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ATP Adénosine Tri-Phosphate
BAPTA 1,2-Bis(2-AminoPhenoxy)ethane-N, N, N',N'-Tetraacetic Acid
BODIPY DIPYrromethene BOron Difluoride

Bu Butyle

CCM Chromatographie sur Couche Mince
CHEMFET Chemically Modified Field Effect Transistor
DFT Density Functional Theory

DIBAL-H  Hydrure de diisobutylaluminium

DMF N,N’-diméthylformamide

DMSO diméthylsulfoxyde

E-AAS Electrothermal Atomic Absorption Spectroscopy
ENH Electrode Normale a Hydrogeéne

EPPS N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(3-propanesulfonic acid)
éq. Equivalent

ESI ElectroSpray lonization

F-AAS Flame Atomic Absorption Spectroscopy

GF-AAS Graphite Furnace Atomic Absorption Spectroscopy
GP Groupe partant

HMPA Hexaméthylphosphoramide
HSAB Hard and Soft Acids and Bases

IC Internal Conversion

ICP Inductively Coupled Plasma

ISC InterSystem Crossing

ISE Ion Selective Electrode

M Masse molaire

MES 2-morpholinoethanesulfonic acid
MOPS 3-morpholinopropanesulfonic acid
Ms Mésyle

OMS Organisation Mondiale de la Santé
ppm Parties par Million

PCT Photoinduced Charge Transfer
PDMBI 2-phenyl-N,N'-dimethylbenzimidazoline
PET Photoinduced Electron Transfer
PVC Poly Vinyl Chloride

Ry Rapport frontal

RMN Résonance Magnétique Nucléaire
SLM Supported Liquid Membrane

SM Spectroscopie de Masse

TA Température ambiante

THF Tétrahydrofurane

Ts Tosyle

uv Ultraviolet
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Introduction générale

Face aux besoins énergétiques croissants du monde moderne, a la raréfaction des ressources en
pétrole et gaz naturel et leur responsabilité sur le réchauffement climatique, le choix de I’énergie
nucléaire devient de plus en plus pertinent. Cependant, ce choix technologique s’accompagne de
nombreux risques environnementaux qui doivent étre pris en compte, étudiés et maitrisés. En
particulier, I’acceptation sociale de I’énergie nucléaire et son utilisation future reposent sur une
transparence totale et la capacité des scientifiques a répondre aux interrogations du public, des
industriels et des responsables de santé publique quant a I’impact des activités nucléaires sur
I’homme et son environnement.
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Figure 1. Eléments d’intérét (en noir) pour le programme Toxicologie Nucléaire Environnementale et
éléments étudiés dans le cadre de cette these (cercles rouges).

Ainsi, I’impact environnemental des différents composés chimiques utilisés ou générés dans
le secteur nucléaire doit étre évalué¢ et mesuré, notamment en ce qui concerne certains cations
métalliques ou substances radioactives. C’est a cette exigence que le programme Toxicologie
Nucléaire Environnementale® entend répondre. En regroupant autour d’une méme thématique
physiciens, chimistes et biologistes issus de différents organismes de recherche francais (CEA,
CNRS, Inserm, Inra), ce programme a permis 1’émergence d’'une communauté scientifique nouvelle
dont I’intérét commun est 1’étude toxicologique de certains métaux lourds ou radionucléides. Il est
en effet essentiel de comprendre les mécanismes d’action de ces toxiques pour 1’homme et son
environnement ainsi que les mécanismes de détoxication. La comparaison des réponses et des
stratégies mises en place par différents organismes de la chaine trophique, des bactéries a I’homme

* Site internet du programme Toxicologie Nucléaire Environnementale : www.toxnuc-e.org
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en incluant les végétaux, doit apporter de nouvelles bases pour la compréhension des processus liés
aux intoxications et aux effets de faibles doses sur le vivant, mais aussi pour concevoir des bio-
senseurs. Des applications en terme de procédés de dépollution des sols et de traitements
d’éventuelles contaminations sont également a I’ordre du jour. Au total, 12 éléments cibles ont donc
été définis au sein du programme : tritium, cobalt, nickel, cuivre, zinc, sélénium, cadmium, iode,
césium, plomb, uranium et plutonium (cf. Figure 1). Tous sont potentiellement toxiques soit
chimiquement, soit possedent des isotopes radioactifs.

Les études réalisées pour évaluer I’impact de ces différents toxiques nécessitent des outils
capables de mesurer localement de faibles concentrations en toxiques et de fournir des informations
quant a la répartition de ces toxiques dans différents organismes cellulaires. Cependant, les
méthodes analytiques satisfaisant a ces exigences n’existent pas toujours et de nouvelles méthodes
analytiques performantes et faciles a mettre en ceuvre doivent étre développées. L’utilisation de la
spectroscopie de fluorescence et I’introduction d’un senseur fluorescent organique dans le milieu
d’étude constituent alors un choix pertinent en terme de sensibilité, de sélectivité, de colt et
bénéficient de la bonne résolution spatiale des techniques d’imagerie de fluorescence. Le processus
général d’élaboration de tels senseurs fluorescents peut se résumer en trois étapes successives :

e concevoir : faisant appel a la chimie supramoléculaire et a la chimie de coordination, cette
démarche d’ingénierie moléculaire a pour but I’optimisation des interactions entre le cation cible et
un senseur fluorescent organique. Les contraintes de sélectivité et de sensibilité¢ dans le milieu
d’étude et la faisabilité en terme de synthése doivent étre pris en compte.

o synthétiser les senseurs fluorescents.

e étudier leurs propriétés physicochimiques et photophysiques dans un premier temps dans
des milieux modeles puis envisager leur utilisation dans des milieux réels.

Cette démarche a été adoptée pour trois cations cibles dans le cadre du projet Chélation
Biologique du programme Toxicologie Nucléaire Environnementale : le plomb (Pb*"), le cadmium
(Cd*) et le césium (Cs). La structure du manuscrit est par conséquent divisée en quatre grandes
parties : une premiere partie introductive puis chaque métal étudié fait I’objet d’un chapitre.

Dans le premier chapitre, les propriétés toxicologiques et physicochimiques de chacun des
trois cations cibles et les raisons pour lesquelles ils sont étudiés sont rappelées. La notion de
fluoroionophore en tant que senseur fluorescent sélectif pour la détection de cation est alors
introduite et les facteurs rentrant en compte dans la démarche d’ingénierie moléculaire liée a leur
conception sont explicités. Enfin, un tour d’horizon des phénomenes photophysiques mis a profit
pour la détection de cations métalliques par fluorescence est réalisé.

Le second chapitre est quant a lui consacré a 1I’étude de fluoroionophores pour la détection
sélective du plomb. Une étude bibliographique des fluoroionophores actuellement décrits dans la
littérature est réalisée puis 'utilisation de senseurs fluorescents multichromophoriques de type
calix[4]aréne est envisagée. Pour I’un de ces composés qui avait été préalablement synthétisé et
étudié au laboratoire en milieu organo-aqueux, les résultats obtenus dans un milieu compatible avec
la biologie cellulaire sont présentés. Les potentialités offertes par les nouveaux calix[4]arenes
synthétisés sont également examinées.
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Le troisitme chapitre regroupe une grande part du travail accompli et concerne la
conception, la synthese et 1’étude de nouveaux senseurs fluorescents sélectifs du cadmium. Alors
que la toxicité de ce métal est avérée, seuls quelques exemples peu satisfaisants de senseurs
fluorescents peuvent étre mentionnés. Afin d’expliquer la démarche d’ingénierie moléculaire
adoptée, un recensement des différents ionophores sélectifs du cadmium de la littérature est effectué
et différents axes de recherche sont explorés: fluoroionophores de type thioamide, pinces
complexantes soufrées ou analogues des bipyridines, et sondes commerciales de calcium ayant des
potentialités comme sondes de cadmium. Les propriétés photophysiques et complexantes de ces
compos¢s sont alors présentées.

Enfin, la conception de fluoroionophores hydrosolubles pour la détection du césium est
abordée dans le quatriéme chapitre. Apres avoir rapporté les récentes avancées concernant les
complexants et les senseurs fluorescents de césium en milieu organique ou organo-aqueux, la
synthése d’un nouveau calixaréne fluorescent hydrosoluble pour une application en milieu
totalement aqueux est présentée. Les résultats obtenus avec le césium pour ce compos€ en milieu
tamponné au pH physiologique sont décrits.
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Chapitre 1 Introduction

Chapitre 1 : Cations toxiques et fluorescence

La premicre partie de ce chapitre introductif sera consacrée a la description des principales
caractéristiques toxicologiques des trois cations cibles du programme auxquels nous nous sommes
intéressés (plomb, cadmium et césium). Les méthodes de détection actuelles de ces métaux seront
également évoquées. Apres une breve introduction a la fluorescence moléculaire, le concept de
fluoroionophore (association d’un fluorophore et d’un ionophore) sera introduit. Les nombreux
criteres (photophysiques ou relatifs a la chimie de coordination) intervenant dans la conception de
tels senseurs seront alors discutés. Finalement, les différentes classes de fluoroionophores existants
seront évoquées et illustrées par I’intermédiaire de quelques exemples issus de la littérature.
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l. Les métaux lourds (Pb, Cd et Cs) dans I’environnement
1.1. Propriétés toxicologiques
I.1.1. Le plomb

Provenance, caractéristiques et utilisation

Parmi les métaux lourds, le plomb est présent en grande quantité dans la crolite terrestre (13 mg
kg'l) essentiellement sous sa forme galéne (PbS) et dans une moindre mesure sous forme
d’anglésite (PbSO,) et de cérusite (PbCO;). Il existe quatre isotopes stables du plomb : *”*Pb (51-53
%), *Pb (23,5-27 %), *’Pb (20,5-23 %), ***Pb (1,35-1,5 %). Si le plomb posséde trois degrés
d’oxydation distincts (0, +II et +1V), il se trouve majoritairement dans I’environnement sous sa
forme Pb(II). Les concentrations usuelles mesurées dans 1’environnement sont les suivantes (en
absence de source de pollution) : 0,1 ng m™ dans 1’air, 1 4 10 pg L™ dans les eaux de surface,
inférieures a 3 ug L' dans les eaux de pluies et inférieures a 50 ng L' dans les océans.'

Dans la vie quotidienne, le plomb peut se présenter sous la forme de métal pur, d’alliages
métalliques ou bien de substance chimique dérivée (plomb organique par exemple). Ce métal est en
effet malléable, facile a usiner, posséde une densité élevée et un point de fusion bas (327 °C) et
résiste a la corrosion en raison de la formation d’une couche de passivation a sa surface. La
principale utilisation du plomb est la fabrication de batteries électriques plomb-acide sulfurique tres
courantes dans le secteur automobile (représente plus de 80 % de la production totale en plomb). Il
est aussi parfois utilisé comme stabilisant pour plastiques (PVC). Quant aux alliages de plomb, ils
servent pour la réalisation de soudures, de tuyauteries et d’écrans de protection anti-rayonnement
pour I’industrie nucléaire, de munitions, etc. Des pigments a base de plomb sont également utilisés
dans la fabrication des verres et de certaines peintures. Face aux effets délétéres du plomb et de ses
dérivés sur la santé, de nombreuses applications ont dues étre progressivement abandonnées :
utilisation du tétraéthyl-plomb comme antidétonnant dans les carburants automobiles, soudures
dans les boites de conserve, peintures domestiques et canalisations d’eau potable en plomb. Ces
utilisations passées, a 1’origine d’une dispersion accrue du plomb durant les derniéres décennies,
représentent a 1’heure actuelle un risque important en terme de santé publique.”

Données toxicologiques et réglementaires

La toxicité du plomb est connue depuis de nombreuses années. En effet, le saturnisme (intoxication
par le plomb) fut en 1919 parmi les premicres maladies a étre déclarées maladies professionnelles
en France. Méme si la toxicité du plomb est de nos jours bien connue, elle continue de faire I’objet
de nombreuses études quant a son impact sur le vivant et I’environnement. Ainsi, 1’intervention du
plomb divalent dans le métabolisme du calcium et du zinc est sans doute a I’origine des nombreux
effets délétéres observés sur la santé dans la mesure ou 1’activité biologique des métalloenzymes est
alors inhibée.’ Le remplacement du cation Zn*" au cceur de la 8-amino-lévulinate déhydratase, la
premiére enzyme cytosolique impliquée dans la biosynthése des hémes, est un exemple classique.*”

Le plomb se montre particulierement toxique pour les enfants puisqu’ils 1’absorbent et
I’accumulent beaucoup plus efficacement que les adultes (50 % du plomb ingéré par un enfant est
absorbé contre 10 % chez 1’adulte). Une exposition chronique provoque de sérieux dégats sur le
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cerveau, le systéme nerveux central et les reins, est source d’anémie et de stérilité. Ceci est d’autant
plus préoccupant que le plomb est un toxique cumulatif qui se fixe a terme dans le squelette et dont
la durée de demi-vie dans l’organisme est de 1’ordre de 25 ans. En revanche, le caractere
cancérigeéne du plomb est encore actuellement sujet a discussion.

Devant la toxicité aigué de ce métal, les recommandations des autorités sanitaires ont été
revues fortement a la baisse ces dernieres années. Ainsi, I’OMS préconise pour les eaux de boissons
une concentration maximale en plomb de 10 pg L'.° D’un point de vue légal, la législation
actuellement en vigueur en France interdit la consommation d’eaux ou la concentration en plomb
excéde 25 pg L' et une directive de I'Union Européenne prévoit d’abaisser cette valeur a 10 ug L™
d’ici 2013

1.1.2. Le cadmium

Provenance, caractéristiques et utilisation

Le cadmium est contenu dans les sols de 1’écorce terrestre a des concentrations comprises entre 0,1
et 1 ppm sous forme de sulfure (CdS) ou de carbonate (CdCOs) et souvent associé avec des
minerais de zinc dont les propriétés physicochimiques sont trés proches. L’isotope '*’Cd, non
présent a 1’état naturel, constitue le principal radioélément du cadmium et peut étre utilisé comme
marqueur en biologie (T = 463 jours, 9,6 x 10" Bq g™, v). Les concentrations de cadmium sont
inférieures 4 5 ng L' dans les eaux marines et 2 1 ng m™ dans 1’air. Dans I’environnement, il est
présent sous sa forme Cd(II) et forme des complexes avec les chlorures, les carbonates, les citrates,
les acides carboxyliques et les protéines (cystéines). Enfin, le cadmium métallique possede une
température de vaporisation basse (765°C), ce qui nécessite de prendre en compte sa toxicité par
inhalation en particulier dans les fumées de cigarette (une cigarette contient entre 0,1 et 0,3 pg de
cadmium).®

L’utilisation majeure du cadmium dans I’industrie (70 % de la production totale) concerne la
fabrication de batteries Ni-Cd. Certains composés contenant du cadmium servent également a la
réalisation de pigments pour des verres, des plastiques ou des céramiques ou bien comme additif
pour le PVC de manieére a améliorer sa résistance a la lumicre et a la chaleur. Ses utilisations en tant
que revétement pour ’acier et dans certains alliages sont également a noter. Les principaux rejets
atmosphériques de cadmium sont anthropiques et sont liés aux activités industrielles telles que les
aciéries, les raffineries, les fonderies, la fabrication de pigments ou l’incinération de déchets.
Parfois présent a de fortes concentrations dans les engrais phosphatés, ce mode de dissémination est
également a prendre en compte.” Dans les cours d’eau, de fortes concentrations en cadmium sont
dues au lessivage de sols contaminés par 1’activité humaine, tandis que le réseau de distribution des
eaux peut parfois étre contaminé en raison des matériaux utilisés pour les tuyauteries.

Données toxicologiques et réglementaires

Le cadmium peut étre considéré comme un toxique universel pour les organismes vivants puisque
aucun réle biologique ne lui semble attribué a de rares exceptions prés.'” Possédant des propriétés
physicochimiques proches de celles du zinc ou du calcium, il peut se substituer a ces métaux et se
fixer sur les métalloprotéines, le glutathion et les protéines affines du calcium (par exemple la
calmoduline). Apres ingestion, 3 2 7 % du cadmium est absorbé et s’accumule rapidement dans le
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rein et le foie ou il est stocké pendant une période treés longue (15 a 20 ans). Il s’accumule
¢galement dans les végétaux tels le riz et le tabac qui sont par la suite consommés par ’homme.
Ainsi, une exposition chronique au cadmium provoque de graves dysfonctionnements rénaux et un
déreéglement du métabolisme du calcium. Au Japon, plusieurs personnes furent intoxiquées dans les
années 50 apres avoir ingéré du riz et bu de 1’eau contaminés (maladie d’Itai-Itai) et ont par la suite
présenté des troubles rénaux mortels. Par ailleurs, des études ont montré une augmentation des

11,12

risques de développer certaines formes de cancers >~ méme si le caractére cancérigéne du cadmium

est encore sujet a discussion.

Dans la mesure ou le cadmium est un toxique cumulatif, les valeurs réglementaires ont été
fixées 4 0,05 mg m™ dans Dair pour la valeur maximale d’exposition (VME) et & 5 ug L™ dans les
caux de boisson.” L’OMS recommande méme que cette concentration maximale soit abaissée a
3ug L'e

I.1.3. Le césium et son isotope radioactif '*’Cs

Provenance, caractéristiques et utilisation

Le césium est un élément présent naturellement dans la crotite terrestre a 1’état de traces (de 1 a 5
ppm suivant les roches) et dont la concentration est comprise entre 0,3 4 0,5 ug L™ dans les océans
et entre 0,004 a 0,2 ug L' dans les eaux douces.”” Du point de vue de ses caractéristiques
physicochimiques, le césium appartient a la classe des métaux alcalins tels que le sodium et le
potassium dont c’est un analogue chimique. Il se trouve uniquement au degré d’oxydation +I (sous
forme oxyde Cs,O a I’état solide ou sous forme Cs" dissoute en milieu aqueux par exemple) et
possede 31 isotopes dont la masse varie de 114 a 145. Seul I’isotope 133 est stable, 1’isotope
radioactif le plus important étant celui de masse 137. En effet, I’isotope *’Cs est un puissant
émetteur B~ dont la période de décroissance radioactive est de 30 ans (3,2 x 10'* Bq g™). Il donne
majoritairement naissance au ' Ba qui se transforme alors rapidement en 1’isotope 137 stable du
baryum en émettant un rayonnement y (T = 2,55 minutes).'* Une désintégration B~ sans émission de
rayonnement y est également possible (cf. Figure 1-1).

\ B 1mg,
137 \\\ I
N Y
Py

1378,

(stable)

Figure 1-1. Schéma de désintégration radioactive du '*’Cs.

En ce qui concerne I’isotope '*’Cs radioactif, il n’existe pas a 1’état naturel et n’est présent
dans I’environnement qu’en raison des essais nucléaires atmosphériques réalisés entre 1945 et 1980
et des rejets des installations nucléaires : accidentels (par exemple a Tchernobyl en 1986 ou a
Goiania en 1987) ou bien dans le cadre de leur fonctionnement normal. Apres 40 mois d’utilisation,
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le combustible nucléaire d’une centrale de 1300 MWe renferme en effet 3 x 10" Bq de "*’Cs dont
I’immense partie est extraite et stockée en tant que déchet, mais dont une faible proportion est
rejetée via des effluents liquides (1,3 x 10® Bq). De nombreuses recherches sont d’ailleurs menées
pour améliorer ’extraction sélective du *’Cs lors du retraitement du combustible irradié et des
déchets nucléaires. Le césium 137 peut également étre utilis€ de maniére bénéfique comme source
scellée de rayonnement ionisant avec de possibles applications en médecine (radiothérapie) et dans
I’industrie (gammagraphie, stérilisation, etc.). En revanche, les utilisations du césium non radioactif
sont peu nombreuses. Il peut étre employé dans les tubes a vide comme piége a gaz résiduels ou
revétement pour filaments de tungsténe ou cathodes. Il constitue également sous sa forme Csl ou
CsF I’élément de base des détecteurs de rayons 7y et les sels de césium remplacent parfois les sels de
sodium ou de potassium utilisés comme catalyseurs en chimie organique. Enfin, 1’isotope 133 du
césium permet 1’obtention d’horloges atomiques et sert notamment a la définition universelle de la
seconde.

Données toxicologiques et réglementaires

Possédant des caractéristiques physicochimiques proches du potassium, le césium se distribue dans
I’organisme comme son homologue et compétiteur naturel, a savoir de mani¢re homogeéne dans tout
I’organisme en se concentrant préférenticllement dans les tissus mous (muscles). II est
majoritairement excrété par voie urinaire et la période biologique du césium est d’environ 110 jours
chez I’homme adulte.”” Ainsi, la CIPR (Commission Internationale pour la Protection
Radiologique) estime a environ 10 pg la masse de césium stable présente chez un adulte, ce qui
représente une quantité¢ beaucoup plus faible que les 120 g de potassium contenus en moyenne dans
le corps humain. La toxicité chimique du césium est donc insignifiante et seule la radiotoxicité des
isotopes radioactifs du césium (le “’Cs en téte) est problématique. D’autant plus que certains
végétaux (les champignons notamment) sont capables de bio-accumuler d’importantes quantités de
césium radioactif lorsqu’ils poussent sur des sols contaminés.'® Ingérés de maniére chronique, ces
aliments représentent alors des risques importants en terme de santé publique puisque le césium est
rapidement et facilement assimilé par I’homme. En tant qu’émetteur [, son caractére
potentiellement cancérigéne ne peut étre négligé. Les normes actuellement en vigueur sur les
produits alimentaires destinés a la consommation sont résumées dans le Tableau 1-1. Ces
précautions sont d’autant plus importantes que le '*’Cs disséminé sur I’Europe par le nuage de
Tchernobyl risque de continuer a polluer la chaine alimentaire pendant plusieurs décennies dans les
régions les plus touchées."’

Denrée Aliments pour Produits Autres denrées Liquides destinés
alimentaire le nourisson laitiers alimentaires a la consommation
Activité (Bq kg'l) <400 <1000 <1250 <1000

. > .. 137 T . ’
Tableau 1-1. Normes en vigueurs concernant [’activité du ~'Cs pour la commercialisation de denrées
alimentaires au sein de I’Union Européenne.
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l.2. Détection des métaux lourds

1.2.1. Méthodes atomiques et spectrométrie de masse

De nombreuses méthodes ont été décrites dans la littérature pour la détection des trois toxiques
mentionnés précédemment aussi bien dans des échantillons biologiques (urine, sang, feces) que
dans les eaux de consommation. En particulier, les méthodes de spectrométrie atomique et de masse
permettent d’atteindre de treés faibles limites de détection, compatibles avec les normes sanitaires
actuelles concernant ces toxiques.

Ainsi, il existe trois méthodes principales pour I’analyse des métaux lourds en fonction de la
concentration attendue et des limites de détection souhaitées :

e Spectroscopie d’absorption atomique (AAS)' : I’échantillon & analyser est chauffé soit par

une flamme (F-AAS), soit dans un four en graphite (GF-AAS) jusqu’a provoquer I’atomisation de
I’échantillon. A 1’état fondamental, les atomes vaporisé€s absorbent alors la lumiére émise par une
lampe a des longueurs d’onde caractéristiques de I’élément a analyser. L’intensité de la lumicre
transmise est mesurée par un détecteur et permet de remonter a la concentration du métal
initialement présent dans 1’échantillon. La seconde méthode, aussi appelée spectrométrie
d’absorption atomique avec atomisation électrothermique (E-AAS) permet une atomisation
optimale, des limites de détection faibles et peut étre compatible avec des échantillons solides. Elle
est en revanche plus onéreuse.

e Spectroscopie d’émission atomique (AES)": cette méthode consiste 4 mesurer 1’intensité du

rayonnement émis par un élément a une longueur d’onde caractéristique apreés atomisation de
I’échantillon. Généralement, I’étape d’atomisation est réalisée au sein d’un plasma d’argon. On
parle alors d’ICP-AES (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy). Si les limites
de détection de tels systemes sont intéressantes et que la détection simultanée de plusieurs éléments
est possible, le colit de I’appareillage reste important.

e Spectrométric de masse couplée 4 une torche a plasma (ICP-MS)* : cette méthode non

spectroscopique utilise un plasma pour atomiser 1’échantillon qui est ensuite analysé par
spectrométrie de masse. Les rapports m/z sont alors caractéristiques de 1’élément a analyser. Cette
méthode est la plus sensible mais représente un investissement financier important.

Concernant les trois toxiques étudiés (Pb, Cd et Cs), I’ordre de grandeur des limites de
détection de ces cations en milieu aqueux est reporté dans le Tableau 1-2 en fonction de la méthode

utilisée.
Pb Cd Cs
GF-AAS 2 0,3 1
ICP-AES 10 10 0,01
ICP-MS 0,1 - 0,01

Tableau 1-2. Ordre de grandeur des limites de détection en ug L™ pour la détection de métaux lourds dans
leau.

A noter que les valeurs données pour le césium sont relatives a la détection du césium stable

et que les méthodes de détection du césium radioactif (par spectrométrie y par exemple) ne sont pas
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mentionnées. De plus, des étapes préliminaires de séparation (chromatographie) ou de pré-
concentration peuvent permettre 1’obtention de limites de détection encore plus faibles.

1.2.2. Détection par électrochimie ou fluorescence

Par I'intermédiaire d’électrodes sélectives (ISE), les méthodes électrochimiques de détection de
cations permettent généralement d’atteindre des limites de détection sub-micromolaires et une tres
bonne sélectivité peut étre obtenue suivant la conception de 1’électrode. Les mesures sont réalisées
rapidement, a faible colt et sur de petits volumes. Néanmoins, une calibration préalable reste
nécessaire, tout comme [’utilisation d’une électrode de référence et des variations du champ
¢lectromagnétique sont également susceptibles de modifier la réponse de I’électrode. De plus, ces
méthodes électrochimiques ne permettent pas d’effectuer des mesures d’imagerie, ce qui est un
handicap important pour des applications en milieu hétérogéne comme peut 1’étre le milieu
cellulaire.

Bien que peu répandue actuellement, 1’utilisation de senseurs basés sur la fluorescence
moléculaire pour la détection de métaux lourds ou de cations offre également de nombreux
avantages. Certes, la spectroscopie de fluorescence souffre parfois de la stabilité chimique et
photochimique limitée de certains fluorophores organiques, mais cette technique, peu onéreuse a
I’'usage, demande un faible investissement financier au niveau de ’appareillage contrairement aux
autres méthodes décrites précédemment. De plus, combinée avec un travail d’ingénierie moléculaire
approprié, elle permet aussi bien d’atteindre des limites de détection de 1’ordre du nM que de
mesurer des concentrations millimolaires. La mesure s’effectue rapidement, sur de faibles volumes
et peut étre réalisée en présence d’autres especes chimiques de maniere sélective. La réalisation de

2122 (systéme utilisant une fibre optique pour le transport de

systémes portatifs de type optode
I’information lumineuse) est également possible, permettant ainsi la réalisation de mesures directes

sur le lieu de prélevement des échantillons.

Mais surtout, a D’inverse des méthodes atomiques et de spectrométrie de masse
précédemment décrites et des méthodes électrochimiques, un des principaux avantages de la
fluorescence réside essentiellement dans la possibilité de réaliser de 1’imagerie sous microscope.
Avec une résolution spatiale de Iordre de quelques centaines de nanometres, 1’observation de
phénomenes a I’échelle subcellulaire est particulierement intéressante pour les biologistes et 1’acces
aux concentrations locales d’un toxique au sein d’une cellule est susceptible d’apporter de
nombreux renseignements sur les mécanismes d’action de ce toxique. Enfin, la résolution
temporelle de I’ordre de la milliseconde des détecteurs utilisés en microscopie permet également
d’envisager le suivi de processus biologiques au cours du temps.
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Il. Introduction a la fluorescence moléculaire

I.1. Absorption de la lumiére et fluorescence

Le diagramme de Perrin-Jablonski (Figure 1-2)* permet la visualisation de 1’ensemble des
processus possibles lors de 1’excitation d’une molécule isolée (c’est-a-dire sans interaction avec le
solvant) a partir de son état fondamental électronique S, : absorption du photon d’excitation,
conversion interne, relaxation vibrationnelle, fluorescence, croisement intersystéme et
phosphorescence. Des niveaux vibrationnels sont associ€s a chaque état électronique (états singulets
So, S1, Ss... et états triplets Ty, Ts...).

s, Ic ( i
? 2
_ K f
=.IC ¥ ISC =
7 S4 T, =

|ABSORPTION||[FLUORESCENCE| [PHOSPHORESCENC

H Y
14 H v \ 4 2 v \ J 2
s, 3% ! = i
Temps caractéristiques :
Absorption : 107" s Relaxation vibrationnelle : 10 210" s
Fluorescence : 10'°-107 s Conversion interne (IC) : 10107 s
Croisement intersystéme (ISC) : 107°-107% s Phosphorescence : 107°-1 s

Figure 1-2. Diagramme de Perrin-Jablonski (d’aprés référence 23).

L’absorption est un phénomene tres rapide au regard des autres processus de la Figure 1-2 :
le principe de Franck-Condon stipule que ce laps de temps trés court d’environ 107 s, pendant
lequel les électrons sont redistribués, ne permet pas aux noyaux de se déplacer. En solution,
I’absorption de la lumicre se traduit par une décroissance exponentielle du faisceau incident, selon
la loi de Beer-Lambert :

A(A) = logj—0 =e(A)-1-C eq. 1-1

t
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ou A(A) est I’absorbance a la longueur d’onde A, Iy ’intensité du faisceau incident, /, I’intensité du
faisceau transmis, / le chemin optique, &A1) le coefficient d’absorption molaire a la longueur d’onde

A et C la concentration en chromophore.

La fluorescence, pour les especes dont la liberté vibrationnelle est réduite, est un processus
de désexcitation radiative, en compétition avec la désexcitation non radiative par conversion interne
et relaxation vibrationnelle, qui intervient a partir du premier niveau vibrationnel du premier état
excité S; de la molécule. Par conséquent, ses caractéristiques ne dépendent pas de la longueur
d’onde d’excitation. Le déplacement spectral de la fluorescence vers les plus grandes longueurs
d’onde par rapport au spectre d’absorption est couramment appelé déplacement de Stokes. Ce
dernier dépend fortement du solvant utilisé.

Dans le cas le plus simple d’une solution contenant une espece fluorescente A excitée par un
pulse lumineux trés court a # = 0, une certaine proportion de ces molécules est amenée dans 1’état
excité S;. La cinétique de désexcitation suit alors la loi suivante :

d['4¥]

= (k5 +k5)['4%] eq. 1-2

ou ['A*] représente la population de molécules A & ’état excité S;, k° la constante de vitesse de

désexcitation radiative et k. la constante de vitesse globale de désexcitation non radiative (somme

des constantes de vitesse de conversion interne S;—Sy et de croisement inter-systéme k;j et k3 ).

L’intensité de fluorescence mesurée a 1’instant ¢ étant proportionnelle a la proportion de molécules a
I’état excité, la résolution de cette équation différentielle implique une décroissance exponentielle

de P’intensité de fluorescence caractérisée par la durée de vie de 1’état excité 7 correspondant au

temps d’occupation moyen de 1’état excité S; peut étre définie :

i, (1) = kST 4], exp(-—) eq. 13
Ts
1
avece Tg = m eq. 1-4

Le rendement quantique de fluorescence ®p est défini comme le rapport du nombre de
photons émis par fluorescence sur le nombre de photons absorbés. Le rendement quantique d’un
composé est mesuré par rapport a une référence dont le rendement quantique est connu (cf. partie
expérimentale). La brillance Bs est définie comme le produit du coefficient d’absorption molaire a
la longueur d’onde d’excitation et du rendement quantique de fluorescence (Bs = & X ®r). Plus elle
est élevée, plus le nombre de photons émis est grand et facile a détecter. Typiquement, une valeur
supérieure 4 30000 mol™ L cm™ est idéale pour des applications en biologie.

Connaissant les valeurs de ®r et de la durée de vie 7, les valeurs des différents constantes

de vitesse k” et k. peuvent étre calculées via les relations suivantes :

1-®
kS =—L£ eq. 1-5 knsr =—F
Ts Ts

eq. 1-6
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1.2. Détection de cations par fluorescence : principe du fluoroionophore

Si la spectroscopie de fluorescence est une technique analytique particulierement sensible
(possibilité d’imagerie sur des molécules uniques), il est nécessaire de 1’associer a la chimie
supramoléculaire pour en faire une méthode de détection efficace et sélective de cations
métalliques. Des composés associant une entité de reconnaissance du cation cible (ionophore) a un
transducteur optique fluorescent (fluorophore) via un espaceur ou non sont susceptibles de remplir
ces criteres : ce sont les fluoroionophores. S’avérant particulierement prometteuses, les méthodes de
détection basées sur de tels composés ont fait I’objet de nombreuses revues ces dernicres

c 24,25,26,27,2
annees.” ”’ >,26.27,28

hv hv’ hv hv’’

e

fluorophore ionophore
_ » Modification des
g propriétés photophysiques du
fluoroionophore fluoroionophore complexé
libre (Xabsy Aemy O, T)

Figure 1-3. Principe de fonctionnement d’un fluoroionophore.

La reconnaissance d’un cation cible est assurée par 1’ionophore dont la conception fait appel
a la chimie supramoléculaire et a la chimie de coordination. Le choix de cette entité complexante
constitue une grande part du travail d’ingénierie moléculaire pour la conception de nouveaux
fluoroionophores car celle-ci se doit de posséder une bonne affinité et une bonne sélectivité pour le
cation cible. Plus les constantes de stabilité¢ des complexes formés sont élevées, plus il sera aisé de
détecter de faibles concentrations en cation.

La présence du cation complexé au sein de I’ionophore peut modifier certaines propriétés
photophysiques du fluorophore adjacent. Des déplacements spectraux en émission (et/ou en
absorption), des modifications du rendement quantique de fluorescence permettent alors de
déterminer la concentration du cation dans le milieu d’étude. Suivant le fluorophore choisi,
plusieurs phénomenes photoinduits peuvent étre a I’origine des modifications des propriétés
photophysiques en présence de cation : transfert d’électron ou de charge photoinduits, formation
d’excimeres, transfert d’énergie, etc. Ces mécanismes seront détaillés dans le paragraphe suivant.
Plus les changements des propriétés photophysiques du fluorophore sont importants en présence de
cation, plus la détection est aisée.

Les contraintes liées au milieu dans lequel le cation doit étre détecté doivent étre prises en
compte dans la conception des fluoroionophores. En effet, la nature du solvant (proticité, polarité),
le pH du milieu, la force ionique et la présence éventuelle de cations interférents sont autant de
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parametres susceptibles de modifier I’affinité de 1’ionophore pour un cation ou les propriétés
photophysiques du fluorophore. Ainsi, il existe de nombreux exemples de fluoroionophores
fonctionnant en milieu organique polaire (dans 1’acétonitrile notamment) mais dont les propriétés
complexantes sont dramatiquement diminuées en présence d’eau. De méme, 1’absence d’effets du
pH sur les propriétés complexantes et photophysiques est un avantage. La faible solubilité¢ de
certains fluoroionophores organiques en milieu aqueux peut également s’avérer problématique et la
fonctionnalisation par des groupements hydrosolubles est parfois indispensable pour une utilisation
en milieu aqueux. Enfin, I’autofluorescence des milieux biologiques pour des longueurs d’onde
d’excitation inférieures a 400 nm doit étre prise en compte. Dans la mesure ou des applications en
biologie sont 1’objectif final, la conception de fluoroionophores efficaces et sélectifs en milieu
aqueux, fonctionnant au pH physiologique et excitables dans le visible est donc préférable.

Enfin, il convient de distinguer deux types de sélectivité pour les fluoroionophores : la
sélectivité¢ thermodynamique et la sélectivité photophysique. La premicre est relative a 1’entité
complexante et dépend de I’ionophore qui complexe plus ou moins efficacement différents cations.
La sélectivité photophysique signifie en revanche que les effets photophysiques observés sont
caractéristiques d’un cation donné et que l’absence d’effet ne signifie pas toujours que la
complexation n’a pas lieu. La sélectivité effective d’un fluoroionophore est la résultante de ces deux
sélectivités. L’importance de chaque composante peut étre évaluée via des expériences de
compétitivité.
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lll. Conception des fluoroionophores

L’objectif de ce paragraphe est de présenter les différents parametres a prendre en compte pour la
conception de nouveaux fluoroionophores pour la détection de cations métalliques. La premicre
partie sera donc consacrée a 1’optimisation de la partie ionophore, puis les différents types de
fluoroionophores et les phénomenes photophysiques mis en jeu dans chaque cas seront décrits en se
basant sur des exemples classiques issus de la littérature.

lll.1. Ingénierie de I'entité complexante : I'ionophore

Comme son nom I’indique, 1’ionophore (littéralement « qui porte 1’ion ») désigne une molécule
capable de complexer un ion. Afin que cette complexation soit optimale en terme d’affinité et de
sélectivité pour un cation donné, les atomes de la premiere sphere de coordination du cation
métallique et la géométrie du ligand doivent étre choisis suivant les principes généraux de la chimie
de coordination.

II1.1.1. La théorie HSAB

Introduite dans les années 1960 par Pearson, la théorie HSAB (Hard and Soft Acids and Bases) a
pour but d’interpréter une grande part des interactions entre especes chimiques par des interactions
de type acido-basique. Sur la base de résultats expérimentaux, le concept de dureté et mollesse a
alors été introduit et les acides et les bases de Lewis ont été classés en deux catégories : dur ou mou.
Ainsi, les acides durs comportent généralement des atomes accepteurs de petite taille, hautement
chargés et ne possédant pas de doublets non liants sur leur couche de valence. Les acides mous
possedent des atomes accepteurs peu chargés et de grande taille, facilement polarisables et peu
électronégatifs. Les atomes donneurs des bases dures se caractérisent par une électronégativité
forte, une faible polarisabilité¢ et sont difficiles a oxyder. Une base avec des atomes donneurs
présentant des propriétés inverses est dite molle. 11 découle de ces définitions opérationnelles le
principe suivant : les interactions acido-basiques dur-dur et mou-mou sont favorisées au détriment
des interactions dur-mou.” Les acides durs auront alors plus d’affinité pour des atomes donneurs
durs tels que l'oxygene et dans une moindre mesure 1’azote. Inversement, les acides mous
interagiront préférentiellement avec des bases soufrées ou phosphorées molles.

Durs Intermédiaires Mous

Acides de Lewis H',Li",Na',K', Cs*, Fe*’, Co’', Ni*', Cu’, Ag', Au', Hg,"", Pd™,
Be®', Mg®', Ca*", Sr**,  Cu*', Zn*", Pb** cd*, P, Hg™
Sn*’, AP, Cr't, Fe*”,
Ti4+’ Pu4+’ U022+’ Ln3+

Bases de Lewis” H,O, OH,, F’, AcO’, C¢HsNH,, CsHsN, R,S, RSH, RS, I, SCN’,
PO, SO,~, CI, ROH, Ny, Br, SO;* R3P, S,05%, CN', CO, H',
RO, R,0, NH3, RNH, R, C,H4, CsHg

"R =alkyle ou aryle

Tableau 1-3. Classification des acides et bases de Lewis suivant Pearson.”

Bien que le concept de dureté ait été introduit dans un premier temps de maniére uniquement
qualitative sur la base de résultats expérimentaux, Pearson a par la suite tenté¢ de définir une échelle
de dureté absolue en fonction des potentiels d’ionisation et des affinités électroniques des composés
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étudiés.’’ Si 1’échelle de dureté obtenue ne permet pas de couvrir I’ensemble des résultats
expérimentaux, elle demeure trés intéressante pour comparer deux acides de Lewis entre eux, en
particulier pour les trois cations étudiés (Pb>", Cd*" et Cs"). Ainsi, le caractére intermédiaire du
cation Pb>" doit étre souligné. Le choix des atomes complexants pour ce cation est donc
particuliérement vaste.”> Le cation Cd*" est quant a lui plus mou que le plomb et surtout plus mou
2+ s . . . Py
que Zn~ dont c’est un analogue chimique. La mise en oeuvre d’atomes complexants mous (soufre)
. , . . n ., . + \

pour la complexation sélective de ce cation parait donc appropriée. Enfin, le cation Cs™ posséde un
rayon ionique élevé, une faible électronégativité, est facilement polarisable et pourrait par
conséquent étre considéré comme un cation mou dans la classification dressée par Pearson.
Cependant, la plupart des ligands du césium décrits dans la littérature (cf. chapitre 4) sont a base de
fonctions polyéthers. Expérimentalement, Cs" se comporte donc davantage comme un cation dur et
les atomes d’oxygene sont les meilleurs candidats pour la complexation du césium. Il demeure en
revanche plus mou que les autres cations alcalins Na' et K.

I11.1.2. Complexants des cations cibles

Une fois les fonctions complexantes déterminées suivant leur affinité pour le cation cible, leur
organisation dans 1’espace doit étre optimisée de manicre a ce que la complexation soit la plus
efficace possible. La chimie de coordination des cations cibles ainsi que les structures moléculaires
des ligands utilisés jouent alors un role essentiel.

Chimie de coordination des cations cibles

Chaque cation posséde une chimie de coordination particuliere et la conception d’ionophores
sensibles et sélectifs doit étre en accord avec celle-ci. Ainsi, chaque cation posséde un rayon
ionique différent dont la valeur (qui dépend du nombre de coordination du cation) doit permettre de
juger de la distance devant séparer deux groupements complexants. Un nombre de coordination
privilégié peut également étre défini apres analyse des structures cristallographiques décrites dans la
littérature pour les complexes stables de ce cation.” Les coordinences privilégiées des trois cations
cibles et leur rayon ionique sont reportés dans le Tableau 1-4.

Configuration électronique Rayon ionique (A)’ Coordinence
Pb** [Xe] 4f*5d"6s” 1,19 210
cd* [Kr] 55%4d" 0,95 4-6
Cs* [Xe] 6s° 1,67 6— 8

* . r N\
pour une coordinence égale a 6

Tableau 1-4. Caractéristiques des cations cibles.

Le cas du plomb au degré d’oxydation +II mérite que ’on s’y attarde car il posséde une
chimie de coordination extrémement complexe comme I’atteste le grand nombre de coordinences
qu’il peut adopter dans ses complexes (de 2 a 10). Ainsi, Pb>" posséde deux électrons 6s sur sa
couche de valence et un effet de paire inerte peut étre observé pour ce cation. Cet effet se
caractérise par une résistance de la paire d’électrons 6s a €tre arrachée, a participer a des liaisons
covalentes ou a former des liaisons hydrogeénes. Alors que I’énergie nécessaire pour interagir avec
ce doublet non liant est tres élevée, les orbitales d et f sont déstabilisées et s’étendent radialement. 11
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en résulte une paire d’électrons de valence stable et relativement inerte, responsable d’une
r LR R , . +
répartition non sphérique des électrons autour du cation Pb**

Comme le montre la Figure 1-4, cette paire d’électrons peut étre activée stéréochimiquement
dans certains complexes de plomb si bien que les atomes donneurs des ligands alentour se
répartissent seulement dans un hémisphere (sphére de coordination hémidirigée), le second
hémisphére étant encombré par le doublet non liant. Dans ce cas, le cation Pb*" se comporte comme
un cation de taille plus petite et les constantes de complexation des complexes sont fortement
augmentées. La présence dans la sphere de coordination d’au moins trois atomes d’azote favorise
cette activation stéréochimique de la paire inerte du plomb si bien que les ligands azotés possedent
une excellente affinité pour le plomb.*

coordination sphere

“’°>CLH1 . (A) holodirected (B) hemidirected

Figure 1-4. Principe de [’activation stéréochimique de la paire inerte du plomb (d’aprés la référence 34).

Structure des ligands (chélatants, macrocycles)

Certains ligands présentent plusieurs fonctions complexantes reliées entre elles de manicre
covalente et susceptibles de se lier a un cation métallique. Comparativement a leurs analogues
monodentes, ces ligands dits chélatants ou polydentes forment des complexes plus stables. Cet effet
stabilisateur (effet chélate) est généralement dii a un effet entropique. En effet, si I’on considere le
mouvement d’une des fonctions complexantes d’un ligand polydente, celui-ci s’effectue dans un
volume restreint et non pas dans toute la solution puisque au moins une des fonctions complexantes
reste dans la sphere de coordination. De manicre générale, la formation d’un cycle chélatant a cinq
atomes (pour lequel la répulsion entre les atomes donneurs est minimale) est privilégiée pour les
cations volumineux, tandis que des cycles a six atomes sont envisageables pour les cations plus
petits.*®

L’utilisation de ligands macrocycliques meéne ¢galement a la formation de complexes
particulicrement stables. Comme le montre 1’exemple de la Figure 1-5, les lanthanides forment des
complexes plus stables avec les éthers couronnes qu’avec leurs analogues linéaires alors qu’ils
possedent des structures cristallographiques voisines. L’origine de cet effet macrocyclique est
majoritairement  entropique puisque le ligand linéaire doit modifier considérablement sa
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conformation pour se rapprocher de celle du macrocycle lors de la complexation. La
correspondance entre la taille du macrocycle (si tant est qu’elle soit définissable puisque les
macrocycles sont tres flexibles) et celle du cation hoéte joue un role important mais n’est pas un
critére suffisant pour expliquer la stabilité de certains complexes macrocycliques.

&9 2
&OOJ g K= 5,0 &OOJ g K= 648

0 0
N/

Figure 1-5. lllustration de [’effet macrocyclique par les constantes de stabilité des complexes de
La’“dans le carbonate de propyléne a 25°C.

Ces deux effets (chélate et macrocyclique) mettent en évidence 1’'importance de la
préorganisation des sites de complexation du ligand pour ’obtention de complexes stables.
L’exemple des cryptands (ligands macropolycycliques capables « d’encapsuler » un cation) montre
que des complexes tres stables peuvent €tre obtenus avec ces ligands totalement préorganisés. En
revanche, leur synthése est difficile et leur structure étant particulierement rigide, les cinétiques de
complexation sont souvent lentes.

Il apparait alors que la fixation de groupements chélatants flexibles sur une structure
préorganisée constitue une alternative judicieuse pour [’obtention d’ionophores de cations
métalliques. En particulier, les composés incorporant des fonctions complexantes greffées sur une
architecture supramoléculaire macrocyclique de type calixaréne ont fait 1’objet de nombreuses
études.’’

Les calixarénes pour la complexation de cations

Les calixarénes sont des macrocycles formés de » unités phénoliques (n = 4-20) reliées entre elles

38,39 .
=7 IlIs doivent leur nom

par des ponts méthylénes sur les positions ortho des cycles phénols.
générique « calixaréne » a un vase grec (le calix crater — ¢f. Figure 1-6) dont la forme rappelle celle
de la molécule comportant quatre unités phénoliques, le suffixe aréne ayant été ajouté pour signifier
la présence de cycles aromatiques. Bien que découverts depuis longtemps, la chimie des calixarénes
n’a réellement pris son essor qu’a la suite des travaux de Gutsche qui les a synthétisés en une étape,
avec des rendements satisfaisants et un bon contrdle du nombre d’unités phénoliques au sein de la

: 40
structure macrocyclique.

bord supérieur  —, R R R R
ou bord large

bord inférieur | /
ou bord étroit — OH OH OH HO

Figure 1-6. Calix[4]aréne en conformation cone et photographie du calix crater.
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Les calix[4]arénes, c’est-a-dire comportant quatre unités phénoliques, possedent une taille
idéale pour la complexation de cations, comparativement aux calix[6]arénes et calix[8]arenes dont
la taille de la cavité est plus grande. IlIs peuvent adopter plusieurs conformations différentes (cf-
Figure 1-7), chacune d’entre elles pouvant étre facilement identifiable par RMN 'H grice aux
signaux caratéristiques des protons des ponts méthylénes. La fonctionnalisation par des
groupements encombrants stériquement sur les fonctions phénols ou bien en position para des
cycles phénols empéche la rotation de ces cycles et permet de figer le calixaréne dans une
conformation donnée. La conformation des calix[4]arénes est importante car elle influence
grandement les propriétés complexantes de ces composés.”*!

I ]
OH OH OH HO

cobne cOne partiel 1,2-alternée 1,3-alternée

Figure 1-7. Conformations possibles pour les calix[4]arénes.

Ils offrent en outre de multiples possibilités de fonctionnalisation, aussi bien au niveau de
leur bord inférieur, que de leur bord supérieur ou des ponts méthylénes.* Le greffage de fonctions
complexantes sur les hydroxyles du bord inférieur étant le plus aisé du point de vue de la synthese,
il existe dans la littérature de nombreux exemples de calix[4]arénes fonctionnalis€s sur ces positions
et qui ont été employés pour la complexation de cations. Suivant les groupes complexants utilisés,
une sélectivité envers un cation particulier peut &tre obtenue. De maniére non exhaustive,
I’incorporation de fonctions esters, cétones,” amides* et acides carboxyliques” permet la
complexation de métaux alcalins ou alcalino-terreux tandis que des complexants de métaux lourds
font appel a des fonctions oxydes de phosphine pour Pb(II),* thioéthers ou dithiocarbamates pour
Hg(IT)," etc. Ce type de composés permet I’élaboration de senseurs électrochimiques de cations
particuliérement sélectifs,*® et lorsqu’ils sont fonctionnalisés par des fluorophores adaptés,

o . 49,50
permettent la détection de nombreux cations par fluorescence.””

Ceci ne représente que quelques références issues de la littérature et les exemples les plus
significatifs de ligands calixarenes fluorescents ou non pour les cations cibles étudiés dans ce
manuscrit (Pb>, Cd*" et Cs") seront mentionnés dans la partie bibliographique introductive a
chaque chapitre.

lll.2. Phénoménes photoinduits pour la détection de cation

Une fois la partie ionophore optimisée en terme de sensibilité et de sélectivité pour un cation cible,
le choix du fluorophore doit s’effectuer de maniére a ce que des modifications spectrales
importantes soient observées en présence du cation. De manicre générale, la modification de quatre
mécanismes photoinduits peut étre mise a profit pour la détection de cation par des
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fluoroionophores : le transfert d’¢électron photoinduit (PET = Photoinduced Electron Transfer), le
transfert de charge photoinduit (PCT = Photoinduced Charge Transfer), le transfert d’énergie et la

. . \ 51
formation d’excimeére.

II1.2.1. Transfert d’électron photoinduit

Principe du transfert d’électron

Le transfert d’¢lectron photoinduit est un processus provoquant généralement une inhibition de la
fluorescence et jouant un role majeur dans la photosynthése ou dans 1’élaboration de cellules
photovoltaiques reposant sur le principe d’une séparation de charges photoinduite. En effet,
lorsqu’un fluorophore est excité, le saut d’un électron de sa HOMO vers sa LUMO modifie les
propriétés oxydo-réductrices du fluorophore et il peut alors se comporter soit comme un donneur
d’électron, soit comme un accepteur d’électron. Dans le premier cas, un électron peut étre transféré
de I’orbitale LUMO du fluorophore excité vers une orbitale vacante basse en énergie d’une espece
pauvre en ¢€lectron : il s’agit d’un transfert d’électron oxydatif du point de vue du fluorophore. Dans
le cas inverse, le fluorophore excité peut étre réduit en présence d’une espece facilement oxydable :
on parle alors de transfert d’électron réductif (cf. Figure 1-8). Typiquement, les amines tertiaires
constituent d’excellents donneurs d’électrons capables de réduire un fluorophore excité.

Energie
A
8 —
TR tvo |
e
o

4 wow 2 W

fluorophore espece fluorophore espece
excité oxydante excité réductrice
Transfert d’électron Transfert d’électron
oxydatif réductif

Figure 1-8. Inhibition de fluorescence par transfert d’électron photoinduit (PET) oxydatif ou réductif.

Ce processus de transfert d’électron n’est thermodynamiquement possible que si la variation
d’enthalpie libre AG® liée & cette réaction de transfert est négative. Son calcul peut étre réalisé a
partir de 1’équation de Rhem-Weller ci-dessous :

2
0 _ 0 0 e
AG’=E). —E| . —-AE,—AH, -

ou AG® représente I’enthalpie libre standard de la réaction de transfert d’électron, Eg“ ., le potentiel

standard d’oxydation du donneur d’¢lectron, Ej . le potentiel standard de réduction de I’accepteur
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d’électron, AE, 1’énergie d’excitation du fluorophore (passage a I’état excité), e la charge de

I’¢lectron, ¢ la constante diélectrique du solvant et r la distance entre les ions formés.

D’un point de vue cinétique, ces réactions de transfert d’électron sont généralement tres
rapides a température ambiante par rapport a la durée de vie de I’état excité et le transfert d’électron
est souvent limité par la diffusion.

Application aux fluoroionophores de type PET

Une modification du transfert d’électron photoinduit lors de la complexation peut étre mise a profit
pour la conception de fluoroionophores. Soit la présence du cation inhibe le transfert d’électron et
une augmentation du rendement quantique de fluorescence est observée avec la complexation
(interrupteur de type OFF-ON), soit le phénoméne inverse a lieu entrainant une inhibition de
fluorescence (interrupteur de type ON-OFF). Par exemple, le rendement quantique de fluorescence
du composé PET-1 (cf. Figure 1-9) augmente en présence de Pb*" car I’amine tertiaire a laquelle le
cation est complexé est appauvrie en électron et le transfert d’électron de 1’amine vers le
fluorophore excité devient impossible.”” Dans le cas du composé PET-2, le transfert d’électron est
un transfert d’électron oxydatif mettant en jeu le fluorophore excité et le cation Hg”". La
complexation provoque alors une inhibition de fluorescence.™

PET-1

hv hv’ hv hv’

OFF ON ON OFF

Figure 1-9. Fluoroionophores de type PET OFF-ON (a gauche) et ON-OFF (a droite).

Les fluoroionophores de type OFF-ON sont plus intéressants du point de vue de la détection
de cation car il existe de nombreux phénomenes non spécifiques responsables d’une inhibition de
fluorescence (collision, effet d’atome lourd). A noter que pour ce type de fluoroionophores, les
spectres d’absorption et de fluorescence ne subissent pas ou peu de déplacements spectraux, ce qui
exclut la possibilité de mesures ratiométriques.
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II1.2.2. Transfert de charge photoinduit

Le transfert de charge photoinduit est un phénomene qui intervient pour des fluorophores possédant
un groupement ¢lectrodonneur (NMe,, OMe, etc.) conjugué a un groupement ¢&lectroattracteur
(C=0, P=0, CN, etc.). Lors de I’excitation lumineuse, il se produit un transfert de charge
photoinduit du groupement donneur vers le groupement accepteur. Celui-ci conduit en regle
générale a un état excité dont le moment dipolaire est exalté par rapport a 1’état fondamental. Cette
exaltation est notamment a ’origine de I’augmentation du déplacement de Stokes avec la polarité
du solvant (solvatochromisme positif).

Ainsi, dans les solvants polaires, plus le moment dipolaire a 1’état excité est élevé, plus cet
état est stabilisé et plus les longueurs d’onde d’absorption et d’émission sont décalées vers les
basses énergies. La modification des propriétés acceptrices ou électrodonneuses des groupements
impliqués dans le transfert de charge photoinduit est donc susceptible de conduire a d’importants
déplacements spectraux. L utilisation de fluorophores a transfert de charge pour la conception de
fluoroionophores peut alors étre envisagée de deux manieres différentes : soit le cation interagit
avec le groupement accepteur, soit I’interaction se fait avec le groupement donneur.”* Ces deux cas
sont illustrés ci-dessous a 1’aide de deux exemples caractéristiques (PCT-1 et PCT-2) :

e cation en interaction avec 1’accepteur : dans le cas du composé PCT-1, les cations sont

complexés au sein de I’aza-couronne et par le groupement carbonyle de la coumarine. Le transfert
de charge photoinduit du groupement judolidyle donneur vers la lactone acceptrice est renforcé car
le cation appauvrit le groupement accepteur en électrons (cf. Figure 1-10). Des déplacements
bathochromes en absorption et en émission sont alors observés. Ceux-ci sont d’autant plus
importants que la densité de charge du cation complexé est élevée.”

L= &) oo™

- 5 — exaltation du

transfert de charge

déplacement
bathochrome

M™ c PCT-1

Figure 1-10. Fluoroionophores de type PCT (interaction du cation avec le groupement accepteur).
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e cation en interaction avec le donneur : la présence d’une charge positive a proximité du

groupement donneur du composé¢ PCT-2 (azote de I’aza-couronne) 1’appauvrit en électron. Le
transfert de charge photoinduit est donc réduit en présence de cation et les spectres d’absorption et
de fluorescence sont décalés vers les courtes longueurs d’onde. Il a de plus été observé que ce
déplacement spectral est plus important en absorption qu’en émission.”® En effet, si le transfert de
charge est suffisamment efficace (comme c’est le cas pour PCT-2), I’atome d’azote peut devenir
polarisé négativement si bien que cet atome ne participe plus a la complexation du cation. Le
spectre de fluorescence du complexe différe donc peu de celui du ligand libre. On parle alors de
photorupture de I’interaction entre le cation et le donneur. Cette photorupture et la libération
réversible du cation Sr** vers le solvant aprés I’excitation ont pu étre mis en évidence par absorption
transitoire picoseconde.”’

 — _— > diminution du
transfert de charge

déplacement
hypsochrome

\ O/\\
OO S 04N
L LY,

PCT-2 M™ < PCT-2

Figure 1-11. Fluoroionophores de type PCT (interaction du cation avec le groupement donneur).

Les fluoroionophores de type PCT sont particulierement intéressants du point de vue de la
détection car les déplacements spectraux induits par la complexation autorisent la réalisation de
mesures ratiométriques en émission ou en excitation (c’est-a-dire la mesure du rapport de deux
intensités de fluorescence a deux longueurs d’onde d’émission ou d’excitation différentes). Cette
mesure est indépendante de la concentration en senseur fluorescent, des variations d’intensité de la
source excitatrice, de la sensibilité de 1’appareil, du photoblanchiment et des effets de filtre interne.
Elle permet alors d’atteindre de meilleures limites de détection.
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II1.2.3. Transfert d’énergie

Le transfert de 1’énergie d’excitation d’un fluorophore 1 (donneur) vers un fluorophore 2
(accepteur) est possible a condition qu’il existe un recouvrement entre le spectre d’émission du
donneur et le spectre d’absorption de 1’accepteur. Il peut d’effectuer de maniére radiative, c’est-a-
dire par émission d’un photon par le donneur puis réabsorption de celui-ci par 1’accepteur ; ou bien
de manicre non radiative : on parle alors de transfert d’énergie résonnant. En solution diluée, ce
deuxiéme mécanisme est le plus probable.

Dans le cas d’un transfert d’énergie non radiatif ou le couplage entre le donneur et
I’accepteur est trés faible, deux mécanismes différents (présentés sur la Figure 1-12) peuvent
intervenir : un mécanisme d’interaction coulombien dipole-dipole (de type Forster) ou un
mécanisme d’échange (de type Dexter).

o __ ! o -
> «
%5 &
«— 2% «— N
4 S
P Y Yo a0 e*||l e e6 e e
kD * A D A *j kD * A D A*
Dexter Forster

Figure 1-12. Mécanismes de transfert d’énergie résonnant de type Dexter et Forster.

Le transfert d’énergie de type Dexter décroit de maniére exponentielle avec la distance entre
le donneur et I’accepteur et n’est par conséquent pas observable pour des distances
interchromophoriques €levées. En revanche, la théorie du transfert d’énergie de type Forster prévoit
une décroissance en 1/7° de la constante de vitesse de transfert d’énergie (cf. équations ci-dessous),
le rendant ainsi possible pour des distances de ’ordre de 80 a 100 A.

6
k, :Lo{&} eq. 1-7
Tp L ¥
2430
R, = 9000(In10)x @, f]D (D) (DA dA eq. 1-8

1287°N ,n’

ou k, représente la constante de vitesse de transfert d’énergie, TOD la durée de vie du donneur en
I’absence d’accepteur, Ry le rayon de Forster, » la distance entre le donneur et I’accepteur, K le
facteur d’orientation, ®°, le rendement quantique de fluorescence du donneur en l’absence
d’accepteur, N4 le nombre d’Avogadro, » I’indice de réfraction du milieu, /p(A) Dintensité de

fluorescence normalisée du donneur et g4(A) le coefficient d’absorption molaire de I’accepteur.
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Comme le montrent ces relations, le rayon de Forster Ry correspond a la distance entre le
donneur et I’accepteur pour laquelle D’efficacité du transfert d’énergie est de 50 %. Quant a
I’intégrale de 1’équation 1-8, elle représente le recouvrement spectral entre 1’émission du donneur et
I’absorption de 1’accepteur. Plus elle est grande, plus le transfert d’énergie est efficace.

Ainsi, la complexation d’un cation est susceptible de modifier de différentes manieres le
processus de transfert d’énergie : soit en modifiant la distance et/ou I’orientation entre le donneur et
’accepteur (paramétres x° et » modifiés), soit en augmentant ou une diminuant le recouvrement
spectral entre I’émission du donneur et I’absorption de I’accepteur.”® A titre d’exemple (cf. Figure
1-13), la complexation du cation Na' par les fonctions carbonyles du calixaréne EN-1 exalte le
transfert d’énergie entre le pyreéne (donneur) et le groupement carboxyanthracene (accepteur) par
modification de I’orientation et de la distance entre les deux chromophores.®® Le composé EN-2 se
comporte différemment. En effet, la fluorescence du donneur naphtaléne est exaltée lorsque le
cation Cs" est complexé au sein de la couronne. Le recouvrement avec le spectre d’absorption de la

. 3 . . - . .6l
coumarine est donc augment¢ et le transfert d’énergie favorisé en présence du cation.

F3C 0

EN-2

TE

EN-1

TE = transfert d’énergie

Figure 1-13. Exemples de fluoroionophores avec transfert d’énergie.

La possibilité d’effectuer avec ce type de fluoroionophores des mesures ratiométriques
constitue un atout important. Cependant, le contrdle de la distance qui sépare le donneur et
I’accepteur est parfois difficile et d’importantes modifications spectrales ne seront observées que si
cette distance varie autour de la valeur de Ry avec la complexation.

111.2.4. Formation d’exciméres

Par définition, un excimere est un dimere qui se forme a I’état excité par collision entre une
molécule excitée et une molécule identique dans son état fondamental. L excimere est généralement
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stable a 1’état excité mais est dissociatif a 1’état fondamental. Dans la mesure ou il résulte d’une
stabilisation a I’état excité, la fluorescence de 1’excimere est déplacée vers les basses énergies par
rapport au monomere et sa bande de fluorescence est déstructurée. L’excimere posseéde une durée
de vie propre et les mesures de fluorescence résolues en temps a la longueur d’onde d’émission de
I’excimere font souvent apparaitre un temps de montée qui résulte de la cinétique de formation de
I’excimere a partir du monomere excité. La formation d’un excimere est généralement limitée par la
diffusion si bien qu’aux concentrations trés faibles utilisées pour la spectroscopie de fluorescence
en solution, la formation d’excimeres intermoléculaires est peu probable. En revanche, la formation
d’excimeres intramoléculaires est possible a condition que celle-ci s’effectue suffisamment
rapidement comparativement a la durée de vie de I’état excité¢ du monomere.

Ir a Ir a
fluorescence
o fluorescence
excimere .
. monomere
majoritaire
> A ,/\NL > A\
Im Ig~0

S e Yaa s
(S @

EXC-1 Hg* < EXC-1
Figure 1-14. Fluoroionophores avec formation d’excimeres.

Ainsi, lors de la complexation d’un cation par une entité complexante substituée par au
moins deux fluorophores identiques, d’importants changements conformationnels peuvent survenir
et modifier la distance entre ces fluorophores. La formation de 1’excimére est alors plus ou moins
favorisée et le rapport des intensités de fluorescence des bandes monomeres et excimeres (Ig/Iy)
varie. Comme le montre la Figure 1-14 pour le composé¢ EXC-1, la complexation du mercure par le
cyclame modifie la conformation du ligand et éloigne les deux groupements pyrenes 1’un de I’autre.
La fluorescence excimere est alors inhibée et la détection du mercure peut alors étre réalisée par
I’intermédiaire d’une mesure ratiométrique en émission.’> A noter que le pyréne et I’anthracéne sont
couramment utilisés pour la formation d’excimeres intramoléculaires.
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Chapitre 2 Introduction

Chapitre 2 : Senseurs fluorescents sélectifs du plomb

La lutte contre le saturnisme est devenue depuis quelques années une priorité des programmes de
santé publique. La teneur maximale admissible en plomb dans 1’eau potable est actuellement fixée a
25 pg L et doit atteindre 10 pg L™ d’ici 2013. Du fait de sa trés forte toxicité et de son impact
environnemental, le plomb est considéré dans le cadre du programme Toxicologie Nucléaire
Environnementale comme un cation d’intérét et les mécanismes d’action de ce toxique sont a
I’étude aussi bien dans les plantes, qu’au niveau cellulaire. En particulier, I’équipe d’Elisabeth
Mintz, au sein du laboratoire de Biophysique Moléculaire et Cellulaire de Grenoble (UMR CNRS-
CEA-UJF 5090), souhaite étudier le transport du plomb par une protéine de type ATPase.
L’utilisation d’une sonde fluorescente capable de mesurer efficacement la concentration en plomb
dans ce milieu d’étude reste un défi en termes de solubilité, sélectivité, et sensibilité. Forts de
I’expérience du laboratoire dans le domaine des senseurs fluorescents sélectifs de métaux lourds, et
plus particulierement du plomb, deux axes de recherche se sont imposés : d’une part 1’optimisation
d’une sonde déja synthétisée au laboratoire, le Calix-Dans4 ; d’autre part la synthése et I’étude de
nouveaux composes.

Apres un tour d’horizon des différents fluoroionophores sélectifs du plomb récemment
décrits dans la littérature, les principales propriétés complexantes et photophysiques du composé
Calix-Dans4 en absence et en présence de plomb seront présentées. Les résultats obtenus en milieu
eau/acétonitrile seront brievement rappelés avant que ne soit évoqué le cahier des charges
concernant la future utilisation de la sonde (longueur d’onde d’excitation, pH, ions interférents,
nature du milieu tampon, etc.). Les conditions nécessaires a 1’utilisation de la sonde dans ce type de
milieu seront alors décrites, I’accent étant mis en particulier sur les problémes de photodégradation
de la sonde en milieu majoritairement aqueux. Puis, la synthése d’un analogue non carbonylé de
Calix-Dans4 sera décrite, ainsi que ses propriétés complexantes et photophysiques dans des milieux
mixtes. Enfin, de nouveaux calixarénes azotés substitués par des groupements naphtalimides
excitables a des longueurs d’onde supérieures a 400 nm seront étudiés.
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. Rappels bibliographiques

I.1. Fluoroionophores sélectifs du plomb

La chimie de coordination du plomb est particulierement intéressante compte tenu du fait qu’il peut
adopter dans ses complexes des géométries tres différentes (cf. Chapitre 1). Il est également en
mesure d’interagir efficacement aussi bien avec des atomes durs (oxygene) qu’avec des atomes
mous (soufre et azote). Aussi, des composés de structures trés variées, avec divers effets
photophysiques associés a la complexation, ont été étudiés.

I.1.1. Fluoroionophores de type PET

Plusieurs exemples de fluoroionophores sélectifs du plomb de type PET (OFF-ON ou ON-OFF) ont
été décrits dans la littérature. Les entités de reconnaissance utilisées pour la complexation du cation
sont celles couramment employées en chimie supramoléculaire (calixarénes, macrocycles) avec des
fonctions polyéthers ou bien amides comportant plusieurs atomes d’oxygene complexants.

Figure 2-1. Exemples de fluoroionophores de type PET sélectifs du plomb.

Ainsi, en I’absence de cation, la fluorescence du composé 1 dans I1’acétonitrile est
relativement intense et est caractéristique d’une fluorescence de type monomere. L’ajout de
perchlorate de plomb provoque une importante inhibition de la fluorescence par un processus PET
(ON-OFF), du fait de la formation d’un complexe de stoechiométrie 1:1 (log = 7,74)." En effet,
les 2 fonctions carbonyles participent a la complexation du cation au sein de la couronne(6). Le
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transfert d’électron entre le pyréne excité et les groupements amides déficients en électrons est
rendu possible, entrainant alors une diminution du rendement quantique de fluorescence. Cet effet
est néanmoins beaucoup plus faible dés lors qu’un solvant protique est utilisé : les groupements
amides sont rendus moins complexants du fait de liaisons hydrogeéne formées avec le solvant.

Un processus similaire est également a 1’origine de la détection du plomb par 2. La
complexation du cation Pb®" aux fonctions N,N-diéthylacétamides greffées sur le squelette
calixaréne entraine une baisse de 70 % de l’intensité de fluorescence du groupement méthoxy-
carboxynaphtaléne dans un milieu CH;CN/H,O 3:1 4 pH=52.2 La constante de formation du
complexe de stoechiométrie 1:1 dans ce milieu est de 6,5 x 10%. Si la sélectivité photophysique de
cette sonde est remarquable envers de nombreux cations (métaux de transition, alcalins et alcalino-
terreux), la sélectivité chimique n’est pas satisfaisante, surtout vis-a-vis du sodium. En présence
simultanée de plomb et de sodium, aucun effet n’est observé en absorption et en émission, la sonde
2 se liant préférentiellement au sodium.

Soto et al. ont pour leur part développé toute une série de fluoroionophores dont ’entité de
reconnaissance est une couronne azotée, et ou le fluorophore est un complexe de ruthénium de type
Ru(tpy),>".> De telles couronnes, qui combinent des atomes d’oxygéne et d’azote, sont connues
pour complexer efficacement les gros cations des métaux de transition, au détriment de cations dont
le rayon ionique est plus faible. Ainsi, I’ajout de plomb en milieu organo-aqueux (CH3CN/H,0O 7:3)
entraine une exaltation de fluorescence de 3 de 1’ordre de 30 %. En effet, la complexation a I’azote
de la couronne inhibe le transfert d’électron vers le fluorophore et provoque une augmentation du
rendement quantique de fluorescence. Si la possibilité de travailler en présence d’eau et en excitant
dans le visible a 480 nm sont des avantages indéniables, le faible rendement quantique de
luminescence de 3 (®r ~ 5 x 10™) et la faible sélectivité pour Pb*" vis-a-vis de Cd*" sont génants.

Concernant le calixaréne 4, la formation d’un complexe ML avec le plomb entraine une
inhibition quasi-totale de I’intensité de fluorescence du fluorophore naphtaléne.* Dans I’acétonitrile,
la constante de formation de ce complexe est de 6 x 10*. Le principal cation interférent est le
potassium avec qui 4 forme un complexe de type M,L avec un cation au sein de chaque boucle
complexante. De plus, aucune indication n’est fournie sur la possibilité de détecter le plomb en
milieu aqueux.

1.1.2. Fluoroionophores de type PCT

D’abord synthétisé par Valeur ef al. et étudié comme senseur de calcium,’ le composé 5 s’est révélé
un trés bon senseur de plomb dans 1’acétonitrile (log Aur = 6,02). La complexation du cation au
sein de la couronne azotée provoque une diminution du transfert de charge de I’atome d’azote de la
couronne vers la fonction carbonyle et I’azote de la benzoxazinone. Un important déplacement
spectral hypsochrome en résulte ainsi qu’une exaltation de fluorescence du fait de la rigidification
de la couronne et de la diminution des constantes de vitesse des voies de désexcitation non
radiatives.® Néanmoins, 1’ajout de solvants protiques tels que I’eau ou I’éthanol inhibe la
fluorescence de la benzoxazinone ce qui limite ’'usage de ce composé aux milieux non protiques.

Le composé 6 posséde également un macrocycle azoté comme site de reconnaissance du
cation. Afin d’expliquer I’importante exaltation de fluorescence ainsi que le déplacement
hypsochrome des spectres d’absorption observés avec la complexation dans 1’acétonitrile, Chen et
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al. ont émis I’hypothése de la formation d’un complexe de stoechiométrie 2:2 dans lequel chaque
cation est en interaction avec ’azote de la couronne et les deux fonctions carbonyles du second
ligand.” A I’inverse des spectres d’absorption, les spectres d’émission sont peu déplacés vers le bleu
car le cation est en interaction a la fois avec les groupements donneurs et accepteurs impliqués dans
le transfert de charge photoinduit. Cependant, la présence de seulement 5 % d’eau diminue
I’efficacité de la sonde (affinité pour le plomb de deux ordres de grandeur inférieure et effets
photophysiques moins marqués).

//\o/»

5%}

\\/Oj

0,5—NH HN-SO,

Calix-Dans4

Figure 2-2. Exemples de fluoroionophores de type PCT sélectifs du plomb.

Le calixaréne tétrasubstitué¢ par quatre groupements carboxysulfonamides Calix-Dans4,
synthétisé et étudié dans notre équipe en milieu organo-aqueux, s’est avéré particulierement
sensible et sélectif.™” Les trés fortes constantes de stabilité mesurées pour les complexes formés
avec le plomb ont été expliquées par le phénoméne d’activation de la paire inerte du plomb, qui
intervient lorsqu’au moins trois atomes d’azote participent a la complexation du cation (cf.
Chapitre 1). Les principaux résultats concernant ce composé seront rappelés dans le paragraphe 1.2
de ce chapitre.

Par la suite, de nouveaux fluoroionophores incorporant des fonctions dansyles trés sensibles
a la polarité¢ de leur micro-environnement ont ét¢ développés. En effet, Kavallieratos et al. ont
montré que les dérivés de 1’ortho-phénylénediamine substitués par deux fonctions sulfonamides
sont d’excellents extractants du plomb.'® La synthése de 7, qui posséde deux groupements dansyles
qui se déprotonnent lors de la complexation par le plomb, a permis d’obtenir un extractant efficace,
sélectif et fluorescent : en présence de 2,2 équivalents de diisopropylamine, 99,5 % du plomb
contenu dans une solution de nitrate de plomb a 3,5 mM sont extraits en phase organique dans le
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dichloroéthane ([7] = 3,5 mM). La complexation du plomb se traduit alors par une diminution de
30 % de I’intensité de fluorescence mais aucun déplacement spectral n’est observé.'"

1.1.3. Formation d’excimeéres

La formation d’exciméres intramoléculaires dans des calixarénes fonctionnalisés par des
groupements pyrenes est une des voies couramment employée pour la conception de senseurs de
cations. En modifiant la conformation du ligand, le cation favorise ou défavorise la formation
d’excimeres intramoléculaires. Pour le composé 8, la complexation du plomb induit plusieurs
phénomenes. En I’absence de cation dans CH3;CN, le spectre de fluorescence présente une bande
monomere et une seconde excimere a 470 nm (Lexcimere/ Imonomere = 1,52). Lors de la complexation par
Pb*", I’effet d’atome lourd et le transfert d’électron photoinduit du pyréne vers les groupements
carbonyles provoquent la diminution de la fluorescence monomere. La diminution de la
fluorescence excimere résulte du changement conformationnel induit par la complexation : les deux
groupements carbonyles étant complexés au cation, les deux pyreénes sont rejetés loin 1'un de
1’autre, empéchant ainsi la formation d’un excimére.'” La constante de formation du complexe de
stoechiométrie 1:1 est de 5,2 x 10°.

H

S>> 9 N)%@NH

e e YN HZO@OHz

NH
N /

<

CC @ )
cz% Y

o}

Figure 2-3. Exemples de fluoroionophores sélectifs du plomb de type excimere.

Les composés 9 et 10 de la Figure 2-3 forment quant a eux des excimeres intermoléculaires
en présence de plomb. 9 forme ainsi un complexe de type ML, dans un milieu eau/DMSO 98:2 a
pH = 64 (K, = 1,09 x 106). Dans ce dimére, le cation Pb*" est stabilisé par interaction
¢électrostatique avec deux groupements carboxylates (un par ligand), et par interaction non covalente
avec les deux noyaux indoles du tryptophane. Egalement stabilisé par liaison hydrogene entre les
deux fonctions amides de chaque ligand, 1’édifice supramoléculaire formé posséde une fluorescence
monomere inhibée par rapport au ligand libre, tandis qu’une importante fluorescence excimere
apparait. Le cation Pb®" complexé par deux ligands induit en effet un rapprochement spatial des
deux groupements pyrénes de chaque ligand. Une tres faible limite de détection a pu étre atteinte
(0,15 uM) et une excellente sélectivité vis-a-vis de nombreux cations a été observée. '
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L’approche utilisée par Hayashita ez al. pour la conception de 10 est similaire mais nécessite
d’ajouter un agent favorisant la formation du dimére en milieu aqueux : une y-cyclodextrine.*
L’inclusion de deux pyrénes au sein de la cavité hydrophobe de la cyclodextrine est favorisée par la
complexation du plomb au niveau des deux pinces complexantes oxygénées (une par ligand).
L’ajout de plomb dans un milieu eau/méthanol 98:2 a pH = 4,3 entraine alors une diminution de la
fluorescence monomere du pyrene et une augmentation de la fluorescence excimere. Une limite de
détection de 10 uM a été mesurée et aucune interférence notoire avec les principaux métaux de

e 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ rer . roos
transition (Zn~, Cu™, Co™, Ni” et Cd"") n’a été¢ mise en évidence.

1.1.4. Autres fluoroionophores sélectifs

Certains fluoroionophores sélectifs du plomb décrits dans la littérature fonctionnent suivant un
principe différent de ceux énoncés précédemment. A titre d’exemple, Kwon ef al. ont récemment
synthétisé un dérivé de la rhodamine B (11) dont la fluorescence est multipliée d’un facteur 100 en
présence de plomb dans 1’acétonitrile.”> En 1’absence de cation, le composé n’absorbe pas dans le
visible et n’est pas fluorescent. L’ajout de plomb provoque une aromatisation réversible de la
molécule, se traduisant par une importante exaltation de fluorescence. Ce senseur est
particulierement sélectif, posseéde une constante de complexation €levée (log K = 5,3 dans CH3;CN)
mais ne fonctionne pas en milieu aqueux.

7

—

11
Glu Cys Glu Glu
——— Y —— ——
O2H 9 H 9 H (Pu H 9
S 'N—(FHC—N—(])HC—N—(FHC—N—(])HC—OH
\N O CHz CH, CH; CH,
/ CIIHZ SH CIIHZ C|H2
¢=0 ¢=0  ¢=0
OH OH OH
12

Figure 2-4. Exemples de fluoroionophores sélectifs de plomb.

En ce qui concerne le composé 12, un groupement dansyle fluorescent permet la détection
du plomb. En milieu tamponné a pH = 7,1, la complexation du plomb par les groupements
carboxylates des trois acides aminés glutamates et le soufre de la cystéine entraine un changement
de polarité dans le microenvironnement du groupe dansyle. Cela se traduit par un déplacement vers
le bleu du spectre d’émission de 12 et par une exaltation du rendement quantique de fluorescence. '°
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Si la possibilit¢ de réaliser une mesure ratiométrique et la sélectivité pour le plomb sont

intéressantes, 1’affinité n’est pas tres élevée (ECfé’“ =120 uM).*

1.2. Détection du plomb par Calix-Dans4 en milieu eau/acétonitrile

Le composé Calix-Dans4 est un calixaréne substitué par quatre groupements carboxysulfonamides
(cf. Figure 2-2) dont les propriétés photophysiques et complexantes ont fait I’objet de nombreuses
études au sein de notre équipe. Les résultats obtenus au cours de la thése de Rémi Métivier, dont
une partie est présentée ici, ont d’ailleurs fait I’objet de plusieurs publications.**!” Dans un milieu
mixte eau/acétonitrile 40:60 tamponné par la lutidine et HCIO4 a pH = 5,2, ce calixaréne s’est
révélé tres sensible et hautement sélectif vis-a-vis du plomb.

1.2.1. Propriétés complexantes avec le plomb

L’évolution des spectres d’absorption et de fluorescence stationnaire de Calix-Dans4 avec I’ajout de
thiocyanate de plomb est représentée sur la Figure 2-5. La concentration en ligand est maintenue
constante tout au long du dosage. Les cinétiques de complexation sont suffisamment rapides a 20°C
pour se dérouler dans le temps du mélange de la solution.

0.2 2
(a) (b)
[Pb*] ~1F
<
0.15 15 2
8 _ 0.8,
& <
201 o T w w
8 - 540 570 600
2 - A/ nm
point
0.05 0.5 - isoémissif

300 350 400 400 500 600 700 800
Al nm Al nm

Figure 2-5. Evolution (a) des spectres d’absorption et (b) des spectres de fluorescence (Ao = 350 nm) de
Calix—Dans4 dans CH;CN / H;O 6:4 a pH = 5,2 (tampon lutidine-HCIO,) avec des ajouts croissants de
thiocyanate de plomb. En encart : zoom sur l’évolution des spectres de fluorescence non corrigés de
I"absorbance.

Les spectres sont déplacés vers les courtes longueurs d’onde (de 9 nm en absorption et de
52 nm en fluorescence) et la fluorescence est exaltée d’un facteur 1,4 (®r(L)=0,12 £ 0,012 ;
@®r (ML) =0,17 £ 0,017). En effet, a pH = 5,2 en I’absence de cation, il a ét¢ montré que trois des
quatre fluorophores dansyles sont protonnés. La complexation du cation Pb*" s’accompagne d’une

2+
*EC ?g représente la concentration en plomb pour laquelle la variation du rapport des intensités de fluorescence a 510

et 557 nm atteint 50 % de sa variation totale.
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déprotonation des hydrogenes des fonctions carboxysulfonamides des fluorophores dansyles,
provoquant une importante modification des propriétés photophysiques du ligand (cf. Figure 2-6).
Ce phénomene de déprotonation induite par la complexation est couramment observé pour les
fluoroionophores comportant des groupements carboxysulfonamides a proximité du site de

complexation, du fait du faible pK, de ces protons (de I’ordre de 6,3).'*%%

L’ajustement numérique des faisceaux de courbes d’absorption et de fluorescence, effectué
grice au logiciel SPECFIT™ sur la base d’un modele faisant intervenir deux complexes successifs
de stoechiométrie 2:3 (M;L3) puis 1:1 (ML), permet le calcul des constantes de complexation
apparentes pour ces deux complexes. Les valeurs de ces constantes, particulicrement élevées ce qui
traduit la trés forte affinité du Calix-Dans4 pour le plomb, sont regroupées dans le Tableau 2-1 ci-

dessous.
NMe2 NMez NM62 NMez
Me2N 4 | AN S NMez MeoN ~ B NMe2
“@ g ~@ “Q ~@
OZS\zS\N /SOZ ) @ 028\ 6 O /SO/ZSOZ

028, ©
250 0,8<
ol HNHN 2 ONN N HN
= ia N Mg
o) 0 Qo

CH3CN/H,0 6:4
pH=52

Figure 2-6. Complexation du plomb par Calix-Dans4 a pH = 5,2.

Complexe M,L; ML
lOg Kapparente 33,5 T 175 10,0 + 0,5

Tableau 2-1. Constantes de stabilité des complexes formés par Calix-Dans4 avec le plomb en milieu
CH;CN / H,0 6:4 a pH =35,2 (tampon lutidine-HCIO,).

1.2.2. Sensibilité de la détection du plomb avec Calix-Dans4

L’ajout de plomb induit un important déplacement spectral de la fluorescence de Calix—Dans4. Une
mesure ratiométrique de la fluorescence a deux longueurs d’onde d’émission caractérisant au mieux
le déplacement hypsochrome dii a la complexation a été réalisée. Les deux longueurs d’onde sont
choisies aux maxima des spectres de fluorescence du ligand libre et des complexes, c’est-a-dire
565nm et 515nm. Une droite de calibration est tracée en portant le rapport
Ir (515 nm) / Iy (565 nm) en fonction de la concentration en plomb (cf. Figure 2-7) et une limite de
détection de 4,2 ng L' a finalement été mesurée.
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Figure 2-7. (a) Réponse ratiométrique de [’intensité de fluorescence et (b) droite de calibration du
composé Calix—Dans4 pour la détection du plomb par fluorimétrie stationnaire ([L] = 3,6 x 10°° M) dans
un solvant CH;CN / H>0 6:4 a pH = 5,2 (tampon lutidine-HCIO,).

1.2.3. Sélectivité de la détection du plomb avec Calix-Dans4

La détermination de la sélectivit¢ de Calix—Dans4 vis-a-vis du plomb nécessite de connaitre
I’ensemble des constantes de stabilité avec les autres cations considérés, ainsi que les effets
photophysiques associés aux complexes correspondants. Une série de dosages a été effectuée en
absorption et / ou fluorescence, et les faisceaux de courbes ont été ajustés numériquement grace au
logiciel SPECFIT™. Les constantes de stabilité ainsi que les spectres d’absorption et de
fluorescence correspondant a chacun de ces complexes sont présentés dans le Tableau 2-2 et la

Figure 2-8.
25 2
(a) (b)
cd**, ca®
—_~ 27 K+
‘TE Calix-Dans4 15
[&]
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Figure 2-8. (a) Courbes des coefficients d’absorption molaire et (b) spectres de fluorescence corrigés de
l’absorbance (Aexe = 350 nm) du ligand L et de différents complexes métalliqgues ML de Calix—Dans4
reconstruits par le logiciel SPECFIT™ & partir des faisceaux de courbes obtenus dans un solvant
CH;CN / H,0 6:4 a pH = 5,2 (tampon lutidine-HCIO,).
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Sélectivité @ log Kapparente Sélectivité @
log Kapparente (ML) (Pb>") / K (M™) (ML) K (Pb*) / K (M™)
5 33,5+1,56@9 - 5
Pb™ 10,0+ 0,5© - Zn” - -
Hg** 5,89 +0,07© 2,6x10" Ca’" 7,40+0,28© 1250
cd* 7,24 +0,08 D 1150 K" 3,69+0,05® 3,9x10°
cu*’ 4,83 40,09 3,1x10° Na" 4,88 +0,040 2,5%10°

(a) calcul de sélectivité moyenne compte tenu des erreurs sur les constantes de stabilité ; (b) calcul de sélectivité avec
log K (Pb*")=10,0 + 0,5 ; (c) détermination de log K par spectroscopies d’absorption et de fluorescence, (d) valeurs
de log K pour un complexe M,L;; (e) détermination de log K par spectroscopie de fluorescence uniquement ; (f)
détermination de log K par spectroscopie d’absorption uniquement.

Tableau 2-2. Constantes de complexation de Calix—Dans4 avec quelques cations compétitifs déterminées en
absorption et / ou en fluorescence par le logiciel SPECFIT™ dans un solvant CH;CN / H,O 6:4 a pH = 5,2
(tampon lutidine-HCIO,).

La sélectivité thermodynamique vis-a-vis du plomb est supérieure a 1000 pour Ca**, Cd*" et
Hg”", voire méme supérieure 4 10° pour Na*, K™ et Cu®". Seul Zn*" ne présente aucune propriété de
complexation. Il faut considérer ces valeurs comme une borne largement inférieure a la réalité
puisqu’elles ne tiennent pas compte du complexe M,L3 extrémement stable que Calix-Dans4 forme
avec le plomb (un rapport de constante de stabilité pour plusieurs stoechiométries de complexes est
sans signification). L’ajout de cuivre Cu®" provoque une extinction modérée de la fluorescence et
un faible déplacement spectral. Seul un léger déplacement de spectre est observé pour Na™ et K,
révélateur d’une trés faible interaction de ces cations avec Calix-Dans4. Enfin, Ca®" et Cd*
induisent des effets comparables a ceux du plomb. En particulier, le déplacement spectral est trés
prononcé, I’exaltation est du méme ordre de grandeur que celle induite par Pb>". Ces deux cations
représentent donc la principale interférence vis-a-vis du plomb.

Il devient donc évident, au vu des constantes de stabilité apparentes du Tableau 2-2 et des
effets photophysiques associés aux différents complexes, que la sélectivité effective de Calix-Dans4
vis-a-vis du plomb est réduite en présence d’un grand exces de calcium ou de cadmium (1 mM) et
la détection du plomb dans de tels milieux parait difficilement envisageable. Néanmoins,
I’utilisation de la sonde en présence de cations alcalins ou alcalino-terreux comme le sodium, le
potassium et le calcium en faible quantité devrait étre possible. L’étude des propriétés de ce ligand
dans des conditions compatibles avec les expériences de biologie cellulaire réalisées dans le cadre
du programme Toxicologie Nucléaire Environnementale est par conséquent une étape importante
pour la valorisation de Calix-Dans4 comme fluoroionophore sélectif de plomb utilisable en
biologie.
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Il. Fonctionnement de la sonde Calix-Dans4 en milieu aqueux a pH = 6

I1.1. Conditions de milieu

Dans le but de pouvoir optimiser le fonctionnement de la sonde fluorescente Calix-Dans4, Elisabeth
Mintz et son équipe du laboratoire de Biophysique Moléculaire et Cellulaire nous ont fourni un
cahier des charges trés précis, fixant les différentes caractéristiques du milieu d’utilisation de la
sonde. L’ensemble de ces caractéristiques est récapitulé dans la figure ci-dessous.

Obiectifs de l'utilisation de la sonde

e Mesure du plomb disponible dans différents milieux utilisés dans les expériences.
e Mise en évidence d’un transport du plomb par une protéine (ATPase).

Nature et composition du milieu dans leauel la sonde est introduite

e Milieu : H,O (addition possible de DMSO jusqu’a 20 % en volume).

e Tampon de type MES, MOPS ou EPPS a 50 mM amené au pH voulu par la potasse
ou la soude. Domaine de pH acceptable : 6 a 8.

e Présence de KCI a hauteur de 100 a 200 mM (pouvant étre supprimé, mais avec un
effet inhibiteur probable sur le fonctionnement de I’ ATPase).

e Présence de MgCl; (le substrat de I’ATPase est le MgATP), en général 5 mM.

e Présence d’ions calcium : [Ca*] ~ 5 uM.

o Présence d’ATP, de 10° 2 10° M.

e Présence de lambeaux et vésicules de membranes natives (protéines).

| Domaine de concentration en plomb |

e [Pb*"]~ 1-100 pM initialement sous forme d’acétate de plomb.

| Lonaueur d’onde d’excitation |

Aexc > 350 nm (présence de protéines dans le milieu).

Figure 2-9. Cahiers des charges pour ['utilisation de la sonde Calix-Dans4 en milieu compatible avec la
biologie par [’équipe d’Elisabeth Mintz (laboratoire de Biophysique Moléculaire et Cellulaire).

Les contraintes imposées par ce cahier des charges sont nombreuses. Tout d’abord, la
principale exigence est 1’utilisation d’un solvant trés majoritairement aqueux. Seul le DMSO peut
étre utilis€ comme co-solvant organique dans une limite de 20 % afin de solubiliser la sonde Calix-
Dans4 dans le milieu d’étude. De plus, la détection de concentrations en plomb de 1’ordre de la
dizaine de micromoles par litre doit s’effectuer a un pH compris entre 6 et 8§ pour que le
fonctionnement de I’enzyme soit peu perturbé. Or, le pH optimal d’utilisation dans un milieu
acétonitrile/eau 6:4 était de 5,2 afin de favoriser la complexation du plomb par la forme neutre du
fluorophore dansyle, plutot que la complexation par la forme basique déprotonnée. La présence de
nombreux cations compétitifs, dont certains a de trés fortes concentrations (K par exemple), est
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également a prendre en compte et une forte concentration en ions chlorures peut s’avérer
préjudiciable du fait de leur effet inhibiteur sur la fluorescence. Enfin, la longueur d’onde
d’excitation doit €tre supérieure a 350 nm de maniére a s’affranchir de I’autofluorescence du milieu
biologique.

Ces différents facteurs ont été pris en compte successivement afin d’optimiser les conditions
de fonctionnement de la sonde Calix-Dans4.

11.2. Optimisation du fonctionnement de la sonde

I1.2.1. Préambule

Le cahier des charges requiert 1’utilisation exclusive de I’eau comme solvant, le DMSO pouvant
étre utilisé conjointement dans des proportions inférieures a 20 %. Compte tenu de la faible
solubilit¢ de la sonde Calix-Dans4 dans 1’eau, les premiers essais ont ¢té réalisés avec le
pourcentage maximal autoris¢ en DMSO, a savoir 20 %. Ce dernier peut néanmoins étre abaissé
jusqu’a 5 % sans que les problémes de solubilité de la sonde ne deviennent génants pour les
mesures. Les expériences présentées par la suite ont donc €té réalisées dans un milieu eau/DMSO
95:5 v/v.

Par ailleurs, il avait été démontré que le pH optimum pour la complexation était de 5,2.
Celui-ci était fixé par 1’utilisation d’un tampon lutidine-HC1Oy4, présentant I’avantage de ne pas faire
intervenir de cations interférents. Afin de respecter le cahier des charges tout en se rapprochant le
plus possible des conditions expérimentales précédemment optimisées, un milieu tamponné par le
MES? (50 mM) et ajusté a pH = 6 par ajout de soude NaOH, a ét¢ choisi.

Enfin, le thiocyanate de plomb Pb(SCN), comme source de plomb(Il) a été remplacé par de
I’acétate de plomb Pb(OAc),. En effet, ce dernier est la source de plomb utilisée lors des
expériences menées sur le fonctionnement de 1’ATPase, et posséde une meilleure solubilité que le
thiocyanate de plomb en milieu aqueux.

I1.2.2. Etude en présence de chlorure de magnésium

Mise au point des conditions expérimentales

Des mesures préliminaires en absorption et en fluorescence stationnaire pour le ligand Calix-Dans4
sont réalisées dans les conditions suivantes : solvant eau/DMSO 95:5 a pH = 6,0 (tampon MES 50
mM ajusté par ajout de NaOH) en présence de chlorure de magnésium (5 mM). Elles conduisent a
la mise en évidence d’une photodégradation relativement rapide de la sonde Calix-Dans4 dans des
conditions d’éclairement standards. Ce phénomene est également observé en absence de chlorure de
magnésium et dans des milieux plus riches en DMSO (20 % en volume).

En effet, le ligand Calix-Dans4 comporte quatre fonctions carboxysulfonamides. Dans la
littérature, il a été montré que des composés similaires de type N-tosyle amide pouvaient étre
déprotégés photochimiquement en présence d’un photosensibilisateur (PDMBI) dans un solvant

0™
N._"~

* MES = acide 2-morpholinoethanesulfonique SO3H
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eau/acétonitrile 1:13 avec d’excellents rendements.”' Le mécanisme de photodégradation de Calix-
Dans4 n’a cependant pas pu étre déterminé mais se traduit vraisemblablement par la rupture de la
liaison S-N de la fonction carboxysulfonamide. Expérimentalement, le pH et la proportion d’eau
influent sur ce mécanisme mais il est difficile de savoir, d’un point de vue mécanistique, a quel
niveau ces facteurs interviennent.

Afin de minimiser I’influence de ce phénomene et de ne mesurer que les effets dus a la
complexation du ligand par le plomb, les conditions d’éclairement ont été optimisées de sorte que la
puissance du faisceau incident n’induise pas de photodégradation et permette la mesure d’un signal
de fluorescence suffisamment intense. Le faisceau lumineux d’excitation est atténué par utilisation
d’un filtre passe haut dont la transmittance a 380 nm a été¢ mesurée a 0,72 %. Les fentes du
monochromateur en excitation sont assez fines de mani¢re a diminuer la quantité¢ de lumiére
incidente (dispersion de 1,89 nm). La présence du filtre et 1’utilisation de fentes étroites en
excitation conduisent a une diminution drastique de la lumiere incidente. Ce faisant, les fentes en
émission sont choisies tres larges (18,9 nm) de sorte a recueillir le maximum de photons émis et a
avoir un rapport signal/bruit le plus élevé possible. Les temps d’intégration sont également allongés
et la concentration en ligand est choisie relativement élevée (10 uM), quitte a exciter ce dernier
dans la queue de sa bande d’absorption (a 380 nm).
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Figure 2-10. (a) Evolution de !'intensité de fluorescence a 520 nm en fonction du temps et (b) coefficient
d’absorption molaire et spectre de fluorescence normé du ligand Calix-Dans4 (10 uM) dans un solvant
H,O/DMSO 95:5 a pH = 6,0 (tampon MES-NaOH 50 mM) en présence de MgCl, (5 mM), Ao = 380 nm.

L’ensemble de ces optimisations permet de s’affranchir des problémes de photodégradation
de la sonde, comme le montre I’évolution de I’intensité de fluorescence de Calix-Dans4 a 520 nm
en fonction du temps (Figure 2-10 (a)). La diminution de ’intensité¢ de fluorescence est ainsi
inférieure a 1 %, pour une exposition sur un intervalle de temps de 1200 s. Le spectre d’absorption
et le spectre de fluorescence de Calix-Dans4 sont enregistrés dans ces conditions et présentés sur la
Figure 2-10 (b).
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Complexation du plomb

Au vu des résultats précédents, la complexation du plomb par le Calix-Dans4 dans un milieu
eau/DMSO 95:5, tamponné par MES-NaOH (50 mM) a pH = 6 en présence de chlorure de
magnésium (5 mM) a été effectuée. Les mesures en absorption et en émission sont réalisées dans
les conditions d’éclairement décrites précédemment et la concentration en ligand est maintenue
constante a 10 uM tout au long du dosage (cf. Figure 2-11).
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Figure 2-11. Evolution (a) des spectres d’absorption et (b) des spectres de fluorescence corrigés de

l’absorbance (Ao = 380 nm) de Calix—Dans4 avec des ajouts croissants d’acétate de plomb dans un
milieu eau/DMSO 95:5, tamponné par MES-NaOH (50 mM) a pH = 6 en présence de chlorure de
magnésium (5 mM).

La complexation du ligand Calix-Dans4 par le plomb induit une légeére augmentation du
coefficient d’absorption molaire du ligand et s’accompagne d’une inhibition de la fluorescence
(diminution de 35 % de I’intensité de fluorescence a 520 nm). Un léger déplacement spectral vers
les faibles longueurs d’onde est observé : en absence de plomb, le maximum de l’intensité de
fluorescence se situe a 525 nm, tandis que la présence de plomb a une concentration de 120 uM le
déplace a 515 nm. Néanmoins, si le déplacement spectral en émission est significatif, sa valeur n’est
qu’indicative compte tenu de la largeur des fentes utilisées en émission (18,9 nm).

A titre de comparaison avec les résultats en milieu CH3CN/H,O 6:4 a pH = 5,2, les effets
photophysiques sont beaucoup moins importants en terme de déplacement spectral et une inhibition
de fluorescence est observée au lieu d’une exaltation. Cela peut s’expliquer par la proportion plus
importante de fluorophores déprotonnés a pH = 6. La complexation du plomb ne s’accompagnant
pas d’une déprotonation des fluorophores dansyles, les effets photophysiques observés sont de
moindre ampleur. Enfin, la saturation du ligand intervient bien au dela d’un équivalent de plomb
ajouté ([Pb>] > 150 uM). L’ajustement numérique des spectres de fluorescence a 1’aide du logiciel
SPECFIT™ permet d’accéder, en utilisant un modéle faisant intervenir un unique complexe de
stoechiométrie 1:1, a la valeur de la constante de formation f;; du complexe ML dans ces

conditions expérimentales (log £ = 5,1 £0,2) et aux spectres de chacune des espéces (cf. Figure
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2-13(b)). La constante de complexation dans ce milieu dont la proportion en eau est plus élevée, est
fort logiquement plus faible que lors des manipulations avec 60 % d’acétonitrile.

1.2

| | | | | | |
440 480 520 560 600 640 680
Al nm

Figure 2-12. Spectres de fluorescence reconstruits avec le logiciel SPECFIT™ du ligand Calix-Dans4 et
du complexe de plomb ML dans un milieu eau/DMSO 95:5, tamponné par MES-NaOH (50 mM) a pH = 6

en présence de chlorure de magnésium (5 mM).

Courbe de calibration

Méme si le déplacement spectral demeure relativement faible, il est possible d’effectuer une mesure
ratiométrique de la fluorescence a deux longueurs d’onde d’émission caractérisant le déplacement

spectral.

1.2
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Figure 2-13. (a) Spectres de fluorescence et (b) courbe de calibration du composé Calix—Dans4 pour la
détection du plomb par fluorimétrie stationnaire ([L] =10 uM) dans un solvant H,O/DMSO 95:5 a

pH = 6,0 (tampon MES-NaOH 50 mM) en présence de MgCl, (5 mM).
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Pour des concentrations en plomb entre 0 et 120 puM, le rapport des intensités de
fluorescence a 520 nm et 460 nm est enregistré. A chaque longueur d’onde, le nombre de photons
émis est mesuré par intégration sur un intervalle de temps étendu (30 secondes) afin de minimiser
les erreurs de mesure. La courbe de calibration obtenue est reportée sur la Figure 2-13. Le rapport
entre I'intensité de fluorescence a 520 nm et 460 nm permet une mesure relativement précise de la
concentration en plomb du milieu dans un intervalle compris entre 0 et 40 uM. Dans cette gamme
de concentration, la variation du rapport d’intensité est suffisamment importante pour que les
erreurs de mesure ne constituent pas un facteur limitant. A 1’inverse, passé 40 uM, les variations
deviennent trop faibles pour déduire de manicre précise la concentration en plomb par la mesure du

rapport d’intensité de fluorescence.

I1.2.3. Etude en présence de chlorure de potassium

Le cahier des charges indique I’ajout éventuel de chlorure de potassium a des concentrations tres
élevées (entre 0,1 et 0,2 M). L’influence de ce parametre a donc été étudice. L’évolution de
I’intensité de fluorescence a 520 nm montre un phénomeéne de photodégradation accru, par rapport a
ce qu’il peut étre en absence de chlorure de potassium, et ce dans des conditions d’éclairement
identiques (fentes et atténuateur optique compris). Ainsi, pour une exposition de 20 minutes, la
diminution relative de l’intensité¢ de fluorescence atteint 5 %. Une telle diminution est trop
importante pour justifier des essais pouss€s de complexation du plomb dans ce milieu : les effets
liés a la complexation du plomb ne sont pas suffisants comparativement a la photodégradation.
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Figure 2-14. Evolution de [’intensité de fluorescence a 520 nm pour de Calix-Dans4 (10 uM) dans un
solvant H,O/DMSO 95:5 a pH = 6,0 (tampon MES-NaOH 50 mM) en présence de MgCl, (5 mM) et de
KCIl (0,1 M).

I1.2.4. Conclusion sur le composé Calix-Dans4 et perspectives

La sonde Calix-Dans4, mise au point au laboratoire, s’est révélée étre une sonde particulicrement
sensible et sélective du plomb en milieu eau/acétonitrile 40:60, a un pH de 5,2. Cependant, son
utilisation dans un cadre biologique nous a obligés a optimiser son fonctionnement pour des milieux

- 46 -



Chapitre 2 II. Fonctionnement de la sonde Calix-Dans4 en milieu aqueux a pH =6

majoritairement aqueux (au maximum 20 % de DMSO), a des pH compris entre 6 et 8 et en
présence de cations interférents (magnésium, potassium). Des phénomeénes de photodégradation
particulierement génants ont été résolus en se plagant dans des conditions d’éclairement adaptées. 11
a ainsi €té possible de tracer une courbe de calibration permettant d’accéder a la concentration du
plomb dans un milieu eau/DMSO 95:5 tamponné a pH 6 (MES-NaOH 50 mM), en présence de
chlorure de magnésium (5 mM). La complexation se traduisant par une inhibition de la fluorescence
et un léger déplacement spectral, la simple mesure du rapport entre les intensités de fluorescence a
520 et 460 nm autorise la mesure de la concentration en plomb du milieu dans un domaine
s’étendant jusqu’a 40 uM. La mesure de concentrations supérieures se révele par contre impossible.
Bien que I’ajout de chlorure de potassium ait été dans un premier temps considéré facultatif par E.
Mintz et son équipe, il s’est par la suite révélé indispensable au fonctionnement de I’enzyme de type
ATPase. Dans le cadre de cette ¢tude, le composé Calix-Dans4 n’est donc pas adapté a de telles
conditions expérimentales.

Plusieurs conclusions s’imposent a 1’issue des études menées sur le composé Calix-Dans4.
Tout d’abord, certaines caractéristiques, telles que le squelette calixaréne avec quatre atomes
d’azote complexant, conferent a ce ligand une excellente sensibilité et une trés bonne sélectivité
dans un milieu adapté. Cependant, les fonctions carboxysulfonamides sont majoritairement
déprotonnées aux alentours du pH physiologique et peu d’effets sont observés lors de la
complexation du plomb par Calix-Dans4. Du point de vue de la stabilité¢ photochimique, elles se
clivent rapidement sous irradiation a pH = 6 et la longueur d’onde d’excitation des fluorophores
dansyle demeure relativement basse (maximum d’absorption aux alentours de 350 nm). Ceci peut
s’avérer particulicrement génant pour des applications en imagerie. La synthése d’analogues de
Calix-Dans4 (comportant quatre atomes d’azote complexants) plus stables photochimiquement, peu
sensibles aux variations de pH entre 6 et 8 et, si possible, excitables au-dela de 400 nm doit donc
étre envisagée.
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lll. Synthése et étude de nouveaux calixarénes comportant quatre
atomes d’azote complexants

Cette partie est consacrée a la synthese et a 1’étude de nouveaux fluoroionophores potentiellement
complexant du plomb. Le point commun entre les différents composés présentés dans cette partie
est la présence pour chacun d’entre eux de quatre atomes d’azote complexants. L’objectif est de
bénéficier de D’effet d’activation de la paire inerte du plomb et ainsi former sélectivement des
complexes particulierement stables.

lll.1. Etude d’un analogue non carbonylé de Calix-Dans4 : Calix-DNS4
II1.1.1. Ingénierie moléculaire et analyse rétrosynthétique

Conception de Calix-DNS4

Le composé Calix-Dans4 posséde quatre fonctions carboxysulfonamides, majoritairement
déprotonnées en milieu aqueux a pH = 6 et relativement photosensibles dans ces conditions. En
supprimant le groupe carbonylé en a de la fonction sulfonamide, 1’acidité du proton li¢ a I’atome
d’azote SO,-NH est beaucoup plus faible. Alors que le pK, des protons des fonctions
carboxysulfonamides a été mesuré a 6,32 + 0,05 pour le composé 13,%* Shiro ez al. ont reporté des
valeurs bien supérieures de 1’ordre de 10,7 pour des fluoroionophores comportant un groupement

dansyle greffé sur un macrocycle de type cyclame.**
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Figure 2-15. Constantes d’acidité de la fonction sulfonamide dans différents fluoroionophores.

Au pH physiologique et en I’absence de groupement carbonyle en position o, les fonctions
sulfonamides du groupement dansyle sont protonées. En revanche, il a ét€ montré, qu’avec certains
cations (zinc, cuivre, lanthanides), la complexation au sein de la couronne azotée s’effectue a pH
neutre de maniere concomitante avec la déprotonation de la fonction sulfonamide. Elle
s’accompagne d’importants changements dans le spectre d’émission du ligand.>?**** Enfin, ces
exemples issus de la littérature ne mentionnent pas d’éventuels problémes de photostabilité.

La synthése d’un fluoroionophore analogue a Calix-Dans4 dont les fonctions
carboxysulfonamides sont remplacées par de simples fonctions sulfonamides, a donc été entreprise.
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Analyse rétrosynthétique pour le composé Calix-DNS4

Le greffage d’un groupement dansyle peut s’effectuer de deux manieres différentes : soit par
substitution ou addition nucléophile de I’anion du dansylamide sur un composé électrophile
(chlorure d’acide,*® dérivé bromé?’), soit par réaction du chlorure de dansyle avec une amine dans

28,29,30

des conditions basiques. La seconde voie est la plus couramment décrite et permet 1’obtention

du produit désiré avec de bons rendements. Ainsi, le composé Calix-DNS4 peut étre obtenu a partir

du chlorure de dansyle et du calixaréne trétraamine 15.

)
\N/ N4 /
\

Calix-DNS4 15 tert-butylcalix[4]aréne

Figure 2-16. Analyse rétrosynthétique pour [’obtention du composé Calix-DNS4.

Deux voies de synthése sont envisageables pour la synthése de ’intermédiaire tétraaminé 15
a partir du tert-butylcalix[4]aréne. Toutes deux consistent a fonctionnaliser le squelette calixaréne
par des précurseurs des fonctions amines. Barboso et al. ont opté pour des fonctions azides dont le
greffage s’effectue par action de NaNj sur un calixaréne tétratosylé.’’ L’hydrogénation de ce
composé en présence de palladium sur charbon conduit au produit désiré avec un bon rendement.
Néanmoins, I’obtention du calixaréne tosylé nécessite plusieurs étapes de synthése, et une synthese
plus rapide de 15 a été mise au point par Halouani ef al. : la substitution nucléophile entre le tert-
butylcalix[4]aréne et le bromoacétonitrile conduit en deux étapes a un intermédiaire tétracyané
dont la réduction fournit 15 avec un bon rendement.’> C’est cette derniére voie qui a été choisie.

I11.1.2. Synthése de I’analogue Calix-DNS4

La synthése de Calix-DNS4 s’effectue en 4 étapes a partir du ters-butylcalix[4]aréne (cf. Figure
2-17). La substitution nucléophile du calixaréne sur le bromoacétonitrile en présence de carbonate
de potassium au reflux de I’acétonitrile conduit a la formation du dérivé dicyané 16 avec un
rendement de 75 %. Le composé tétrasubstitué 17 ne peut étre obtenu directement dans ces
conditions opératoires, méme avec un fort exces d’agent alkylant. Bien que des conditions basiques
plus dures (NaH dans le DMF a 75 °C) soient utilisées pour 1’obtention de 17 a partir de 16, le
rendement de cette étape demeure modeste (35 %). La réduction des fonctions nitriles est réalisée
dans des conditions standards®®: réduction par le borane-THF dans le THF anhydre, puis hydrolyse
a chaud en milieu acide (HC1 6M). L’intermédiaire tétraaminé 15 est obtenu avec un rendement de
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33 %. La derni¢re étape est le greffage des fluorophores dansyles sur le calixaréne. Dans le
dichlorométhane a température ambiante en présence d’une amine tertiaire (triéthylamine), la
réaction d’un exces de chlorure de dansyle sur 15 permet la formation du composé tétrasubstitué
Calix-DNS4 avec un bon rendement de 69 %.

N N N
I I/ W '{l\
Br/\\\N Br/\\\N
K2003 NaH
CH3CN, A DMF, 75 °C
75 % 35 %
17
1) BHs-THF
THF, A
2) HCI6M, A
SN
33 %

OO HzNZHzN< g"'z NH,
0 o og

NEt; CH,Cl,
TA
69 %

Calix-DNS4 15

Figure 2-17. Synthese du composé Calix-DNS4.

Un composé dansyle substitué par une chaine butyle (Dans-Bu) a également été synthétisé
afin de pouvoir comparer les propriétés photophysiques du calixaréne Calix-DNS4 avec le composé
modele ainsi obtenu et le dansylamide commercial. En présence de NEt; dans CH,Cl, a température
ambiante, la n-butylamine réagit avec le chlorure de dansyle pour former Dans-Bu avec un
rendement de 65 %.

<) O T Oy
/ q / 0 / q /_/7
§~NH> 37Cl NEts CHyCl, $ ~NH
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O TA ,65% O
Dansylamide Dans-Bu

Figure 2-18. Formule du dansylamide et synthése du composé modele Dans-Bu.

II1.1.3. Propriétés complexantes de Calix-DNS4

L’étude des propriétés complexantes de Calix-DNS4 vis-a-vis du plomb et de différents cations a
été réalisée dans différents milieux, afin de vérifier en particulier si ce composé est susceptible de
répondre aux exigences du cahier des charges rédige par Elisabeth Mintz.
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Etude préliminaire de Calix-DNS4 dans ’acétonitrile

Les propriétés complexantes du ligand Calix-DNS4 ont tout d’abord été étudiées dans 1’acétonitrile.
Ce solvant présente ’avantage de solubiliser aisément les composés organiques, tout comme
certains sels métalliques et sa constante diélectrique est suffisante pour tester la complexation de
facon satisfaisante.

Les spectres d’absorption et de fluorescence stationnaire du dansylamide, des composés
Dans-Bu et Calix-DNS4 sont enregistrés (cf. Figure 2-19). Les spectres d’absorption de ces trois
composés different peu (pas de déplacement spectral), et le coefficient d’absorption molaire de
Calix-DNS4 est égal a quatre fois celui du composé modele Dans-Bu aux erreurs expérimentales
pres. La chaine alkyle sur I’azote du dansylamide n’a donc que peu d’effet sur les propriétés en
absorption, et les fluorophores de Calix-DNS4 sont indépendants a I’état fondamental.
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Figure 2-19. (a) Coefficients d’absorption molaire ramenés a un groupement dansyle et (b) spectres de
fluorescence (Ao = 340 nm) des composés dansylamide, Dans-Bu et Calix-DNS4 dans [ acétonitrile.

Dansylamide Dans-Bu Calix-DNS4
A% (nm) 339+ 1 339+ 1 339+ 1
g (mol' L cm™) 4600 =+ 100 4450 + 100 17500 + 400
A" (nm) 521+1 524+1 533+1
O 0,37 + 0,04 0,44 + 0,04 0,34 + 0,03

Tableau 2-3. Parameétres photophysiques des composés dansylamide, Dans-Bu, Calix-DNS4 dans CH;CN.

En revanche, les parametres photophysiques en émission de Calix-DNS4 différent de ceux
mesurés pour les composés modeles Dans-Bu et le dansylamide. Le rendement quantique de
fluorescence de Dans-Bu est plus élevé que celui du dansylamide et les spectres sont 1égérement
déplacés vers le rouge. Ces effets sont attribués a la chaine alkyle, dont la présence provoque une
modification du transfert de charge photoinduit entre le groupe diméthylamino donneur et le groupe
sulfonamide accepteur. Un changement de polarité du micro-environnement dii au groupement
butyle ne saurait expliquer ce phénomene dans la mesure ou une diminution de la polarité aurait
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entrainé un déplacement spectral vers le bleu. Concernant la comparaison entre Dans-Bu et Calix-
DNS4, le déplacement hypsochrome est important (11 nm), et une diminution du rendement
quantique de fluorescence est observée. A I’instar de ce qui a été montré pour le composé Calix-
Dans4, des interactions a 1’état excité entre fluorophores du squelette calixaréne sont susceptibles
d’expliquer de tels effets (transfert d’énergie entre fluorophores par exemple).'”

Complexation du plomb dans I’acétonitrile

Des essais préliminaires de complexation du plomb par le composé Calix-DNS4 ont été réalisés
dans 1’acétonitrile par ajouts successifs d’une solution concentrée de perchlorate de plomb.
D’importants effets photophysiques ont été observés en absorption en en émission. Ainsi, I’intensité
de la bande a transfert de charge centrée a 339 nm diminue fortement au profit d’une bande a 280
nm laissant apparaitre une structure vibrationnelle proche de celle du naphtaléne et un point
isosbestique a 309 nm. Ce phénomene s’accompagne d’une inhibition de la fluorescence et d’un
Iéger déplacement hypsochrome des spectres d’émission (4 nm environ).
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Figure 2-20. (a) Spectres d’absorption du ligand Calix-DNS4 et (b) spectres de fluorescence corrigés de
l’absorbance avec I’ajout de perchlorate de plomb dans I’acétonitrile ([L] = 4,6 uM, Ao = 340 nm).

La complexation du plomb par I’azote des fonctions sulfonamides s’accompagne d’une
déprotonation qui provoque 1’acidification de la solution. Dans ces conditions, le groupement
diméthylamino du fluorophore dansyle se protone, ce qui provoque I’inhibition du transfert de
charge photoinduit (cf. Figure 2-21). Les spectres d’absorption et de fluorescence du ligand Calix-
DNS4 en présence de plomb sont d’ailleurs similaires a ceux des dérivés du dansylamide en milieu
trés acide lorsque le groupement diméthylamino est protoné.

En ce qui concerne I’efficacité de la complexation, il est nécessaire d’ajouter un large exces
de plomb pour observer des changements significatifs des propriétés photophysiques du ligand,
alors que la saturation était atteinte pour quelques équivalents de plomb avec Calix-Dans4. Cela
laisse supposer que la constante de complexation du plomb par Calix-DNS4 dans 1’acétonitrile n’est
pas trés élevée. Les propriétés complexantes de Calix-DNS4 en milieu organo-aqueux ont
néanmoins été testées.
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Figure 2-21. Déprotonation de la fonction dansylamide induite par complexation dans I’ acétonitrile.

Complexation de différents métaux en milieu organo-aqueux

Les essais ont ¢t¢ menés dans les mémes conditions de solvant que celles utilisées pour le composé
Calix-Dans4 : mélange eau/DMSO 95:5 tamponné par du MES (50 mM) et ajusté a pH = 7 par de la
soude NaOH. Dans ce milieu, Calix-DNS4 est peu soluble et un précipité apparait dans les cuves de
mesure. L’augmentation du pourcentage de DMSO jusqu’a 20 %, comme le permet le cahier des
charges d’Elisabeth Mintz ne permet pas non plus de solubiliser convenablement la sonde. Cette
différence de solubilité entre Calix-Dans4 et Calix-DNS4 peut s’expliquer par la différence
d’acidité des protons des fonctions sulfonamides entre les deux composés. Alors que la plupart des
fluorophores de Calix-Dans4 sont déprotonés a pH = 7, ceux de Calix-DNS ne le sont pas et le
composé est particulierement hydrophobe.

0.12 1.2
a + + + b
(a) Mg® , Ca?* , G (b)
01| \ / pp?* 1~ K ,Na' Calix-DNS4
/ an
- /
mo.osf AN Mg?", Ca?" , Cd?" 08| 4 A\
e < 4 \ Pb**
3 - A
50.06 Calix-DNS4 206 _ ~
g W Cu s \
- 2
<0.04 - 04 / / \ \ Hg
/
y N
0.02 02 AR Y N
// ~ ~
oLl . 0" | | | [~
300 350 400 450 440 480 520 560 600 640
A/ nm A/ nm

Figure 2-22. (a) Spectres d’absorption et (b) spectres de fluorescence corrigés de [’absorbance de Calix-
DNS4 dans un milieu H;O/CH;CN 1:9 a pH = 7 (tampon lutidine-HCIO; 50 mM) en présence de
différents cations : [Hg' ] = 20 uM, [C& ] = 50 uM, [Pb*"] = 90 uM, [Cu’'] = 140 uM, [K'] = [Na']
=[Ca” ] =[Mg ] =1mM; [L] =4,7 uM; Ae. = 340 nm.
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En optant pour 1’acétonitrile comme co-solvant et en augmentant le pourcentage de solvant
organique jusqu’a 90 %, la solubilité de Dalix-DNS4 est suffisante pour évaluer les propriétés
complexantes vis-a-vis de différents cations. Afin de ne pas étre en présence de cations interférents
apportés par le tampon a pH = 7, le MES-NaOH est remplacé par un tampon lutidine-HC1O4. Dans
ce milieu, le plomb ne provoque quasiment aucune modification spectrale, et ce pour une
concentration de 90 pM. Quant aux cations alcalins (Na', K") et alcalino-terreux (Ca>", Mg®"), ils
n’induisent pas d’effets significatifs pour des concentrations égales a 1 mM. D’autres cations
métalliques ont été testés. Ainsi, Cd*" (50 pM) ne modifie pas les propriétés photophysiques du
ligand a I’inverse de Cu*" et Hg*" pour lesquels une inhibition de fluorescence (phénoméne courant
avec ces deux cations) est observée.

Les effets photophysiques les plus significatifs sont clairement obtenus avec le mercure.
Néanmoins, la constante de stabilité du complexe formé par Calix-DNS4 avec le mercure n’a pas pu
étre déterminée de maniere rigoureuse a cause de problémes de solubilité des sels de mercure dans
le milieu d’étude.

I11.1.4. Conclusion sur le composé Calix-DNS4

Les modifications spectrales observées pour le composé Calix-DNS4 en présence d’un large exces
de cation sont tres faibles, dans un milieu ou le pourcentage d’eau ne représente pourtant que 10 %.
Comme le laissait supposer le comportement observé dans 1’acétonitrile, I’affinité de Calix-DNS4
pour le plomb est donc relativement faible par rapport a celle de Calix-Dans4. Ce résultat souligne
I’influence des fonctions carbonyles en o des groupements sulfonamides sur les propriétés
¢lectroniques des atomes d’azote complexants et par conséquent sur I’exceptionnelle affinité de
Calix-Dans4 pour le plomb. Pour le composé Calix-DNS4, le plomb n’est sans doute pas capable
d’entrainer le départ des hydrogénes des fonctions sulfonamides, beaucoup moins labiles que leurs
analogues dans le composé carbonylé Calix-Dans4.

L’utilisation de Calix-DNS4 comme sonde de plomb ne peut par conséquent pas étre
envisagée. Une nouvelle approche pour la conception de nouveaux fluoroionophores sélectifs du
plomb s’impose alors, avec si possible une longueur d’onde d’excitation supérieure a 400 nm.

I1l.2. Etude de calixarénes azotés excitables au-dela de 400 nm

Dans cette partie seront décrites la synthése et 1’étude des propriétés photophysiques et
complexantes de nouveaux fluoroionophores excitables au-dela de 400 nm, dans 1’optique d’une
application a la détection du plomb par fluorescence. En ce qui concerne la partie ionophore, le
choix a été fait de conserver quatre atomes d’azote complexants sur une structure calixaréne. Pour
ce qui est de la partie fluorophore excitable a des longueurs d’onde supérieures a 400 nm, les
1,8-naphtalimides sont de bons candidats.

II1.2.1. Rappels sur fluorophores 1,8-naphtalimides

Avec un rendement quantique élevé, une tres bonne stabilité photochimique, une
longueur d’onde d’excitation supérieure a 400 nm lorsque le groupe en position 4
sur le noyau naphtyle est de type amino-alkyle, et la possiblité d’une utilisation

7 832 en milieu aqueux sans effet notable du pH, les 1,8-naphtalimides possedent de
2a nombreux avantages. Facilement accessibles a partir d’anhydrides commerciaux
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substitués en position 4 par des groupements nitro, sulfonates ou halogénés, leur fonctionnalisation
au niveau du cycle anthracéne ou de 1’azote du groupement naphtalimide conduit a une trés grande
variété de composés aux applications multiples : colorants lasers,>® colorants fluorescents pour
systémes d’affichage a cristaux liquides,”” polyméres fluorescents,’® polyméres pour la détection de
nitroaromatiques,’’ senseurs d’anions,’® ou de cations (cf. paragraphes ci-dessous).

Fluoroionophores naphtalimides de type PET

Il existe dans la littérature de nombreux exemples de fluoroionophores sélectifs de cations
comportant un motif naphtalimide comme transducteur fluorescent. Pour la plupart de ces
composés, la modification du transfert d’électron photoinduit entre une fonction amine participant a
la complexation et le fluorophore naphtalimide provoque une augmentation du rendement quantique
de fluorescence en présence d’un cation. De Silva ef al. ont montré que ce transfert d’électron
s’effectue préférentiellement lorsque cet atome d’azote se situe sur le groupement greffé en position
4 du noyau naphtaléne.®® Aussi, la plupart des fluoroionophores de type PET décrits sont
fonctionnalisés par une entité¢ complexante greffée sur cette position, méme s’il existe quelques
exemples de composés de type PET ou I’atome d’azote impliqué dans le transfert d’électron

appartient a la chaine greffée via I’azote de la fonction naphtalimide.***'**

AN
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Figure 2-23. Exemples de fluoroionophores naphtalimides sélectifs de cations de type PET.

Ainsi, He ef al. ont récemment développé pour le compte de Roche Diagnostic Corporation
des dispositifs de mesure du potassium (18) et du sodium extracellulaires (sérum ou sang) sensibles,
sélectifs, et fonctionnant au pH physiologique.43 Tous deux utilisent un fluorophore naphtalimide
greffé sur support solide et substitué en position 4 par une entit¢ possédant un site de
reconnaissance sélectif pour le cation considéré (cryptand [222] pour K*,** aza-15-couronne(5) pour
Na").® Quant aux composés 19, 20 et 21, une pince de type 2-dipicolylamine™® ou
iminodiacétate’”* leur confére d’excellentes propriétés complexantes pour le zinc en milieu
tamponné a pH = 7,4. Pour tous ces fluoroionophores, 1’ajout de cation inhibe le transfert d’électron
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de I’azote (qui complexe le cation) vers le fluorophore naphtalimide et provoque une exaltation de
fluorescence.

Fluoroionophores naphtalimides de type PCT

Lorsque le substituant en position 4 du cycle naphtaléne posséde un fort caractére donneur, le
transfert de charge photoinduit entre ce groupement riche en électrons et la fonction naphtalimide
acceptrice entraine une exaltation du moment dipolaire a 1’état excité. Pour les composés substitués
par un groupement NH en position 4, I’ajout de certains anions (F ou H,PO4™ dans 1’acétonitrile ou
le DMSO) entraine une déprotonation de cet atome d’azote et une modification du transfert de
charge photoinduit au sein du fluorophore naphtalimide.*”°”' Ce phénoméne, d’autant plus
favorisé que 1’acidité du proton de 1’azote est forte, se traduit par d’importants déplacements
spectraux en absorption et en fluorescence, permettant ainsi une mesure ratiométrique de la
concentration en anion dans le milieu d’étude considéré.

0~ _N__O
;[ ;[ Ogy N0 Oy N~20
NH HN OO
N HN
NH HN NHHN C/(
\
@ @ N/ “b ) =
23 24

22

Figure 2-24. Fluoroionophores PCT de type naphtalimide développés par Qian et al.

En étendant ce principe aux cations métalliques, Qian ef al. ont récemment développé
d’élégantes sondes fluorescentes de métaux lourds pour lesquelles la complexation du métal
s’accompagne de la déprotonation de la fonction NH en position 4 d’un fluorophore naphtalimide.
Deux composés sélectifs du cuivre(Il) en milieu organo-aqueux a pH =7 ont été¢ obtenus, les
substituants en position 4 et 5 étant de type aniline (22)°* ou pyridine (23).”> En modifiant les bras
complexants en position 4 du noyau naphtaléne, un senseur sélectif du zinc a également été obtenu
(24).>* Pour ces trois composés présentés sur la Figure 2-24, la complexation du métal provoque un
important déplacement vers le rouge des spectres d’émission, le caractére donneur de 1’atome
d’azote en position 4 étant renforcé par la déprotonation induite par complexation.

I11.2.2. Nouveaux fluoroionophores cibles de type naphtalimide

Ingénierie moléculaire et fluoroionophores cibles

Pour les raisons précédemment évoquées, les naphtalimides sont des fluorophores de choix pour la
conception de sondes de cations. En revanche, il n’existe a 1’heure actuelle pas d’exemples de
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composés a base de calixarenes fonctionnalisés par de tels groupements. Aussi, la complexation du
plomb par un calixaréne substitué¢ par un ou plusieurs groupements naphtalimides est une piste
intéressante pour la synthése de nouveaux fluoroionophores sélectifs du plomb. Quatre composés
cibles ont été envisagés afin de valider cette approche (cf. Figure 2-26).

Calix-NAPHT4-H R
Calix-NAPHT4-Me R

H Calix-NAPHT2-H R=H
Me Calix-NAPHT2-Me R =Me

Figure 2-25. Calixarenes cibles substitués par des naphtalimides pour la détection du plomb.

Tous comportent quatre atomes d’azote potentiellement complexants afin de bénéficier de
I’effet d’activation de la paire inerte du plomb. Pour des raisons de facilité de synthese, le
groupement qui fonctionnalise la fonction imide est une chaine butyle. Néanmoins, 1’introduction
ultérieure sur cette position de groupements hydrosolubles ou greffables sur support solide
(polymere ou silice) est une possibilité intéressante pour de futurs développements. Sur cette base
commune, la synthese de deux types de calixarenes a été envisagée :

e Les calixarénes tétrasubstitués (PCT) : Calix-NAPHT4-H et Calix-NAPHT4-Me

Ces deux fert-butylcalix[4]arénes sont fonctionnalisés sur leur bord inférieur par des groupements
naphtalimides substitués par un atome d’azote en position 4. La synthése d’un composé méthylé et
d’un composé NH a été envisagée. La présence du cation Pb*" & proximité de I’atome d’azote est
sensée modifier le caractére électrodonneur de la fonction amine impliquée dans le transfert de
charge photoinduit et devrait ainsi permettre une mesure ratiométrique en émission.

e Les calixarénes disubstitués (PET) : Calix-NAPHT?2-H et Calix-NAPHT2-Me

Calix-NAPHT2-H et Calix-NAPHT2-Me sont a priori peu fluorescents en 1’absence de cation du
fait du transfert d’électron photoinduit des groupements diméthylamino vers le fluorophore
naphtalimide. La présence du cation Pb>" est alors susceptible a la fois d’inhiber ce transfert, mais
également de modifier les propriétés de transfert de charge du naphtalimide par interaction avec
I’atome d’azote en position 4. Une exaltation de fluorescence et un déplacement spectral sont
attendus.
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Analyse rétrosynthétique

L’acceés aux composés disubstitués et tétrasubstitués par des groupements naphtalimides, méthylés
ou non, a été envisagé selon le schéma présenté sur la Figure 2-26. La voie qui consistait a
introduire les groupements naphtalimides sur un calixaréne amine n’a pas été retenue, dans la
mesure ou I’introduction d’une amine en position 4 du naphtalimide par une réaction de substitution
nucléophile aromatique nécessite souvent I’utilisation d’un exceés d’amine et s’effectue avec des
rendements modérés. Devant la nécessité de greffer plusieurs naphtalimides sur un méme
calixaréne, une autre voie a été choisie dans laquelle les naphtalimides sont introduits sur le
calixaréne par substitution nucléophile entre un naphtalimide fonctionnalisé par un bon groupe
partant (intermédiaire clé de la synthése) et un calixaréne nucléophile. Une fois les composés
disubstitués obtenus, le greffage sur les deux oxygenes phénoliques de deux chaines comportant un
atome d’azote (N-alkyle ou naphtalimide avec un azote en position 4) doit fournir les composés
désirés. Quant a I’intermédiaire clé, il peut étre synthétisé a partir de 1’anhydride bromé
commercial.

Calix-NAPHT4-H R=H Calix-NAPHT2-H R=H

Calix-NAPHT4-Me R =Me ﬂ Calix-NAPHT2-Me R = Me
Bu 0s_0-_0
0] N 0]
e e
Br
/N\/\OGP
tert-butylcalix[4]aréne commercial

Figure 2-26. Analyse rétrosynthétique pour [’obtention des composés naphtalimides.

Synthese des composés Calix-NAPHT4 et Calix-NAPHT?2

L’obtention des précurseurs naphtalimides électrophiles clés s’effectue suivant des procédures
classiques en trois étapes. Ainsi, I’anhydride 4-bromo-1,8-naphtalique 25 réagit de manicre quasi-
quantitative avec la butylamine au reflux de 1’éthanol pour fournir I’imide 26.%* Dans les conditions
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opératoires mises au point par Le Barny er al. (HMPA a 90 °C en présence d’Aliquat 336),”" la
substitution nucléophile aromatique entre 26 et 1’éthanolamine permet I’obtention du naphtalimide
27 (qui possede un atome d’azote en position 4) avec un rendement de 76 %. La réaction analogue
avec la N-méthyléthanolamine conduit au dérivé méthylé 28 avec un rendement de 91 %. La
tosylation de 1’alcool primaire s’effectue alors en présence de chlorure de tosyle et de trié¢thylamine
dans le dichlorométhane et permet 1’obtention de deux nouveaux naphtalimides substitués par un
groupe partant (29 et 30) avec des rendements satisfaisants.

E;Su |_|:,u Eliu
Ox_0._0 Os_N._O Ox_N._O Oy N O
EtOH, A Aliquat 336 NEt; TsCl
(1) e I -0 e (O
0 HMPA, 90 °C 2Cly
% % 0°C -> TA
BuNH> HOV\N,R N
Br Br H R,N\L R 1
25 26 OH OTs
27 R=H 76 % 29 R=H 86 %
28 R=CH;s 91% 30 R=CH3 56%

Figure 2-27. Synthese des intermédiaires naphtalimides fonctionnalisés par un bon groupe partant.

NaH Bu,
THF / DMF, A N
30 e}
I$u Bu
OyN, o o N O

Calix-NAPHT4-Me R=CHj3; 43 %

\
29 ou 30 ( L
K,COg ?
CH3CN ou ) Bu By
acétone, A OyN_o o NO
tert-butylcalix[4]aréne ‘ O‘
31 R=H 21 % \ N~/
32 R=CH; 84 % N (N\ N }
NaH
THF / DMF, A

Calix-NAPHT2-Me R=CH3; 72 %

Figure 2-28. Greffage des naphtalimides électrophiles sur le squelette calixaréne.
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Une fois obtenus, les composés tosylés 29 et 30 sont greffés sur le fert-butylcalix[4]aréne
dans des conditions basiques (au reflux de I’acétonitrile ou de I’acétone en présence de carbonate de
potassium). Dans ces conditions, les calixarénes disubstitués 31 et 32 sont obtenus avec des
rendements respectifs de 21 % et 84 %. Le faible rendement de formation du dérivé non méthylé
par rapport a son analogue méthylé s’explique par la possibilité, dans des conditions basiques, d’une
réaction de substitution nucléophile intramoléculaire conduisant majoritairement au naphtalimide
33 substitué en position 4 par un groupement aziridine.

E|3u
Os_N.__O
N
[\
33

Si la protection de I’amine secondaire du naphtalimide suivie d’une étape de déprotection en
fin de synthése est une voie envisageable pour s’affranchir de cette réaction de substitution
nucléophile intramoléculaire, la synthése des composés non méthylés Calix-NAPHT4-H et Calix-
NAPHT2-H n’a pas été menée a son terme car les propriétés complexantes du composé 31 (cf.
paragraphe suivant) ne se sont pas avérées satisfaisantes.

En revanche, le composé méthylé 30 ne pouvant pas conduire a la formation d’un cycle
aziridine, Calix-NAPTH4-Me et Calix-NAPHT2-Me ont été obtenus a partir de 32 par substitution
nucléophile avec respectivement le naphtalimide 30 et le chlorhydrate du chlorure de 2-
diméthylaminoéthyle en excés. Ces réactions nécessitent 1’utilisation de conditions basiques plus
fortes que la premiére étape d’alkylation (NaH dans un mélange THE/DMF au reflux)™ et
s’effectuent avec des rendements respectifs de 43 % et 72 %.

Finalement, plusieurs calixarénes substitués par des groupements naphtalimides ont été
obtenus (31, 32, Calix-NAPHT2-Me, Calix-NAPHT4-Me). Leurs propriétés photophysiques et
complexantes ont alors été étudides par spectroscopie d’absorption UV-visible et fluorescence
stationnaire.

I11.2.3. Propriétés photophysiques des composés naphtalimides

Propriétés en absorption

Les spectres d’absorption des quatre composés synthétisés (31, 32, Calix-NAPHT2-Me et Calix-
NAPHT4-Me) sont enregistrés dans 1’acétonitrile et les spectres obtenus (ramenés au nombre
d’unités naphtalimides de chaque composé) sont présentés sur la Figure 2-29(a). Les principaux
parametres photophysiques sont rassemblés dans le Tableau 2-4.

Tous les composés étudi€s présentent une large bande a transfert de charge. Le coefficient
d’absorption molaire divis¢ par le nombre de motifs naphtalimides est légerement supérieur pour les

-60 -



Chapitre 2 II1. Synthese et étude de nouveaux calixarénes complexants

composés dihydroxylés 31 et 32 par rapport a Calix-NAPHT2-Me et Calix-NAPHT4-Me. De plus,
des déplacements spectraux d’un composé a I’autre sont observés.

14
32 (a) 1L 31 (b)
12 I / ®_=035
. Calix- 31
€ 49| NAPHT4-Me 08 32
- Calix- fDF =0,068
T NAPHT2-Me :
g 8 < o6 Calix-
£ > NAPHT4-Me
S 6 ~. ®_=0,033
x 04 - Calix-
£ 4 NAPHT2-Me
w ) ®_=0,027
‘ 02
2
0 | | | ol LT I e SN
300 350 400 450 500 550 450 500 550 600 650 700
A/ nm Al nm

Figure 2-29. (a) Spectres d’absorption ramenés a un motif naphtalimide et (b) spectres de fluorescence
des composés 31, 32, Calix-NAPTH2-Me et Calix-NAPHT4-Me dans [’acétonitrile (Ao = 410 nmy).

31 32 Calix-NAPHT2-Me  Calix-NAPHT4-Me
A% (nm) © 420 405 413 407
g(mol' Lem™)™ 25200 21700 18900 38600
g/n(mol' Lem™)™ 12600 10850 9450 9650
A7 (nm) " 518 522 527 525
o 0,35 0,068 0,027 0,033

“déterminé A+ 1 nm, . déterminé a + 10 %

Tableau 2-4. Parametres photophysiques des composés 31, 32, Calix-NAPHT2-Me et Calix-NAPHT4-Me
dans [’acétonitrile.

Ces résultats sont en accord avec ceux publiés dans la littérature par Brown et al. pour des
composés de type 4-amino-1,8-naphtalimide dans I’éthanol.>® Ainsi, la bande d’absorption du
composé 31 substitué par un groupement NH-alkyl est davantage déplacée vers les grandes
longueurs d’onde que les bandes d’absorption des trois autres ligands dont 1’atome d’azote est
substitué par deux groupements alkyles. En effet, méme si les groupements dialkylamino sont
généralement considérés comme de meilleurs groupes donneurs que leurs analogues monoalkylés
(en raison de D’effet inductif donneur des chaines alkyles), leur encombrement stérique est
supérieur. Il existe alors des interactions stériques importantes entre le groupement amine et I’atome
d’hydrogene en position 5 (position peri). Cette géne stérique entraine une rotation du groupement
dialkylamino en dehors du plan de la molécule si bien que, dans cette géométrie distordue, le
transfert de charge de 1’atome d’azote en position 4 vers les fonctions carbonyles est moins efficace
(cf. Figure 2-30).
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Figure 2-30. Explication du déplacement spectral vers le bleu observé en absorption pour les composés
substitués en position 4 par un groupement dialkylamino.

En ce qui concerne les composés Calix-NAPHT2-Me et Calix-NAPHT4-Me, leurs spectres
d’absorption ramenés a un motif naphtalimide sont tres similaires. Le 1éger décalage vers le bleu
des spectres d’absorption du ligand tétrasubstitué par rapport au composé disubstitué¢ peut
s’expliquer par une différence d’environnement entre les fluorophores de chaque composé. En effet,
en raison de la présence de quatre chaines butyles, le microenvironnement des naphtalimides du
Calix-NAPHT4-Me est sans doute 1égerement plus apolaire que celui des fluorophores de Calix-
NAPHT2-Me.

Propriétés en émission
Les spectres de fluorescence des différents ligands ont été enregistrés dans 1’acétonitrile apres

excitation a 410 nm (c¢f Figure 2-29(b)). Tous ces composés présentent une large bande de
fluorescence dont le maximum est compris entre 518 nm et 527 nm.

Le rendement quantique de fluorescence est quant a lui beaucoup plus faible pour les
composés de type dialkylamino (32, Calix-NAPHT4-Me et Calix-NAPHT4-Me) que celui du
composé 31 substitué en position 4 par un groupement NH-alkyl. En effet, dans les milieux
polaires, le rendement quantique des composés de type 4-dialkylamino-1,8-naphtalimide est peu
élevé. Cette faible valeur est due a une importante augmentation de la constante de vitesse de
désexcitation non radiative. Plusieurs explications peuvent été avancées, telles que 1’existence

d’interactions spécifiques solvant/soluté,””®

ou bien 1’abaissement de la barriére énergétique pour
I’inversion de la conformation de ’atome d’azote en position 4.°° Dans tous les cas, ces processus
offrent de nouvelles voies efficaces de désexcitation non radiative et expliquent le faible rendement

quantique de fluorescence observé dans 1’acétonitrile pour ces composés.

D’autre part, la comparaison des rendements quantiques de fluorescence de 32 et de Calix-
NAPHT2-Me montre que la fluorescence du composé comportant deux amines aliphatiques (Calix-
NAPHT2-Me) est seulement deux fois plus faible que celle du composé dihydroxylé 32. Il en
ressort donc que le transfert d’électron photoinduit des amines aliphatiques vers le fluorophore
naphtalimide (sensé inhiber la fluorescence) est relativement peu efficace.

I11.2.4. Propriétés complexantes des composés naphtalimides

Les propriétés complexantes des différents composés naphtalimides pour le plomb ont été évaluées
dans différents solvants.

-62 -



Chapitre 2 II1. Synthese et étude de nouveaux calixarénes complexants

Comme le montre la Figure 2-31, 1’ajout d’un exces de perchlorate de plomb a une solution
de 31 dans ’acétonitrile ne modifie pas le spectre d’absorption du ligand. Quant aux spectres de
fluorescence obtenus apres excitation a 420 nm, aucune modification spectrale n’est observée sur la
bande a 518 nm. La complexation du plomb n’a donc pas lieu. Bien que possédant un rendement
quantique de fluorescence plus important que les composés méthylés, ces résultats peu
encourageants sur le composé 31 en terme de propriétés complexantes ne nous ont pas poussés a
synthétiser les analogues Calix-NAPHT4-H et Calix-NAPHT2-H.

0.03
(a) L b
10 ~ N (b)
L + Pb
0.8
002
= <
[ * 06 -
2 -
8 -
2 _LL
0.01 04 -
02
0 | | | 0 | | | |
300 350 400 450 500 550 450 500 550 600 650 700
A/ nm A/ nm

Figure 2-31. (a) Spectres d’absorption et (b) spectres de fluorescence corrigés de [’absorbance du
composé 31 dans [’acétonitrile en absence et en présence de plomb : [L] =1,1 uM, [Pb*"] = 9 uM,
Aexe = 420 nm.

Concernant les composés méthylés, le calixaréne Calix-NAPHT4-Me n’a montré aucune
affinité pour le plomb dans 1’acétonitrile pur. Les autres cations généralement complexés par des
macrocycles azotés de type cyclame (Cu®’, Zn**, Ag") ne sont également pas complexés. Sans doute
I’encombrement stérique lié a la présence de quatre fluorophores naphtalimides méthylés sur le
squelette calixaréne empéche une chélation efficace du métal.

Le composé disubstitué Calix-NAPHT2-Me a quant a lui montré une certaine affinité pour
le plomb puisque 1’ajout d’acétate de plomb dans un milieu eau/DMSO 95:5 entraine une légere
exaltation de fluorescence (cf. Figure 2-32). En revanche, quasiment aucun effet n’est observé en
absorption. L’exaltation de fluorescence peut s’expliquer soit par I’inhibition du transfert d’électron
photoinduit méme si celui-ci est peu efficace, soit par une rigidification de la structure du complexe
et une réduction des processus de désexcitation non radiatifs. Néanmoins, les effets observés
demeurent tres faibles (alors que le rendement quantique de fluorescence du ligand est peu élevé) et
nécessitent un tres large exces de métal. L utilisation de Calix-NAPHT2-Me pour la détection de
faibles quantités de plomb parait donc difficile.
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Figure 2-32. Evolution (a) des spectres d’absorption et (b) des spectres de fluorescence corrigés de
l’absorbance du composé Calix-NAPHT2-Me dans un mélange eau/DMSO 95:5 avec [’ajout d’acétate de

plomb ([L] =3,6 uM, Aex. = 410 nm).

II1.2.5. Conclusion sur les composés de type naphtalimide

Dans le but de développer de nouveaux complexants du plomb excitables dans le visible et
possédant quatre atomes d’azote complexants, deux nouveaux calix[4]arénes fonctionnalisés par
deux et quatre groupements naphtalimides ont été synthétisés: Calix-NAPHT2-Me et Calix-
NAPHT4-Me.

Possédant tous deux des substituants dialkylamino en position 4 du noyau naphtalimide, le
rendement quantique de fluorescence de ces composés s’est révélé relativement faible dans les
solvants polaires. Bien que possédant quatre atomes complexants a des positions identiques sur le
squelette calixaréne que les atomes d’azote du Calix-Dans4, 1’affinité des composés naphtalimides
pour le plomb s’est révélée beaucoup moins bonne. Ainsi, seul le composé disubstitué¢ Calix-
NAPHT2-Me a montré une certaine affinité pour le plomb et une 1égere exaltation de fluorescence
en présence de métal a été observée. Elle est cependant insuffisante pour envisager 'utilisation de
ce compos¢ comme senseur fluorescent de plomb. Finalement, I’activation stéréochimique de la
paire inerte du plomb n’a peut-étre pas lieu pour ces compos€s en raison de I’encombrement
stérique dus aux fluorophores naphtalimides et aux groupements méthyles greffés sur les atomes
d’azote en interaction avec le cation. De plus, la déprotonation des fonctions complexantes avec la
complexation du plomb (impossible pour ces naphtalimides N-alkylés en position 4) apparait
comme particulierement importante. La conception et la synthése de nouveaux complexants doivent
donc étre envisagées.
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IV. Conclusion et perspectives sur les fluoroionophores sélectifs du
plomb

La premicere partie de ce travail sur les fluoroionophores sélectifs du plomb a consisté a optimiser le
fonctionnement d’une sonde préalablement synthétisée au laboratoire : le Calix-Dans4. Ce composé
possede en effet une affinité remarquable pour le plomb en milieu mixte eau/acétonitrile 40:60
tamponné a pH = 5,2 par la lutidine-HCIO4. Nous avons alors montré que la détection de
concentrations en plomb comprises entre 5 et 40 uM est également possible dans un milieu
eau/DMSO 95:5 tamponné a pH 6 (MES-NaOH 50 mM), en présence de chlorure de magnésium (5
mM). Bien que I’ajout d’une grande quantité¢ de KCl (0,1 M) demeure problématique, ce résultat
nous permet dans certains cas d’envisager I’utilisation de ce composé en biologie cellulaire.

Parallelement a ce processus d’optimisation, trois nouveaux calix[4]arénes incorporant
quatre atomes d’azote complexants ont été synthétisés : Calix-DNS4, Calix-NAPTH2-Me et Calix-
NAPHT4-Me. Si aucun d’entre eux n’a montré des propriétés complexantes pour le plomb aussi
bonnes que le Calix-Dans4, 1’étude de ces composés permet de tirer plusieurs conclusions quant a la
conception de nouveaux senseurs sélectifs du plomb. En particulier, I’activation de la paire inerte du
plomb permettant d’expliquer I’excellente affinité de Calix-Dans4 pour le plomb et la présence de
groupements facilement ionisables (carboxysulfonamides en 1’occurence) a proximité du site de
complexation semblent étre liées. L’implication des groupements carbonyles dans la complexation
du plomb par la forme déprotonée des carboxysulfonamides n’est d’ailleurs pas a exclure. Pour
cette raison, I’utilisation de fonctions amides facilement déprotonables et possédant une fonction
carbonyle en o de I’azote déprotoné peut s’avérer une voie prometteuse.

R R
o} é @ 0 é O R\NH R‘NQ
2 \NH - 2 lll@ /g - R
S e} )
o)

carboxysulfonamides amides

En ce qui concerne I'utilisation de fluorophores de type 4-amino-1,8-naphtalimide, elle est
intéressante du point de vue de la longueur d’onde d’excitation et du rendement quantique de
fluorescence en milieu polaire a condition que le groupement en position 4 du noyau naphtaléne soit
de type NH-alkyle. Il offre en outre la possibilité¢ d’introduire des groupements hydrosolubles sur sa
chaine latérale. Cependant, les naphtalimides pouvant encombrer stériquement le site de
complexation, il apparait plus pertinent de privilégier le greffage de deux fluorophores sur une
structure calix[4]aréne plutot que 1’obtention de composés fonctionnalisés par quatre fluorophores.
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Sur la base de ces observations, la synthése de nouveaux composés incorporant des amides
déprotonables greffées en position 4 d’un fluorophore 1,8-naphtalimide peut étre envisagée (cf- ci-
dessous). Des fonctions carboxysulfonamides pourront également étre utilisées en remplacement
des fonctions amides complexantes.

O_N o o NGO
OZS 802

NH HN

O O;&\( O

groupements hydrosolubles (alkyl-SO3"; alkyl-COO~; etc...)
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Chapitre 3 Introduction

Chapitre 3 : Vers de nouveaux fluoroionophores sélectifs du
cadmium

Parmi les différents métaux lourds déclarés d’intérét pour le programme Toxicologie Nucléaire
Environnementale, le cadmium est sans doute le plus étudi¢ en raison de sa forte toxicité et de sa
teneur croissante dans I’environnement. Cependant, les sondes fluorescentes permettant la
détermination de la concentration en cadmium ne sont pas nombreuses dans la littérature et aucune
a I’heure actuelle ne satisfait aux critéres nécessaires de sélectivité, sensibilité, solubilité, longueur
d’onde d’excitation et insensibilité aux variations de pH. En particulier, la discrimination entre zinc
et cadmium est particulierement difficile, ces deux cations possédant des propriétés physico-
chimiques tres proches. La conception de ligands sélectifs du cadmium, a fortiori fluorescents, est
donc particulierement ardue. Les travaux présentés dans ce chapitre décrivent la conception et la
synthé¢se de nouveaux compos€s fluorescents dont les propriétés complexantes vis-a-vis du
cadmium ont été évaluées. Les contraintes de solubilité et de longueur d’onde d’excitation n’ont pas
¢été prises en compte dans un premier temps, dans la mesure ou les études présentées ici visent
essentiellement a identifier les entités complexantes sélectives et affines du cadmium.

Ainsi, la premiere partie de ce chapitre sera consacrée a quelques rappels bibliographiques
portant sur les ligands sélectifs du cadmium décrits dans la littérature, fluorescents ou non. A 1’issue
de ce récapitulatif, plusieurs axes de recherche seront dégagés. Tout d’abord, les groupements
thioamides ayant montré une excellente affinité et une bonne sélectivité pour le cadmium, la
conception de nouveaux chélatants fluorescents fonctionnalisés par des thioamides sera décrite.
L’étude des propriétés complexantes et photophysiques de ces ligands sera entreprise. Dans une
seconde partie, de nouvelles pinces complexantes comportant des atomes de soufre avec a priori
une bonne affinité pour le cadmium seront synthétisées et étudiées en présence de différents métaux
lourds. Puis, une part importante de ce chapitre sera consacrée a 1’étude du motif pyridin-2’-yl-
1,2,3-triazole comme ligand bidentate potentiel du cadmium. Ainsi, toute une famille de composés
a été synthétisée au laboratoire dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe du Professeur Juan
Xie: un monomere, un dimere, un calix[4]aréne tétrasubstitué et une P-cyclodextrine
heptasubstituée. Tous ces composés ont fait I’objet d’investigations poussées en ce qui concerne
leurs propriétés photophysiques en absence et en présence de cadmium, avec lequel ils forment des
complexes particulierement stables. Enfin, la derniere partie de ce chapitre sera dévolue a 1’étude
d’un senseur fluorescent sélectif du calcium commercialisé par la société Invitrogen, le Rhod-5N,
car il complexe encore plus efficacement le cadmium en milieu aqueux a pH = 7. L’utilisation
potentielle de ce composé comme senseur fluorescent de cadmium pour des milieux biologiques ou
le calcium n’est pas en large exces sera alors envisagée en terme de sélectivité et de sensibilité.

-71 -



Chapitre 3 I. Rappels bibliographiques et axes d’études

I. Rappels bibliographiques et axes d’études

L’objectif de cette premicre partie consiste a définir plusieurs axes de recherche pour la synthése et
I’étude de nouveaux fluoroionophores sélectifs du cadmium. Dans un premier temps, les travaux
portant sur les agents complexants du cadmium utilisés pour I’extraction sélective de ce métal et
pour la conception d’électrodes sélectives ou de dispositifs de type CHEMFET (Chemically
Modified Field Effect Transistor) seront évoqués. Puis les quelques fluoroionophores sélectifs de
cadmium décrits dans la littérature et leurs conditions d’utilisation seront détaillés. A ’issue de ce
tour d’horizon, plusieurs voies de recherche pour 1’é¢tude de nouveaux fluoroionophores sélectifs du
cadmium seront explorées.

1.1. Ligands sélectifs du cadmium

I.1.1. Ligands macrocycliques

Dans la mesure ou le cadmium peut étre considéré dans la classification de Pearson comme un
cation intermédiaire a tendance molle, les atomes d’oxygeéne (durs) aussi bien que les atomes de
soufre et d’azote (mous) sont susceptibles d’interagir efficacement avec le cation Cd*". Ainsi, les
ligands présentés dans la littérature présentent des structures variées. En particulier, les macrocycles
incluant plusieurs atomes d’azote complexants montrent des propriétés intéressantes, tout comme
les macrocycles soufiés (cf. Figure 3-1).
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Figure 3-1. Exemples de ligands macrocycliques du cadmium.

Par exemple, le cryptand 1 complexe efficacement le cadmium en milieu aqueux (log £ =
12) et posséde une bonne sélectivité par rapport au calcium et au zinc.! En effet, le rapport des
constantes de stabilité des complexes de calcium et de zinc avec celle du complexe de cadmium est

-72 -



Chapitre 3 I. Rappels bibliographiques et axes d’études

respectivement de 10”7 et de 10°. Néanmoins, le plomb et le mercure sont complexés encore plus
efficacement par 1. Enfin, ce type de composé est particulierement sensible au pH et les cinétiques
de complexation des cryptands sont souvent lentes.

A Dinstar de 1, le composé macrocyclique 2 a 14 atomes, substitué par trois groupements de
type méthylpyridine, forme un complexe avec le cadmium qui posseéde une constante de stabilité
extrémement élevée en milieu aqueux (log B = 16,5).” La sélectivité par rapport au zinc et au
calcium est également trés satisfaisante. En revanche, 1’existence de multiples équilibres acido-
basiques (cing pK, identifiés) et la sélectivité limitée par rapport au cuivre ou au nickel sont les
principaux inconvénients de ce composé.

Le macrocycle 3 synthétisé par Caizza et al. présente des caractéristiques intéressantes.
Accessible en une étape a partir de réactifs commerciaux, il forme dans le DMF un complexe tres
stable avec le cadmium (log fy; > 7,52) alors que le zinc est trés peu complexé (log S < 2).° Le
fait qu’une coordinence de 8 soit plus favorable au cadmium qu’au zinc a été avancé pour expliquer
cette remarquable sélectivité. Néanmoins, le plomb reste un interférent important puisqu’une
coordination de 8 lui est également favorable. De plus, la possibilité d utiliser ce composé en milieu
aqueux et I’influence du pH ne sont pas décrites.

Moins sensibles au pH que leurs analogues azotés, les macrocycles soufrés représentent une
alternative valable pour la conception de ligands sélectifs du cadmium. La couronne tétrasoufrée 4 a
ainsi ét¢ immobilisée au sein d’une membrane PVC pour la conception d’une électrode sélective du
cadmium. Une trés faible limite de détection de 107 M a été atteinte et une bonne sélectivité vis-a-
vis des métaux alcalins, alcalino-terreux et de nombreux autres métaux lourds et métaux de
transition a été observée.* De plus, le pH n’a montré aucun effet sur la réponse de 1’électrode dans
une gamme comprise entre 2,5 et 8. La formation de complexes trés stables de stoechiométrie ML,
avec le cadmium avait d’ailleurs déja été mise en évidence pour 4 dans le 1,2-dichloroéthane

(log B =19,0).

Quant au calix[4]aréne 5 en conformation cone substitu¢ par un macrocycle incorporant
quatre atomes de soufre, il permet I’extraction en phase organique (CHCI3;) du cadmium contenu
dans une solution aqueuse.® Jusqu’a 66 % du cadmium contenu en phase aqueuse ([Cd*'] = 10" M)
peuvent ainsi étre transférés en phase organique. Cependant, le plomb et le sodium (lorsqu’il est
présent en large exces) sont également complexés.

I.1.2. Ligands incorporant des groupements thioamides

Synthétisés et étudiés pour la premiere fois dans I’équipe du Pr. Schneider, les composés de type
N,N,N’,N -tétraalkyl-3-6-dioxa-octane-dithioamide sont des ionophores particulierement sélectifs
du cadmium. En plus de deux atomes d’oxygene durs, ils posseédent deux atomes de soufre
complexants conférant ainsi a ces ligands un caractére intermédiaire du point de vue de la théorie
HSAB. Ainsi, introduit au sein d’'une membrane polymere, le dérivé substitué par une chaine butyle
(ETH 1062) complexe efficacement et de maniére sélective le cadmium.’

Ce méme composé ainsi que son analogue dodécylé ETH 5435 ont par la suite été
intensivement étudiés par Pretsch et Bakker pour la réalisation d’électrodes® et de microélectrodes’
sélectives du cadmium. De trés faibles limites de détection du cadmium (jusqu’a 10™° M) ont pu
8tre atteintes avec ces composés.'’ L’utilisation du ligand ETH 1062 comme agent de transfert
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sélectif du cadmium a une interface nitrobenzene/eau a également été décrite. La valeur de la
constante de formation d’un complexe de stoechiométrie ML, avec le cadmium dans le
nitrobenzeéne a pu étre calculée (log /1= 19,6)."" Quelle que soit I'utilisation de ce composé, les
principaux cations interférents sont Cu®’, Pb*" et Ag". La sélectivité par rapport au zinc et aux
cations alcalins ou alcalino-terreux est relativement bonne. En revanche, aucune indication n’est
fournie sur les propriétés complexantes de ces composés vis-a-vis du mercure.

/N
o O
NP
s sy
R R
R = n-Bu ETH 1062
R=CyHps ETH 5435 6 7

Figure 3-2. lonophores de type thioamide sélectifs du cadmium.

Dans le cadre de leurs recherches sur les dispositifs de type CHEMFET, Reinhoudt ef al. ont
également utilisé le composé ETH 1062 pour doper la membrane polymere assurant la
reconnaissance sélective du cation Cd*".'> Afin d’améliorer 1’hydrophobicité de cette membrane et
modifier sa sélectivité, une série de calix[4]arénes incorporant des motifs similaires a la pince ETH
1062 a été synthétisée. Des dispositifs sélectifs du cuivre, du plomb ou du cadmium ont pu ainsi
étre obtenus.'® En particulier, parmi les nombreux composés étudiés, le fert-butylcalix[4]aréne 6 en
conformation cone et le calix[4]arene 7 en conformation 1,3-alternée, tout deux substitués par
quatre groupements thioamides, font preuve d’une remarquable sélectivité pour le cadmium.'* Le
cuivre et le plomb demeurent les principaux interférents pour de tels dispositifs.

I.2. Fluoroionophores sélectifs du cadmium

S’il existe dans la littérature de nombreux senseurs fluorescents efficaces en terme de sensibilité et
, ey, g . \ . . , . + + + .

sélectivité en milieu aqueux vis-a-vis des cations métalliques Hg”", Pb*" et Zn*", relativement peu

d’exemples de composés sélectifs du cadmium sont répertoriés.

1.2.1. Fluoroionophores de type PET

Les fluoroionophores de type PET sélectifs du cadmium décrits dans la littérature sont présentés sur
la Figure 3-3. Le composé 8 posséde deux entités de reconnaissance du cation Cd*" de type
iminodiacétate greffées sur les positions 9 et 10 d’un fluorophore anthracéne. La complexation du
cadmium en milieu tamponné a pH = 10 (CAPS 0,1 M) entraine une exaltation de la fluorescence
d’un facteur 20 : la présence du cation inhibe le transfert d’électron photoinduit de 1’atome d’azote
complexé vers le fluorophore anthracéne excité. La constante de formation du complexe de
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C . . - \ . : d
stoechiométrie 1:1 avec le cadmium est 20 fois supérieure & celle mesurée pour le zinc (log £, =

4,8 contre log B11" = 3,5)." En revanche, Ca*", Mn’" et St*" n’interférent pas.
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Figure 3-3. Fluoroionophores de type PET sélectifs du cadmium.

Le dérivé du 1,8-diméthylcyclame 9 substitué¢ par deux groupements méthylanthracénes
diamétralement opposés posséde également une bonne affinité pour le cadmium en milieu
eau/acétonitrile 1:9 v/v tamponné & pH = 5 par un tampon acétate (log fi; = 4,2).'® La complexation
du cation provoque une augmentation du rendement quantique de fluorescence pour les mémes
raisons que celles évoquées précédemment. La sélectivité des dérivés de type cyclame reste
cependant trés limitée vis-a-vis de Hg>", Zn>" et Cu®" et les variations des propriétés photophysiques
de ce ligand en fonction du pH sont importantes.

Enfin, Savage et al. ont synthétisé la couronne azotée 10 fonctionnalisée par deux groupes

5-chloro-8-méthoxyquinoléines et étudié ses propriétés complexantes dans le méthanol."”

L’ajout de
Cd** entraine un déplacement bathochrome des spectres d’absorption et d’émission en raison de la
modification des propriétés de transfert de charge au sein du fluorophore (I’interaction du cation
avec I’atome d’azote de la quinoléine 1’appauvrit en électron et renforce le transfert de charge
photoinduit). L importante exaltation de fluorescence (d’un facteur 100 environ) s’explique, quant a
elle, par I’inhibition du PET des atomes d’azote de la couronne vers les fluorophores excités. La
constante de formation du complexe de cadmium dans le méthanol est élevée (log i = 6,1)
contrairement a celle mesurée pour le zinc (log £ = 4,0), mais la sélectivité envers Pb>*, Hg”" et
Cu’" est faible. La complexation du cadmium reste néanmoins efficace en milieu organo-aqueux et
ce composé a par ailleurs ét¢ immobilisé au sein d’une matrice polymere permettant la détection de

. . J 1
concentrations en cadmium de I’ordre du pM en milieu aqueux.'®

1.2.2. Cadmiation électrophile aromatique

Parmi les différents fluoroionophores décrits pour la détection du cadmium, plusieurs possédent un
fluorophore anthracénique avec lequel le cation Cd** forme spécifiquement un complexe 7 dont le
spectre de fluorescence est caractéristique. Les sites de reconnaissance du cation peuvent &tre de
différentes natures : aza-couronne possédant cinq atomes d’azote, ou bien pinces de type
iminodiacétates.

Ainsi, le premier exemple de ce type utilisé pour la détection du cadmium est issu d’une
série d’aza-couronnes synthétisée par Czarnik et al. (11)." En milieu tamponné a pH = 10, I’ajout
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de deux équivalents de cadmium provoque une exaltation de fluorescence du ligand 11 d’un facteur
9 et un changement de la forme du spectre d’émission puisqu’une large bande d’émission non
structurée centrée a 446 nm apparait. En effet, la complexation du cation au sein de la couronne
azotée inhibe le transfert d’¢électron photoinduit des atomes d’azote de la couronne vers I’anthracéne
excité. Quant a P’apparition d’une bande de fluorescence non structurée, elle s’explique par la
formation d’un complexe 7 entre le cation Cd*" complexé par la couronne et le cycle aromatique
anthracéne.”® Cette caractéristique permet notamment de discriminer le cadmium du zinc. Un
dispositif de mesure de type optode basé sur ce composé et capable de déterminer simultanément
des concentrations en zinc et en cadmium de ordre de quelques pg L' a d’ailleurs été mis au
point.*! En revanche, I'intensité de fluorescence pour ce type de composé varie fortement entre
pH = 6 et pH = 9 et la sélectivité¢ thermodynamique est limitée.

COK

HN

LHJ HO,C_N N_CO.H

1 12 O
N/\

N/H’QNX

CO2K

Figure 3-4. Fluoroionophores subissant une cadmiation électrophile aromatique.

La formation de complexes m entre le cation Cd*" et les senseurs fluorescents 12 et 13 a
également ¢été mise en évidence. Ainsi, le composé 12 posséde un rendement quantique de
fluorescence ¢élevé en milieu tamponné a pH = 7 en raison de I’existence d’une forme
zwittérionique pour laquelle les deux atomes d’azote sont protonés. Alors que 1’ajout de cations tels
que Zn*", Cu®’, Hg’" ou Pb*" entraine une diminution de I’intensité de fluorescence de la bande
structurée de 1’anthracéne, la complexation de Cd*" se traduit par I’apparition d’une bande large
déstructurée centrée a 435 nm.”* En ce qui concerne le composé 13, la complexation du cadmium a
pH = 7,4 provoque des effets similaires : formation d’un complexe m entre le cation et I’anthracéne

23,24 . 2+
324 Hormis Zn

(log i1 = 4,0) et apparition d’une large bande de fluorescence centrée a 506 nm.
pour lequel une exaltation de fluorescence (inhibition du PET) et une constante de stabilité
comparable (log £ = 3,8) sont observés, Co’", Ni*", Cu®" et Hg”" ne provoquent pas de

modification des propriétés photophysiques de 13.

1.2.3. Fluoroionophores de type PCT

Le composé 14 synthétisé par Prodi et al. a longtemps constitué a notre connaissance 1’un des seuls
exemples de fluoroionophores de type PCT sensible au cadmium.”” A Dinstar de nombreux
fluoroionophores incorporant des groupements dansyles, la formation d’'un complexe ML avec le
cadmium dans un milieu organo-aqueux acétonitrile/eau 1:1 v/v a pH = 9,5 s’accompagne de la
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déprotonation des groupements dansyles. D’importants déplacements hypsochromes sont observés
en absorption et en émission et le rendement quantique de fluorescence augmente car le caractére
accepteur de la fonction sulfonamide est réduit lorsque celle-ci est déprotonée. Une mesure
ratiométrique en émission est donc réalisable. Néanmoins, la sélectivité par rapport a Co>", Zn*" et
surtout Cu®" n’est pas suffisante et la formation du complexe n’est pas observée pour des pH
inférieurs a 7.

OxN-_O
HN N/\ OO
OS N N\H NHHNj
- 2
N
W \\
14 15 16

Figure 3-5. Fluoroionophores de type PCT sélectifs du cadmium.

Ce n’est finalement que trés récemment que de nouveaux senseurs fluorescents de type PCT
pour la détection de cadmium sont apparus. En 2007, les études menées par Qian et al. sur les
naphtalimides substitués par des groupements de type 2-dipicolylamine ont ainsi montré que le
composé 15 permettait la détection ratiométrique sélective du cadmium en milieu organo-aqueux
éthanol/eau 9:1 v a pH = 7,2.%° L’ajout de cadmium entraine un déplacement hypsochrome des
spectres d’émission et une augmentation du rendement quantique de fluorescence en raison d’une
diminution du caractére donneur des groupes NH impliqués dans le transfert de charge photoinduit.
La constante de formation du complexe ML est élevée (log £ = 5,8) et une limite de détection de
0,1 uM est envisageable. Bien que ce composé complexe aussi le zinc (log A1 = 5,2), la
discrimination zinc/cadmium est possible car les effets photophysiques associés a la formation du
complexe de zinc sont différents (inhibition de fluorescence et déplacement bathochrome en
absorption et en émission).

Quant au BODIPY 16 fonctionnalisé par une pince complexante de type 2-dipicolylamine, il
complexe efficacement le cadmium dans un mélange acétone/eau 9:1 v/v a pH = 7,4 (log fi1 =
4,2).*" La présence du cation Cd*" diminue le caractére donneur de I’atome d’azote complexé et le
transfert de charge photoinduit vers le groupement BODIPY est réduit. Il en résulte une exaltation
de fluorescence et un déplacement vers le bleu des spectres d’émission. De maniere surprenante, la
sélectivité est tres bonne notamment par rapport au zinc alors que l’entité complexante 2-
dipicolylamine est connue pour complexer treés efficacement ce cation, comme D’attestent les
nombreux senseurs de la famille Zinpyr développés par Lippard et al.”>* Les caractéristiques trés
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intéressantes du composé 16 ont finalement permis de réaliser des clichés d’imagerie du cadmium
intracellulaire par microscopie de fluorescence (classique ou ratiométrique).

I.3. Axes de recherche et conception de nouveaux fluoroionophores
sélectifs du cadmium

Apres étude de I’ensemble des travaux présentés ci-dessus concernant les complexants sélectifs du
cadmium (fluorescents ou non), quatre axes de recherche peuvent étre définis.

e Fluoroionophores de type thioamide

Méme si de nombreuses fonctions sont

0O O susceptibles de complexer le cadmium, les
(OCH2CHa)3~ L ;\ pinces oxygénées avec des groupements
N 'S S
H

CH3(CH,)470 NBU2 thioamides analogues au composé ETH
O(CHa)g 1062 semblent étre particulierement affines

O et sélectives. Or, il n’existe dans la

“ littérature qu’un unique exemple de

O fluoroionophore possédant un site de

reconnaissance de ce type (17). Synthétisé

par Sasaki et al., il permet la détection de
17 concentrations en mercure de ['ordre de
100 nM a la surface de vésicules lipidiques via la formation d’excimeéres intermoléculaires. La
détection du cadmium est également envisageable avec une limite de détection de 1 uM, et cette

méthode est insensible & la présence de larges excés de cations alcalins (100 mM).*°

Ainsi, la synthése de nouveaux fluoroionophores possédant un site de complexation
analogue a la pince ETH 1062 est une voie intéressante pour la détection du cadmium en absence de
mercure. Deux approches ont été envisagées pour la conception de nouveaux fluoroionophores : soit
la fixation d’un fluorophore entre les deux oxygenes de cette pince complexante (composés
thioamides de #ype O), soit au niveau des azotes des fonctions thioamides (composés thioamides de

type N).

Ligands thioamides

0] )
de type O
O/ \O + fluorophore RzN‘( _>*N R> yp
S S
RZN‘( _>/'*N Ry o
S S

N,N,N' N'-tetraalkyl-3-6-dioxa-
octane-dithioamide

|
0 O_>7 Ligands thioamides
N N, de type N
R S S R

Figure 3-6. Fluoroionophores thioamides de type O et N.
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e Pinces soufrées analogues de la 2-dipicolylamine

Le cadmium et le zinc possédent des propriétés physicochimiques relativement proches, si ce n’est
que le cadmium peut étre considéré comme légérement plus mou d’apres la classification HSAB
définie par Pearson. Les pinces de type 2-dipicolylamine sont connues pour leur trés bonne affinité
pour le zinc.”** Aussi, la synthése de nouvelles pinces complexantes s’inspirant de la pince 2-
dipicolylamine et incorporant des atomes de soufre complexants est une voie prometteuse (cf.
Figure 3-7). Des complexes de cadmium avec des ligands de type pyridine-2-thione avant été
décrits,”' le remplacement des groupes pyridines de la pince 2-dipicolylamine par des substituants
thiopyridine ou thiopyrimidine a été envisagé.

-
Z/

S ince
7 N\ N= ) thio%yridine
N + atomes de soufre N3 N\
complexants
—E—N /N - o
\ 'S
= + fluorophore )§N

pince o

2-picolylamine

(S N= pince
thiopyrimidine

(A

<P

Figure 3-7. Pinces soufrées cibles analogues de la pince 2-picolylamine.

e Nouveaux ligands azotés complexants du cadmium

Parmi les différents ligands présentés, un certain nombre d’entre eux posséde des cycles
aromatiques azotés comme entités complexantes. Au sein du laboratoire, I’équipe du Pr. Juan Xie a
par ailleurs synthétisé une B-cyclodextrine incorporant sept motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles
fluorescents et possédant une bonne affinité pour le zinc.*> L’étude des propriétés photophysiques
de ce composé mais €galement du motif fluorescent pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole, ainsi que leurs
propriétés complexantes vis-a-vis du cadmium, s’avere intéressante.

5 .R
_ N=N2

N 3

4-pyridin-2'-yl-1,2,3-triazole

Cette ¢tude préliminaire est en effet susceptible de déboucher sur la conception et la
synthése de nouveaux ligands dont les propriétés complexantes et photophysiques auront été
optimisées.
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e Potentialités d’une sonde de calcium, le Rhod-5N. pour la détection du cadmium

L’une des caractéristiques communes a plusieurs ligands sélectifs du cadmium décrits dans les deux
paragraphes précédents est 1’utilisation de groupements iminodiacétates comme entité de
reconnaissance. Or, les pinces de type BAPTA (1,2-Bis(2-AminoPhenoxy)ethane-N,N,N',N'-
Tetraacetic Acid) mises au point par Tsien et al. et a 1’origine de nombreux senseurs fluorescents de

calcium possédent deux groupements complexants de ce type.”>~**

L’utilisation de tels composés
pour la détection du cadmium mérite d’étre examinée dans la mesure ou la concentration en calcium
n’est pas trop élevée. Le senseur Indo-1 a ainsi été utilisé pour la détection de cadmium en milieu
aqueux et une limite de détection de 107 M en présence de 10° M de calcium ([Ca®']
intracellulaire) a été atteinte.”® La sonde BTC-5N permet également la détection de trés faibles
concentrations en cadmium (jusqu’a 3 pg L™).*” Bien que la sélectivité envers les autres métaux
lourds (Pb*", Hg™", Cu®") ne soit pas excellente, 1’affinité du BTC-5N pour le cadmium est trés
supérieure a celle pour le calcium et résulte du remplacement d’un groupement méthyle par un
groupement NO, en position 5 du second cycle phényle de la pince BAPTA. Ce composé a

notamment été utilisé pour réaliser des expériences d’imagerie du cadmium intracellulaire par

microscopie de fluorescence.**’
H020 COQH HO,C CO,H HO.C COzH HO,C  CO,H
N ) K N) HO,C CO,H HO,C  CO.H
O, O
O N o
=
~ "NH
& .
Indo-1 BTC-5N Rhod-5N

Figure 3-8. Senseurs fluorescents de type BAPTA pour la détection du cadmium.

Le composé¢ Rhod-5N commercialisé par la société Invitrogen posseéde un site de
complexation analogue au composé BTC-5N.*" Il présente également 1’avantage d’étre excitable a
haute longueur d’onde et est soluble en milieu aqueux. Dans la mesure ou aucune étude n’a encore
été réalisée sur son utilisation potentielle comme senseur fluorescent de cadmium, 1’étude des
propriétés photophysiques et complexantes de ce ligand en présence de cadmium a été réalisce.
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ll. Synthése et étude de nouveaux composés de type thioamide

Comme il I’a été mentionné dans le paragraphe 1.1.2 de ce chapitre, les pinces incorporant des
fonctions thioamides devraient constituer d’excellents ligands du cadmium et offrir une sélectivité
intéressante vis-a-vis de nombreux autres métaux lourds. Deux approches menant a 1’obtention de
fluoroionophores de type O et de type N ont été définies précédemment. Ainsi, la synthese de ces
nouveaux fluoroionophores sera décrite dans un premier temps, puis I’étude de leurs propriétés
photophysiques et complexantes sera entreprise.

O O O o©
RZN{ _>*NR2 /N{ _>*N\
S R S s R

S

Ligands thioamides Ligands thioamides
de type O de type N

I.1. Obtention des composés cibles et effets photophysiques attendus

I1.1.1. Synthése des composés thioamides de type O

Pour les composés thioamides de type O, la fonctionnalisation par le fluorophore s’effectue entre les
deux atomes d’oxygeéne. Deux composés ont été synthétisés sur ce principe : 'un avec un
fluorophore modele naphtaléne (THIO-NAPH), 1’autre avec un fluorophore a transfert de charge
photoinduit de type coumarine (THIO-COU).

THIO-NAPH THIO-COU

Lors de la complexation du cation au sein de la pince complexante, des modifications
spectrales sont attendues pour les composés THIO-NAPH et THIO-COU. En particulier pour le
second, la chélation du cation Cd*" aux deux oxygénes en position 6 et 7 du noyau coumarine est
sensée diminuer leur caractére donneur. Le transfert de charge photoinduit qui s’effectue entre ces
deux oxygenes donneurs et la lactone acceptrice est donc réduit en présence de cation. Par
conséquent, un déplacement spectral des spectres d’absorption et de fluorescence vers les courtes
longueurs d’onde devrait étre observé.
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La synthése de ces deux composés s’effectue en deux dtapes a partir des réactifs
commerciaux dihydroxylés suivants : le 2,3-dihydroxynaphtaléne 18 et la 6,7-dihydroxy-4-méthyl-
coumarine 19. En présence d’hydrure de sodium dans le DMF anhydre, la réaction de dialkylation
de ces réactifs commerciaux avec un exces de 2-chloro-N, N-diméthylacétamide permet I’obtention
des composés amides AMI-NAPH et AMI-COU avec des rendements respectifs de 65 % et 70 %.
Ceux-ci sont alors transformés en leurs analogues thioamides THIO-NAPH et THIO-COU par

41,42

réaction avec le réactif de Lawesson” a 60°C dans le toluéne. Les composés finaux sont tous

deux obtenus avec des rendements satisfaisants de 72 % et 68 % (cf. Figure 3-9).

\ \
[I— N—
OH NaH, DMF O O Reéactif de Lawesson O S
OH 60°C , 65 % o o Toluéne, 60°C , 68 % 0
o L Z Z
_ N—
N /

o N—
AMI-NAPH THIO-NAPH
\ \
N— N—
= OH  NaH, DMF = O O Reactif de Lawesson = o S
— =
oo oH 60°C.70% 70 o o Toluéne 60°C,72% 57 g o s

0 — <
19 < N N

AMI-COU THIO-COU

Figure 3-9. Syntheése des composés THIO-NAPH et THIO-COU.

I1.1.2. Synthése des composés thioamides de type N

Les composés thioamides de #ype N sont fonctionnalisés par deux fluorophores greffés sur les
azotes de la pince complexante. La synthése de deux composés a été entreprise : le premier avec
une coumarine comme fluorophore (THIO-COU2), le second avec un batonnet de type
phénylacétyléne donneur-rm-accepteur (THIO-BAT). Un composé modele de type batonnet simple
monodente (THIO-MOD) a également été synthétisé.

Ces trois composés sont congus comme des fluoroionophores potentiels de type PCT. En
effet, les 7-aminocoumarines subissent un important transfert de charge photoinduit du groupement
amino donneur vers la lactone acceptrice lors de [I’excitation. Quant aux batonnets
phénylacétylenes, ils constituent des fluorophores de type PCT de choix lorsqu’ils sont substitués a
I’'une de leurs extrémités par un groupement donneur (N-alkyle), et a ’autre par un groupement
attracteur (CN).* La chélation du cation Cd*" au niveau de la fonction thioamide est donc

\ N
0 R o

S

# Formule du réactif de Lawesson :
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susceptible de modifier le caracteére donneur de I’atome d’azote impliqué dans le transfert de charge
photoinduit au sein de la coumarine ou du batonnet. Il devrait en résulter des déplacements
spectraux tres intéressants en vue d’une mesure ratiométrique en émission.

NC CN
o g g
L;[\ X o o Z

oN¥e
e

P ~ THIO-BAT

\
THIO-COU2 N O = O CN
S

THIO-MOD

Ainsi, la stratégie de syntheése utilisée consiste a utiliser le triéthyléne glycol comme
plateforme de départ pour la fonctionnalisation des extrémités de la pince complexante par
différents fluorophores. Le triéthyléne glycol est d’abord oxydé de maniere quantitative dans I’acide
nitrique a 70 % de manicre a obtenir le composé 21 fonctionnalisé par deux groupements acides
carboxyliques terminaux.* Le diacide est ensuite transformé en chlorure d’acide dans le toluéne a
90°C en présence de chlorure d’oxalyle. Le dichlorure d’acide 22 possédant une forte réactivité est
immédiatement ajouté a une solution de 7-amino-4-(trifluorométhyl)coumarine 23 dans le THF en
présence de triéthylamine. Le produit de la réaction d’acylation AMI-COU?2 est obtenu avec un
rendement de 29 %. La transformation des fonctions amides en thioamides est réalisée par le réactif
de Lawesson dans le toluéne a 90°C et permet I’obtention du composé final THIO-COU2 avec un
rendement de 43 %.

O O
HNO4
HO/\/O\/\O/\/OH HO)J\/O\/\O/ﬁ(OH - . Cl)J\/O\/\O/\H/Cl
100 % Toluéne
20 21 90°C 22

CF;

/ L ;\ Réactif de Lawesson

O 0 NH2 THF, NEt3 Toluéne, 90°C
23 29 9, 43 %

AMI-COU2 THIO-COU2

O O

Figure 3-10. Synthese du composé THIO-COU2.
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L’approche utilisée pour la synthése des composés batonnets est similaire. La 4-iodoaniline

est monométhylée par I’iodure de méthyle dans le THF en présence de triéthylamine avec un

rendement modeste de 34 % puis le produit 24 est mis a réagir avec le chlorure d’acide 22 dans le

THF en présence de triéthylamine. Le composé diiodé 25 est alors formé avec un rendement de

71 %. Le couplage de Sonogashira entre ce composé et le 4-éthynylbenzonitrile commercial dans
des conditions classiques (Cul, Pd(Phs)s, NEts, toluene) fournit le dérivé amide AMI-BAT avec un
excellent rendement de 95 %. La formation du composé THIO-BAT s’effectue alors par réaction du

compos¢ amide avec le réactif de Lawesson dans le toluéne avec un rendement de 60 %.

IONHZ

—~)

24

Ok 2 0L

THF, 50°C THF, NEt3
34 % 71 %
24 25

Cul 12 % , Pd(PPhs), 3%
Toluéne, NEt; 55°C

H—— /)—CN 95 %

~ - \N o o N -
Toluéne, 90°C

Réactif de Lawesson
I I
0 %

O O 0 g

CN CN CN CN

THIO-BAT AMI-BAT

Figure 3-11. Synthese du composé THIO-BAT.

Cul 12 % , Pd(PPh3)4 3%

o g S eV e O =0

THF NEt3 >_ Toluéne, NEt; 55°C
100 %
26 AMI-MOD
Réactif de Lawesson Toluéne, reflux

79 %
_ /

NC — N

S

THIO-MOD

Figure 3-12. Synthese du composé THIO-MOD.
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En ce qui concerne le batonnet modele THIO-MOD, sa synthese est également réalisée a
partir de la N-méthyl-4-iodoaniline 24. Le dérivé iodé 26 est formé par réaction avec le chlorure
d’acétyle puis la synthése du batonnet est effectuée par couplage de Sonogashira avec le
4-¢éthynylbenzonitrile dans les mémes conditions que précédemment. Le composé AMI-MOD est
obtenu avec un rendement global sur ces deux étapes de 94 %. Le produit final THIO-MOD est
alors obtenu a partir de AMI-MOD dans des conditions classiques avec un rendement de 79 %.

I1.2. Etudes des propriétés des composés thioamides

Plusieurs composés fonctionnalisés par des groupements thioamides et incorporant un fluorophore
(coumarine, naphtaléne, phénylacétylénes conjugués) ont été synthétisés. Dans ce paragraphe, les
propriétés photophysiques de ces composés seront étudiées puis I’influence de la présence d’un
métal sur les propriétés émissives de ces ligands sera discutée.

I1.2.1. Propriétés photophysiques des ligands thioamides

Le DMSO a la particularit¢ de pouvoir €tre utilisé a un faible pourcentage comme co-solvant
organique pour certaines expériences en milieu biologique. Dans la mesure ou les composés
thioamides synthétisés ne sont pas solubles en milieu aqueux, les études de leurs propriétés
photophysiques présentées ci-dessous ont été réalisées dans le DMSO. Les formules des ligands
étudiés sont rappelées ci-dessous.

\ \
N— N—
=
o 8 0" o o 8 )
— — s
N N THIO-MOD
THIO-NAPHT THIO-COU

g %L 20 N

THIO-BAT

THIO-COU2

Absorption et fluorescence stationnaires

Les spectres d’absorption des composés THIO-COU, THIO-NAPH, THIO-COU2, THIO-MOD et
THIO-BAT sont enregistrés dans le DMSO et sont présentés sur la Figure 3-13(a). Les coefficients
d’absorption molaires de ces composés ainsi que leurs différents paramétres photophysiques sont
récapitulés dans le Tableau 3-1. En ce qui concerne les longueurs d’onde des maxima des spectres
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d’absorption, le spectre du composé THIO-COU?2 est déplacé vers les grandes longueurs d’onde par
rapport a celui de THIO-COU en raison du caractere polaire plus marqué de son état excité (état de
transfert de charge). Comparativement a THIO-COU, la différence s’explique d’une part par 1’effet
inductif attracteur du groupement CF3 qui renforce le caractére accepteur de la lactone, et d’autre
part par le caractére donneur supérieur du groupement amine par rapport aux fonctions alkoxy.

10 2
(a) THIO-BAT (b)
THIO-BAT ®_=0,0035
THIO-MOD
75 \ 151 \ ®_=0,0033
THIO-MOD N
THIO-COU2 THIO-COU

o_= 0,0014

<
o 1
THIO-COU —

AN 0.5

ex 10 (mol L' em™)
(@) ]

N
&)

.
550

0 \ \ | —
260 280 300 320 340 360 380 400
A/ nm

5 ol \ \
400 450 500
A/ nm

Figure 3-13. (a) Spectres d’absorption et (b) spectres de fluorescence des composés de la famille
thioamide dans le DMSO (Ao = 320 nm).

THIO-NAPH THIO-COU THIO-COU2 THIO-MOD THIO-BAT

A% (nm) ~ 279 339 354 321 322
g (mol' Lem™)™ 30300 10500 33900 34800 76400
A (nm) nd 420 nd 441 436
O < 0,001 0,0014 < 0,001 0,0033 0,0035
®p (amide) 0,44 0,14 0,022 0,60 0,50

K r 3 rox FE r . o FEE r . o
déterminé a+ 1 nm, déterminé a + 10 %, déterminé a £ 5 nm

Tableau 3-1. Parametres photophysiques des composés de la famille thioamide dans le DMSO.

Concernant les propriétés émissives de ces composés dans le DMSO, leur rendement
quantique de fluorescence est particulicrement faible compte tenu des fluorophores utilisés. Les
rendements quantiques de fluorescence des composés THIO-NAPH et THIO-COU?2 n’ont d’ailleurs
pas pu €tre mesurés. Cette tres faible fluorescence a également été mise en évidence dans d’autres
solvants, polaires ou apolaires, protiques ou non protiques. Il est par ailleurs intéressant de noter que
la fonction thioamide semble étre a I'origine de la diminution trés importante des rendements
quantiques de fluorescence des ligands utilisés puisque les analogues amides possédent des
rendements quantiques de fluorescence beaucoup plus élevés que les composés thioamides. Par
exemple, le rendement quantique de fluorescence du composé AMI-COU est de 0,14. Cette valeur
est comparable a celle de composés de type 6,7-dialkoxy-4-méthylcoumarines en milieu polaire (cf.
Chapitre 4). Pourtant, il n’est que de 0,0014 pour THIO-COU dans le DMSO. Les mémes
observations sont valables pour les composés batonnets puisque le rendement quantique de
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fluorescence est de 0,6 pour le batonnet modele AMI-MOD contre 0,0033 pour le composé THIO-
MOD.

Par ailleurs, le ligand THIO-COU s’est révélé peu stable dans le DMSO sous ’effet d’une
irradiation prolongée. Afin d’éventuellement identifier les photoproduits formés, une solution
concentrée de ce composé dans le DMSO deutéré a été irradiée a 355 nm a 1’aide d’un laser
nanoseconde (12 mJ / impulsion, 10 impulsions par seconde) et la réaction de photolyse a été suivie
conjointement par absorption UV-visible et RMN 'H (Figure 3-14). L’évolution des spectres
d’absorption en fonction de la durée d’irradiation se caractérise par I’apparition d’une bande
d’absorption centrée a 410 nm et d’une bande de diffusion. La solution, initialement incolore, prend
alors une coloration jaune orangée, puis marron. En ce qui concerne le suivi réalisé en RMN 'H, la
disparition du composé THIO-COU est bel et bien observée mais 1’identification d’un éventuel
produit de réaction majoritaire n’a pu €tre réalisée. En effet, I’irradiation prolongée conduit a la
disparition des signaux RMN des protons aromatiques ce qui est caractéristique de la formation de
trés nombreux photoproduits. L’apparition de la bande de diffusion peut étre expliquée par la
solubilité limitée de certains de ces photoproduits dans le DMSO.
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/
\

(b)

t=0 min (@)
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Figure 3-14. (a) Evolution des spectres d’absorption de THIO-COU dans le DMSO-dy ([L] = 4,6 x 107
M) en fonction de la durée d’irradiation a 355 nm et (b) spectres RMN 'H dans le DMSO-dy ([L] = 1,1 x
107 M) avant et apreés irradiation.

A la lumiere des propriétés décrites ci-dessus, plusieurs hypotheéses peuvent étre envisagées
pour expliquer le faible rendement quantique de fluorescence des composés thioamides et, pour
certains, leur photodégradation. Des mesures d’électrochimie et d’absorption transitoire ont donc
été réalisées afin de déterminer si ce comportement était dii @ un croisement intersystéme (passage
de I’état singulet S; a un état triplet) ou bien a un transfert d’électron a I’état excité.

Etude absorption transitoire nanoseconde et par électrochimie

La premicre hypotheése envisagée pour expliquer le trés faible rendement quantique de fluorescence
est la possibilit¢ d’un passage a I’état triplet. Afin de vérifier cette éventualité, des mesures
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d’absorption transitoire sur le composé THIO-COU et son analogue amide AMI-COU ont été
entreprises.

Ainsi, les spectres d’absorption de 1’état triplet pour ces deux composés ont €té enregistrés
(cf- Figure 3-15). Les mesures sur le composé THIO-COU sont peu précises car le composé se
photodégrade partiellement dans le temps de la mesure sous I’effet de 1’irradiation par le laser
nanoseconde. A [’échelle de la microseconde, la valeur de [’absorption transitoire n’est pas
constante, décroit rapidement et demeure tres faible. Ainsi, comme le montre le spectre reconstruit
présenté sur la Figure 3-15(c) qui prend en compte la valeur moyenne de I’absorption transitoire
entre 0,04 et 0,06 ps apres 1’excitation, I’absorption de 1’état triplet demeure extrémement faible
quelle que soit la longueur d’onde. L’aspect bruiteux du spectre reconstruit s’explique par la trés
faible valeur de I’absorption transitoire mesurée et par la photodégradation qui perturbe les mesures.

0.02 0.05
(a) (b)

| N
500 nm
-0.02 |- -0.05 |-
-0.04 \ \ \ \ \ 01 I \ \ \ \
0 0.2 0.4 0.6 0.8 0 0.4 0.8 1.2 1.6
t/us t/ us
0.02 0.02
(c) (d)

0.015 0.015

Soo1 - So.o1
0.005 - 0.005
0 \ \ \ \ 0
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Alnm Al nm

Figure 3-15. Absorption transitoire a 500 nm (a) de THIO-COU et (b) de AMI-COU ; spectres
d’absorption transitoire reconstruits (c) de THIO-COU (moyenne des valeurs entre 0,04 et 0,06 us apres
I’excitation) et de (d) AMI-COU (moyenne des valeurs entre 0,3 et 0,5 us apres [’excitation) dans le
DMSO dégazé, excitation par un laser Nd-YAG a 355 nm (10 impulsions, 10 mJ / impulsion).
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En ce qui concerne le composé amide AMI-COU, I’absorption transitoire de 1’état triplet
dans le DMSO est constante a I’échelle de la microseconde. Le spectre d’absorption de 1’état triplet
est relativement faible et présente un maximum aux alentours de 500 nm. Ces résultats sont en
accord avec ceux reportés dans la littérature pour des composés similaires.* Il est par ailleurs
essentiel de noter que ces valeurs sont méme légerement supérieures a celles enregistrées pour le
composé thioamide. Dans la mesure ou le spectre d’absorption de I’état triplet du composé
thioamide est plus faible que celui du composé amide, le passage par un état triplet n’est sans doute
pas le mécanisme a l’origine du faible rendement quantique de fluorescence des composés
thioamides.
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Figure 3-16. Oxydation (a) du composé THIO-COU et (b) du composé AMI-COU dans [’acétonitrile
(vitesse de balayage = 10 V.s') ; Réduction (c) du composé THIO-COU et (d) du composé AMI-COU
dans I'acétonitrile (vitesse de balayage = 0,1 V.s™).
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Afin de déterminer si un transfert d’électron photoinduit pouvait étre responsable du faible
rendement quantique de fluorescence des ligands thioamides par rapport aux analogues amides, les
potentiels d’oxydation et de réduction du ligand THIO-COU et de I’analogue amide AMI-COU ont
été déterminés par voltampérométrie cyclique dans I’acétonitrile (en raison de sa large fenétre
d’électro-inactivité). Les voltampérogrammes en oxydation et en réduction pour ces deux composés
sont reportés sur la Figure 3-16. Il est important de noter que les courbes présentées montrent des
réactions ¢lectrochimiques non réversibles. L’utilisation de vitesses de balayage plus élevées ne
permet pas d’observer de vague retour pour ces composés. Par conséquent, les potentiels définis par
la suite seront pris égaux au potentiel au sommet des vagues de réduction ou d’oxydation. La
détermination de potentiels standards exacts est donc exclue, mais les valeurs trouvées permettent
d’avoir un aper¢u des phénomenes pouvant intervenir au sein de ces composés.

Ainsi, les courbes intensité-potentiel en réduction ont la méme allure pour le composé amide
et le composé thioamide. En effet, une vague de réduction associée a une réaction non réversible est
observée respectivement a -2,28 V et -2,35 V / (Fc'/Fc).* Cette réduction est attribuée a la formation
du radical anion de la coumarine. Si le remplacement de la fonction amide par une fonction
thioamide ne modifie que trés peu les propriétés en réduction, il en est tout autrement en oxydation.
En effet, le composé amide s’oxyde de manicre non réversible a un potentiel relativement élevé
(+ 1,2 V/ (Fc'/Fc)), cette oxydation étant attribuée a la formation du radical cation de la coumarine.
En revanche, le composé thioamide se comporte trés différemment. En effet, une premicre
oxydation intervient & faible potentiel (+ 0,6 V / (Fc'/Fc)). Elle correspond & I’oxydation de la
fonction thioamide puisqu’une seconde vague d’oxydation correspondant a la formation du radical
cation de la coumarine a pu étre observée a potentiel plus élevé (+ 1,8 V / (Fc'/Fc), non
représentée).

Finalement, la fonction thioamide se distingue essentiellement de la fonction amide du point
de vue électrochimique par sa faculté¢ a étre oxydée trés facilement. La possiblité d’un transfert
d’électron des groupements thioamides vers le fluorophore excité est donc envisageable. Ainsi, en
négligeant les enthalpies de solvatation, la relation de Rhem-Weller (eq. 3-1) permet de savoir si le
transfert d’électron pour le composé THIO-COU est thermodynamiquement possible :

AG'=E). —E . —AEy(A4) eq. 3-1
avec AG’ = enthalpie libre standard de la réaction de transfert d’électron
ng D = potentiel standard d’oxydation du donneur d’électron
Eg e = potentiel standard de réduction de I’accepteur d’électron
AE,,(4A) = ¢énergie en eV de la transition électronique (passage a I’état excité)

Pour le composé thioamide THIO-COU, la valeur de 1’énergie entre le premier état excité de
la coumarine et I’état fondamental est déterminée en effectuant la moyenne des énergies au
maximum d’absorption et d’émission du fluorophore (AE,(4)= 3,3 eV). Le potentiel d’oxydation
du donneur est celui de la fonction thioamide (+ 0,6 V / (Fc'/Fc)) et celui de réduction de la

coumarine est de -2,35 V / (Fc¢'/Fc). Finalement, AG’ = -0,35 V, ce qui montre que le transfert
d’électron est thermodynamiquement possible. A noter que le méme raisonnement pour le composé

“ Fc'/Fe représente le couple ferrocénium/ferrocéne dont le potentiel standard dans I’acétonitrile est E = 0,045 V/ENH.
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amide donne un résultat positif pour AG (+ 0,18 V), ce qui explique que le rendement quantique de
fluorescence des composés amides soit beaucoup plus élevé que celui de leurs analogues
thioamides. La Figure 3-17 résume le mécanisme de transfert d’électron responsable de la tres
faible fluorescence du composé THIO-COU comparativement a 1’analogue amide AMI-COU.

Energie
A

| X ........ ‘ ’
fluorescent ? . % non fluorescent

amide  fluorophore  thioamide
excité

Figure 3-17. Transfert d’électron photoinduit (PET) de la fonction thioamide vers le fluorophore excite.

Si les résultats présentés ci-dessus concernent uniquement le composé THIO-COU, il est
toutefois 1égitime de penser qu’un transfert d’électron photoinduit de la fonction thioamide vers le
fluorophore excité est a I'origine de la trés faible fluorescence observée pour 1’ensemble des
composés thioamides synthétisés.

I1.2.2. Propriétés complexantes des ligands thioamides

Les propriétés complexantes des nouveaux ligands de type thioamide ont été évaluées vis-a-vis du
cadmium et de différents cations par spectroscopies d’absorption et de fluorescence stationnaires.
Quelques études complémentaires ont également été réalisées par RMN 'H.

Etude des ligands thioamides de type O

Les propriétés complexantes pour le cadmium des ligands THIO-COU et THIO-NAPH ont été
étudiées dans le DMSO par ajouts successifs de chlorure de cadmium.

Comme l’atteste la Figure 3-18, aucune modification des propriétés photophysiques en
absorption n’est observée par 1’ajout de chlorure de cadmium pour ces deux composés. En
émission, THIO-NAPH demeure non fluorescent tandis que le spectre de fluorescence de THIO-
COU reste inchangé. Deux possibilités sont alors envisageables : soit la complexation n’a pas lieu
méme en présence d’un large exces de cation, soit elle ne provoque pas de modifications spectrales
suffisantes pour étre mesurées. La premiere hypothése semble la plus pertinente puisque aucune
évolution du spectre RMN 'H de THIO-NAPH n’est observée avec I’ajout de cadmium dans le
DMSO deutéré (cf- Figure 3-19). A I’'inverse, le mercure est complexé puisque tous les protons
subissent d’importants déplacements chimiques avec 1’ajout de Hg®". Ainsi, les protons OCH, qui
apparaissent pour le ligand libre sous la forme d’un singulet a 5,21 ppm se divisent en quatre
singulets intégrant chacun pour un proton. Les protons N(CHj3), sont également fortement déplacés
vers les faibles déplacements chimiques et les signaux des protons aromatiques sont plus
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complexes. L’absence d’effet avec le cadmium reste néanmoins surprenante compte tenu des
nombreux ligands décrits dans la littérature possédant une pince thioamide de méme type.

2 0.6
(a) (b)
0.5
15 30 mM 7 mM
0.4
9 8
c C
S 3
'Q [
5 1 [Cd*1=0M 5 03 [CdT=0M
[72] [72]
< <
0.2
05
0.1
0 0 \ \ \ |
260 280 300 320 340 360 380 400 260 280 300 320 340
A/ nm A/nm

Figure 3-18. Evolution des spectres d’absorption (a) du composé THIO-COU ([L] = 6 x 10° M) et (b)
du composé THIO-NAPH ([L] = 1,9 x 10° M) dans le DMSO avec I'ajout de chlorure de cadmium.

O P
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N(CH.
OCHZ\ ( 3)2\
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Figure 3-19. Spectres RMN 'H du composé THIO-NAPH (3,7 x 107 M) dans le DMSO-ds (a) en
absence de métal ; (b) en présence de 0,1 M de Cd(CIlO,), et (c) en présence de 0,1 M de Cd(CIO,); et

de 0,2 M de Hg(CIO,),.
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Etude des ligands thioamides de type N

Les propriétés complexantes des composés THIO-COU2 et THIO-BAT ont été testées vis-a-vis du
cadmium dans le DMSO. Comme pour les composés de #ype O, aucune modification spectrale en
absorption et en émission n’est observée pour ces composés. L’absence de modifications du spectre
RMN 'H du ligand THIO-COU2 dans le DMSO-d, confirme le fait que la complexation du
cadmium n’a pas lieu dans ce milieu. Des essais réalisés dans un mélange eau/acétonitrile donnent
des résultats également peu concluants.

/\
o o
He <
N s s7ONH
Hd Hc
He o)
OO CR, e 0
Ha
© | M L L )
o L Y .

H, et H,  OCH,C=S H,O

™ dmso-d

mso-dg
" \M J T g
OCH
@, ~ ZJL_JUL }
HH\H‘1‘1\‘0‘”\H‘]‘é‘o‘”w“‘9\(‘)”w‘HwH‘WH‘wHH\HH(S\é‘H\““5\0“HwH‘4\0‘H‘\““3\(‘)”‘\““2\(}‘H\HH]\O‘HWHH\
(ppm)

Figure 3-20. Spectres RMN 'H du composé THIO-COU2 (1,6 x 10° M) dans le DMSO-dy (a) en
absence de métal ; (b) en présence de 0,1 M de Cd(CIO,), et (c) en présence de 0,1 M de Cd(CIO,); et
de 0,2 M de Hg(CIO,),.

En revanche, ces composés ont montré une certaine affinité¢ pour le mercure dans le DMSO.
En effet, comme le montre la Figure 3-20, I’ajout de mercure entraine d’importantes modifications
du spectre RMN 'H du ligand THIO-COU?2. La complexation du mercure a donc bien lieu dans le
DMSO et des essais ont alors été entrepris en milieu organo-aqueux. Ainsi, dans un milieu organo-
aqueux CH3CN/H,O 1:1 v/v tamponné a pH = 7 par un tampon MES-NaOH 25 mM, I’ajout de
quantités croissantes de perchlorate de mercure se traduit par un déplacement hypsochrome des
spectres d’absorption du composé THIO-COU?2 et une 1égere exaltation du coefficient d’absorption
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molaire a 340 nm. Plusieurs points isosbestiques apparaissent a 255 nm, 292 nm et 352 nm pour les
faibles concentrations en mercure (cf. Figure 3-21). Les valeurs des constantes de stabilité des
complexes formés n’ont cependant pas pu étre déterminées, aucun modele ne permettant 1’obtention
d’un ajustement numérique satisfaisant par le logiciel SPECFIT™,

Les modifications des spectres d’absorption du ligand s’expliquent par la diminution du
caractere donneur de I’atome d’azote de la coumarine en présence du cation, rendant le transfert de
charge photoinduit vers le groupement carbonyle accepteur moins efficace. Ceci peut s’expliquer
par I’existence d’une forme mésomere prépondérante en présence de mercure pour laquelle I’atome
d’azote du groupe thioamide est chargé positivement et 1’atome de soufre négativement. En
revanche, en émission, les variations associées a la complexation sont extrémement faibles. La
présence du cation mercure ne permet donc pas d’inhiber le transfert d’électron photoinduit a
I’origine du tres faible rendement quantique de fluorescence des composés thioamides.

O o

L ;l\ H@Ji(@j\@)ﬂ
HN™ s S~ "NH N” s S” N
\/ o \
o} 0
_— X _— X
0 CF,4 F4C o} 0 CF,4 F4C o}

THIO-COU2 Forme mésomeére de type thiolate
(transfert de charge efficace) (transfert de charge réduit)

Absorbance

0 N
250 300 350 400 450
A/ nm

Figure 3-21. Modification du transfert de charge photoinduit du ligand THIO-COU?2 en présence de
mercure et évolution des spectres d’absorption de THIO-COU2 ([L] = 13 uM) avec [’ajout de
perchlorate de mercure dans un mélange CH;CN/H,0 1:1 v/v tamponné a pH = 7 par un tampon MES-
NaOH 25 mM.
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L’effet du mercure sur les propriétés photophysiques du composé THIO-BAT a également
été étudié. Contrairement a ce qui a été observé pour THIO-COU2, I’ajout de mercure modifie
fortement les propriétés émissives du ligand THIO-BAT dans un milieu organo-aqueux
CH;3CN/H0 1:1 v/ tamponné a pH = 7 par un tampon MES-NaOH 25 mM. Ainsi, une importante
augmentation du rendement quantique de fluorescence est observée. Ce phénomene a également été
observé pour le composé modele batonnet THIO-MOD monodente pour lequel le site de
reconnaissance du cation Hg”™ n’est constitué que de I’atome de soufre de la fonction thioamide.
L’exaltation de fluorescence peut alors s’expliquer par une réaction de désulfuration en présence de
mercure qui transforme la fonction thioamide en I’amide correspondant et entraine la précipitation
du mercure sous forme de sulfure de mercure HgS. En effet, 1’utilisation de métaux tels que le
mercure, I’argent ou 1’or fait partie des méthodes utilisées pour I’hydrolyse de fonctions thioamides
ou thioesters en leurs analogues oxygénés.*® De telles réactions ont d’ailleurs été mises a profit pour
la conception de senseurs fluorescents de type thioamide’* ou thiosemicarbazide®°
particulierement sélectifs du mercure.

S 0]
— H,0 >—
NC = N, + Hg* NC = N, + HgS
THIO-MOD AMI-MOD
@ =0,0033 @ =0,60
6
) (a) t =180 min (b)
t=20 min 20 - sous irradiation < 8
5L sous irradiation S
/ €
[
4 15 |- 3 4
< < -
D 3 ) % s 100 150
— ~ 10+ t/ min
L _u
2 t=180 min
5 sans irradiation
1
0 \ \ \ \ 0 \
400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
A/ nm A/ nm

Figure 3-22. (a) Spectre de fluorescence du ligand THIO-MOD ([L] =2,5 uM) apres ajout de 0,7 uM de
perchlorate de mercure ; (b) spectre de fluorescence du ligand THIO-BAT ([L] = 1,2 uM) aprés ajout de
0,7 uM de perchlorate de mercure. Encart : intensité de fluorescence a 430 nm en fonction du temps.
Milieu : CH;CN/H,0 1:1 v/v tamponné a pH = 7 par un tampon MES-NaOH ; ... = 310 nm.

Sur ce principe, le composé¢ THIO-MOD permet la détection de tres faibles quantités de
mercure (exaltation de la fluorescence d’un facteur 4,5 au bout de 20 minutes avec 1’ajout de
0,7 uM de perchlorate de mercure). En fait, ’ajout de métal entraine la formation in situ du
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composé AMI-MOD dont le rendement quantique de fluorescence est élevé et pour lequel le
mercure a peu d’affinité (c¢f. schéma ci-dessus). Néanmoins, 1’utilisation de ce composé comme
senseur fluorescent de mercure demeure problématique en raison d’une cinétique de réaction
extrémement lente : plusieurs heures sont nécessaires pour que I’intensité de fluorescence se
stabilise. Un comportement similaire a été observé pour le composé THIO-BAT alors qu’il possede
a priori un site de meilleure affinité que le composé modele vis-a-vis du mercure. De plus, comme
le montre la Figure 3-22(b) pour le composé¢ THIO-BAT, I’exaltation de fluorescence pour ces deux
composés dépend fortement des conditions d’irradiation du milieu. En effet, ’augmentation du
rendement quantique de fluorescence est beaucoup plus importante lorsque le ligand est irradi€ a
310 nm qu’en absence de lumiére.

11.3. Conclusion sur les composés de type thioamide

Dans cette partie ont donc été décrites la synthése et I’étude d’une famille de composés incorporant
une pince de type 3-6-dioxa-octane-dithioamide fonctionnalisée par différents fluorophores. Ces
composés se sont révélés extrémement peu fluorescents du fait d’un transfert d’électron photoinduit
du groupement thioamide vers les fluorophores excités, qui a pu étre mis en évidence par
¢lectrochimie.

Concernant les propriétés complexantes de ces composés, bien que de nombreux composés
de structure similaire aient ¢été décrits comme particulierement sélectifs du cadmium, aucune
modification des propriétés photophysiques des fluoroionophores synthétisés n’a été observée avec
I’ajout de cadmium dans les différents milieux d’étude. De maniére surprenante, les études RMN 'H
ont également montré que non seulement les propriétés photophysiques du ligand n’étaient pas
modifiées en présence de cadmium, mais aussi que la complexation n’avait pas lieu. Seul le
mercure a montré une certaine affinité pour ces ligands. La formation de complexes de mercure a
alors été mise en évidence pour certains de ces composés (THIO-NAPH et THIO-COU2) par RMN
'H et spectroscopie d’absorption. Le spectre d’absorption de THIO-COU2 est ainsi modifié avec
I’ajout de mercure. Pour les ligands batonnets THIO-MOD et THIO-BAT, I’exaltation de
fluorescence observée en présence de mercure en milieu organo-aqueux a pu étre attribuée a une
réaction de désulfuration initiée par le métal. Malgré la bonne sensibilité et la sélectivité de ces
composés pour le mercure, les cinétiques de réaction particulierement lentes ne permettent pas
d’envisager ’utilisation de ces composés comme senseurs de mercure.

Par conséquent, de nouvelles voies ont dii étre explorées et de nouvelles entités

complexantes testées. En particulier, ['utilisation d’atomes de soufre complexants a été dans un
. S P . \ . . +
premier temps privilégiée en raison du caractere relativement mou du cation Cd

-906 -



Chapitre 3 II1. Synthese et étude de nouvelles pinces complexantes soufrées

lll. Synthése et étude de nouvelles pinces complexantes soufrées

L’objectif de cette partie est de développer de nouvelles pinces complexantes soufrées analogues de
la 2-dipicolylamine et potentiellement sélectives du cadmium. L’introduction de substituants
thiopyridine et thiopyrimidine a €té envisagée. Puis, notre choix concernant le fluorophore utilisé
s’est porté sur un fluorophore modele 2-(4-aminobenzylidéne)malononitrile. Ces composés de type
donneur-accepteur sont en effet relativement faciles a synthétiser et excitables a des longueurs
d’onde supérieures a 400 nm. Soto et al. ont d’ailleurs développé plusieurs exemples de senseurs
fluorescents de cations en introduisant un chromophore analogue (le 1-(4-aminophényl)-1,2,2-
tricyanoéthyléne) sur différentes couronnes complexantes.”’”* Deux composés cibles PYR-CN et

PYRIM-CN ont donc été définis.

7 N7

e 5
N= N=
NC/z\N/Q/NuS N\ NC/z\N/Q/NuS/k\N/)

PYR-CN PYRIM-CN

lll.1. Obtention des pinces thiopyridine et thiopyrimidine

II1.1.1. Analyse rétrosynthétique

L’ approche rétrosynthétique utilisée pour 1’obtention des pinces complexantes soufrées PYR-CN et
PYRIM-CN est présentée sur la Figure 3-23. Elle a I’avantage de laisser la possibilité d’introduire
ultérieurement d’autres chromophores que le 2-(4-aminobenzylidéne)malononitrile envisagé dans
un premier temps.
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Figure 3-23. Schéma rétrosynthétique pour les ligands PYR-CN et PYRIM-CN.

Cette approche consiste en fait a partir de la phényldiéthanolamine commerciale et possede
comme intermédiaires clés des composés de type aldéhyde (précurseur du fluorophore dicyané)
possédant deux fonctions alcools facilement fonctionnalisables par des groupements pyridines ou
pyrimidines.
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Ces deux composés sont le siege, lors de ’excitation lumineuse, d’un transfert de charge
photoinduit (PCT) entre I’atome d’azote donneur de la pince complexante et le groupement dicyané
accepteur. La complexation d’un cation au sein de la pince complexante est alors sensée modifier le
caractére donneur de 1’atome d’azote et doit par conséquent induire une modification importante
des propriétés photophysiques de ces ligands.

II1.1.2. Synthése des composés PYR-CN et PYRIM-CN

Une étape de protection des fonctions alcools de la phényldiéthanolamine est nécessaire avant la
formylation du cycle benzylique. Celle-ci est réalisée par réaction d’estérification entre le chlorure
de benzoyle et la phényldiéthanolamine a 0°C dans le dichlorométhane en présence d’une base
(NEt3). Le rendement de la réaction est de 87 %. Puis, 1’aldéhyde 28 est obtenu de manicre
quantitative par réaction de Vilsmeyer-Hack a 80°C (POCL;, DMF).>® La réaction de déprotection
des fonctions alcools protégées sous forme ester est réalisée par la soude dans un mélange
THF/MeOH avec un rendement de 79 %. Le diol 29 est alors tosylé dans des conditions classiques
(TsCl, NEt;, CH,Cl,) avec un rendement de 82 %. La réaction de substitution nucléophile entre ce
composé et les anions de la 2-mercaptopyrimidine et de la 2-mercaptopyridine dans des conditions
analogues a celles utilisées par Wnuk et al. conduit a la formation des aldéhydes 31 et 32
incorporant les entités complexantes finales avec des rendements respectifs de 90 % et 48 %.>* La
réaction de Knoevenagel conduisant a I’obtention des fluorophores dicyanés est réalisée dans
I’éthanol en présence de malononitrile et d’une quantité catalytique de pipéridine a 40°C.> Les
pinces complexantes PYRIM-CN et PYR-CN sont toutes deux obtenues avec des rendements
respectifs de 76 % et 35 % (cf. Figure 3-24).
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Figure 3-24. Synthése des composés PYR-CN et PYRIM-CN.
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lll.2. Propriétés photophysiques des ligands PYR-CN et PYRIM-CN

Les propriétés photophysiques des ligands PYR-CN et PYRIM-CN ont été étudiées dans un milieu
organo-aqueux eau/acétonitrile 1:1 v/v. Les spectres d’absorption et d’émission sont présentés sur la
Figure 3-25. Les principaux parametres photophysiques sont récapitulés dans le Tableau 3-2.
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Figure 3-25. (a) Spectres d’absorption et (b) spectres de fluorescence des ligands PYR-CN et PYRIM-CN
dans un mélange CH;CN/H,0 1:1 v/v, Aexe = 421 nm.

PYR-CN PYRIM-CN
Aup (nm) © 436 434
g (mol” L em™)” 49800 55200
2 (nm) " 489 488
O 0,00091 0,00086

“déterminé A+ 1 nm,  déterminé a = 10 %

Tableau 3-2. Parametres photophysiques des ligands PYR-CN et PYRIM-CN dans CH;CN/H>0 1:1 v/v.

Les spectres d’absorption et de fluorescence des deux ligands font apparaitre de larges
bandes a transfert de charge. Les maxima en absorption pour PYR-CN et PYRIM-CN sont situés
respectivement a 436 nm et 434 nm et les coefficients d’absorption molaire des deux ligands sont
quasiment identiques a 1’erreur expérimentale pres. De plus, les valeurs importantes mesurées pour
le déplacement de Stokes de ces deux ligands (respectivement 53 nm et 54 nm) montrent que le
transfert de charge photoinduit est relativement efficace. En revanche, le rendement quantique de
fluorescence de ces composés est faible (inférieur a 0,001). Toutes ces valeurs sont en accord avec
celle reportée dans la littérature pour le composé modele 2-(4-(N,N-diméthylamino)
benzylidéne)malononitrile.”®
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lll.3. Propriétés complexantes des ligands PYR-CN et PYRIM-CN

II1.3.1. Sensibilité de l1a détection du mercure par PYR-CN

Les propriétés complexantes des ligands PYR-CN et PYRIM-CN ont été étudiées dans un mélange
organo-aqueux eau/acétonitrile 1:1 vA. D’abord congu comme un senseur de cadmium, ces
composés n’ont montré aucune affinité pour ce métal. Seul le mercure provoque pour le composé
PYR-CN une modification des propriétés photophysiques du ligand. L’évolution des spectres
d’absorption et d’émission de PYR-CN avec 1’ajout de nitrate de mercure est représentée sur la
Figure 3-26. En revanche, aucun effet n’est observé avec le mercure pour le dérivé substitué par des

groupements pyrimidines PYRIM-CN.
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Figure 3-26. Evolution (a) des spectres d’absorption de PYR-CN avec [’ajout de nitrate de mercure dans
un milieu eau/acétonitrile 1:1 v/v ([L] = 2 uM) et (b) évolution des spectres de fluorescence de PYR-CN
dans les mémes conditions (Ao = 421 nm) ; (c) spectres d’absorption et (d) spectres d’émission du
ligand L et du complexe ML reconstruits par le logiciel SPECFIT.
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L’ajout de nitrate de mercure entraine un déplacement hypsochrome des spectres
d’absorption (20 nm) et une légere diminution du coefficient d’absorption molaire. Il apparait alors
a 421 nm un point isosbestique caractéristique de I’existence de deux especes colorées en
proportions variables. En fluorimétrie stationnaire, un déplacement vers les courtes longueurs
d’onde (12 nm) et une légere diminution de I’intensité de fluorescence sont également observés.
L’existence d’un point isoémissif a 481 nm a été mise en évidence. Ces effets s’expliquent par
I’interaction du cation Hg”" avec 1’atome d’azote aromatique de la pince complexante du composé
PYR-CN. En effet, la densité de charge sur cet atome et son caractére donneur sont diminués. Il en
résulte un transfert de charge moins efficace vers le groupement dicyané et donc un déplacement
hypsochrome des spectres d’absorption et d’émission.

De plus, I’existence d’un point isosbestique et d’un point isoémissif nous ont conduit a
envisager entre le composé PYR-CN et le cation Hg*" la formation d’un unique complexe de
stoechiométrie 1:1. Les faisceaux de spectres en absorption et en fluorescence ont donc été analysés
avec le logiciel SPECFIT™ en utilisant un modele avec deux especes colorées L et ML. Toutefois,
il est a noter que les premiers spectres réalisés (autrement dit en présence d’une quantité de mercure
inférieure a 40 pM) présentent une faible variation de I’absorbance et de la fluorescence. Ceci
s’explique par la complexation compétitive du mercure par des molécules présentes dans le solvant
(solvant lui-méme ou impuretés de type amine par exemple). Il convient donc d’enlever les points
correspondant a ces spectres (zone hachurée sur la Figure 3-27) afin de pouvoir estimer la valeur de
la constante de formation du complexe de mercure avec PYR-CN.

(b)
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Figure 3-27. (a) Spectres de fluorescence et (b) courbe de calibration du composé PYR-CN pour la
détection du mercure par fluorimétrie stationnaire ([L] = 2 uM) dans un milieu eau/acétonitrile 1:1 v/v.

La constante de formation du complexe ML calculée par le logiciel SPECFIT™ est alors
égale a log f11=3,78 = 0,03. Cette valeur demeure assez faible et est bien en deca de celles
répertoriées pour certains senseurs fluorescents de mercure de type PCT en milieu aqueux.”’ Bien
que le déplacement spectral en émission permette d’effectuer une mesure ratiométrique des
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intensités de fluorescence a 460 nm et 530 nm, la détermination d’une limite de détection n’est pas

pertinente dans la mesure ou les premiers ajouts de mercure n’influent pas sur les propriétés
photophysiques du ligand PYR-CN et doivent étre retirés.

IIL.3.2. Sélectivité de la détection du mercure par PYR-CN

Les études de compétitivité avec différents cations ont été réalisées dans un mélange
eau/acétonitrile 1:1 v/v en présence de mercure (100 uM). Les interférences provoquées par les
cations alcalins Na' et K™ (1 mM) ainsi que les métaux lourds Cu®’, Zn*", Ag", et Pb*" (100 uM)

ont été évaluées. Aucun effet n’est observé avec le cadmium. Les résultats sont présentés sur la
Figure 3-28.

0.7 O Cation compétitif
m Cation compétitif + Hg(ll)
. 0,63 0,63
B 0,61
c 0,61 0,61
0 0,59 0,60
©
S 06
£
o 055
)
0,5
0,45 |

T T T T T 1
Sans cation Ag(l) 0,1 mM Pb(ll) 0,1 mM Zn(ll) 0,4 mM Cu(l) 0,1 mM K()1mM  Na(l) 1 mM

compétitif

Figure 3-28. Rapport des intensités de fluorescence a 515 nm et 465 nm du composé PYR-CN dans un
milieu eau/acétonitrile 1:1 v/v en présence de nitrate de mercure (100 uM) et de différents cations
interférents ([L] = 2 uM, Ao = 421 nm).

Ainsi, aucune interférence notable n’est observée pour les différents cations testés puisque le
rapport des intensités de fluorescence a 465 nm et 515 nm en présence d’un cation compétitif et
I’augmentation de ce rapport aprés I’ajout de mercure sont identiques a ce qui est observé en

absence de cation interférent. La sélectivité du composé PYR-CN pour le mercure est donc
satisfaisante.

lll.4. Conclusion sur les composés PYR-CN et PYRIM-CN

Dans I’optique de développer de nouvelles entités complexantes sélectives du cadmium, deux
fluoroionophores dicyanés PYR-CN et PYRIM-CN ont été synthétisés. Tous deux possedent une

entit¢ complexante comparable a la 2-dipicolylamine tout en incorporant des atomes de soufre
sensés accroitre I’affinité de ces pinces pour le cadmium.
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Finalement, aucun de ces fluoroionophores n’a montré d’affinité particuliere pour le
cadmium et seul le composé substitué par les groupements thiopyridines PYR-CN a pu étre étudié
comme senseur de mercure en milieu organo-aqueux (acétonitrile/eau 1:1 vAv). Ainsi, la
complexation du cation Hg”" entraine des déplacements spectraux hypsochromes en absorption et
en émission, ce qui permet la réalisation de mesures ratiométriques. La sélectivité pour le mercure
est également satisfaisante. En revanche, la faible constante de stabilité¢ du complexe ML formé
(log fi1 = 3,78) et le faible rendement quantique de fluorescence de ces composés (Or = 0,001) ne
permettent pas d’envisager l’utilisation de PYR-CN pour la détection de faibles quantités de
mercure.

L’approche utilisée ici qui consistait a introduire de atomes de soufre complexants n’a donc
pas été concluante pour le cadmium. La synthese et [’étude de nouvelles entités complexantes
demeurent donc nécessaires a [’élaboration de nouveaux fluoroionophores pour la détection de ce
métal.
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IV. Synthése et étude de nouveaux composés incorporant le motif
pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole

Dans le cadre de leurs recherches sur de nouvelles cages moléculaires, le Professeur Juan Xie et son
équipe ont mis a profit les réactions de « click chemistry » afin d’introduire sur une plateforme -
cyclodextrine plusieurs motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles. Les premiers essais de complexation
réalisés dans le méthanol sur ce composé ont mis en €vidence une excellente affinité pour le zinc.
Dans la mesure ou les propriétés complexantes mais également photophysiques de ce motif
complexant n’ont pas encore été décrites dans la littérature, la synthése de plusieurs composés
substitués par un ou plusieurs motifs complexants a été entreprise. Ainsi, dans ce paragraphe seront
décrites la syntheése d’un composé de type calixareéne, puis I’étude des propriétés photophysiques de
toute la famille de composés synthétisée (un sucre modele, un dimere, un calix[4]aréne et une
B—cyclodextrine). Puis, 1’affinité de ces composés pour le cadmium et les propriétés des complexes
formés avec ce métal seront rapportées. Enfin, une dernicre partie sera consacrée a la synthese et
I’étude d’un calixaréne excitable a plus haute longueur d’onde reprenant le motif pyridin-2’-yl-
1,2,3-triazole.

IV.1. Click chemistry et synthése de composés de type pyridyn-2’-yl-
1,2,3-triazole

IV.1.1. Contexte de I’étude

Le concept de « click chemistry » a été introduit pour la premiére fois par Sharpless et al. en 2001 :
il s’agit d’une chimie inspirée par la simplicité et I’efficacité des réactions chimiques qui se
produisent dans la nature.”® En effet, bien que trés complexes, les systémes biologiques sont issus
d’un nombre modeste de monomeres que des réactions efficaces et sélectives permettent de relier
entre eux. Le concept de «click chemistry » vise ainsi a développer un ensemble d’outils
synthétiques permettant la formation de liaisons carbone-hétéroatome de manicre sélective,
efficace, et ce pour une tres grande variété de substrats.

Parmi les réactions qui remplissent les critéres de la « click chemistry », la cycloaddition
1,3-dipolaire de Huisgen catalysée par le cuivre(I) entre un azide et un alcyne vrai est sans conteste
la réaction la plus intéressante et la plus étudiée a I’heure actuelle. D’abord étudiée par Huisgen
dans sa version non catalytique,”’ elle a suscité un immense engouement depuis la découverte
récente des propriétés catalytiques des sels de cuivre(I) sur cette réaction conjointement par les
équipes de Sharpless et de Meldal.®*®! En particulier car il est possible d’effectuer cette réaction a
température ambiante avec d’excellents rendements pour une trés large variété d’azides et
d’alcynes, dans de multiples solvants dont 1’eau et en présence d’une grande variété de groupes
fonctionnels, offrant ainsi I’opportunité de se passer d’étapes de protection/déprotection.®” De plus,
alcynes et azides possedent des réactivités trés spécifiques et sont inertes vis-a-vis des nombreuses
autres fonctions chimiques présentes en milieu biologique. Ces atouts en ont fait un outil de choix
dans le domaine des sciences du vivant pour 1’obtention de molécule bioconjuguées (molécules
biologiques fonctionnalisées par des fragments synthétiques, par exemple des fluorophores),”** la
fonctionnalisation de surfaces cellulaires,” la détection du cuivre(I) intracellulaire,® etc. De
nombreuses autres applications dans le domaine de la science des matériaux et des polymeres ont

également été développées.®’
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D’autre part, cette réaction permet la formation de I'unité 1,2,3-triazole tres stable
chimiquement avec d’excellents rendements. Or, du point de vue de la chimie de coordination, les
cycles aromatiques triazoles comportant trois atomes d’azote sont tres intéressants lorsqu’ils sont
substitués par des groupements de type pyridine. En effet, ils constituent alors des pinces
complexantes analogues aux bipyridines, trés utilisées pour la formation de complexes de
ruthénium par exemple. Ainsi, Vos ef al. sont a 1’origine de nombreuses syntheéses et études
structurales, photophysiques et électrochimiques de complexes de ruthénium incorporant des

68,69,70

ligands 3-pyridin-2’-yl-1,2,4-triazole ou des analogues. La syntheése de complexes de

cadmium avec des ligands 4-pyridin-2’-yl-1,2,4-triazole a également été récemment décrite.”’

4N 5 3 9 5 R
et ases axaey

3 - — =
=N "Ny =\ N — N2

R 3

3-pyridin-2'-yl-1,2,4-triazole 4-pyridin-2'-yl-1,2 4-triazole 4-pyridin-2'-yl-1,2,3-triazole

Cependant, a DI’inverse des ligands de type pyridyn-2’-yl-1,2,4-triazole, les propriétés
photophysiques et complexantes des ligands de type pyridyn-2’-yl-1,2,3-triazole désormais
facilement accessibles par « click chemistry » n’ont, a notre connaissance, pas encore ¢té étudiées.
C’est dans cette optique qu’une série de composés incorporant un ou plusieurs motifs pyridyn-2’-yl-
1,2,3-triazoles a été synthétisée et étudice.

IV.1.2. Synthése des dérivés de type pyridyn-2’-yl-1,2,3-triazole
L’équipe du Pr. Juan Xie a ainsi synthétisé un sucre modele Gluco-PT substitué¢ par un motif
pyridyn-2’-yl-1,2,3-triazole, un dimere PT-hex-PT au sein duquel deux motifs sont reliés par une
chaine n-hexyle, et une cyclodextrine heptasubstituée BCD-PT7. ** Leur synthése est décrite dans la
référence 32. Afin de compléter la famille de molécules étudiée, le calix[4]aréne tétrasubstitué
Calix-PT4 a également été synthétisé. Les quatre composés qui seront étudiés par la suite sont
présentés ci-apres.
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PT-hex-PT

7 N OAc OMe
Gluco-PT

BCD-PT7

Le calixaréne Calix-PT4 a été synthétisé suivant le schéma réactionnel présenté sur la Figure
3-29. L’intermédiaire tétratosylé Calix-OTos est obtenu a partir du tzert-butylcalix[4]aréne
commercial par réactions successives d’alkylation (bromoacétate d’éthyle dans le DMF en présence
de NaH), de réduction (DIBAL-H dans le toluéne) et enfin de tosylation (TsCl, NEt;, CH,CL,).”* Le
rendement global de formation de Calix-OTos sur ces trois étapes est de 55 %. La réaction de
substitution entre le calixaréne tosylé Calix-OTos et un exces d’azidure de sodium dans le DMF
permet la formation quantitative du calixaréne tétraazide Calix-N3. Puis, le composé Calix-PT4 est
synthétisé par cycloaddition entre la 2-éthynylpyridine et le composé tétraazide Calix-N3 dans des
conditions classiques de catalyse par des sels de cuivre (CuSO4, NaAsc, THF/EtOH/H,0).” Le
composé final Calix-PT4 est finalement obtenu avec un rendement de 32 %.
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Figure 3-29. Synthese du calixaréne Calix-PT4

IV.2. Propriétés photophysiques des ligands de type pyridin-2’-yl-1,2,3-
triazole
Dans ce paragraphe vont étre étudiées et comparées par absorption UV-visible, fluorescence
stationnaire et résolue en temps les propriétés photophysiques dans le méthanol des quatre
composés décrits précédemment : le sucre modele Gluco-PT, le dimére PT-hex-PT dont les deux
motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles sont reliés par une chaine hexyle, le calixaréne Calix-PT4
substitué par quatre chromophores et la 3-cyclodextrine BCD-PT7 qui en comporte sept.

IV.2.1. Etude du sucre modéle Gluco-PT

Les propriétés photophysiques du sucre modele Gluco-PT ont été étudiées dans le méthanol par
spectroscopies d’absorption et de fluorescence stationnaires. L’effet du pH sur ces propriétés a
également été étudié et les mesures de déclin de fluorescence du ligand dans le méthanol et en
milieu acide ont été réalisées. Des calculs de modélisation moléculaire ont enfin permis de
caractériser le phénoméne de transfert de charge photoinduit au sein des fluorophores de type
pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole.

Etude par spectroscopies stationnaires

transfert de charge  Les spectres d’absorption et de fluorescence stationnaires du composé Gluco-
photoinduit

-

5 8 R bande d’absorption se situe a 279 nm et le coefficient d’absorption molaire a
@—(/\ N1 cette longueur d’onde est de 7300 mol”’ L cm™. Le spectre de fluorescence
N aN~

PT dans le méthanol sont représentés sur la Figure 3-30. Le maximum de la

N,
&t
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apres excitation a 280 nm se caractérise par une bande de fluorescence relativement étroite centrée a
316 nm. Le rendement quantique de fluorescence du sucre modéle dans le méthanol est assez faible
(®r=0,012). Cette bande peut étre associée a un transfert de charge photoinduit entre le noyau
triazole riche en électrons et le noyau pyridine accepteur. Cette hypothése sera confirmée par
I’étude de la fluorescence de Gluco-PT en fonction du pH et par les calculs DFT réalisés sur un
fluorophore modele.

10 1.2
(a) (b)
1
. 8
P Gluco-PT Gluco-PT
§ 0.8 ®_=0,012
N 6 -
= <
2 > 06
mb a4l u
< 04
w
2
0.2
0 \ \ \ \ \ 0 \ \ \ \ \
250 260 270 280 290 300 310 300 320 340 360 380 400 420 440

Al nm A/ nm

Figure 3-30. (a) Spectre d’absorption et (b) spectre de fluorescence du composé Gluco-PT dans le
méthanol (excitation a 280 nm).

Effet du pH sur le composé modéle Gluco-PT

Le composé modele Gluco-PT possede de nombreux atomes d’azote protonables, notamment
I’atome d’azote du noyau pyridine. Du fait de sa position au cceur de la pince complexante, cet
atome d’azote est vraisemblablement impliqué dans la complexation des cations par le motif
pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole. Aussi est-il particulierement intéressant de déterminer la constante
d’acidité liée a ce site basique et les effets photophysiques associés a la protonation de ce site.

Les spectres d’absorption et de fluorescence stationnaires du composé Gluco-PT ont été
enregistrés en milieu organo-aqueux eau/méthanol 80:20 v/v pour différentes valeurs de pH.
L’évolution en fonction du pH des spectres d’absorption et de fluorescence est représentée sur la
Figure 3-31, le pH étant ajusté par ajout d’une solution acide de ligand concentrée en acide
perchlorique. La concentration en ligand est maintenant constante au cours du titrage et le pH de la
solution est mesuré directement dans la cuve ou I’expérience est réalisée. A noter que la valeur de
pH mesurée est Iégerement différente de celle mesurée dans un milieu de concentration identique en
proton mais totalement aqueux. Elle doit par conséquent étre corrigée et les valeurs de pH et de pK,
indiquées tiennent compte de cette correction (cf- partie expérimentale).
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Figure 3-31. Evolution (a) des spectres d’absorption et (b) de fluorescence du composé Gluco-PT en
fonction du pH dans un milieu eau/méthanol 80:20 ([L] = 7,4 uM; Aue= 280 nm) ; (c) spectres des
espéces L et LH" reconstruits par le logiciel SPECFIT" et (d) ajustement numérique en fluorescence d
deux longueurs d’onde d’émission.

La diminution du pH entraine en absorption un important déplacement bathochrome (de
278 nm a 296 nm) ainsi qu’une importante exaltation du coefficient d’absorption molaire au
maximum d’absorption. En fluorescence stationnaire, le déplacement spectral observé vers le rouge
est encore plus significatif puisque le maximum de la bande passe de 318 nm a 356 nm. Mais 1’effet
le plus spectaculaire est ’importante augmentation du rendement quantique de fluorescence en
milieu acide (d’un facteur 40 environ). Si Ion considére le motif pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole
comme un fluorophore a transfert de charge pour lequel le noyau pyridine joue le role d’accepteur,
les effets photophysiques observés sont en accord avec la protonation de ’azote de la pyridine. En
effet, la formation en milieu acide de 1’ion pyridinium renforce le caractére accepteur de la pyridine
et le transfert de charge du triazole vers la pyridine est renforcé. Les spectres d’absorption et de
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fluorescence de la forme acide du composé Gluco-PT sont donc logiquement déplacés vers le rouge
et le rendement quantique de fluorescence de la forme acide est exalté. L’ajustement des faisceaux
de courbes en absorption et en fluorescence grace au logiciel SPECFIT™ permet de trouver 3,2
comme valeur du pK, de I’azote de la pyridine. Cette valeur est de deux unités inférieure a celle de
la pyridine (pK, = 5,23)"* en raison de la proximité d’un atome d’azote du noyau triazole assurant
une stabilisation du proton par formation d’une liaison hydrogeéne intramoléculaire. D’ailleurs, cette
valeur est comparable a celle tabulée pour des composés de type bipyridine (pK, = 3,62).”

.R +H* 7Y/ N
O_(/\N - =\ eq. 3-2
— = + — N~ . J-
N N N -H @N\H\\\\\
pKs = 3,2

Etude par fluorescence résolue en temps

Les mesures de déclin de fluorescence pour le composé Gluco-PT ont été réalisées dans le méthanol
en excitant a 288 nm. La longueur d’onde d’émission choisie est de 330 nm, en raison de la
présence de résidus du pulse d’excitation aux longueurs d’onde inférieures. L’analyse des courbes
par une somme discréte d’exponentielles est réalisée avec le logiciel GLOBALS™. Les résultats
des différents ajustements numériques sont donnés dans le Tableau 3-3. La durée de vie moyenne
< 1;> est calculée a partir des constantes de temps t; et des coefficients préexponentiels normalisés

a issus de I’ajustement numérique :

(r,)= Zairi avec Zai =1 eq. 3-3
1.2 1"
(a)
1
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Figure 3-32. (a) Spectre de fluorescence du ligand Gluco-PT dans le méthanol (A = 280 nm) et (b)
déclin de fluorescence & 330 nm (Aex. = 288 nm, 14,6 ps.canal’™).

Une somme de deux exponentielles est nécessaire pour obtenir un ajustement numérique
satisfaisant. Celui-ci fait apparaitre une constante de temps trés majoritaire égale a 112 ps. Cette
constante de temps peut donc étre considérée comme étant la durée de vie du fluorophore modele
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pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole. Néanmoins, une constante de temps plus longue et trés minoritaire est
nécessaire pour obtenir un ajustement numérique satisfaisant aux temps longs. Celle-ci peut étre
fixée a la valeur de la durée de vie de la forme protonée de Gluco-PT dans le méthanol (cf-
paragraphe suivant). Une faible proportion d’espece protonée dans le méthanol (inférieure a 0,1 %)
peut donc étre a I’origine de cette seconde constante de temps plus longue.

Conditions Ti (ns) o f; <1;>(ns) P ;

Gluco-PT ). =288 nm ; Aem =330 nm 0.116 = 0,010 : | o116 233
14,6 ps.canal

o605 o002 ops OIS LI

0’21})25 }?;2;’ : 82335 8:(9); 0,115 1,12

Tableau 3-3. Analyse du déclin de fluorescence du composé Gluco-PT dans le méthanol.

Des mesures de durée de vie ont également été effectuées dans le méthanol en présence
d’acide perchlorique. Comme le montre le déclin de fluorescence enregistré a 360 nm et présenté
sur la Figure 3-33, il est monoexponentiel et la constante de temps associée est de 2,05 = 0,04 ns. Il
faut donc noter I’importante augmentation de la durée de vie de la forme acide comparativement a
la forme neutre dont la composante trés majoritaire du déclin dans le méthanol est de 112 ps. Cette
augmentation explique en grande partie que le rendement quantique de fluorescence de la forme

acide soit bien plus €levé que celui de la forme neutre.

25
(@)
20|
L + HCIO n
15 ’ 3]
< / 2
5 _
—*10
5
w 0 4 8 12 16
3 40 e
‘5 0F PR
0 \ \ 0 4 F | | | \
300 350 400 450 500 xr 4 8 12 16
Alnm t/ ns

Figure 3-33. (a) Spectres de fluorescence du ligand Gluco-PT dans le méthanol en absence et en présence
d’acide perchlorique (L. = 280 nm) et (b) déclin de fluorescence a 360 nm de la forme acide (Ao = 288
nm, 24,4ps.canal'1, [L] =9,7 uM).

Etude par DFT d’un fluorophore modéle de type pyridin-2°-yl-1,2,3-triazole
Dans le but de valider I’hypothése émise d’un transfert de charge photoinduit du cycle triazole vers
la pyridine acceptrice, des calculs de modélisation moléculaire via le logiciel Gaussian 037 ont été
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réalisés sur un fluorophore modele substitué en position 1 du groupement triazole par un
groupement méthyle. Ceux-ci utilisent la méthode de la fonctionnelle de densité (DFT) avec la
fonctionnelle mixte B3LYP. L optimisation de géométrie, le calcul des orbitales moléculaires et des
premieres transitions électroniques ont €té réalisés avec la base 6-31+G* en phase gaz.

e
IN_/N

AcO O
AcO fluorophore modéle
OAc OMe
Gluco-PT

Ainsi, I’optimisation de la géométrie du fluorophore modele montre que la conformation la
plus stable est la conformation plane ou I’atome d’azote de la pyridine est téte-béche avec 1’atome
d’azote en position 3 du noyau triazole. Cette conformation (notée trans) est en effet plus stable de
27,2 kJ mol™ par rapport & la forme cis oul les atomes d’azotes de la pyridine et du triazole sont cote
a cote (cf. Figure 3-34). La barri¢re énergétique permettant le passage de la forme cis a la forme
trans est de 5 kJ mol™. Elle est calculée comme 1’énergie de la conformation ou les deux cycles
aromatiques sont perpendiculaires. Cette barriere étant de I’ordre de grandeur de k3T, il est donc
fort probable que la conformation trans soit majoritaire.

. =
Energie ’_ "J Forme
A J-,’ - K PR @-» perpendiculaire
oJ
]
AG =+ 5kJ mol”
< _ -1
;“ ! /‘ ,‘ AG =-27,2 k] mol
J : 29 9
J
' ‘ Forme trans
Forme cis
¢ .
®® ¢¢
& 0—-0
» |

Figure 3-34. Géométries optimisées du fluorophore modele pour les formes cis, trans et perpendiculaire
(B3LYP/6-31+G*).
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A partir de la géométrie optimisée a 1’état fondamental (autrement dit la conformation
trans), des calculs de TDDFT (théorie de la fonctionnelle de densité dépendante du temps) ont été
réalisés afin de prédire les transitions électroniques (orbitales moléculaires mises en jeu et force
d’oscillateur) et les longueurs d’onde d’absorption correspondantes. La transition électronique
So—=>S; correspond a une transition m—=>n* dont la composante majoritaire est la transition
HOMO—=LUMO. Cette transition met en évidence une réorganisation du nuage ¢lectronique lors de
I’excitation. En effet, ’orbitale HOMO de symétrie n est délocalisée de maniére quasi uniforme
entre le cycle triazole et la pyridine. L’orbitale LUMO (également de symétrie m) est quant a elle
localisée majoritairement sur le cycle pyridine, ce qui semble confirmer que le transfert de la
densité électronique lors de I’excitation s’effectue du groupement triazole donneur vers la pyridine
acceptrice. La direction du moment de transition correspondant au passage So—S; est représentée
sur la Figure 3-35. En ce qui concerne la longueur d’onde correspondant a cette transition, le calcul
donne une valeur de 265 nm compatible avec la valeur expérimentale de 279 nm mesurée pour le
composé Gluco-PT dans le méthanol sachant que les calculs sont réalisés en absence de solvant.

Energie
A

LUMO

Forme trans

A =265 nm
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Figure 3-35. Géométrie optimisée, orbitales HOMO et LUMO de la forme trans (B3LYP/6-31+G*).

Afin de mettre en évidence de maniere plus explicite le transfert de charge du groupement
triazole vers la pyridine, des calculs similaires ont été réalisés dans les mémes conditions sur la
forme protonée du fluorophore en conformation cis et trans. L’optimisation montre que la forme
protonée de la conformation cis est plus stable que la forme protonée de la conformation frans
(-24,9 kJ mol™). Ceci est certainement dii dans la conformation cis a la proximité d’un deuxiéme
atome d’azote qui stabilise le proton du cycle pyridinium. Cette stabilisation est sans doute a relier a
la faible valeur de pK, mesurée pour ce proton.

A T’instar de ce qui a été observé pour la forme non protonée en conformation franms, la
transition électronique Sp—>S; pour la forme protonée cis correspond majoritairement a une
transition de type m—=>7m* entre les orbitales HOMO et LUMO. Comme le montrent les
représentations de ces deux orbitales moléculaires présentées sur la Figure 3-36, cette transition se
caractérise par un important transfert de la densité électronique du noyau triazole vers le noyau
pyridinium lors de I’excitation. Cette transition intervient a plus haute longueur d’onde que pour la
forme neutre (296 nm par le calcul contre 265 nm) et se caractérise par un transfert de charge
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beaucoup plus marqué en raison du meilleur caracteére accepteur du cycle pyridinium. Ces calculs
sont en accord avec I’évolution des spectres d’absorption du ligand Gluco-PT dans un mélange
MeOH/H,0 80:20 v/v en fonction du pH (déplacement vers le rouge en milieu acide).

Energie

A
LUMO ‘

e .‘ ,

A% =305 nm

calc
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Figure 3-36. Géométrie optimisée, orbitales HOMO et LUMO de la forme cis protonée (B3LYP/6-31+G%¥).
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IV.2.2. Etude comparée des ligands de type pyridin-2’-yl-1,2,3-
triazole

Etude par spectroscopies d’absorption et de fluorescence stationnaires

Les spectres d’absorption et de fluorescence des différents composés de type pyridyn-2-yl-1,2,3-
triazole ont été enregistrés dans le méthanol. Afin de pouvoir effectuer la comparaison avec le
composé modele Gluco-PT, les coefficients d’absorption molaires des différents composés sont
rapportés au nombre d’unités pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole qu’ils comportent.
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Figure 3-37. (a) Spectres d’absorption des composés de type pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole dans le
méthanol rapportés au nombre de chromophores qu’ils comportent ; (b) spectres de fluorescence normés
de ces composés dans le méthanol (excitation a 280 nm).
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Les mesures en absorption présentées sur la Figure 3-37(a) montrent clairement que les
spectres de chaque composé sont trés similaires a celui du composé modele Gluco-PT (en gras sur
la figure). Le maximum de la bande d’absorption se situe a environ 280 nm pour les quatre
composés et la forme de la bande d’absorption est trés peu modifiée. Le coefficient d’absorption
molaire a cette longueur d’onde divisé¢ par le nombre de motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole est
d’environ 7000 mol L c¢m™. L’ensemble de ces résultats montre donc qu’il n’existe au sein des
composés multichromophoriques étudiés que peu d’interactions entre les chromophores a 1’état
fondamental.

Il en est tout autrement a 1’état excité puisque les spectres de fluorescence stationnaire
different d’un composé a I'autre. Concernant le dimére PT-hex-PT, son rendement quantique de
fluorescence (@ = 0,013) et la forme de sa bande d’émission centrée a 315 nm sont assez proches
de ceux observés pour le composé modele. En revanche, le calixaréne et la cyclodextrine montrent
un ¢largissement de leur spectre de fluorescence particulierement important et le maximum en
¢mission est légerement décalé vers les grandes longueurs d’onde. Pour le calixaréne Calix-PT, cet
¢largissement s’accompagne d’une diminution du rendement quantique de fluorescence
(®r = 0,005) tandis que celui de la cyclodextrine BCD-PT est de 0,010. Ces résultats montrent qu’a
I’état excité, les fluorophores pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles au sein du calixaréene et de la
cyclodextrine interagissent notablement les uns avec les autres, a ’inverse du dimere PT-hex-PT
pour lequel ces interactions sont faibles. Les principaux parametres photophysiques des différents
composés sont reportés dans le Tableau 3-4.

Gluco-PT PT-hex-PT Calix-PT4 BCD-PT7
A% (nm) 279+ 1 279+ 1 280 + 1 280 + 1
g (mol' L em™) 7300 £ 300 14150 £ 500 28050 £ 1000 48200 + 2000
e/n (mol' L cm™) 7300 + 300 7100 + 250 7000 £ 250 6900 + 300
A" (nm) 316+ 1 315+1 32241 319+ 1
Op 0,012 + 0,002 0,013 = 0,002 0,005 % 0,001 0,010 = 0,002

Tableau 3-4. Parameétres photophysiques des composés de type pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole dans le
méthanol.

Suite a ces résultats obtenus par absorption et fluorescence stationnaires, des études
comparatives sur ces quatre ligands ont été réalisées par fluorescence impulsionnelle.

Etude par fluorescence résolue en temps

Les mesures de déclin de fluorescence pour ces quatre composés ont été réalisées dans le méthanol
en excitant a 288 nm. De la méme maniére que précédemment, la longueur d’onde en émission est
330 nm et les courbes sont analysées par une somme discréte d’exponentielles via le logiciel
GLOBALS™, Les résultats compilés dans le Tableau 3-5 pour les quatre composé€s sont issus de
I’ajustement numérique le plus satisfaisant.
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Conditions 7; (ns) oh fi  <u>ms)
Gluco-PT 7o =288 nm ;e =330mm 01120003 0998 097 1o | )
14,6 ps.canal’ 2,05 (fixé) 0,002 0,03 ’ ’
PT-hex-PT 7 =288 mm;Aem=330mm 011540003 098 083 ‘o
14,6 ps.canal 1,50+ 0,12 0,02 0,17 ’ ’
Calix-PT4 7., =288 1 ; Aen =330 nm  0,033£0002 0710 0,34
14,6 ps.canal 0.116+ 0,005 0273 045
oP 0544006 0015 o012 0070 LI
44413 0.002  0.09
BCD-PT7  ho=288 mn s Aen=330mm  0.034+0.004 0496 0,17
14,6 ps.canal 0.134+ 0005 0489 0.65
oP 066012 0013 o003 101 104
6.0+ 12 0.002  0.10

Tableau 3-5. Analyse des déclins de fluorescence des composés de type pyridin-2°-yl-1,2,3-triazole dans le
méthanol.
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Figure 3-38. Déclins de fluorescence de (a) Gluco-PT ; (b) PT-hex-PT; (c) Calix-PT4 et (d) pCD-PT7
dans le méthanol (Ao = 288 nm, As, = 330 nm).
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Le premier déclin représenté sur la Figure 3-38(a) est celui du composé modele dans le
méthanol. Concernant le dimére PT-hex-PT, une constante de temps comparable a la durée de vie
du fluorophore modele (115 ps) est €galement trés majoritaire puisque sa proportion est de 1’ordre
de 98 %. La présence d’une seconde constante de temps plus longue de 1,5 ns est cependant
difficile a interpréter par la présence d’une espéce protonée.” Le déclin biexponentiel du dimére
démontre donc 1’existence d’interactions entre les deux fluorophores du dimeére PT-hex-PT.
Cependant , la durée de vie attribuée au ligand étant fortement majoritaire, ces interactions sont peu
importantes.

Le calixaréne Calix-PT4 se distingue quant a lui par un rendement quantique nettement
inférieur a celui du composé modele. Ainsi, il n’est pas surprenant de voir apparaitre dans le déclin
de fluorescence a 330 nm des constantes de temps plus courtes que la durée de vie du ligand libre.
Quatre constantes de temps sont nécessaires a 1’obtention d’un ajustement numérique correct. La
composante majoritaire du déclin (71 %) est une composante trés courte (33 ps) tandis que la
constante de temps du fluorophore modele de 116 ps est également présente a hauteur de 27 %.
Enfin, deux autres constantes de temps plus longues de 0,54 ns et 4,43 ns apparaissent aux temps
longs. Leur attribution sera discutée par la suite.

Pour le composé BCD-PT7 qui comporte sept chromophores, le déclin enregistré dans le
méthanol est également trés complexe et quatre constantes de temps sont nécessaires a un bon
ajustement numérique. Les valeurs des constantes de temps sont assez similaires a celles trouvées
pour le calixaréne. Par exemple, la composante ultra-courte de 34 ps qui compte pour moitié¢ en
terme de coefficient préexponentiel est identique a la composante majoritaire du déclin du
calixarene Calix-PT4. De méme, 1’autre constante de temps majoritaire de 134 ps est relativement
proche de la durée de vie du fluorophore modele. Enfin, deux constantes de temps plus longues
apparaissent également, la premicre étant égale a 0,65 ns, la seconde a 5,95 ns.

Interprétation des données spectroscopiques

Les mesures réalisées en absorption nous ont montré que les motifs fluorescents des différents
composés multichromophoriques synthétisés interagissaient peu entre eux a 1’état fondamental. A
I’inverse, ces interactions sont significatives a 1’état excité pour certains d’entre eux. En effet, alors
que le dimere PT-hex-PT possede des propriétés photophysiques trés proches de celles du composé
modele Gluco-PT, celles des composés Calix-PT4 et BCD-PT7 sont tres différentes (élargissement
du spectre d’émission et apparition de nouvelles constantes de temps dans les déclins de
fluorescence a 330 nm). Plusieurs hypothéses sont alors envisageables dans le but d’expliquer ce
comportement : existence de multiples conformations et donc de multiples microenvironnements
pour les fluorophores, mais aussi formation éventuelle d’excimeres entre fluorophores.

Si I’existence d’excimeres intramoléculaires a déja été mise en évidence pour certains
systémes multichromophoriques de type cyclodextrine,”’ cette hypothése semble néanmoins peu
probable dans le cas des composés dtudiés ici. En effet, les déplacements spectraux et
I’élargissement de la bande d’émission demeurent trop faibles pour étre expliqués par la formation
d’un excimere. De plus, invoquer la formation d’excimére pour les ligands libres semble peu

* Contrairement au composé modele, le déclin de fluorescence du dimére en milieu acide a 360 nm est biexponentiel
avec une constante de temps majoritaire de 2,75 + 0,02 ns (92 %) et une seconde minoritaire de 0,67 + 0,25 ns (8 %).
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judicieux compte tenu des résultats obtenus aprés complexation de Calix-PT4 par le cadmium et qui
seront décrits par la suite. Par conséquent, I’hétérogénéité des microenvironnements pour les
différents fluorophores semble étre la raison essentielle de la différence de comportement entre le
sucre modele, le calixaréne et la cyclodextrine. Quant a I’apparition d’une constante de temps tres
courte, il peut s’agir d’un phénomene d’agrégation entre fluorophores.

En conclusion, les propriétés photophysiques des différents composés de type pyridin-2’-yl-
1,2,3-triazole ont été étudiées et il est fort probable que I’hétérogénéité des microenvironnements
des fluorophores soit a 1’origine des différents phénomenes observés aussi bien par fluorescence
stationnaire que résolue en temps sur les composés Calix-PT4 et BCD-PT7. Toutefois, la
complexité des déclins nous empéche d’effectuer une analyse rigoureuse de tous les phénomenes
qui interviennent au sein de ces structures.

IV.3. Propriétés complexantes des ligands de type pyridin-2’-yl-1,2,3-
triazole
Dans ce paragraphe seront décrites les propriétés complexantes des composé€s de type pyridin-2’-yl-
1,2,3-triazole vis-a-vis du cadmium. Les effets induits par le cadmium sur les propriétés
photophysiques des différents ligands ont été étudiés, et I’affinité de ces ligands pour le cadmium
dans le méthanol a été évaluée. Enfin, une étude de sélectivité par rapport aux autres cations
métalliques a été effectuée.

IV.3.1. Complexation du cadmium par les composés de type pyridin-
2’-yl-1,2,3-triazole
Dans ce paragraphe seront ¢tudiés les effets induits par le cadmium sur les propriétés
photophysiques des composés de type pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole dans le méthanol par absorption
et fluorescence stationnaires, et fluorescence résolue en temps. Les constantes thermodynamiques
de formation des complexes avec le cadmium seront également déterminées.

Complexation du cadmium par le sucre modeéle Gluco-PT

Les spectres d’absorption et de fluorescence du ligand Gluco-PT sont enregistrés dans le méthanol
pour différentes concentrations en cadmium par ajouts croissants d’une solution concentrée de
perchlorate de cadmium Cd(ClOy),. La concentration en ligand est maintenue constante tout au long
du dosage ([L] = 8,8 uM). Les cinétiques de complexation sont suffisamment rapides a 20°C pour
que la réaction de complexation se déroule dans le temps du mélange de la solution.

Comme le montre la Figure 3-40, 1’ajout de cadmium a une solution de ligand Gluco-PT
entraine un déplacement bathochrome des spectres d’absorption de 6 nm et s’accompagne d’une
exaltation du coefficient d’absorption molaire au maximum de la bande d’absorption. Un point
isosbestique a 273 nm semble indiquer la présence simultanée de deux espéces en proportions
variables. Par ailleurs, les effets observés sont certes d’une moindre ampleur mais comparables a
ceux observes lors de la protonation de 1’azote du groupement pyridine. Cela confirme la chélation
du cation Cd*" avec cet atome d’azote dont le caractére accepteur est alors renforcé. L’évolution des
spectres de fluorescence de Gluco-PT (c¢f. Figure 3-41) avec I’ajout de cadmium confirme cette
hypothése. En effet, la complexation du cation Cd*" s’accompagne d’une importante exaltation de
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fluorescence (d’un facteur 10). Celle-ci est logiquement plus faible que celle observée pour la forme
acide et le déplacement spectral observé en émission est minime (2 nm).
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Figure 3-39. Complexation du cadmium par le composé Gluco-PT dans le méthanol.
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Figure 3-40. (a) Evolution des spectres d’absorption de Gluco-PT avec I’ajout de cadmium dans le
méthanol ([L] = 8,8 uM) ; (b) spectres d’absorption du ligand L et du complexe ML reconstruits par le
logiciel SPECFIT" ; (c) ajustements numériques a 260 nm et 290 nm ; (d) spéciation de Gluco-PT avec

ajout de cadmium.
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L’ajustement numérique par le logiciel SPECFIT™ des faisceaux de courbes obtenus en
absorption et en fluorescence stationnaires permet d’accéder aux constantes de complexation du
composé Gluco-PT avec le cadmium. Le mode¢le le plus pertinent suppose la formation d’un unique
complexe ML de stoechiométrie 1:1 (Figure 3-39). Ainsi, les expériences en absorption et en
émission conduisent a une constante de complexation identique (log £, = 3,45 + 0,1) et des
ajustements numériques satisfaisants. La présence d’especes ou plusieurs ligands sont en interaction

avec le métal n’a pas été¢ mise en évidence.
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Figure 3-41. (a) Evolution des spectres de fluorescence corrigés de l’absorbance de Gluco-PT avec
lajout de cadmium dans le méthanol ([L] = 8,8 uM, Aere = 280 nm) ; (b) spectres d’émission du ligand L
et du complexe ML reconstruits par le logiciel SPECFIT" ; (c) ajustement numérique a 318 nm ; (d)
deéclin de fluorescence de Gluco-PT dans le méthanol en présence d’un large exces de cadmium (16 mM),
Aexe = 288 nm, A, = 330 nm, 5,86ps.canal'], [L] =95 uM.

En ce qui concerne le déclin de fluorescence du ligand enregistré a 330 nm dans le méthanol
(excitation a 288 nm) en présence d’un large exces de cadmium, celui-ci est monoexponentiel avec

- 120 -



Chapitre 3 IV. Synthése et étude de composés de type pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole

une durée de vie égale a 0,55 ns. Cette durée de vie correspondant a la durée de vie du complexe
formé avec le cadmium est logiquement plus grande que celle du ligand libre (112 ps). Cette
augmentation de la constante de vitesse de désexcitation radiative s’accompagne d’une diminution
de la constante de vitesse de désexcitation non radiative, sans doute en raison de la rigidification de
la pince complexante en présence du cation Cd*" (k = 1,1 x 10% s™ et ky = 8,6 x 10° s pour le
ligand libre ; k. = 2,1 x 10®s™ et k= 1,8 x 10° s pour le complexe de cadmium).

Complexation du cadmium par le dimére PT-hex-PT
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Figure 3-42. (a) Evolution des spectres d’absorption de PT-hex-PT avec l’ajout de cadmium dans le
méthanol ([L] = 5,9 uM) ; (b) spectres d’absorption du ligand L et du complexe ML reconstruits par le
logiciel SPECFIT" ; (c) évolution des spectres de fluorescence corrigés de I’absorbance de PT-hex-PT
avec ['ajout de cadmium dans le méthanol ([L] = 5,9 uM, Ao = 280 nm) et (d) spectres d’émission du
ligand L et du complexe ML reconstruits par le logiciel SPECFIT .

Des expériences similaires a celles réalisées sur le composé modele ont été effectuées pour
le dimere PT-hex-PT dans le méthanol ([L] = 5,9 uM). Les faisceaux de courbes en absorption et en
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fluorescence stationnaire sont représentés sur la Figure 3-42, ainsi que les spectres reconstruits par
le logiciel SPECFIT™ sur la base d’un modé¢le faisant intervenir le ligand libre L et un complexe
ML de stoechiométrie 1:1. A I’instar du composé modele, les spectres d’absorption se déplacent
vers le rouge avec I’ajout de cadmium et un point isosbestique est visible a 273 nm. En fluorescence
stationnaire, les effets observés sont également trés proches de ceux évoqués ci-dessus pour le
composé modele. En effet, la complexation du cadmium se traduit par une importante exaltation de
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fluorescence et un tres 1éger déplacement spectral vers le rouge.
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Figure 3-43. Complexation du cadmium par le composé PT-Hex-PT dans le méthanol.

L’ajustement numérique le plus satisfaisant est obtenu avec un modele ne faisant intervenir
qu’un unique complexe de stoechiométrie 1:1 (c¢f. Figure 3-43). La complexation d’un second
cation et I’existence d’un complexe de type M,L n’ont pas été observées. Ainsi, la constante de
formation de ce complexe ML dans le méthanol est calculée par le biais des mesures en absorption
et en fluorescence et vaut: log fi; = 5,45 + 0,1. Cette valeur est de deux ordres de grandeur
supérieure a celle trouvée pour le composé modele, ce qui montre que la complexation du cation par
deux motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles est thermodynamiquement plus favorable (effet chélate).

Résidus

t/ ns

Figure 3-44. Déclin de fluorescence de PT-hex-PT dans le méthanol en présence d’un large excés de
cadmium (16 mM), Ao = 288 nm, A, = 330 nm, 7,32ps.cana[1, [L] =52 uM.
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Par ailleurs, le déclin de fluorescence de PT-hex-PT en présence d’un large exces de
cadmium est monoexponentiel, avec une durée de vie de 0,56 ns identique a celle du complexe
formé par le composé modele avec le cadmium (cf. Figure 3-44). Ceci montre donc que les deux
fluorophores du dimeére participent a la complexation du cation de maniére équivalente. Comme
pour le composé modele, 1’augmentation du rendement quantique en présence de cadmium
s’explique d’une part par I’augmentation de la constante de vitesse de désexcitation radiative, mais
également par une diminution des modes de désexcitation non radiatifs en raison d’une
rigidification du composé dimére en présence de métal (k; = 1,1 x 10% s et ky, = 8,8 x 10” s pour le
ligand libre ; k. =2,2 x 10®s™ et ke = 1,6 x 10° s pour le complexe de cadmium).

Ainsi, I’ensemble des expériences réalisées sur PT-hex-PT montre que le dimere et le
complexe qu’il forme avec le cadmium possédent des propriétés photophysiques extrémement
proches de celles observées pour le sucre modele. La principale différence réside dans la plus
grande stabilité des complexes formés par le dimere avec le cadmium en raison de 1’effet chélate.

Complexation du cadmium par le calixaréne Calix-PT4

Calix-PT4 comporte quatre motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles potentiellement complexants. La
formation de complexes avec plusieurs cations métalliques n’est donc pas a exclure. Les études de
la complexation du cadmium dans le méthanol ont été menées par absorption et fluorescence
stationnaires (cf. Figure 3-45). Deux régimes de complexation successifs ont ainsi été identifiés.

Dans un premier temps, pour des concentrations comprises entre zéro et un équivalent de
métal, un point isosbestique a 272 nm et un point isoémissif a 414 nm traduisent la coexistence de
deux especes en proportions variables. Dans cette zone de concentration, les spectres d’absorption
se déplacent vers les grandes longueurs d’onde (+ 4 nm) et une exaltation du coefficient
d’absorption molaire au maximum d’absorption survient. Bien que plus faibles que ceux observés
sur le sucre modele, les effets de la complexation sur les spectres d’absorption sont similaires. En
revanche, une inhibition de fluorescence a 330 nm est observée avec 1’ajout de cadmium, et une
bande centrée a 480 nm apparait. Ce comportement différe totalement de celui décrit pour le sucre
modele ou le dimere.

Le second régime intervient en présence d’un exces de cadmium et se caractérise par la
disparition des points isosbestique et isoémissif. Ainsi, les spectres d’absorption sont encore
davantage déplacés vers le rouge et le coefficient d’absorption molaire continue d’augmenter. A
I’issue de ce second régime, les variations enregistrées en absorption sont comparables a celles
observées pour le dimere PT-hex-PT. En émission, 1’ajout de cadmium entralne peu de
modifications au niveau de la bande de fluorescence centrée a 330 nm, mais provoque une
importante exaltation de celle a 480 nm. Une interprétation de cette bande sera donnée par la suite.

L’observation de ces deux régimes nous a donc conduit a envisager 1’existence successive
de deux complexes ML et M,L de stoechiométries respectives 1:1 et 2:1. L ajustement numérique
des faisceaux de courbes en absorption et en fluorescence par le logiciel SPECFIT™ fournit les
spectres d’absorption et de fluorescence respectifs de chaque espéce (Figure 3-45), ainsi que les
valeurs des constantes de formation associées aux équilibres ci-dessous : log fi; = 6,0 + 0,15 et log
P11 =8,7+0,15.
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Figure 3-45. (a) Evolution des spectres d’absorption de Calix-PT4 avec [’ajout de cadmium dans le
méthanol ([L] = 4,2 uM) ; (b) spectres d’absorption du ligand L et des complexes ML et M>L reconstruits
par le logiciel SPECFIT " ; (c) évolution des spectres de fluorescence corrigés de I'absorbance de Calix-
PT4 avec I'ajout de cadmium dans le méthanol ([L] = 4,2 uM, ... = 280 nm) et (d) spectres d’émission
du ligand L et des complexes ML et M-L reconstruits par le logiciel SPECFIT".

Ainsi, tandis que le complexe formé par le calixaréne avec un seul cation est relativement
stable, 1’addition d’un second cation sur le squelette calixaréne est beaucoup plus difficile,
vraisemblablement en raison de la répulsion électrostatique entre les deux cations Cd*" au sein du
complexe M,L (effet anti-copératif). La valeur calculée pour le rapport des constantes partielles de
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formation des complexes ML et MyL (Ky1/Ki1 =5 x 10™) est en effet trés inférieure a la valeur
théorique de 0,25 lorsque les deux sites de complexation sont équivalents.”®

L’une des particularités de la complexation du cadmium par le composé Calix-PT4 est
I’apparition d’une bande de fluorescence centrée a 480 nm, particulierement intense dans le
complexe de stoechiométrie 2:1. Les déclins de fluorescence de ce ligand en présence d’un exces de
cadmium de sorte que 1’espece M,L soit majoritaire (cf. Figure 3-46) ont alors été enregistrés a
deux longueurs d’onde d’émission différentes (330 nm et 480 nm).
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Figure 3-46. (a) Déclin de fluorescence & 330 nm (7,32 ps.canal™) et (b) déclin de fluorescence a 480 nm
(39 ps.canal’) de Calix-PT4 dans le méthanol en présence d’un large excés de cadmium (16 mM) ; A =

288 nm ; [L] = 4,2 uM.

L’analyse de ces déclins par une somme d’exponentielles discréte nécessite au moins trois
exponentielles a 330 nm et quatre exponentielles a 480 nm. Les valeurs issues de 1’ajustement

numérique sont regroupées dans le Tableau 3-6.

Conditions i (ns) o f; <7 >(ns) Xz
Calix-PT4 A = 288 nm 0.033+0,002 0,710 0,34
e = 330 nm 0,116+ 0,005 0273 0,45
14.6pscanal” 0544006 0015 o012 070 LI
44+13 0,002 0,09
2Cd*" c Calix-PT4 e = 288 nm 0,012+0,001 0,995 0,73
e = 330 nm 0,48 = 0,07 0,004 0,13 0,016 1,32
7,32 ps.canal’’ 43+1,3 0,001 0,14
2Cd* < Calix-PT4 Ao = 288 nm 0,050 + 0,02 0,42 0,01
doern = 480 N 0,64+ 0,12 007 0,02
39 ps.canal 3884007 034 049 205 12
730,12 0,17 048

Tableau 3-6. Analyse des déclins de fluorescence du composé Calix-PT4 dans le méthanol en absence et en
présence de cadmium ([Cd '] =16 mM ; [L] = 4,2 uM).
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L’analyse des différents déclins mesurés lorsque le complexe de cadmium ML est
majoritaire ([Cd*"] = 16 mM) se révéle particuliérement complexe. D’un point de vue qualitatif, on
peut tout de méme noter I’apparition a 330 nm d’une composante extrémement courte trés
majoritaire, ce qui est en accord avec 1’inhibition de fluorescence observée a cette longueur d’onde.
En revanche, une constante de temps beaucoup plus longue (7,3 ns) est présente dans le déclin
enregistré a 480 nm. Ces observations sont caractéristiques de la formation d’excimeres
intramoléculaires entre les fluorophores du calixaréne. L’absence de temps de montée a 480 nm
indique que la formation de I’excimere est trés rapide (< 10 ps) et que les excimeres sont déja

quasiment préformés.”’

En conclusion, I’ensemble des résultats obtenus par spectroscopies de fluorescence
stationnaire et résolue en temps suggére que la complexation d’un cation Cd*" s’effectue dans une
conformation pour laquelle la formation d’un excimere est favorisée. La formation de ce dernier est
trés rapide compte tenu de la proximité des fluorophores. La fluorescence du monomere est alors
inhibée tandis que I’émission de I’excimere se caractérise par une bande d’émission centrée a 480
nm. La complexation d’un second cation (qui intervient en présence d’un large exceés de cadmium
en raison des répulsions électrostatiques entre cations) favorise encore davantage la formation
d’excimeres, et provoque une exaltation de la fluorescence a 480 nm. Enfin, concernant les
propriétés complexantes de ce calixaréne pour le cadmium, la constante de formation du complexe
de stoechiométrie 1:1 dans le méthanol (log i1 = 6,0) est suffisamment élevée dans le méthanol
pour envisager la détection de faibles concentrations en cadmium (inférieures au uM).

Complexation du cadmium par la cyclodextrine fCD-PT7

La B-cyclodextrine BCD-PT7 a été testée comme complexant potentiel du cadmium dans le
méthanol. L’évolution des spectres d’absorption et de fluorescence avec 1’ajout de cadmium est
représentée sur la Figure 3-47.
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Figure 3-47. Evolution (a) des spectres d’absorption et (b) de fluorescence corrigés de l’absorbance du
ligand PCD-PT7 dans le méthanol avec I’ajout de perchlorate de cadmium, [L] = 1,8 uM, A.. = 280 nm.
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Les spectres d’absorption subissent un léger déplacement bathochrome vers le rouge du fait
de la complexation par le cadmium. Cependant, les effets observés sont peu importants par rapport
aux évolutions des spectres de fluorescence. En effet, I’ajout de cadmium a une solution de BCD-
PT7 dans le méthanol entraine dans un premier temps (entre zéro et un équivalent de cadmium) une
importante exaltation de fluorescence et un fort déplacement spectral puisque le maximum de la
bande d’émission passe de 319 nm a 365 nm. Ce maximum est atteint lorsque la concentration de
cadmium atteint un équivalent. Par la suite, les spectres de fluorescence subissent un déplacement
hypsochrome et un point isoémissif a 352 nm apparait. Enfin, en présence d’un trés large exces de
cadmium, les spectres dévient de ce point isoémissif et présentent une bande de fluorescence
centrée a 328 nm.

L’ajustement des faisceaux de courbes en émission est réalisé de maniére satisfaisante en
utilisant un modele faisant intervenir trois complexes successifs ML, M,L et M;L. En effet, avec
sept motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles, plusieurs cations sont susceptibles d’étre complexés. Ainsi,
les spectres de chacune des espéces sont représentés sur la Figure 3-48, ainsi que la spéciation de

BCD-PT7 en fonction de la concentration totale en cadmium.
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Figure 3-48. (a) Spectres de fluorescence des espéces L, ML, M>L et M;L reconstruits par le logiciel
SPECFIT" et (b) spéciation du ligand SCD-PT7 en fonction de la concentration totale en cadmium.

Les constantes globales de formation des complexes ML, M,L et Ms;L ont pu étre
déterminées : log £ = 8,81 £ 0,2 ; log £ = 13,9 + 0,3 ; log 51 = 15,8 £ 0,4. En particulier, la
constante de formation du complexe de stoechiométrie 1:1 dans le méthanol est tres élevée. De plus,
elle est associée a un important déplacement spectral en émission ce qui permet d’effectuer des
mesures ratiométriques. En effet, la complexation d’un premier cation Cd*" provoque un
¢largissement important du spectre d’émission du ligand. Concernant les complexes comportant
plusieurs cations (M,L et M3L), les constantes globales de formation confirment que la
complexation d’un second cation et a fortiori d’un troisitme est plus difficile en raison des
répulsions électrostatiques entre cations (Ki/K;; << 0,25). En revanche, en présence d’un large
exces de cadmium, les déplacements spectraux vers les courtes longueurs d’onde (réapparition
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d’une bande centrée a 330 nm) et I’exaltation de fluorescence rappellent le comportement du
composé modele et du dimere en présence de cadmium. Ainsi, a forte concentration en cation, les
fluorophores greffés sur la cyclodextrine tendent a se comporter comme des ligands pris
individuellement et I’interaction entre fluorophores parait moins importante que pour le complexe
ML. Sans doute la répulsion électrostatique entre les cations tend-elle a « individualiser » le
comportement de chaque fluorophore. Des essais ont alors été réalisés en milieu organo-aqueux afin
d’évaluer les propriétés complexantes de la cyclodextrine BCD-PT7 en présence d’eau.
Malheureusement, ces expériences se sont révélées infructueuses en raison de la non-

reproductibilité des mesures et a la probable formation d’agrégats.
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Figure 3-49. Déclins de fluorescence (a) a 330 nm et (b) a 400 nm du composé SCD-PT7 dans le
méthanol avec un équivalent de cadmium ; (c) déclin de fluorescence a 330 nm du composé BCD-PT7
dans le méthanol en présence de 3.2x10"% M de cadmium ; Au, = 288 nm ; [L] = 1,7 uM; 24,4
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Les déclins de fluorescence du complexe ML et du complexe M,L dans le méthanol ont été
enregistrés a deux longueurs d’onde d’émission avec un équivalent de cadmium (330 nm et 400
nm) et a 330 nm dans un domaine de concentration ou le complexe ML est majoritaire ([Cd* =
32 x 10" M). Les résultats des ajustements numériques des déclins par une somme discréte

d’exponentielles sont reportés dans le Tableau 3-7.

Conditions 7 (ns) o fi <1;>(ns) 7
BCD-PT7 Aexe =288 nm 0,034+ 0,004 0,496 0,17
Aem=2330nm 0,134+0,005 0,489 0,65

14,6 pscanal!  0.66£0,12 0013 0,08 0101 104
6,0+1,2 0,002 0,10
Cd” C BCD-PT7 o= 288 nm  0,034£0,005 083 0,12
em=330nm 027004 011 0,12

244 pscanal’ 192012 004 031 0241 LI8
6,6 £0,3 0,02 0,45
Cd** c BCD-PT7  Aexe=288nm  0,037+0,010 0,32 0,004
Aem = 400 nm 1,51 £0,17 0,19 0,09

Yhdpscanal! 5101 041 0,63 w2 L
11,7+ 0,3 0,08 0,28
2Cd* c BCD-PT7  Aexe =288 nm 0,036 0,007 0,68 0,08
Aem = 330 nm 0,43 £0,03 0,22 0,30

2d4pscanal’  1,37£007 008 033 0,32 1,04
5,63+0,27 0,02 0,29

Tableau 3-7. Analyse des déclins de fluorescence du composé BCD-PT7 dans le méthanol en absence et en
présence de cadmium.

Les déclins enregistrés a 330 nm et 400 nm en présence d’un équivalent de cadmium sont
particuli¢rement complexes et I’interprétation précise des constantes de temps est difficile.
Néanmoins, la présence d’une constante de temps trés courte de I’ordre de 35 ps est commune aux
deux déclins, cette composante étant majoritaire pour les courtes longueurs d’onde. A 400 nm, des
composantes plus longues apparaissent. La formation d’excimeres ne semble cependant pas a
I’origine de ces constantes de temps dans la mesure ou la longueur d’onde au maximum d’émission
de I’excimére est de 480 nm (cf. déclins des complexes de Calix-PT4 avec le cadmium). De plus,
aucune composante plus courte que 34 ps n’est observée, ce qui semble réfuter ’hypothése de la
formation d’une nouvelle espece a 1’état excité (excimere ou exciplexe). Enfin, en ce qui concerne
le déclin a 330 nm pour une concentration de cadmium égale & 3,2 x 10°* M (complexe ML
majoritaire), la composante ultracourte d’une trentaine de picoseconde est également majoritaire
mais le poids des constantes de temps longues est plus important que pour le complexe ML a
330 nm.

Finalement, du point de vue de la photophysique des complexes formés (la présence de sept
chromophores permet la chélation de plusieurs cations Cd*"), les nombreuses conformations
possibles et les interactions entre fluorophores compliquent 1’interprétation des mesures de déclin
de fluorescence et 1’analyse fine des phénomenes photophysiques induits par la complexation est
difficilement envisageable.
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IV.3.2. Sélectivité de la complexation du cadmium par BCD-PT7

La cyclodextrine BCD-PT7 est parmi les quatre composés étudiés celui pour lequel la constante de
formation du complexe de stoechiométrie 1:1 est la plus élevée. De plus, la complexation se traduit
par un important déplacement spectral vers le rouge. Aussi, des expériences de sélectivité ont été
menées sur ce compose dans le méthanol.
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Figure 3-50. Spectres de fluorescence non corrigés de [’absorbance du ligand PCD-PT7 dans le
méthanol (a) en présence d’un équivalent de métal et (b) en présence d’un équivalent de métal et d’un
équivalent de cadmium ([L] = 2,3 uM, Aee = 280 nm).

Afin d’évaluer I’influence de différents cations interférents divalents (pris sous leur forme
perchlorate) sur les propriétés photophysiques de BCD-PT7, les spectres de fluorescence du ligand
dans le méthanol en présence d’un équivalent de cation ont été enregistrés. L’ajout d’un équivalent
de perchlorate de cadmium a ces solutions a également été réalisé. Les résultats présentés sur la
Figure 3-50 montrent que la sélectivité pour le cadmium n’est pas trés bonne. Ainsi, en absence de
cadmium, tous les cations divalents testés hormis Ca’" induisent d’importants effets sur le spectre
d’émission du ligand. En plus d’un déplacement bathochrome, Hg”", Pb*" et Fe’" inhibent
partiellement la fluorescence tandis que Cd*" et Zn*" provoquent une importante exaltation de celle-
ci. Ceci montre que tous les cations (sauf Ca”" pour lequel les effets sont limités) sont complexés au
moins partiellement par la cyclodextrine, et ce méme a une concentration égale a un équivalent. En
ce qui concerne les spectres réalisés en présence du cation interférent et de cadmium, ils confirment
la tres faible interférence du calcium. Par ailleurs, ils montrent que la complexation du cadmium est
plus efficace que celle du plomb, du mercure et dans une moindre mesure du fer. Le zinc est quant a
lui un interférent important puisque 1’ajout d’un équivalent de cadmium ne déplace pas totalement
I’équilibre vers la formation du complexe de cadmium. Cependant, les complexes formés avec le
cadmium sont plus stables puisque la valeur de B, mesurée pour le zinc (log By = 7.9 + 0,3)%
demeure inférieure a celle mesurée pour le cadmium dans le méthanol. L’affinité pour le cadmium
est donc supérieure mais les effets photophysiques associés a la complexation du zinc sont plus
importants en raison de sa densité de charge supérieure (2,70 q A™ contre 2,11 q A™).
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1V.3.3. Discussion et conclusion

Les propriétés photophysiques et complexantes vis-a-vis du cadmium de quatre ligands incorporant
des motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles ont été étudiées et comparées dans le méthanol.

Concernant les propriétés photophysiques des ligands en 1’absence de métal, le sucre modele
Gluco-PT et le dimere PT-hex-PT possedent des propriétés quasiment identiques et il existe peu
d’interactions entre les deux fluorophores du dimere, méme a I’état excité. A 1’inverse, ces
interactions sont significatives pour les systémes multichromophoriques Calix-PT4 et CD-PT7 ou
les fluorophores sont trés proches les uns des autres. L’hétérogénéité des microenvironnements de
chaque fluorophore semble étre a 1’origine des différences observées en €émission comparativement
au compos€ modele et au dimere.

Du point de vue des propriétés des complexes de cadmium, la constante de stabilité¢ du
complexe ML formé par le dimere avec le cadmium est plus élevée que celle mesurée pour le sucre
modele, du fait de I’effet chélate. Néanmoins, les effets photophysiques associés (déplacement
bathochrome en absorption et exaltation de fluorescence) sont similaires pour les deux composés.
La encore, le calixaréne et la cyclodextrine se comportent différemment. Ainsi, la formation
d’exciméres intramoléculaires a été mise en évidence pour le calixaréne en présence du cation Cd*"
(et a fortiori en présence d’un exces de cation). Pour la cyclodextrine, la formation d’une espece
nouvelle a 1’état excité ne semble pas avoir lieu. Par ailleurs, les constantes de stabilité des
complexes ML formés par ces deux composés avec le cadmium dans le méthanol sont relativement
élevées (respectivement de 10° et 10™%). Cependant, si I’affinité de la cyclodextrine pour le
cadmium est élevée dans le méthanol (alors que les cyclodextrines ne constituent pas des
plateformes idéales pour la reconnaissance de cation), la sélectivité de BCD-PT7 pour Cd*" reste
trés limitée comparativement aux autres cations divalents, et plus particuliérement vis-a-vis du zinc.
Quant a une éventuelle application de la cyclodextrine BCD-PT7 en tant que senseur fluorescent
sélectif du cadmium, le faible rendement quantique de fluorescence, la trés faible longueur d’onde
d’excitation et I’impossibilité de travailler en milieu aqueux sont également rédhibitoires.
Néanmoins, compte tenu des résultats obtenus sur les dérivés calixaréne Calix-PT4, la synthese
d’un calixaréne comportant des motifs complexants analogues aux pyridin-2’-yl-1,2,3-triazoles
mais excitables a plus haute longueur d’onde a été entreprise.

IV.4. Analogues des ligands de type pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole

excitables a plus haute longueur d’onde

Les études précédentes ont montré que la pince pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole possede une trés bonne
affinité pour le cadmium dans le méthanol, notamment lorsque plusieurs motifs sont greffés sur une
architecture supramoléculaire telle que les calix[4]arénes. Néanmoins, leur longueur d’onde
d’excitation extrémement basse et leur faible rendement quantique de fluorescence limitent le
champ d’application de ces compos€s comme senseurs fluorescents de cations. Tout en conservant
le site de complexation inchangé, de nouvelles structures incorporant des noyaux aromatiques
quinoléines a la place des noyaux pyridines ont donc été synthétisées. L’augmentation de la
conjugaison doit alors provoquer un déplacement des spectres vers les grandes longueurs d’onde.
Les propriétés complexantes et photophysiques de ce type de ligand ont été étudiées.
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IV.4.1. Synthése de composés substitués par des quinoléines

La synthese du composé modele QT-MOD et du calixaréne Calix-QT4 substitué par quatre motifs
quinoléin-2-yl-1,2,3-triazoles ont été réalisées par réaction d’un composé azide (35 ou Calix-N3) et
d’une quinoléine fonctionnalisée en position 2 par un acétylénique vrai (34). Ce dernier est obtenu
en deux étapes a partir de la 2-chloroquinoléine commerciale. Ainsi, le couplage de Sonogashira
entre ce dérivé chloré et le triméthylsilylacétyléne en présence de Pd(PPh;3)4 et de Cul dans le DMF
en milieu basique (NEt3) conduit a la formation de 1’acétylénique protégé par un groupement TMS
33 avec un rendement de 80 %.”” La déprotection est réalisée en présence de KoCO; dans un
mélange méthanol/dichlorométhane avec un rendement de 58 %. Le B-bromophénétole est quant a
lui transformé en son analogue azide en présence de NaNs; dans le DMF a 80 °C de manicre
quantitative. La réaction de cycloaddition entre 1’alcyne vrai 34 et le composé azide 34 dans des
conditions classiques de catalyse par des sels de cuivre (CuSOs, NaAsc, EtOH/H,0) permet
I’obtention du compos¢ modele QT-MOD avec un bon rendement de 88 %. Une réaction analogue
entre le calixaréne tétraazide Calix-N3 et I’alcyne 34 permet I’obtention du calixaréne tétrasubstitué
Calix-QT4 avec un rendement satisfaisant de 50 %.

Pd(PPhs); (5 % mol)
m Cul (5% mol) CH,Cly / MeOH
=
N~ Cl  NEty/DMF, TA K,COs , 58 %
80 %

34
CuS04.xH20 —
©/O\/\Br NaN; , DMF ©/0sz NaAsc ©/O\/\l\\l N N /
80 °C, 100 % EtOH / H,0O N=N N
88 %
35 QT-MOD

34
CuS04.xH20
NaAsc

THF / EtOH / H,0
50 %

Calix-N3 Calix-QT4

Figure 3-51. Synthese du composé modele QT-MOD et du calixarene Calix-QTA4.
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IV.4.2. Etude préliminaire du composé modéle

Les spectres d’absorption et de fluorescence du composé modele QT-MOD ont été enregistrés dans
le méthanol et sont présentés sur la Figure 3-52. Tout d’abord, il est intéressant de noter que
I’augmentation de la conjugaison provoque fort logiquement un déplacement spectral des spectres
d’absorption et de fluorescence vers les grandes longueurs d’onde. Ainsi, le composé QT-MOD est
excitable jusqu’a 335 nm dans la queue de sa bande d’absorption. Par ailleurs, le trés faible
déplacement de Stokes (4 nm) et les structures vibrationnelles des spectres d’émission et
d’absorption semblent indiquer que le transfert de charge du triazole donneur vers la quinoléine
acceptrice est peu efficace. Le rendement quantique de fluorescence dans le méthanol demeure peu
élevé (O = 0,015) et est comparable a celui du composé pyridine modele Gluco-PT.

(@)
0.25
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0.2
q) [
(&)
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So0.15 "
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O
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ol | | | | 0 | | | I
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Figure 3-52. Evolution (a) des spectres d’absorption et (b) des spectres de fluorescence corrigés de
I"absorbance du composé MOD-QT dans le méthanol avec I’ajout de perchlorate de cadmium ([L] = 6,6

UM ; Aoye = 320 nm).

Concernant les propriétés complexantes de ce composé dans le méthanol, les premiers essais
réalisés montrent que la complexation du cadmium dans le méthanol s’accompagne d’un
déplacement bathochrome des spectres d’absorption et d’émission du ligand QT-MOD. Une légere
exaltation du coefficient d’absorption molaire et du rendement quantique de fluorescence, ainsi
qu’un élargissement du spectre d’émission sont €galement observés. Par ailleurs, plusieurs points
1sosbestiques apparaissent a 258 nm, 268 nm et 305 nm tandis que les spectres de fluorescence font
apparaitre des points isoémissifs a 339 nm, 350 nm et 353 nm (mais de maniére moins nette).
Seules deux especes semblent donc coexister en proportions variables et la formation d’un
complexe de stoechiométrie 1:1 est vraisemblable compte tenu des résultats précédemment obtenus
avec Gluco-PT. Dans ce complexe, le cation en interaction avec 1’azote de la quinoléine appauvrit
cette dernicre en électrons et renforce le transfert de charge photoinduit entre le triazole et la
quinoléine. Il en résulte un déplacement vers le rouge des spectres d’absorption et d’émission. Si la
détermination des constantes de stabilité n’a pas été réalisée, le fait de devoir ajouter un large exces
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de cadmium (de I’ordre du mM) pour observer des effets photophysiques significatifs indique que
ces constantes sont faibles. En raison de I’effet chélate, des constantes de formation beaucoup plus
élevées sont attendues pour le calixaréne Calix-QT4 fonctionnalisé par des quinoléines, et des

études plus poussées ont été réalisées sur ce composé.
IV.4.3. Propriétés complexantes de Calix-QT4 avec le cadmium

Les propriétés complexantes du nouveau calixaréne Calix-QT4 ont été étudiées dans un premier
temps dans le méthanol afin de pouvoir comparer les effets photophysiques induits par la
complexation du cadmium avec ceux observés pour les ligands de type pyridin-2-yl-1,2,3-triazole.
Les spectres d’absorption et de fluorescence stationnaires pour quelques concentrations en cadmium
sont représentés sur la Figure 3-53.
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Figure 3-53. Evolution (a) des spectres d’absorption et (b) des spectres de fluorescence corrigés de
l’absorbance de Calix-QT4 avec quelques ajouts de cadmium dans le méthanol ([L] = 1,6 uM ; Aexe =
320 nm).

Le spectre d’absorption dont le maximum se situe a 333 nm et le spectre d’émission dont la
premiere bande présente un maximum a 358 nm possédent une structure pseudo-vibrationnelle
moins marquée que pour le composé modele QT-MOD. Le déplacement de Stokes est plus
important (25 nm) et le rendement quantique de fluorescence de Calix-QT4 est de 0,016. Un net
¢élargissement de la bande d’émission est également perceptible. Ceci indique que les fluorophores
interagissent les uns avec les autres a 1’état excité, a I’instar de ce qui a été observé pour Calix-PT4.

Pour ce qui est des propriétés complexantes dans le méthanol, les essais préliminaires
montrent que 1’ajout de cadmium entraine une diminution du rendement quantique de fluorescence
ainsi qu’un léger déplacement bathochrome des spectres d’absorption. Néanmoins, contrairement a
Calix-PT4, un large exces de cation est nécessaire a complexer totalement le ligand. Les effets
photophysiques associés a la complexation sont donc similaires a ceux observés pour le dérivé
pyridine mais la complexation semble moins efficace pour le dérivé quinoléine (B ~ 10*°

environ).
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Des études ont alors été réalisées dans 1’acétonitrile afin d’évaluer I’influence du solvant sur
les propriétés complexantes de Calix-QT4. L’évolution des spectres d’absorption et de fluorescence
de ce ligand avec I’ajout de perchlorate de cadmium est représentée sur la Figure 3-54.
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Figure 3-54. Evolution (a) des spectres d’absorption et (b) des spectres de fluorescence corrigés de
l’absorbance de Calix-QT4 avec I’ajout de cadmium dans [’acétonitrile ([L] = 3,2 uM ; Aexe = 320 nm).

A D’instar de ce qui a été observé dans le méthanol, la complexation du cadmium provoque
un déplacement bathochrome en absorption et une importante diminution du rendement quantique
de fluorescence. Par contre, cette diminution s’accompagne d’un déplacement bathochrome des
spectres d’émission puisque le maximum de la bande d’émission passe de 355 nm a 435 nm. Bien
que des points isosbestiques apparaissent a 259 nm, 270 nm et 300 nm, les faisceaux de courbes
traités par le logiciel SPECFIT™ fournissent un ajustement numérique optimal lorsqu’un modele
faisant intervenir deux complexes ML et Ms3L, est utilisé. Dans ces conditions, les constantes
globales de formation des complexes ont pu étre mesurées par absorption et par fluorescence et
valent : log fi1 = 7,5 £ 0,35 et log 5, = 28,1 £ 1,1. Les spectres d’absorption et d’émission des
différentes especes, 1’ajustement numérique et la répartition des différentes especes sont représentés
sur la Figure 3-55. Si ’existence d’un complexe M;L, peut paraitre surprenante compte tenu de la
topologie du ligand, de telles stoechiométries ont déja été observées pour des complexes de
cadmium formés dans 1’acétonitrile avec des calixarénes fonctionnalisé€s par quatre groupements de
type méthoxyquinoléine.*” Par ailleurs, les constantes de stabilité des complexes formés dans
I’acétonitrile sont élevées et bien plus grandes que dans le méthanol. L’utilisation d’un solvant
protique semble donc diminuer fortement 1’affinité du composé Calix-QT4 pour le cadmium. Les
essais réalisés par la suite en milieu mixte eau/acétonitrile 1:1 tamponné a pH = 7 par un tampon
lutidine ont confirmé cette observation puisque dans un tel milieu, un large exces de métal (plus de
15 équivalents) n’induit aucune modification spectrale, ni en absorption, ni en émission.
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Figure 3-55. (a) Spectres d’absorption et (b) spectres de fluorescence du ligand Calix-QT4 et des
complexes ML et MsL, reconstruits par le logiciel SPECFIT" ; (c) ajustements numériques en absorption
et en émission et (d) répartition des espéces en fonction de la concentration en cadmium ([L] = 3,2 uM).

IV.4.4. Conclusion sur les composés de type quinoléine

En conclusion, un composé¢ modele QT-MOD et un calixaréne tétrasubstitué Calix-QT4
excitables a plus haute longueur d’onde que les dérivés de type pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole ont été
synthétisés. Pour ces composés, une longueur d’onde d’excitation de 335 nm peut étre utilisée. En
ce qui concerne leurs propriétés photophysiques, leur rendement quantique de fluorescence demeure
faible et le transfert de charge photoinduit du triazole vers la quinoléine semble peu efficace. A
noter I’existence d’importantes interactions entre fluorophores pour le calixaréne. Concernant les
propriétés complexantes de Calix-QT4 vis-a-vis du cadmium, elles sont bonnes en solvant non
protiques (log £i1 = 7,5 dans ’acétonitrile) mais mauvaises en milieu protique, en particulier dans le
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méthanol. L’utilisation du composé Calix-QT4 comme senseur de cadmium n’est donc a priori pas
envisageable en milieu aqueux ou organo-aqueux.
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V. Etude d’une sonde commerciale : le Rhod-5N

Le Rhod-5N est un composé¢ commercialis€ sous forme de sel de potassium par la société
Invitrogen comme sonde de calcium de faible affinité pour la mesure de concentrations en calcium
comprises entre 0,1 et 1 mM.** A I’instar de nombreux senseurs fluorescents de calcium, elle
comporte une pince complexante de type BAPTA mais posseéde un groupement nitro en position 5
susceptible de lui conférer une meilleure affinité pour les métaux lourds tels que le cadmium. En ce
qui concerne le fluorophore utilisé, il s’agit d’une rhodamine pouvant étre excitée dans le visible.

‘0,C CO,y O,

Rhod-5N.3 K*

L’objectif est donc d’étudier les propriétés complexantes du Rhod-5N avec différents
cations et plus particulieérement avec le cadmium. Réalisées en collaboration avec Mathieu Soibinet
(ATER au CNAM), les études en absorption, en fluorescence stationnaire et résolue en temps
présentées par la suite ont été réalisées dans un milieu tamponné MOPS® (10 mM) équilibré a pH =
7 par KOH. La potasse est choisie pour équilibrer le pH du milieu car des études préliminaires ont
montré qu’a la concentration & laquelle le cation K’ est contenu dans le tampon, ce dernier
n’engendre pas de modifications des propriétés photophysiques du ligand.

V.1. Etude par spectroscopies stationnaires

V.1.1. Etude du ligand Rhod-5N en absence de cations

Le spectre d’absorption du ligand Rhod-5N dans un milieu tamponné a pH = 7 par un tampon
MOPS-KOH 10 mM présente une bande centrée a 550 nm caractéristique des chromophores de
type rthodamine. En émission, le déplacement de Stokes est relativement faible puisque le maximum
de la bande de fluorescence du ligand se situe a 576 nm (cf. Figure 3-56).

En ce qui concerne le rendement quantique de fluorescence du ligand, celui-ci est
particuliérement faible en absence de cations autres que ceux contenus dans le tampon MOPS. En
effet, il se produit a 1’état excité un transfert d’électron photoinduit des atomes d’azote de la pince
BAPTA vers le fluorophore rhodamine excité, provoquant ainsi une inhibition de la fluorescence. I
est d’ailleurs intéressant de noter que le rendement quantique de fluorescence varie d’une solution a
I’autre en raison du calcium résiduel adsorbé sur les parois des cuves et relargué dans la solution.

0]

# MOPS = acide 3-morpholinopropanesulfonique 0
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De¢s lors, le rendement quantique de fluorescence du Rhod-5N partiellement lié par les cations
présents dans le tampon MOPS est de ’ordre de 0,015 + 10 %. Une mesure a été effectuée en
présence de 50 équivalents d’EDTA afin de déterminer le rendement quantique de fluorescence du
Rhod-5N non lié. Une valeur de 0,002 a finalement été trouvée apres avoir vérifié sur un composé
analogue dépourvu de pince complexante (la Rhodamine B) que I’ajout d’EDTA n’entrainait pas

d’inhibition de fluorescence.

1L (b)
Rhod-5N
08 - CDF=0,015
< o6
-
- Rhod-5N + EDTA
— ®_=0,002
04 |- F
02
0 0 ‘
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Figure 3-56. (a) Spectre d’absorption et (b) spectres de fluorescence du Rhod-5N dans le tampon MOPS-
KOH 10 mM a pH = 7 en absence d’EDTA et en présence de 50 équivalents d’EDTA ([L] = 1,9 uM ; Aexe
=551 nm).

V.1.2. Complexation du cadmium par le ligand Rhod-5N
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Figure 3-57. Evolution (a) des spectres d’absorption ([L] = 1,2 uM) et (b) des spectres de fluorescence

corrigés de I’absorbance ([L] = 0,9 uM) du Rhod-5N dans un tampon MOPS-KOH pH = 7 avec l’ajout
de quantités croissantes de perchlorate de cadmium ; Ae.. =551 nm.

- 139 -



Chapitre 3 V. Etude d’une sonde commerciale : le Rhod-5N

La complexation du cadmium par le Rhod-5N a été étudiée par absorption et fluorescence
stationnaire.

L’évolution des spectres d’absorption et de fluorescence du ligand Rhod-5N avec 1’ajout de
perchlorate de cadmium est représentée sur la Figure 3-57. L’ajout de métal entraine un léger
déplacement bathochrome des spectres d’absorption (+ 4 nm) mais surtout une importante
exaltation de la fluorescence. Ainsi, le rendement quantique de fluorescence est exalté d’un facteur
supérieur a 20 en présence d’un exces de métal. En effet, la complexation du cation au sein de la
pince BAPTA inhibe le transfert d’électron photoinduit entre les atomes d’azote et le fluorophore
rhodamine et provoque une importante exaltation de la fluorescence.

‘0, COy “0,C COy
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Figure 3-58. Complexation du cadmium par le Rhod-5N.

L’ajustement numérique des spectres d’émission par le logiciel SPECFIT™ en utilisant un
modele faisant intervenir un unique complexe de stoechiométrie 1:1 permet d’obtenir la valeur de la
constante apparente de complexation : log £, = 8,85 £ 0,05. D’autre part, le spectre de fluorescence

du complexe de cadmium a pu étre déterminé et le rendement quantique de fluorescence de ce
complexe est de 0,35 (cf. Figure 3-59).

3 x erreur
expérimentale

540 560 580 600 620 640 660 680 700 0 0.5 ot 1 15
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Figure 3-59. (a) Spectres de fluorescence du Rhod-5N et du complexe ML formé avec le cadmium et (b)

courbe de calibration a 576 nm ([L] = 0,9 uM ; A.. = 551 nm) dans le tampon MOPS-KOH 10 mM a pH
=7.
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L’importante exaltation de fluorescence ainsi que la forte valeur de la constante de stabilité
du complexe de cadmium permettent d’envisager 1’utilisation de ce composé pour la détection de
traces de cadmium. La courbe de calibration présentée ci-dessus (linéaire entre 0 et 0,8 uM en
cadmium) permet la détermination de limites de détection et de quantification pour la détection du
cadmium dans ce milieu. Celles-ci sont définies respectivement comme 3 et 5 fois la valeur de
I’écart type mesuré pour 1’intensité de fluorescence a 576 nm d’une cuve contenant le ligand Rhod-
5N dans le tampon MOPS-KOH 10 mM a pH = 7. L’écart type sur cette mesure est de 12 %
principalement en raison des ions résiduels susceptibles d’étre complexés par le Rhod-5N. En terme
de concentration, cet écart type équivaut a 9,3 nM en cadmium. Une limite de détection égale a
28 nM (3,1 pg L) et une limite de quantification de 47 nM (5,2 pg L) ont alors été mesurées. Ces
valeurs sont du méme ordre de grandeur que les recommandations fixées par ’OMS pour les eaux
de consommation (3 pg L™).»!

V.1.3. Etude de la sélectivité du ligand Rhod-5N

La sélectivité du Rhod-5N a ensuite été testée par rapport aux cations suivants : Cd*", Ca®", Zn*",
Pb*", Na™ et K'. Les cations alcalins Na" et K n’ont pas montré d’interférences significatives pour
des concentrations de 1’ordre du mM. En revanche, les différents cations divalents testés sont
complexés par le Rhod-5N et induisent des modifications des propriétés photophysiques du ligand.

Les dosages avec les différents cations mentionnés ci-dessus ont donc été réalisés. A I’instar
des effets observés avec le cadmium, 1’ajout de cation entraine un léger déplacement bathochrome
de la bande d’absorption située a 550 nm et une exaltation de fluorescence. Cette exaltation dépend
du cation considéré : le rendement quantique de fluorescence du complexe de calcium est de 0,3 ;
celui du complexe de plomb 0,13 et celui du complexe de zinc 0,06 alors que celui du complexe de
cadmium est de 0,35. Plus la densité de charge du cation complexé est grande, plus I’exaltation de
fluorescence est importante, sauf pour le zinc qui, bien que possédant la densité de charge la plus
élevée, entraine une exaltation modérée.
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Figure 3-60. Spectres de fluorescence des complexes formés par le Rhod-5N avec différents cations dans
le tampon MOPS-KOH 10 mM a pH = 7.
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Cation log S K(Cd*™)/KM™) @p* Densité de charge (q A™)
- - - 0,015 ]
Ca* 420+ 0,02 4,5 x 10* 0,30 2,0
Zn*" 5,55+ 0,01 2,0 x 10° 0,06 2,7
Pb*" 7,95+ 0,06 8 0,13 1,7
Ccd** 8,85 + 0,05 - 0,35 2,1

*déterminé a + 10 %

Tableau 3-8. Constantes de stabilité et rendements quantiques de fluorescence des complexes formés par le
Rhod-5N avec différents cations dans le tampon MOPS-KOH 10 mM a pH = 7.

Les faisceaux de spectres de fluorescence obtenus avec ces cations ont pu étre analysés avec
le logiciel SPECFIT™ en utilisant un modele faisant intervenir un unique complexe ML. Les
constantes de stabilité¢ des complexes formés ainsi que les spectres de fluorescence de ces
complexes ont pu étre calculés. L’ensemble de ces résultats est résumé sur la Figure 3-60 et dans le
Tableau 3-8.

La sélectivité Cd*"/Zn”" est trés intéressante dans la mesure ou le rapport des constantes de
stabilité des deux complexes est supérieur a 1000. La constante de stabilité mesurée pour le
complexe de calcium (log fi; = 4,20 £ 0,02) est encore plus faible que celle mesurée pour le zinc.
Elle est néanmoins légérement supérieure a celle annoncée par Invitrogen a pH = 7,2 en présence de
0,1 M de KCl (log i1 = 3,5) et celle mesurée par Ribou et al. (log A1 = 3,85).% Si la sélectivité par
rapport au zinc et au calcium est bonne, il n’en est pas de méme pour le plomb puisque le rapport
entre les deux constantes de stabilité des complexes n’est que de 8. La détection de cadmium en
présence de plomb parait donc difficilement envisageable.

V.2. Etude par fluorimétrie résolue en temps

Le ligand Rhod-5N et les complexes qu’il forme avec les cations Cd*" et Ca®" ont été étudiés par
fluorimétrie impulsionnelle dans le milieu MOPS-KOH 10 mM a pH = 7. Les déclins du ligand
libre et du complexe de cadmium ont été enregistrés a 576 nm apres excitation a 495 nm et analysés
comme une somme discrete d’exponentielles avec le logiciel GLOBALS™. Les déclins sont
présentés sur la Figure 3-61.

Le déclin du Rhod-5N dans le tampon MOPS-KOH 10 mM a pH = 7 est triexponentiel et
fait apparaitre une constante de temps majoritaire relativement courte de 54 ps. Une constante de
temps de temps intermédiaire de 0,42 ns et une plus longue de 1,72 ns sont nécessaires a 1’obtention
d’un ajustement numérique satisfaisant. Cette derniére est égale a la valeur de la durée de vie du
complexe ML formé par le Rhod-5N avec le calcium (c¢f. Tableau 3-9). Cette constante de temps
peut donc étre attribuée au ligand partiellement complexé par le calcium résiduel présent dans la
cuve de mesure. Les deux autres constantes de temps pourraient étre expliquées par la présence de
deux conformations pour le Rhod-5N: une ou le transfert d’électron est possible et qui
correspondrait a la constante de temps trés courte de 54 ps; et une seconde conformation pour
laquelle ce transfert d’électron ne peut avoir lieu (constante de temps plus longue de 0,42 ns). Des
observations similaires ont déja été réalisées sur le Calcium Green, un fluoroionophore de type PET
possédant un site de reconnaissance du calcium de type BAPTA.*
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Figure 3-61. Déclins de fluorescence ¢ 576 nm du ligand Rhod-5N et du complexe qu'il forme avec Cd™*
et Ca’" dans le tampon MOPS-KOH 10 mM ; Ay = 495 nm.

Espéce T o f, P
0,054 + 0,004 0,82 0,15

Rhod-5N 0,42 + 0,09 0,04 0,05 1,09
1,72 £ 0,03 0,14 0,80

Cd*" = Rhod-5N 1,72 £ 0,03 1,00 1 1,16

Ca*' = Rhod-5N 1,73 £ 0,03 1,00 1 1,37

Tableau 3-9. Analyse des déclins de fluorescence a 576 nm du Rhod-5N et de ces complexes dans le tampon
MOPS-KOH 10 mM a pH = 7 ; Aexe = 495 nm.

Le déclin de fluorescence du complexe de cadmium a également été enregistré. Ce dernier
est monoexponentiel et la durée de vie de 1,72 ns trouvée correspond a la durée de vie du ligand
Rhod-5N complexé par le cadmium. Celle-ci est supérieure a la durée de vie moyenne du ligand
libre, ce qui est en accord avec le fait que 1’ajout de cadmium entraine une importante exaltation de
fluorescence. De méme, une unique durée de vie de 1,73 ns est observée pour le complexe de
calcium, ce qui est conforme au fait que les effets photophysiques induits par le calcium et le
cadmium sont quasiment identiques.

V.3. Conclusion de I’étude sur le Rhod-5N

Dans ce paragraphe, 1’utilisation du composé Rhod-5N comme senseur fluorescent de cadmium en
milieu aqueux a pH = 7 a été envisagée. La complexation du cadmium inhibe le transfert d’électron
photoinduit et provoque une importante exaltation de fluorescence du ligand dont le rendement
quantique une fois complexé atteint 0,35. La durée de vie du complexe de cadmium a été mesurée
(1,72 ns) et est bien supérieure a la durée de vie moyenne du Rhod-5N en 1’absence de cation. De
plus, la constante de stabilité du complexe formé avec le cadmium s’est révélée particulierement
élevée (log S, = 8,85). Ainsi, une limite de détection trés faible de 3,1 ug L™ a été déterminée. La
sélectivité pour le cadmium est également trés bonne par rapport a de nombreux cations (Na', K",
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Ca®™ et surtout Zn®"), le plomb constituant le seul interférent génant. Enfin, ce composé est
excitable a 550 nm ce qui permet de s’affranchir de I’auto-fluorescence des milieux biologiques. Il
est de plus disponible commercialement sous une forme estérifiée capable de traverser les
membranes biologiques ou sous forme de sel de potassium directement soluble en milieu aqueux.
Le Rhod-5N constitue par conséquent une alternative intéressante pour la détection de faibles
quantités de cadmium en milieu aqueux ou biologique pour peu que le milieu ne contienne pas un
exces de plomb.
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Dans ce chapitre ont donc été étudiés différents composés potentiellement complexants et sélectifs
du cadmium. Plusieurs approches avaient été envisagées, aussi bien la synthése et 1’étude de
nouveaux composés que 1’étude d’une sonde disponible commercialement.

La premiére approche constituait a développer de nouveaux fluoroionophores incorporant
une pince de type N,N,N’,N’-tétraalkyl-3-6-dioxa-octane-dithioamide, décrite dans la littérature
comme particuliecrement sélective et affine du cadmium. Quatre composés congus comme des
fluoroionophores de type PCT ont été synthétisés. Tous se sont révélés trés peu fluorescents en
raison d’un transfert d’électron photoinduit des groupements thioamides vers les fluorophores
excités. Plus surprenant, la complexation du cadmium n’a pas été observée et seul le mercure
semble étre complexé par ces composés. L’ajout de métal entraine alors soit une exaltation de
fluorescence due a une réaction de désulfuration des fonctions thioamides en milieu organo-aqueux,
soit une modification des spectres d’absorption du ligand liée a une modification du transfert de
charge photoinduit au sein du fluorophore.

Une seconde voie consistait a étudier des pinces complexantes soufrées analogues de la 2-
dipicolylamine qui est connue pour complexer tres efficacement le zinc. Deux nouveaux
fluoroionophores de type PCT possédant un chromophore de type 2-(4-aminobenzylidene)
malononitrile ont été synthétisés mais les propriétés complexantes avec le cadmium se sont révélées
inexistantes. Pour 1'un de ces composés, des effets intéressants ont ét¢ mis en évidence avec le
mercure mais la faible constante de stabilité¢ des complexes formés et le faible rendement quantique
de fluorescence ne permettent pas d’envisager [’utilisation de ce composé comme senseur
fluorescent de mercure.

L’étude de nouvelles pinces complexantes synthétisées par « click chemistry » a permis
d’identifier de nouvelles entités complexantes du cadmium de type pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole. Les
propriétés photophysiques et complexantes de ces nouveaux chromophores greffés sur différentes
architectures supramoléculaires (dimere, calixaréne, cyclodextrine) ont été étudiées dans le
méthanol. Avec I’ajout de cadmium dans le méthanol, il se produit pour les ligands testés
d’importantes modifications des propriétés photophysiques et les constantes de stabilité des
complexes formés sont €levées. En revanche, la longueur d’onde d’excitation extrémement basse
(280 nm), les difficultés rencontrées en milieu aqueux et la faible sélectivité de ces composés
demeurent les principaux inconvénients. Les compos€s analogues excitables a plus haute longueur
d’onde qui ont été synthétisés n’ont pas permis de s’affranchir de ces inconvénients et se sont
révélés moins affins pour le cadmium.

Enfin, I’étude d’une sonde de calcium de faible affinité commercialisée par Invitrogen, le
Rhod-5N, a été réalisée. Possédant une pince complexante BAPTA avec un groupement nitro en
position 5 et un fluorophore de type rhodamine, ce fluoroionophore de type PET s’est montré
extrémement affin pour le cadmium en milieu tamponné a pH = 7. Profitant de la constante de
stabilité élevée du complexe formé avec le cadmium et de I’importante exaltation de fluorescence
provoquée par la complexation, une limite de détection de 3,1 pg L™ a ainsi été déterminée. Soluble
en milieu aqueux a pH = 7, excitable a 550 nm, le Rhod-5N s’est également montré tres sélectif par
rapport aux cations K, Na®, Ca*" et Zn*". Seul Pb*" constitue un interférent génant. Néanmoins,
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I’utilisation du Rhod-5N pour la détection de faibles quantités de cadmium est tout a fait
envisageable dans des milieux ou le plomb n’est pas présent en quantité significative. Disponible
commercialement sous forme estérifiée, son utilisation pour la visualisation du cadmium
intracellulaire est également possible.
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Chapitre 4 Introduction

Chapitre 4 : Calixaréne hydrosoluble fluorescent pour la
détection du césium

Comme il I’a été mentionné dans le chapitre 1, le césium, et notamment son isotope radioactif, le
césium 137, est un €lément produit en grande quantité dans les réacteurs nucléaires. Il est donc
présent dans les déchets nucléaires mais peut également étre libéré par accident dans
I’environnement (accidents de Tchernobyl et Goiania).

De nombreuses études portent actuellement sur le développement et la synthése de
nouveaux ligands sélectifs du césium, susceptibles d’extraire sélectivement le césium contenu dans
des déchets nucléaires généralement riches en sodium et en potassium.' Par ailleurs, dans le cadre
du programme Toxicologie Nucléaire Environnementale, plusieurs équipes étudient le transport du
césium du sol vers certaines plantes. De nombreuses méthodes ont été décrites pour la
détermination quantitative du césium comme la spectroscopie d’absorption atomique®, 1’analyse
radiologique™ ou I'utilisation d’électrodes sélectives.™®’ Méme si les limites de détection atteintes
avec certaines électrodes sont tres basses (jusqu’a 8 nM), la spectroscopie de fluorescence possede
certains atouts (outre la sélectivité, la sensibilité, le faible cofit et la rapidité des mesures sur de
petits volumes communes aux deux techniques) tels que I’absence de calibration préalable, et
d’intéressantes possibilités d’imagerie sous microscope. Or, il n’existe a 1’heure actuelle pas de
méthode bénéficiant de ces multiples avantages pour la mesure in situ de faibles concentrations en
césium en milieu aqueux, a fortiori en présence d’un exces de potassium ou de sodium.

Par conséquent, il est nécessaire de développer de nouveaux senseurs fluorescents pour de
telles applications et notre démarche d’ingénierie supramoléculaire s’inscrit dans cette optique. En
se basant sur les nombreuses études précédemment réalisées portant sur les calix[4]arénes bis-

20-25

couronnes(6) en tant que ligand sélectif du césium, ce travail a pour but la synthése et I’étude

d’un nouveau ligand fluorescent hydrosoluble sélectif du césium.

La premicre partie de ce chapitre sera consacrée a un rappel des récentes avancées
concernant la synthése de complexants sélectifs du césium, en mettant I’accent d’une part sur les
fluoroionophores sélectifs, et d’autre part sur les méthodes permettant de rendre un calixaréne
hydrosoluble. La conception et la synthése de la nouvelle sonde hydrosoluble seront ensuite
décrites, puis les propriétés photophysiques et complexantes du ligand en présence de césium seront
rapportées. Enfin, la perspective d’utilisation de la nouvelle sonde dans le cadre d’une collaboration
avec le Pr. El Hage Chahine (ITODYS, Université Paris 7 Denis Diderot) sera évoquée.
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I. Introduction

I.1. Ligands sélectifs du césium

Expérimentalement, le cation Cs™ se comporte comme un cation dur légérement plus mou que les
autres cations alcalins Li", Na', et K". Ainsi, la plupart des ligands sélectifs du césium possédent
dans leur structure plusieurs atomes d’oxygeéne potentiellement en interaction avec le cation.
Plusieurs types de complexants existent: des chélates (dont il n’existe cependant que peu
d’exemples dans la littérature) et trés majoritairement, des calixarénes substitués par des
macrocycles oxygénés de type éther couronne.

I.1.1. Les podands

Les rares exemples de ligands non macrocycliques utilisés pour 1’extraction sélective de traces de
césium radioactif en présence d’un large exces de sodium possédent comme groupes complexants
des fonctions amides, reliées entre elles par un pont polyéthyléne glycol (cf. Figure 4-1).*°

g 0 Gyt D
o e

1-3 (n =1-3) 45 (n=1-2)
Figure 4-1. Exemples de podands utilisés pour [’extraction du césium.

Ces composés forment avec le césium des pseudomacrocycles dans lesquels les atomes
d’oxygene du ligand interagissent avec le cation. Dissous dans le nitrobenzeéne a une concentration
de 10 M, le plus efficace de ces extractants (3) est capable d’extraire 80 % du césium d’un milieu
aqueux contenant 0,04 M d’acide picrique et 0,05 M de NaCl. Néanmoins, ces composés demeurent
peu étudiés au profit de ligands macrocycliques faisant intervenir des éthers couronnes.

I.1.2. Les ligands macrocycliques

Les éthers couronnes

Les éthers couronnes 18-couronne(6) 6 ou 21-couronne(7) 7 comportant respectivement 6 et 7
atomes d’oxygene sont connus pour complexer sélectivement le césium, de méme que des
analogues plus rigides possédant des groupements aryles a la place des ponts éthylénes (8a).'
Fonctionnalisés par des groupements lipophiles augmentant leur solubilité en milieu organique, ils
ont pu étre utilisés comme extractants efficaces en milieu acide (8b)."'

En effet, grace a la présence de nombreux atomes d’oxygeénes complexants, ils répondent
parfaitement au critére nécessaire de dureté et sont susceptibles de former des complexes de métaux
alcalins particulierement stables (cf. Tableau 4-1). De plus, méme si le macrocycle possede un coeur
dont la taille peut varier (estimée entre 2,6 et 3,2 A pour 6 ; entre 3,4 et 4,3 A pour 7), le diamétre
de la cavité demeure particulicrement adapté a la complexation du césium (diamétre ionique de
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3,34 A) par rapport aux cations alcalins de taille inférieure (lithium, sodium et dans une moindre
mesure potassium). Dans le méthanol, des complexes de stoechiométrie 1:1 et 1:2 (métal:ligand)
ont été mis en évidence, une structure de type sandwich étant envisageable pour le complexe ML,.

o™ o™ o
C9 Y
C

7
?\/0\/? o\_/oj &o OJ

/
7 8a R=H
8b R=t-Bu
Figure 4-2. Exemples d’éthers couronnes complexants du césium.
6 7 8a
log K1, 4,62 + 0,03 5,02 +£0,01 4,20+ 0,03
log K> 1,30+ 0,20 - 1,90+ 0,20

Tableau 4-1. Constantes de stabilité de différents éthers couronnes dans le méthanol (d’aprés Frensdorff)."’

Les calixarénes, quant a eux, sont de trés bonnes plateformes supramoléculaires pour la
conception et la synthése de ligands sélectifs de cations (cf. Chapitre 1). IlIs peuvent en particulier
étre tres facilement modifiés chimiquement au niveau des hydroxyles phénoliques (bord inférieur)
ou en position para (bord supérieur), de maniere a fournir une large variété¢ de ligands dont les
propriétés complexantes sont aisément modulables. L’utilisation de macrocycles de type
poly(oxyéthyléne) a notamment permis de synthétiser de nouveaux agents complexants tres
sélectifs de métaux alcalins, ou alcalino-terreux.'” Parmi ces nouvelles familles de composés
macropolycycliques, les calixarénes couronnes et les calixarénes bis-couronnes ont été largement
étudiés.

Les calixarénes couronnes

O
Alfieri et al. furent les premiers a greffer une chaine pentaéthyléne glycol <O\ ;>
sur le p-tert-butylcalix[4]aréne et obtinrent ainsi, le premier exemple de ( )
calixaréne comportant un macrocycle de type polyéther (9)." Suite a ces HO

travaux, les calixarénes couronnes ont été intensivement étudiés au cours
de ces derniéres années. Parmi toutes les conformations et les
fonctionnalisations envisageables pour la plateforme calixarene, il ressort

que les 1,3-dialkoxycalix[4]arénes couronnes(6) 11 sont ceux dont

iy ez - o 14,15
I’affinité et la sélectivité pour le césium sont les plus intéressantes.

La synthése de ce type de composés dont la conformation 1,3-alternée est fixée, s’effectue
en 2 étapes : dans un premier temps, le dialkoxycalix[4]aréne 10 est obtenu par disubstitution
nucléophile entre le calix[4]aréne et un dérivé halogéné en milieu basique, puis la formation du
macrocycle s’effectue par réaction du dialkoxycalix[4]aréne avec un composé ditosylé (ou un
analogue fonctionnel dimésylé ou dihalogéné) en milieu basique en présence d’une base minérale
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(K2CO;3 ou CsyCOs). Leffet template du césium ou du potassium permet 1’obtention de la
conformation 1,3-alternée avec d’excellents rendements (cf. Figure 4-3).

CSZCO3
CH3;CN
TS(OCHzc H2)5OTS
63-83%
10 R = alkyle
11 R =alkyle
1,3-alternée

Figure 4-3. Synthése des calix[4]arénes couronnes(6) en conformation 1,3-alternée.

La taille du macrocycle, intermédiaire entre la 18-couronne(6) et la 21-couronne(7) est
parfaitement adaptée a celle du cation hote lorsqu’il s’agit du césium, avec lequel il se forme un
complexe de stoechiométrie 1:1. Les cations plus petits tels le sodium ou le lithium ne sont pas
complexés efficacement, les groupes phényles du squelette calixaréne empéchant stériquement le
repli de la chaine polyethyléneglycol autour du cation. Celui-ci est d’autant moins favorisé que les
ponts éthyléne du macrocycle de type polyéther sont remplacés par des groupements de type
catéchol plus rigides. La sélectivité pour le césium par rapport au sodium augmente alors de

maniére notable, le potassium restant le principal ion interférent.'®"’

Par ailleurs, il existe dans cette conformation des interactions m entre le cation et les deux
cycles benzéniques du calixaréne qui stabilisent le complexe ainsi formé et accroissent la sélectivité
pour le césium au détriment du sodium.'® Ces interactions ont été mises en évidence par différentes
méthodes : a I’état solide par diffraction des rayons X avec des distances interatomiques Cs-C entre
le cation et les deux cycles aromatiques relativement courtes (de 1’ordre de 3,6 A) ; en solution par
spectroscopie de fluorescence'” et par spectroscopie RMN 'H. Ces interactions sont notamment a
I’origine d’un déblindage des protons aromatiques en meta des groupements phényles du squelette
calixaréne (de ’ordre de 0,15 ppm)."

Les calixarenes bis-couronnes

Parallelement aux calixarénes couronnes précédemment mentionnés, d’autres ligands
macropolycycliques incluant cette fois deux couronnes oxygénées comportant chacune six
oxygenes et greffées sur un squelette de type calix[4]aréne en conformation 1,3-alternée ont été
synthétisés et étudiés. Les raisons pour lesquelles ils sont particulierement sélectifs du césium sont
identiques a celles mentionnées dans le paragraphe précédent (taille du macrocycle, interactions 7
stabilisantes). Ils sont obtenus avec de bons rendements en une seule étape par alkylation du
calix[4]aréne par un dérivé ditosylé (ou analogue) en présence de K,CO; ou de Cs,COs. La
conformation 1,3-alternée est obtenue trés majoritairement par effet template, avec des rendements
satisfaisants sans pour autant travailler en milieu fortement dilué (cf. Figure 4-4).

Ces calix[4]arénes bis-couronnes(6) font preuve d’une remarquable sélectivité pour le
césium par rapport au sodium et dans une moindre mesure vis-a-vis du potassium. Ils ont par
conséquent été largement utilisés comme extractants pour les déchets nucléaires. Via la méthode
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d’extraction dite SLM (Supported Liquid Membrane), ils permettent le passage d’une grande
quantité de césium d’une phase aqueuse acide riche en sodium vers une phase organique ou le
césium est complexé au calixaréne bis-couronne.”® L’influence de la couronne oxygénée sur la
sélectivité est particuliérement forte et a fait Iobjet de nombreuses études.”’*** Ainsi,
I’incorporation d’un ou deux groupements aryles a la place des ponts éthylénes du macrocycle
(composés 13 et 14) augmente la sélectivité pour le césium par rapport au sodium et au lithium par
rigidification de la couronne complexante et par augmentation de la basicité¢ des atomes d’oxygeéne
dans les groupements aryles.

K,COj4

CH4CN, A

/X\

Y/O O\Y

/ \
[0 0) 12 X ={(CH,CH,)-, Y =-(CHaCHy)- 48 %
OTs TsO 13 X = @ Y = +(CH,CHy)- 54 %

P

14 X = (CHoCHy)-,Y = { ) 83 %

Figure 4-4. Synthese des calix[4]arénes bis-couronnes(6).

Pour ces composés qui possedent deux couronnes distinctes et donc autant de sites de
complexation possibles, la question de la stoechiométrie des complexes formés avec le césium se
pose. Bien que la formation d’un complexe unique de stoechiométrie 1:1 dans les conditions
utilisées pour certaines expériences d’extraction liquide-liquide suffise a rendre compte des
propriétés d’extraction observées,” I’existence d’un second complexe de stoechiométrie 2:1, c’est-
a-dire deux cations césium pour un ligand, a également été¢ mise en évidence par cristallographie
des rayons X** et confirmée en solution par absorption UV-visible® et RMN 'H.*> Le Tableau 4-2
récapitule les valeurs des constantes de formation du complexe ML avec différents métaux alcalins
dans 1’acétonitrile. Pour le composé 12, des constantes du méme ordre de grandeur ont été trouvées
en milieu organo-aqueux, dans un mélange acétonitrile/eau 90:10.

12 13 14
log ,311 ,311CS+/ ﬂllM+ log ﬂu ﬂ11C5+/ ﬂuMJr log ﬂll ,311CS+/ ﬂllM+
Li"  23+0.2 398 1,5+0,2 2510 2,18 £0,03 13200
Na"  1,97+0,08 851 1,5+0,2 2510 <1 >10°
K" 4,12+0,08 6,0 432 +0,05 3,8 5,22 £ 0,05 12,0
Cs" 49+0,1 - 49+02 - 6,3+0,2 -

Tableau 4-2. Logarithmes des premieres constantes de stabilité des complexes ([;;) des principaux cations
alcalins avec différents calixarénes bis-couronnes dans [’acétonitrile.

La complexation du second cation est plus difficilement observable car moins favorable
thermodynamiquement : les constantes de stabilité des complexes ML sont plus faibles que pour le
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complexe ML. Ainsi, la constante K, de formation du complexe M,L entre le césium et le composé
14 (¢f. eq. 4-2) n’est que de 6,3 x 10°, soit quasiment de trois ordres de grandeur inférieure &
(2,0 x 10°. On parle alors d’effet anti-coopératif. Plusieurs facteurs peuvent en étre a ’origine :
tout d’abord, la répulsion électrostatique entre les deux cations dans chacune des couronnes
oxygénées qui défavorise la formation du complexe M,L. La présence d’un cation dans une des
boucles de complexation peut également induire un changement conformationnel dans la deuxiéme
boucle complexante et entrainer une diminution de 1’affinité de ce second site pour le cation.

I.2. Fluoroionophores sélectifs du césium en milieu organique

1.2.1. Fluoroionophores de type benzocouronne

L’un des rares exemples de senseurs fluorescents sélectifs de césium ne comportant pas de

I 26

calixaréne a été décrit en 2000 par Xia et al.” L’entité de reconnaissance du cation césium est un

éther couronne(6) tandis que le fluorophore est dérivé distyrylbenzénique dicyané (composé 16).

Le rendement quantique de fluorescence de 16 dans les solvants polaires tels que
I’acétonitrile ou I’acétone en absence de cation est trés faible (®r ~ 0,001).” Lors de I’ajout de
césium, peu d’effets sont observés en absorption. En revanche, en excitant a 350 nm, une
importante exaltation de fluorescence se produit (d’un facteur 20 environ) accompagnée d’un
déplacement bathochrome de 44 nm (de 482 a 526 nm). Ces phénomenes sont attribués a la
formation d’un complexe de type sandwich avec le césium, dans lequel chaque couronne du
fluorophore est en interaction avec un cation (Figure 4-5). La constante de stabilité, exprimée en
log £ pour la formation d’un complexe de stoechiométrie 1:1 est de 4,3 dans 1’acétone. Quant a la
sélectivité vis-a-vis du potassium et du sodium, elle provient essentiellement du fait que ces cations
alcalins ne conduisent pas & une conformation de type sandwich nécessaire a I’augmentation du
rendement quantique de fluorescence, et n’induisent par conséquent que trés peu d’effets sur les
spectres de fluorescence. En revanche, des expériences de compétition mettent en évidence des
interférences importantes lors de la complexation du césium en présence de potassium ou de

sodium.
NC O CN
(O/_\O = () o/_\o—> o — &) &)
O (0] O 0]
& J 16 & J peu fluorescent fluorescent
P RN

Figure 4-5. Mode de complexation du césium pour le composé mol

Par conséquent, ce type de composé possede une bonne sélectivité pour le césium du point
de vue des effets photophysiques associés a la complexation. Néanmoins, la sélectivité chimique du
site de reconnaissance vis-a-vis du sodium et du potassium demeure insuffisante. Des
fluoroionophores plus sélectifs sont donc nécessaires et ceux a base de calixarenes semblent étre les
plus a méme de répondre a ces exigences.
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1.2.2. Fluoroionophores de type calixaréne

Les calix[4]arénes couronnes(6) et les calix[4]arenes bis-couronnes(6) en conformation 1,3-alternée
étant d’excellents complexants du césium en terme de sélectivité et de sensitivité, la plupart des
fluoroionophores décrits dans la littérature pour la détection sélective du césium en solvant
organique (de type PET ou PCT) sont construits a partir de cette plateforme supramoléculaire.

Fluoroionophores de type PET

Dabestani et al. ont synthétisé plusieurs fluoroionophores calixaréne-couronne(6) ou calixaréne bis-

28,29 - (i 30
“~ ou simplement anthracénique

couronne(6) de type PET possédant un motif cyanoanthracéne
comme fluorophore. Il est relié de maniére covalente mais non conjuguée par un groupement

catéchol incorporé dans la couronne complexante (cf- Figure 4-6).

=~

‘ A Y

transfert d'électron photoinduit

,X\ transfert d'électron photoinduit inhibé

Figure 4-6. Exemples de fluoroionophores de type PET sélectifs du césium.

Dans ces fluoroionophores de type PET, la complexation du césium se traduit par une
augmentation du rendement quantique de fluorescence, résultant de I’inhibition du transfert
d’¢électron réductif des oxygenes donneurs du groupement catéchol vers le motif cyanoanthracene.
La complexation d’un métal alcalin par interaction avec les oxygeénes de la couronne augmente le
potentiel d’oxydation du catéchol de la couronne, rendant alors impossible le transfert d’¢lectron
vers le fluorophore excité.

Dans un milieu CH,Cl,/MeOH 1:1, I’exaltation de fluorescence avec le césium atteint un
facteur 8,2 pour 17, et 11,7 pour le calixaréne bis-couronne 18. L’évolution des spectres
d’absorption et de fluorescence avec ’ajout de césium laisse supposer la formation d’un complexe
de stoechiométrie 1:1 pour 17 (log K;; = 7,08) ; tandis que le composé 18 forme dans un premier
temps un complexe ML (log K;; = 6,9) puis un second complexe ML (log K»; = 4,0). L hypothese
de I’existence du complexe M,L a également été confirmée par RMN 'H. La sélectivité de ces
composés pour le césium est relativement bonne comme 1’indique les valeurs des constantes de
stabilité¢ mesurées avec différents métaux alcalins (Tableau 4-3).
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L’effet anti-coopératif est particulicrement visible pour le composé 18 : alors que la
premiere constante d’association est similaire a celle de 17, la constante de formation du complexe
M,L est beaucoup plus faible. De plus, I’exaltation de fluorescence associée a la complexation du
second cation est plus importante que celle observée lors de la formation du complexe ML, et ceci
est d’autant plus vrai que le cation alcalin est volumineux. En effet, les répulsions électrostatiques
entre les 2 cations au sein de chaque boucle impliquent que ces derniers sont davantage en
interaction avec les oxygenes des groupements catéchols et inhibent plus efficacement le transfert
d’électron photoinduit.

17 18
IOg K11 (DF 10g K]] 10g Kz] (DF

ligand - 0,0085 - - 0,0082

Na* 2,6 0,031 3,1 1,6 0,016

K" 5,5 0,037 5,7 2,7 0,049

Cs' 7,08 0,070 6,9 4,0 0,096

Tableau 4-3. Constantes de complexation et rendements quantiques des composés 17 et 18 avec différents
cations alcalins dans un milieu CH,Cl,/MeOH 1:1.

En raison de constantes de complexation trés élevées, il est donc possible d’envisager
’utilisation de ce type de composés pour la détection de traces de césium en milieu organique
(concentrations inférieures au uM). Cependant, les fluorophores de type cyanoanthracene ne sont
pas trés stables d’un point de vue photochimique et de nombreuses conditions expérimentales
peuvent influencer le transfert d’électron photoinduit (polarité, force ionique, etc.). Des
fluoroionophores sélectif du césium de type PCT ont donc été congus.

Fluoroionophores de type PCT

Récemment au laboratoire ont été développés deux nouveaux senseurs fluorescents sélectifs du
césium a transfert de charge photoinduit : Calix-COU1 et Calix-COU2.>' Les fluorophores utilisés
sont des 6,7-dialkoxycoumarines, treés stables du point de vue photochimique et possédant un
rendement quantique de fluorescence élevé. Ici, elles sont incorporées au sein de la boucle
complexante de calix[4]arénes bis-couronnes(6) en conformation 1,3-alternée suivant une voie de
synthese qui sera décrite dans la paragraphe II de ce chapitre.

Calix-COU1 Calix-COU2

Figure 4-7. Formule des composés Calix-COUI et Calix-COU2
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Les propriétés photophysiques et complexantes des composés Calix-COUT1 et Calix-COU2
ont été dtudides dans différents solvants organiques (éthanol et acétonitrile). Le rendement
quantique de fluorescence respectif de ces composés dans I’éthanol est de 0,28 et 0,29.

Pour les complexes de métaux alcalins, peu d’effets en absorption sont observés. En
revanche, le rendement quantique de fluorescence des complexes formés est beaucoup plus faible
que celui du ligand libre, et les spectres d’émission subissent un léger déplacement hypsochrome.
Cet effet est d’autant plus important que la densité de charge du cation complexé est grande. En
effet, lors de la complexation, le cation entre en interaction avec les oxygenes du cycle benzénique
de la coumarine. Or, dans ce type de fluorophore, la fluorescence observée est la résultante du
transfert de charge se produisant entre un groupe donneur (en 1’occurrence les oxygenes
benzéniques de la coumarine) et un groupe accepteur (la lactone). Le cation, ici en interaction avec
les atomes donneurs, tend alors a diminuer ce transfert, ce qui se traduit par un déplacement vers le
bleu en émission et une inhibition de la fluorescence (cf. Figure 4-8).

1 1.2
(@) (b)

L
1
08| oM -
08 e
. 0.6 - . roon
< < / \
D [Cs™/[L] =600 D06 / .
_“-0 41 — \
04+ \\
02+ 02l \\ ML
0 | | oLz | IR
350 400 450 500 550 350 400 450 500 550
A/ nm A/ nm

Figure 4-8. (a) Evolution des spectres de fluorescence de Calix-COU?2 dans [’éthanol ([L] = 19 uM) avec

l’ajout d’acétate de césium (Ao = 310 nm) ; (b) spectres des especes L, ML et M2L reconstruits par le
logiciel SPECFIT™

L’analyse des spectres d’absorption et de fluorescence dans 1’éthanol avec ces 2 ligands
fluorescents a mis en évidence la formation de deux complexes successifs de stoechiométrie 1:1 et
2:1. Les valeurs des constantes de complexation, définies pour les équilibres ci-dessous, sont
consignées dans le Tableau 4-4.

[CsL']
n + Lt K. = _ eq. 4-1
L+ G Cs " ICs L]
Cs, 1> Cs, 1>
CsL* + Cs° == (s, Km:% ﬂﬂ:% eq. 4-2
[Cs™][CsL™] [Cs™]°[L]

- 161 -



Chapitre 4 L. Introduction

Calix-COU1 (® = 0,28) Calix-COU2 (® =0,29)
log K1, log K>, Oy Oy log K1, log K>, Oy Dy
Na® 2,57 £0,05 - 0,26 - 2,48 £ 0,06 - 0,26 -

K" 5,03 £0,09 247+0,09 025 0,06 4,81+0,07 246+0,06 0,26 0,05
Cs' 6,9 +0,15 391+0,15 0,24 0,12  6,68+0,09 3,81+0,1 0,24 0,12

Tableau 4-4. Constantes de stabilité et rendements quantiques de fluorescence (erreur 5-10 %) des
complexes de Calix-COUI et Calix-COU?2 avec différents métaux alcalins dans [’éthanol.

La sélectivité Cs'/Na" est particuliérement élevée tandis que le potassium reste I’interférent
principal. Certes, les constantes de formation du complexe de potassium demeurent inférieures a
celles mesurées pour le césium, mais les effets photophysiques associés sont plus importants dans la
mesure ou la densité de charge du potassium est de 0,75 q¢ A™! contre 0,60 q A pour le césium.

Enfin, en ce qui concerne I’effet anti-coopératif, celui-ci se traduit par une constante de
formation du complexe ML, K5, de trois ordres de grandeur plus faible que K;; pour le césium. De
plus, les effets photophysiques associés a la complexation du second cation sont beaucoup plus
significatifs que ceux observés lors de la formation du complexe ML. Compte tenu de la répulsion
électrostatique entre les deux cations complexés dans chaque couronne, ils interagissent davantage
avec les oxygeénes donneurs de la coumarine. Cela explique que le rendement quantique de
fluorescence du complexe M,L soit beaucoup plus faible que celui du complexe ML.

Au vu des résultats obtenus sur ces composés (constantes de stabilité ¢levée et sélectivité
satisfaisante pour le césium), leur utilisation comme senseurs fluorescents semble envisageable.
Néanmoins, leur application reste cantonnée aux milieux organiques, compte tenu de 1’insolubilité
de ces composés calixarénes en phase aqueuse. Il est par conséquent judicieux de synthétiser des
analogues hydrosolubles.

1.3. Calixarénes hydrosolubles sélectifs du césium : voies de synthése
et propriétés

1.3.1. Généralités sur les calixarénes hydrosolubles

Avec le développement de la chimie verte et en raison de problématiques environnementales de
plus en plus présentes, les calixarénes hydrosolubles sont devenus 1’objet de nombreuses recherches
en chimie supramoléculaire. Depuis les premiers exemples rapportés par Ungaro>” et Shinkai,* une
trés large variété de nouveaux composés ont ¢té obtenus afin d’en évaluer les propriétés
complexantes.*

Les calixarenes hydrosolubles sont synthétisés par fonctionnalisation du coeur calixaréne ou
bien par modification des chaines latérales avec différents groupements hydrophiles neutres
(sucres,” cyclodextrines,’®” chaines polyéthyléneglycol),™ cationiques ou anioniques tels que des
ammoniums NR3+,39 des carboxylates COg',40 des sulfonates SO3',41 et des phosphonates P032'
22834 Leur propension a former en milieu aqueux des complexes avec des cations métalliques a fait
I’objet de nombreuses études.

Lemaire ef al. ont récemment développé un procédé d’extraction du césium pour les déchets
nucléaires basé sur la nanofiltration. Contrairement aux procédés d’extraction usuels de type SLM,

- 162 -



Chapitre 4 L. Introduction

cette technique nécessite une complexation préalable du césium en milieu aqueux afin d’améliorer
la séparation ionique.*"*® Ces auteurs ont alors adapté de nouvelles méthodologies de synthése pour
les calix[4]arénes bis-couronne(6) en conformation 1,3-alternée afin de les rendre hydrosolubles, et
ils ont évalué leurs propriétés complexantes pour le césium en milieu aqueux.

Les groupements hydrophiles permettant de rendre ces position para
calix[4]arénes bis-couronnes(6) hydrosolubles sont nombreux et sont activee
susceptibles d’étre introduits directement sur le calixaréne ou bien sur O/ \O

la couronne.” Nous ne nous intéresserons par la suite qu’aux
groupements carboxylates, hydroxyles, et sulfonates greffés
directement sur le squelette calixarene. La synthese de tels composés
met a profit la réactivité en para des oxygenes des cycles benzéniques
du squelette calixaréne. La position para est en effet fortement activée
du fait de I’effet mésomere donneur de I’oxygene. Cette forte réactivité

permet alors un parfait contrdle de la régiosélectivité.

1.3.2. Ionophores carboxylés ou hydroxylés

Les acides benzoiques et les phénols sont facilement ionisables en milieu basique du fait de leur
faible pK, (respectivement autour de 4,2 et 10,0).48 Par conséquent, la fonctionnalisation de
calix[4]arénes bis-couronnes(6) par un ou plusieurs de ces groupements permet de rendre soluble
ces composés en milieu basique (pH =11).

i) 1.t-BuLi, THF
-78°C
2.B(OMe),
3.NaOH . H,0

ou
ii) 1. n-BuLi, THF
-78°C
2.CO,

12 19 i) R=0H, 65% 20
i) R=COOH,45% 21

Figure 4-9. Syntheése de calix[4]arénes bis-couronnes hydroxylés et carboxylés.

Une des voies de synthése décrite® consiste en la bromation sélective en para des oxygénes
du calix[4]aréne bis-couronne en présence de dibrome dans le dichlorométhane a 0°C. Le composé
tétrabromé 19 est un intermédiaire clé dans 1’obtention de composés hydroxylés ou carboxylés, via
des réactions d’échange lithium-brome a -78°C dans le THF entre le dérivé bromé et une base
lithiée. Le piégeage de 1’espece lithiée par B(OMe);, suivi d’'une oxydation en milieu basique et
d’une hydrolyse acide®® conduisent 4 I’obtention du dérivé tétrahydroxylé 20. Le dérivé carboxylé
21 est synthétisé par piégeage de I’intermédiaire lithié avec du CO; sec (cf. Figure 4-9).”!

En milieu aqueux basique (pH = 11 imposé par de la soude 0,01 M), il a été montré par
spectroscopie d’absorption UV-visible que 20 et 21 forment un complexe de stoechiométrie 1:1.
Les constantes de stabilité¢ des complexes, exprimées en log K1, sont respectivement de 5,63 et 4,78
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avec le césium. La sélectivité n’est cependant pas excellente, le rapport des constantes de stabilité
des complexes de césium et de potassium n’étant que de 10 environ.

Par conséquent, ces composés sont certes de bons complexants, mais relativement peu
sélectifs. Par ailleurs, I’incorporation de groupements carboxylates ou hydroxyles ionisables en
milieu aqueux implique de travailler a un pH fixé, de préférence basique pour avoir une solubilité
suffisante. Un fort effet du pH sur les propriétés complexantes est également a craindre. A I’inverse,
les groupements sulfonates ne présentent pas de tels inconvénients.

1.3.3. Ionophores sulfonés

En milieu aqueux, les groupements acides sulfoniques se déprotonent tres facilement. En effet, le
pK. du couple de I’acide benzenesulfonique (C¢HsSO3H/CsHsSO3) est de 0,7.48 La protonation des
fonctions sulfonates n’a donc lieu qu’a des pH extrémement acides. Aussi, ces groupements sont
largement utilisés pour leurs propriétés hydrophiles, notamment dans la synthése de tensioactifs. Ils
sont donc parfaitement adaptés a la synthése de composés complexants du césium, hydrosolubles et
peu sensibles au pH.

Plusieurs méthodes permettent la fonctionnalisation de la position para par des groupements
sulfonates : la sulfonation directe, 1’ipso-sulfonation d’un tert-butylcalixaréne, et Ila
chlorosulfonation.” Ainsi, une méthode classique consiste & faire réagir & température ambiante le
calixaréne bis-couronne 12 en milieu acide sulfurique concentré 96 %.”*>* Néanmoins, ces
conditions expérimentales sont particulierement dures. Lemaire ef al. ont pu réaliser cette réaction
dans des conditions plus douces en deux étapes avec des rendements satisfaisants.”> Le composé

tétrasulfoné 23 est obtenu avec un rendement global de 51 % via I’intermédiaire chlorosulfoné 22
(cf- Figure 4-10).

CISO3zH pyridine, H,O
CHCI3 , -10°C NaHCO3 , TA
54 % 94 %
(OlNe]
ClO,S SO,CI NaO3S ( j SO;3Na
0] )
Q O\J
12 22 23

Figure 4-10. Synthese de calix[4]arénes bis-couronnes sulfonés.

Le composé 23 complexe le césium en milieu aqueux a pH =11 avec une constante de
3,2 x 10*. Cette valeur est légérement plus faible que celle mesurée pour les composés hydroxylés
ou carboxylés. Pourtant, I’insensibilité¢ de ces composés en fonction du pH en fait de trés bons
candidats pour développer de nouveaux senseurs fluorescents hydrosolubles sélectifs du césium.
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1.4. Vers la conception d’un nouveau senseur fluorescent hydrosoluble

Les calix[4]arénes bis-couronnes(6) en conformation 1,3-alternée constituent 1’'une des architectures
supramoléculaires les plus adaptées a la complexation du césium. D’autre part, le fluoroionophore
Calix-COU2 développé au sein de 1’équipe a montré d’intéressantes propriétés complexantes et
photophysiques en milieu organique en présence de césium. Enfin, certaines méthodologies de
synthése permettent de fonctionnaliser les calixarénes par des groupements sulfonates
hydrosolubles, non sensibles au pH, et ce dans des conditions réactionnelles douces. La synthese et
I’étude des propriétés photophysiques et complexantes d’un tout nouveau calix[4]aréne bis-
couronne(6), avec deux coumarines fluorescentes incluses dans chacune des couronnes et quatre
groupements sulfonates (Calix-COUSULF) ont donc été entreprises.

Calix-COUSULF
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ll. Synthése de la sonde Calix-COUSULF

I.1. Analyse rétrosynthétique

La voie rétrosynthétique envisagée (cf. Figure 4-11) pour I’obtention du calixarene Calix-
COUSULF consiste a fonctionnaliser le calixaréne par les groupements sulfonates lors de 1’ultime
étape de synthése. En effet, la présence de groupements hydrosolubles des le début de la synthése
risque, d’une part de compliquer les étapes de purification des produits intermédiaires, et d’autre
part, de poser des problemes de réactivité dus a la faible solubilité¢ des sulfonates en milieu
organique. Quant au calixaréne bis-couronne en conformation 1,3-alternée, sa formation peut
s’effectuer par alkylation du calix[4]aréne avec un dérivé coumarinique substitué par deux bons
groupes partants, lui-méme étant synthétisé a partir de la 6,7-dihydroxy-4-méthylcoumarine
commerciale.

— OH

0" O OH

6,7-dihydroxycoumarine

I

OK\O/\GP
o O ?\/O\jp

(0] / (0] /
0] o]
Calix-COUSULF Calix-COU2 Calix[4]aréne

Figure 4-11. Analyse rétrosynthétique pour [’obtention du composé Calix-COUSULF.

II.2. Synthése du fluoroionophore Calix-COUSULF

La synthése de ce nouveau fluoroionophore sulfoné (cf. Figure 4-12) reprend les étapes de synthése
du composé Calix-COU2 précédemment décrites.”’ Dans un premier temps, la 6,7-dihydroxy-4-
méthylcoumarine 24 est alkylée par substitution nucléophile sur le 2-(2-chloro)ethoxyéthanol dans
I’acétonitrile au reflux en présence de carbonate de potassium avec un rendement de 37 %. La
réaction du diol 25 avec le chlorure de tosyle dans le dichlorométhane en présence d’une amine
tertiaire (trié¢thylamine) permet I’obtention de deux bons groupes partants avec un rendement
satisfaisant de 74 %. Le greffage de ce composé ditosylé 26 sur le calix[4]aréne conduit, par effet
template du potassium au reflux de 1’acétonitrile en présence de K,CO;, a la formation du
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calix[4]aréne bis-couronne Calix-COU2 avec un rendement de 43 %. La conformation 1,3-alternée
est confirmée par I’équivalence magnétique constatée en RMN 'H pour les protons des ponts
méthylénes CH, du squelette calixaréne (un seul signal singulet intégrant pour 8 protons a 3,78 ppm
dans CDCl3).

C'hO/\OH f O/\OH TsCl, NEt, oﬁO/\

= OH K,CO; CHCN -~ CH,Cl, = OTs
—_— —_—
o~ o OH  Reflux 07 "0 0] OH 0°C->TA 0™ "0 o] OTs
37 % K/O\) 4% K/O\)
24 25 26
H
4
K5CO3 CH3CN
43 %
0 o}
g q )

/\O O/\

o Cl0;S S0,Cl0

Pyridine / H,O HSO,CI, CHCl3
NaHCO; TA -10°C -> TA
- -
92 % 87 %
SO3Na ClO,S SOLCI

Oy S

o} o}
Calix-COUSULF Calix-COUSO,CI Calix-COU2

Figure 4-12. Synthese du composé Calix-COUSULF.

La sulfonation du calixaréne bis-couronne Calix-COU2 s’effectue en deux étapes,
conformément aux conditions opératoires mises au point par Lemaire et al.,” reprises récemment
par Vicens et al. pour la sulfonation de calix[4]arenes 1,2;3,4-bis-couronne en conformation cone.>®
Ainsi, I’intermédiaire Calix-COUSO,Cl est obtenu avec un excellent rendement de 87 % par
chlorosulfonylation dans le chloroforme a — 10°C. L’hydrolyse de ce composé en milieu aqueux en
présence de pyridine conduit, aprés neutralisation avec NaHCOs a la formation du tétrasulfonate de
sodium Calix-COUSULF. Ce dernier est obtenu de manicre quasi-quantitave apres purification par
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précipitation dans 1’acétone. L’utilisation de conditions douces pour la sulfonation du calixaréne
permet I’obtention du produit désiré sans que la sulfonation de la coumarine n’ait lieu.

A TDinstar du calixaréne bis-couronne Calix-COU2, les protons des ponts méthylénes du
calixarénes sont magnétiquement équivalents puisqu’un signal singulet intégrant pour 8 protons est
observé a 4,07 ppm par RMN 'H dans D,0. Cependant, il est intéressant de noter que la coumarine
introduite dans la couronne n’est pas symétrique. L’analyse des spectres RMN 'H montre d’ailleurs
dans la zone entre 3,75 et 3,96 ppm des massifs intégrant pour 4 protons, ce qui est justifié¢ par le
fait que les protons des groupements CH, des ponts éthyléne glycol ne sont pas forcément tous
équivalents, selon qu’ils se trouvent sur les ponts éthyléne glycol en position 6 ou en position 7 de
la coumarine.

Figure 4-13. Formes énantiomeres obtenues lors de la synthese de Calix-COU2.

Derni¢rement, 1’introduction de la coumarine dissymétrique implique que deux
atropoisomeres sont obtenus lors de la formation de la bis-couronne, vraisemblablement en mélange
racémique (cf. Figure 4-13). Méme si I’affinité de chaque énantiomére pour une espece chirale
risque d’étre différente, les propriétés complexantes et photophysiques des deux énantiomeres vis-a-
vis d’un cation (achiral) demeurent identiques.
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lll. Propriétés complexantes et photophysiques

lll.1. Etude préliminaire du ligand Calix-COUSULF en milieu aqueux

II1.1.1. Etude dans I’eau : influence du sodium et du pH

Propriétés photophysiques dans I’eau millipore

Le composé Calix-COUSULF est trés soluble en milieu totalement aqueux aux concentrations
nécessaires pour la spectroscopie de fluorescence (10°a 10° mol L™). Son coefficient d’absorption
molaire dans I’eau est de 19800 mol” L cm™ et le maximum d’absorption se situe a 334 nm. Le
spectre de fluorescence obtenu en excitant a 337 nm fait apparaitre une large bande a transfert de
charge dont le maximum se trouve a 423 nm. Le rendement quantique de fluorescence dans I’eau
est relativement élevé et atteint 0,39. Ces valeurs sont comparables a celles rapportées pour Calix-
COU2 dans 1’éthanol (22200 mol L' cm™ a 335 nm). Seul le rendement quantique est légérement
supérieur (0,39 contre 0,29). Le déclin de fluorescence du composé enregistré au maximum de la
bande d’émission est monoexponentiel et la durée de vie mesurée est de 3,63 + 0,02 ns (3> = 1,27).

Propriétés complexantes avec le sodium et role du pH

Lors de sa synthese, Calix-COUSULF est obtenu sous la forme d’un tétrasulfonate de sodium a la
suite d’une neutralisation par I’hydrogénocarbonate de sodium. Dans I’eau pure, il n’est donc pas
exclu que le ligand soit complexé par les ions sodium qu’il apporte lui-méme dans le milieu. Afin
d’évaluer les propriétés complexantes de Calix-COUSULF avec le sodium, des expériences ont été
réalisées en milieu tamponné a pH = 7, en utilisant un tampon dépourvu de cations métalliques
lutidine-HC1O4 50 mM. 11 a été¢ montré qu’aucun effet photophysique significatif n’est observé pour
des concentrations en sodium inférieures a 25 mM. Cette concentration doit atteindre 50 mM pour
qu’une exaltation de fluorescence supérieure a 10 % soit observée.

(a) 16 (b)
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14 / \
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Figure 4-14. (a) Spectres d’absorption et de fluorescence normés de Calix-COUSULF dans I’eau ([L] =
3,9 uM, Ao =337 nm) ; (b) Spectres de fluorescence de Calix-COUSULF dans un tampon lutidine 50 mM
équilibré a pH = 7 par HCIO, en présence de NaClOy, ([L] = 5,5 uM, Aex. =337 nm).
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L’effet du pH sur les propriétés photophysiques a également été évalué pour une gamme de
pH comprise entre 6 et 9, par ajout de soude dans un milieu contenant le ligand Calix-COUSULF
dans de I’eau millipore. Aucune modification spectrale n’est a noter, ni en absorption, ni en

émission.

II1.1.2. Choix du milieu et étude du ligand

L’absence d’effets du pH et de concentrations en ions sodium égales a 25 mM sur les propriétés
photophysiques de Calix-COUSULF, nous a permis d’envisager 1’étude de ce ligand dans un milieu
compatible avec des études en biologie cellulaire (en terme de type de tampon et de pH). Notre
choix s’est porté sur un milieu totalement aqueux, dont le pH est fixé & 7 par un tampon de type
MES a 50 mM," équilibré au pH souhaité par ajout de 25 mM de NaOH. Sauf mention contraire,

toutes les expériences décrites ci-apres seront réalisées dans ce milieu.

1
t=3,51ns
1000 =113
0.8
® &
% 2 100-
_80.6 u
o
3
<04 10 -
|1 | |
0.2 wao 4 8 12 16 20 24 28 32
>
© mme Crin o, S s I
\ | | Qg \ \ \ \ \ \ \ \
300 350 400 450 500 ad 0 4 8 12 16 20 24 28 32
A/ nm t/ns

Figure 4-15. (a) spectres d’absorption et de fluorescence normés de Calix-COUSULF dans le tampon
MES-NaOH ([L] = 5,2 uM, A... =337 nm) ; (b) déclin de fluorescence de Calix-COUSULF dans MES-

NaOH (Ao = 330 nm, A,,, = 420 nm, 39 ps canal'l).

Milieu Eau millipore Tampon MES-NaOH
Aun (nm) © 334 334
g(mol' Lem™) ™ 19 800 20 200
A, (nm) ” 423 423
o " 0,39 0,40
7 (ns) 3,63 +0,02 3,51 +0,04
ke (s 1,07+0,11 x 10° 1,14 £ 0,13 x 10*
For (s™) 1,67 +0,11 x 10® 1,71 +0,2 x 10

"déterminé a+ 1 nm, " déterminé a + 10 %
Tableau 4-5. Récapitulatif des principales constantes photophysiques pour Calix-COUSULF dans différents
milieux.

0 Y
N
* MES = acide 2-morpholinoethanesulfonique " sosH
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Dans le tampon MES-NaOH 50 mM a pH = 7, les propriétés photophysiques de Calix-
COUSULF sont trés comparables a celles enregistrées dans 1’eau pure. En effet, le coefficient
d’absorption molaire au maximum de la bande d’absorption & 334 nm est de 20200 mol L' cm™. Le
rendement quantique de fluorescence vaut 0,4 et le maximum de fluorescence est atteint pour
Aem=423 nm. Le déclin de fluorescence est également monoexponentiel ; la durée de vie
correspondante est de 3,51 = 0,04 ns (x> = 1,13). Les principales constantes photophysiques du
ligand dans 1’eau et dans le tampon MES-NaOH sont récapitulées dans le Tableau 4-5. Les valeurs
des constantes de vitesse radiatives et non radiatives sont calculées a partir des valeurs du
rendement quantique de fluorescence @ et de la durée de vie de 1’état excité 7 (cf- Chapitre 1).

Le composé Calix-COUSULF présente des propriétés trés intéressantes dans le tampon
MES-NaOH a pH = 7 pour une application en tant que fluoroionophore de type PCT. En effet, la
sensibilité de détection par fluorescence est d’autant plus grande que I’efficacité d’absorption et le
nombre de photons émis par photon absorbé sont grands. Grace a un produit € X @ élevé, le signal
de fluorescence mesuré pour Calix-COUSULF est particulicrement intense, suggérant ainsi la
possibilité de travailler a faible concentration en sonde pour la détection de trés faibles quantités de
métal. D’autre part, le déplacement de Stokes est de 88 nm ce qui laisse supposer un transfert de
charge efficace lors du passage a 1’état excité. La présence d’un cation a proximité des oxygenes
donneurs de la coumarine est donc fortement susceptible d’induire des modifications majeures des
propriétés photophysiques des fluorophores coumarines.

lll.2. Complexation du césium en milieu MES-NaOH a pH =7

Les propriétés complexantes de Calix-COUSULF pour le césium ont été [’objet d’études
approfondies par absorption UV-visible, fluorescence stationnaire et résolue en temps et RMN 'H.
Elles mettent en évidence une trés bonne affinité pour le césium en milieu aqueux et soulignent le
role majeur des groupements sulfonates dans la complexation. Un modele permettant d’expliquer
les effets observés sera proposé.

II1.2.1. Etudes spectroscopiques

Dans ce paragraphe seront décrits les effets photophysiques induits par le césium dans un milieu
tampon MES-NaOH 50 mM a pH = 7. Les principaux paramétres thermodynamiques (constantes de
formation) et photophysiques des complexes formés par Calix-COUSULF avec le césium seront
déterminés.

Etude par spectroscopie d’absorption

Les spectres d’absorption de Calix-COUSULF dans le milieu tampon MES-NaOH sont enregistrés
pour différentes concentrations en césium Cs’ par ajouts croissants d’une solution concentrée
d’acétate de césium Cs(OAc). La concentration en ligand est maintenue constante tout au long du
dosage ([L] = 3,3 x 10” M). Les cinétiques de complexation sont suffisamment rapides & 20°C pour
se dérouler dans le temps du mélange de la solution.

La complexation du césium par Calix-COUSULF induit un déplacement bathochrome des
spectres d’absorption de 10 nm, ainsi qu’une légeére augmentation du coefficient molaire
d’absorption (cf. Figure 4-16). La présence d’un point isosbestique a 337 nm est également a
signaler. La plupart des spectres de fluorescence présentés par la suite seront enregistrés apres
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excitation a cette longueur d’onde, aucune correction due a une variation d’absorbance n’étant

nécessaire.
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Figure 4-16. (a) Evolution des spectres d’absorption de Calix-COUSULF avec [’ajout de CsOAc dans le
tampon MES-NaOH, [L] = 33 uM ; (b) spectres d’absorption du ligand L et des complexes de césium ML
et ML reconstruits par le logiciel SPECFIT™ ; (c) ajustement numérique a 320 nm et 350 nm ; (d)
diagramme de spéciation de Calix-COUSULF avec [’ajout de césium.

L’ajustement numérique avec le logiciel SPECFIT™ est optimal lorsque le modele fait
intervenir trois especes qui absorbent la lumiére : le ligand, et deux complexes de stoechiométrie
respective 1:1 et 2:1 (métal:ligand). Ces stoechiométries se justifient par les résultats obtenus
précédemment avec le calixaréne bis-couronne Calix-COU2 et seront confirmées par les résultats
obtenus par fluorescence stationnaire (paragraphe suivant).

Les valeurs des constantes de formation de ces complexes, correspondant aux équilibres
définis précédemment (eq. 4-1 et eq. 4-2), ont pu étre déterminées ainsi que les spectres respectifs
de chaque espece (cf. Figure 4-16).
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log K, log K, log /1 K>1/K1q

4,10+ 0,04 3,82 +0,05 7,92 £0,05 0,50 +0,29

Tableau 4-6. Constantes de formation déterminées par absorption pour les complexes ML et ML entre
Calix-COUSULF et le césium dans le tampon MES-NaOH a pH =7.

Les valeurs des constantes de stabilité¢ des complexes formés (Tableau 4-6) sont du méme
ordre de grandeur que celle de la littérature pour le calixaréne sulfoné 23 a pH = 11. Elles sont
logiquement tres inférieures a celles des composés Calix-COU1 et Calix-COU2 dans 1’éthanol,
I’eau étant un solvant particulierement dissociant et peu favorable a des constantes de complexation
¢levées. Le diagramme de spéciation de Calix-COUSULF dans le tampon MES-NaOH montre qu’il
n’existe pas de concentration en césium pour laquelle le complexe de stoechiométrie 1:1 est trés
majoritaire.

Le rapport des deux constantes K»; et K est de 0,5 £ 0,29. Lorsqu’un ligand possede deux
sites de complexation de méme affinité pour un cation et indépendants, ce rapport vaut en théorie
0,25.”7 Aux erreurs expérimentales prés, les deux couronnes semblent donc quasiment équivalentes
du point de vue de la complexation : I’insertion du second cation se fait aussi « facilement » que
celle du premier. Le comportement de Calix-COUSULF vis-a-vis d’un second cation Cs" est trés
différent de celui observé pour I’analogue non-sulfoné Calix-COU2 ou ’effet anti-coopératif était
particuliérement important (le rapport de K, et K, est seulement de 1,3 x 10™). Ceci s’explique par
la présence des quatre groupements sulfonates qui écrantent la charge positive de chaque cation
Cs'. La répulsion entre ces deux cations s’avére par conséquent quasiment nulle. Le fait que le
spectre d’absorption du complexe ML soit quasiment €gal a la demi-somme des spectres du ligand
libre et du complexe ML, est également la preuve de I’équivalence des deux sites de
complexation : les effets photophysiques en absorption observés lors de la complexation du premier
et du second cation sont identiques.

Etude par spectroscopie de fluorescence stationnaire

Une étude similaire a celle réalisée en absorption a été entreprise. Suivant une méthodologie
identique, mais a des concentrations en ligand plus faibles de manic¢re a ne pas excéder 0,1 en
absorbance au point d’excitation ([L] = 5,2 x 10 M), des ajouts successifs d’acétate de césium sont
réalisés. Les spectres de fluorescence stationnaire obtenus par excitation au point isosbestique a 337
nm sont présentés sur la Figure 4-17 ci-dessous. Aucune correction de [’absorbance n’est
nécessaire.

La complexation de Calix-COUSULF par le césium provoque une exaltation de
fluorescence de 19 %, ainsi qu’un léger déplacement hypsochrome des spectres d’émission (4 nm).
L’analyse globale du faisceau de spectres par le logiciel SPECFIT™ avec un modele a trois especes
(L, ML et ML) conduit a un trés bon ajustement numérique. Les spectres de chacune de ces
especes sont représentés sur la Figure 4-17 (b). Les constantes de stabilité calculées sont regroupées
dans le Tableau 4-7.

-173 -



Chapitre 4 III. Propriétés complexantes et photophysiques

1.4 1.4
Cs'1=4,3mM b
[Cs]=43m (a) ML (b)
12 - 1.2 12 - T VL
E g
1 N 1 b
oM ‘_’LL»] 3 g \
<08 -
. 1 1 1
> o 1 2 3 4
_u0.6 [CST/mM
0.4 |-
02
0 \ \ \ \
350 400 450 500 550 600 400 440 480 520

A/ nm A/ nm

Figure 4-17. (a) Evolution des spectres d’émission de Calix-COUSULF avec [’ajout de CsOAc dans le
tampon MES-NaOH 50 mM ([L] = 5,2 uM, A, = 337 nm) — Encadré : ajustement numérique a 421 nm ;

(b) spectres d’émission du ligand L et des complexes de césium ML et ML reconstruits par le logiciel
SPECFIT™,

Ces valeurs sont identiques a celles trouvées en absorption, a I’erreur expérimentale pres.
Cela ne signifie pas nécessairement que les constantes de stabilité a 1’état excité sont les mémes
qu’a I’état fondamental, mais seulement que 1’équilibre de complexation a 1’état excité n’est pas
atteint pendant la durée de vie de celui-ci (3,5 ns). Par ailleurs, 1a ou les mesures en absorption
reflétaient 1’équivalence des deux sites de complexation a 1’état fondamental, il en est tout autre a
I’état excité : les effets photophysiques associés a la complexation du second cation ne sont pas
identiques a ceux observés lors de la complexation du premier. Ces aspects seront discutés
ultérieurement dans le cadre du modele proposé dans le paragraphe II1.3.

log Ky, log K>, log S K> /K1y

4,03 £ 0,02 3,79 +0,05 7,82 +0,05 0,57+0,21

Tableau 4-7. Constantes de formation déterminées par fluorescence stationnaire pour les complexes ML et
ML entre Calix-COUSULF et le césium dans le tampon MES-NaOH 50 mM a pH =7.

Etude par spectroscopie de fluorescence résolue en temps

Les mesures de déclin de fluorescence sont réalisées pour les complexes de césium en excitant a
330 nm. Compte tenu des constantes de stabilité déterminées dans le tampon MES-NaOH 50 mM a
pH =7, le complexe ML est majoritaire lorsque la concentration totale en césium atteint 1,3 x 10
M ([L] = 5,2 uM), sans toutefois que sa concentration n’excede 50 % de la concentration totale en
ligand (50 % de ML, 25 % de L et de M,L). Des mesures de durée de vie ont été entreprises dans ce
domaine de concentration (Figure 4-18 (a)). De plus, en large excés de césium (10 M) par rapport
au ligand ([L] = 5,2 uM), le complexe de stoechiométrie 2:1 est largement majoritaire. Le déclin a
420 nm a donc également été enregistré dans ces conditions.

L’analyse du déclin en présence d’un tres large exces de césium avec le logiciel GLOBALS
permet un ajustement numérique satisfaisant avec une unique exponentielle (t = 3,73 ns, x* = 1,14).
Cette durée de vie est légerement supérieure a celle du ligand seul (3,51 ns). Si la durée de vie
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courte peut étre attribuée a celle d’un fluorophore libre, la plus longue correspond a celle d’un
fluorophore complexé sous la forme M,L. Pour une concentration en césium intermédiaire ou le
complexe ML est majoritaire, un ajustement numérique avec une seule exponentielle convient
parfaitement (t=3,75 ns, x* = 1,21). Cela implique qu’une analyse globale en fonction de la
concentration en césium n’est pas réalisable. Les deux durées de vie de 3,51 et 3,73 ns étant trop
proches 1’'une de ’autre, la modélisation des déclins par une somme discréte d’exponentielles (par
exemple avec deux durées de vie : celle de la coumarine libre et celle de la coumarine complexée)
conduirait a des résultats non significatifs. Ce genre d’étude avait pu étre réalisé pour le composé
non sulfoné Calix-COU2, ou le passage du cation dans la cavité hydrophobe du calixaréne avait
ainsi pu étre mis en évidence dans le complexe de stoechiométrie 1:1.%®

t=3,75ns t=3,73 ns
1000 x2= 1.21 1000 X2= 114
/2] 7]
Q Q
O O
-~ 100~ < 100
L _u
10 |- 10
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Figure 4-18. Déclins de fluorescence de Calix-COUSULF dans le tampon MES-NaOH 50 mM a pH = 7
en présence de (a) 1,3 x 107° Met (b) 2 x 107 M d’acétate de césium ; (Aore = 330 nm, Agp, = 420 nm, 49 et
39 ps canal” respectivement).

Espéce L M,L
lff;x (nm) " 334 344
g (mol' Lem™) ™ 10 100 10 760
A (nm) 423 419
G 0,40 0,47
7 (ns) 3,51 +0,04 3,73 £ 0,04
ke (s 1,14 +0,13 x 10° 1,23 +0,14 x 10*
o (s 1,71 +£0,2 x 10° 1,44 £0,17 x 10®

" déterminé 4+ 1 nm,  déterminé a + 10 %

Tableau 4-8. Récapitulatif des principales constantes photophysiques des complexes de Calix-COUSULF
avec le césium dans le tampon MES-NaOH 50 mM a pH = 7.

Concernant I’augmentation de la durée de vie de I’état excité entre un fluorophore libre et un
fluorophore complexé dans M,L, elle est, en proportion, inférieure a celle constatée pour le
rendement quantique de fluorescence (seulement 6 % contre 19 %). Alors que la constante de
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vitesse radiative k; n’est pas affectée aux erreurs expérimentales pres, la complexation induit une
diminution de la constante de vitesse de désexcitation non radiative ky (cf. Tableau 4-8). La
rigidification du ligand du fait de la complexation est susceptible de justifier un tel comportement.

I11.2.2. Etude par RMN 'H

Les spectres RMN 'H (300 MHz) de Calix-COUSULF dans I’eau deutérée D-O sont réalisés en
absence de césium et en présence d’un exces d’acétate de césium (4 équivalents). La concentration
en ligand est maintenue constante égale a 1,3 x 10 M. Le rapport métal/ligand est déterminé avec
précision en divisant la valeur de 1’intégrale des protons acétates avec ceux des groupements CHj
des coumarines du ligand Calix-COUSULF. Dans ces conditions, le complexe M,L est I’espece tres
largement majoritaire en solution. Les spectres sont présentés sur la Figure 4-19, le déplacement
chimique étant exprimé en ppm par rapport au TMS.

(0]
He
g He
He HDO
H, Hp
CH,COO
OCH,
s A N\
H.
(b)
H.
(a)
\8.‘0\\\\\\\\\7.‘0\\\\\\\\\6.\0\\\\‘\\\\5\0\\\\\\\\\4'\0\\\\‘\\\\3'\0\\\\\\\\\2.‘0\\\\\\\\

5 (ppm)

Figure 4-19. Spectres RMN 'H (300 MHz, D,0) du ligand Calix-COUSULF (1,3 x 107 M) en (a) absence
de césium et (b) en présence d’acétate de césium ([Cs'] = 5,2 x 107 M).
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Dans la zone de déplacement chimique comprise entre 3 et 4,5 ppm apparaissent les signaux
des hydrogénes des ponts éthyleneglycol OCH,. Le nombre important de ces groupements empéche
une attribution rigoureuse de chaque massif. Lors de la complexation avec le césium, il est donc
difficile de discuter des effets observés. La principale modification concerne le massif vers 3,25
ppm qui subit un déplacement important vers les forts déplacements chimiques. Les groupements
méthyles de la coumarine sont en revanche peu perturbés par la présence d’un cation.

L’analyse de la zone des protons aromatiques est beaucoup plus riche en enseignements.
Méme si le déplacement chimique du proton vinylique de la coumarine H, ne varie que trés peu
avec la complexation, des changements significatifs sont observés pour tous les autres protons
aromatiques. Dans un premier temps, un déplacement considérable vers les hauts champs est
observé pour 1’'un des protons du cycle benzénique de la coumarine (H¢). A I’inverse, les protons
aromatiques du squelette calixaréne Hgq migrent de 0,11 ppm vers les bas champs du fait des
interactions 7 entre le cation Cs' et les groupements phényles du calixaréne en conformation 1,3-

. 14
alternée.

ll.3. Modéle proposé pour la complexation du césium

I11.3.1. Interprétation des résultats expérimentaux

Les effets photophysiques décrits dans le paragraphe II1.2.1 lors de la complexation du
césium sont particulicrement inattendus. En effet, le comportement du calixaréne sulfoné Calix-
COUSULF est foncierement différent de celui de son analogue non sulfoné Calix-COU2. Tout
d’abord, les spectres d’absorption de Calix-COUSULF sont déplacés vers le rouge avec I’ajout de
césium alors que la présence d’un cation en interaction avec les oxygenes donneurs de la coumarine
aurait di induire un déplacement hypsochrome des spectres. De méme, I’exaltation de fluorescence
dans les complexes de césium est en opposition avec les résultats publiés sur le composé Calix-
COU2, ou une forte inhibition de fluorescence avait été constatée. La seule présence de
groupements sulfonates en position para semble donc a I’origine de propriétés photophysiques pour
Calix-COUSULF tres différentes de celles de son analogue non sulfoné. Ce paragraphe a donc pour
but de proposer un modele susceptible d’expliquer les phénomeénes observés pour le composé
Calix-COUSULF par I’'implication de deux groupements sulfonates dans la complexation du cation.

Le modele proposé sur la Figure 4-20 consiste a considérer que les deux groupements
sulfonates en position para des cycles benzéniques du calixaréne sont impliqués dans la
complexation d’un cation césium. Dans le cas de groupements carboxysulfonamides facilement
jonisables, une telle participation a été mise en évidence par RMN 'H dans certains calix[4]arénes
bis-couronnes(6) pour la complexation du césium™ et du thallium.”” Du fait de ’implication de
deux groupements sulfonates dans la complexation du cation césium, la présence de ce dernier au
sein de la boucle complexante provoque par attraction électrostatique un rapprochement des deux
groupements sulfonates chargés négativement. Si bien qu’a proximité des oxygeénes en position 6 et
7 de la coumarine, une charge globale négative égale a -1 est pergue. Le caractére donneur de ces
atomes est augmenté, expliquant ainsi le déplacement bathochrome des spectres d’absorption.
L’exaltation de fluorescence avec 1’ajout de césium peut étre expliquée de la méme manicre. Il faut
en effet souligner que la coumarine non substituée est trés peu fluorescente. L’introduction de
groupements alkoxy fortement mésomeres donneurs en position 6 et 7 conduit a un rendement
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quantique de fluorescence élevé du fait du transfert de charge intramoléculaire des oxygenes
donneurs vers la lactone acceptrice.”’ Ainsi, la présence d’une charge globale négative en
interaction avec les oxygenes renforce le transfert de charge photoinduit et conduit a une
augmentation du rendement quantique et de la durée de vie de fluorescence. Cela explique
également le déplacement du signal RMN 'H du proton benzénique de la coumarine (H,) vers les

bas champs (0 €levé).

(@)

x diminution du
: transfert de charge :
déplacement
hypsochrome et
inhibition de
fluorescence

(b)

augmentation du
4 transfert de charge :
: déplacement
bathochrome et
exaltation de
fluorescence

E====)»> fransfert de charge photoinduit

Figure 4-20. Modele proposé pour la complexation du césium (a) avec le composé Calix-COU?2 et (b) le
composé Calix-COUSULF.

Si I’inhibition de fluorescence et le déplacement bathochrome des spectres d’absorption sont
parfaitement expliqués par ce modele, la justification du léger déplacement hypsochrome (4 nm)
des spectres de fluorescence en présence de césium est plus complexe. En effet, lors de 1’excitation,
la redistribution de charges pour les atomes impliqués dans le transfert de charge photoinduit et
dans la coordination du métal, est susceptible de provoquer un mouvement du cation complexé. Ce
phénoméne avait été observé pour le calixaréne non sulfoné Calix-COU2.”® Or, la présence des
groupements sulfonates implique de prendre en compte deux phénomenes a 1’état excité : d’une
part, la réduction de la densité de charge sur les oxygenes en position 6 et 7 de la coumarine lors du
transfert de charge photoinduit ; et d’autre part, I’augmentation de la densité électronique du fait de
la présence d’une charge globale négative a proximité. A I’état excité, des effets de compensation
entre ces deux phénomenes sont envisageables, provoquant ainsi une redistribution des charges
finale conduisant a un état émettant davantage dans le bleu que le ligand libre. Il se peut également
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que cette redistribution des charges ne soit pas exactement identique suivant qu’un seul ou bien
deux cations sont complexés. A I’inverse de ce qui est observé en absorption, c’est-a-dire a 1’état
fondamental, I’existence d’interactions a 1’état excité entre les deux cations Cs’ du complexe ML
est envisageable. Le fait que le spectre d’émission de ML ne soit pas égal a la demi-somme des
spectres des especes L et ML n’est donc pas surprenant.

Afin de valider ce modele, il est particulierement pertinent d’envisager la complexation de
cations divalents par Calix-COUSULF. L’affinité du calixaréne pour les cations divalents étant peu
¢levée (cf. paragraphe II1.3.2 pour les études de sélectivité), le spectre d’émission de fluorescence
du ligand dans le tampon MES-NaOH 50 mM a pH = 7 a été enregistré en présence d’un tres large
exces de perchlorate de magnésium Mg(ClOy), (50 mM). Alors que les spectres d’absorption ne
sont pas modifiés, une légeére inhibition de fluorescence est observée (cf. Figure 4-21). La
complexation du calcium provoque des effets similaires. De plus, I’ajout de 20 pM de Cs’ en
présence de magnésium n’induit pas la méme exaltation de fluorescence qu’en absence de
magnésium. A 50 mM en magnésium, le ligand complexe donc en partic Mg”", bien que les
modifications spectrales observées soient assez faibles. Les deux charges positives du cation sont en
effet compensées par les deux charges négatives des groupements sulfonates, de sorte que la charge
globale a proximité des oxygenes de la coumarine est quasiment nulle (Iégerement positive si 1’on
se fie a la faible inhibition de fluorescence observée). La complexation des cations divalents ne
modifie par conséquent que trés peu I’environnement a proximité de la coumarine et peu d’effets
sont observés.

400 440 480 520
Al nm

Figure 4-21. Spectres de fluorescence non corrigés de Calix-COUSULF ([L] = 2,6 uM) dans le tampon
MES-NaOH 50 mM a pH =7 (excitation a 365 nm) en présence de CsOAc (20 uM) et/ou de Mg(ClO,), (50
mM).

I11.3.2. Etude par modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire est un outil particulierement bien adapté pour la prévision de structures
de complexes métalliques,”* notamment pour les complexes de césium ou de potassium avec des
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ligands de type calix[4]aréne couronne(6).” Ici, la comparaison entre les ligands Calix-COU?2 et
Calix-COUSULF en absence et en présence de métal est particulieérement intéressante dans le but de
valider le modele proposé quant a I’implication des groupements sulfonates dans la complexation
du cation Cs’. Bien que les méthodes de type DFT permettent d’obtenir des résultats satisfaisants
avec un temps de calcul restreint, les calculs menés sur les complexes des composés Calix-COU?2 et
Calix-COUSULF n’ont pas convergé. Afin de diminuer le nombre d’atomes du systeéme, nous
avons donc décidé de réaliser les calculs sur deux calixarénes modeles ne comportant qu'une seule
boucle complexante : Calix-MOD et Calix-MODSULF.

Calix-MOD Calix-MODSULF

Etude conformationnelle des ligands Calix-MOD et Calix-MODSULF

Les calculs de modélisation moléculaire sur les composés Calix-MOD et Calix-MODSULF ont été
réalisés par I’intermédiaire du logiciel Gaussian 03°* en utilisant la méthode de la fonctionnelle de
densité (DFT) avec la fonctionnelle mixte B3LYP. Compte tenu du nombre important d’atomes que
comportent ces molécules, I’optimisation de la géométrie a été réalisée avec la base 6-31G en phase
gaz.

Ainsi, I’introduction de groupements sulfonates en position para des cycles benzéniques du
squelette calixarene entraine d’importants changements conformationnels. En particulier, alors que
les cycles benzéniques de part et d’autre du squelette calixaréne sont quasiment paralleles dans le
cas du calixarene non sulfoné (angle de 15° environ), ils forment un angle de 60° pour Calix-
MODSULF (angle entre les traits pointillés sur la Figure 4-22). Ceci est dii & I’encombrement
stérique des groupements sulfonates et a la répulsion électrostatique entre ces deux groupements
chargés négativement.

Pour le composé Calix-MODSULF, la distance entre les deux atomes de soufre S; et S, est
de 10,8 A. L’un des paramétres importants pour ce composé est la distance entre les atomes
d’oxygene des fonctions sulfonates les plus proches des atomes d’oxygene O; et O, de la
coumarine. En effet, I’efficacité du transfert de charge photoinduit vers la lactone acceptrice dépend
du caractere électrodonneur de ces atomes. Ainsi, 1’atome d’oxygene Og; du groupement sulfonate
le plus proche de ’atome d’oxygene O; de la coumarine se situe a une distance de 4,26 A. Elle est
du méme ordre de grandeur que la distance entre 1’atome d’oxygeéne de la seconde fonction
sulfonate Os; et le second atome d’oxygeéne O, de la coumarine (4,27 A).
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Figure 4-22. Géométries optimisées de Calix-MOD (a gauche) et Calix-MODSULF (a droite) par DFT
avec la fonctionnelle B3LYP et la base 6-31G. Les atomes d’hydrogeéne ne sont pas représentés.

Etude conformationnelle du complexe Cs* — Calix-MOD

Le complexe Cs™ — Calix-MOD a été modélisé en phase gaz en utilisant une méthode DFT et la
fonctionnelle B3LYP. Une base 6-31G a été utilisée pour le ligand tandis qu’une base LANL2DZ a
été utilisée pour le cation Cs”. Cette derniére est en effet plus adaptée a la modélisation de cations

e 11 \ . . s 65,66,67
métalliques a numéro atomique élevé.” ™

Figure 4-23. Géométrie optimisée du complexe Cs* < Calix-MOD par DFT avec la fonctionnelle B3LYP
et les bases 6-31G pour le ligand et LANL2DZ pour le césium. Les atomes d’hydrogéne ne sont pas
représentes.
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Comme le montre la Figure 4-23, la complexation du cation Cs’ au sein de la boucle
complexante de Calix-MOD provoque une réorganisation de la couronne oxygénée et un
changement de conformation au niveau des cycles benzéniques du squelette calixaréne. En effet, la
présence du cation provoque 1’inclinaison de ces cycles si bien qu’ils forment dans le complexe de
césium un angle de 35°. En ce qui concerne les distances interatomiques, le cation Cs' se situe a
3,35 A de ’atome d’oxygeéne O et a 3,19 A de I’atome d’oxygéne O, de la coumarine. Les autres
atomes d’oxygene (O4, Os et Og) se trouvent a des distances comprises entre 3,08 A et 3,41 A. Seul
’oxygeéne O;, éloigné de 5 A, ne semble pas participer a la complexation du cation Cs". Hormis
cette dernicre distance interatomique élevée, les valeurs calculées (regroupées dans le Tableau 4-9)
sont comparables a celles des structures cristallines décrites dans la littérature pour des composés
similaires."

Etude conformationnelle du complexe Cs® = Calix-MODSULF

La géométrie du complexe formé par Calix-MODSULF avec le césium a été calculée en utilisant la
méme méthode que précédemment : DFT avec la fonctionnelle B3LYP, base 6-31G pour le ligand
et base LANL2DZ pour le césium. Le résultat de I’optimisation est présenté sur la Figure 4-24.

Figure 4-24. Géométrie optimisée du complexe Cs* < Calix-MODSULF par DFT avec la fonctionnelle
B3LYP et les bases 6-31G pour le ligand et LANL2DZ pour le césium. Les atomes d’hydrogene ne sont
pas représentes.

La structure optimisée montre que le cation Cs™ est complexé par les six atomes de la
couronne (O a Og) puisque 1’atome d’oxygene le plus éloigné se situe a une distance de 3,49 A du
cation Cs". Ces distances sont comparables a celles calculées pour le complexe Cs’ < Calix-MOD,
notamment celles avec les atomes d’oxygeéne O; et O, de la coumarine. Néanmoins, cette géométrie
optimisée montre que les groupements sulfonates jouent un rdle dans la complexation du cation.
Ainsi, un atome d’oxygeéne d’une des deux fonctions sulfonates (Og;) participe a la complexation du
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cation Cs" puisque la distance qui le sépare du cation complexé n’est que de 3,21 A. A I’inverse, la
seconde fonction sulfonate semble trop éloignée pour chélater efficacement le cation.

Distance / A Cs' c Calix-MOD Cs' c Calix-MODSULF
d(Cs™—0y) 3,35 3,36
d(Cs'—0,) 3,19 3,12
d(Cs'—03) 5,00 3,16
d(Cs"™—0y) 3,41 3,31
d(Cs™—Os) 3,08 3,11
d(Cs"—Og) 3,19 3,49
d(Cs"—Os)) - 3,21
d(Cs—Os2) - 5,51

Tableau 4-9. Distances interatomiques (en A) dans les structures optimisées des complexes Cs*™ < Calix-
MOD et Cs" = Calix-MODSULF.

La comparaison des structures optimisées du ligand Calix-MODSULF et du complexe
Cs'c Calix-MODSULF  est également riche d’enseignement. En particulier, la distance
interatomique entre les deux atomes de soufre S; et S, est raccourcie et passe de 10,8 A a 10,13 A.
Une rotation des groupements sulfonates permettant aux atomes d’oxygenes Og; et Osy de se
rapprocher de I’'intérieur de la couronne est également observée. Ainsi, les distances entre les
atomes d’oxygene Og; et Og; et les atomes d’oxygene O; et O, de la coumarine sont beaucoup plus
courtes pour le complexe que pour le ligand libre. En effet, elles valent respectivement 3,55 A et
3,28 A dans le complexe de césium contre 4,26 A et 4,27 A pour le ligand libre. Elles sont alors
comparables aux distances entre les atomes d’oxygeéne O; ou O; et le cation Cs". Il est & noter que la
conformation ou les atomes d’oxygene Og; et Os; des fonctions sulfonates sont trés proches des
atomes O; et O, est fortement stabilisée par rapport a une conformation ou ils seraient plus éloignés.
Les essais réalisés en ¢loignant ces atomes de leur position d’équilibre ménent en effet a la méme
conformation a I’équilibre.

Distance / A Calix-MODSULF Cs" c Calix-MODSULF
d(S-S,) 10,80 10,13
d(0s1-01) 4,26 3,55
d(Os-0») 4,27 3,28

Tableau 4-10. Distances interatomiques caractéristiques (en A) pour le ligand Calix-MODSULF et le
complexe Cs" c Calix-MODSULF.

Par conséquent, les calculs réalisés montrent que la complexation du césium induit d’une
part le rapprochement des groupements sulfonates (distance S;—S, plus courte), et d’autre part la
rotation de ceux-ci de maniére a minimiser les distances Og;—O; et Og—0,. Celles-ci sont alors du
méme ordre de grandeur que les distances Cs'—O; et Cs'—O,. Deux atomes d’oxygéne appartenant
aux fonctions sulfonates chargées négativement et un cation Cs' se trouvent donc a des distances
comparables des atomes d’oxygene O; et O, de la coumarine. Aussi, il apparait une charge globale
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négative a proximité des atomes d’oxygene donneurs de la coumarine. Ces calculs réalisés sur le
compos¢ modele Calix-MODSULF sont donc en accord avec les résultats expérimentaux et le
modele proposé pour la complexation du césium par le composé Calix-COUSULF.

lll.4. Sensibilité et sélectivité pour la détection du césium en milieu
MES-NaOHa pH =7
Les propriétés complexantes de Calix-COUSULF avec le césium ont été largement investiguées.
Dans I’optique d’une application de ce composé comme senseur fluorescent de césium en milieu
aqueux a pH =7, la sensibilité et la sélectivité de la méthode ont été étudices.

I11.4.1. Sensibilité et limite de détection

Les conditions opératoires pour la détection du césium dans le tampon MES-NaOH par fluorimétrie
stationnaire ont été optimisées. Il a été montré précédemment que la complexation du césium induit
une exaltation de fluorescence relativement modeste, mais également une importante augmentation
de la valeur de I’absorbance a 365 nm. En excitant a cette longueur d’onde, les deux phénomenes se
conjuguent et conduisent a une exaltation de fluorescence d’un facteur 2,7. De plus, le rendement
quantique de Calix-COUSULF est €levé. Il est alors possible de travailler a faible concentration en
ligand (2,6 uM), permettant ainsi la détection de traces. Les spectres de fluorescence non corrigés
de I’absorbance a 365 nm sont présentés sur la Figure 4-25, ainsi que la courbe de calibration
obtenue par mesure de I’intensité de fluorescence a 420 nm.

(@)
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3 X erreur
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Figure 4-25. (a) Evolution des spectres de fluorescence non corrigés de 1’absorbance de Calix-
COUSULF ([L] = 2,6 uM) dans le tampon MES-NaOH avec [’ajout d’acétate de césium ; excitation a 365
nm ; (b) Intensité de fluorescence a 420 nm en fonction de la concentration totale en césium.

Dans ces conditions, I’intensité¢ de fluorescence a 420 nm ne varie plus lorsque la
concentration totale en césium atteint 2 mM, et la sonde posseéde une réponse linéaire pour un
domaine de concentration compris entre 0 et 0,1 mM. La courbe de calibration permet la mesure
d’une limite de détection et d’une limite de quantification pour la détection du césium. Ces valeurs
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sont calculées comme étant respectivement 3 et 5 fois la valeur de 1’écart type mesuré pour la
variable considérée, en I’occurrence l’intensité de fluorescence a 420 nm. Afin de prendre en
compte a la fois I’erreur de mesure liée a I’instrumentation et ’erreur liée a 1’expérimentateur,
I’intensité de fluorescence émise a 420 nm est mesurée pour 10 solutions de ligand ([L] = 2,6 uM)
préparées selon le méme protocole. Cette méthode permet de calculer ’erreur expérimentale sur la
mesure de D’intensité de fluorescence, qui est ensuite retranscrite en terme d’écart type de
concentration opane avec la courbe de calibration. Avec cette méthode, une limite de détection de
3,7 uM est atteinte, la principale source d’erreur provenant du fait que les spectres de fluorescence
ne sont pas corrigés de 1’absorbance et par conséquent, dépendent fortement de la concentration
totale en ligand.

25
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0.62 |
2
=
° 0.6
Y, 15 :
5 I
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=t 1 2 0.58
w
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w
0.5
0.56
| | ! | ! \ \ \
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Figure 4-26. (a) Spectres d’absorption des complexes formés par Calix-COUSULF avec le césium et (b)
rapport des intensités de fluorescence mesurées a 420 nm pour A.. = 360 et 320 nm en fonction de la
concentration en césium.

Une mesure ratiométrique permet de s’affranchir d’une telle erreur, mais elle n’est pas
possible en émission pour le composé Calix-COUSULF, les déplacements spectraux n’étant pas
assez importants. A 1’inverse, les spectres d’absorption subissent un déplacement spectral non
négligeable avec la complexation. Ainsi, la mesure du rapport de I’intensité¢ de fluorescence a
420 nm pour deux longueurs d’excitation différentes (360 et 320 nm) permet de diminuer I’erreur
de mesure, et de diminuer significativement la limite de détection jusqu’a 0,3 uM. Une telle valeur
est du méme ordre de grandeur que celle observée pour d’autres fluoroionophores en milieu
organique,29 mais demeure remarquable pour des mesures effectuées en milieu totalement aqueux.®®
Le Tableau 4-11 regroupe les valeurs des différents paramétres analytiques suivant la méthode

utilisée.
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Paramétre mesuré Ir (420 nm) / U.A. IF360/ IF3 20
Ecart type de la mesure (Gplanc) 1,2 x 10°M 1,0 x 10"M
Limite de détection (3 X Gpjanc) 3,7%x10°M 3x10"M
Limite de quantification (5 X Gpjanc) 6,1 x 10°M 5x107M
Limite de linéarité 1 x102°M -

Tableau 4-11. Sensibilité de la limite de détection du césium par Calix-COUSULF dans le tampon MES-
NaOH par 2 méthodes différentes.

111.4.2. Sélectivité

Des études de sélectivité pour le composé Calix-COUSULF avec le césium ont été réalisées dans le
tampon MES-NaOH. Elles consistent a mesurer 1’intensité de fluorescence a 420 nm en absence de
cation, en présence de césium et / ou d’un cation compétitif. Les cations compétitifs testés sont les
ions alcalins (Li*, K") et les cations alcalino-terreux (Ca’", Mg2+, Sr*). En ce qui concerne le
sodium, le milieu tampon en contient d’ores et déja 25 mM, concentration pour laquelle il ne
montre aucune interférence. Le diagramme de sélectivité ci-dessous (Figure 4-27) présente les

résultats obtenus pour la détection de 55 uM de césium en présence des différents cations
compétitifs.

1,8

O Cation compétitif 1,72

1.74 @ Cation compétitif + Cs(I)

1,63

1,6 1,55 1,55 1,56
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Figure 4-27. Intensité de fluorescence a 420 nm du composé Calix-COUSULF dans le tampon MES-
NaOH pH = 7, en présence de césium (55 uM) et de différents cations interférents.

.+ 2+ 2+ 2+ . . <. . \ .
Li, Mg™, Ca”", Sr" ne montrent aucune interférence significative a des concentrations de
2 mM. Ainsi, en présence de ces cations, I’intensité de fluorescence a 420 nm demeure inchangée et
. + A . .
I’ajout de 55 uM de Cs™ provoque la méme exaltation de fluorescence qu’en ’absence de cation
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compétitif. La sélectivité observée n’est donc pas une sélectivité photophysique (pas d’effet
photophysique bien que la complexation ait lieu), mais bel et bien une sélectivité due a une
différence importante d’affinité du site de complexation. Pour ces quatre cations, les constantes de
complexation n’ont d’ailleurs pas pu étre mesurées car trop faibles.
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Figure 4-28. (a) Evolution des spectres d’absorption de Calix-COUSULF dans le tampon MES-NaOH
avec l’ajout de thiocyanate de potassium ; (b) Evolution des spectres de fluorescence de Calix-COUSULF
dans le tampon MES-NaOH avec l’ajout de thiocyanate de potassium, excitation au point isosbestique a
337 nm.

Le potassium est le principal ion interférent. Les effets photophysiques observés sont
comparables a ceux provoqués par le césium : déplacement bathochrome des spectres d’absorption
et exaltation de fluorescence (cf- Figure 4-28). La constante de complexation avec le potassium a pu
étre mesurée par ajouts successifs de thiocyanate de potassium. En émission, seuls les spectres a
faible concentration en potassium sont pris en compte car les anions thiocyanates inhibent la
fluorescence a forte concentration (a partir de 7 mM environ). L’hypothése de formation d’un
unique complexe 1:1 suffit a évaluer de manicre satisfaisante la valeur de la constante de formation
du premier complexe de potassium K;; par ajustement numérique des spectres d’€émission et
d’absorption avec le logiciel SPECFIT™, La valeur trouvée (log K;; = 1,71 + 0,05) prouve la trés
bonne sélectivité de Calix-COUSULF pour le césium vis-a-vis du potassium, puisque le rapport des
constantes de stabilité est supérieur a 200.
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IV. Exemple d’application de la sonde Calix-COUSULF en milieu aqueux

L’une des applications potentielles de la sonde Calix-COUSULF fait actuellement 1’objet d’une
collaboration avec I’équipe du Dr. El-Hage Chahine de I'ITODYS (Université Paris 7 Denis
Diderot). En effet, suite a ’accident nucléaire de Tchernobyl, d’importantes teneurs en césium 137
ont été mesurées dans certains champignons.®’ Cette capacité a transférer les métaux lourds du sol
pour les accumuler au niveau d’organismes vivants ouvre des perspectives intéressantes en terme de
dépollution ou de décontamination. Au niveau moléculaire, un dérivé de 1’acide pulvinique semble
particulicrement impliqué dans la séquestration du métal au sein du champignon: la
norbadione A.”""!

L’équipe du Dr. El Hage Chahine cherche donc a
O caractériser les propriétés physico-chimiques de la
norbadione A vis-a-vis du césium dans des mélanges
eau/éthanol (constantes cinétiques et
thermodynamiques). La complexation du césium a été
¢tudiée par absorption UV-visible, mais les changements
du spectre d’absorption de la norbadione A avec 1’ajout
de césium sont treés faibles. L’usage d’une technique plus

Norbadione A sensible a I’environnement chimique de la molécule telle

oH que la fluorescence parait appropriée, mais le rendement

quantique de fluorescence de la norbadione A en milieu
aqueux est tres faible. L’idée est d’étudier la cinétique d’échange du césium entre la norbadione A
et le composé Calix-COUSULF. Ce dernier posséde en effet I’avantage d’étre plus affin que la
norbadione A pour le césium, est tres fluorescent et les propriétés photophysiques du complexe
different suffisamment de celles du ligand libre. L’étude de ces cinétiques d’échange par
fluorescence stopped-flow doit permettre la détermination des constantes de vitesse pour la réaction
de décomplexation de la norbadione A en présence de la sonde Calix-COUSULF. Les constantes

thermodynamiques seront déduites de ces expériences.

lampe
d’excitation

_>|| hy —

norbadione A + Cs"

i ‘T
mélangeur ——+ | » fluorescence

hv' seringue d’arrét
‘ I
Calix-COUSULF

Figure 4-29. Principe des mesures de fluorescence stopped-flow.
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Les résultats préliminaires ont mis en évidence une cinétique de complexation relativement
lente pour Calix-COUSULF, comparativement a de nombreux composés avec le césium (de 1’ordre
de la milliseconde contre quelques microsecondes habituellement). La suite des études est en cours
au laboratoire ITODYS.
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V. Conclusion et perspectives

La sonde Calix-COUSULF synthétisée et étudiée dans ce chapitre présente de multiples avantages
comme fluoroionophore sélectif du césium. Tout d’abord, elle est relativement facile a obtenir et les
rendements des derni¢res étapes de syntheése sont quasi-quantitatifs. De plus, son excellente
solubilité en milieu aqueux, 1’absence d’effet du pH, son rendement quantique de fluorescence
¢levé et sa stabilité photochimique sont de réels atouts. La sensibilité de la méthode de détection est
excellente (limite de détection inférieure au uM), notamment grice a la possibilité de doser la
quantité¢ de césium du milieu par une mesure ratiométrique en excitation. Enfin, la sélectivité est
remarquable vis-a-vis de tous les cations alcalins et alcalino-terreux, y compris le potassium méme
si la détection de césium dans un milieu treés riche en potassium demeure problématique. Une
collaboration avec 1’équipe du Professeur El Hage Chahine a d’ailleurs été entreprise afin d’étudier
par fluorescence stopped-flow les cinétiques d’échange du césium avec la norbadione A, un
composé naturel responsable de la séquestration du césium dans les champignons. Les premiers
résultats sont encourageants et les études se poursuivent.

Finalement, la principale perspective d’amélioration pour une utilisation en milieu
biologique concerne la longueur d’onde d’excitation du fluorophore. En effet, la présence de
protéines nécessite bien souvent d’exciter a des longueurs d’onde supérieures a 400 nm. Afin de
répondre a ces exigences, le greffage de fluorophores de type PCT excitables a plus haute longueur
d’onde (de type DCM par exemple) sur un squelette calix[4]aréne bis-couronne sulfoné en
conformation 1,3-alternée peut étre envisagg.

NC A\ A \\\CN

CN CN

Calix-DCMSULF
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L’objectif principal de ce travail était la mise au point de nouvelles méthodes de détection par
fluorescence de trois métaux lourds : le plomb, le cadmium et le césium. En particulier, 1’étude des
propriétés complexantes et photophysiques de fluoroionophores ont été entreprises. Au-dela des
criteres usuels de sensibilité et de sélectivité, les composés étudiés devaient satisfaire aux exigences
liées a une utilisation dans un milieu compatible avec la biologie cellulaire (solvant, pH, longueur
d’onde d’excitation, etc.). Les résultats suivants ont été obtenus :

o détection du plomb :

Le premier axe d’étude consistait a optimiser le fonctionnement d’un composé calix[4]aréne
fonctionnalisé par quatre groupements dansylamides (Calix-Dans4) afin de pouvoir I’utiliser dans le
cadre d’une collaboration avec I’équipe du Dr. E. Mintz. Il avait en effet été montré que Calix-
Dans4 possede d’excellentes propriétés complexantes pour le plomb dans un milieu organo-aqueux
eau/acétonitrile 40:60 v/v tamponné a pH = 5,2 par la lutidine-HClIO4. A pH = 6 (tampon MES-
NaOH 50 mM) en présence de 5 mM de MgCl, et avec une proportion de solvant organique
(DMSO) réduite a 5 %, nous avons alors montré qu’une mesure ratiométrique en €émission
permettait la détection de concentrations en plomb comprises entre 5 uM et 40 uM. Cependant, la
présence de KCl a 0,1 M s’est avérée problématique car provoquant une photodégradation de la
sonde.

Dans le but de s’affranchir de ce phénomene de photodégradation mais aussi d’une longueur
d’onde relativement basse pour les milieux biologiques, plusieurs analogues du Calix-Dans4 (I’'un
non carbonylé, d’autres avec des fluorophores de type 1,8-naphtalimide) ont été synthétisés. Leurs
propriétés photophysiques et complexantes ont alors été étudiées. Bien que D’affinité de ces
composés pour le plomb ne se soit pas révélée suffisamment satisfaisante, ces études ont fourni de
précieux renseignements quant a la chimie de coordination du plomb et ont permis de souligner
I’importance des groupements carbonyles en a des fonctions sulfonamides complexantes. A partir
de ces observations, la synthése de nouveaux composés peut étre envisagée et de nouvelles
perspectives sont apparues.

e (détection du cadmium :

Quatre axes de recherche ont été définis pour la conception de senseurs sélectifs du
cadmium. Le premier s’appuyait sur les nombreuses études portant sur les pinces de type
N,N,N’,N -tétraalkyl-3-6-dioxa-octane-dithioamide décrites comme ionophores sélectifs du
cadmium. Plusieurs composés incorporant cette pince complexante associée a différents
fluorophores ont été synthétisés. L’étude de leurs propriétés photophysiques a mis en évidence un
transfert d’¢électron photoinduit des fonctions thioamides vers les fluorophores excités, responsable
d’une inhibition de leur fluorescence. En ce qui concerne leurs propriétés complexantes, seul le
mercure a paru étre complexé, le cadmium n’induisant aucune modification spectrale ni structurale.

Afin de favoriser la complexation du cadmium au détriment du zinc (plus dur d’apres la
théorie HSAB), la seconde approche consistait a synthétiser de nouvelles pinces complexantes
soufrées analogues a la 2-dipicolylamine. L’étude des propriétés complexantes dans un milieu
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acétonitrile/eau 1:1 v/v de deux composés PYR-CN et PYRIM-CN possédant des fluorophores
modeles dicyanés n’a pas permis de mettre en évidence une bonne affinité pour le cadmium. Seule
la constante de formation d’un complexe ML entre PYR-CN et le mercure a pu étre mesurée dans
ce milieu (log #i;1= 3,78). Elle demeure en revanche assez faible par rapport a d’autres
fluoroionophores de type PCT pour ce cation.

Parall¢lement, une série de molécules incorporant un ou plusieurs motifs pyridin-2’-yl-1,2,3-
triazoles greffés sur différentes architectures supramoléculaires (B-cyclodextrine, calix[4]aréne) a
été synthétisée. Les propriétés photophysiques et complexantes de cette nouvelle classe de
fluoroionophores ont été intensivement étudiées et comparées par fluorescence stationnaire et
résolue en temps. Des constantes de complexation élevées avec le cadmium ont été mesurées pour
la cyclodextrine BCD-PT7 (log fi1 = 8,8) et pour le calixarene Calix-PT4 (log £ = 6,0) dans le
méthanol. Toutefois, la sélectivité de ces composés en présence de cations interférents demeure
insuffisante. La détection en milieu aqueux reste en outre problématique et la longueur d’onde
d’excitation de ces chromophores ne peut excéder 290 nm. Des composés excitables a plus haute
longueur d’onde ont été synthétisés mais ils se sont révélés moins affins pour le cadmium en milieu
protique.

La derniere approche qui a été envisagée était 1’étude d’un composé commercialis€ comme
sonde de calcium de faible affinité, le Rhod-5N. Soluble en milieu aqueux a pH = 7 et excitable
dans le visible, ce composé associe une pince BAPTA substituée en position 5 par un groupement
NO; et un fluorophore de type rhodamine. Nous avons alors montré que la fluorescence de ce
composé était fortement exaltée d’un facteur supérieur a 20 en présence de cadmium. La constante
de complexation pour le cadmium dans un tampon MOPS-KOH 10 mM a pH = 7 a été mesurée
(log Bi1 = 8,85). La limite de détection est de 3,1 pg L, ¢’est-a-dire du méme ordre de grandeur
que les recommandations de I’OMS pour les eaux de consommation. La sélectivité s’est révélée
satisfaisante par rapport aux cations alcalins ou alcalino-terreux (dont le calcium) et seule la mesure
du cadmium en présence de plomb est problématique.

e détection du césium :

De nombreux exemples d’extractants et de fluoroionophores sélectifs du césium basés sur
des calix[4]arénes mono- ou bis-couronne(6) en conformation 1,3-alternée sont décrits dans la
littérature. Néanmoins, il n’existe pas de version hydrosoluble de ces composés pour la détection du
césium par fluorescence en milieu totalement aqueux. Afin de combler ce manque, un nouveau
calix[4]aréne bis-couronnes(6) substitué par deux fluorophores coumariniques a transfert de charge
photoinduit et possédant quatre groupements sulfonates (Calix-COUSULF) a été synthétisé. Des
constantes de stabilité élevées ont été mesurées avec le césium dans un milieu MES-NaOH 50 mM
tamponné & pH = 7 et une excellente sélectivité a ¢ét¢ obtenue par rapport au potassium, qui
constitue le principal interférent du césium (rapport des constantes de stabilité supérieur a 200). De
plus, une limite de détection de 0,3 pM a été atteinte par I’intermédiaire d’une mesure ratiométrique
en excitation. Enfin, un modele de complexation original dii & la présence des groupements
sulfonates a proximité du site de complexation a été proposé. Il suggere que la complexation du
cation entraine la présence d’une charge globale négative a proximité du fluorophore coumarine.
Cette hypothése permettant d’expliquer les phénomenes photophysiques induits par la complexation
a d’ailleurs été confortée par des calculs de modélisation moléculaire (DFT, B3LYP). Les
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perspectives a I’issue de ce travail sont la synthése et I’étude de nouveaux composés excitables a
plus haute longueur d’onde (dans le visible) afin d’étendre le champ d’application d’un tel senseur
fluorescent de césium. D’autre part, des expériences de compétition entre ce ligand et un ligand
naturel, la Norbadione A, sont actuellement en cours. Des résultats préliminaires encourageants ont
¢été obtenus et 1’utilisation de la sonde Calix-COUSULF devrait permettre de mieux caractériser de
ligand naturel du césium, responsable de la bioaccumulation de ce métal dans certains
champignons.

En conclusion, [’objectif fixé a été atteint pour l'un des trois cations cibles puisqu’un
senseur fluorescent sélectif du césium en milieu aqueux au pH physiologique a été synthétise.
Concernant le plomb, les résultats obtenus permettent d’envisager la synthése de nouveaux
composés dont les propriétés devraient étre particulierement intéressantes. En revanche, la
réalisation de fluoroionophores sélectifs du cadmium s’est avérée beaucoup plus complexe méme si
les propriétés affichées par le Rhod-5N sont intéressantes. De maniere générale, [’étape de
conception de nouveaux fluoroionophores gagnerait a étre optimisée avec [’appui de la
modélisation moléculaire. A Dinstar de ce qui est déja réalisé en chimie médicinale, la
collaboration avec des chimistes théoriciens devient de plus en plus indispensable dans [’optique de
concevoir de nouveaux systemes complexants.
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Partie expérimentale

I. Synthese et caractérisation

1.1. Généralités

Purification des solvants et réactifs :

Les solvants anhydres sont purifiés de la facon suivante : le tétrahydrofurane et le toluéne sont
distillés sur sodium/benzophénone sous argon tandis que le dichlorométhane est distillé sur P,Os
sous argon. Le DMF anhydre est commercialisé chez Aldrich et utilisé sans purification ultérieure.
La triéthylamine et I’acétonitrile sont distillés sur hydrure de calcium.'

Chromatographies :

Les chromatographies sur couche mince (CCM) sont réalisées sur des plaques de silice prétes a
I’emploi : gel de silice 60F;s4 (SDS). Les plaques sont révélées a I’aide d’une lampe UV (254 nm et
365 nm) et éventuellement d’un révélateur au KMnOy (solution basique de permanganate de
potassium). Les séparations par chromatographie flash sur silice sont réalisées sur gel de silice 40-
63 um (SDS), avec 30 a 40 fois le poids du produit en général.

Analyses :

RMN : les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton (RMN 'H) sont enregistrés a 300
MHz sur un appareil Britkker AM 300. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm par rapport
au tétraméthylsilane (TMS) et la multiplicité des signaux est indiquée comme suit : s = singulet, sl =
singulet large, d = doublet, t = triplet, q = quadruplet, qt = quintuplet, sx = sextuplet, m = multiplet,
dd = doublet de doublets, dt = doublet de triplets. Dans les attributions des signaux, H,, correspond
a un proton aromatique. Les spectres de résonance magnétique nucléaire du carbone (RMN °C)
sont enregistrés a 75 MHz sur un appareil Brilker AM 300. Les déplacements chimiques sont
donnés en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS). Dans les attributions des signaux, C
correspond a un carbone quaternaire, et C,: @ un carbone aromatique.

Analyse élémentaire : les analyses élémentaires sont réalisées au Service Central d’Analyse du
Département d’ Analyse Elémentaire du CNRS a I’L.C.S.N, Gif sur Yvette.

Spectroscopie de masse : les spectres de masse sont enregistrés dans le Service de Spectrométrie
de Masse de I'ICMMO a Orsay.

Points de fusion : les points de fusion sont mesurés a 1’aide d’un banc Kofler.

- 199 -



Partie expérimentale I. Synthese et caractérisation

I.2. Modes opératoires

I.2.1. Synthése des produits du chapitre 2 (plomb)

5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,27-di(cyanométhoxy)calix[4]aréne

N

L

O OH

16
C4sHssN204

M = 726,99 g mol
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits 3,05 g (4,7 mmol) de p-tert-butylcalix[4]aréne, 1,85 g
(13,4 mmol) de carbonate de potassium, 1,4 mL (20,2 mmol) de bromoacétonitrile et 30 mL
d’acétonitrile anhydre distillé sur CaH,. Le milieu réactionnel est chauffé au reflux pendant 7
heures. Le mélange hétérogene est refroidi a TA, filtré sur fritté et le solide est rincé avec de
’acétonitrile. Le filtrat est évaporé sous pression réduite et le solide visqueux noir est recristallisé
dans un mélange CHCl;/MeOH. 2,55 g de produit sont obtenus sous la forme d’un solide blanc
(75 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 0,88 (s, 18H, H, ou Hy’) ; 1,33 (s, 18H, H; ou Hy) ;
3,45 (d, J=13,6 Hz, 4H, H3) ; 4,23 (d, J = 13,6 Hz, 4H, H;) ; 4,81 (s, 4H, H4) ; 5,54 (s, 2H, OH) ;
6,73 (s, 4H, Hy") ; 7,12 (s, 4H, H»)

5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,26,27,28-tétrakis(cyanométhoxy)calix[4]aréne

N

I

3
2
T 4

17
Cs:HgoN4O4

M = 805,06 g mol
Solide blanc
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Dans un ballon sous argon sont introduits 2,52 g (3,7 mmol) de calixaréne 16, 125 mL de DMF
anhydre et 1,4 g (35 mmol) de NaH 60 % dans I’huile. Le mélange réactionnel est agité pendant 30
minutes a TA puis 2,4 mL (35 mmol) de bromoacétonitrile sont ajoutés. Le milieu prend une
coloration noire et le mélange est chauffé a 75°C pendant 40 heures. Apres refroidissement a TA,
I’exces de NaH est neutralis¢€ par ajout d’EtOH puis d’eau. Le DMF est alors évaporé sous pression
réduite et le résidu noir est repris dans le chloroforme. 100 mL d’HCIl 1M sont ajoutés et le mélange
hétérogene est filtré sur fritté. La phase organique est récupérée, lavée avec 2 x 100 mL de HCI 1M,
3 x 100 mL d’une solution aqueuse saturée de NH4Cl, 100 mL d’une solution aqueuse saturée de
NaCl, séchée sur MgSQO,, filtrée et évaporée sous pression réduite. Le solide noir récupéré est
purifié par chromatographie sur gel de silice (cyclohexane/acétate d’éthyle 4:1) et 0,98 g d’un
solide blanc sont obtenus (35 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 1,08 (s, 36H, H)) ; 3,37 (d, J = 13,2 Hz, 4H, H;) ; 4,35
(d, J=13,2 Hz, 4H, H3) ; 4,88 (s, 8H, Hy) ; 6,86 (s, 8H, H»)

CCM : Rr = 0,24 (cyclohexane/acétate d’éthyle 4:1)

5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,26,27,28-tétrakis(2-aminoéthoxy)calix[4]aréne

5[NH2
4

o

15
Cs:H76N404

M = 821,18 g mol’
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits 0,57 g (0,71 mmol) de calixaréne 17 et 50 mL de THF
anhydre. 28,4 mL (28,4 mmol) de BH3-THF 1M sont alors ajoutés au goutte a goutte a 0°C puis le
milieu est chauffé a reflux pendant 8 heures. 25 mL de HCl 1M sont ajoutés lentement a 0°C et le
milieu réactionnel est agité¢ 1 heure a TA. Les solvants sont alors évaporés sous pression réduite
puis le résidu est repris dans 25 mL de HCI 6M et le mélange est chauffé au reflux pendant 3
heures. La phase aqueuse est alors lavée avec Et,O, puis est basifiée par ajout de NaOH jusqu’a
pH = 9-10. La phase aqueuse est extraite avec du dichlorométhane. Les phases organiques sont
réunies, séchées sur MgSQy, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le solide beige obtenu est
recristallisé a 0°C dans un mélange dichlorométhane/Et,O et 0,19 g d’un solide blanc sont obtenus
(33 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § en ppm) : & = 1,08 (s, 36H, H)) ; 3,23 (d, J = 12,5 Hz, 4H, H;) ;
3,26-3,37 (m, 8H, Hs) ; 4,01-4,09 (m, 8H, Hy) ; 4,32 (d, J= 12,5 Hz, 4H, H3) ; 6,87 (s, 8H, H,)
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5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,26,27,28-tétrakis(2-(5-diméthylamino)naphthaléne-1-
sulfonamidoéthoxy)calix[4]aréne

12
~,,
N

Calix-DNS4

C100H120N3O1254
M = 1754,33 g mol”
Solide beige

Dans un ballon sous argon sont introduits 100 mg (0,12 mmol) de calixaréne 15, 10 mL de
dichlorométhane anhydre et 0,3 mL de triéthylamine. Une solution de 200 mg (0,73 mmol) de
chlorure de dansyle dans 7 mL de dichlorométhane anhydre est alors ajoutée et le milieu réactionnel
est agité pendant 38 heures & TA. Les solvants sont évaporés sous pression réduite et le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,/AcOEt 1 % jusqu’a 7 %), conduisant a
I’obtention de 148 mg de produit sous la forme d’un solide beige (69 %). Une recristallisation dans
un mélange CH,Cl,/MeOH permet 1’obtention de 65 mg du produit désiré pour les études
spectroscopiques sous la forme d’un solide beige.

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz, & en ppm) : & = 1,07 (s, 36H, H;) ; 2,84 (s, 24H, Hj»); 2,95 (d, J =
12,9 Hz, 4H, H3) ; 3,20-3,32 (m, 8H, Hs) ; 3,95-4,05 (m, 8H, Hy4) ; 4,11 (d, J = 12,9 Hz, 4H, H3) ;
6,13 (sl, 4H, NH) ; 6,70 (s, 8H, Hy) ; 7,08 (d, J = 7,7 Hz, 4H, Hy) ; 7,39 (t, J = 8,5 Hz, 4H, H/) ;
7,47 (t,J="1,7 Hz, 4H, Hy¢) ; 8,23 (d, /= 7,4 Hz, 4H, H)) ; 8,37 (d, /= 8,5 Hz, 4H, Hg) , 8,50 (d, J
= 8,5 Hz, 4H, Hp)

RMN "*C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 31,1 (4 C,) ; 31,5 (12 C)) ; 34,0 (4 Cs) ; 43,5 (4 Cs) ;
45,6 (8 C12) ;73,2 (4 C4) 5 115,4 (4 Car) ; 119,6 (4 Car) 5 123,4 (4 Car) 5 125,6 (8 C) 5 128,5 (4 Car) 5
129,7 (4 Cqp) 5 129,9 (4 Cyp) ; 130,1 (4 Cyp) ; 130,5 (4 Cyp) ;5 133,4 (8 Co) ;5 134,9 (4 C.) ; 145,4 (4
Cp); 151,9 (4 Cqou Cy) ; 152,3 (4 C4 ou Cy)

CCM : Ry = 0,44 (CH,Cl,/AcOEt 6 %)

F : 151°C (décomposition)
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N-butyl-5-(diméthylamino)naphthaléne-1-sulfonamide

11 8 9

Dans-Bu
Ci16H2:2N>0,8
M = 306,42 g mol
Solide beige

Dans un ballon sous argon sont introduits 50 pL (0,5 mmol) de n-butylamine, 0,2 mL de
tri¢thylamine et 8 mL de dichlorométhane anhydre. Une solution de 150 mg (0,56 mmol) de
chlorure de dansyle dans 7 mL de dichlorométhane anhydre est alors ajoutée et le milieu réactionnel
est agité pendant 22 heures a TA. Les solvants sont évaporés sous pression réduite et le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,/AcOEt 9:1) conduisant a 1’obtention de 100
mg de produit sous la forme d’un solide beige (65 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § en ppm) : 8 = 0,73 (t, J= 7,0 Hz, 3H, H,) ; 1,17 (sx, J = 7,0 Hz, 2H,
) ; 1,32 (qt, J = 7,0 Hz, 2H, Hs) ; 2,80-2,92 (m, 8H, Hy et Hy)); 4,77 (t, J = 5,9 Hz, 1H, NH) ;
7,18 (d, J=17,7 Hz, 1H, Hy) ; 7,48-7,58 (m, 2H, Hoet He) ; 8,24 (d, J= 7,4 Hz, 1H, Hyo) ; 8,31 (d,J
=8,5Hz, 1H, H,) ; 8,54 (d, /= 8,5 Hz, 1H, Hs)

4-Bromo-N-butyl-1,8-naphtalimide

26
C16H14BI'N02
M = 332,19 g mol™*
Solide légérement jaune

Dans un ballon sous argon sont introduits 2 g (7,2 mmol) d’anhydride 4-bromo-1,8-naphtalique et
100 mL d’éthanol. 0,71 mL (7,2 mmol) de butylamine sont ajoutés et le milieu réactionnel est
chauffé au reflux pendant 6 heures. L’éthanol est alors évaporé sous pression réduite et le résidu
orange est filtré sur silice (CH,Cl,). 2,31 g d’un solide Iégérement jaune sont obtenus (96 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 =0,97 (t, J=7,4 Hz, 3H, H,) ; 1,17 (sx, J = 7,4 Hz, 2H,
Hy) ; 1,64-1,76 (m, 2H, Hj) ; 4,16 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H4) ; 7,82 (dd, J = 7,4 Hz, J = 8,5 Hz, 1H,
He) ; 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Hg) ; 8,38 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Hy) ; 8,52 (dd, J= 1,1 Hz, J = 8,5 Hz,
1H, Hs) ; 8,52 (dd, /= 1,1 Hz, J=7,4 Hz, 1H, H;)
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RMN "C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 13,9 (C)) ; 20,5 (C2) ; 30,3 (C3) ; 40,5 (Cs) ; 122,4
(Cy) ;123,3(Cy) ; 128,2 (CHy) ; 129,1 (Cy) ; 130,2 (Cy) ; 130,7 (Cy) ; 131,2 (CH,y) ; 131,3 (CHyy) ;
132,1 (CHa) ; 133,3 (CHa) ; 163,7 (C=0) ; 163,7 (C=0)

4-(N’-(2’-hydroxyéthyl)amino)-/N-butyl-1,8-naphtalimide

27

C1sH20N203
M = 312,36 g mol’
Solide jaune vif

Dans un ballon sous argon sont introduits 2 g (6 mmol) de naphtalimide 26, 15 mL de HMPA, 0,75
mL (12,3 mmol) d’éthanolamine, 1 g (7,2 mmol) de carbonate de potassium et 3 gouttes d’Aliquat
336. Le milieu réactionnel est chauffé a 90°C pendant 20 heures. Le mélange de couleur
orange/marron est refroidi @ TA et une solution aqueuse saturée de NH4Cl est ajoutée. La phase
aqueuse est extraite au dichlorométhane puis les phases organiques sont réunies, séchées sur
MgSOy, filtrées et évaporées sous pression réduite. L’huile orange récupérée est reprise dans 1’éther
diéthylique et le précipité est filtré sur fritté et rincé avec Et,0. 1,42 g de produit sous la forme d’un
solide jaune vif sont obtenus (76 %).

RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 0,92 (t,J=7,3 Hz, 3H, H)) ; 1,33 (sx, /= 7,3 Hz,
2H, H,) ; 1,59 (qt, J = 7,3 Hz, 2H, Hs) ; 3,47 (q, J = 5,8 Hz, 2H, Hyo) ; 3,72 (q, J = 5,8 Hz, 2H,
Hi1); 4,01 (t,J=7,3 Hz, 2H, Hy) ; 4,86 (t, J= 5,8 Hz, 1H, OH) ; 6,82 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Hg) ; 7,68
(m, 2H, H¢ et NH) ; 8,25 (d,/=8,8 Hz, 1H, Hy) ; 8,43 (d, J=7,4 Hz, 1H, Hy) ; 8,69 (d, J = 8,5 Hz,
1H, Hy,)

RMN C (DMSO-dg, 75 MHz, 6 en ppm) : 6 = 13,7 (C)) ; 19,8 (Cy) ; 29,8 (Cs) ; 38,9 (Cy) ; 45,5
(Cio) ;5 58,8 (Ci1) 5 103,8 (Cg) 5 107,7 (Ce) 5 120,1 (Cy) ; 121,9 (Cy) ; 124,2 (CHyy) 5 128,5 (CHay)
129,4 (Cy) 5 130,6 (CHyy) ; 134,1 (CHar) 5 150,8 (Cy) 5 162,9 (C=0) ; 163,7 (C=0)

CCM : Ry = 0,43 (AcOEY)
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4-(N’-(2’-hydroxyéthyl)-N’-méthylamino)-/N-butyl-1,8-naphtalimide

28

Ci19H22N20;
M = 326,39 g mol™*
Solide jaune vif

Dans un ballon sous argon sont introduits 0,78 g (2,34 mmol) de naphtalimide 26, 6 mL de HMPA,
0,39 mL (4,8 mmol) de N-méthyléthanolamine, 0,39 g (2,8 mmol) de carbonate de potassium et 2
gouttes d’Aliquat 336. Le milieu réactionnel est chauffé a 90°C pendant 20 heures. Le mélange de
couleur orange est refroidi a TA et une solution aqueuse saturée de NH4Cl est ajoutée. La phase
aqueuse est extraite au dichlorométhane puis les phases organiques sont réunies, séchées sur
MgSO,, filtrées et évaporées sous pression réduite. L’huile orange récupérée est purifiée par
chromatographie sur gel de silice (CH,CI,/AcOEt 5 % jusqu’a 20 %) et 692 mg d’un solide jaune
vif sont obtenus (91 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § en ppm) : 8 = 0,92 (t, J= 7,4 Hz, 3H, H,) ; 1,35 (sx, J = 7,4 Hz, 2H,
Hy) ; 1,52-1,70 (m, 2H, H3) ; 3,02 (s, 3H, Hy») ; 3,45 (t, J = 5,5 Hz, 2H, Ho) ; 3,90-3,95 (m, 2H, Hy
ou Hi) ; 4,00-4,06 (m, 2H, Hsou Hi1) ; 7,09 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Hs) ; 7,49 (dd, J= 7,4 Hz, J = 8,5
Hz, 1H, Hy) ; 8,29 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ha) ; 8,43 (d, J= 7,4 Hz, 1H, Ha,) ; 8,52 (d, J = 8,5 Hz, 1H,
Har)

RMN *C (CDCls, 75 MHz, § en ppm) : & = 13,3 (C) ; 20,3 (Ca) ; 30,1 (C3) ; 39,9 (C4) ; 41,4
(C12) ; 58,7 (C11) 5 60,3 (Cio) ; 115,0 (Cs) 5 115,7 (Cy) 5 122,9 (Cy) ; 125,2 (Co) 5 125,9 (Cy) 5 129,9
(Cq) 5 130,8 (CH,y) ; 130,9 (CH,y) ; 132,2 (CH,y) ; 156,6 (C,) ; 163,9 (C=0) ; 164,4 (C=0)

CCM : R = 0,34 (CH,Cl,/AcOEt 9:1)
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4-(N’-(2’-tosyléthyl)amino)-N-butyl-1,8-naphtalimide

29

C15H26N2058
M = 466,55 g mol
Solide jaune vif

Dans un ballon sous argon a 0°C sont introduits 500 mg (1,6 mmol) de naphtalimide 27, 610 mg
(3,2 mmol) de chlorure de tosyle et 20 mL de dichlorométhane anhydre. 0,9 mL (6,4 mmol) de
triéthylamine sont ajoutés a 0°C au goutte a goutte et le milieu réactionnel est agité pendant 19
heures a TA. Une solution aqueuse de HCI 1M est ajoutée et la phase aqueuse est extraite au
dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSOs, filtrées et évaporées sous
pression réduite. L’huile orange récupérée est purifiée par chromatographie sur gel de silice
(CH,Cl, puis CH,CIlo/AcOEt 9:1) et 640 mg d’un solide jaune vif sont obtenus (86 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : 5= 0,94 (t, J= 7,4 Hz, 3H, H)) ; 1,41 (sx, J = 7,4 Hz, 2H,
Hy) ; 1,68 (qt, J= 7.4 Hz, 2H, H3) ; 2,29 (s, 3H, Hys) ; 3,69 (t, J= 4,9 Hz, 2H, Hyo) ; 4,12 (t, J= 7,4
Hz, 2H, H)) ; 4,39 (t, J= 4,9 Hz, 2H, H})); 6,52 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Hy) ; 7,15 (d, J = 8,1 Hz, 2H,
Hy3) ; 7,56 (t, J= 7,9 Hz, 1H, He) ; 7,72 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H}») ; 8,06 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H,) ;
8,32 (d, J=8,5 Hz, 1H, Ha) ; 8,51 (d, /= 7,4 Hz, 1H, H,)

RMN "C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 13,9 (C)) ; 20,5 (Cy) ; 21,6 (C1s) ; 30,4 (Cs) ; 40,0
(C4) ;42,5 (Cio) ; 67,5 (C11) 5 104,1 (Cg) 5 111,2 (Co) ; 120,5 (Cy) 5 123,1 (Cy) 5 125,1 (CHyy) ; 126,3
(CHy) 5 127,9 (2 C12) 5 129,6 (Cy) ; 130,0 (2 C13) ; 131,2 (CHy) ; 132,2 (Cy) ; 134,0 (CH,y) ; 145,4
(Cp) ; 148,5 (Cy) ; 164,1 (C=0) ; 164,6 (C=0)

CCM : Rr = 0,27 (CH,CL)
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4-(N’-(2’-tosyléthyl)-N’-méthylamino)-/N-butyl-1,8-naphtalimide

30

C16H2sN205S
M = 480,58 g mol
Solide jaune vif

Dans un ballon sous argon a 0°C sont introduits 670 mg (2,07 mmol) de naphtalimide 28, 790 mg
(4,1 mmol) de chlorure de tosyle et 20 mL de dichlorométhane anhydre. 1,15 mL (8,3 mmol) de
tri¢thylamine sont ajoutés a 0°C au goutte a goutte et le milieu réactionnel est agité pendant 17
heures a TA. Une solution aqueuse de HCI 1M est ajoutée et la phase aqueuse est extraite au
dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSOs, filtrées et évaporées sous
pression réduite. L’huile orange récupérée est purifiée par chromatographie sur gel de silice
(CH,Cl, puis CH,Clo/AcOEt 9:1) et 560 mg d’un solide jaune vif sont obtenus (56 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : 5= 0,94 (t, J= 7,4 Hz, 3H, H)) ; 1,41 (sx, J = 7,4 Hz, 2H,
Hy) ; 1,68 (qt, 2H, Hs) ; 2,36 (s, 3H, Hys) ; 2,99 (s, 3H, Hyo) ; 3,58 (t, J = 5,3 Hz, 2H, Hyo) ; 4,13 (¢,
J=74Hz, 2H, Hy); 4,26 (t, J= 5,3 Hz, 2H, H}}); 7,10 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H); 7,19 (d, J = 8,1
Hz, 2H, Hy,) ; 7,61 (t, J= 7,7 Hz, 1H, Hy) ; 7,65 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Hys) ; 8,35 (d, J = 6,4 Hz, 1H,
Ha) ;8,37 (d,J=7,7 Hz, 1H, H,) ; 8,51 (d, J= 7,4 Hz, 1H, Ha,)

RMN "C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 13,9 (C)) ; 20,4 (C2) ; 21,6 (Cys) ; 30,3 (Cs) ; 40,1
(C4) ;42,2 (C12) ; 54,9 (Cyo) ; 66,8 (C11) 5 115,9 (Cs) ; 116,8 (Cyg) 5 123,2 (Cy) 5 125,7 (CHyy) 5 126,2
(Cq); 127,8 (2 C13) 5 129,8 (2 Cia) 5 129,9 (Cy) 5 130,4 (CH,y) 5 131,1 (CH,y) 5 132,7 (CHyy) 5 132,7
(Cy) 5 145,1 (Cp) ;5 155,3 (Cy) 5 163,9 (C=0) ; 164,4 (C=0)

CCM : Rr = 0,37 (CH,CL)
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5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,27-di(2-(4-amino-N-butyl-1,8-naphtalimide)éthyléneoxy)
calix[4]aréne

31

CsoHo2N4Os
M = 1237,61 g mol™
Solide jaune vif

Dans un ballon sous argon sont introduits 150 mg (0,23 mmol) de fert-butylcalix[4]aréne, 320 mg
(2,3 mmol) de carbonate de potassium et 10 mL d’acétonitrile distillé. Apres agitation pendant 45
minutes & TA, une solution de 230 mg (0,49 mmol) de 29 dans 5 mL d’acétonitrile est ajoutée. Le
milieu réactionnel est chauffé au reflux pendant 15 heures et ’acétonitrile est évaporé sous pression
réduite. Une solution aqueuse de HCl 1M est ajoutée et la phase aqueuse est extraite au
dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSOy, filtrées et évaporées sous
pression réduite. Le solide jaune récupéré est purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,
puis CH,Cl,/AcOEt 2 % jusqu’a 10 %) et 59 mg d’un solide jaune vif sont obtenus (21 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm) : 0 = 1,02 (t, J = 7,4 Hz, 6H, H;); 1,03 (s, 18H, Hy4 ou
His) ; 1,33 (s, 18H, His ou Hys) 5 1,51 (sx, J= 7,4 Hz, 4H, H,) ; 1,81 (qt, J = 7,4 Hz, 4H, Hs) ; 3,05-
3,16 (m, 4H, Hyy) ; 3,50 (d, J = 13,2 Hz, 4H, Hj¢) ; 4,16-4,26 (m, 8H, Hs et Hy;) ; 4,31 (d, J = 13,2
Hz, 4H, Hy6) ; 5,73 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Hg) ; 6,67 (sl, 2H, OH) ; 6,94 (s, 4H, H;3) ; 7,18 (s, 4H,
Hy); 7,31 (dd, J=7,5 Hz, J = 8,2 Hz, 2H, Hy) ; 7,75 (s, 2H, NH) ; 7,95 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Hy) ;
8,50 (d, J=8,3 Hz, 2H, Hy) ; 8,55 (d, /= 7,1 Hz, 2H, Hy)

CCM : R = 0,09 (CH,CL)
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5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,27-di(2-(4-méthylamino-N-butyl-1,8-naphtalimide)
éthyléneoxy)calix[4]aréne

32

Cs:HosN4Os
M = 1265,66 g mol™
Solide jaune vif

Dans un ballon sous argon sont introduits 162 mg (0,25 mmol) de terz-butylcalix[4]aréne, 86 mg
(0,63 mmol) de carbonate de potassium et 15 mL d’acétone. Apres agitation pendant 30 minutes a
TA, une solution de 500 mg (0,63 mmol) de 30 dans 5 mL d’acétone est ajoutée. Le milieu
réactionnel est chauffé¢ au reflux pendant 4 jours et I’acétone est évaporée sous pression réduite.
Une solution aqueuse de HCI 1M est ajoutée et la phase aqueuse est extraite au dichlorométhane.
Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSOQy, filtrées et évaporées sous pression réduite.
Le solide jaune récupéré est purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl, puis
CH,Cl,/AcOEt 2 % jusqu’a 5 %) et 270 mg d’un solide jaune vif sont obtenus (84 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 0,92 (s, 18H, H;s ou Hye) ; 0,99 (t, J = 7,2 Hz, 6H,
H); 1,37 (s, 18H, Hjs ou Hye) ; 1,44 (sx, J= 7,2 Hz, 4H, Hy) ; 1,69 (qt, J = 7,2 Hz, 4H, H3) ; 3,07
(s, 6H, Hy») ; 3,40 (d, J= 13,2 Hz, 4H, H;7) ; 3,48-3,60 (m, 4H, H)o) ; 4,02-4,20 (m, 8H, H4 et Hy;) ;
4,45 (d, J=13,2 Hz, 4H, Hy7) ; 6,48 (s, 2H, OH) ; 6,73 (s, 4H, H4) ; 7,04 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Hg) ;
7,16 (s, 4H, Hi3) ; 7,60 (t, J = 7,7 Hz, 2H, Hp) ; 8,18-8,29 (m, 4H, H,,) ; 8,77 (d, J = 8,5 Hz, 2H,
Har)

RMN "*C (CDCls, 75 MHz, § en ppm) : & = 13,9 (2 C1) 5 20,5 (2 C») ; 30,2 (2 C3) ; 31,0 (6 C;5 ou
Cig) ;31,2 (4 Ci7) ;31,8 (6 Cis ou Cig) ; 33,9 (2 C ou Co) ; 34,0 (2 Cy ou Co) ; 40,1 (2 Ca) ; 40,7 (2
Ci2) ;57,52 Cio) 5 73,3 (2 C1) 5 1147 (Cor) 5 115,9 (Cur) 5 122,3 (Cr) 5 125,3 (Car) 5 1254 (Cor) ;
125,7 (Cap) ; 128,1 (Car) 5 129,4 (Car) 5 130,6 (Car) 3 131,7 (Car) ; 142,1 (2 Cj 0u Cp) ; 147,3 (2 Cj ou
Cy); 150,2 (2 Cyou Q) 5 150,5 (2 Cyou Cy) 5 156,1 (2 Cy) 5 163,5 (2 C=0) ; 164,4 (2 C=0)

CCM : Rr = 0,36 (CH,CL)

F : 143°C (décomposition)
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4-Aziridin-N-butyl-1,8-naphtalimide

33
CisHisN2O,
M = 294,35 g mol’’
Solide jaune

Ce composé est obtenu lors de la syntheése de 31 et est purifié par chromatographie sur gel de silice.
84 mg de produit sont isolés sous la forme d’un solide jaune fluorescent.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : 8 = 0,95 (t, J= 7,3 Hz, 3H, H)) ; 1,41 (sx, J = 7,3 Hz, 2H,
Hy) ; 1,64-1,71 (m, 2H, H3) ; 2,42 (s, 4H, Hyo) ; 4,13 (t, T = 7,5 Hz, 2H, Hy) ; 7,10 (d, J = 8,0 Hz,
1H, Hy) ; 7,70 (dd, J = 7,3 Hz, J= 8,4 Hz, 1H, H) ; 8,42 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ho), 8,55 (dd, J= 7.3
Hz,J=1,1 Hz, 1H, Hy) ; 8,59 (dd, J= 8,4 Hz, J= 1,1 Hz, 1H, H,,)

CCM . RF = 0,45 (CH2C12)

5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,26,27,28-tétrakis(2-(4-méthylamino-N-butyl-1,8-
naphtalimide)éthyléneoxy)calix[4]aréne

Calix-NAPHT4-Me
C120H136N3O12
M = 1882,41 g mol™
Solide jaune vif
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Dans un ballon sous argon sont introduits 58 mg (0,046 mmol) de calixarene 32, 1 mL de DMF
anhydre, 3,5 mL de THF anhydre et 10 mg (0,23 mmol) de NaH 60 % dans I’huile. Le milieu
réactionnel est agité pendant 20 minutes a TA et 55 mg (0,115 mmol) de dérivé tosylé 30 sont
ajoutés. Le mélange est alors chauffé au reflux pendant 14 heures. Les solvants sont évaporés sous
pression réduite et de I’eau Millipore est ajoutée. La phase aqueuse est extraite au dichlorométhane.
Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSQOy, filtrées et évaporées sous pression réduite.
L’huile orange récupérée est purifiée par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl, puis
CH,Cl,/AcOEt 2 % jusqu’a 10 %). Le solide jaune obtenu est alors recristallisé¢ dans le méthanol et
37 mg de produit sont obtenus (43 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § en ppm) : 8= 0,94 (t, J = 7,4 Hz, 12H, H,) ; 1,08 (s, 36H, Hy4) ; 1,40
(sx, J= 7.4 Hz, 8H, 1) ; 1,64 (qt, J = 7.4 Hz, 8H, Hs) ; 2,78 (s, 12H, Hy,) ; 3,08 (d, J = 12,9 Hz,
4H, Hs) ; 3,51-3,63 (m, 8H, Hy) ; 4,08-4,20 (m, 16H, Hy et Hyy) ; 4,30 (d, J = 12,9 Hz, 4H, H;s) ;
6,77 (s, 8H, His) ; 6,93 (d, J= 8,4 Hz, 4H, Hs) ; 7,43 (t, J = 7.9 Hz, 4H, He) ; 8,02 (d, J = 8,1 Hz,
4H, Hy) ; 8,31 (d, J= 8,1 Hz, 4H, Ha,) ; 8,41 (d, J = 7,0 Hz, 4H, Ha,)

RMN "*C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 13,9 (4 Cy) ; 20,5 (4 Cs) ; 30,3 (4 C3) ; 31,4 (4 Cys) ;
31,5 (12 C1a) ; 34,0 (4 C) ; 40,2 (4 C4); 43,6 (4 C1) 5 55,5 (4 Cio) 3 71,2 (4 Cip) 5 114,1 (4 Cs) ;
116,0 (4 Co) 5 123,3 (4 Cy) ; 125,2 (4 CHay) ; 125,5 (8 Ci3) ; 125,7 (4 Cy) ; 130,1 (4 Cy) ; 130,4 (4
CHa) ; 131,0 (4 CHa) 5 132,1 (4 CHay) ; 133,3 (8 C) ; 145,6 (4 Cj) ; 152,7 (4 Cp) ; 156,0 (4 Cp) ;
163,7 (4 C=0) ; 164,2 (4 C=0)

CCM : Ry = 0,41 (CH,Cly/AcOEt 5 %)

F : 176°C (décomposition)

5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,27-di(2-(4-méthylamino-N-butyl-1,8-naphtalimide)
éthyléneoxy)-26,28-di(/V,/N-dimétylaminoéthoxy)calix[4]aréne

Calix-NAPHT2-Me

CooH114N6Os
M =1407,90 g mol™
Solide jaune vif
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Dans un ballon sous argon sont introduits 100 mg (0,079 mmol) de calixaréne 32, 2 mL de DMF
anhydre, 7 mL de THF anhydre et 37 mg (0,92 mmol) de NaH 60 % dans 1’huile. Le milieu
réactionnel est agité pendant 20 minutes a TA et 78 mg (0,55 mmol) de chlorhydrate de 2-
chloroéthyl-N, N-diméthylamine sont ajoutés. Le mélange est alors chauffé¢ au reflux pendant 14
heures. Les solvants sont évaporés sous pression réduite et de 1’eau Millipore est ajoutée. La phase
aqueuse est extraite au dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSQOy,
filtrées et évaporées sous pression réduite. L’huile orange récupérée est purifiée par
chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,/MeOH 2 % jusqu’a 10 %). 80 mg de produit sous la
forme d’un solide jaune sont obtenus (72 %). Une recristallisation dans le MeOH a 0°C permet
I’obtention de 37 mg du produit désiré pour les études spectroscopiques sous la forme d’un solide
jaune.

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm) : 0 = 0,91 (s, 18H, H;s ou Hyg) ; 0,97 (t, J = 7,4 Hz, 6H,
H); 1,22 (s, 18H, Hisou Hy¢) ; 1,44 (sx, J = 7,4 Hz, 4H, H») ; 1,64 (qt, J = 7,4 Hz, 4H, H3) ; 2,13
(s, 12H, Hy) ; 2,54-2-68 (m, 4H, Hy9) ; 3,03 (s, 6H, Hj») ; 3,09 (d, J = 12,5 Hz, 4H, Hy7) ; 3,81 (t, J
= 6,8 Hz, 4H, Hyg) ; 3,81 (t,J= 7,0 Hz, 4H, Hy¢) ; 4,17 (t, J= 7,4 Hz, 4H, H,4) ; 4,35 (d, J= 12,5 Hz,
4H, Hy7) ; 4,49 (t, J= 7,0 Hz, 4H, Hy;) ; 6,56 (s, 4H, Hy4) ; 6,95 (s, 4H, Hy3) ; 7,23 (d, J= 8,1 Hz,
2H, Hy) ; 7,55 (t, J=17,9 Hz, 2H, Hg) ; 8,22 (d, /= 8,5 Hz, 2H, Hy) ; 8,48 (d, /= 8,1 Hz, 2H, Hy) ;
8,55 (d, J=17,0 Hz, 2H, Hy,)

RMN "*C (CDClLs, 75 MHz, § en ppm) : & = 14,0 (2 C1) ; 20,5 (2 C2) ; 30,4 (2 C3) ; 31,3 (6 Cy5 ou
Ci6); 31,5 (4 Ci7) ;31,7 (6 Cis ou Cig) ; 33,8 (2 C ou Co) ; 34,1 (2 Cy ou Co) ; 40,2 (2 Cy) ; 43,8 (2
C1p) ; 45,9 (4 Cao) ; 55,7 (2 C19) ; 58,9 (2 C1o) 3 71,0 (2 C1s) : 72,7 (2 Cip) 5 114,5 (2 Cs) : 115,9 (2
Co); 1234 (2Cy) ; 125,0 (4 Ci3 0u Crg) 5 125,2 (2 CHyy) 5 125,7 (4 Ci3 ou Crg) 5 126,1 (2 Cy) 5 130,3
(2 Cy); 130,9 (2 CHy) ; 131,2 (2 CHy) 5 132,4 (2 CHy) 5 132,5 (4 Ci ou Cyy) 5 134,6 (4 Ci ou Cn) ;
144,9 (2 Cjou Cy) ; 1454 (2 Cjou Cy) 5 152,8 (2 Cyou C)) 5 153,5 (2 Cpou C)) 5 156,7 (2 Cy) ; 164,1
(2 C=0) ; 164,6 (2 C=0)

CCM : Rf = 0,28 (CH,Cl,/MeOH 5 %)

F : 189°C

1.2.2. Synthése des produits du chapitre 3 (cadmium)

2,2'-(Naphthaléne-2,3-diylbis(oxy))bis(/V,/N-diméthylacétamide)

AMI-NAPH
CisH2:N>04

M = 330,38 g mol™*
Solide blanc
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Dans un ballon sous argon sont introduits 624 mg (15,6 mmol) de NaH 60 % dans I’huile lavé avec
avec 2 x 5 mL d’éther de pétrole, puis 35 mL de DMF anhydre et 500 mg (3,12 mmol) de 2,3-
dihydroxynaphtaléne sont ajoutés. Le milieu est agité¢ a TA pendant une heure puis le chlorure de
N,N-diméthylacétamide (1,06 mL, 10,3 mmol) est ajouté au goutte a goutte. Le milieu est alors
chauffé¢ a 60°C pendant 2h30 et prend une coloration orangée. Le DMF est évaporé sous pression
réduite et le résidu est repris dans un mélange dichlorométhane/solution aqueuse saturée de NH4Cl.
La phase aqueuse est extraite au dichlorométhane puis les phases organiques sont réunies, lavées
avec une solution aqueuse saturée de NaCl, séchées sur MgSOy, filtrées et évaporées sous pression
réduite. L huile marron récupérée est purifiée par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl, puis
CH,Cl1,/MeOH 2 % jusqu’a 5 %), et 712 mg d’un solide blanc sont obtenus (65 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 2,88 (s, 6H, H;) ; 3,02 (s, 6H, H,) ; 4,77 (s, 4H, Hy) ;
7,13 (s, 2H, H3) ; 7,25 (dd, J = 6,3 Hz, J = 3,3 Hz, 2H, Hs) ; 7,59 (dd, J = 6,3 Hz, J = 3,3 Hz, 2H,
Ha)

CCM : Ry = 0,40 (dichlorométhane/méthanol 95:5)

F:159°C

2,2'-(Naphthaléne-2,3-diylbis(oxy))bis(/V,/N-diméthylthioacétamide)

THIO-NAPH
CisH2:N20,S;
M = 362,51 g mol™
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits le composé amide AMI-NAPH (209 mg, 0,63 mmol) et
20 mL de toluéne anhydre. Le réactif de Lawesson est ajouté (281 mg, 0,70 mmol) et le milieu est
chauffé a 60°C pendant 20 minutes. Le toluene est évaporé sous pression réduite et la pate jaune
obtenue est purifiée par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl, puis CH,Cl,/MeOH 1 % jusqu’a
2 %). 156 mg d’un solide blanc sont obtenus (68 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, & en ppm) : 6 = 3,46 (s, 6H, H,) ; 5,20 (s, 4H, Hy) ; 7,35 (dd, J = 6,2
Hz, J=3,3 Hz, 2H, Hs) ; 7,39 (s, 2H, H3) ; 7,68 (dd, J = 6,2 Hz, J= 3,3 Hz, 2H, Hy4)

RMN "C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 42,5 (2 C1) ;44,9 (2 C)) ;75,7 2 Cy) ; 1102 2 C3) ;
124,9 (2 Cs) 5 126,7 (2 C4) ; 129,5 (2 Cy) 5 147,4 (2 C-0O) 5 195,6 (2 C=S)

CCM : Ry = 0,42 (dichlorométhane/méthanol 98:2)

F : 145°C
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2,2’-(4-Méthylcoumarine-6,7-diyl)bis(oxy)bis(V,/N-diméthylacétamide)

AMI-COU
C13H2:N»06

M = 362,38 g mol’’
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits 500 mg (5,6 mmol) de 4-méthyl-6,7-dihydroxycoumarine
et 20 mL de DMF anhydre. 416 mg (10,4 mmol) de NaH 60 % dans I’huile sont ajoutés et le milieu
est agité¢ a TA pendant une heure. 0,89 mL (8,6 mmol) de chlorure de N,N-diméthylacétamide sont
ajoutés au goutte a goutte et le mélange réactionnel est chauffé¢ a 60°C pendant une 20 heures. Le
DMF est évaporé sous pression réduite et le résidu est repris dans un mélange
dichlorométhane/solution aqueuse saturée de NH4Cl. La phase aqueuse est extraite au
dichlorométhane puis les phases organiques sont réunies, lavées avec une solution aqueuse saturée
de NaCl, séchées sur Na,SOy, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le solide beige obtenu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,/MeOH 5 %) et 658 mg d’un solide blanc sont
obtenus (70 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 2,36 (d, J= 1,1 Hz, 3H, Hy) ; 2,96 (s, 3H, H; ou Hg) ;
2,99 (s, 3H, H; ou Hg) ; 3,08 (s, 3H, H; ou Hg) ; 3,09 (s, 3H, H; ou Hg) ; 4,83 (s, 2H, H, ou Hy) ;
4,85 (s, 2H, Hyou H) ; 6,14 (d,J= 1,1 Hz, 1H, Hs) ; 6,74 (s, 1H, H3) ; 7,26 (s, 1H, He)

RMN "*C (CDCls, 75 MHz, 8 en ppm) : & = 18,9 (C4) ; 35,8 (2 C; ou Cs) ; 36,2 (C, ou Cs) ; 36,7
(Ciou Cg) ; 66,9 (Cy0uCy);69,8(CrouCy);101,9(Ce); 111,7 (Cz0uCsoulCe); 112,8 (C30uCs
ouC.); 113,7 (C30u Cs ou Ce) ; 144,7 (Cy) 5 150,0 (Cy) ;5 152,0 (Cq ou Cy) 5 152,6 (C40u Cy) ; 161,3
(Ce); 166,3 (CyouCy); 167,9 (C,ou Cy)

CCM : Rf = 0,43 (dichlorométhane/méthanol 95:5)

F :198°C
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2,2’-(4-Méthylcoumarine-6,7-diyl)bis(oxy)bis(V,/N-diméthylthioacétamide)

THIO-COU
CisH22N204S;
M = 394,51 g mol
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits le composé amide AMI-COU (100 mg, 0,28 mmol) et 10
mL de toluéne anhydre. Le réactif de Lawesson est ajouté (123 mg, 0,30 mmol) et le milieu est
chauffé a 60°C jusqu’a dissolution complete des réactifs. Le tolueéne est alors évaporé sous pression
réduite et le produit brut obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,/MeOH
3 % jusqu’a 10 %). Une seconde purification (dichlorométhane puis dichlorométhane /acétone 3 %
jusqu’a 5 %) permet I’obtention de 79 mg d’un solide blanc (72 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 2,36 (s, 3H, Ha) ; 3,42 (s, 6H, H; ou Hg) ; 3,46 (s, 3H,
H; ou Hg) ; 3,49 (s, 3H, H; ou Hg) ; 5,08 (s, 2H, H, ou Hy) ; 5,18 (s, 2H, H, ou H) ; 6,12 (s, 1H,
H5) ; 6994 (Sa lHa H3) ; 7952 (Sa lHo H6)

RMN "*C (CDCl;, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 19,1 (C4) ; 42,0 (C; ou Cs) ; 42,6 (C; ou Cy) ; 44,8 (C,
ou Cg) ; 44,9 (Cyou Cy) ; 74,7 (Cy ou C7) ; 76,4 (C, ou Cy) ; 102,8 (Ce) ; 110,5 (Cs0u Cs) ; 112,8
(Cs0u Cs) ; 113,7 (Ce) 5 144,1 (Cyp) ; 149,5 (Cp) ;5 150,7 (Cq ou Cy) 5 152,8 (Cq 0u Cy) ;5 161,2 (Ce) ;
194,4 (C,ou Cy) ; 195,4 (C, 0u Cy)

CCM : Ry = 0,38 (dichlorométhane/acétone 95:5)

F: 182°C

Acide 2,2'-(éthane-1,2-diylbis(oxy))diacétique
JOJ\/
HO (@)

21
CsH 1906
M = 178,14 g mol
Huile orange

Dans un erlenmeyer sous agitation magnétique sont introduits 70 mL d’acide nitrique 70 %. La

solution est chauffée a 45°C et 3,6 mL (27 mmol) de triéthyléneglycol sont ajoutés. Le milieu
réactionnel est chauffé¢ a 65°C. La solution devient jaune et des fumées rousses apparaissent. Le
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Partie expérimentale I. Synthese et caractérisation

mélange réactionnel est alors amené a une température de 45°C de sorte que le dégagement de
fumée soit modéré. 14,2 mL (106 mmol) de triéthyléneglycol sont ajoutés par fractions de 1 mL sur
une durée de 1 heure, la température du milieu réactionnel ne dépassant pas 50°C. A la fin de
I’ajout, le milieu réactionnel est chauffé 20 minutes a 45°C puis 40 minutes a 80°C. Le milieu vert
foncé se décolore progressivement. L’acide nitrique est évaporé sous pression réduite conduisant a
I’obtention d’un liquide jaune. 120 mL de toluene sont ajoutés et le mélange est chauffé au reflux
dans un ballon surmonté d’un Dean-Stark pendant 14 heures. Le tolueéne est alors évaporé sous
pression réduite et 24 g d’une pate orange sont obtenus (100 %).

RMN "H (acétone-dg, 300 MHz, § en ppm) : & = 3,78 (s, 4H, H,) ; 4,18 (s, 4H, H))

RMN "*C (acétone-ds, 75 MHz, & en ppm) : 6 = 68,9 (2 C1) ; 71,7 (2 C2) ; 172,0 (2 C=0)

Chlorure de I’acide 2,2'-(éthane-1,2-diylbis(oxy))diacétique
)(J)\/
O~ cl
Cl (0]

22
C¢HsCL Oy

M = 215,03 g mol™*
Huile jaune

Dans un ballon sous argon sont introduits 444 mg (2,49 mmol) de diacide 21, 40 mL de toluéne
anhydre et 2,6 mL (29,9 mmol) de chlorure d’oxalyle. Le milieu réactionnel est chauffé a 90°C
pendant 3 heures puis le toluéne est évaporé sous pression réduite. L’huile jaune obtenue est
réengagée immédiatement dans des réactions d’acylation avec différentes amines.

RMN 'H (acétone-dg, 300 MHz, & en ppm) : 6 = 4,72 (s, 4H, H») ; 3,87 (s, 4H, H))

2,2'-(Ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(7-amido-4-(trifluoromethyl)-coumarine)

1
, O O
L L
HN O O° NH
b
6

5
g 0
= NS
074 e CF;  FsC 0
4 f

3
c

AMI-COU2
Ci6H13F¢N2O3
M = 600,42 g mol™
Solide blanc

-216 -



Partie expérimentale I. Synthese et caractérisation

Dans un ballon sous argon sont introduits la 7-amino-4-trifluorométhylcoumarine (262 mg, 1,09
mmol), la triéthylamine (175 pL, 1,25 mmol) et 7 mL de THF anhydre. Une solution de chlorure
d’acide 22 (0,52 mmol) dans 2,5 mL de THF anhydre est alors ajoutée au goutte a goutte et le
milieu réactionnel est agité pendant 40 heures a température ambiante. La réaction est arrétée par
ajout de H,O et la phase aqueuse est extraite a 1’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont
réunies, séchées sur MgSQy, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le solide jaune obtenu est
purifié¢ par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl, puis CH,Cl,/AcOEt 3:2 jusqu’a 1:1 et enfin
AcOEt) et 92 mg d’un solide blanc sont obtenus (29 %).

RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz, 6 en ppm) : 3,82 (s, 4H, H)) ; 4,23 (s, 4H, H») ; 6,87 (s, 2H, Hy) ;
7,5-7,7 (m, 4H, Hs et He) ; 7,87 (s, 2H, H3) ; 10,28 (s, 2H, NH)

RMN "*C (DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) : & = 70,1 (2 C; ou C2); 70,3 (2 C; ou Cy); 106,5
(2C3); 108,2 (2Cy); 1143 (2 Cy) 5 116,2 (2 Co) 5 1234 (2 Cp) 5 125,1 (2 Cs) ; 138,9 (2 Co) ; 142,6
(2 Co); 154,4 (2 Co) ; 158,4 (2 Cq) ; 169,3 (2 Co)

CCM : Ry = 0,27 (CH,Cl/AcOEt 1:1)

F:201°C

2,2'-(Ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(7-thioamido-4-(trifluoromethyl)-coumarine)

1
, O O
L L
HN S S° NH
b
6

5
g o}
= N
074> ¢ CFy FsC 0
4 f

3
c

THIO-COU2
Ci6H18F6N206S2
M = 632,55 g mol’
Solide jaune

Dans un ballon sous argon sont introduits le composé amide AMI-COU2 (88 mg, 0,15 mmol) et 5
mL de toluéne anhydre. Le réactif de Lawesson est ajouté (130 mg, 0,32 mmol) et le milieu est
chauffé a 90°C pendant 16 heures. Le toluéne est alors évaporé sous pression réduite et le solide
jaune obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl, puis CH,Cl,/AcOEt 95:5
jusqu’a 1:1). 72 mg d’un solide jaune impur sont obtenus. Celui-ci est repris dans le
dichlorométhane dans lequel il est peu soluble et filtré sur fritté. 40 mg de THIO-COU2 pur sont
alors obtenus sous la forme d’un solide jaune (43 %).

RMN 'H (DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) : 3,87 (s, 4H, Hy) ; 4,53 (s, 4H, Hy) ; 7,03 (s, 2H, Hy) ;

7,65 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Hs) ; 7,84 (dd, J = 8,1 Hz, J = 1,8 Hz, 2H, H) ; 8,27 (d, J = 1,8 Hz, 2H,
Hs) ; 11,50 (sl, 2H, NH)
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RMN C (DMSO-dg, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 69,8 (2 Cy) ; 78,1 (2 C2) ; 110,6 (2 C3) ; 110,6
(2C4g); 116,22 (2 Cy) 5 120,1 (2 Co) 5 123,3 (2 Cp) 5 124,7 (2 Cs) 5 138,5 (2 Co) ; 142,4 (2 Co) ; 1537
(2 Co); 158,1 (2 Cq) 5 199,3 (2 Cy)

CCM : Ry = 0,82 (CH,Clo/AcOEt 1:1)

F :202°C

(4-Iodo-phényl)-méthylamine

12 3
/
I4< >*NH
24
C7HgIN

M = 233,05 g mol
Liquide 1égerement jaune

Dans un ballon sous argon sont introduits 2 g (9,13 mmol) de 4-iodoaniline, 50 mL de THF anhydre
et 1,25 mL (20,1 mmol) d’iodure de méthyle. 400 mg (10 mmol) de NaH 60 % dans ’huile sont
alors ajoutés et le milieu réactionnel est chauffé a 50°C pendant 16 heures. De I’eau est ajoutée et le
milieu est extrait avec du dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSQOy,
filtrées et évaporées sous pression réduite. La purification du brut réactionnel par chromatographie
sur gel de silice (cyclohexane/dichlorométhane 7:3) permet d’obtenir 0,72 g (34 %) du produit
monométhylé sous la forme d’un liquide 1égérement jaune.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 2,81 (s, 3H, Hs) ; 6,39 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H,) ; 7,43
(d,J=9,0 Hz, 2H, H))

CCM : R = 0,31 (cyclohexane/dichlorométhane 7:3)

2,2'-(Ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(/V-(4-iodophényl)- N-méthylacétamide)

5
1 /N
L L
1o o7y
3

25
C30H:1:N,04
M = 608,21 g mol’
Huile jaune

Dans un ballon sous argon sont introduits 1’amine secondaire 24 (1,28 g, 5,5 mmol), la
triéthylamine (830 pL, 6,0 mmol) et 40 mL de THF anhydre. Une solution de chlorure d’acide 22
(2,5 mmol) dans 10 mL de THF anhydre est alors ajoutée au goutte a goutte et le milieu réactionnel
est agité pendant 16 heures a température ambiante. La solution se trouble et prend une coloration
marron. La réaction est arrétée par ajout de H,O et la phase aqueuse est extraite a 1’acétate d’éthyle.
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Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSOy, filtrées et évaporées sous pression réduite.
L’huile marron obtenue est purifié¢e par chromatographie sur gel de silice (AcOEt puis
CH,Cl1,/MeOH 10 %) et 1,07 g d’une huile jaune sont obtenus (71 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : 3,12 (s, 6H, Hs) ; 3,47 (s, 4H, Hs) ; 3,77 (s, 4H, Hy) ; 6,87
(d,J=8,3 Hz, 2H, H,) ; 7,62 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H))

RMN C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 37,0 (2 C3) ; 69,2 (2 C4) ; 70,5 (2 Cs) ; 93,0 (2 C-I) ;
128,8 (4 Cy) ; 138,7 (4 Cy) ; 142,0 (2 C-N) ; 168,5 (2 C=0)

CCM : Ry = 0,35 (AcOEt)

2,2'-(Ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(/V-(4-((4-cyanophényl)éthynyl)phényl)-V-méthylacétamide)

a

AMI-BAT
C3sH30N404
M = 606,67 g mol’
Solide blanc

Dans un ballon sont introduits 217 mg (0,36 mmol) de composé diiod¢ 25, 96 mg (0,76 mmol) de 4-
éthynylbenzonitrile, 20 mL de toluéne anhydre et 3,6 mL de triéthylamine. Le milieu réactionnel est
dégazé puis 25 mg (0,022 mmol) de Pd(PPh3)s et 8,4 mg (0,044 mmol) de Cul sont ajoutés
rapidement. Le milieu réactionnel est de nouveau dégazé puis chauffé a 50°C pendant 20 heures. Le
mélange réactionnel inhomogene jaune est refroidi a TA et filtré sur fritté. Le solide blanc obtenu
est lavé avec du toluéne puis solubilisé dans le chloroforme. La phase organique est lavée avec une
solution aqueuse saturée de NH4Cl et la phase aqueuse est ensuite réextraite avec du chloroforme.
Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSQOy, filtrées et évaporées sous pression réduite.
207 mg de produit sous la forme d’un solide blanc sont obtenus (95 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, 6 en ppm) : 3,27 (s, 6H, Hs) ; 3,61 (s, 4H, Hy) ; 3,94 (s, 4H, Hs) ; 7,21
(d, J=8,4 Hz, 4H, Hy) ; 7,57 (d, J = 8,4 Hz, 4H, H3) ; 7,60 (d, J = 8,8 Hz, 4H, H; ou Hy) ; 7,65 (d,
J= 8,8 HZ, 4H, H1 ou Hz)

RMN "3C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 37,3 (2 Cs) ; 69,7 (2 Cs) ; 70,9 (2 C7) ; 88,9 (2 Cq ou
Co) ;92,5 (2 CaouCe); 112,0 2 Cy 5 118,5 (2 Cy) 5 127,2 (2 Cy) ; 127,8 (2 Cy) 5 132,2 (12 CHy) ;
133,3 (4 CHay) ; 143,2 (2 Cy) ; 169,0 (2 Cp)

CCM : Ry = 0,22 (AcOEt)

F :214°C
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2,2'-(Ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(N-(4-((4-cyanophényl)éthynyl)phényl)-N-

méthylthioacétamide)
o

THIO-BAT
C33H30N40,S;
M = 638,80 g mol
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits le composé amide AMI-BAT (100 mg, 0,165 mmol) et 7
mL de toluéne anhydre. Le réactif de Lawesson est ajouté (74 mg, 0,18 mmol) et le milieu est
chauffé a 90°C pendant 24 heures. Le toluéne est alors évaporé sous pression réduite et le solide
jaune obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl, puis CH,Cl,/AcOEt 95:5). 60
mg de THIO-BAT sont alors obtenus sous la forme d’un solide blanc (60 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, 6 en ppm) : 3,43 (s, 4H, Hy) ; 3,69 (s, 6H, Hs) ; 4,14 (s, 4H, Hg) ; 7,22
(d, J=8,1 Hz, 4H, Hy) ; 7,59 (d, J = 8,1 Hz, 4H, H3) ; 7,60 (d, J = 8,5 Hz, 4H, H; ou Hy) ; 7,65 (d,
J=8,8 Hz, 4H, H; ou H,)

RMN "C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 45,8 (2 Cs) ; 69,8 (2 C7) ; 76,7 (2 Cs) ; 89,2 (2 C4 ou
Ceo); 92,3 (2Cq0uCe); 112,0 (2 Cy); 1184 (2 Cy); 122,72 Cy) ; 1259 (4 CHyy) 5 127,6 (2 Cy) ;
132,2 (4 CH,,) ; 132,2 (4 CHy,) ; 133,1 (4 CHy) ; 145,2 (2 Cy) 5 199,6 (2 Cy)

CCM : Ry = 0,78 (CH,Cl,/AcOEY)

F :220°C

N-(4-iodophényl)-N-méthylacétamide

26
CoH 4 INO
M = 275,09 g mol
Solide beige

Dans un ballon sous argon sont introduits 813 mg (3,5 mmol) de (4-iodo-phényl)-méthylamine 24,
30 mL de THF anhydre et 1,07 mL (7,7 mmol) de triéthylamine. 0,5 mL (7 mmol) de chlorure
d’acétyle sont ajoutés. Un précipité blanc apparait et le milieu est agité pendant 2h30 a TA. La
réaction est arrétée par ajout de H,O et la phase aqueuse est extraite a ’acétate d’éthyle. Les phases
organiques sont réunies, lavées avec une solution aqueuse saturée de NaHCO3, séchées sur Na,SOs,
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filtrées et évaporées sous pression réduite. 0,9 g de produit sont obtenus sous la forme d’un solide
beige (94 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, o en ppm) : 6 = 1,87 (s, 3H, Ha) ; 3,23 (s, 3H, H3) ; 6,95 (d, /= 8,5
Hz, 2H, H,) ; 7,74 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H))

RMN *C (CDCls, 75 MHz, 8 en ppm) : & = 22,5 (Cs) ; 37,2 (C3) ; 92,8 (C-I) ; 129,2 (C,) ; 139,1
(C)) ; 144,5 (C-N) ; 170,3 (C=0)

CCM : R = 0,42 (CH,CL,/AcOEt 9:1)

N-(4-((4-cyanophényl)éthynyl)phényl)-/N-méthylacétamide

1 2 3 4

5
L=
NC — N
a b c d e f ¢} °

o h

AMI-MOD
CisH14N20

M = 274,32 g mol
Solide beige

Dans un ballon sont introduits 200 mg (0,73 mmol) de composé iodé 26, 93 mg (0,73 mmol) de 4-
¢thynylbenzonitrile, 20 mL de toluéne anhydre et 3,6 mL de triéthylamine. Le milieu réactionnel est
dégazé puis 25 mg de Pd(PPhs)s (0,022 mmol) et 8,4 mg (0,044 mmol) de Cul sont ajoutés
rapidement. Le milieu réactionnel est de nouveau dégazé puis chauffé a 50°C pendant 15 heures. Le
toluene et la triéthylamine sont évaporés sous pression réduite. Le solide roux obtenu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (CH,Cl, puis CH>Cl,/AcOEt 5 % jusqu’a 10 %) et 200 mg d’un
solide beige sont obtenus (100 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : 0 = 1,92 (s, 3H, Hp) ; 3,28 (s, 3H, Hs) ; 7,21 (d, J = 8.5
Hz, 2H, H,) ; 7,52-7,70 (m, 6H, H; et H, et H3)

RMN "“C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 22,6 (Cs) ; 37,2 (Cs) ; 88,8 (Cq ou Ce) ; 92,7 (C4 ou
Ce); 112,0 (C, 0u Cy ou C, ou Cy) ; 118,5 (C, ou Cp, ou C, ou Cy) ; 127,3 (C, ou C, ou C; ou Cy) ;
127,9 (Ca ou Cy ou C. ou Cy) 5 132,2 (4 CHyy) ; 132,2 (2 CHar) 5 133,2 (2 CHay) ;5 145,2 (Cy) 5 170,3
(Crn)

CCM : Rg = 0,29 (CH,Cl,/AcOEt 5 %)

F:178°C

N-(4-((4-cyanophényl)éthynyl)phényl)- V-méthylthioacétamide

1 2 3 4

5
e /
o=
a b c d e f g)—

S h

THIO-MOD
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CisHisN2S
M = 290,38 g mol
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits le composé amide AMI-MOD (80 mg, 0,29 mmol) et 10
mL de toluéne anhydre. Le réactif de Lawesson est ajouté (130 mg, 0,32 mmol) et le milieu est
chauffé a reflux pendant 6 heures. Le toluéne est alors évaporé sous pression réduite et le solide
jaune obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,). 67 mg de THIO-MOD sont
alors obtenus sous la forme d’un solide blanc (79 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § en ppm) : & = 2,42 (s, 3H, Hg) ; 3,74 (s, 3H, Hs) ; 7,21 (d, J = 8,5
Hz, 2H, Hy) ; 7,55-7,75 (m, 6H, H, et H, et Hs)

RMN "*C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 34,0 (Ce) ; 45,7 (Cs) ; 89,3 (Cg ou Co) ; 92,2 (Cq ou
Co); 112,2 (Cy) 5 1184 (Cy) ; 122,9 (Cy) ; 125,9 (2 C4) 5 127,7 (Cy) 5 132,3 (2 CHy) ;5 132,3 (2
CHa) ; 133,5 (2 CH,) 5 146,2 (Cy) ; 201,6 (Cy)

CCM : R = 0,70 (CH,Cl,)

F:211°C

Bis(2-benzoyloxyéthyl)aminophényle

8 7

6

w o

C
b O\_4\
(@] (@]
N
1
27
C24H3NOy4

M = 389,44 g mol™
Solide blanc

Dans un ballon sous argon a 0°C sont introduits 2 g (11 mmol) de phényldiéthanolamine, 3 mL de
dichlorométhane anhydre et 3,45 mL (29,7 mmol) de chlorure de benzoyle. 3,8 mL de triéthylamine
sont alors ajoutés au goutte-a-goutte. Le mélange marron orangé est agité a 0°C pendant 3 heures.
De I’eau est ajoutée et le milieu est extrait avec du dichlorométhane. Les phases organiques sont
réunies, séchées sur MgSQOy, filtrées et évaporées sous pression réduite, ce qui conduit a 1’obtention
d’un solide rosé. Le brut réactionnel est chromatographié sur gel de silice
(dichlorométhane/cyclohexane 1:1). 3,71 g de produit sont obtenus sous la forme d’un solide blanc
(87 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : 6 = 3,85 (t, J = 6,2 Hz, 4H, H.) ; 4,53 (t, /= 6,2 Hz, 4H,

Hs); 6,76 (t, J= 7,4 Hz, 1H, H)) ; 6,89 (d, J= 7,4 Hz, 2H, H3) ; 7,28 (t, J = 7,4 Hz, 2H, H>) ; 7,43
(t,J=7,0 Hz, 4H, Hy) ; 7,55 (t, J = 7,0 Hz, 2H, Hs) ; 8,01 (d, J = 7,0 Hz, 4H, He)
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RMN *C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 49,9 (2 Cy) ; 62,3 (2 Cs) ; 112,5 (2 C3) ; 117,3 (C)) ;
128,5 (4 C7) : 129,7 (4 Co) 3 129,7 (2 C2) 3 130,0 (2 Co) ; 133,2 (2 Cs) ; 147,4 (Cy) 5 166,7 (2 Cy)

CCM : Rr = 0,19 (dichlorométhane/cyclohexane 1:1)

4-(Bis(2-benzoyloxyéthyl)amino)benzaldéhyde
8 7

6

C

d
o)
@)

o

A

b

w

0]
4
2
a

1

28
CysH23NOs
M = 417.45 g/mol
Solide blanc

Dans un schlenk sous argon sont introduits 3,65 g (9,4 mmol) de composé 27 et 5,6 mL (72,3
mmol) de DMF. 1,1 mL (11,2 mmol) de POCI; sont ajoutés lentement et le mélange réactionnel est
chauffé a 80°C pendant 3 heures. De 1’eau est ensuite ajoutée et le mélange réactionnel est basifi¢ a
pH = 10-11 par ajout d’une solution aqueuse de NaOH 1M. Le mélange réactionnel est alors extrait
avec de D’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSQO,, filtrées et
évaporées sous pression réduite. L huile marron obtenue est chromatographiée sur gel de silice
(dichlorométhane puis dichlorométhane/acétate d’éthyle 95:5 jusqu’a 90:10), ce qui conduit a
I’obtention de 4 g de produit sous la forme d’un solide blanc (100 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : 6 =391 (t,J = 6,2 Hz, 4H, H.) ; 4,54 (t, /= 6,2 Hz, 4H,
Hs); 6,92 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H3) ; 7,40 (t, J = 5,9 Hz, 4H, H;) ; 7,53 (t, J = 0,8 Hz, 4H, Hy) ; 7,56
(d, /J=8,8 Hz, 2H, Hy) ; 7,98 (d, /= 0,8, 4H, Hg) ; 9,74 (s, 1H, H))

RMN *C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 49,9 (2 Cy) ; 60,4 (2 Cs) ; 111,6 (2 C3) ; 126,3 (C,) ;
128,5 (4 C7) ; 129,6 (4 Co) ; 129,6 (2 C2) ; 133,3 (2 Ca) ; 133,3 (2 Cs) ; 152,3 (Cy) ; 166,5 (2 Co) ;
190,2 (C))

CCM : Rr = 0,15 (CH,CL)
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4-(Bis(2-hydroxyéthyl)amino)benzaldéhyde

29
CuHisNO;
M = 209,24 g mol
Huile jaunéatre

Dans un ballon sous argon sont introduits 0,3 g (0,72 mmol) d’aldéhyde 28, 2 mL de THF et 2 mL
de méthanol. 0,8 mL (1,6 mmol) d’une solution aqueuse de KOH 2M sont alors ajoutés goutte-a-
goutte. La solution de couleur jaune est agitée pendant 15 minutes a température ambiante. De 1’eau
est ajoutée dans le milieu réactionnel et le mélange est extrait avec de I’acétate d’éthyle. Les phases
organiques sont réunies, séchées sur MgSQ,, filtrées et évaporées sous pression réduite. L’huile
jaune obtenue est chromatographiée sur gel de silice (dichlorométhane/méthanol 95:5), ce qui
conduit a I’obtention de 0,28 g de produit sous la forme d’une huile jaunatre (79 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 3,64 (t, J= 5,2 Hz, 4H, H;) ; 3,85 (t, J = 5,2 Hz, 4H,
H) ;4,39 (s, 2H, Hy) ; 7,61 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Hy) ; 7,66 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H3) ; 9,57 (s, 1H, Hy)

RMN "C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 55,1 (2 C4), 60,2 (2 Cs) ; 111,7 (2 C3) ; 125,4 (C.),
132,2 (2 Cy) ; 152,9 (Cp) ; 190,7 (C))

CCM : Rf = 0,10 (dichlorométhane/méthanol 95:5)

4-(Bis(2-tosyléthyl)amino)benzaldéhyde

30
C35H7NO5S,
M = 517,61 g mol’
Solide blanc/beige

Dans un ballon sous argon a 0°C sont introduits 0,12 g (0,57 mmol) de diol 29, 0,44 g (2,3 mmol)
de chlorure de tosyle et 10 mL de dichlorométhane anhydre. 0,64 mL (4,6 mmol) de triéthylamine
sont alors additionnés. Le mélange réactionnel est laiss€é remonter a température ambiante et agité
pendant 24 heures. De I’eau est ajoutée et le mélange est extrait avec du dichlorométhane. Les
phases organiques sont réunies, séchées sur MgSQOy, filtrées et évaporées sous pression réduite.
L’huile marron obtenue est chromatographiée sur gel de silice (dichlorométhane puis
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dichlorométhane/acétate d’éthyle 95:5), ce qui conduit a I’obtention de 0,24 g de produit sous la
forme d’un solide blanc/beige (82 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 2,30 (s, 6H, Hs) ; 3,57 (t, J = 5,5 Hz, 4H, Hy) ; 4,40 (¢,
J=5,5Hz, 4H, Hs) ; 6,39 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H3) ; 7,16 (d, J = 8,1 Hz, 4H, Hy) ; 7,53 (d, J = 8,8 Hz,
2H, H,) ; 7,59 (d, J = 8,1 Hz, 4H, Hg) ; 9,65 (s, 1H, H))

CCM : Rg = 0,23 (dichlorométhane/acétate d’éthyle 95:5)

4-(Bis(2-(pyrimidin-2-ylthio)éthyl)amino)benzaldéhyde

Y
H

1 A

31
C19H19N508;
M = 397,52 g mol’
Solide blanc/beige

Dans un ballon sous argon sont introduits 221 mg (1,97 mmol) de 2-mercaptopyrimidine et 3,5 mL
de DMF anhydre. 75 mg (0,147 mmol) de NaH a 60 % dans I’huile sont alors ajoutés. Apres
agitation pendant 30 minutes a température ambiante, une solution de 242 mg (0,47 mmol) de
composé 30 dans 1,7 mL de diméthylformamide anhydre est ajoutée. Le mélange réactionnel est
alors agité a température ambiante pendant 18 heures. Une solution aqueuse saturée de NH4ClI est
ajoutée. Le mélange est ensuite extrait avec du dichlorométhane. Les phases organiques sont
réunies, séchées sur MgSQy, filtrées et évaporées sous pression réduite. L huile jaune obtenue est
chromatographiée sur gel de silice (dichlorométhane/acétate d’éthyle 9:1 jusqu’a 3:2), ce qui
conduit a I’obtention de 168 mg de produit sous la forme d’un solide blanc/beige (90 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 3,32 (t, J= 7,7 Hz, 4H, H;) ; 3,81 (t, J= 7,7 Hz, 4H,
H,) ;7,03 (t, J = 4,8 Hz, 2H, Hy) ; 7,18 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H) ; 7,78 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H,) ; 8,55
(d, J=4,8 Hz, 4H, Hy) ; 9,75 (s, 1H, H))

RMN *C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 27,5 (2 Cs) 5 50,8 (2 Ca) ; 111,5 (2 C3) ; 116,9 (2 Cy) ;
125,8 (Ca) 3 132,3 (2 Ca) 3 152,2 (Cy) 5 157,5 (4 Co) 5 171,7 (2 Co) ; 190,2 (Cy)

CCM : Rr = 0,31 (dichlorométhane/acétate d’éthyle 4:1)
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4-(Bis(2-(pyridin-2-ylthio)éthyl)amino)benzaldéhyde

6
N/|7

32
C11H21N308;,
M = 395,54 g mol’’
Solide jaune

Dans un ballon sous argon sont introduits 295 mg (2,7 mmol) de 2-mercaptopyridine et 4,8 mL de
DMF anhydre. 61,4 mg (0,12 mmol) de NaH 60 % dans 1’huile sont alors ajoutés. Apres agitation a
TA pendant 30 minutes, une solution de 330 mg (0,64 mmol) de composé 30 dans 2,3 mL. de DMF
anhydre est ajoutée. Le mélange réactionnel marron est alors agité¢ a température ambiante pendant
18 heures. La réaction est stoppée par ajout d’une solution aqueuse saturée de NH4Cl. Le mélange
est ensuite extrait avec du dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur
Na,SOq, filtrées et évaporées sous pression réduite. L huile marron obtenue est chromatographiée
sur gel de silice (dichlorométhane/acétate d’éthyle 9:1 jusqu’a 8:2), ce qui conduit a 1’obtention de
121 mg de produit sous la forme d’un solide jaune (48 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 3,38 (t, J= 7,7 Hz, 4H, Hs) ; 3,79 (t, J = 7,7 Hz, 4H,
H,) ; 7,00-7,09 (m, 2H, Hy) ; 7,15-7,26 (m, 4H, Hs et Ho) ; 7,46-7,55 (m, 2H, Hs) ; 7,78 (d, J= 9,2
Hz, 2H, Ha) ; 8,47 (m, 2H, Hy) ; 9,76 (s, 1H, H))

RMN C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 26,4 (2 Cs) ; 50,9 (2 C4) ; 111,5 (2 C3) ; 119,5 (2 C) ;
121,0 (2 Co) ; 122,3 (Cy) ; 132,1 (2 C3) ; 135,9 (2 Cs) ; 149,3 (2 Cg) ; 152,2 (Cy) ; 157,6 (2 Co) ;
190,0 (C))

CCM : R = 0,7 (dichlorométhane/acétate d’éthyle 95:5)
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2-(4-(Bis(2-(pyrimidin-2-ylthio)éthyl)amino)benzylidéne)malononitrile

N7 N7
s
s” N
SH“
3
2 N

PYRIM-CN
C22H19N+S;
M = 445,56 g mol™’
Poudre jaune

Dans un ballon sous argon, sont introduits 168 mg (0,42 mmol) d’aldéhyde 31, 56 mg (0,84 mmol)
de malononitrile et 8 mL d’éthanol absolu. Une goutte de pipéridine est alors ajoutée au mélange
réactionnel de couleur jaune. Le milieu réactionnel est agité a température ambiante pendant 30
minuntes puis chauffé progressivement jusqu’a disparition du réactif. Apres filtration, un solide
jaune vif est obtenu. Le brut réactionnel est purifié par recristallisation dans un milieu
dichlorométhane/éthanol. Apres filtration, 142 mg d’une poudre jaune sont obtenus (76 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 3,35 (t, J = 7,4 Hz, 4H, H) ; 3,87 (t, J = 7,4 Hz, 4H,
H,) ;7,05 (t, J = 5,1 Hz, 2H, Hy) ; 7,20 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H3) ; 7,50 (s, 1H, H,) ; 7,88 (d, J = 8,8
Hz, 2H, H) ; 8,58 (d, J= 5,1 Hz, 4H, Hy)

F:211°C

2-(4-(Bis(2-(pyridin-2-ylthio)éthyl)amino)benzylidéne)malononitrile

NV\S
NC@ C

PYR-CN
C24H21NsS,
M = 443,59 g mol
Poudre jaune

Dans un ballon sous argon sont introduits 121 mg (0,31 mmol) d’aldéhyde 32, 41 mg (0,62 mmol)

de malononitrile et 3 mL d’éthanol absolu. Une goutte de pipéridine est alors ajoutée au mélange
réactionnel. Apres agitation et chauffage a 40°C pendant 10 minutes, le brut réactionnel est filtré et
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rincé a 1’éthanol absolu. Le solide filtré est chromatographié sur gel de silice (dichlorométhane), ce
qui conduit a I’obtention de 52 mg de produit sous la forme d’une poudre jaune (35 %).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz, & en ppm) : & = 3,38 (t, J= 7,5 Hz, 4H, Hs) ; 3,82 (t, J = 7,5 Hz, 4H,
Hs) ; 7,03 (m, 2H, Hy) ; 7,18-7,25 (m, 4H, H; et Hy), 7,48-7,55 (m, 3H, Hset H;) ; 7,87 (d, /= 9,2
Hz, 2H, H,) ; 8,47 (d, J=4 Hz, 2H, Hg)

CCM : Rg = 0,43 (dichlorométhane)

F: 186°C

5,11,17,23-Tétra-p-tert-butyl-25,26,27,28—tétrakis(2-éthoxycarbonylméthyléneoxy)
calix[4]aréne

Calix-COOEt
CeoHsgoO12
M = 993,27 g mol’
Solide blanc

3,0 g (4,6 mmol) de p-tert-butylcalix[4]aréne sont ajoutés sous argon a une suspension de 4,0 g
(100 mmol) de NaH 60 % dans I’huile dans 20 mL de DMF et 80 mL de THF anhydre, puis laissés
agiter 30 minutes a température ambiante. Apres addition de 8,8 mL (79,6 mmol) de bromoacétate
d’éthyle, le mélange est chauffé au reflux pendant 24 heures. Apres ajout d’éthanol, les solvants
sont évaporés sous pression réduite. Le résidu est repris dans du dichlorométhane. Le mélange est
alors lavé avec une solution aqueuse de HCI1 10 % puis avec de I’eau. La phase organique est séchée
sur MgSO0y, filtrée et évaporée sous pression réduite. 4,15 g d’un solide blanc sont obtenus (91 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 =1,10 (s, 36H, Hy) ; 1,31 (t, J=7,2 Hz, 12H, Hs) ; 3,22
(d, J=12,9 Hz, 4H, Ho) ; 4,24 (q, J=7,2 Hz, 8H, Hy) ; 4,84 (s, 8H, H3) ; 4,89 (d, J=12,9 Hz, 4H,
Hp) ; 6,81 (s, 8H, Hy)

RMN *C (CDCls, 75 MHz, 5 en ppm) : 8 = 14,2 (4 Cs); 31,4 (12 Cy) ; 31,9 (4 Co) ; 33,8 (4 C) ;
60,3 (4 Cy) ;71,3 (4 Cs) 5 125,3 (8 Ca) 5 133,5 (8 Co) ; 145,2 (4 C) ; 153,0 (4 Co) ; 170,5 (4 Co)
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5,11,17,23-Tétra—p-tert—butyl-25,27,26,28—tétrakis(2-hydroxyéthyléneoxy)calix[4]aréne

.

OH

Calix-OH
Cs;H7,03
M = 825,12 g mol™*
Solide blanc

6,4 mL (9,6 mmol) d’hydrure de diisobutylaluminium (DIBAL-H) en solution a 1,5M dans le
toluéne sont ajoutés sous argon a une solution de 395 mg (0,4 mmol) de composé Calix-COOEt
dans 12 mL de toluéne anhydre. Le milieu réactionnel est agité¢ 20 heures a température ambiante.
Apres ajout de dichlorométhane et de méthanol, le précipité inorganique formé est filtré et
abondamment lavé au dichlorométhane chaud. Le filtrat est évaporé sous pression réduite. Le résidu
obtenu est repris dans du dichlorométhane et lavé avec une solution aqueuse saturée de NaCl. La
phase organique est séchée sur MgSQOy, filtrée et évaporée sous pression réduite. 265 mg d’un solide
blanc sont obtenus apres recristallisation dans 1’éthanol (81 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 1,02 (s, 36H, Hy) ; 3,16 (d, J= 12,6 Hz, 4H, Hy) ;
3,88-3,97 (m, 16H, Ha4) ; 4,29 (d, J = 12,6 Hz, 4H, H) ; 5,06 (s1, 4H, Hs) ; 6,78 (s, 8H, H,)

RMN *C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 30,4 (4 Co) ; 31,4 (12 C1) 5 33,9 (4 C) ; 61,7 (4 Cy) ;
77,8 (4 C3) ; 125,5 (8 Cs) ; 133,5 (8 Co) 5 145,7 (4 Cy) 5 152,3 (4 Cy)

5,11,17,23-Tétra—p-tert-butyl-25,27,26,28—tétrakis(2-tosyléthyléneoxy)calix[4]aréene

Calix-OTos

CsoHocO1654
M = 1441,87 g mol™
Solide blanc
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8,23 g (43,2 mmol) de chlorure de tosyle sont ajoutés sous argon a une solution contenant 1,43 g
(1,73 mmol) de composé Calix-OH dans 7,2 mL de triéthylamine distillée et 10 mL de
dichlorométhane. Le milieu réactionnel est agité a TA pendant 20 heures. La phase organique est
alors lavée avec une solution aqueuse de HCI 1 M. Apres séchage sur MgSOQ,, filtration et
évaporation sous pression réduite, la recristallisation du brut réactionnel dans le méthanol conduit a
1,85 g du produit désiré sous la forme d’un solide blanc (75 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm): 6 =1,05 (s, 36H, H,) ; 2,44 (s, 12H, H7) ; 3,00 (d,
J=12,9 Hz, 4H, Hg) ; 4,09 (t, J = 4,5 Hz, 8H, H,) ; 4,22 (d, /= 12,9 Hz, 4H, Hy) ; 4,40 (t, J=4.,5
Hz, 8H, H3) ; 6,70 (s, 8H, H») ; 7,33 (d, J= 8,1 Hz, 8H, Hg) ; 7,80 (d, J = 8,1 Hz, 8H, Hs)

RMN "*C (CDCls, 75 MHz, 5 en ppm) : 8 = 21,6 (4 C-) ; 31,0 (4 Cs); 31,3 (12 C1); 33,8 (4 C) ;
69,5 (4 C4); 71,6 (4 C3); 125,2 (8 C2); 128,0 (8 Cs); 129,9 (8 Co); 133,1 (4 Co); 133,4 (8 Co) ;
144,8 (4 Cpoup) ; 145,2 (4 Coous) 5 152,1 (4 C)

5,11,17,23-Tétra—p-tert—butyl-25,27,26,28—tétrakis(2-azidoéthyléneoxy)calix[4]areéne

.

N3

Calix-N3
Cs:HgsN1204
M = 925,17 g mol’
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits 150 mg (0,104 mmol) de composé Calix-OTos, 54 mg
(0,83 mmol) d’azidure de sodium et 2,5 mL de DMF anhydre. Le milieu réactionnel est chauffé
pendant 16 heures a 80°C. Apres refroidissement a TA et ajout de H,O, un précipité blanc apparait.
Celui-ci est filtré sur fritté puis repris dans le dichlorométhane. Apres séchage sur Na,SOy, filtration
et évaporation sous pression réduite, 100 mg de produit sous la forme d’un solide blanc sont
obtenus (100 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 1,09 (s, 36H, H;) ; 3,20 (d, J = 12,8 Hz, 4H, H) ; 3,88
(t,J=6,1 Hz, 8H, H,) ; 4,07 (t, J= 6,1 Hz, 8H, H3) ; 4,36 (d, J= 12,8 Hz, 4H, Hy) ; 6,81 (s, 8H, H»)

CCM : Ry = 0,78 (CHCl;)
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5,11,17,23-Tétra—p-tert-butyl-25,27,26,28—tétrakis(2-(2’-(1,2,3-triazol-4-yl)pyridine)
éthyléneoxy)calix[4]aréne

Calix-PT4
CgoHssN1604
M = 1337,66 g mol™
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits 89 mg (0,10 mmol) de Calix-N3, 58 mg (0,55 mmol) de
4-ethynylbenzonitrile, 19 mg (0,12 mmol) de CuSO4.xH;0, 0,56 mL (0,56 mmol) d’une solution
aqueuse d’ascorbate de sodium 1M, 20 mL de THF, 10 mL d’EtOH et 10 mL d’H,O. Le milieu
réactionnel est agit¢ a TA pendant 16 heures. Le THF et I’éthanol sont évaporés sous pression
réduite et la phase aqueuse est extraite au dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies,
lavées avec 3 x HCIl 1M, puis avec 3 x H,O Millipore et le dichlorométhane est évaporé sous
pression réduite. Le brut réactionnel est chromatographié sur gel de silice (CH>Cl,/MeOH 2 %
jusqu’a 15 % avec 1 % de NEt; pour neutraliser la silice), conduisant a 1’obtention de 42 mg de
produit sous la forme d’un solide gris/vert (32 %). 32 mg de produit pour les études
spectroscopiques sont alors obtenus par chromatographie sur plaque préparative (CH,Cl,/MeOH
7,5 %) sous la forme d’un solide blanc.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 1,03 (s, 36H, H;) ; 3,09 (d, /=12,9 Hz, 4H, H)) ;
4,05 (d, J=12,8 Hz, 4H, Hyo) ; 4,34 (t, J = 5,7 Hz, 8H, Hy4) ; 4,90 (t, /= 5,8 Hz, 8H, H3) ; 6,72 (s,
8H, H,) ; 7,11 (m, 4H, Hg) ; 7,66 (t, J= 7,7 Hz, 4H, H-) ; 8,08 (d, /= 7,7 Hz, 4H, Hp) ; 8,49 (s, 8H,
H5 et Hg)

CCM : Ry = 0,37 (CH,Cly/MeOH 7,5 %)

F : 126°C (décomposition)
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2-((Triméthylsilyl)éthynyl)quinoléine

4 3
5 4N 2
6 AN
L R W/
Sis
1
33
C14H15NSi

M = 225,36 g mol™
Huile orange

Dans un ballon sont introduits 2,0 g (12,2 mmol) de 2-chloroquinoléine, 1,5 mL (10,8 mmol) de
triméthylsylilacétyléne, 10 mL de DMF anhydre et 6 mL de triéthylamine. Le milieu réactionnel est
dégazgé puis 0,43 g (0,61 mmol) de Pd(PPh;)set 0,12 g (0,61 mmol) de Cul sont ajoutés rapidement.
Le milieu réactionnel est de nouveau dégaz¢ puis chauffé a 50°C pendant 3 heures. Le mélange
réactionnel inhomogene est refroidi a TA et filtré sur célite. Le résidu noir est alors purifié par
chromatographie sur gel de silice (dichlorométhane/cyclohexane 3:7 jusqu’a 7:3) et 2,1 g d’une
huile orange sont obtenus (80 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 0,28 (s, 9H, H;) ; 7,44-7,52 (m, 2H, Hs et H,) ; 7,63-
7,77 (m, 2H, He et H7) ; 8,04 (m, 2H, H3 et Hy)

RMN C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : & = 0,21 (3 C1): 95,7 (Ca) ; 104,3 (Cy); 1244 (Ca) ;
127.2 (Ca) 5 127,5 (Car) ; 129,4 (Car) 5 130,0 (Car) 3 136,1 (C3) ; 143,3 (Ce) , 148,1 (Co)

CCM : Ry = 0,33 (dichlorométhane/cyclohexane 1:1)

2-Ethynylquinoléine

4 3
5 4N 2
6 N0,
TN
H
1
34
CiiH5N

M = 153,18 g mol™
Huile orangée

Dans un ballon sous argon sont introduits 2,05 g (9,1 mmol) de silane 33, 20 mL de MeOH, 20 mL
de CH,Cl; et 1,26 g (9,1 mmol) de carbonate de potassium K,COs. Le milieu réactionnel est agité
pendant 1h30 a TA. La réaction est arrétée par ajout de H,O et la phase aqueuse est extraite au
dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSOy, filtrées et évaporées sous
pression réduite. L’huile noire obtenue est purifiée par chromatographie sur gel de silice (CHCls) et
0,8 g d’une huile orangée sont obtenus (58 %).
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RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 3,21 (s, 1H, H;) ; 7,40-7,47 (m, 2H, Hs et H,) ; 7,60-
7,68 (m, 2H, Hg et H7) ; 7,96-8,04 (m, 2H, H; et Hy)

RMN “C (CDCls, 75 MHz, 6 en ppm) : 6 = 77,6 (C,) ; 83,3 (Cp) ; 124,0 (CHyr ou Cy) ;5 127,2 (CHye
ou Cq) ; 127,3 (CHyr ou Cy) ; 127,3 (CHyr ou Cy) 5 129,3 (CHye ou Cy) 5 130,0 (CH,r ou Cy) ;5 136,1
(C3) ; 14273 (Ce) ’ 14870 (CC)

CCM : Ry = 0,32 (dichlorométhane)

(2-Azidoéthoxy)benzéne

3 1
a O
SR
2
5

35
CsHoN3;O
M = 163,18 g mol’
Huile légérement jaune

Dans un ballon sous argon sont introduits 1,02 g (5 mmol) de B-bromophénétole, 0,65 g (10 mmol)
d’azidure de sodium et 10 mL de DMF anhydre. Le milieu réactionnel est chauffé¢ pendant 3 heures
a 80°C. Le milieu blanc inhomogene est alors refroidi @ TA et la réaction est arrétée par ajout de
H,0. La phase aqueuse est extraite avec de 1’acétate d’éthyle, les phases organiques sont réunies,
séchées sur Na,SOy, filtrées et évaporées sous pression réduite. 0,82 g d’une huile légerement jaune
sont obtenus (100 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, & en ppm) : & = 3,60 (t, J = 4,9 Hz, 2H, H,) ; 4,16 (t, J = 4,9 Hz, 2H,
H,) ;6,93 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H3) ; 6,99 (t, J= 7,7 Hz, 1H, Hs) ; 7,26-7,40 (m, 2H, Hy)

RMN "C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 8 = 50,3 (Cy) ; 67,0 (C2) ; 114,8 (C3) ; 121,5 (Cs) ; 129,7
(C4) 5 158,4 (Cy)

CCM : Rr = 0,26 (dichlorométhane/cyclohexane 4:1)

2’-(1-(2-Phénoxyéthyl)-1,2,3-triazol-4-yl)quinoléine

QT-MOD
C19H6N4JO

M = 316,36 g mol’

Solide blanc/beige

Dans un ballon sous argon sont introduits 105 mg (0,64 mmol) d’azide 35, 98 mg (0,64 mmol)
d’alcyne 34, 5,2 mg (0,032 mmol) de CuSO4.xH;0, 0,13 mL (0,13 mmol) d’une solution aqueuse
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d’ascorbate de sodium 1M, 15 mL de THF et 15 mL d’H,O. Le milieu réactionnel est agité a TA
pendant 16 heures. L’éthanol est évaporé sous pression réduite et 15 mL d’eau sont ajoutés. Le
Millipore. Le solide est repris dans le chloroforme et la phase organique est lavée avec 3 x HCI 1M,
puis avec 3 x H,O Millipore. Apres évaporation sous pression réduite, 179 mg d’un solide
blanc/beige sont obtenus (88 %).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz, 6 en ppm) : & =4,46 (m, 2H, Hs) ; 4,87 (m, 2H, H4) ; 6,93 (d, J =
8,1 Hz, 2H, H3) ; 6,99 (t, /= 7,4 Hz, 1H, H)) ; 7,22-7,33 (m, 2H, H,) ; 7,53 (t, /= 6,6 Hz, 1H, Hy) ;
7,69 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Hyg) ; 7,83 (d, /= 7,4 Hz, 1H, Hy,) ; 8,08 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Hy) ; 8,25 (d,
J=9,2Hz, 1H, Hyo) ; 8,33 (d,J=7 Hz, 1H, Hyy) ; 8,55 (s, 1H, Hp)

CCM : R = 0,19 (chloroforme)

5,11,17,23-Tétra—p-tert-butyl-25,27,26,28—tétrakis(2-(2’-(1,2,3-triazol-4-yl)quinoléine)
éthyléneoxy)calix[4]aréne

10

Calix-QT4
CosHosN1604
M =1537,89 g mol™
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits 109 mg (0,12 mmol) de Calix-N3, 97 mg (0,63 mmol)
d’alcyne 34, 23 mg (0,14 mmol) de CuSO4.xH,0O, 0,7 mL (0,7 mmol) d’une solution aqueuse
d’ascorbate de sodium 1M, 20 mL de THF, 10 mL d’EtOH et 10 mL d’H,O. Le milieu réactionnel
est agité¢ a TA pendant 16 heures. Le THF et 1’éthanol sont évaporés sous pression réduite et la
phase aqueuse est extraite au chloroforme. Les phases organiques sont réunies, lavées avec 3 x HCI
IM, puis avec 3 x H,O Millipore et le dichlorométhane est évaporé sous pression réduite. Le brut
réactionnel est chromatographié sur gel de silice (CHCI3/AcOEt 9:1 jusqu’a 1:1), conduisant a
I’obtention de 91 mg du produit désiré sous la forme d’un solide blanc (50 %). Une recristallisation
dans le MeOH permet 1’obtention de 80 mg du produit désiré pour les études spectroscopiques sous
la forme d’un solide blanc.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § en ppm) : & = 1,05 (s, 36H, Hy) ; 3,17 (d, J= 12,8 Hz, 4H, H,) ;
4,05 (d, J= 12,8 Hz, 4H, Hy») ; 4,41 (m, 8H, Hy) ; 4,95 (m, 8H, Hs) ; 6,77 (s, SH, H») ; 7,34 (t, J =
7,4 Hz, 4H, Ho) ; 7,48 (t, J = 7,4 Hz, 4H, Hyo) ; 7,55 (d, J = 8,3 Hz, 4H, He) ; 7,94 (d, J = 8,5 Hz,
4H, H))) ; 8,02 (d, J = 8,5 Hz, 4H, Hs) ; 8,16 (d, J = 8,3 Hz, 4H, H,) ; 8,81 (s, 4H, Hs)
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CCM : Rr = 0,59 (CHCI3/AcOEt 1:1)

F:251°C

1.2.3. Synthése des produits du chapitre 4 (césium)

6,7-Bis(2-(2-hydroxyéthoxy)éthoxy)-4-méthylcoumarine

e
O OH

1 F
(0] (e} . (0] OH
(0]
25
CisH2403
M = 368,38 g mol
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits 2 g (10,4 mmol) de 6,7-dihydroxy-4-méthyl-coumarine,
3,69 g (31,2 mmol) de carbonate de potassium et 60 mL d’acétonitrile. Le milieu réactionnel est
agité a TA pendant 2 heures puis 2,63 mL (25 mmol) de 2-(2-chloroéthoxy)éthanol sont ajoutés et
le milieu réactionnel est chauffé¢ au reflux pendant 4 jours. Le solvant est évaporé sous pression
réduite et le résidu est neutralisé par ajout d’une solution aqueuse de HCI 1M. La phase aqueuse est
alors extraite au dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur Na,SOy, filtrées
et évaporées sous pression réduite. L’huile marron obtenue est purifiée par chromatographie sur gel
de silice (dichlorométhane/acétone 4:1) et 1,42 g d’un solide blanc sont obtenus (37 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § en ppm): 8 = 2,38 (d, J = 0,9 Hz, 3H, Hy) ; 3,62-3,82 (m, 8H,
OCH) : 3,91-3.98 (m, 4H, OCH,) : 4.15-4.25 (m, 4H, OCH,) : 617 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H,) : 6,83
(s, 1H, H3) ; 6,99 (s, 1H, Hy)

CCM : Rf = 0,25 (dichlorométhane/acétone 8:2)
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6,7-Bis(2-(2-tosyléthyléneoxy)éthoxy)-4-méthylcoumarine

1~ O 2
0” o 0 0, s
K/O\/\O/S\Qi
-
26
C3:H360125:

M = 676,75 g mol’*
Huile incolore

Dans un ballon sous argon sont introduits 200 mg (0,54 mmol) de coumarine 25, 10 mL de
dichlorométhane et 414 mg (2,17 mmol) de chlorure de tosyle. Le milieu réactionnel est refroidi a
0°C et 0,6 mL (4,34 mmol) de triéthylamine sont ajoutés au goutte a goutte. Le mélange est alors
agité pendant 60 heures a TA. 30 mL d’une solution aqueuse de HCI 1M sont ajoutés et la phase
aqueuse est extraite au dichlorométhane. Les phases organiques sont réunies, séchées sur Na,;SOq,
filtrées et évaporées sous pression réduite. L huile marron obtenue est purifiée par chromatographie
sur gel de silice (dichlorométhane/acétone 5 % jusqu’a 10 %) et 271 mg d’une huile incolore sont
obtenus (74 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 2,36 (s, 3H, Hy) ; 2,39 (s, 6H, H; et Hy) ; 3,65-3,90
(m, 8H, OCH,) ; 4,03-4,25 (m, 8H, OCH,) ; 6,11 (s, 1H, H;) ; 6,74 (s, 1H, H3) ; 7,02 (s, 1H, Hy) ;
7,29 (d, J=8,1 Hz, 4H, H¢ et He’) ; 7,75 (d, J = 8,1 Hz, 4H, Hg et H¢)

RMN "C (CDCl3, 75 MHz, & en ppm) : & = 18,7 (C,) ; 21,4 (C;7 et C7) ; 68,6 (OCH,) ; 68,8 (2
OCH,) ; 69,2 (OCH,) ; 69,3 (OCH,) ; 69,3 (OCH,) ; 69,7 (OCH,) ; 69,8 (OCH,) ; 101,3 (CHy) ;
109,5 (CHyy) ; 112,1 (Cy) ; 112,8 (CHyy) ; 127,7 (2 Cs ou Cs?) 5 127,8 (2 Cs ou Cs) ; 129,7 (2 Cg et 2
Ce); 132,7(2Cy) ; 144,8 (2 Cy) ; 145,4 (Cy) ; 149,5 (Cy) ; 152,5 (Cy) 5 152,6 (Cy) ; 161,1 (C=0)

CCM : R = 0,47 (dichlorométhane/acétone 5 %)
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25,27:26,28-Bis(4-méthylcoumarine-6,7-diylbis(2-(2-oxyéthoxy)éthoxy))calix[4]aréne

@)

)

Calix-COU2
C64H4O16
M =1089,18 g mol™
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont introduits 170 mg (0,4 mmol) de calix[4]aréne, 25 mL d’acétonitrile
et 1,1 g (8 mmol) de carbonate de potassium. Le milieu réactionnel est agité pendant 2 heures a TA
et une solution de 540 mg (0,8 mmol) de coumarine tosylée 26 dans 3 mL d’acétonitrile est ajoutée.
Le milieu réactionnel est chauffé au reflux pendant 3 jours et le solvant est évaporé sous pression
réduite. De 1’eau est ajoutée et la phase aqueuse est acidifiée jusqu’a pH = 1 par ajout d’une
solution aqueuse de HCl 1M. La phase aqueuse est alors extraite au dichlorométhane. Les phases
organiques sont réunies, séchées sur Na,SOy, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le solide
marron obtenu est purifié par chromatographie sur gel de silice (CH,Cl,/MeOH 3 % jusqu’a 5 %) et
187 mg d’un solide blanc sont obtenus (43 %).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § en ppm) : 8 =2,41 (d, J = 1,1 Hz, 6H, Hy) ; 3,50-3,70 (m, 20H,
OCH,) ; 3,78 (s, 8H, Hy) ; 3,87 (t, J = 4,4 Hz, 4H, OCH,) ; 4,12 (t, J = 4,6 Hz, 4H, OCH,) ; 4,19 (t,
J=4,6 Hz, 4H, OCH) ; 6,18 (d, J= 1,1 Hz, 2H, H)) ; 6,70 (t, J = 7.5 Hz, 4H, Hy) ; 6,89 (s, 2H,
H;); 7,03-7,13 (m, 8H, Hs) ; 7,16 (s, 2H, Hy)

RMN "*C (CDCls, 75 MHz, & en ppm) : 5 = 18,9 (2 C2) ; 37,9 (4 C7) ; 69,8 (OCH,) ; 69,9 (OCH,) ;
69,9 (OCH,); 70,2 (OCH,); 70,3 (OCH,); 70,7 (OCH,); 70,9 (OCH,); 71,2 (OCH,); 101,8
(Car) 5 1112 (Cyr) 5 112,6 (Cor) 5 113,2 (Co) 5 122,5 (Car) 5 130,2 (Cy) 5 130,2 (Co) 5 130,3 (Cor) ;
130,3 (Ca) ; 134,1 (Ca); 134,1 (Ca) 3 134,2 (Ca) 3 134,2 (Car) ; 145,5 (Car) 3 150,2 (Cay) ; 1524
(Car) 3 153,4 (Car) 3 156,5 (Ca) ; 156,6 (Car) 3 161,4 (2 C=0)

CCM : Ry = 0,61 (CH,ClyMeOH 5 %)
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5,11,17,23—-Tétrachlorosulfonato-25,27:26,28-Bis(4-méthylcoumarine-6,7-diylbis(2-(2-
oxyéthoxy)éthoxy))calix[4]arene

o)

Calix-COUSO,Cl1
C64HgoCl402454
M = 1483,22 g mol™
Solide blanc

Dans un ballon sous argon a -10°C sont solubilisés 234 mg (0,21 mmol) de Calix-COU2 dans 3 mL
de chloroforme. 0,56 mL (8,48 mmol) de HSOsCl sont alors ajoutés au goutte a goutte et le milieu
est laissé remonter a TA. Apres agitation pendant 3 heures a TA, le mélange réactionnel marron est
versé dans de 1’eau glacée. 20 mL d’une solution aqueuse saturée de NaCl sont ajoutés et la phase
aqueuse est extraite a I’acétate d’éthyle. Les phases organiques sont réunies, séchées sur MgSQOy,
filtrées et évaporées sous pression réduite. Par addition d’isopropanol, 271 mg du composé Calix-
COUSO,Cl sont isolés par filtration sous la forme d’un solide blanc (87 %).

RMN 'H (acétone-dg, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 2,46 (s, 6H, H>) ; 3,22 (t, J = 6,3 Hz, 8H, OCH)) ;
3,76-3,93 (m, 16H, OCH;) ; 4,06-4,23 (m, 8H, OCH,) ; 4,48 (s, 8H, Hg) ; 6,17 (d, J = 0,7 Hz, 2H,
H,); 6,90 (s, 2H, H3) ; 7,23 (s, 2H, Hy) ; 8,12 (d, J = 3,7 Hz, 8H, Hs)

SM (EST, m/z) : 1460,9 ([M-C1+0]) ; 720,9 (IM-2C1+207%) ; 474,3 ([M-3C1+307%)

Analyses élémentaires : calculé : C 51,83 % - H 4,08 % ; mesuré : C 51,41 % - H 4,35 %
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5,11,17,23—-Tétrasulfonate de sodium du 25,27:26,28-Bis(4-méthylcoumarine-6,7-diylbis(2-(2-
oxyéthoxy)éthoxy))calix[4]arene

)

Calix-COUSULF
CessHeoNag0O25S4
M = 1497,36 g mol™
Solide blanc

Dans un ballon sous argon sont solubilisés 247 mg (0,17 mmol) de Calix-COUSO,Cl dans 2 mL de
pyridine. 0,25 mL d’eau sont ajoutés et le milieu réactionnel est agité a température ambiante
pendant 2 heures. La pyridine est évaporée et 1 mL d’eau sont ajoutés. La solution est alors
neutralisée jusqu’a pH = 7 par ajout d’une solution aqueuse de NaHCO; a 10 %. L’ajout d’acétone
entraine la précipitation du produit. Apres filtration sur fritté, 229 mg de Calix-COUSULF sont
obtenus sous la forme d’un solide blanc (92 %).

RMN 'H (D20, 300 MHz, 6 en ppm) : 6 = 2,45 (s, 6H, H») ; 3,15-3,35 (m, 8H, OCH,) ; 3,60-3,75
(m, 8H, OCH,) ; 3,75-3,85 (m, 4H, OCH,) ; 3,88-3,96 (m, 4H, OCH,) ; 4,07 (s, 8H, Hp) ; 4,11-4,27
(m, 8H, OCH,) ; 6,23 (s, 2H, H;) ; 7,03 (s, 2H, H3) ; 7,29 (s, 2H, Hy4) ; 7,60 (s, 8H, Hs)

RMN "C (D,0, 75 MHz, & en ppm) : & = 18,9 (C,) ; 37,7 (4 Ce) ; 69,1 (O-CH,) ; 69,5 (O—CH,) ;
69,7 (0—CH,) ; 69,8 (O—CHa) ; 70,4 (O—CHb,) ; 70,9 (O—CH,) ; 71,0 (O—CH,) ; 103,0 (2 C3 ou Cy) ;
111,3 (2 C3 0u Cy) ; 113,3 (Cy) 5 114,5 (2 C1) ; 127,5 (8 Cs) ; 134,6 (Cy) 5 134,7 (Cy) ; 138,3 (Cy) ;
138,4 (C,) ; 146,0 (Cy) ; 150,4 (Cy) ; 154,1 (Cy) ; 157,5 (Cy) ; 159,2 (Cy) 5 162,2 (Cy) ; 165,9 (Cy)
SM (EST, m/z) : 724,9 ((M—2Na]*) ; 475,6 ((M=3Na]>) ; 351,0 ((M—4Na]*

F :>260°C
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Il. Mesures spectroscopiques
1.1 Instrumentation

I1.1.1. Spectroscopie d’absorption UV-visible

Les cuves utilisées pour les mesures en absorption stationnaire sont de marque Hellma et de trajet
optique égal a 1 cm. Les spectres d’absorption sont enregistrés sur des spectrophotomeétres a double
faisceau Uvikon 943 ou Cary-5E (Varian). Le domaine spectral du premier s’étend de 190 a 900
nm, avec une précision de 0,1 nm. Pour le second, il s’étend de 175 a 3300 nm avec une précision
inférieure a 0,05 nm.

I1.1.2. Spectroscopie de fluorescence stationnaire

Les cuves utilisées pour les mesures en fluorescence stationnaire sont de marque Hellma et de trajet
optique égal a 1 cm. Les spectres d’émission et d’excitation sont enregistrés sur deux types de
spectrofluorimetres de marque Jobin-Yvon reliés a un ordinateur sous Windows XP doté du logiciel
DATAMax V.1.03 de Galatic Industries Corporation & Instruments S.A., Inc. Tous les spectres
d’excitation et d’émission sont corrigés de la fonction d’appareil.

e Fluorolog SPEX 1681 : I’échantillon est excité par un faisceau provenant d’une lampe a arc
Xénon d’une puissance de 450 W dont le domaine spectral s’étend de 200 a 900 nm. Les bandes
passantes des monochromateurs d’excitation et d’émission sont ajustées manuellement au moyen de
fentes de largeur variable (de 0,5 a 5,0 mm, ce qui correspond a des bandes comprises entre 0,9 a
18,9 nm).

e Fluoromax-3 : la lampe d’excitation est une lampe a arc Xénon d’une puissance de 150 W.
Son domaine spectral s’étend de 200 a 900 nm. Les bandes passantes des monochromateurs en
excitation et en émission sont ajustées automatiquement via I’interface du logiciel Datamax (bandes
comprises entre 0,5 a 10 nm).

I1.1.3. Fluorimétrie impulsionnelle par comptage de photons uniques

Appareillage

Les déclins de fluorescence sont enregistrés suivant la technique du comptage de photons
uniques corrélés en temps.>” Le principe de cette technique repose sur le fait que la probabilité de
détecter un photon a un instant ¢ apres 1’excitation lumineuse est proportionnelle a I’intensité de
fluorescence a cet instant. Chaque photon détecté est alors stocké dans un canal différent suivant
son retard par rapport a I’excitation lumineuse. Le déclin de fluorescence est finalement reconstruit
en sommant les photons de chaque canal pour un grand nombre d’excitations lumineuses. Le
schéma de fonctionnement du montage expérimental est représenté sur la Figure 1.
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Laser de pompe Laser Titane | o | ST ® Doubleur 20 ou3m
Argon ionisé Saphir o ou tripleur

Bole & D Photodiode |« é7

sf:\ o
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S 3
'”E\ v g
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S.I = sélecteur d’impulsions ; D = discriminateur ; E = échantillon
M = monochromateur ; PM = photomultiplicateur ; CTA = convertisseur temps-amplitude

Figure 1. Montage expérimental pour I’acquisition des déclins de fluorescence.

La source d’excitation est un laser accordable Titane-Saphir (Spectra Physics) pompé par un
laser & argon ionisé. Il délivre des impulsions de 1,3 ps de largeur a mi-hauteur avec un taux de
récurrence de 82 MHz (12 ns entre deux impulsions) dans un domaine de longueur d’onde compris
entre 700 et 1000 nm. Le taux de répétition des impulsions est ramené a 4 MHz (soit 250 ns entre
deux impulsions) a 1’aide d’un sélecteur d’impulsion acousto-optique (S.I.) afin de permettre aux
molécules dont les durées de vie sont longues de relaxer totalement avant I’impulsion suivante.
Suivant les composés étudiés, la fréquence du faisceau d’excitation peut étre doublée ou triplée. Des
longueurs d’onde d’excitation comprises entre 280 a 330 nm (tripleur) ou entre 420 et 500 nm
(doubleur) sont ainsi accessibles.

Une partie du faisceau d’excitation est alors dirigée vers 1’échantillon. La fluorescence
émise est collectée a 90° a travers un monochromateur dont la largeur des fentes est ajustée
manuellement. Les photons de fluorescence sont alors détectés par un photomultiplicateur (PM) a
galette de microcanaux (Hamamatsu Multi Chanel Plate R3809U). Un discriminateur a fraction
constante placé apres le PM permet de sélectionner les signaux qui ont une amplitude convenable
(élimination d’une partie du bruit et des impulsions parasites). Le signal électrique délivré est
envoy¢ sur la chaine de comptage et déclenche le convertisseur temps-amplitude (CTA) (Tennelec
TC864).

Une partie du faisceau d’excitation est également envoyée sur une photodiode associée a un
discriminateur. Le signal détecté lors de I’impulsion lumineuse est retardé via une boite a retards
(cables BNC de longueur variable correspondant a des retards compris entre 0,5 et 32 ns) et permet
I’arrét du convertisseur temps-amplitude (CTA).
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Les déclins sont enregistrés sur 1024 ou 4096 canaux. Pour chaque mesure, au moins 10*
photons sont comptés dans le canal ou le nombre de photons est maximal. Les retards sont choisis
de sorte que I’impulsion lumineuse d’excitation est détectée entre les canaux 50 et 100 (1024
canaux) ou entre les canaux 200 et 400 (4096 canaux). Les derniers canaux comportant du bruit
résiduel ne sont pas analysés. Avant chaque déclin de fluorescence, la fonction d’excitation E(t) (cf.
paragraphe suivant) est mesurée en utilisant une solution aqueuse diffusante de Ludox observée a la
longueur d’onde d’excitation du laser. Bien que le laser Titane-Saphir délivre des impulsions de 1,3
ps de largeur a mi-hauteur, celle de I’impulsion lumineuse mesurée en sortiec de la chaine de
comptage de photons varie entre 35 ps a 50 ps suivant la fenétre d’observation temporelle utilisée.

Analyse des déclins de fluorescence

Pour une impulsion d’excitation infiniment breve, le déclin de fluorescence observé est
généralement une somme d’exponentielles discrete :

I: (t)=Z:oci exp[—t/ti] eq. 0-1

ou o et t; sont les facteurs préexponentiels et les constantes de temps de chacune des
exponentielles, Ir (t) représente le déclin de fluorescence.

Lorsque la durée de I’impulsion n’est pas infiniment courte par rapport aux constantes de
temps T, la réponse I (t) enregistrée est le produit de convolution de la réponse impulsionnelle par la
fonction d’excitation E(t) :

I()=EM)®L,()=E(t)®> o, exp[-t/1,] eq. 0-2

Les déclins de fluorescence enregistrés via 1’appareillage présenté dans le paragraphe
précédent sont analysés grace au logiciel GLOBALS™ pour Windows (Globals Unlimited,
University of Illinois at Urbana-Champaign, Laboratory of Fluorescence Dynamics). En effet, ce
logiciel permet la déconvolution de la fonction d’appareil et I’ajustement numérique du déclin de
fluorescence en utilisant jusqu’a quatre exponentielles. Cet ajustement utilise la méthode des

. , ., . ., ., “n P 2 , . .
moindres carrés non linéaire et sa qualité est reliée au critere statistique y; défini comme suit :

2
1 N ]CXP(Z‘,)—]CQZC([)
2 — F i F i eq. 0-3
A N—nz{ () !

ou I(t) et I:™(¢,) représentent les intensités de fluorescence expérimentale et calculée a

I’instant t;, N est le nombre de points expérimentaux et n le nombre de parameétres a ajuster.

L’ajustement numérique est jugé satisfaisant pour des valeurs de y, proches de 1’unité

(comprises entre 0,9 et 1,3) et lorsque les résidus pondérés possédent un caractere aléatoire.
I1.1.4. Absorption transitoire

Un laser YAG-Néodyme (modele BMI 502 DNS 77/10) délivre des impulsions de 7-8 ns a
1064 nm. Un faisceau a 355 nm est obtenu apres passage du train d’impulsions dans un module
contenant des cristaux non linéaires de doublage ou de triplage de fréquence (cf. Figure 2).
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Le faisceau sonde est placé perpendiculairement a la direction du faisceau d’excitation. La
source est une lampe a arc au Xénon surtensé, synchronisée avec 1’impulsion du laser, qui fournit
une émission continue de lumiere blanche. Le signal d’absorption transitoire est recueilli point par
point par un monochromateur placé aprés I’échantillon et un photomultiplicateur (Hamamatsu
R928) couplé a un oscilloscope numérique (Tektronic) connecté a un ordinateur.

Un tiroir synchrone assure le déclenchement de I’alimentation du laser, de la lampe et de
I’ordinateur. Les signaux d’absorption transitoire sont analysés grace au logiciel Igor Wavemetrics.
Les spectres d’absorption transitoire sont reconstruits point par point en effectuant une mesure tous

les 10 nm.
00000
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(@]
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"| sonde Xe

E = échantillon ; M = monochromateur ; PM = photomultiplicateur
// = miroir dichroique

Figure 2. Montage expérimental pour les mesures d’absorption transitoire.

I1.2. Produits et solvants

L’eau est distillée puis déionisée grace a un traitement sur appareil Milli-Q-plus. La conductivité de
I’eau millipore obtenue est inférieure & 6 x 10® Q' ecm™ a 20°C. Les solvants organiques
(acétonitrile, méthanol, DMSO) sont de qualité spectroscopique et commercialisés chez Aldrich ou

SDS (pureté > 99 %).

L’acide perchlorique (70 % dans 1’eau) est de marque Aldrich et de pureté égale a 99,999 %.
La soude NaOH utilisée est commercialisée chez Aldrich (pureté = 99,998 %). Les composés MES,
MOPS ou 2,6-lutidine utilisés pour la réalisation de solutions tampons sont commercialisés chez
Aldrich ou Fluka.
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La sonde commerciale Rhod-5N est disponible chez Invitrogen sous la forme de sel de
potassium. Elle est conservée a -20°C a I’abri de la lumicre et de ’humidité et les solutions stocks
de ligand sont préparées juste avant leur utilisation.

Les sels métalliques sont de type perchlorate (Li(ClO4), NaClO4, KClO4, Mg(CIOys),,
Ca(Cl04)2, Hg(ClO4),, Pb(ClO4),, Cd(ClO4),, Zn(ClOy4),, Ag(ClOy)), nitrate (Hg(NO;)s), acétate
(PbOAc, CsOAc), chlorure (CdCl,, KCIl, MgCl,) ou thiocyanate (KSCN). Tous sont disponibles
commercialement chez Aldrich ou Fluka avec une pureté supérieure a 99 %.

I1.3. Protocoles expérimentaux

I1.3.1. Mesure du rendement quantique de fluorescence
Le rendement quantique de fluorescence est défini comme le rapport du nombre de photons émis
par fluorescence sur le nombre de photons absorbés. Les rendements quantiques de fluorescence des

produits sont mesurés par rapport a une référence dont le rendement quantique (9 ) est connu. II

est préférable de choisir une référence excitable a la méme longueur d’onde que le composé étudié
et dont le spectre d’émission recouvre celui du composé étudié. Dans la mesure ou les spectres de
fluorescence du composé et de la référence sont enregistrés dans les mémes conditions
expérimentales (longueurs d’onde d’excitation et d’émission, largeur des fentes), les rendements
quantiques des deux composés sont reliés par la relation suivante :

1-10% S (n)
O, =0, — | = eq. 0-4
SR ISTI So(noj 1

ot @, et @) sont respectivement les rendements quantiques de fluorescence du composé étudié et
de la référence, A est I’absorbance, S est I’intégrale de 1’intensité de fluorescence mesurée et n est
I’indice de réfraction du milieu étudié. Indicées par un zéro, ces valeurs sont celles du composé de
référence.

Les références utilisées pour les mesures de rendement quantique de fluorescence sont le

sulfate de quinine dans une solution d’acide sulfurique H,SO4 4 0,5 N (@), = 0,546)," la coumarine
C153 dans 1’éthanol (@), = 0,38),” la rhodamine B dans ’eau (DY = 0,41).° et le naphtaléne dans le
cyclohexane dégazé (D9 =0,23).”

I1.3.2. Mesure du pH en milieu organo-aqueux

Dans la mesure ou 1’électrode de verre utilisée pour la mesure du pH comporte une électrode de
référence au calomel saturée, elle n’est pas adaptée a la mesure du pH en milieu organo-aqueux. Il
apparait en effet un potentiel de jonction entre la solution de référence (milieu aqueux) et le
mélange organo-aqueux a ¢tudier. La valeur affichée par le pH-metre doit donc étre corrigée.
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Expérimentalement, le pH de solutions

d’acide perchlorique (acide fort) dans 1’eau et
4+ dans un mélange eau/MeOH 80:20 v/ est
mesuré pour des concentrations identiques en
acide. Une droite de calibration reliant le pH
mesuré a 1’électrode dans le mélange organo-

réel

aqueux et le pH de la solution aqueuse peut étre

pH

tracée. Il apparait que le pH dans le mélange
organo-aqueux varie peu par rapport a celui
2 mesuré en solution aqueuse dans une gamme de
pH comprise entre 1 et 5 :

pHréel = 1,044 X pHmesuré + 0>02

1 2 3 4 Les valeurs de pH et de pK, dans le
pHmesuré manuscrit tiennent compte de cette correction.

I1.3.3. Détermination de pK, et de constantes de stabilité

Les constantes de stabilité¢ des complexes ont été¢ déterminées par dosage spectrophotométrique ou
fluorimétrique. Les spectres d’absorption et de fluorescence sont enregistrés pour des ajouts
croissants de cation en maintenant la concentration en ligand constante au cours du dosage. Une
méthode similaire est utilisée pour la détermination des constantes d’acidité : des ajouts successifs
d’une solution concentrée en [H3;O'] sont réalisés et la concentration en ligand est maintenue
constante.

Les constantes d’acidité, les stoechiométries et les valeurs de constantes de complexation
des complexes ont été obtenues grace a une analyse globale des spectres d’absorption ou de
fluorescence par le logiciel SPECFIT™ Global Analysis System V3.0 32-bit pour Windows.**'° Ce
logiciel permet également d’accéder aux spectres des différentes especes et aux proportions des
especes en fonction du pH ou de la concentration en cation.

lll. Mesures électrochimiques

Les mesures effectuées par électrochimie ont été réalisées avec un potentiostat CH
Instrument relié a un ordinateur. L’électrode de référence utilisée est une électrode Ag'/Ag remplie
avec une solution de AgNO; a 0,01 M. Comme le recommande I'TUPAC, cette électrode de
référence est calibrée par rapport au ferrocéne (E°(Fc'/Fc)= 0,045 V dans I’acétonitrile).
L’hexafluorophosphate de tétrabutylammonium est utilisé comme électrolyte support (0,1 M) et est
disponible commercialement chez Acros (98 %). L’acétonitrile (99,8 %), acheté chez Aldrich, est
utilis€¢ comme tel. Avant les mesures électrochimiques, toutes les solutions sont dégazées pendant
quelques minutes en faisant buller de 1’argon.
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A tetrasulfonated calixarene with two appended crowns, each
including a dioxycoumarin fluorophore, is highly soluble in
water and shows excellent selectivity for cesium ions.

There is a significant need for the development of sensors able to
selectively detect cesium ions. The major source of cesium involves
nuclear waste materials and its toxicity is due to its ability to
replace potassium in muscles and red cells. In nuclear waste,
cesium must be detected in a medium where sodium and potassium
are present in a large excess.! Various methods were reported for
the determination of cesium, including atomic absorption spectro-
scopy,” radioanalysis® and ion-selective electrodes (ISEs).* Recent
developments using ISEs were aimed at obtaining very low
detection limits.* Those analytical methods have different
disadvantages, since they require expensive instruments and/or
controlled experimental conditions. In contrast, fluorescent
molecular sensors of ions (fluoroionophores), consisting of
fluorophores linked to recognition moieties (ionophores),” offer
many advantages in terms of sensitivity, selectivity and low cost.®
In order to achieve good selectivity, the choice of the ionophore is
of major importance, and in this respect, 1,3-alternate calix[4]ar-
ene-bis(crown-6-ether) exhibits remarkable selectivity’ towards
Cs" versus Na* and to a lesser extent versus K*. It was extensively
used for solvent extraction from nuclear waste solutions.®
Cesium-selective fluoroionophores, consisting of calix[4]arene-
bis(crown-6-ether) with appended cyanoanthracenes, were pre-
viously reported by Dabestani et al.” We described the synthesis,
the binding and photophysical properties of 1, a calix[4]arene-
bis(crown-6-ether) with a dioxycoumarin fluorophore inserted in
both crowns.'® Such fluorescent molecular sensors have limitations
for practical applications due to their poor solubility in water. In
order to render compound 1 soluble in water, we used the method
of Lemaire and coworkers to introduce sulfonate groups'' leading
to calixarene 2. We report here the synthesis together with the
photophysical and complexing properties of this compound.
Calixarene 2 was thus synthesized by chlorosulfonylationf
followed by hydrolysis of the chlorosulfonyl groups§ (Scheme 1).
The absorption and emission spectra of 2 do not depend on the
pH (from pH 6 to 9). This compound is strongly fluorescent in
water with a fluorescence quantum yield @ of 0.40. Addition of
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Scheme 1 Synthesis of the tetrasulfonated calixarene 2: (i) HSO;Cl,
CHCl;, —10 °C to RT, 2 h, 87%; (ii) H,O, pyridine, NaHCO;, RT, 92%.

sodium ions to a solution of 2 in lutidine buffer does not induce
any effect on the emission spectrum up to a concentration of
25 mM. The concentration must attain 50 mM to observe
significant changes. Therefore, it is possible to use a MES buffer
(50 mM) adjusted at pH 7 with NaOH (25 mM) without any
trouble due to the presence of the added sodium ions at a
concentration of 25 mM. In this medium, addition of cesium
acetate induces a 10 nm bathochromic shift of the absorption
spectra (Fig. 1) and an enhancement of the fluorescence intensity
(Fig. 2). A linear response of the fluorescence intensity as a
function of cesium concentration was observed from 0 to 0.1 mM.
The detection limit calculated as three times the standard deviation
of the background noise was found to be 3.7 uM. The observed
shift of the absorption spectra allows a ratiometric measurement:
the ratio of the fluorescence intensities at 420 nm for two excitation
wavelengths, 7(360)/1(320), provides a better sensitivity (see the
curve in the ESI}): a detection limit of 0.3 pM was found under
these conditions. Such a detection limit is of the same order of
magnitude as that observed with cesium fluoroionophores soluble
in organic solvents,”'* but it is unprecedented for a water-soluble
fluoroionophore.

Analysis of the absorption spectra at various cesium concentra-
tions by means of the SPECFIT programme led to the following
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Fig. 1 Absorption spectra of 2 (33 uM) in the presence of increasing
concentration of Cs* in MES-NaOH buffer pH 7. Inset: titration curve at
365 nm.
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Fig. 2 Corrected emission spectra of 2 (2.6 pM) in the presence of
increasing concentration of Cs* in MES-NaOH buffer pH 7. Excitation at
365 nm. Inset: titration curve at 420 nm.

stability constants of the two complexes, 1 : 1 and 2 : 1 (metal-
ligand): log K, = 4.10 + 0.04, log K> = 3.82 + 0.05. The values
obtained from emission data gave the same values within the
experimental error, which does not necessarily mean that the
stability constants of the complexes is the same in the ground and
excited states, but that the complexation equilibrium in the excited
state is not reached during the lifetime of this excited state (3.5 ns).

It should be noted that, in contrast to the non-sulfonated
calix[4]arene-bis(crown-6-ether) 1, for which an anticooperative
effect was observed on binding with a second cation (as a result of
the repulsion of the two cations),'® the ratio K»,/K; (~0.55 +
0.30) is close to the statistical value of 1/4 that would be observed if
the two binding sites were identical and independent.'? This means
that there is no electrostatic repulsion between the two bound
cations because of the shielding effect of the sulfonate groups. The
SPECFIT programme also provides the absorption and the
emission spectra of the 1 : 1 and 2 : 1 complexes that are displayed

in Fig. 3. The absorption spectrum of the 1 : 1 complex is the half
sum of the spectrum of the free ligand and that of the 2 : 1
complex, which clearly proves that the two binding sites have the
same affinities for cations.

It is of major importance to note that, in the complexes,
electrostatic attraction brings the two sulfonate groups close to a
cesium ion that is coordinated to the oxygen atoms at the 6- and
7-positions of the coumarin. Consequently, in the vicinity of these
oxygen atoms, there is an overall negative charge (equal to that of
an electron) that reinforces the electron-donating character of these
atoms, explaining the observed red shift of the absorption
spectrum.

The enhancement of the fluorescence intensity upon cesium
binding can be explained in the same way. It should be indeed
recalled that coumarin itself (ie. without any substituent on the
phenyl ring) is very poorly fluorescent and that introduction of
electron-donating methoxy groups at the 6- and 7-positions leads
to intense fluorescence, as a consequence of an intramolecular
charge transfer from these groups to the lactone carbonyl group
(acceptor).® In calixarene 1, the decrease in fluorescence intensity
upon cesium binding was explained by the reduction in the
electron-donating character of the coumarinic oxygen atoms at the
6- and 7-positions. On the contrary, in the complexes of calixarene
2 with cesium ion, the electron-donating character is reinforced by
the negative charge appearing in the vicinity of the oxygen atoms,
which leads to an increase in fluorescence intensity. In line with this
increase, the lifetime of the excited state increases from 3.51 +
0.05 ns for the free ligand to 3.73 + 0.05 ns for the 2 : 1 complex.

"H-NMR studies of the 2 : 1 complex confirm the enhancement
of the electron-donating character of the coumarinic oxygen atoms
upon complexation with cesium. In fact, a considerable upfield
shift is observed for one of the aromatic protons of the coumarin
close to the oxygen of the crown ether. In contrast, the aromatic
protons of the calix[4]arene moved downfield by 0.11 ppm, owing
to m-metal interaction between the cesium ion and the phenyl ring
of the calixarene.

It is of interest to compare the effects of cesium ion with the
effect of a double-charged cation like magnesium ion. A decrease
in fluorescence intensity upon addition of Mg>* was observed.
Indeed, the two positive charges of this cation are compensated by
the two negative charges of the sulfonate groups, so that no net
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Fig. 3 Absorption and emission spectra of 2 and its 1 : 1 and 2 : 1
complexes with Cs* calculated from the titration data using the SPECFIT
programme in MES-NaOH buffer pH 7.
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Fig. 4 Fluorescence intensity at 420 nm [x(420) of 2 (2.6 pM) in MES~
NaOH buffer pH 7, in the presence of Cs* (0.055 mM, 1 ppm) and various
interfering cations.

charge appears in the vicinity of the oxygen atoms of the coumarin
and there is no concomitant fluorescence enhancement.

The photophysical effects of cesium binding require further
attention. Upon excitation, the redistribution of charges on the
atoms involved in the photoinduced intramolecular charge transfer
and in the coordination is likely to result in motions of the bound
cations, as previously observed with the complexes with calixarene
1.'% The situation is more complicated with calixarene 2, because
of the presence of the sulfonate groups. In particular, a slight blue
shift of the emission spectrum upon cesium binding was observed
instead of a red shift because of possible compensation effects
between the reduction in charge density of the oxygen atoms of the
coumarin at the 6- and 7- positions due to intramolecular charge
transfer, and the increase in charge density due to the vicinity of an
overall negative charge. Moreover, the redistribution of charges is
likely to be not strictly the same when one or two cations are
present in the complex; interactions in the excited states between
the two cations within the 2 : 1 complex may occur with possible
effects on emission spectra. In fact, in contrast to the absorption
spectrum, the emission spectrum of the 1 : 1 complex was found to
be significantly different from the half sum of the spectra of the
free ligand and the 2 : 1 complex (see Fig. 3).

Finally, let us examine now the selectivity of 2 for Cs* with
respect to other cations such as K*, Ca®*, Li*, Mg**. Except for
K", the stability constants of the complexes with these ions are too
low to be determined and the competition—based fluorescence
effect profiles for these metal ions (Fig. 4) show significant
interference with these competing cations under these conditions.
The value of K;; for the K* complex was found to be 51 (log K;; =
1.71), i. e. much lower than for Cs*. The selectivity towards Cs*
versus K* (expressed as the ratio of the stability constants) is thus
larger than 250.9

In conclusion, the new water soluble calix[4]arene-bis(crown-6-
ether) fluoroionophore can detect cesium ion very efficiently and
selectively in water.
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i Synthetic procedure for the preparation of the tetrachlorosulfonylated
intermediate: to a solution of 1 (234 mg, 0.21 mmol) in CHCl; (3 mL) was
added dropwise HSOCl (0.56 ml, 8.48 mmol) at —10 °C. After 3 h at

room temperature, the brownish reaction mixture was poured into an ice-
water solution. Saturated aqueous NaCl solution was added (20 ml).
Extraction with EtOAc, drying over MgSO, and solvent removal gave
280 mg of a white solid. By addition of isopropanol, pure tetrachloro-
sulfonylated calixarene was collected by filtration as a white powder
(271 mg, 87%); oy (300 MHz, (CD3),CO) 2.46 (6H, br s), 3.22 (8H, t, J
6.3 Hz, OCH,CH,0), 3.76-3.93 (16H, m), 4.06-4.23 (8H, m), 4.48 (8H, br
s), 6.17 (2H, d, J 0.7 Hz), 6.90 (2H, s), 7.23 (2H, s), 8.12 (8H, d, J 3.7 Hz);
elemental analysis for CeHgoClyOo4S, (1483.22): caled C 51.83, H 4.08;
found C 5141, H 4.35.

§ Synthetic procedure for the preparation of compound 2: tetrachloro-
sulfonylated calixarene (247 mg, 0.17 mmol) was dissolved in pyridine (2 ml)
and water (0.25 ml) was added. The reaction mixture was stirred during 2 h
at room temperature. After removal of the solvent, 0.1 ml of water was
added. The solution was neutralized to pH = 7 by titration with 10%
NaHCO; aqueous solution and acetone was added. The resulting
precipitate was filtered and compound 2 (229 mg, 92%) was obtained
after recrystallisation in acetone-water as a white powder; mp > 260 °C ;
og (300 MHz, (D,0)) 2.45 (6H, m, CH;), 3.15-3.35 (8H, m), 3.60-3.75
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(8H, m), 6.23 (2H, s), 7.03 (2H, s), 7.29 (2H, s), 7.60 (8H, s); dc (75 MHz,
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(O-CH>); 103.0, 111.3 (CHy,); 113.3 (Cy), 114.5, 127.5 (CH,,); 134.6, 134.7,
138.3, 1384, 146.0, 150.4, 154.1, 157.5, 159.2, 162.2, 165.9 (Cy); m/z (ESI"):
7249 (M=2NaJ*"), 475.6 ((M=3Na]’"), 351.0 ((M—4Na]*")

4| The complexation constants were determined by global analysis of the
evolution of all the absorption or fluorescence spectra by using the Specfit
Global Analysis System V3.0 for 32-bit Window system.
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Ingénierie moléculaire et fluorescence pour la détection de cation toxiques

Résumé :

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre du programme Toxicologie Nucléaire Environnementale
dont I’objectif est d’étudier les effets sur le vivant de différents métaux lourds ou radionucléides
issus de I’industrie nucléaire. En particulier, il concerne la conception de nouvelles sondes
fluorescentes pour la détection sélective de Pb?*, Cd** et Cs* en milieu biologique.

Plusieurs calixarénes azotés fluorescents ont été synthétisés et étudiés pour la détection du
plomb. L’un d’entre eux a pu étre utilisé dans des conditions proches du milieu biologique. La
synthése de nouveaux composés portant des groupes amides a été proposée.

Différentes approches ont été envisagées pour la conception de senseurs fluorescents sélectifs
du cadmium. A partir de résultats de la littérature, des ligands incorporant des atomes de soufre ont
été synthétisés mais n’ont pas montré d’affinité particuliéere pour le cadmium. A I’inverse, des
composés comportant plusieurs motifs fluorescents pyridin-2’-yl-1,2,3-triazole liés a une pB-
cyclodextrine ou a un calix[4]aréne ont montré une bonne affinité pour le cadmium dans le
méthanol, mais une modeste selectivité a été observée. En revanche, de trés bons résultats en termes
de sélectivité et de sensibilité ont pu étre obtenus en milieu aqueux a pH neutre avec une sonde de
calcium commerciale, le Rhod-5N.

Enfin, la detection sélective de concentrations micromolaires en ceésium a été rendue possible en
milieu aqueux a pH = 7 grace a un nouveau calixaréne sulfoné fluorescent possédant deux éther-
couronnes. Un modele pour la complexation du césium a été propose et validé par modélisation
moléculaire (DFT).

Mots clés: fluorescence, sondes de métaux lourds, plomb, cadmium, césium, calixarene,
modélisation moléculaire, toxicologie, nucléaire, environnement.

Molecular engineering and fluorescence for the detection of toxic cations

Abstract :

This work is a part of the “Toxicologie Nucléaire Environnementale” program which aims at
studying the effects on the living of heavy metals or radionuclides involved in nuclear industry.
Most particularly, it deals with the design of new fluorescent sensors for the selective detection of
Pb**, Cd*" and Cs" in biological media.

Several fluorescent calixarenes possessing nitrogen atoms were synthesized and their properties
as potential lead sensors were investigated. One of them could be used in experimental conditions
close to biological media and new target compounds with amide functional groups were proposed.

Many approaches were considered for the design of selective fluorescent sensors for cadmium.
On the basis of literature results, many chelating compounds incorporating sulfur atoms were
synthesized but showed no significant affinity towards cadmium. On the opposite, compounds
functionalized with several pyridin-2’-yl-1,2,3-triazol fluorescent moieties linked to a -
cyclodextrin or a calix[4]arene showed good affinity for cadmium in methanol, but the selectivity
was found to be insufficient. In contrast, very satisfying results in terms of both selectivity and
sensitivity could be obtained with the commercial calcium sensor Rhod-5N in an aqueous medium
at neutral pH.

Lastly, micromolar detection limits for the selective detection of caesium were reached in an
aqueous medium at neutral pH thanks to a new sulfonated fluorescent calixarene with two appended
crown-ethers. An original complexation mechanism was proposed and validated by molecular
modelling (DFT).

Keywords : fluorescence, heavy metals sensors, lead, cadmium, caesium, calixarene, molecular
modelling, toxicology, nuclear, environment.
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