (Figure 70). Ceci se traduit par une augmentation de la 

fluorescence de la MG d'environ 100 fois, ce qui fournit ainsi une méthode pratique pour la 

détection d’un motif G-quadruplexe. Ces résultats indiquent que la rotation autour des 

liaisons simples est fortement réduite lors de l’interaction avec le G-quadruplexe et que la 

planéité est atteinte. 

 

Figure 70. Complexe formé entre la MG (en vert) et une structure G-quadruplexe (représentée en gris) 

Nous nous sommes alors attachés à incorporer la MG dans la même séquence d’ADN 

(d(G2T)13G), riche en résidus Guanine, afin d’étudier son potentiel fluorogénique dans le 

cadre d’un changement conformationnel d’un ADNss linéaire à un ADN structuré en G-

quadruplexe. En effet, lorsqu’elle est incorporée dans un simple brin d’ADN, la MG ne 

devrait être que très peu fluorescente mais son intercalation dans le G-quadruplexe pourrait 

se traduire par un fort gain en rendement quantique. 
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Les G-quadruplexes peuvent exister sous différentes conformations (cf Chapitre 1 : II.1.2., 

Figure 31, p.49). Or, l’intercalation de la MG lors de la formation du G-quadruplexe peut 

dépendre de la position de la sonde dans le brin d’ADN. C’est pourquoi nous avons décidé 

d’incorporer la MG à trois positions différentes du simple brin d’ADN (en position 5’ 

terminale et interne, en début et milieu de séquence).  

Les ODNss marqués par la MG ont été préparés via la stratégie post-synthétique, impliquant 

le dérivé alcyne de la MG (2, Schéma 5) et trois précurseurs de l’AN, fonctionnalisés par un 

groupement azoture, soit au niveau du groupement phosphodiester, en position terminale 

5’, soit au niveau de bases thymine de nucléosides positionnés à deux endroits différents de 

l’ADN (Tableau 4). Après couplage, les séquences d’ADN ont été purifiées par HPLC semi-

préparative. 

Tableau 4. Descriptif des séquences G-quadruplex pour les réactions de post-synthétique. 

Séquences Acronymes Lien Azoture 

X GGG TGG TGG TGG TGG TGG TGG TGG 

TGG TGG TGG TGG TGG TG 
5’ X 

 

GGG XGG TGG TGG TGG TGG TGG TGG 

TGG TGG TGG TGG TGG TG 
5’ XGG 

 

GGG TGG TGG TGG TGG TGG TGG XGG 

TGG TGG TGG TGG TGG TG 
XGG 

Les G-quadruplexes ont été formés en présence d’un sel de potassium ou de sodium. Sans la 

présence de ce métal alcalin, la séquence reste en simple-brin179. Il est alors possible de 

suivre la formation d’un G-quadruplexe par une simple titration en sel par spectroscopie 

d’absorption UV/visible et par CD177. 
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Figure 71. Spectres de dichroïsme circulaire le la séquence XGG avant (vert) et après ajout de sel, Na+ (bleu). 

Nous avons donc examiné les spectres d’absorption et d’émission des trois ODNss marqués, 

en présence de quantités croissantes de KCl ou NaCl. En CD nous avons observé la 

diminution de la bande d’absorption positive à 260 mn et l’augmentation de celle à 300 nm 

(Figure 71) qui laisse supposer la formation d’un G-Quadruplexe antiparallèle180 . En effet, 

les spectres CD obtenus sont similaires à ceux décrits dans la littérature pour la séquence 

que nous avons utilisée pour nos travaux177 (voir SI). Cependant, les spectres d’absorption et 

d’émission des 3 séquences marquées ne montrent aucun déplacement bathochrome des 

maximas d’absorption et d’émission de MG ni d’amplification du signal de fluorescence à 

l’inverse de ce qui avait été observée pour la MG en interaction avec la séquence d(G2T)13G 

(Figure 72, Figure S6). Au contraire, on observe une diminution de la fluorescence avec 

l’augmentation de la concentration en sel.  
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Figure 72. Exemple de la titration de la séquence 5'XGG : A) Spectres d'absorption de la titration en potassium. B) 

Spectres d'émission de la titration en potassium. C) Spectres d'absorption de la titration en sodium. D) Spectres 

d'émission de la titration en sodium. 

De ce fait, nous supposons que la structure simple-brin interagit légèrement avec la sonde 

et que lors de la formation du G-quadruplexe, la MG ne s’intercale pas mais est éjectée hors 

de la structure secondaire et ainsi exposée au milieu aqueux. On peut en conclure que la 

Malachite Green et la façon dont elle est liée à l’ODN ne sont pas adaptées pour ce type 

d’étude.  

II.2.5. Interaction avec des protéines 

De nombreuses protéines interagissent avec les structures primaires ou secondaires 

des acides nucléiques pour effectuer divers mécanismes biologiques181,182,183. Il est parfois 

nécessaire de pouvoir les identifier. Nous sommes donc attachés à étudier l’interaction de 

plusieurs protéines, prises comme modèles d’étude, avec des ODNss marqués avec la MG 

puis avec les duplexes complémentaires. 
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Dans un 1er temps, nous avons choisi 3 types de protéines connues pour interagir soit avec 

des ODNss, soit avec des ODNds. Par ailleurs, nous avons aussi testé la capacité des ODNss 

marqués à interagir avec la BSA, l’albumine de sérum bovin, connue pour interagir avec des 

composés hydrophobes. 

Les protéines ont été ajoutées en excès dans une solution contenant les séquences 

ODN marquées (simple ou double-brin), puis les spectres d’absorption et émission du 

mélange ont été réalisés. Malheureusement, les résultats ne montrent aucun effet 

fluorogénique notoire (Figure 73), quelle que soit la protéine utilisée. Les résultats de tous 

ces essais sont décrits dans la partie expérimentale (Figure S7-S9). 

 

Figure 73. Exemple d'interaction du simple brin CXC avec la protéine ligand des ADNss. A) en absorption. B) en émission. 

Conclusion  

Dans ce chapitre, nous avons étudié le potentiel de deux nouvelles structures de type 

« molecular rotor », en tant que sondes d’hybridation fluorogéniques. Dans le cas de la 

chromone thiophène 6-EMT, une amplification de fluorescence d’un facteur 10 a été 

obtenue lors de l’hybridation. Dans le cas de la sonde Malachite Green (MG) modifiée, 

aucune amplification n’a été détectée. Une hypothèse plausible est basée sur le nombre de 

degrés de liberté. Dans le cas de la 6-EMT, la perte de planéité de la molécule provient de 

la rotation d’une seule liaison  entre la chromone et son groupement donneur thiophène, 

alors que dans le cas de la MG, il existe 3 liaisons   ce qui rend l’aplanissement total de la 

molécule bien plus contraignant.  
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Chapitre 4 : Sondes Miami – 

Ligand et intercalant 
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I. Introduction 

 Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser à une famille de sondes particulières, 

appelées « Miami ». Comme un grand nombre de molécules fluorescentes, elles tirent leur 

nom de la ville dans lesquelles elles ont été développées. En 2013, les équipes du Dr. Wilson 

et du Pr. Westerlund développent deux nouvelles sondes, la « Miami Green » et « Miami 

Yellow » (Figure 74A), possédant un comportement de On/Off, à la suite d’une interaction 

avec un système biologique. Leurs propriétés photophysiques ainsi que leurs interactions 

avec l’ADN ont été décrites dans un article publié dans J. Phys. Chem. B 184. La même année, 

les Dr. Wilson et Pr. Westerlund publient, dans Organic letters185, un article dans lesquels 

les auteurs proposent les modes d’interaction des deux sondes avec l’ADNds. Leurs analyses 

s’appuient sur des études d’absorption dichroïque en lumière polarisée circulaire et linéaire. 

Les résultats obtenus ont été comparés avec ceux obtenus dans le cas des sondes de référence 

« DAPI » et « Hoechst ». De cette publication, les auteurs ont proposé que la sonde Miami 

Green se lierait préférentiellement dans le petit sillon de l’hélice ADNds, tandis que la 

Miami Yellow jouerait le rôle d’intercalant (Figure 74B). 

 

Figure 74. A) Structure des sondes Miami Green et Miami Yellow. B) Méthode d'interaction des sondes avec l'ADNds, 

par interaction avec le petit sillon (gauche) ou par intercalation (droite)185. 

Par la suite, les mêmes équipes ont développé quatre dérivés des sondes Miami Green et 

Yellow, possédant des systèmes de conjugaison plus étendus186. Pour ces quatre dérivés, une 



158 

ou deux doubles liaisons ont été intégrées de part et d’autre du cycle central. Deux molécules 

asymétriques (Figure 75A et B) et deux molécules symétriques (Figure 75C et D), ont ainsi 

été évaluées en tant que sondes fluorogéniques, lors de l’hybridation d’ADN. 

 

Figure 75. Structures asymétriques contenant une seule double liaison A) dérivés de Miami Green, B) dérivés de Miami 

Yellow. Structures symétriques contenant deux doubles liaisons C) dérivés de Miami Green, D) dérivés de Miami 

Yellow. 

Les résultats ont montré un décalage, vers le rouge, des bandes d’absorption et d’émission 

de ces dérivés, d’autant plus grand que le système conjugué est étendu. Par ailleurs, la 

présence des doubles liaisons dans ces structures conduit à une plus grande flexibilité, ce 

qui réduit le rendement quantique de ces dérivés lorsqu’ils sont en solution (molecular 

rotor). Lors des expériences d’hybridation, les deux sondes asymétriques (Figure 75A et B) 

conduisent à des facteurs d’amplification de fluorescence allant jusqu’à 92, tandis que pour 

les structures plus étendues (Figure 75C et D), ce facteur est seulement de 10. 

Vu le potentiel fluorogénique des deux noyaux Miami asymétriques, contenant une seule 

double liaison, nous avons décidé de les étudier en les couplant à des ODN.  
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II. Résultats et discussion 

II.1. Synthèse 

Nous nous sommes tout d’abord attachés à élaborer deux sondes contenant une seule 

double liaison, fonctionnalisées soit par un groupement azoture (Schéma 7, composés 8 et 

12) soit par un groupement alcynyle au niveau de l’azote d’un des motifs piperazine (Schéma 

7, composés 9 et 13). La rétrosynthèse de ces composés est présentée dans le  Schéma 7. Ils 

proviennent respectivement de deux intermédiaires azoture 3 et alcyne 5, eux-mêmes 

préparés à partir de la 4’-piperazinoacétophenone commerciale. 

 

Schéma 7. Rétrosynthèse des dérivés click de Miami. 

II.1.1. Synthèse des intermédiaires communs azoture 3 & alcyne 5 

i. Intermédiaire azoture 

La synthèse de ces 2 intermédiaires a été effectuée à partir de la 4’-

piperazinoacétophénone commerciale (Schéma 8). L’alkylation de la fonction amine 

secondaire a été réalisée au moyen du 1-bromo-2-chloroéthane, à T° ambiante. Le composé 

1 a ainsi été obtenu avec un rendement de 52%, après purification, le dimère étant un 

produit secondaire de la réaction. Le chlore a ensuite été substitué par un groupement 

azoture, au moyen d’azoture de sodium. Le composé 2 a été obtenu avec 89% de rendement 

après purification. La dicétone 3 a été formée par la suite via une condensation de Claisen 

croisée avec l’acétate d’éthyle, puis purifiée sur colonne de gel de silice (Rendement = 56%)  



160 

 

Schéma 8. Synthèse de l’intermédiaire azoture 3. 

ii. Intermédiaire alcyne 

Tout comme pour l’intermédiaire azoture 3, la synthèse de l’intermédiaire alcyne 5 

a été effectuée à partir de la 4’-piperazinoacétophénone, en deux étapes (Schéma 9). La 

première est l’alkylation de l’amine secondaire du motif pipérazine par le bromure de 

propargyle, qui conduit au produit 4 avec 22% de rendement après purification. La seconde 

étape est la même que pour l’intermédiaire azoture 3, i.e. la condensation de l’acétate 

d’éthyle pour conduire quantitativement au dérivé dicétone 5. 

 

Schéma 9. Synthèse de l'intermédiaire alcyne 5. 

II.1.2. Synthèse des sondes click 

i. Dérivés Pyrimidine 

La synthèse des sondes fonctionnalisées est décrite dans le Schéma 10. Les 

précurseurs 6 et 7 ont tout d’abord été préparés via une condensation de l’urée avec les 

composés dicarbonylés précédemment synthétisés (3 ou 5), avec des rendements respectifs 

de 31% et 100%. Puis les composés 8 et 9 ont été obtenus par condensation des produits 6 

et 7 avec la 4-(4-méthyl-1-pipérazinyl)-benzaldéhyde, en présence de Me3SiCl (TMSCl), 

dans le DMF et à 90°C (Schéma 10),  avec des rendements de 79% et 100%, respectivement. 
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Le TMSCl a été plusieurs fois décrit comme étant promoteur de nombreuses réactions de 

condensation, par augmentation de la réactivité de l’aldéhyde aromatique187,188.   

 

Schéma 10. Préparation des produits finaux pyrimidiques 8 et 9. 

ii. Dérivés organoborés 

Tout comme les dérivés pyrimidiques, la synthèse des composés organoborés 12 et 

13 se déroule en deux étapes (Schéma 11). La première génère les cycles organoborés 10 et 

11. Cette réaction implique la rupture de la liaison B-F (dont l’enthalpie de liaison est la plus 

forte connue : 646 kJ/mol), et la formation d’un cycle à 6 chaînons aromatique. Les composés 

10 et 11 sont ensuite condensés avec la 4-(4-méthyl-1-pipérazinyl)-benzaldéhyde, en 

présence d’un acide de Lewis faible et d’une amine primaire, pour conduire aux sondes 12 

et 13 avec des rendements respectifs de 53% et 74%. 

 

Schéma 11. Préparation des produit finaux organoborés 12 et 13. 
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II.2. Caractérisations photophysiques des sondes dérivées de MG et MY 

Les nouveaux composés synthétisés (8, 9 et 12, 13), dérivés des structures des sondes 

Miami Green et Yellow, peuvent se comporter comme des sondes push-pull (D--A--D).   

Au vu de leur structure, ils pourraient de plus avoir des propriétés de molecular rotor. Pour 

étudier ces différentes propriétés, nous avons mesuré les longueurs d’onde absorbées et 

émises par ces sondes, dans des milieux de différentes polarités. Comme on pouvait s’y 

attendre dans le cas de sondes « push-pull l’augmentation de la polarité du solvant induit 

globalement un effet bathochrome en absorption/émission, (Tableau 5, figure S3). Le 

coefficient d’extinction molaire (ε) a été déterminé pour les quatre dérivés. Celui-ci est de 

30 000 cm-1.M-1 pour les dérivés pyrimidiques (8 et 9) et de 78 000 cm-1.M-1 pour les 

organoborés (12 et 13). Les rendements quantiques sont faibles à modestes pour les 

composés 8 et 9. Les composés 12 et 13 se comportent différemment, ils sont très émissifs 

dans les solvants apolaires mais le rendement quantique baisse graduellement avec 

l’augmentation de la polarité du solvant. L’ensemble de nos données ne sont pas favorables 

à un effet « molecular rotor » très marqué puisque les rendements quantiques les plus élevés 

ont été obtenus dans des solvants non visqueux à l’exception de BuOH.  Une donnée est 

également remarquable dans le Tableau 5, c’est le déplacement de Stokes (Δλ). Dans le cas 

des deux sondes, ces valeurs sont très élevées, notamment pour le composé pyrimidique 8 

(121nm < Δλ <172 nm). 

Tableau 5. Effet des solvants sur les caractéristiques photophysiques des sondes pyrimidique 8 et organoborée 12. 

Solvent ET(30) 
λabs

a λem
b Δλc Φ (%)d 

8 12 8 12 8 12 8 12 

MeOH 55.4 426 514 598 638 172 124 7 8 

BuOH 49.7 424 513 580 627 156 114 28 43 

CH3CN 45.6 410 528 575 644 165 116 8 4 

DMSO 45.1 426 548 573 656 147 108 22 9 

Acetone 42.2 - 523 - 627 - 104 - 12 

CH2Cl2 40.7 418 528 555 625 137 97 17 40 

EtOAc 38.1 410 511 543 601 133 90 17 55 

THF 36.2 404 516 525 601 121 85 28 85 

Toluene 33.9 - 515 - 569 - 54 - 100 

a Longueur d’onde du maximum d’absorption. b Longueur d’onde du maximum d’émission. c Déplacement de Stokes (λem-

λabs). d Φ est le rendement quantique de fluorescence. 
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Par ailleurs, lors de toutes les études photophysiques, nous avons observé que les sondes 8 

et 9 avaient un comportement similaire. Il en est de même que pour les sondes 12 et 13. 

Ceci confirme que les groupements azoture et alcyne sont bien positionnés, et ne modifient 

pas les propriétés photophysiques des sondes. Seules les propriétés photophysiques des 

sondes 8 et 12 seront ici commentées. 

Dans un deuxième temps, nous avons examiné l’effet du taux d’hydratation sur les longueurs 

d’onde absorbées et émises par les sondes 8 et 12, en fonction de différents mélanges 

THF/eau (Tableau S1). Lorsque le pourcentage d’eau augmente, la sonde pyrimidique 8 subit 

un effet bathochrome très prononcé, tant en absorption qu’en émission, ainsi qu’une 

diminution de son rendement quantique (Figure 76A). Dans le cas de la sonde organoborée 

12, on ne remarque qu’un très faible effet bathochrome mais une diminution bien plus 

marquée du rendement quantique (Figure 76B). 

 

Figure 76. A) Spectres d'absorption (gauche) et d'émission (droite) de la sonde pyrimidique 8, suite à l'augmentation du 

pourcentage d’eau dans le THF. B) Spectres d'absorption (gauche) et d'émission (droite) de la sonde organoboré 12 suite à 

l'augmentation du pourcentage d’eau dans le THF. 
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Nous avons ensuite étudié les propriétés physicochimiques de ces sondes, qui possèdent 

différentes fonctions acide et amine, en fonction du pH, dans le PBS, par addition de NaOH 

(1M) ou HCl (1M). Certaines d’entre elles n’entrent pas en jeu dans la conjugaison de la 

molécule. C’est ainsi le cas des deux amines tertiaires des motifs piperazine. Nous supposons 

alors qu’au moins une de ces deux amines est protonée (pKa = 8,3) à pH physiologique, quel 

que soit la sonde. Dans le cas de la sonde 8 (et 9), il existe deux valeurs de pKa : l’une à 4,2 

et l’autre à 9,9 (Figure S1). Le pKa à 4,2 pourrait correspondre à celui d’une amine sp2 du 

cycle pyrimidique qui, en se protonant, deviendrait fortement électroattracteur. Ceci 

générerait une bande déplacée vers le rouge (Figure 77A). Le pKa à 9,9, lui, serait associé au 

proton de l’hydroxypyrimidine ou plutôt de celui du NH de la forme tautomère 

pyrimidinone (voir la cytosine189,190,191). Les deux points isobestiques observés dans la Figure 

77A sont accord avec cette interprétation pour deux équilibres acido-basiques. Quant aux 

sondes organoborées (12 et 13), elles ne présentent pas de fonctions acide ou basique de ce 

type et donc les variations de maxima d’absorption observées par spectrométrie UV sont 

plus modestes (Figure 77B). 

 

Figure 77. Titration pH, dans le PBS, par addition de NaOH (1M) ou HCl (1M). A) de la sonde pyrimidique 8 B) de la 

sonde organoborée 12. 

Finalement, nous avons examiné la photostabilité de ces quatre sondes. Après plus de 30 

min d’irradiation au maximum d’absorption, avec une ouverture de fente 8x8, les sondes ne 

se sont que très peu dégradées (Figure S4-S5), ce qui est important dans le cadre d’une 

application en imagerie. 
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II.3. Caractérisations Photophysiques des ODNs marqués 

II.3.1. Etude de l’hybridation d’ODNs 

Nous avons incorporé les sondes 8/9 et 12/13 dans neuf séquences d’ODN fonctionnalisées 

par des groupements azoture ou alcyne, via des réactions click CuAAC. Le Tableau 6 résume 

ces neuf séquences porteuses d’une fonction alcyne ou azoture. Sept d’entre elles sont 

identiques à celles utilisées précédemment (cf. Publication 2, p.111) et deux sont nouvelles. 

Elles ont été ajoutées à notre bibliothèque d’ODNs. 

Les études faites auparavant sur la sonde Miami Green indiquent que celle-ci devrait se 

localiser dans le petit sillon de l’ADN. Deux autres séquences « click » ont alors été choisies 

pour orienter la sonde vers ce sillon : la SGCA et la TST. Dans celles-ci, un court lien alcyne 

se situe en position 2’ du sucre d’un nucléoside U. Dans ces deux séquences, ce nucléoside 

est positionné soit à l’extrémité 5’, soit au milieu de l’ODN.  

Les réactions « click » de ces 9 séquences avec nos dérivés de Miami (8, 9, 12, 13) a conduit 

à 18 simples brins d’ODNs marqués (Tableau 6). 

Les séquences ODN « azoture » ont été couplées avec les sondes alcyne 9 et 13 et les 

séquences ODN « alcyne » avec les sondes azoture 8 et 12. La purification ainsi que les 

caractérisations structurales des 18 ODNss marqués ont été réalisées suivant les mêmes 

protocoles que décrit précédemment (Tableau S3-S5, Figure S7-S8).  
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Tableau 6. Description des séquences d'ODNs fonctionnalisés utilisées pour les réactions CuAAC avec les dérivés de Miami. 

Séquences Noms Lien de CuAAC 

5´-YGCA AAA TTT AAA ACG-3´ YGCA 

 

5´-GCA AAA TXT AAA ACG-3´ TXT 

 
5´-GCA AAA AAA AXA AAA AAA ACG-3´ AXA 

5´-GCA AAA TXsT AAA ACG-3´ TXsT 

 

5´-VGCA AAA TTT AAA ACG-3´ VGCA 

 

5´-GCA AAA TWT AAA ACG-3´ TWT 

 5´-GCA AAA AAA AWA AAA AAA ACG-3´ AWA 

5´-SGCA AAA TTT AAA ACG-3´ SGCA 

 

5´-GCA AAA TST AAA ACG-3´ TST 

 

 

Les 18 ODNss marqués ont tout d’abord été caractérisés photophysiquement, puis sur les 

duplexes obtenus après hybridation avec des ODN complémentaires. 

Tous les spectres d’absorption et d’émission des simples et doubles brins sont disponibles 

dans la partie expérimentale (Figure S9-S12, Figure 78). 
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Figure 78. Représentation des spectres d'absorption et d'émission des ODN marqués par la sonde 8/9 ou 12/13. 

Les tableaux 7 et 8 rassemblent les données relatives à certaines séquences simple-brins 

marquées, contenant un lien azoture (Tableau 7) ou alcyne (Tableau 8). 

Tableau 7. Etude spectroscopique, dans le PBS, des ODNs marqués par un lien azoture et des duplexes après hybridation 

avec le brin complémentaire dans le PBS.  

Séquences 
λabs (nm)a λem (nm)b Φ (%)c Brillance (L.mol−1.cm−1)d 

9 13 9 13 9 13 9 13 

YGCA 431 527 589 646 8 7 2,400 5,460 

YGCA·CGT 458 542 597 650 35 14 10,500 11,000 

TXT 420 529 591 642 7 11 2,100 5,500 

TXT·AAA 447 544 602 652 31 16 9,300 12,500 

AXA 424 528 594 652 6 7 1,800 4,700 

AXA·TTT 445 539 596 651 30 15 9,000 11,700 

TXsT / 530 / 640 / 12 / 9,400 

TXsT·AAA / 538 / 647 / 14 / 11,000 

a Longueur d’onde du maximum d’absorption. b Longueur d’onde du maximum d’émission. c Rendement quantique 

déterminé en utilisant le Nile Blue dans EtOH (Φ = 0,27) comme référence. d Brillance calculée au maximum d’absorption 

selon la relation :  x Φ. 
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Tableau 8. Etude spectroscopique, dans le PBS, des ODNs marqués par un lien alcyne et des duplexes après hybridation 

avec le brin complémentaire dans le PBS. 

Séquences 
λabs (nm)a λem(nm)b Φ (%)c Brillance (L.mol−1.cm−1)d 

8 12 8 12 8 12 8 12 

VGCA 425 530 591 646 5 5 1,500 3,900 

VGCA·CGT 437 542 595 653 11 8 3,300 6,200 

TWT 421 528 593 650 4 5 1,200 3,900 

TWT·AAA 450 543 596 652 13 9 3,900 7,000 

AWA 422 524 597 651 4 4 1,200 3,100 

AWA·TTT 455 544 600 656 22 13 6,600 10,100 

SGCA 422 530 589 646 5 5 1,500 3,900 

SGCA·CGT 418 540 596 652 8 5.5 2,400 4,300 

TST 416 530 594 651 4 4 1,200 3,100 

TST·AAA 464 551 595 656 7 6 2,100 4,700 

a Longueur d’onde du maximum d’absorption. b Longueur d’onde du maximum d’émission. c Rendement quantique 

déterminé en utilisant le Nile Blue dans EtOH (Φ = 0,27) comme référence. d Brillance calculée au maximum d’absorption 

selon la relation :  x Φ. 

Au travers de ces deux tableaux, on remarque que les sondes pyrimidiques (8 et 9) 

interagissent très fortement avec l’ODN complémentaire lors de son hybridation. En effet, 

pour la quasi-totalité des séquences, on observe une augmentation significative du 

rendement quantique et du déplacement bathochrome en absorption (12 < Δλabs < 48 nm) et 

en émission (1 < Δλem < 11 nm). Le Δλabs le plus large a été obtenu avec TST après hybridation. 

Cette différence est particulièrement importante. Le déplacement vers le rouge du 

maximum d’absorption a également été observé pour les sondes organoborées (12 et 13), 

mais dans une moindre mesure. 

Grâce à ces mesures, nous avons pu déterminer le facteur d’amplification de fluorescence 

observée lors de l’hybridation, ce facteur étant défini comme le rapport de l’intensité de 

fluorescence du double brin sur celle du simple brin. L’intensité de fluorescence est 

dépendante de la longueur d’onde d’excitation du fluorophore. Plus cette longueur d’onde 

est proche du maximum d’absorption, plus cette intensité sera élevée. Dans notre cas, la 

longueur d’onde du maximum d’absorption du simple-brin est différente de celle du double 

brin. Il est alors possible de faire varier le rapport d’intensité de fluorescence grâce à un 
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changement de la longueur d’onde d’excitation. De la même manière, il est possible de faire 

varier le rapport de brillance. En effet, le coefficient d’extinction molaire d’une sonde est 

dépendant de la longueur d’onde, contrairement à son rendement quantique.  

En conséquence, nous avons effectué un screening des longueurs d’ondes d’excitation pour 

chaque simple et double brin. Ceci nous a permis de déterminer le meilleur facteur 

d’amplification de fluorescence et de brillance (Tableau 9). Dans le cas des sondes 

pyrimidiques 8 et 9, la longueur d’excitation optimale est de 510 nm. Dans le cas des sondes 

organoborées 12 et 13, cette longueur d’onde est de 590 nm. 

Tableau 9. Effet de l'hybridation sur la brillance, le rapport d'absorption et l'amplification de fluorescence pour deux 

longueurs d'onde d'excitation. 

Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

YGCA YGCA·CGT Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d 
Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

9 
430 1 934 5 099 0,8 5,4 

510 39 1 275 13,5 15 

13 
540 4 958 10 830 1,1 3,4 

590 1 329 5 252 1,9 6 

 

Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

TXT TXT·AAA Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

9 
420 1 517 7 000 0,8 6 

510 152 3080 4,3 12 

13 
540 7 605 12 699 1,1 2,4 

590 1 960 6 603 2,2 4 

 

Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

AXA AXA·TTT Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

9 
430 1417 7529 1 7 

510 64 1506 4,4 15 

13 
540 4676 12869 1,1 3 

590 1182 5315 1,6 5 
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Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

TXsT TXsT·AAA Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

13 
540 8 704 10 817 1 1,2 

590 2 423 4 435 1,4 2 

 

Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

VGCA VGCA·CGT Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

8 
430 1 168 2 555 0,9 3,3 

510 117 613 2,2 8 

12 
540 3 278 5 734 1 2,4 

590 946 2 752 1,7 4 

 

Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

TWT TWT·AAA Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

8 
420 902 2 637 0,75 4,4 

510 72 745 2,8 13 

12 
530 3 471 6 383 1 2 

590 902 3 258 1,9 3 

 

Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

AWA AWA·TTT Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

8 
420 745 4 456 0,9 12 

510 30 1 671 8 30 

12 
520 2 802 9 292 1 5 

610 196 2 121 3,3 10 

 

Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

SGCA SGCA·CGT Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

8 
420 1 200 5 570 1 1.6 

510 228 1 671 1 4 

12 
530 3 779 4 079 1 1.2 

590 1 096 1 665 1.4 2 
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Sonde sur la 

séquence 

λEx 

(nm)a 

TST TST·AAA Rapport 

d’absorbance c 

Amplification de 

Fluorescence d Brillance (L.mol-1.cm-1) b 

8 
420 923 2 607 0,8 3 

510 52 1 932 11 9,5 

12 
530 2 894 3 921 0,8 2,4 

590 897 2 483 1,8 5 

a Determination de la longueur d’onde optimale. b Calcul de la brillance : absorptivité à la longueur d’onde d’excitation * 

Rendement Quantique. c Calculée par : Absorbance du double brin / Absorbance du simple brin. d Calculée par : Intensité 

du double brin / Intensité du simple brin 

Grâce à l’effet bathochrome observé en absorption lors de l’hybridation, des amplifications 

remarquables ont été obtenues. Le meilleur résultat se retrouve pour la séquence AWA, 

marquée par la sonde pyrimidique 8. Avec un déplacement vers le rouge de 33 nm en 

absorption, un facteur allant jusqu’à 30 est obtenu en fluorescence (Figure 79A). Mais l’effet 

bathochrome le plus spectaculaire est celui observé avec la séquence TST (Tableau 8), 

marquée par la sonde 8. Dans ce cas-ci, une valeur de 48 nm permet, à elle seule, 

l’amplification du signal de fluorescence de presque 10 (Figure 79B).  

 

Figure 79. Spectres d’absorption (gauche) et d’émission (droite) du simple et double brin marqué par 8 sur la séquence A) 

AWA B) TST, avec λEx = 510nm. 
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Dans le cas des sondes organoborées, c’est également la séquence AWA qui permet d’obtenir 

la plus grande amplification, d’un facteur 10. Ce facteur, plus faible que dans le cas des 

sondes pyrimidiques, reste néanmoins satisfaisant pour une sonde présentant ce 

déplacement de Stokes et émettant dans ces longueurs d’ondes (Figure 80). Dans la 

littérature, les sondes fluorogéniques utilisées pour le marquage covalent des AN possèdent 

des longueurs d’onde d’émission maximum d’environ 550 nm37.  

 

Figure 80. Spectres d’absorption (gauche) et d’émission (droite) du simple et double brin marqué par 12 sur la séquence 

AWA, avec λEx = 610nm. 

Au vu de tous ces résultats, on constate que le facteur d’amplification est augmenté lorsque 

la séquence marquée est composée d’Adénine ou lorsque la sonde à la possibilité d’être 

proche de ces dernières. Au sein de notre équipe, des observations similaires avaient déjà 

été faites lors d’études précédentes réalisées avec d’autres fluorophores. Pourquoi cette 

particularité ? Il est connu que les simples brins poly A ont tendance à se structurer en hélice 

dû à l’empilement des bases puriques A. Cette structuration particulière pourrait favoriser  

l’expulsion de la sonde du simple brin structuré et l’exposer plus au solvant46,50. A l’inverse 

la formation du duplexe riche en paires AT serait plus accommodant qu’un duplexe 

comportant des paires GC, qui est plus stable, et serait ainsi plus favorable à l’intercalation 

de la sonde. Ceci aurait pour conséquence d’éteindre la fluorescence du simple brin et 

produire une amplification accrue du signal de fluorescence lors de l’hybridation. Cette 

interprétation pourrait s’appliquer au dérivé de la Miami Yellow (noyau organoboré) pour 

lequel l’intercalation dans le duplexe est privilégié. Une autre possibilité pourrait être le 

résultat d’une liaison plus favorable au petit sillon du fluorophore dérivé de la Miami green 

comme c’est le cas des colorants DAPI et Hoechst pour les duplexes riches en paires AT174,69. 
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Cette dernière explication est cependant difficilement envisageable pour W pour lequel le 

fluorophore substitue une base nucléique et donc est forcé à s’intercaler. Elle est également 

peu probable pour les séquences avec la sonde liée à un bras espaceur court comme S 

sensibles à l’hybridation. Par analogie avec le pyrène192 couplé par un bras court (un 

méthylène) à de l’uridine ou de l’adénosine, l’intercalation dans de l’ADNds du dérivé de la 

Miami Green nous semble le mode de liaison privilégié. 

II.3.2. Etude sur une cible ARN 

i. L’ARNm Oskar 

Décrite de nombreuses fois dans la littérature, l’imagerie de l’ARNm Oskar, dans un 

contexte cellulaire (cellule œuf de la drosophile), a été utilisée comme preuve de concept 

lors de l’élaboration de nouveaux systèmes fluorescents. Ainsi, en 2003, Bratu et al. ont 

utilisé ce système pour valider  l’utilisation d’un double molecular beacon, composé de deux 

sondes doublement marquées193. Le groupe d’Oliver Seitz a également plusieurs fois ciblé 

cet ARN, pour valider ses travaux sur les sondes d’hybridation fluorogéniques (sondes 

FIT)118. 

Au cours des précédents travaux réalisés dans l’équipe, une collaboration a été établie avec 

l’équipe dirigée par le Dr. Florence Besse, de l’Institut de Biologie Valrose à Nice. Cette 

collaboration a permis de valider le principe du DRET pour imager l’ARNm oskar 194,46 

(Figure 81).  

 

Figure 81. Image de la cible ARNm oskar dans la cellule œuf de la drosophile résultant de l'empilement de coupes 

confocales en utilisant des sondes binaires d’hybridation reposant sur un système DRET. 
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Nous avons donc entrepris de tester ce système pour évaluer nos sondes Miami via l’étude 

de l’hybridation de l’ARNm oskar avec des séquences complémentaires marquées, d’abord 

in vitro puis dans un contexte cellulaire. 

ii. Etudes in-vitro 

La séquence cible ARNm oskar est composée de 2916 nucléotides. Pour les études 

in-vitro, il est donc nécessaire de choisir une portion plus courte de cette séquence. Dans 

notre cas, nous avons utilisé comme cible la séquence d’ARN appelée Oskar, constituée de 

53 nucléotides (Tableau 10), déjà choisie lors de l’étude faite précédemment dans l’équipe.  

D’un autre côté, nous avons élaboré quatre séquences d’ADN, fonctionnalisées par un 

groupement azoture ou alcyne, contenant 24 résidus, complémentaires de l’extrémité 3’-de 

l’ARN Oskar. Ces séquences sont plus courtes que la cible, mimant ainsi l’interaction 

recherchée in-vivo. Nous avons choisi d’utiliser de l’ADN et non pas de l’ARN, du fait de la 

plus grande simplicité d’obtenir des ADN modifiés. Les duplexes formés seront donc de type 

ADN:ARN195. Ceux-ci sont majoritairement de conformation A, mais possèdent tout de 

même des paramètres structuraux différents d’un duplexe ARN:ARN. 

Les positions de marquage sur l’ODN différent suivant les cas (Tableau 10 et Figure 82). 

Compte tenu des résultats précédents (cf. p.170-171), nous avons placé les résidus « click » 

dans les zones les plus riches en A de la séquence devant être « clickée ». 

 

Figure 82. Séquences ARN Oskar, cADN Oskar et brins complémentaires marquées avec la sonde de la section visée de 

Oskar. 
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Afin d’évaluer si les dérivés de Miami sont des sondes préférentielles à une hybridation en 

conformation B (ADN:ADN) ou A (ARN:ARN, ARN:ADN), la séquence ARN Oskar (Oskar) 

a été commandée dans sa version ADN complémentaire (cDNA Oskar : OskarDNA).    Pour 

rappel les sondes Miami pourraient interagir soit par liaison au petit sillon de l’ADN-B soit 

par intercalation185. 

Tableau 10. Description des séquences utilisés pour l'analyse in-vitro. 

Séquences Noms Lien de CuAAC 

5´-UAC CAG CAC CAA UAC UUC CGC CAA 

AAC CUA UUA UCU UAA GUC CGU GAA AAA 

GC-3’ 

Oskar Aucun 

5´-TAC CAG CAC CAA TAC TTC CGC CAA 

AAC CTA TTA TCT TAA GTC CGT GAA AAA 

GC-3’ 

OskarDNA Aucun 

5´-YGCT TTT TCA CGG ACT TAA GAT AA-3’ YGCT 

 

5’-GCT TTT TCA CGG ACT TAA GAT AAR-3’ AAR 

 

5´-GCT TTT TCA CGG ACT TAA GAX AA-3´ GAX 

 

5’-GCT TTT TCA CGG ACT TAA WAT AA-3’ WAT 

 

 

Les résultats de l’analyse photophysique des simples et doubles brins, sont résumés dans les 

deux tableaux suivants (Tableau 11, Tableau 12). Dans le premier, on retrouve les résultats 

obtenus avec les sondes pyrimidiques et dans le second, avec les sondes organoborées. 
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Tableau 11. Comparaison des études spectroscopiques concernant les simples-brins et les duplexes ARN:ADN et 

ADN:ADN, marqués par les sondes 8 et 9. 

Séquences 
λAbs 

a λEm 
b Φ (%) c 

Amplification de 

fluorescence d 

ARN ADN ARN ADN ARN ADN ARN ADN 

YGCT 433 435 585 585 18 17 
1.3 3.0  

YGCT·CGA 431 443  582 600  23 37  

AAR 433 433 585 585 25 20 
1.2 3.7  

AAR·TT 431 442  585 590  23 59  

GAX 431 431 581 583 22 19 
1.5 1.7 

GAX·CTA 431 432 585 587 26 25 

WAT 434 436 585 583 10 7 
0.9 3.8  

WAT·CTA 432 444  585 596  9 20  

a Longueur d’onde du maximum d’absorption. b Longueur d’onde du maximum d’émission. c Rendement quantique 

déterminé en utilisant le Nile Blue dans EtOH (Φ = 0,27) comme référence196,197. d Calculée par : Intensité du double-brin 

/ Intensité du simple-brin. Les flèches montrent une augmentation ou diminution des valeurs en comparaison à la cible 

en ARN. 

Tableau 12. Comparaison des études spectroscopiques concernant les simples-brins et les duplexes ARN:ADN et 

ADN:ADN marqués par les sondes 12 et 13. 

Séquences 

λabs 
a λem 

b Φ (%) c 
Amplification de 

fluorescence d 

ARN ADN ARN ADN ARN ADN ARN ADN 

YGCT 528 530 640 640 16 15 
0.9 1.7  

YGCT·CGA 523 542  638 653  14 21  

AAR 527 527 642 642 20 18 
1.3 2.0  

AAR·TT 525 536  642 652  19 29  

GAX 530 530 639 639 26 24 
1.1 1.2 

GAX·CTA 528 531 640 644 25 28 

WAT 530 532 641 639 15 12 
0.8 1.4  

WAT·CTA 526 540  642 655  12 14  

a Longueur d’onde du maximum d’absorption. b Longueur d’onde du maximum d’émission. c Rendement quantique 

déterminé en utilisant le Nile Blue dans EtOH (Φ = 0,27) comme référence196,197. d Calculée par : Intensité du double-brin 

/ Intensité du simple-brin. Les flèches montrent une augmentation ou diminution des valeurs en comparaison à la cible 

en ARN. 

Les résultats obtenus avec l’ARN Oskar ne démontrent qu’une très faible modification des 

propriétés photophysiques lors de l’hybridation, et aucune amplification de fluorescence 

significative n’est observée (Figure S14-S17). 
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A contrario, l’hybridation à la version cADN d’Oskar (OskarDNA) conduit à une 

modification des propriétés photophysiques (effet bathochrome) ainsi qu’une amplification 

du signal de fluorescence. La conformation adoptée par le double brin semble donc avoir un 

rôle significatif au niveau de l’interaction de la sonde avec l’acide nucléique. 

De plus, si l’on compare les résultats obtenus lors de l’étude d’hybridation précédente (cf. 

p.164) avec ceux-ci, on remarque que les facteurs d’amplification sont moindres lorsque la 

cible est l’ARN-oskar ou l’ADN-oskar. L’hypothèse la plus probable est reliée à la 

constitution des séquences ODNs. Dans la partie précédente, le choix des séquences d’ODNs 

a été guidé pour optimiser la réponse spectrale lors de l’hybridation. On sait par exemple 

que les marqueurs (8, 9, 12, 13) sont préférentiellement fluorescents lors de l’hybridation 

de séquences riches en bases AT (ex : séquence TXT). De même, la proximité de multiples 

bases A autour de la sonde permet d’obtenir un signal faible du simple brin et un effet 

bathochrome important (ex : séquence AWA). Ces critères ne sont pas tous présents dans 

les séquences de l’ARNm et ADN-oskar que nous avons choisies pour cibles. Il pourrait donc 

être possible, en considérant la totalité de l’ARNm Oskar (2916 résidus), de trouver une 

autre séquence cible plus adaptée à une étude d’hybridation fluorogénique. 
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Mes travaux de thèse se sont articulés autour de la synthèse et de la caractérisation 

de nouveaux fluorophores pour le marquage spécifique des acides nucléiques. D’un point de 

vue global, la stratégie consistait à greffer sur le simple brin d’ADN des colorants peu 

fluorescents capables d’accroitre drastiquement leur fluorescence en réponse à un 

changement environnemental induit par l’hybridation de la sonde sur son brin 

complémentaire. En jouant sur divers paramètres physico-chimiques tels que la viscosité, le 

taux d’hydratation ou l’encombrement stérique, plusieurs sondes, aptes à signaler la 

reconnaissance de leur brin complémentaire par une réponse fluorogénique, ont été 

développées.  

Pour conclure ce manuscrit, je vous propose un bref historique de mes 3 années de thèse 

afin de reprendre chronologiquement les étapes clés qui ont permis d’aboutir à la conception 

de sondes fluorogéniques performantes. 

 

Figure 83 : Chronologie du développement des sondes au cours de la thèse. 

A partir des dérivés de méthoxychromones alcyne AlMF, AlMF-, AlMF+- et azoture AzMF 

et AzMF+, un travail de méthodologie de synthèse a permis de concevoir un procédé post-

synthétique universel de greffage covalent d’un colorant sur un oligonucléotide. La réaction 

de CuAAC réalisée dans des conditions permettant la solubilité de l’ODN ainsi que celle de 

la sonde (mélange eau/DMSO) en présence d’ascorbate de sodium (réducteur) avec le BTTES 

pour ligand du cuivre a été développée pour concevoir les premières sondes 

oligonucléotides. En bénéficiant des avantages intrinsèques à un procédé de synthèse post-

synthétique des sondes oligonucléotides comme la réduction du nombre d’étapes de 

synthèse des fluorophores, la possibilité de lier ces derniers sur des liens de nature chimique 

et de taille différente, les dérivés méthoxychromones ont été incorporés au sein de 

nombreuses sondes oligonucléotides. Ces dernières se sont avérées intéressantes notamment 

en raison de leurs bonnes photostabilités et de leurs capacités à détecter des séquences 

d’ADN riches en paires AT avec des facteurs d’amplification supérieurs à la dizaine aux 
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alentours de 540 nm, lorsque le fluorophore était incorporé en position interne. Ces études 

ont d’ailleurs également permis de discriminer les positions de marquage post-synthétique 

puisque l’introduction de ces colorants en position 5’ a abouti, à la suite de l’hybridation sur 

les mêmes cibles, à des amplifications de fluorescence par un facteur 2. Cette différence 

s’explique principalement par la capacité de ces fluorophores, sensibles au taux 

d’hydratation, à se réfugier dans un environnement moins hydraté à la suite de l’hybridation 

plus facilement en position interne qu’en position externe. Aucune généralité n’a pu être 

conclue au regard de la longueur du lien utilisé. Par exemple, l’utilisation d’un lien court 

(Alcyne directement sur le nucléoside) s’est révélé adéquat pour la AzMF (Facteur ≈ 5 avec 

la séquence AWA) alors qu’un lien long a été nécessaire pour révéler le potentiel de AlMF 

(Facteur 13 avec la séquence TXT).  

Le point important de cette première partie concerne la simplicité et de la robustesse de 

cette réaction « click », dont les rendements de couplage sont élevés (conversion comprise 

entre 60 et 95%), qui a ainsi permis d’envisager sereinement la synthèse des futures sondes 

oligonucléotides. Malencontreusement, le contraste entre les états hybridés et non hybridés 

des méthoxychromones a été globalement faible, notamment en raison de rendements 

quantiques trop importants dans le simple brin. Les objectifs se sont alors recentrés sur le 

développement de colorants présentant une grande sensibilité à la contrainte stérique 

(molecular rotor). En utilisant ce type de fluorophore, une fluorescence très faible était 

attendue lorsque la sonde n’est pas restreinte, comme cela peut-être le cas dans un ADN 

simple brin. La sonde 6-EMT a permis d’engendrer des facteurs d’amplification similaires 

aux sondes de première génération (≈ 10). Cette amplification étant vraisemblablement due 

à la rotation du groupement donneur thiophène instaurant la planéité du système π. 

D’autres sondes, dérivées de Malachite green, possédant des domaines d’émission plus 

décalées vers le rouge ont également été synthétisées. Les résultats des expériences 

d’hybridation se sont révélés moins bon. En effet, la fluorescence infime observée sous la 

forme simple brin a été impossible à exacerber. Il a alors été envisagé de réaliser des 

expériences de DRET en présence de l’accepteur Cy5 afin de raviver la fluorescence de ce 

molecular rotor. On remarque que le DRET fonctionne mais seulement dans une moindre 
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mesure et ne permet pas de palier à la fluorescence résiduelle provenant de la cross-

excitation de Cy5. Des méthodes annexes telles que l’utilisation de G-quadruplex ou de 

protéines n’ont également pas permis d’obtenir des amplifications de fluorescence 

convenables.  

En réalisant un bilan de ces expériences, il est possible d’entrevoir un fort potentiel pour un 

fluorophore combinant de façon synergique le caractère molecular rotor afin de neutraliser 

la fluorescence du simple brin et le caractère push-pull afin de faciliter le turn-on sur la 

cible.  

Le développement des dérivés « push-pull molecular rotor » de la Miami Green a alors été 

entrepris. Un premier dérivé au noyau pyrimidique et le second organoboré. Au regard de 

leurs structures, il est possible d’apercevoir la présence d’un système Push-Pull formé entre 

le groupement donneur pipérazine (commun aux deux) et le groupement électro-attracteur 

pyrimidique / organoboré ainsi que de nombreux axes de rotations autour des liaisons sigma. 

L’étude de leurs propriétés photophysiques montre leurs parfaites adéquations avec le projet 

de recherche grâce à des longueurs d’ondes d’absorption (λabs(8/9) ≈ 450 nm, λabs(12/13) ≈ 530nm) 

et d’émission (λem(8/9) ≈ 600 nm, λem(12/13) ≈ 660 nm) nettement dans le rouge, des déplacements 

de Stokes bien supérieurs à 100 nm et des possibilités d’incrémentation de fluorescence 

remarquables. Comme énoncé dans la littérature, il a été observé que ces deux sondes 

interagissent avec l’ADN par des mécanismes différents en fonction de leur noyau, 

expliquant ainsi les résultats singuliers entre les multiples séquences marquées. Les dérivés 

pyrimidiques 8 & 9 ont interagit préférentiellement avec le petit sillon de l’ADN et les 

composés organoboré 12 & 13 comme intercalants entre les plateaux de bases du duplexe. 

Les études d’hybridation ont fait éclore des résultats très intéressants avec des amplifications 

de fluorescence supérieures à 30. 

Au bénéfice de propriétés spectrales d’absorption et d’émission de fluorescence déplacées 

vers le rouge, la pertinence des colorants (Miami) incorporés a été accentuée en réduisant 

considérablement leurs interférences avec les propriétés spectrales du matériel biologique 

présent au sein de la cellule. Tout en conservant des brillances considérables, un filtre 

supplémentaire a été apporté en leur conférant des déplacements de Stokes importants. Il 
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devient alors envisageable de prochainement franchir une étape supplémentaire en réalisant 

des expériences de DNA PAINT afin d’évaluer leur potentiel pour de la microscopie super-

résolutive. Il est à noter qu’un contexte propice, dans lequel le colorant est entouré de 

sandwichs d’adénosines, a permis de révéler le potentiel de la majorité des fluorophores 

synthétisés. Il sera alors judicieux d’utiliser ces constructions afin d’évaluer les performances 

des sondes à l’échelle de la molécule unique.  

D’autre part, tout au long des études menées, la structure des acides nucléiques a été 

modifiée afin de réaliser les réactions de CuAAC. En fonction des modifications effectuées 

i.e. nucléoside 2’ alcyne, Thymine azoture, etc… des résultats très différents ont pu être 

observés. Il serait donc pertinent à l’avenir d’engager de nouvelles modifications du 

squelette afin d’améliorer la performance des sondes. Le chapitre introductif faisait mention 

des structures à chaine ouverte de type PNA sérinol et des sucres contraints (LNA) en 

évoquant leurs impacts respectifs sur les propriétés des sondes. Au regard des travaux 

effectués par l’équipe d’O. Seitz, l’utilisation de ces structures a permis d’amplifier 

considérablement la fluorescence à l’hybridation de ses sondes lors de la formation du 

duplexe. Pour compléter ce projet, il serait donc très intéressant de réaliser la synthèse de 

ces structures (LNA et PNA) marquées par nos différents colorants afin d’étudier les 

propriétés photophysiques de ces nouvelles sondes et espérer démultiplier leurs capacités 

de détection des acides nucléiques.  

 

Figure 84 : Résumé des propriétés principales des sondes envers les objectifs du projet pour des applications futures. 
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Chapitre 5 : Partie 

expérimentale 
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IV. Malachite Green 
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 Les publications suivantes, exposées dans cette partie annexes, sont des projets 

auxquels j’ai participé en dehors de mon sujet principal de thèse. 

Publication 4 

Publication réalisée en partenariat avec l’équipe du Dr. I. K. Kostakis de l’Université 

d’Athènes. 

 

Dans celle-ci, nous décrivons la synthèse et l’analyse photophysique d’un dérivé de 

xanthène. Ce dernier, au contact d’une amine primaire uniquement se dérivatise en un 

composé fluorescent. Dans cet article publié dans Dyes and Pigments en 2021 nous 

décrivons le degré de sensibilité de ce réactif spécifique sur de multiples amines. 

 

 

 

 

  



276 

 

 

  



277 

 

  



278 

  



279 

  



280 

  



281 

  



282 

  



283 

  



284 

  



285 



286 

  



287 

  



288 

  



289 

  



290 

  



291 

Publication 5  

 

Dans cet article publié dans Nucleic Acids Research en 2021, nous décrivons le 

fonctionnement ainsi que l’application d’un nouveau système fluorogénique, le DRET 

intramoléculaire, en comparaison de l’incontournable système FRET. Cet article a servi de 

fondement pour l’écriture de la partie introductive du DRET dans le Chapitre 1 : II.2.4.  
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Publication 6 

 

Cette publication décrit l’utilisation et le fonctionnement d’un mécanisme de PET 

intermoléculaire sur des analogues de bases nucléique fluorescente pour permettre le 

développement de senseur du double brin d’ADN.  
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